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Studies on the cxoited spocvies of bliols

sugrested the possibility of using the "photobiochemistry in toe

divsiologtoal situationsin clin

5
i

dark' to analvse

The eryihrocyte extracted onzyvme, that wetebolizes {olic

acid concomitantly with generation of sinplet oxygen was analysed
and its activity was calculated by measuring the cmission of such
species in several saumples collected from normal dindividunis  and
cancerous patients.

Concomivantly, the spontancous ewission ol plasm il

urine has been studied to verify the corvelation betweon e
phenomena and the enzyme activity in some patholegical discases.

The nature of the excited species, present in urine and
plasm have been investipated and it was shown thet singlet oxygen
and other activited species of oxypen {(like O, O wetc) wers
important in the chemiiuminescence of these flulds.

The high actiwvity of folic acid oxidase and ihe 1ow

chemiluminescence in the urine of

in these pathological discases o wmwemningful  conconiration of
antioxidants would Dbe  eliminated throu

inhibivory effect is similary to that observed in vivo

ascorbic acid in che uriae chemiluwlnescence from noydol

The activity of folic acid oxidase: the

luminescence in the urine and the siight increase of  che

nescence in the plasm of cancerous paticents, lod us Lo Cone b udie

that our methodoiroy is iwmportant in detecting pathologio:

seases as for exauple cancer.
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ABREVIACOES B GLOSSARIC

GLC = Cromatografia Liquido-gas

DARCO - 1,4-diazoblcicle(2,2,2)0ctano

DPAS - 9, 10~ditfentlantraceno-y
DBAS - 9, JO-dibromoantraceno-Z-sulfonato

EDTA - Acido ctilendianinotetracético

HPLO - Cromatografia liguida de alta pressao

o0 -~ Peroxido de hidrogenio

NADPH - Nicotinamida adeninsg dinucleotideo yeduzida
NADP - Nicotinamida adenina dinucleotideo

smutaso

500 -~ Supercxido d
TLO - Cromatografis de camada delyada
Coenzima -  porcio nide proteica da enziman

Epiteliofibroblastos -~ (élulas geratrizes de fibres epleelials

Mitocondria - orvoncla  celular dwmpilicads na oxidacio bioldni
ditocondria yrgane i fular dmpilcada n Lelag oy

Microssomos - organelas celolares com ovigem na qonbrisio colulay

" o 4 T . Y - ‘ y o= P .
flialopiasma ~ liguido cololar tiwvre do oreoapelas.




CAPTTUI

INTRODUCAO

A dmportancia mwetabolica do dcido f0lico & bewm conheci-

e

da, assim como sen emprego no tratamento de certas anewmias .
Farber ¢ col. (I947) 77 observaram melhora om  pecien

tes com diversos tipos de cancer quando tratados com dcido b

voiltrigiutanico '‘ntravenoso, un conposto derivade de acido foli-

13 10ns (i

co. Dessa epoca ew diante diversos antagonistas metal
acido £0lico tem sido propostos na quimiotevapia do cincer, Vi
ries desses quimioterapicus siio inibidores de dibidrololatoeredut a1

- . - - . o - e e -
se, uma enzima chave na biossintesce de folatos, Bsta inibicdo con
Juz g oum decréscino na sintese de bases plrimidinicas, purinioss

] U SR el
¢ certos aminodcidos'”’ .

Nos ultimos anos, tewm surgido oronde inter
estudo dos mecanizwos veguladores da biossintese e utilizucio dos

. \ - e 3 . . .
devivados de acide Toli 3i J“ No entanto, o mecanisme de deo

cao blologica desve acido e o destine de seus cotaboliizos, pid

palimente em Pessoss com ciancer, sao ainds nuito controvnToos.

Adeficioncia de fTolato obhservaods

de estar implicad: numa walor demanda desse composto no metabolis

mo das celulas tunorals, o que pode cxpliiger o sucesso dos anto

nistas de acido folico, tuils como metotrexato (MIXl, no tralamon-

(1)

toy de certos carcinomas oY,

Haipern ¢ col. (Eﬁ??](q}

. estudande celulas malignus on
Cultura, observaram um composto de fluorescencia azul identifica-

do inicialmente como pterina-6-CHO, o produto inicial da deprads-

¢cao do acide £0lice e um potente inibidor da xantina-oxidass.

CnIImE que Se s abo ostar menes ati Viaooon casos de cancors . Lesa
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A~ Degradacio do acido folicoe, pode ncorrer por acio op
zimatica ou fotolitica formandoe o dcido paminobenzoti-

glutamico e pierina-6-aldeido,

B- 0s diversos produtos que podem ser fornados in v

da degradaciao do acido folico.




fluorescencia azul nao fol observada om cultura de tecidos enbrio

ou amioticos normais. Posteriornento, 05 BOSHOS auloroes

usando cromatografia de papel, TLU ¢ CLi-espectrometria Jd¢ massa

pdentificaram definitivamente ¢ composto comoe previna-o-CHL,0H. Ub

servardn tapbém que, quando prerina-0-Cl0 eva adlcionade ao
sofria reduciao a ptrerina-6-CHLOH, tambem un potente Inibidor ddi

)

xantina-oxidase® (Fig. 1, pag. 2 0. Segundo 0s autores, 25 E

reduciio se da por meio de uma enzima rvedutase NADPi-especifica,

gue apresenta maior atividade em casos de cancer' 7.

Parece haver uma aparente countradigae no fato das o L

las cancerosas depgradarem um produto tiao necessaric a cnzimas vi-
vals para seu desenvelvimento. Logo, se {az necess Grieo umg anall-
se dos fatos apresentados na literatura de manelira a2  esclavecor

este aparente desvio.

LLow CONCEITOS BASICO N

Devido o

T DeUoss éiT‘J ES I S O

contetdo,

A culturs de ceinlas, de te e
se desenvolveu bastante nas ultimas o

envolve a remogao do tecido, do qual se fara a cultura, e exposi-

cac A enzima "tripsina™, gue digere g matrviz interceluls

pest;

tulas podem, entao ser coletadas por centrifugacio e colocadas en

recipientes de vidro ou plastico com o nmeio de cultura apropriado

¢ incubadas a 37°C. Cclulas de epitceliolibroblastos ¢

do tratadas dessa Porma, aderem rapidasente ao reciplente ¢ ores-

I3




cem, vegetativamente, de mancira abundante apbs 24 o 28 horas, oo
hrindo toda a superficie do recipiente em poucos dias. Lssa culty
ra denomina-se primiria, ¢ o estidgio ¢ chamado de confiuencia. €
periode entre a fixacio das cf€lulaus na cultura ate o primeira con
{lucncia € chamade de fase T,

Para que as células continuem o s¢ dividir de Forea so-
melhante & fase 1. & necessario trocar o meio de culturae, digeriv
com tripsina a nova matriz intercelulay e transportar as ceTulus
para dols novoes recipientes. Este processo ¢ chamado de sub-culty

oy

Ta 2:1 pols as cé’

nlas . nas sub-culturas 1rfap debrar em nunevo.Bs

to crescimento pode progrediy por Sucessivas PasSsHfenRs pava novay

san  chnmo

culturas. As sub-culturas, em processo de crescl

das de fase II. Dependendo,porém, do tipo de células, anos um cer-

to nimero de passarens estas pevdem a capscidude

fram entac na fase 117, envelhecem o worrem {(PFlg.o 21,

CElulas Jde cancey perpanecew na fase 11, se dividen do-

Le)

definidamente ¢ siho comparativamente imortais O ODrvganisnns unl-

cetulares in vitre, vedew sofrer enveihecimonto ¢ movie sob dicty

Pimitada, o gque ndo ocorve em condigo

A fase 1l parece 0Correr sempre, apos 0

exato de divisdes velulares, nlmero esso gue & Qo

tipo de tecide, o vropercienal a longevidade da
oy
doador LA
Quando os cflulas atingem a fase 1HD, mudtas onwimas tom

{107}

sua atividade modi ficada oS0 destacn neste ouadre o

atividade de enzimas responsaveils pela sintese do DNAL

O que ooorre o sor vivo, altamento organis

nao ser exatamente o que se observa in vitro, porow o fundamento

do quimioterapia com antaponistas de aoido folice se

> h il PRI S M- i . DA N, I 3
bloqueio da sintesc do DEA, a fim de pduziy a inibicno do oresod




SUBCULTHRAS

20

EQ

Alteracao celulan....
{pode ocovrer em
gqualquer lugar na o
curva) /

FASH
Cudtura
primaria

Represcntacao grafica do culed

a linhs nontiihads mostrs

(S N L B B

a4 L ud

lulas se multiplicam intinitamente.

A fase |

A fase 11 se cavacteriza

vo  intensa,

geovrer nesta

Fasc,

terming com a priwmcira contluencia.

crescinento

PO U

Alteracoes gendticans

provacan dooum o cresclm

to potencialmente inFinito. {cancoyd .

A fTase 111

A RS R




(113

cimento das celulos tumorais ™, O tuwmor & constituldo. pe el

mente, de uma suporficie de oflulas ativas ftipe fase 11y, ¢ uma

parte interna inalliva qumito a divisao celular. A quimiotoerapio

atsca as celulas stivas da superficie, LS A0 S o romoyidas

sao substituidas por células mais internas Jue se oativa

- . . . i1 : . . .
tamento deverd continuar, s¢ {or necessirio (11) f viviude dis-
50, torna-se muito importante o diapnostico precoce do cincer, na ‘

ra evitar um tratomento prolongado com drogas que pnod

judicar cé€lulas normais.
Mostrou-se acima algumas diforvencas metabilicas ciibre |
L8 5
colulas nermais e Jde chancer que eviderciaw o lavortoncia de
encontrar, em cultura de tecidos, catabaolitos gue di fovenciam ol
Tulas normals e concerosas ¢ quUe possan ser ohsorvadas in vive
(4]

Nos estudos de Halpern ¢ col. chtades anteriormente

foram encontrados catabolitos de Acide olice em culfura do o6

memink

Tas, os quals se constituenm em dados fisiologicos de prande i HRES N

- . - . LAz . . e e
tancia. Clynes e col. (198030 J discordam de que esses catabdli-

ros sejam caracteris ticos de co Tuidas malienas pois eles ps oy
- 47 ¥ '

varam tambem em cultura de ¢dlulas normats.

I8 /e'
tos cancerosas ¢osous catabolitos w30 encontrados ou LA 309

fluides bioldgicos

podera ter um ovofundo siond ficade figig

Toui

bod o ACIDO FOLICE:

0 acido félice ou dcido ptreroilglutanico ¢ uma vit

hidrossolnvel. U folatos comproondenm g pteving,



‘ido p-amino-hbanzoéico e um acido

. Suas porcdes peliglutamicas s#do hidrossoliiveds dentro do oy

e

ganisne, nas formos simples de mono o diglutamatos, pragas o duas

enzimas denominadas conjugases. Us folatos exd

i

sob a forma de cocnzimas ¢ cada uma delas paviicipan de reacoes
enzimaticas especiiicas -

As reagoes metabolicas, dentro das quats osx folatos oou

v puring -

pam um papel iwpovtante, compreendem: o forimag ao de ba

" - - el - » o - W -
cas e pirimidinicas, a interconversao de sevina em glicina  {reoa-
cao 1), a degradacdoe da histidina em acido glutamico ¢ o conver-
530 da homocistelna em wetionina. lsta ltima ocorre devic

¢iitetrahidrofolaro, & vitamina B 12 e o4 ouma enzimn {(hamocisteins

trans ferase). A formacdo da metionina ¢ de grande iwporiancia  no

sistema nervoso contral, sende o pringipoal agenic
do organismo, priuscipalmente a da coling ¢ o do advenaling. SRR

-

fim, a principal reacio metabolica € a copversao de uraclhl ew ti-

mina, wm processo que se destaca dentro de

1l H';
oo N ¥ y :

Nerina [ Glicing

Reacan



e N o prtereilgliutamato

R

+

_NADPH -+ H
g Folato redutase

T NADRT

Mhidrofolate redutasco

! -,
S L
% NADP

5 & i weto (#H, foloto ou 1)

v P xo= b, howetile 6, 7, B

P glutanato

Figurad - Foruula estrutural do folato, e principais derivades.




0s folates sac encontrados nos vepgetals de fodhas  ver-
des {(espinafre, brocole, aspargo, eotc), em frutas {laranjas, aba-
cates, abacaxis, ctc), no {igado ¢ nas leveduras, Fristen O
plantas alguns derivados de acido folice, ptevcilglutamatos, 05
quais nao participam de rveagOes enzimiticas dentro  das células
dos mamiferes e nom atravessam as membranas celulares. A Torwma mo
noglutamato & encontrada no soro sangliineo e na urina. A forms
ativa principal da coenzima que € encontrada dentro dos tecidos e
noe sangue do homem € o S-metiltetrahidrofolato (Fig. 3, pag. &
o qual € requeride para uma grande variedade de transferencia e
um aarbcna(EAJQ

Dentro do importante papel que o acido {8lico exerce no
crescimento e na divisao celular, esta sua participagdo na sinte-
se do DNA, através das unidades purinicas, e pirimidinicas. Nao ¢
surpreendente constatar que uma interferencia na divisao celular
seja wnm dos primeiros sinais que acompoanhiam w deficienciao em aci-

do folico. A administracao de uma dieta deficiente em folato con-

duz 2 uma anemia macrocitaria (abaixawmente do teor normal de hemo

plobina no sangue) e a leucopenia (diminuicao des globulos Dbran-

e e e i R S PR 8 K
cos no sangue), com aparvecimento de mepgaloblastos .

A absorcao dos Tolatos, sob o forma de prerolislutoma-
N E T

tos, ocorve na primeira etapa do dntestino grosso, onde se da

o mecanismo de desconjugacaoc. Este processo permite o desligamen-

o o~ . - £ e, I .
to de residuos glutamicos ligados a parte benzoica da molecula,pn

by g
va dar origem aos compostos tipo mono, di e tri~glutamato,sendo a
enzima yglutamil-carboxi-peptidase a responsiavel por esse evenio.

Os folatos poliglutamatos atravessam a parede intestinal e, em se

puida sao reduzides e metilados no figado. Uma parte substancla

&
dos folatos monoglutamatos sao reduzidos e metilados no  dinteriov

das células intestinals ¢ aparecenm dentro da civeulacio sanpgiiines




sob a forma coenzimatica atlva: SmmﬁﬁﬁE?Oﬁfﬁhiﬁfﬂfﬁiaim(jé}g

A quantidade minima de acido {6lico necessaria ao orpn-
nismo nio foi determinada com precisto, no entanto, © recomendi-
vel uma ingestdo diirvia de 400 pp de folato livre para  wdultos,

50 pg para bebes, 100 a 300 pg para criangas, 800 ug  durante &
- = Q¢ o e . o (14
sestacao e 0600 ng duvante a lactacao T
Quando wn homewm normal recebe uma dose de 1 py Sl de

Geido f6lico marcado com tritio, G0% € vetivado da clvoulags

giifnea em fragac de segundos, em trés minutos 859 desaparece, su-

gerindo que ha uma grande afinidade dos teclidos para guantidades

P

fisiologicas administradas. Menos de 2% de acido folico & excreta

do na urina em 3 horas. No entanto, para doses supericores ano pas

drio fisiolbdgico, & possivel detectar 0% dentro de um pericdo de

47 s R TSRS e UABE

12 horas, pois nesse caso ja foi atingida a saturacao B0 DTRENESI0,
Apesar ¢o muitos estudos realizados nesta linha, nao s

sabe com certeza s¢ 0 o4

sido folico & deeradado ensimaticanenie no
1

homen normal, embors se acredite que isto possa ocorrer de algum 1o

do. Uma ver que a desconjugacac oxidativa ndo enzimatica de fole-

{i5)

benzoilglutamico ‘. a degradagio do folate evidenciads ma  uring

normal pode resultar provavelmente de uma reagio analoga in s

Analisarenos a segulr traobaihos vecentes sobre pterinas

encantradas na wrina.

-

.3 = CATABOLITOS 1t ACIDO FOLICO EM URIN

Sob dicta normal, o acido 16tico, em pessous Hormais

aparentemente, nao sofre degradagdo ativa {enzimatical, pois o 1o



-

vade 10 me desse Cowpos o puys uma pessod
Ta ingestio diaria de apenas 50 pg de folateo. O dcido {obice  de-

crodade nessas cendicoes deve sery atriburde o fotodecoppusivag ¢

axidacac do modo como obscrvada por Lowry o col. (19480777 con-

cluindo que a clivagewn acontecia na posicao {7 -
2 ) formando priveirvamente uma amind, ¢ acido praninobenziolelu-
tamico e ptevina-6-CHO, Irradiacoes posteriores convertem o e
deido a pterina-0-COO0H o finalmente a previna-o-H {(Fis. 1-B, pag.
2 ). A pterina-6-i ¢ susceptivel o oxidecao enziwmdtica a Psoxan-
topterina pela xapUina-oxidase, uma enzimg exlstente nos teoidos.
isses derivados prerinicos suo fluorescentes ¢ o primeivo deles

(Pterina-6-CHO) ¢ um potente inibidor da xantina-oxidase {em quan

o . - .
Fidades inferiores o 2xid e /ml)
L v )

rss0as normais guando subwetidas a dieta rica em acido
Folico, apresentam ptervina-f-aldeido e ptervina-0-CO0H na vring o

gque poderia demonstrar a existencia de um sistems enzimatico ghi-

- (16)

vo na degradagac de acide folico .

{17) - .
0 descreveran un metodo D N

Stea e col. (1979

mente sensivel em HWPLU pava separagio ¢ guantificacio de pterinas

- . . e ) { é a0y
owm o {1ul ‘jt)i:'»' i} 101 QO ilun. Os mosmos autores b 5 é:}}"iilﬁ, abram oo 4

por esse melodo, na urlna de pessoas aormals., sete pLerings

cuios resultados sao mostrados na tabe o

piag. L3 e 14 3. Nota-se nao ter sido detectado plecina-G-0H0, o

primeiro produto Jdo depradacae do acido folico, apesos e e

Gquando o mesmoe me!ado fol empregado na sen:

nlasna, pequena guantidade desse wetaboiite tenha sido detectada,

Porem, nao foil guontiticado nessce  floido o teorves doop PGS

Aparentemente, a guantidade do ptoring-o-04

plasma. Os autores reconhocoem gue pode trator-soe de oubios

tos fluorescentes com wmesmo rempo Jo rotencao {Fig. 5. phg. 15



TABELA 1
Bxcrecao didria de Pterinas na urina ew individuos normals

num periodo de 10 dias

Amostra contendo 2 mg de Creatining
o : . - ., ) Ly
Metodo desorito por sStea e col. (1a80%° Ls)
As fracoes separadas por HPLO ¢ os resultades ecxpres

sos em piconmoles/mg de creatining

AT
plering

- ”i‘. iy . - P - ¥y -
Mas  Neopterina  Biopteyina Pt-0-UHo0H Prerina

i

i 5597 0558 264 464 6110 NI GG

6370 P1adE 282 1156 0075 851 572

3 5963 7414 401 Ehh bI58 719 Bt

4 4848 9424 177 504

ot

6370 Bodl 06 JIRA 6754 74 503
6 Do 30 9655 5735 1154 G025 Ry 500
7 5852 1158 2973 1200 LAY BTh R

i 8444 Y88 458 146G G357 467 017

5796 444 510

it AHER J44R 209 BRI L5ER 425 341

* Neopterina representa a soma dos isomeros Droritio ¢ L-treo

FIND = nao determinado




« Pluicas de nterinas de ums omostra de uring de Prkd vl
' ]

duo sho. A amostra contendo 2 mp  de creatisina Lol
oxidads e purificada de acordo com metedo descrlito po-

acotL oo

tos asutores, PFoil cromatopratada o

(100 p1) por HPLO ew partesil SCX com fusc estacionia-
ria e | mM dm{mggujuaﬁ pil 2.8 - 7% de metancl - LY
acetonitrila com solvente (
como padrdo interno. ,
P T T T PN , Y e T
arao 1 oml/min a 2070 pos primelros Sd min.

g ‘ - y S O £ - "M - - T | S
vazao 2.5 mi/min a 55°C apos os 32 omin.
i

use movel). Foi owgado 605

Pterina-6-C00H ¢ isoxantoprerina foram sepavadas ()
fracbes diferentes e cromatograladass o parte.
Netector: Farvend-Ad fluoremeter [(Farvand Uptical, V
kall, N.Y. USAY.

OBS.: lsoxantopterinag e pterina-6-CO00H sao sepavadas
em fracoes diferentes no método de purificagae o

nortante nao estio contidas nesse cromato

Dedxamos de apresentar o8 cromatogranas
dols compostos por ser ilrrelevante nessa apresen
tagao.

18

SRR B (
Chtide de Sten ¢ col. L1980 ’
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Figura 5 ~ Bluicdo de prtevinas do plasea de pesson saudavel {60

anoes). O plasma foi separado por centiilug:

CAc e tra
tado das mesma forma que a urina. HYLO mesmo procedi-

mento vue da urina. Stea e col. (1980}
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Saleh e col. (}986}{19) forneceram a individuos normais
e cancerosocs uma dieta com igwiﬁﬁi o EB‘%S’3??QWBM§ prervoilgluta-
mico, colheram feses o urina para analise e observacdo do metabo
lismo desses compostos cobtende os segulntes resultados {Tab, 2
(pag. 16):pacientes con cancer absorviam adcide folico em Mo r

quantidade ¢ a vecuperagao na urina, do composto intacto, era me-

nor ¢ inversamente propovcional av tamanho do tuwmer, o aparecinen

to de p-acetamidobenzoilgliutamato, na urina,crs inicialmente elova
do e decresclacom o tempo, enguanto pracetanideobenzoato, ausente
no inifcio . iz aumentando com o ftempo e apareciaprimelro ng uring

dos cancerosos: o8 de cancer em gural, mostravam menor Taxa

- - 14 By ) , N
de recuperacio de ~'C e i independente do tamanho da dose.  {on-

de acido falicoemincorporado na

. _ : - R &L 001
forma de folatomonoglutamnto o excretado apos a cisdoem O-NT '@J

cluiv-se gue a administracao oral

A doenca maligna, aparentemente,ouments a demands de folato com um

metabolismo maior na dirvecno do S-wmetiltetrahidroptercilelivtanato

W

e, por sua vez, apresenta catabdlitos de dcido f0iice mols tardia

men te,

16

Stea ¢ col. (1880) continuande scus estudos ewm url~

na com HPLO comparvaram urina de pacientes normails @ Cahs

lacionando as ptevinas excretadas (Tabela 3) (pag. 17
{(pag. 18 1. As diferencas, entre o grupo novmal ¢ canceyoso, wals

signt flcativas foram xantopterina ¢ necoptevina, composios

(15}

derivam da decomposicao de acideo folico Prerina~-06-1, pteri-
na-6-CH,0H e prterina-6-CO00H sao encontradas em taxas mals eleva-

das, porém, apenas o primeiro (ptevine-6-H} € estatisticamente

cao de

nificative, A isoxantopterina, produto de oxids yeerinas Ol

i
pela xantina-oxiduse, esta diminuida ew relagao as pessoas TR
mais, o que concorda com a menor atividade desso enzima nus Casoes

de cancer.




IRF

TABELA 2
MetabGlitos presentes em urina coletada entre 0-24 hs apos

Lo _ A B T T T |
a administracao de [I-7 Cl- ¢ 35T, 7L~ -Pre GluT,

Dose Dose recuperada <

Paciente (mg de na urina em PreGlu f"wf"'@""!3/3-""_5"“!:',&}{,; Lo o ACBUT - AchA®
PteGlu) 24 b
3 1 H
: 14, 3 i i - i
4 ¢ no * ‘
G0 3.0 8. 1. 2.5 20 Sl 1, 60 - ]
FLR. 5.0 57005 33,7 26,2 25, (s 5.5 na.d, nd. M
5.R. 5.0 53,5 EAt I TS T . P R \
B, 5.0 20,1 6.8 18,2 14,1 L RN A N
N 5.0 G D e 17,0 5 o 0 U i
BB 5.0 2205 R 1.6 9.6 5.5 6.4 .4 :

JuH 0.5 A0 P .6 0.5 {4 0.7 0, 0. f
5.0 .5 Se | U, 5 .3 .7 .h 0.7 IR {

a) Os resultados estac expressos em percentagen da dose de cada netabdlito,

by pACBG: pracetamidoienzol l-L-glutamato
PACBA:D peacetamidohenzouto
5 Mge-H !ﬁ}w?"‘t@(ilm: S-metiltetrabidropteroilolutanato
nodee nao determinado

Chtido de Saleh e col. (1oan Y

yrmal  Ce=Cancer




TABELA

Excrecio urinaria de plerinas ew pessoas sauduav

3

de cancer

CONS0HS 5d
%

wWive is

I
AR g fre T R e
TG / I.%ii o Cres

Finving

Pacientes do cane
ol S

e

{1

[

Yantopterina 0.8 (D, 43)
lsaxantoptering
Neopterina LU {+0. 300

Biopterina FOL37{+0.48)

Uterin 1.09(+0.000

Pr-G- CH L O 0,41 (+0,87)

Pre-b-CO0H 0.24(+0.03

. , , o L L
Ghtido de Stea e col. (1981)°

a) p = desvie padrao

by NS = nao significativo

4]

} ®

atininal

i
£

!

&
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Fluicio de ptevinas da wrina de paciente com cune

Foram usados 08 mesmos nmétodos empregados na uri

pessoas saudiveis {ver fig. 1) Stea & col. (1881)

s
o
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Os pacientes eostudades nesse trabalhoe ew sua maloria,
estavam sob quimicterapia intensive ou eram Casos remnissives, NEO
eram portanto, apropriados para gue fossen considerados casos {1-
siologicamente tipicos, pols a medicagao pode mascaray completa-
mente o quadro.

A auséncia de prerina-6-CH0 na urina de pessoeas Normais
¢ o peguena quant:dade presente em Cancorosos {(nao significativo
estatisticamente) pode ser atribuida o oxidagao a previna-G-C00H

o . o . . AR P
ou reducio a pterina~6-Cil,0H. Stea o col. (1Y fﬁ,?}(“ Yocom um nltino

informe demons trayam ter isolado de cultura de tecidos ama reduta

s NADPH-especifica, que vonverte previna-6-CHO o pterina-0-0H

NI R G G

e cue o atividade dessa enzima ©

mator aem culturs ieore

SPOS AV

tulas cancerosas. Ussa enzima poderia sevw

cia ou quase ausencia de pterina-6-CHO na urindg, nos casos
[ N
No bibliogrufis consultada, toram observades autron cu-

fudos sobre a analise de prerinas om wurilng, cowmparabdo pacddivicduos

& Ccancero-oy, porem csses awntores T omprogaran

[ A - cw i i
o o Sten el

- . "
Menos SONSIVe Y 0 monos resolulives g

H
S

ra P

O malor wetabolismo de acide Folion nos casan do S

cer 7 alijado B evidbncia de maior ocpradagio pela celula

e
o corrvespondente sumente dos catabolitos na urinagt Y mas do oau
mento de cutras piervines nao devivadas de seido follco™’

estay implicado em alpum sistema comploxo ainda nao elueids

vave lmente, o acido folico, além de ser cofator doe certas  enzl-

e
mas, pode ser clivado wnzimuticumuntﬁt / (pelo ocido folico oxi-

i
o

e . . = L L1000 . . :
dasel ., nos casos de cancer, na posiguac O -N formay pteripa-i-
oy (LI-13 16
LHU( ’ )

. que por acdo da redotase NADPH-espociti

reduzido a forma de prerina-6-CH,0H, gue por sua vez pude ser o
Fow

fator nmecessario as celulas cancerosas, ou induziv por competicoo

in vivo a excrecio walor de xantoptoering o neopterina, porem care




Folato
redutase . -
e i Folote reduride
4 (coensimas )
£ e acido folico
Koo Folico™ M
., geidase

Prerina-6-CHO + peaminobenzolleglutanato

NADPE + H

Preving-6-HO

Pirerinag- G- CH L OH

\ malor excrecun de
Metabolismo de !

" : b e em - cantOpLering 4
Pterinas ;; M ‘

neoplering

Figura 7 - Metabolismo provivel das pterinas

derivadas do folato . em certos €1

pos de cancer.




cemos de dados recentes o respeito (Fig. 7. pag

3

Estudos mals recentes mostraram gue, a «

matica do acide folico in vitro, além de produziv previna-o-CHO e
o acido p-awminebenzoilglutamico, gera concomitantencnte wmoléculos
S )

; R . . L
cletronicamente excltadas 7.

1850 mostrou uma npossibi il

a depradacio deo acido T0lico in vitro

oxidase extraida de evitrd
(13}

citos, por teonicas guimiluminescentos

A seguir serao dedos alguns conceitos basicos de aplicy

- N B

cao das tecnicas de quimiluminescencia g sistemas biolésicos.

r
-
ok
.
]
t
Li
e

1.4 - QUIMILUMINESCENCIA EM S1STEMAS Biondcicos

O interesse demonstrado na atuatidade pelo estu

quinml luminescencia se deve a necessidade geral da wodeyna biofiss

ca de estudar os fenomenos.nao apenas a nivel molecular, mas  Tan-

oo - - . - - E 5 Y. 4
bem o nivel submolocular, eletronic oi LU odesenvolvinento de no

tvel, por medidas Jde guimi-

ctodos e equipamentos tornou

luminescencia o esclarecimento da probabilidade de transic

tronicas em moléctias ¢ dos processos de transferéncia doe G e

gia entre elas; a oresenca de qul ancia indic

te o curso da reagao em questao, motéonlas excitadas sio forma-
begn o O, RO ) Wl g P Nt VU ) s ; y o t
GES L e Seus especlyros ¢ CILnetlcd do emishan tornan possivel osoln

recer o vol de estados cxcitados o proooa:

darias que a acompanham.

pode

Assim,a guimd buminescencia

metodes de estudo du oneree



HA trés problemas biasicos no ostudo da quimiluminescen-

ia:

]

- A ovigom da cnergia na vegcan quiniluminescante.

d

[T+ O procvesso intramolecular gque connduz no estado excl

tado.

IIl~ Qual a especie gque emite 08 fotons’

ses no desenvolvimento da quimiluminescen

das por uma sucessaon de guatro etapay de rer

Fase Lo Periodo de latencia, causado provavol L
la etulgao das subs cias das células on de

“

quimiluminescenciac nessa lase ¢ pouca ol il

tra.

Fase 2@ | umn intensitica

cencia, 4 gual aparentemente indica o actmulo de produte  oxide

Na ausenclia de oxigénio, quanda entac se torng
vel o formacdo de produtes oxidados, o auwmento de guimi it

cia nao & observado, embora a primeira € (el

rido. Quande a eluicio ¢ feita em condigdes anseriblicas,

[
rior passagem de oxigenio produz uvma ferte quimiluminescincla oo

S

2 L

perionde de laténcia. Pode-se deduzir que na primeira fese nan ape

nas o eluigio ocorva, was também roscoes

dicoes pova a oxiduagan do composto B0

Fase 3. A quimlluminescencia

AN, O

wn certe tempo deciing. A causa doogunal Lud




;

[

ﬂi: o]
£ 4

Figura & - As quatre fases do desenvolvinento o ¢

I
. ) . . e L2B
cia ultra fraca em homogenados (18065} jﬁ

Fase 1: elvlicao.

s

Fase acuomulo de produte oxidado (A0.)

Fase 3: Consumo de produte oxidado provecands

luminescencla.

Fase 4@ quimiluminescencin residual.

H
H

uimt luminescen
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g

consune de "produto oxidado' como vesultade de uma reacao gquimica

a gqual pode ser acompanhada por guimiluminescéncia.

;«% .

Fase 4: F a da guimiluminescencia residual, o decainen-

to diminul e atinge um plato causado por processos menoes especi fh
cos do substrato. Bsta ftase costuma sev atingids 2 @ % hovas apos
4

. : - 0. -
a incubagao a 3770 - 3970,

O aumento de tewmperatura acelera o desenvolvimento i

todas as fases, sem nmudar essencialmente a guanti totual

luz emitida (ndo sumenta a eficiencla quantica) nas £ de  in

tensificagao e declinio de quimiluminescencia. Conclui-se povtan-

to, que a guantidode de composto ¥, cuja transformagae  causou  a

guimiluminescencia, € limitada. Quante mais intensa o guimifumi-
nescencia, sera menos persistente.
: Bise ey LEOT v st e e ASm e d o et e
Viadimivov {1965 estudande a dependencia do tempe-

ratura sobre a sepunda fase, e de acumulacio de produte oxidado,o

qual e sem duvida o estagio basico de sctmulo de emerpgia, determi

nouw a energia de ativagao medindo a curva de quimd Tumines

e O S

homogenados de figado de rvate a 370, 3970 ¢ 4170, Trac

tes a curva sobre o eixo dos x, pode~se calcoulay a razio de neismu

lo do produte X0, a uma temperatura escolbhida. Bupregando o coua-

} pode~-se calculay o enevgla de ati

{21

s - Pyr x"“;l] g
cao de Arvhenius ,m’mﬂaqumﬁr,
vagao na fase 2. Viadimirev {1966) enpregando esse nétods  obtoeve

uma energia de 57.0 Kcal/mol para a faixa de tewperaturs de 37

Cn O ce e e . . LG PRI
a 3970, e de 55,2 Keal/wol para a falxa de 3070 a 4170, Po

comum em processos biolOgicos (20 « 20 Keal/mel) V7. Conclui-se

H

gue ¢ caminho da veacao apresenta uma alta barrveiva energética; a




molécula adguire uma grande reserva de onergia paras transpo-la e,
posteriormente a 1ibera ma forma de (Otons (quinmiluminescencia)

K

dal a guimiluminescéncia em sistemns bioldgices.

P - A guimiluminesceéncia pode ser observads em  qguatro
- = - ‘ e 2T C N
fracoes de centrifugado de celutas™™ 7 & mals intensa por unida-
de de peso na mitocondria ¢ microssomos ¢ o mais fraca om  bhialo-

plasma ¢ nucieo.

3 o s e
Copostularam gque o guimi Tuminoes-

Terusov o ﬁmiw{iﬁﬁljt“
cencia de sistemas bloldgicos esta associada 3 oxidacho nio enni-

- . e - - p - . . . - . -
matica de lipideos. Certos dados indicam que a quiniluminescon-

e

cia de suspensbes de mitocondrias esteja associada &

(293

Tivoneroxido . Na mitocondria vinte ¢ cinco por cento 4o peso
i ]

seco © constituldo de ncidos graxes em sua malor parte ins

{289

lincleico, linolenico e araguidonico ™’ . Isses

membrana de mitocondria ¢ tambem das células podem facilpente aug-

to-~oxidar o gue pode levar a formagioe de radicais pe

S pETON

sequente g quimiluminescéneia.

1

1Tl Na lipoperoxidacio o quiwiluminesconcia estd usso-

ciada o formagao Jde aldeidos ¢ cotonas oxcitados por coronbhioogin

¥ '[r' 3 .

de radicals peroxidos da seguinte forma

R & R A N reacao de iniciacao

reascas om o cadeln
{acumulaguo)




Onde R7

G

0

radical

o

-

acido

praxa; R

b

2

26

¢ o lipoperoi-

dos W 6 o Acido graxo, ¢ P € o produto da reagao [cotonal.

Sepundo Viadimirov (19063

(27

o produte X0, postulado
Lt

anteriormente pode ser formado come resultado da oxidacio de aci-

dos graxos, mas nido & o produto final da oxidaga

ASS 1M COmo 0

radical perdxide & também um intermediirio. No sistema biologico,

fica o problema du natureza do produto ¥ {da formula X0, + Y - 2

+ hvl, Entretanto. oxistom tambem evidéncias de que o s

noxidase-lipideos pode atingir os meswos intermediarios

1=

istemna

ohseryg-

= y o at 3 “
dos na auto-oxidacio de lipldeos. [ proposto nestes casoes, inter-

-

mediari

hs XOOH (Lipoperoxidos) que por depradscao segundo o meca~

£50}

aismo de Russell ou Benson podem gerar oxigenio singlete’ .
& &m P

s
i
;
|
i
3 |
E\ ) *
e |
|
%

(oxigeniocl
singlete

|

+ hy,

J,

Lt

P

Carboniias




Outras possibilidades de peracio dos estados excltados

sho a recombinacic de espécies de oxigenlo {(vadical hidroxiiu U

fon superoxido 05, e peroxido de hidrogenio H,0,].

H

Yoy oesemplo,

a formacgao de radical hidroxila porvmite o poracao de pulias espe-
Lo Lsn
i

& o

cies que poderiam levar a oxigenio single

1.5 - GERACAO DE OXIGENIO SINGLETE DURA

LICO CATALTSADA POR PEROXIDASE

Una enzima extralda de ervitrGoitos bungnos metaboliza o
acido fo0licoe in vitro para produzir a pterina-v-aldeide ¢ o coide

p-aninobenzoilglutamico.

Innocentini {iﬁﬁij(iﬁ} estudando o
panha a degradacdo do dcido folico nov esta enzing, ovidencion o
prescenca de um produte noe estado eletrondeo excitado. A posaib]
dade de se formar algum produto no costado triplete exootado {0

eliminada perante a ineficacia  dos aceptores de cnergia anieras

cenicos em aceltar a4 energia provenicente desto sisiewn. Lxpe



riencias utilizando supressores de oxigenio singlete {por ex.:

Lirrubina), amplificadores de emissao para esta espécie (por

. Pod=diazobiciclo(Z2.2.2)octano ou DABCO) e meio deutevado,

GWL

estudo da reacgao de oxidagao e de foreenissio, sugerem fortemente

1 ; . L
&Y € o responsavel pela emissao

. S 1.
que oxigenio singlete ﬁz o

servada.

L.6 - QGIMILUMINESGENCiA HSPONTANEA DO PLASMA

A

Gurvich e ¢col, {1948 }{ . obseryvaram no sangue

aly e

de

pacicntes com cancer, um agente supressor de guimiluminescencia.

Este processo tem si

¥ (33-39 4G4 (44-a7
}? o ﬁOfO{ }@ Do sanguoe ?QTMF{ }ﬂ

Acredita-se que a emissao do plasma so deve a roagd

do motive de diversas  pesquisas  no plasma

1

IR R

pevoxidacao de lipideos, similar 2o gue ocovre em wmitocondria, em

microssomos, homogenado de tecidos ¢ saspensao de fosfolinideos

C e
Lo T e e o . . wen Ty b ) . . C {
. lsso @ sustentado pelo fato de gue a adicao de sais de

roveca o mesmo desenvoelvimento tipico de quiniiumincscéncia
servada em sistemss de peroxidacao de lipideos.

Diversos autores observaram, previamente, aumento

gquimiluminescencia com o aumento de tenperatura ac estudar o

. s - Ny g ey
ma, mitocondria e homogenado de tecidos L0748, 54,585

A temperatura pode influenciar de diversas formas

rios estagios do processo de pevoxidacao dos lipideos como

G W

foi

. discutideo anteriormente. Porém, de real iwportancia ¢ a questio de

e

- i . . - . " w . 1
como as varias mudangas no estado fisiclogice do corpo poden
® - B . . } = . oy . - .
tletir-se na intensidade, ou no carater da quinmiiuminescencia  do
L]

8)

L

plasma sangliineo. Viadimirov e col. {ﬁU?BJ( por exemplo,

aghser
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varam no plasma de animais submetidos a hipoxia (atmosfera pobre
em oxigenie), uma deflexao nos pices de quimiluméneﬁcéncia resul-
- 2 . ~ .

tantes da adicaoc de sais de Fe . Dssa mesma quiniluminescencia
do plasma aumentava inicialmente quande o animal era colocado en
atmosfera de oxigonio puro. ApGs algumas horas, amostras de plas-
ma, retirvados do wmesmo animal sob alta tensio de oxigenic mostrou
valores de quimiluminesceéncia menores que os encontrados no  ani-
ma}ém condicoes normais de aeracgao. Poﬂcwﬁe concluly gque o orga-
nismo possui um mecanismo de protecio contra a agae toxica de os~
péeies ativadas doe oxigénio, que ¢ ativado em condigoes extromas
de oxigenacao.

A rvespeito dessa quimiluminescencia a  liferatura nao
apresenta estudos sistematicos relacionando o cstado fisiologico
a este fenomenco espontaneo no sangue, ¢ em particular no plas-
(52-306, 44-54)

mostraram resul

ma sanglineo. Os trabalhoes anteriores
tados de supressdo da quimiluminescencia de um dado sistema, pro-

vocado por componentes de sangue.

1.7 - QUIMILUM]NESC@NQEA LSPONTANEA DA URINA

51}

Ha alguns anos Schlegel o col. (1960 j}( wostraram uma

certa correiagao cntre a quimiiuminescencia da uring na presenca

de 0,0, ¢ o carcinoma da bexiga. Amostras de uring de funian
quando submetida s interacdo cowm perodxide de hidrogenic, mostran

Uuma quimiluminescénc?m maior do que ew nio {umantes. Paclentes oo
cancer de bexiga apresentavam com maior intensidade este fenomeno
na urina por esse método. EGsses estudos foram confirmados por

e g ey
Schiegel e col. {}waQ}QW ) ¢ Rose ¢ col. (107547 ),




A quimiluminescencia da urina pode ser levemente aumen-
tada pela sulfatase, wn pouco mais por glucuronidase, © ML Lo
mais tervendo a urina por uma hora a pll 1. lsso sugere que as es-
pocies quimicas envolvidas na quimiluminescencia da urvina estejanm
tigadas a precurscores nao gquimiluminescentes atvaves de sulfato
fcido glucuronico e ocutros, todos nio quimiiumimﬁwc&ﬂteﬂfgﬁ}«

Toda a bibliografia consultada apresenta estudos de
quimiluminescencia na uring feites por indutores como peroxido

(5}

PR
po L Db . .
Fe ( }, e lumingi T, 0u porT outras

de hidrogenio, sais de
T b ey O G B : : C ot T
determinacoes . Nao encontramos dados a respeito da quimi Lumi-

nescencla espontanca da urina ou padronizacio de procedimentos,

P8 - OBJETIVOS DA TESE

Pelo que rvelatamos anterlormente

ca do acide folice pode estay twmplicada no
cancerosa , e nesse caso a atividade da enzima, cow propriedades

acido folice-oxidese, pode ser um iwmportante indicador des

dro patoldgico.

Duran e col. {(19707° )a descreveram um modelo bioiogi-

co gerador de estedos excitados com uma enzima

(eo)

da de eritrocitos . Hsta enzima, wna hemoproteina

PR L 2 1 T O A X W

risticas de peroxidase. degrada in wi o acido

TaAnao

oxigenio singlete (Fig. Eﬂ}kjﬁ} {pag. 2.
Fropoe-se verificar a atividade desss enzimo om erifrie

citos de pessoas com diversos casos de cancer e outros csta

tologicos assim como de pravides parva verificar a possivel Jdi-

ferenga de atividade en relacho 4 pessnds normais .,



A atividade da enzima sera medida pela Provosa-

do osoidn Foltlco cata-

da por oxigenio singlete gerado na oxidac
Tisada pela enzime oxtratda de eritrocitos.

Atbwa oomoo

Acreditomos que a enzima pode es

de cancer, © a cowprovacan dessa walor atividade pode ol

nho para o estude de uma Importante via metabolica do cuncer, conm
o desenvolvimento de novas drogas ¢ cow o diagnéstico precoce  do

cancer,

A presenga dessa enzima, DOSDI ativa, @I
eritrocitos de pessocas portaderas de concer, desperiou o atono i

sobre a quiniluminescencia do plaswa e da uving, » qual scredita-

se sor devida a lipoperoxidacido.

R N

Até o momento nido se fer nenhum estudo siato
respeito dessa quimiluminescencia, gqua o relacione ao ectado  Fi-
siolbpico do organisno.

A maior atividade da enzima dos casos de cancer o b}
maior degradagido enzimatica do acide Folico, podem implicar FEIPS

dangas na quimilupinesceéencia dos fluidos hiologicos.

Resumindo, nossos objetivos, visam a aplicacao dos

dos de estudo de estados eletronicamente excitados a pesguisa oli

71,
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CAPTTULO 7

BROGAS UTILIZADAS B SUA PROCEDENCIA

Substancia
Aeido Cloridrico
Acido Folico
Keido Citrico
Acridina Larania
Benzoato de sddio
Cloveto de sodio

Caralase

9, W-Dibromoant raceno-2-sul fonato de Sodio {(IBAS

9, 10-Difenitan: racono~2-sulfonato do SodiolDPAS)

L.d=Diazebiciclio(Z.2. 2 octano
Etanol

Fosfato monochasico de sddio
Fosfato bibasico de sodio
Formiato de sodio
Fluoreceing

Clutationa

Hidvaxido de Sodio
[~histidina
Manitol
Sephadex G-25- 10

sulfato de Andnio

Sulfato de Manganés
Superoxido Dismutase (S0
Tiouréia

Tris(hidroxime o1 1) antnone tano

[N
o

IO

P
EAE LS VR RN - TR P
S0 Bakey Enomrent Oo,
# NP %
Marok

VI T P Ty g
Gueel Ind. Quim. 9,4,

Sigma Cheme (o,

S g
Carlo Erba

Sigma Chen Co.

Ref. 61

Ref. 61

Aldrich Chem Co.
Sioma Chem. Co.

ueel Ind. Quim, S.A.
Gueed lnd, Quim. S.A.
Sigma Chom. Co.

Sigma Chem, Co

Sigma Chem. Co.

Mervele




AS pesagens foram feitass on wna balanca Metlier [riod,

AE-20) . 0 controle do pib el felte num po

Herisau {(Modelo -5 23,
05 espectros foram re gistrados  num espectroletome tro
da Zeiss DMR-21. 0z eg tudos de fotoemissio foram desaonvolvidos nun

centador de cintil acie liguida B ackman, Modelo LS-100¢ . OO

. - . ., e L2
crito por De Toledo ¢ coi. (1980 }( J .
Para a extracio da enzima de eritriocitos, con propricda

des de acido falico oxida se, obtencao de plasma. e cont FEupae

da urina, fol usadg uma centrifuga de Sorval L Superspecd,  Modelo

RO-28.,

As amostras de san gue e urina, de pessoas normna 5,  fo-
ram obtidas de voluntir: 05 do laboratéric o vis Ptantoes todos
eles nao apresentsvam nenhumna moléstis aparente, nem os tovam  sob

nedicacac, e declavaram es Lar ewm jejum no ato dy colois

As amostras do san sue e urina de pacier

partadores

de cancer, ou apresentando oubros malos Lo tamben e gravidas

toram obtidos do Hospital Santao Casa do Campinas , com toval T -
sentimento dos pacientes.

Bois voluntari @5, um fumante o uw nae Fumarnte  fovpoee-

am anmostras de UL an tes e

mg de acido ascarks

W,

As amoestras do oso ngue foram colhidas en

trate isotonica como antic Dagulante . o centri Farg:

SCPATar o plasma © o5 orifrdcd tos,



As amostras de urina foram  contrifupadas o LU00xy por

10 min antes das wmodigoes.

2.4 - METODOS

de Acide folico (26 mM)

O Geido f0lico (PM=441,41) foil dissolvide en so

cao aquosa, de Nal 20%

e oestocado PO WmA SeRAnA DO CSCUro, a

O . - . C e
0°C, para evitar uma possivel fotodecomposicio.

2.4,1.2 - Sclucao de glutationa {U,68M)

Buta solucao foi preparvada na formn reduzida,{
.

rationa reduzida) (PM=307,3%) em tampac fosiato (0,5M;

protegida da luz para evitar forodecomposicao.

2.4.1.3 = Solucao tanpao

A nreparvacio dos tawpdes {oi feitn segundo o weto

G s o pqaana DD T
do g Sorensoen yi:OQ}f )u (v tammaa Tyis/ HOT

métode de Gomorl Qi%&%}[uﬁ}

de

ey
W
Fard
iy
[
-

A solugao

scpgundo o metodo Jde Parpart e col. (1447

-

NaCl -0, 1300




2.4.1.4 - Sclucho isotonica de o

(antico;

[

acido citrico {(PM=210.14) foi dissolvi-

do em 100 ml de :sgua e ajustado a ptl 7,0 cowm hidroxido de sodio
20% e, em seguids aferido para 1 ml, guantidade suliclente

9 ml de sangue.

2.4.1.5 -~ Solucoes de supressores ¢ ovide

emissoras

O supressores o evidencladores foram preperadod

em solucdo aguosa e concentragao 1M,

Pava as solucoes de DREAS ¢

cada composto e procedeu-se como  Hegue:

Lotonous-se 0,1 ml de etanel e 4,0 wl de

! e

Agitou-se ew agitador magnético pov 2

Filtrou-se, Caso houvesso necesstidade

va 5 oml. Concentracaco aproximada S8 "ol

Procedeuw-se s determivocan oxata dao conconing

das soplugoes lendo-se a intensidade de

Para DBAS, a{hg

A concentracac das solugoes (ol caloulads nor ¢ st

o

onde ¢ e o coeficiente de extincao molar, 1 ¢ o compi

]

Para a leitura, a solucido estoque fol dibuldas 1000 cw

agus destilada, o resultado obtido ¢, era

Lo
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2.4.2 - Método de extracido da enzima de eritrocites. Acido

folico oxidase

12 Etapa

15 ml de sangue citratado, centrifugar a 500xg (+ Z500  rpm)
por 10 min, decantar o plaswma.

Lavar os eritrocitos duas vezes com solucio isotonica de
NaCl (~10 mi) centrifugando a cada vez.

Retirar o sobrenadante, ¢ adicionar 20 vezes o volume dos crl
trocitos, de tampao tris 10 mM. Delxar em rvepouso 40 win, cen

trifugapdo em sepulida.

e

o ve bume

Lavar 72 vezes com tris 10 oM ysando 2 a2 3

sedimento. Deixar em repouse o centrifuzar em 5

HEBSLE

ender o precipitedo com agua, agitando ¢, adicionande

- s " ot
do clorvidrico concentrado vota o gola ate gue o QX

se um precipitade pardo. Centyilugar.

-

'fy
oo
Juey

Lavar o precipitado 2 vezes com HOD LK
Ve,

Suspender o procipitado num winimo do fgua ¢ lever o pH oS
com hidroxideo de sodio IN controlandeo, com papel indicader o

i

~
o

Adicionar tampoo fosiato para obter pH 7.0 (.10 wl),
fugar.

Nesta etapa todas gs centrifugacoes sao poar 10 min e il
500xg (500 vezes a aceleracaco da sravidade).

Fazer todo o trabalho em gelo.

Dialisar o sobrenadante por 18 horas com 2 litros de &5

tilada.
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de FASE DE EXTRACAC &

#
DIALISE

o
G e

e

FRACIONAMENTO COM [NMH4aR0y, fé

REDISSOLUC AL

GUANTIFICACAD

Bequema 1 ~ Extracac da enzima de eritrocitos.



2o~ Medir o volume Jdo dialisade e adlicionar vagarocsamente 32.5¢
de gN}iﬁ} qﬁi}@ para cada 100 ml sob constante agitagao. Centris
fugar a 11000xg por 20 min.

3w Desprezar o precipitade, medir o voluwe, adicionar 9,3g/100ml

de o [NH }?504 como anteriormente o, centrifugsy.

4

Y

4 -~ 0 precipitado & suspenso em  -15 ml de Ggua e posto a

sar em agua destilada por 20 horas.

Com peguenas modificagoes, S

o

que ol empregado vor Braganca ¢ col. Pvnocencing

13)

(iﬁ&i?ﬁ'“ para extralr g enzimn de ecitrocivos. No estude da co-

zimia, essa tecnico Tor ewnprooada ew 24 smostras. M

dade da enzima soscnte com o tratapento do prineirg o g
e H \ _517\!:1- ; } .
LA SR i
e ol oo o
- o~ A - oy by S v K
gunda etapa, ¢ diiuido }
Mado-se o espectro na regioo do ulivavio Obis

SN
i

_ . o .
do o espectro, aplica-se a formula>™"" .,

7 g o { ‘”',.N .
(1,458 250 0, 74K e

4 = g proteineml
diluwicao do extrato

A euzima pode ser identificada como hemoproteing po

la presenca de uma banda Soret em 4035 nn.

Z2v404 - Teste de
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Amos tras de plasma o urina foram Piitradas por colu-

i

na de sephadex G-25-40 a 54 wmi/h, 40 wm de

kY d SETHE -

rar as fracdes respousavels pela emlssido.

2.4.6 - Sistewma enzimatico

O sistema onzimatico, do acide Folico oxidasce

pregado nestes estudos, fol o proposto por Innocentini (1981) 777

constituldo por:

I - Substrato: Rcido £olico 1,7 mM

2 - Gnzima: Scido folico oxidase de eritrocitos
0,12 mg/mk

3 ~ tofstores: Clutationas 388 uM

Mn 7TLE M

4 - Tawmpac Fosfato 0,5 M

] e o ] e o
5 = bBvidenciador de "0, DABCO LU mM
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CAPITULD 3

RESULTADOS B DISCUSSAD

Com base nos resultados de Innocentind {%Q&i}k ) na

determinacio da atividade enzimitica da dcido £f0lico oxidase om
eritrocitos, procurou-se ohter rvesultados comparativos entre pes-
soas normais, gravidas e portadores de diversos tipos de czncer,
verificando se, efetivamente, os métodos ewpregados delimitam pe-
lo menos duas populagoes. A suposta presencga desse sistema emis-
sor ativo na membrana dos globules vermelhos, nos levou a verifi

car as implicagodes que poderia ter na quimiluminesceéncia esponts

nea do plasma e do urina.

. 1, . .
A geracgau de Q? no sangue ou nos tecidos, pode estimu-

b

lar a reacdo semeihante & lipoperoxidacio que ocorre nos fluidos

biologicos. Ao mesmo tempo, o organismo, devido a esse estimulo

pode ativar seus mecanismos de nrotecuo contra a  lipo-

peroxidacao, mecanismos esses provavelmente de origenm proteica.
Bsse guadro pode ser de prande importancia para o estu-

do ¢ compreensao de multos estados fisiologicos de pessoas

LERN R

mals e portadoras de certas deoencas, e pava avaliascao do  siste-

ma de defesa do organismo.




3.1 - SISTEMA ACIDO FOLICO/ACIDO POLICO OXIDASE

3.1.1 - Atividade da IEnzima Acide Folico Oxidase obtido pe-

1o método de Extracao Empregado por Braganca e col.

o Iy ‘
(19573 T usandoe as duas o

enzinag extraids pelo metodo descrito

em 2.4.2. (pag. S0 3, foi medida em 24 casos, sendo:

10 casos de canceor Tab. 4
B ¢casos normais Tab, 5

6 casos de gravidez Tab. 6

As contagens obtidas no cintilador forawm integradas
em relacao ao tempo. Para facilidade de apresentagao, os  vesulta
dos estdo mostrados com integracio a 5, 10 e 15 min apenas. Tabe-
tas 4, 5 e 6 (pags. 47. 48 e 40 1, mostram as relacoes  DARCO/
controle e DABCO-controle. Estudos anteriores de cinCtica de rea-
cao indicam que os dados a 10 e 15 win de intepragao das Intensi-

(1%)

dades medidas, sao os mals sipnificativos . Por essa razac osn
Lk

resultados estdo apresentados em grafico de contagen integrada
DABCO wvs CONTROLE a dez e guinze minutos ¢ que pode ser viste na

Fig. 11l e 12 (pagv 51 52 7. A linha pontilhada assing

ragiaoc de efelto zero de DARCO,

0s casos normais 8, 9 e 21 na tabela b (pag. 24 )
0% Unicos Casos que apresentaram atividade elevada, sendo o 71,
mesmo caso 9 anglisado trés meses apos o 1Y oxawme, © mostra L

aumento da relagao DABCO/Controle.

Os casos de gravidas (tabela O, pide 40 1. cm goral, a-

presentaram atividade elevada, porém o emissio ora supcinida i

presenca de DABCO, com excecdo do cuso n? 1, que ao ser repetids

Senanas apos, aprosentou wmenoy atividode. Essa paciente, wn époco




do exsme apresentava pneumonia.

Os casos de cancer, apr@ﬁmntnrﬁm atividade ben elevada,
norem muite variavel, o que da um alto desvio padrao. Apenas  um
caso de cancer apresentou supressdo de omlssio na presenca de
DABCO.

Em varies amostras (Tab. 7, pag. 501, foi observado
gue, quandp oxalato era usado como anticoagulante, a euzima por-

dia a atividade. logo, este anticeoagulante nao foil mais usado,
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Figura 12 - Relacao DABCO vs Countrole dos diversos casos

estudados. Integracso a 15 min,
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5.1.2 - Atividade da enzima no primeirve

A extracao da enzimn de eritrocit

vamente trabalhoses, & também honevosa em tempo, devido as 38 s

de lise necessirias para puriflca-ta.
Esse metodo de extracdo, ‘ol descriteo por Braganca

e col. (1957) 2o, de acordo com essosn autores, a primeira fra-

cao da precipitacuao com {Nﬁ§}?$Q¢ & constitulda de proteinas gue

interferem na atividade da enzima.

Foi tentads a separacio dessa fracado por  coluna de

comne des

sephadex G-25-40, em lugar da segunda etapa de

crito em 2.4.2 (pog. 36 3. {(ver esquema 1, pag

Duas amostras, a 27 (normal, masculino) ¢ 23 (nov-

mai, feminino), foram tratadas por esse método, couparande-se cou
OO Brmeaanmg ¢ W rvaegy LOU) oy i R T
o metodo de Braganca e col. (1957)° . osendo que se soparow duns

fracoes de 10 ml da amostya ZI para teste (22 b, @ 22Ty e da 23

uma {racdo tmica (23 Fu) de 20 ml. (Tab. 2, pap.

Notua-se na tabela 8, que nao ha reprodutibilidade

apreciivel entre os fracdes obtidas por sephadex ¢ o wetodo  des-

{60) B

crito por Braganca e col. [IBS732777 0 Com axc

SANTCR ¥R A

as demals apresenvaran waior emissao do gue a3 amostrss que

ram as duas etapas de extracgaoc.

Alterpativamente, mediu-so a atividade de enetoms

dos casos normails 26 {masculinoe) ¢ dos casos de cancer 320 e

3% (feminino), antes ¢ apds a sepundn ctapa de

na parte expevimental {Tab. 9, pag. 50 ) (Fig. 12, pag. PR

Nota~se acs 10 min, gue nos Casos norn

L

nor apos efetuar o J5 etapa, enguanto nos casos de cancor 54 o0 34

a emissao € malor apos ossa etapa, porém, a relacdo DARCO v 00

TROLE aumenta nesses quairo Casos,

A atividade da envima fob testada s0 com




T §

em mais 4 casos normais A0, 31, 54, 35 e 4 casos de o cancer 50

u ey

39 e dois casos de gravidez 28 ¢ 29 (Teb. 10, pag. 570, Fi

pdg. 59 3. MHota-sco gque o difervenga de intensidades entre casos

normaeis o ¢ {i neeyr

wna razio DABCO/CONTROLE ligeiramente mator. As

dez perdem a atividade. Considervando as{

figuras 11, 13 ¢ 14,

51, 54 e 59} pode-se dizey que a fracdo protelca, que ©
. | ) C iaees (B0)
prezada no método proposto por Braganca e ceol, (1957)777 na

etapa, bloquela apaventemente a reagao

formado pela acido folico oxidase,

bem reduzida. Os casos de cancer wprosen

com o radioal

gorando talvez, oubyn  especic

excitada diferente de oxigeénio singlete, dal se observa produzin-

do um efeito de supressio de emissio provecada pela adigao

DABCO, o que pode ser sewelhante ao gue 0COrTe COmMm 0% CUS0Y

e £

gravidez observados apos o tratamento da sepunda etapa,

e

che
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Pode-se deduziv dos resulitados que, clfebivanente, a

cnzima dcide folico oxidase e mals ativa o viivo, quamlo cxtrai-

da de pessoas poriadoras de cancer {Fig. P, nae. 51 3. Poren,

essy atividade @ muito variavel, dande uwm desvie padyvao mals alto

do que a media de atividade. Alem disso,

apresentar atividade elevada, como {oi o

s

Sen que TS50 PosSs L

de autro distirbio fisio

f{ié’;;a

I

apos o 1= etapa do Drat ro comparads cow ows efetundss wpos a

g . . -
2= etapa, mOStram Jque & enzima pode nao o

pode ndo estar vevdadeivamente degradado in vivo

co, mas participan de um complexo enzima-substrato

radicals livres devivades do acide folico, gque sao anl

.

uma proteina, gerande outra vezr o ac

como radlical gque, por sua vez,

cia inespecifica. Isso poderia explicar o aumento de o

casos normais, quando medidos na 1= otapa.

f—

A guestao e saber ate gque ponto o acido

tmportante para ensa

~S@ QuUe Nos cases de cancer ha uma

as enzimas dependentes de aoido [Olico devew At
de mais eficiente, o gue pode explicar o IEVEIGE
perimentos.

A proteing que rveage com o acido | v

de scumnular-se, nos casos de cancer

de emissio na presenca de DANCO quando g

Conclul-se que a presenca, g quantidade o o capacidade

miy UL loxigenic siovloce] dessas proretins Son Yoo v praorlanaes
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quanto a atividade da enzima acido falico oxidase., {Fig. 15, pap. b

E provavel que este sistema possa nmostrar impovtante
valor para diagnéstico. Os methores valores, e mais reproduti-
veis, foram achados quando executadas as duas ctapas da purifica-
cao da enzima, entretanto sevia recomend avel efetuar as medidas
ao fim da 1% etaps o apos a 2- otapua, porque
casos de cancer hot oum sumento de ewmlssio entre o 15 o u AR oo
pa, enguanto gue om casos normals houve o ocont phrie. (e, 13,

531,
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e sz ™

enz. acido folico oxidase

Ej * / Y,
g \\% ‘..Ji' \\
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:‘("}3 ‘.\\“ - ar o
F Yoo DProteins antouillador {Prot-H)
g N )

enio
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benzoilglu
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Aeido folica
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igura 15 - Reacio da acido fo0liceo oxidase cowm fdcido {élico. wmos
I i S

trando, a

. el LI sy
la enzima, quando na 2=~ etapa. A direita, mostra-se
a hipotese do que acredita-se ogorrer com 4 intera-

. . v o
cdo cpzima-proteina na 1Y etapa.




Terdlo sido obsovvada a

coencia espontanea na urina, atribuide o Tipoperoxideguo, procurou

~se extabelecer de gue modo certos estados patologicos
terferir sobre essa reagac espontianea. Fez-se um estudo do compor
tamento da guimiluminescencia espontanca a viarias tewperatoras

;]

com a finalidade Jde verificar a melhor oficiencia para o esty

dos propostos. Notou-se maior eficiencla a lemperaturass 21tas.

Com o intulto comparative foi observade a guimiluminescenciz W
urina de uvm voluntario fumante e outro nao fumante. A maior inten
sidade fol apresentada pelo fumante, Para anallsar o comportamen-

to da quimlluminescéncia {QL) em outres casos [ol estudadno o de-

caimento de QL, ands agquecer-se us amostras o 58

65 ), Observou-so que fumante e nac funante Sepuen

te a mesma cinética. lsso se evidencie guando se alierns o esivia

mento e agquecimento das awmostras (Figs, 17 o Vg,

A

Acdntensidade de cmissao se eleva com Temperaturas

b v B

na ac valor intcial quando e atingids o temperaturn de U

Para wn cstudo de conporiamento, dozol o am

do nove de casos normais ¢ nove de diversos tipos de canoer, fo-

ram avaliadas em relacao o

pH native, pH 1 e pH [
Os resultudos estao apresentados nes tobelas 110 17

¢ 13, pag. 68, =i ¢ WY meta-se wma menor emissdo o i

de cauncer, Nestro

(tabela 11} nos cas
508 normais:

meédia: 11,39x107 (+ 5,20 )contagens a 16 ¢

3 £

mediar 24,1410 ¢ 10,90 contagens o S587C
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A urinag do d

mante foi experimontada da

guini foninescenci

P 05) .
Nao [oi notuda mudanca sig

de decaimento. A caperiencia fol reprodutd

2 1o os voluntarios

de 500 mg de acido D0, notow

WD o reLTo g0 SunToessas U

40 espontanc.. Hsta supressao ol sipni i

o nae lumante cosparado oo SHEE i

Gas o oom tempos consecutivos, i Gl

sao rvetornava g Jateonsidade oviginal. {(Fia.
F-o sitbin RN de wova

cuimicos dete te

H
H

na presenca do osals de fevvo {(formndoves

tovidenciador Jdoooond as

(CO, Forma que emite quando na prescncs de DH7 L (Tub

Houve uma supres de guind lumivescencio na prosencs

se {reage com I,C .1 a 607¢, benzoato, o

tol {supressores o O}, ¢ histiding (supressor

52) . Entretasto o efeito aobscervado com cat

alase . o

rentenente ¢ devido a ofeito de proteineg, pols guundo Tautiv:

apresentou valores semelhantes. Assim, & supre:s dieoowm oot
catalase 0 ocoryou a Towmperatiras altas, U mes o notado ooy




SO, Com EDTA, norowu=se um pequenco clieoito aumentador, proprio  de

compplexacde com motais, operando como

Y 13 a i IR N . . . T S R
de radicais. L[ sabido que nestas oxid

eletronicamente evolitados tem um papel dwportante, was na presen-

dor de emnissao

ca Jdo DBAS (aument

carbonilos singlctes) nan houve o

BEAS (aumentador Jde
resultado esperado,

Fstos vesulzades iodican a presey . Lradi-

cal hidroxile), possivelmente

nio singlete} como espocios atbl

Tt
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TABELA 14
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natuyac
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lo)
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Manitol (10 mM)
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pelos dois métodos uma sédrie de dados, a fim de éxaminar a tendén
cia dos mesmos e quém sabe até propor alguma relacdo emg;i'rica. o
que podemos a priori dizer & que, as entalpias de ligacdo cilcio
-oxigénio obtidas por nds se aproxima do valor de entalpia de ligagdo
niquel-nitrogénio (90) .Notanos que o nosso valor é superidr ao encontrado pa
ra D(Ni~0) no aquo compléxo. |

Este.tipo de Estudo sistemitico iniciado, se levado &

frente, apresentard sem diivida bons resultados, ficando ent3o, na

dependéncia de se ter dados cristalograficos convenientés.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os dados obtidos neste trabalho nos permitem chegar as

seguintes conclusdes:.

1

- Foram isolados os adutos Zan,ZU (X =Cl, Br e I), Cdx,.U

2.

(X = Cl, Br e I), CdX,.20 (X = Br e I) e HgX,.U (X = Cl eBr),

2 2
os quais apbs a caracterizagdo foram estudados termoquimica-

mente,

Os resultados das andlises térmicas, indicam que os . adutos
decompdem-se ao aquecimento. Os espectros de massa nao apre
sentam o Ion molecular do aduto. Estes dados sugerem gue os

adutos ndo existem em fase gasosa.

Os espectros infravermelho apresentam um deslocamento das
bandas CO e CN para regides de frequéncias mais baixa e mais
alta respectivamente, indicando que o ligante coordena-se ao

metal pelo atomo de oxigénio.

Foram feitas as dissolugoes dos adutos, haletos e ligantes,
em solvente adequado , por via calorimétrica. Através de ci
clos termoquimicos, foram calculadas as entalpias padréo da
reagao acido base (Aﬁi), entalpia padrao de formacao (Aﬁi);
entalpia padrdo de decomposicao (Aﬁ%) e entalpia padrao réti

i.e.
cular (AHM).

Para os adutos de mesma estequiometria, os valores de Aﬁz

possibilitam a obtengdo da acidez dos haletos. No nosso caso

os valores indicam a sequéncia Z2n > ¢4 > Hg.
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Usando-se a hipdtese de que a entalpia de subiimagao do adu
to seja igual a éntalpia de sublimagao de um mol do ligante,
foi possivel estimar a entalpia da ligacgao metal-oxigénio

D(M~0), obtendo-se a sequéncia: ﬁ(Zn~O):> D(cd-0) > D(Hg~O0),

Comparando-se os resultados obtidos neste trabalho com aque
les dos derivados metilados da uréia a ordem de . basicidade

dos ligantes obedece a sequéncia: TMU > DMU > U > MU,

Com base no parimetro AHZ, a estabilidade termodindmica re
flete a sequéncia bisadutos > monoadutos. Os dados de AH,

e AHg também indicam a mesma sequéncia.

0 aduto CaBr..6U foi também estudado termoguimicamente, com

2
a finalidade de 'se obter a entalpia de ligagac cdlcio - oxigé
nio, sendo para isto calculada a energia reticular a partir

de dados cristalograficos. A entalpia de ligagao calcio-oxi

genio difere pelos dois métodos empregados.
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Tabela 13 . Efeito térmico do processo:
2U(s) + EtOH -»2U(EtOH) ' .
m/mg nijS/mol Qobs/J
5,37 8,94 1,268
11,06 18,41 2,573
15,81 26,32 3,653
16,91 28,16 3,733
18,99 31,62 4,407
b -
AH 0,17)kJ.mol
Tabela 14. Efeito térmico do processo
ZnC12 {s) + 2U(EtCH} =~ ZnCl .2U(ELOH)
n/mg n x105/mol Qobs/J
17,94 13,16 -5,965
19,19 14,08 -6,278
21,54 15,81 -7,118
29,89 21,93 -9,785
AR® =-(45,04 0,21) kJ.mol™



Tabela 15. Efeito térmico do processo

80

5
n x107 /mol Qobs/J
1,69 0,484
5,57 1,584
6,36 1,780
7,20 1,987
10,26 2,936
16,27 4,639
0,14) kdmol™
Tabela 16. Efeito térmico do processo
2U(s)+ EtOH .+. 2U(EtOH)
5
nx 107 /mol Qobs’/J
15,58 2,120 .
15,717 2,193
30,97 4,130
40,64 5,271
5¢,69 8,080

2u° = (13,74

0,28) kamol~
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Tabela 17. Efeito térmico do processo

ZnBr, (s) + 2U(EtOH) N ZnBrz.zU(EtOHj

m/mg nx10° /mol Qobs/J
* . .
. 17,75 7,88 -4,501
¢ 31,87 14,15 -8,485
45,76 20,32 -12,060
© ' -1
AH = =(57,89 = 0,87)kdmol

Tabela 18. Efeito térmico do processo

ZnBrz.ZU(s) + EtOH -~ ZnBrz.ZU(EtOH)

m/mg n x 10° /mol Qobs/J
13,47 3,90 0,612
18,70 5,41 0,851
. 21,94 6,35 0,979
23,04 6,67 . 1,028
" 33,99 9,84 . 1,497
AE® = (15,39 + 0,09)kJmol”"



Tabela 19. Efeito térmico do processo

2U{(s) + EtCH -=  2U(EtOH)

82

m/mg 105/m01 Qobs/J
11,82 19,68 .2,735
16,48 27,44 3,724
18,39 30,62 4,290
19,73 32,85 4,645
20,06 33,40 4,653
AH® = (13,93 + 0,09)kdmol” )
Tabela 20, Efeito térmico do processo
Znl,(s) + 2U(EtOH) T ZnI, .20 (EtOH) -
m/mg e n x 10° /mol Qobs/J
31,41 9,84 ~5,587
43,79 . 13,72 ~7,853
48,86 15,31 -8,986
52,42 16,42 -9,436
55,20 17,29 -9,923
& =1
AH = (57,61 = 0,30) kdmol




Tabela 21. Efeito térmico do processo

Zniz.zu(s)'+ EtOH - ZnI,.2U (EtOH).~.

83

m/mg nx TOS/mol Qobs/J
. | |
| 16,55 _ 3,77 1,500
. 18,30 | 4,17 1,622
19,28 4,39 1,664
21,20 4,83 1,740
AH® = (37,91 * 0,82)kJmol
#
Tabela 22. Efeito térmico do processo
4 ’ .
) U(s) + MeOH - U(MeOH)
5
m/mg nx10 /mol Qobs/J
8,45 14,07 1,710
9,81 | 16,33 1,991
* 11,71 19,50 2,500
X 12,19 20,30 2,480
17,53 29,19 3,621
20,03 33,35 4,120

AE® = (12,38 + 0,08)kJmol” )
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Tabela 23. Efeito térmico do processo

Cdc12'(s) + U(MeOH)+CdC12.U{MeOH)

m/mg n x 10° /mol Qobs/JI
¥ . .
) 35,76 . 19,51 -6,003 .
v 47,59 _ 25,96 -8,070
53,51 29,19 -9,0371
61,16 33,36 -10,389
e ~1
AE® = -(31,02 *+ 0,07)kJmol

Tabela 24. Efeito térmico do processo

CdClz.U(s) + MeOH - CdClz.U(MeOH)

"

m/mg nxTOS/mol Qobs/J
75,31 30,94 0,751
84,04 34,53 0,865

%
100,10 41,13 1,320

. 114,70 , 47,13 ' 1,354
118,23 48,58 1,501

e -1

AH = (2,90 * 0,15)kdmol
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Tabela 25. Efeito térmico do processo

U(s) + MeOH » U(MeOH)

m/mg nx10°/mol Oobs/J
8,05 : 13,40 1,589

11,86 19,75 2,100

12,11 ‘ 20,16 2,503

15,48 25,77 3,219

17,30 . 28,80 . 3,597

18,35 30,55 - 3,689
AE® = (12,30 * 0,09 kJmol™'

Tabela 26. Efeito térmico do processo

CdBr2(5}+U(MeOH) +CdBr2.U{MeOH)

m/mg n x105/mol Qops/J
53,76 19,75 : ~4,950
54,91 20,17 -4,897
70,16 | 25,77 -6,167
78,41 ' 28,80 -6,938
83,18 30,56 -7,220

1

AH® =-(24,06 * 0,22)kJmol”
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Tabela 27. Efeito térmico do processo

CdBr

2.U(s) + MeOQH

2

7 CdBr..U(MeOH) -

m/mg nx105/mol Qobs/J
28,22 8,49 0,219
28,35 8,53 0,192
34,38 10,35 0,225
47,18 14,20 0,327
AE® = (2,20 £ 0,15)kdmol”™ !

Tabela 28, Efeito térmico do processo

U(s) + MeOH ~ U(MeOH)

m/mg n(x105/mol Qobs/J
4,83 8,04 1,101
5,31 8,84 1,155
7,35 12,24 1,588
8,44 14,05 1,832
AH® = (13,11 * 0,13) kJmol™ " y
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Tabela 29. Efeito térmico do proceséo

CdIz(S) + U(MeOH) -~ CdIz.U(MeOH)

m/mg n x105/mol Qobs/J
* ‘ .
. 20,55 5,61 : -1,333
" 29,46 8,04 ~1,992
32,38 8,84 | -2,161
44,82 12,24 -3,055
51,46 14,05 -3,606
AH® = - (25,04 + 0,28)kJmol”)

Tabela 30. Efeito térmico do processo

CdIz.U(S) + MeQH - CdIZ.U(MeOH-)

T ——a

i

5
m/mg n x10” /mol Qops/J
. 23,34 5,48 | ~0,960
33,21 7,79 -1,368
" 35,69 8,37 ~1,749
57,95 | 13,59 -2,444
=] ~1

-
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L
Tabela 31. Efeito térmico do processo
2U(s) + MeOH -  2U(MeOH)
m/mg r1x105/mol Qobs/J
& ’ -
5,98 9,96 1,292
. 8,58 14,29 1,817
10,48 17,45 2,231
11,99 19,96 2,491
AH® = (12,64 * 0,10)kJmol™!.
&
Tabela 32. Efeito térmico do processo
] :
K _ CdBr2 (s) + 2U(MeOH) -+ CdBr2 . 2U{MeOH)
m/mg . n x105/mol Qobs/J
f ‘
13,55 4,98 -1,177
19,45 7,15 © -1,670
+ 23,76 8,73 -2,072
27,18 9,98 -2,372

1

AH® = -(23,64 * 0,11)kJmol”

-



Tabela 33. Efeito térmico do processo
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CdBr,.2U(s) + MeOH 4'CdBr2.2U(Me0H)”'

m/mg n x105/mol Qops’J
N ,
. 33,83 8,62 1,101
. 38,85 9,90 1,283
48,39 12,33 1,660
57,95 14,77 1,890
59,96 15,28 2,052
AH® = (13,14 + 0,16)kdmol”
[
*
Tabela 34. Efeito térmico do processo
2U(s) + MeOH - 2U (MeOH)
5
n/mg nx10 /mol Qobs/J
8,74 14,55 1,833
&
9,60 15,98 1,958
, 14,74 24,54 2,844
16,12 26,84 3,355
17,35 28,89 3,538
pf = ¥ 0,18) kamo1™t

(12,20
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Tabela

90

35. Efeito térmico do processo

CdIZ(s) + 2U(MeCH) - CdIz.ZU (MeOQH)

m/mg n x10°/mol Qobs/J
26,65 7,28 -1,818
29,27 7,99 -2,028
44,12 12,05 -3,003
49,15 13,42 -3,422
52,89 14,44 -3,686
1= -1

AH = =(25,33 % 0,13)kJmol

Tabela 36. Efeito térmico do processo

€dl,.2U({s) + MeOH - CdI,.2U(MeOH)

m/mg r1x105/mol Qobs/Y
25,52 5,25 0,345
29,34 6,03 ‘ 0,387
30,69 6,31 0,431
31,33 6,44 0,444
e -1

AR = (6,74 * 0,08)kJImol
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Tabela 37. Efeito térmico do processo

HgCl, (s) + MeOH > HgCL, (MeOH)

m/mg n x105/mol _ Qobs/J
53,25 ' 19,61 -0,603
61,75 22,74 - ~0,687
65,55 24,14 -0,640
79,10 29,13 -0,883
94,96 34,98 -0,953
100,95 37,18 -1,139
pE® = -(2,92 + 0,08) kJmol™ %
Tabela 38. Efeito térmico do processo
U(s) + HgCl, (MeOH) =+ HgCL,.U(MeOR)
—
m/mg n x 105/mol Qobs/J
11,78 19,61 2,300
13,66 22,74 2,703
14,50 24,14 , 2,847
15,82 26,34 3,085
16,25 27,06 3,161
17,50 29,14 3,460

AES - (11,78 = 0,04)kJmol_j




Tabela 39. Efeito térmico do processo
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Tabela 40. Efeito térmico do processo

HgCle(s) + MeOH HgClz.U(MeOH)
n x105/mol 0 ../T

obs
7,80 1,443
9,20 1,702
10,65 1,962
12,70 2,357
13,99 2,517
17,53 3,168

= (18,25 0,10)kdmol™ "

HgBr, (s) + (EtOH-HC1) +mmr2mum4mu

n x105/mol Qobs /J
9,84 3,070
12,66 4,076
14,38 4,606
17,96 5,570
19,51 6,086

= (31,13

-

0,22) kdmol™!
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Tabela 41. Efeito térmico do processo

U(s) + HgBr,(E£OH-HC1) - HgBrZ;U(EtOH-HCl)

m/mg ' r1x105/mol Qobs/J
5,91 | 9,84 | 1,241
7,60 ' 12,65 1,530
9,36 15,58 1,887
16,79 17,97 2,102
11,72 19,51 2,296
AE® = (1,93 + 0,13)kJmol” "

Tabela 42. Efeito térmico do processo

HgBr

5-U(s) + (EtOH-HC1) = HgBr,. U (ELOH-HCL)

m/mg _ n x105/mol | Qobs/J
14,27 . 3,39 1,354
23,89 5,68 . 2,360
29,38 ‘ 6,99 2,793
43,68 10,39 4,140
29,83 14,23 5,720

e -1
AH" = (40,16 * 0,22)kJmol
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Tabela 43. Efeito térmico do processo

CaBr, (s) + BtOH - CaBr., (EtOH)

e s

m/mg n x105/m01 Qobs/J
- |
10,68 . 5,34 -6,544
. 12,83 6,42 - -7,871
15,50 | 7,75 -9,465
26,78 13,40 -16,401
o ‘ -1
AH™ = -~ (122,38 + 0,08 kJmol
*
’
) Tabela 44. Efeito térmico do processo
6U(s) + CaBr, (EtOR) > CaBr,.6U (EtOH)
= -
m/mg n x10” /mol Qobs/J
19,25 32,05 3,643
' 23,13 38,51 4,533
) 27,94 46,52 5,411

48,28 80,39 ' 9,154

AH® = (11,48 + 0,09 kJmol™ !

*
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Tabela 45. Efeito térmico do processo

CaBr,.6U(s) + EtOH -~ CaBr.,. 6U (EOH)
5

m/mg nx10 /@ol Qobs/J
17,48 3,12 1,193
20,44 3,65 1,384
23,87 4,26 . 1,594
25,32 4,52 1,687
AH®

(37,63 + 0,20)kJmol™ "
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