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RESUMO

Uma enzima extralda do sangue humano metaboliza o acido
f81lico para produzir o pterin-6-aldeido e o acido p-aminobenzoil-
glutdmico, quando o peroxido de hidrogénio estd presente., Horse-
radish peroxidase também metaboliza o &cido foélico para produzir
os mesmos produtos acima, quando a glutations e Yons Me'? estdo
presentes. Neste caso,porém, o perdxido de hidrogénio mostrou ser
prejudicial para a reacdo metabdlica.

0 estudo da fotoemissio que acompanha a degradagao  do
Gcido folico por estas enzimas, evidenciou a presenga de um pro-
duta no estado eletronico excitado. A possibilidade de se for
mar algum produte no estado triplete excitade foi eliminada pe-
rante a ineficicia dos aceptores de energia antracénicos. Bxpe-
riencias utilizando supressores de oxigénio singlete (por ex.: bi
lirrubina), amplificadores de emissfo para esta espécis (por ex:
1,4 diazobiciclo{Z,2.2)octanc ou DABCO)} e meio deuterado, para o
estudo da reacic de oxidacdo ¢ de fotoemissio, sugerem fortemente
que oxigénio singlete ('0,%Ag) & o responsivel pela emissfo obser

vada.

A bilirrubina impede inicialmente a fotoemissio dos ‘sis
tepas enzimiticos por reagir com a espécie excitade & formar um
presumivel intermediarieo, o 1,2-dioxetano. Bste clivaw-se poste-
riormente produzindo fragmentos Cetona no estado eletronicamente
excitado, cuja emissio pode ser aumentada se o meio for suplemen-
tado com DBAS (8,10-dibromoantraceno-2-sulfonato}, um excelente
aceptor de~energia proveniente de cetonas tripletes.




ABSTRACT

An extracted protein from red blood cells catalyseS the
transformation of folic acid to produce pterin-6-aldevde an  p-
aminobenzoylglutamic acid when hydrogen peroxide is present. Hor-
sevadish peroxidase catalysesfolic acid as well to produce the
same products when glutathione and Ma'" are presents, but in this

case hydrogen peroxide seems to be prejudicial to the reaction.

The photoemission that accompanies the metabolism of
folic seid by both enzymes, evidences the formation of an inter-
mediate in excited state. Studies of this metabolism with singlet
oxigen guenchers as bilirubin; enhancers of singlet oxygan.@miﬁﬁk%‘
as 1,4-diazo=~bicyclo(Z2.2.2)cctane (DABCOY; the system hehaviour
toward Dp0,as well as the unefficiency of the anthracenic ac-
ceptors on the photoemission.suggest that singlet oxygen is res-
ponsable by that emissicn. Billrubin quenches the emission from
the enzymatic system initially by reacting with singlet oxygen to
produce presumably a 1,Z2-dioxetane intermediate,which cleaves to

ketone fragments in excited states as proved by the enhanced

emission with DBAL, an excellent triplet ketone counter,




Abreviacao

AFo
Al

AFcC

ATP
AL
Bil.
Cat.
DABCO
DBAS
0,0
DPAS
EDTA
Glu
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HRP

NADPH
Po-G=-CHO
thﬁwﬁ%gﬁﬂ
Pt-6-CO0H
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ABREVIACOES UTILIZADAS

Nome

Acido folico ou ptercilglutamico
Acido f6lico peroxidase

Acido £0lico peroxidase extraida de portador
cancer

Adenosina trifosfato
Antraceno-Z-sulfonato

Bilirrubina

Catalase

1,4-diazobiciclo (2,2,2) octano
9,10~dibromoantracenc-2~-sulfonato
Kgua deuterada
9,10~difenilantracenc~2-sulfonato
Kcido etilenodiaminatetracético
Glutationa

Perixido de hidrogenio
Horseradish peroxidase
Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
Pterin-6-aldeido

G-hidroximetil pterin

Previn~&-~carboxilico

Superoxido dismutase
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CAPTTULO 1

INTRODUCRD

Apesar do grande nimers de pesquisas realizadas sobre o
deide folico, nenhuma delas foi, até o momento, capaz de elucidar
um mecanismo pelo qual a degradagao desta vitamina ocorra, princi
valmente em pesscas portaderas de gualquer tipo de cancer. Pterin-
G-aldefdo, um metabflito do Acido foelico, atua como um potente
inibidor de xantina oxidase, cuja atividade apresenta-se bhaixa
nestes pacientes. Acredita-se que deva havery alguma relagdo entre
o metabolismo do dcido félico e o comportamento d2 xantina oxida-
se, capaz de explicar essas anomalias observadas. Devido ao gran-
de nhmero de variaveis envolvidas neste estudo, torna-se importan
te introduzir alpuns conceitos hasicos e analisar algumas pesqui-~

sas ja realizadas nesta drea, a fim de melhor situar o problema.

1.1 - GENERALIDADES

0 Acide £8lico ou Acido pteroilglutdmico € uma vitamina
do complexo B, hidrossoliivel. Os folatos compreendem uma pterina,
um Gcido peamino-benzéico e unm dcido glutdmice (Fig. I.1, pag.2).
Suas porcbes poliglutamicas sao hidrossoliiveis dentro do organis-
mo, nas formas simples de mono e diglutamatos, gracas a duas enzi
mas denominadas conjugases. No organismo os folatos existem na
forma de coenzimas e cada uma delas exercem reagles enzimaticas
especificas |1].

As reacbes metabdlicas de base, dentro das quais os fo-

latos ocupam um papel iwmportante, compreendem: a formacao de ba~

ses plricas e pirimidicas, a interconversdc de serina em glicina
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Fig. 1.1 - Pormulas estruturais do folato e principais derivados.




(reagdo 1.1), a degvadacao da histidina em acido pglutamico ¢ &
conversio da homocistelina em metionina. Hsta dltima ocorre devido
s metiltetrahidrotolate, 4 vitamina Bip €& a uma enzima: &  homo-
cistelna transferase., A formagdo da metionina & de grande impor-
t3ncis no sistema nerveso central, sendo o principal agente das
metilacdes do organismo, principalmente a da colina e a da adreng
lina. Lnfim, a principal reacdo metabdlica ¢ a conversao de uraci
1a em timina, um processe que se destaca dentro da formagéo do

DNA {21,

HoH H 7 NS
P I e by USRI ¥ I g + H + HO
HO-( -(-C00 — rimg v _IH >
H é@*ﬁ a3 ﬁ t
Sevina ¥ﬁ4 Giicina Ng,wam&tii&mﬁwFHQ

(reagio 1.1)

0s folatos sio encontrados nos legumes de folhas verdes
(espinafre, brocoli, aspargos, ete), em frutas (laranjas, abaca-
tes, abacaxis, eicl), no figado e nas leveduras. Existem, entretan
to, alouns derivados de acido f8lico encontrados nas plantas, cu-
jas compesigOes gquimicas sdo os pteroilglutamatos, 0s quais  n#o
participam de reagdes enzimaticas dentro das celulas dos mamife~
ros & nem atravessam as membranas celulares. A forma mopogiutamaw
to & encontrada no sero sanguineo e na urina, A forma ativa prin-
cipal da coenzima que & encontrada dentro dos tecidos e no sangue

do hamem € o Semetiltetrahidrofolate (Fig. 1.1} o qual g2 requeri-

#

do para uma grande variedade de transferéncias de um carbono |2
Dentro do papel importante que O dcido félico ocupa Ao

crescimento e na divisdo celular, estd a sua participacao na sin-




tese do DNA, onde atua na construgao das unidades de purina, piri
midina e timina. Nio & surpreendente constatar que uma interferén
cia da divisdo celular seja um dos primeires sinais que acompa-
nham a deficiéncia em Acido folico. A administragido de uma dieta
deficiente em folato conduz a uma anemia macrocitdria (abaixamen-
to do teor normal de hemoglobina no sangue) e a uma leucopenia
(diminuicao dos globulos brancos no sangue)}, com aparecimento de
mepaloblastos.

A absorcdo dos folatos.sch a forma de pteroilglutamato,
ocorre na primeira etapa do intestine grosso, onde se da o meca-
nismo de desconjugacic. Este processo permite o desligamento de
resTduos glutimicos ligados B parte benzdica da molécula, para
dar origem aos compostos do tipo mono, di e triglutamatos, sendo
a enzima y-glutamil-carboxi-peptidase a responsivel por esse even
to. Os folatos poliglutamatos atravessam a parede intestinal e em
segpuida sdo reduzidos ¢ metilados no figado. Uma parte substan-
cial dos felatos monoglutamatos sio reduzidos e metilados no inte
rior das células intestinais e aparecem dentro da circulag@o san-
guinea sob a forma coenzimdtica ativa;, S-metiltetrahidrofolato.

A quantidade minima de acide fo6lico necessiria ao orga-
nismo nio foil ainda detectada com precisfio, no entanto & recomen-
dado uma ingestdo diaria de 200 ug de folato livre para adultos,
50 ug para bebes, 100 pg para criancgas, 400 ug durante a gestacio
¢ 300 ppg durante a lactacao.

Quando wn homem normal recebe uma dose de 1 ug/{kg de pe
soyde dcido £8lico marcado com tritiec, 60% € retirade da circula
cho sanguinea em fracio de segundos, e em trés minutos 95% desapa
rece, sugerinde gue hi uma grande afinidade dos tecidos para as
quantidades fisioldgicas administradas. Menos que 2% de dcido f6-
lico & excretado na urina em 3 horas. No entanto, para doses supe

ricres ao padrio fisioldgico, € possivel detectar 60% mum periodo

de 12 horas, pois neste caso ja foi atingida a saturagdo.




£

Apesar de muitos estudos realizados nesta linha, nao se
sabe com certeza se o acido folico & degradado enzimaticamente no
homem normal, embora se assuma que isto possa oCorrer de algum mo
do. Uma vez que a desconjugacao oxidativa ndo enzimatica de fola-
to reduzido ocorre in vitro, produzinde previn ¢ acidoe p-aminoben
zeilglutimico, a degradagao do folato,evidenciada na urina humana
pormal.pode resultar provavelmente de uma reagdo in situ. Nio ha
evidéncias comvincentes para a degradacgao de folato em animais.
Da quantidade de folato marcado que aparece na urina apbs uma ho-
ra da ingestdo de 1,5 ug/kg do peso do corpo,aproximadamente tres
quartos e degradada oxidativamente, 2 maioria remanescente perma~
nece em varias formas reduzidas e apenas 3% continua na forma de
icido folice |3]. No entanto, trabalhos mais rvecentes teém demons~
trado que a degradagio de Acide félico & possivel de ocorrer sob

determinadas condicfes, das quais trataremos a seguir.

1.2 - METABOLISMO DO ACIDO BOLICO

Webb |4], em 1855, 4 havia realizado uma pesquisa  so-

bre a inibicBe do ¢rescimento de culturas de Escherichia coliede

Aerobacteria aerogenes, quando anilogos do dcido f£6lico  estavam

presente. Experiéncias com bactérias Candida tropicalis demonstra

ram que essa inibigio era reversivel, provocando o aparecimento de
puma pterina livre no meio de cultura, A purificagdo posterior des
te meio e, a anilise dos produtos, demonstraram a formagdo de dci
do p-aminobenzoilglutdmico e uma mistura de pterinas livres, prin
cipalmente pterin-bt-carboxilato e G-hidroximetil pterin. ﬁ.hipﬁtg
se de que s clivagem dos derivados de folato ocorreria entre

Ca~N

lg=Ny g, surgiu do fate de que nem feido p-aminobenzbico, nem aci-
do L-plutimico, apareceram entre os produtos da inativagidoe, antes

de uma hidroiise acida.




Em 1057, Putterman e Silverman |5] trabalhando com ex-
rrato de figade de rato, cbservaramque o dcido fOlico era inativa

de ne meio. Seoundo eles, o adcide folice € convertido enzimatica-

mente em um derivade tetrahidro reduzido (acredita-se que seja sua
forma coenzimatica atival, o qual cliva ndo enzimatlicamente nas

nosiches 9 e 10 quando exposto ao ar. A andlise revelou que o ﬁa&
do pwaminmhwmzwéiﬁiutﬁmiam foi formade em quantidades estequioné-
tricas.

Dinning e col. |61, também em 1957, desenvolveram UHa

nesquisa na qual o acido f5lice foi convertido em uma amina diazeo

tizivel (dcido p-aminobenzoilglut@mico). Seu trabalho foi baseado
na incubacio do acide félico com fatias de figado de coelho, o

qual mostrou maior eficiéncia nas experiéncias realizadas, Acompa
nhando a formagiio de amina diazotizavel, pelo teste de Bratton~
Marshall |7], eles puderam acumular mais uma evidéncia para o me=
tabolisme de folato, o qual nio & esperado oCOTTer a um nivel de-
tectavel om tecidos normais do organismo.

Atualmente estas experiéncias encabegam uma lista de
pesguisas, que vem sendo desenvolvidas na tentativa de explicar a
causa da desradacio de folato mo homem, principaimente se ele &

um portador de deencas mallgnas.

1.3 - ANORMALIDADES NO METABOLISMO DO RCIpo FOLICO

Sepuindo a observacio de que células malignas em cultu~
rao, exceto células adultas normais ou embrionarias, excretam 21
cou meio de crescimento um composto azul fluovescente, com RE ca-
racteristico de 0.35-0.45 na cromatografia de papel, Stea e col,. | 8|
fi-eram em 1978 uma investigacio para tentar identificar este ca-

rabolito fluorescente.

, Lok - . 14 .
Quando eles adicionaram acido folico il 53 MR R meio




de crescimente com células malignas, foi notado um pico de radioa
tividade, o gual emigrou juntamente com & substancia azul fluores
conte desconhecidn, A emissio desta banda azul fluorescente e da
radioatividade foi notada quando esta mesna experiencia foli desen
volvida em meic de cultura de células normais. Usando espectros-
copia UV, fluorescencia, eletroforese, cromatografia de napel,
cromatogratia de camada fina e cromatografia gasosa junto com es-
pectrometria de massa, eles analisaram e identificaram este cata~
halite desconhecido do folato como 6-hidroximetilpterin (Tab.la).
Entretanto, guando o ptayinmﬁmcarbexaldeido, um intermedidrio pos
sivel na clivagem do folato, foi adicionado ao meio de crescimen-
to de células malignas, ele fol reduzido subsequentementc a 6-hi
droximetilpterin., De acorde com Stea e col. '8, estes resultados
podem ser indicativos de um possivel catabolismo de acido £0-
lico pelas células malignas. Acido £6lico ou outro derivade  do
rolato ¢ clivado oxidativamente pa ligagao Cg-Nyjg, para produ-
zir pterin-G-carboxaldeido como um dos produtos. Lste derivado @
nosteriormente reduzido pelas celulas cancerosas a O-hidroximetil
sterin, o qual € entdo excretado no meio de crescimento. A ativi
Jade de uma enzima capaz de reduzir pt@rinwémm&rbmxaiﬁmfﬁe a 6-hi
droximetilpterin foi medida no sobrenadante de extrato de cé&lu-
las, sendo esta enzima dependente da NADPH como colator. Quando
extraida do meio de células malignas, esta enzima apresentou  uma
atividade 2,5 vezes maior. Embora colulas normails possuem  um nie
vel consideravel desta redutase, elas ndo demonstraram wutiliza-
ta nesta conversio, guando pterin-6-carboxaldeido foi adicionado
de fontes exdgenas. Deste modo, 8 redugao do pterin-6-carboxaldei
do para O-hidroximetilpterin parece sor uma caracteristica parti-
cular de cé€lulas malignas em cultura. Usando o método da cromato-
grafia liquida de alta pressac, cles analisaram a urina de um pa-
ciente portador de carcinoma de oviario. Segundo as observagoes,

ptevin-f-carboxaldeido e 6-hidroximetilpterin foram encontrados.




Tabela fa - Cromatografia de papel de pterins e material azul

fiuorescente, isolado do meio de crescimento de

ceélulas cancerosas tipo KB

o - = T,
Composto
A B C D
Ptm@mﬂﬂﬁﬁﬁ 0.42 0.63 0,61 0.47

Material fluorescente

" A e 0.42 0,63 J.61 0,47
de celulas cancerosas
Pt-6-CHO 1,28 0.52 0,50 0.52

Ref: Stea e col. |8]

Tabela Ib - Agdc inibidora do Acido Félico e do Pterin-6-al-

detlds sobre xantina oxidase

avpiwinen S AT enss
gt S AR R e

Fynerifncia reali- nmol de xantina oxi Porcentagem de oxi

SRpeliuHbae Ve dada nos primeiros dagao em relacao a

zadg em Lampad L0854 piyp  angs adigdo amostra ndo inibi-
fato (0.2 M} S " b e e

da enzima da
Yantina{67 nmol/mi) 60,0 160
Yantina + Acido
Falico (4 nmol/ml) 7.4 13
wantina + AFo irra 3 3 -
diado{2,3 nmol/mly * ?

X&Hﬁiﬁa@?t“6waldﬁi
do obtido por cli- 1,8 3
vagenm acilda

(0,42 nmol/ml)

Ref: Kalckar e col. |20
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Finalmente, os autoress sugeriram que estas duas substancias pode-
riam ser os produtes do catabolismo ativo de folato pelas célu

las cancerosas em crescimento in vive e in vitre, embora existam

referéncias, cemo a de n? 2 deste trabalho, sugerindo que isto
também possa ocorrer em casos normais. Alguns resultados signifi
cativos podem ser vistes na Tab. 1b.

Esta pesquisa acima apresenta particular interesse, vis
to gue foi aplicada com exito em seres humanos. Contudo, seus re-
sultados, acrescidos de outras evidéncias, nic sugerem um modelo
para o mecanismo de degradacaoc do acido f6lico, Sabendo-se que o
estudo deste mecanismo podera fornecer informagoes valiosas, prin
cipalmente relativas as pesquisas de Stea e col, 18, tornou~se
interessante investigar a degradagio do folato a nivel molecular
e suas implicagdes em pessoas portadoras de cancer,de qualquer ti

po e grau.

1,4 - ESTUDO DA DEGRADACAO Do ACIDO FOLICO

Existem duas maneiras pelas quais este estudo pode ser
Jdesenvolvido. A primeira, envolve o uso de uma enzima existente
in vive,a qual, ohtida sob determinado tratamento do sangue huma-
no, & capaz de degradar o acido f0lico na presenca de certos cofa
tores [181. A segunda requer a escolha de uma enzima de outras
fontes cuja funcio seja também de degradar o dcido félico, forne-
cendo os mesmos derivados. Tendo assim dois procedimentos diﬁpﬁﬁi
veis, torna-se indispensivel estudid-les paralelamente e observar

o comportamento do mecanismo nestes dols Processos.

1.4.1 - Estudo da depradacho do dcido folico com HRP { hor-

seradish peroxidase)

Gillette e col. |9] mostraram que os microssomos he
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viticos catalisam a C-oxidagBo de varias Nealquilaminas por hidro
perdxidos orginicos.
Strobel e col. 110}, apresentaram evidencias de que tal

oxidacio era dependente da vpresenca de pirimidina nuclectideo re-

duzido e oxigénic molecular. Observaran também que o citooTrone
P-450(CP=450), @ NADPH citocromo C redutase e possivelmente um

componente fosfolipideo estariam envolvidos na catalise.

Hrycay e O'Brien |11] em 1973, trabalhando com  CP-4350
demonstraram que este poderia funcionar como uma peroxidase mi-
crossomal, catalisande a reducio do hidroperfxido de acido lino-
leico, do hidroperdxide de cumeno e de certos hidroperdxidos este
réides para os Adlcoois correspondentes, quando um doador de elén

trons, o NADPH citocromo C redutase, estivesse presente.

CP-450>" = CP 450 CP-450%

(veagao 1.2)

Coptinuando esta pesquisa, Kadlubar e col. 112} foram
os primeiros a demonstrar que a remocio da NADPH citocromo C redu
tase ou dos fosfolipideos dos microssomos ndo afetava a atividade
da peroxidase do CP-450 na catdlise da C-oxidagdo, hidroperdxido-
dependente, de vErios substratos aminas em uma TEACRT que né@lw&w
quer piridina nucleotideo reduzide ou oxigénic molecular.

O primeirvo trabalha desta linha, utilizando enzimas mo-
delo, foi feito por Gillette e col. [13]. Baseando-se no fate  de
que o principal metabolismo de drogas & a desalguilacio oxidativa
de N-alquilaminas, para produzir uma amina primiria e um aldeido,
eles desenvolveram um trabalho com trds hemeproteinas (Methemo~
globina, Citocromo C & HRP), as quails foram incubadas com MO0
metil=d-amino antipirina, N-metilanilina e seu congénere dimetil.

Foi constatado que a desmetilacgio ocorreu pela medidada quanti-
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dade de formaldeido nos trés sistemas. Como a reacao 50  ocorreu
na presenca de Hzﬁﬁy gerado por glicose e glicose oxidase, eles
conciulram que as enzimas empregadas funcionaram <omo peroxida-
ces. Utilizando hematina (parte que engloba o grupo heme protopor
firina), a altas concentrac¢oes, eles cbservaram a desalquilacdo
destas aminas em ambiente acyobico e na auscncia de Hzﬁzw Como ne
nhuma atividade foi observada anserohicamente, concluiram gue a
hematina o altas concentracoes atuava como uma oxidase. Assim, pa
ra descrever o comportamento dessas proteinas promovendo desalqul
lacio, propusevam dois tipos de reacdes para sistemas enzimidticos

contends ferro:

(1) Reagdo tipo peroxidase

R-NH wm»é; Hzﬁz PEROXIDASE o RMNHMCHZWQH. . Hzﬁ

WMNMMCMEWQH ' > QWNHE +« HCHO

{reacao 1.3}

} Reagdo tipo oxidase

fa

(

R-NH-CH_*1/2 0 __HEMATINA . RAWMHWCHEM@H
i

FQMWNMWCTHEMQH - WW»NHQ + HCHO

{yeacao 1.4)
onde os produtos obtidos sdo os mesmos. Eles propuseran também a
existéncia de um intermedifrio hidroximetil, que apavece nas de-
salquilacdoes de Nemetilaminas, semelhantes ao encontrado por

Fish |14}, que estabeleceu a seguinte reacdo de Ne-desmetilagiol
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Cen LR e rH NofH -
CH, " R-CH,-CHy- N-CH, OH  —
CH,

S b - o <
Qi%ﬁ%NHQ% +  HOHO

(reacio 1.5)

Um outro trabalho nests linha foi feito por Galliani e

Rindone |15]. Eles pesquisaram a intervencdo do oxigénio na N-des
metilacio de quinze aminas tercidrias aromidticas,utilizando pexré-
«ido de hidrogfnio e HRP como enzima catalisadora. Os resultados

obtides podem ser resumidos na seguinte reagan:

X-CH-NMe *+HO
6 L 2

¥-C H-NHMe + CHO + HO
2 2 6 4L Z Z

{reacao 1.6)

a gual forneceu come produtos & aming secundaria correspondente e

um aldeido. Uma série de chservactes levaram o autores a sugerir
uma reacio radical, que seria indciada pela ativagao da gnzima

pelo peroxido de hidropénio, de acordo com o esquematizado abaixo:

HRP « HO « 2H" ——> HRP-1 + 2HO
HRP-1 + RN s> HRP-II + F»*%BN”%’

HWWEMWBN ez HRP 4 F%BN?

{reacao 1.7}
A reacio total mostra a restauracgdo da enzima e a formacao de ra-

dicais aminium, que podem reaglr posteriormente con oxigenio para




formar peroxidos,

R« O > R-0-0° —HRE o HRP-I «Prods,
(veacao 1.8}
s quais sido os substratos ecspecificos para HRP.

A existencia de um radical livre, como intermedidrio en
reacdes de N-desmetilagio com HRP ¢ peroxido de hidrogénio, foi re
foveada por Griffin (16]. Seu estudo foi baseads na Nedesmetila-
de substituir N-desmetilacdo catalisada por CP-450. A semelhanga
entre o espectro de EPR obtido para o sistema aminopirina/reagen-
te de Fenton {?ﬁ%+fﬂ?ﬁzfﬁ#l N OHCL), o qual gera um radical livre
de aminepirina, ¢ o espectro do radical ~ cation.obtido com oxida-
cho anddica de aminopirina(envelvendo a transferéncia de um  elé-

v

tron, com o nesme sinal de EPR), levaram Griffin ilﬁ‘ 4 conclusao

de que esta mesma gsnecie era gerada no sistema modelo. Resulta-
los semelhsntes foram obtidos por Durdn e Faljoni |1 71 para o sis

tema Nenitrosamina/HREP na auséncia de perdxido de hidropenio, ge-
rando compostos aldeidicos, cetOnicos e aminas.

Finalmente com base em todos os resultados apresentados
scima, principalmente os de Griffin [l6feosde purin e Faljoni [17],
pensou-se na possibilidade de obter resultados similares com 0
sistema modelo AFo/HRP, na tentativa de estudar a degradagao de

Scido f6lico e propor um modelo para este mecanismo.

[.4.2. Degradacio do acide folico por enzima extraida de

eritrocitos humanos {AF).

Hyiste uma enzima extraida de eritrocites de pessoas
normais capaz de promover, sob determinadas condicoes de pH fisio

16pice [181, a sepuinte reacio:
5 i 4o ..x
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HNT SN N (CHel
COOH

dcido folico

GQ enz.

O+ COOH

0

i |
N7 {MijcHO . &Nw«{m}(ﬁwwmﬁiw
)’”*“*N N (

COOH
pterin-6-aldetdo dcido praminobenzoilglutamico

(reagao 1.9)

Nesta exidacio sio formados o dcido praminobenzoilglutd
micoe {amina diazotizavel) e pﬁarinmﬁwmldwiﬁeg os gquails podem ser
identificados por cromatografia de papel. A experiéncia eviden-
ciou que ests enzima possui atividade maxima em pH=5,5, na presen
ca de tres cofatores; ATP, Mn+%g g Glutationa, os gquais sio e
senciais, segundo Braganca e col. [18]. Apesar de nao ter sido
possivel identificar a natureza das etapas intermediarias envolvi
das na degradagio do folato, este trabalho permitiu observar que
csta enzima também existe nos tecidos humancos, e & ativa para de-
gradar o dcido félico, mesmo na auséncia de HC1l, produzindo COmo
derivade o pterin-6-aldeido, Este & um dos mals potentes inibido
res da enzima xantina oxidase, de acorde com pesquisas que S5erao

apresentadas a seguir.

1.5 ~ RELAGAOQ ENTRE O METABOLISMO DO ACIDo FOLICO E A BAIXA ATIVI
DADE DA XANTINA OXIDASE EM PESSOAS CANCERCGSAS

Un dos primeiros trabalhos nesta area fol realizado em
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19849 por Lowry e col, [19]. Ao irradiar o fdcido folico com luz

ultra violeta, em meio ligeilramente dcido, Lowry observou que ©
srimeire produte formado era o pterin-6-aldeide. Irradiagido por
tempo mais prolongade levou a formagao dos derivados; acido 6-car
boxilice e pterin, que &€ o dltimo produto da agdo fotolitica, co-

e 5 segued

2NN o g
HN = H,C gy~ 2N s L=
| H MO
R OH
-

Uy
[

{reagao 1.10)

Numz reacio enzimitica posterior, o pterin foi entac oxidado a
isoxantopterin,pela xantina oxidase, presente no meio de reacdo .
Esta Oltima etapa de oxidagdo, entretanto, mostrou sev fortemente
inibida pelo primeiro produto fotolitico, o pterin~6~aldeido.

Kalckar e col, |20], também desenvolveram uma pesquisa
sobre a inativacio de xantina oxidase em presenga deste aldeido,
com base nos resultados de Lowry e col, [19|(Tabela Ib. Testando
o efeito inibidor do pterin-6-aldeido, obtido na degradacdo acida
do folato, eles observaram que a atividade desta enzima foi redu~
zida a 40-50% na reacio de conversdo de xantina em dcido  dricoe.
Irradiando uma solucfio diluida de pterin-6-aldeido, seu poder de
inibicio diminuiu consideravelmente. Do mesmo modo, incubacio com
zince metdiico,em soluclo Acida.produziu o mesmo efeito. Segundo
eles, isso foi devido a reducfo de grupo aldeido livre, essencial
para a agdao inibidora desta substancia. A incubacdo do pterin-6-
aldeido com a xantina oxidase pareceu ser reversivel com o tempo.

Dades de espectroscopia de absorcio na regido ultra violeta  de-

e ————
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monstraram que isto & acompanhado pelo aparecimento de um grupe
Geido. Estes dados podem ser vistos na tabela I c.
Dietrich e col. |21] pesquisaram a atividade de xanti-

na oxidase in vivo e in vitre, na presenga do pterin-6~aldeido.

Seus experimentos in vitro demonstraram que a quantidade de acido
“vico formado foi inversamente proporcional d& quantidade de pte-
rin-6-aldefdo presente no meic de reagao, resultando em forte ini
bigdo quandeo 1 pg/ml desta substancia foi adicionada, (Tab. Id).
tico demonstraram gue a atividade da xantina oxidase do figado
era aumentada.

Feigelson e col. [22] fizeram um tyrabalho sobre o nivel
celular da xantina oxidase em camundongos leucémicos e normais. A
capacidade diminuida de oxidacao da xantina em linfbcitos leucEmi
cos, em relacdo aos normais, esta de acordo com mut?éﬁ trabalhos,
onde tecidos malignos apresentam baixa atividade de xantina oxida
se |23,24].

Lewin e col. |25] também observaram que a atividade des
ta enzima & baixa durante carcinogenese de mama en camundongos
(Fig.1.2). Eles observaram que scorria uma diminuicio gradual na
atividade da xantina oxidase durante a mudanca de tecidos nor-
mais para tecidos nré~cancercsos (e possivelmente CANCETOS0S ) Jue

poderia servir Como um diagnfstico em suspeitas de carcinogenescs.

Prajda e Weber |26, analisando o comportamento de xan-
tina oxidase em hepatomas simulados em bifalos e ratos, conclul

ram gque o baixa atlvidade presente em todos os hepatomas represen
tava uma diminuiclio na atividade desta enzima em tumores, quando
o1 analisada a quantidade da xantina metabolizada (ou dcido Gri-
co formado), en condicdes normals e anormals (Tab., Te}. g@gumda
eles, a haixa atividade parveceu estar relacionada com as transfor

macdes neoplasticas que oCcorrem no figado, uma vez que a ativida-

——-—_



Tabela Ic - Efeito da incubagdo da xantina oxidase com Pt-6~CHO

sobre a fluorescéncia e a inibigdo.

Porcentagem de

Leitura de Aumento na .

- . . - - oxidaci B NE
Incubacdo com f{luorescencia  flueoTescencia agao de xap
S < ina em relacad
enzimalninutes) {na escala do {expresso om ting en ri}agaw

) U “ n a amostra na
calvanometro) porcentagemn) ) ostra nao
inibida
{ 65 e 13
25 79 44 35
54 89 74 51
100 94 G4 93

Ref: Kalckar e col. |[20]

Tabml%\gg ‘‘‘‘‘ - Efeito in viﬁzgvdm Pr-6-CHO sobre a atividade da xan-

tina oxidase no figado de galinha.

GQuantidade de Pt-6-CHO adi- (Acide arico fmrmaﬁ@)whmla(g
cionade em cada frasco de figado fr@$a§”1$ q 17%
pe/ml no frasco ng
{ 1.3
0.4 0.6
1,0 0,04

Ref: Dietrich e col. |21]

__—————_
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MICROMOLES{10™> ) de XANTINA
i

Ref: Lewin e col. 25|

Pt

‘ig. .2 - Atividade de xantina oxildase durante carcinogénese em
mama de canundongo.
A~ Camundonpgos com tumores no inicio de crescimento.
B~ Camundongos com tumores na fase intermedidria do
crescimento.

¢~ Camundongos com tumores bem desenvolvidos.

Tabela 1f - Inibicdic de xantina oxidase por derivados pterin epor

catabdlitos de folato, obtides de c&lulas cancerosas.

e et v oo Concentracac
Ce i &»ncagtxagao do substrato i de
-omposto do Hipoxantina inibicio
inibidor {uM) I ) TADAGE
Pi-6=-0HO 0.052 14 85
PG CH, O 0.35 14 36
Composto isolado
de células cance 4,48 16 §2

FOSHS

Ref: Stea e col. [81.

¥
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> tYabela l.e - Diminuicdo da atividade da xantina oxidase em hepato
mas
- S

'1'%(:,,’3‘ (i{}:m OH L g € . ! s o w

{mg de pr@t@inax:ﬁf%@“

Figado normal{Bifalo)

Controle 9018 A 11.0 + 0.4
Controle 40 7.8 + 0.5
Controle 9618 B 7.0+ 0.3
Controle 16 7.0 ¢ 0.2
Controle 47 B 10.8 + 0.7
Controle 28 A .2 + 0.3
Controle 89099 16.8 + 0.4
Controle 8635 10.1 + 0.6
Contrele 7800 9.0 + 0.4
Figado normal (ACI/N)
Controle 3924 A 1.0 + 0.5
Controle 3083 10.9 + 0.4
HEPATOMAS

9618 A 12.4 3.5 + 0.2

20 11.6 3.9 + 0.1

9618 B 10,8 1.1+ 0.1

16 8.3 0.7 + 0.1

47 C 7.1 2.3 + 0.1

28 A 6.8 3.9 + 0.1

8999 6.3 5.4 + 0.2

9633 5.2 5.9 + 0.2

7800 1.2 5.5 + 0.2

3024 A 0.9 1.0 + 0.1

633 0.5 1.0 + 0,1

Ref: Prajda e Weber |2
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de diminuiu independentemente do ritmo de crescimento do tumor ou
da sua diferenciacio histoldgica. Este comportamento da xantina o
xidase, juntamente com outras cinco enzimas estudadas anteriormen
te poy Weber [27], fol incluide numa lista que pode ser utilizada
em disgnosticos bioquimicos de hepatomas, como sinal de transfor-
maghes neoplisticas e indicativos de cancer de figado. Os dados
da Tab. If exibem alguns dos resultades obtidos por Stea e col. | 8],
sobre a inibicde da xantina oxidase na presenga de pterin e de ca
cabolitos do folato, originariosde células cancerosas.

Parece portanto haver uma estreita correlacao entre @
degradagdo do acido folico in vivo, o qual pode gerar o pterin-6-
aldeido e/ou 6-hidroximetilpterin, e a baixa atividade da xantina

- : 't
oxidase em pessoas portadoras de doengas malignas.

[.6 - OBJETIVOS DA THSE

Pelo gque se viu anteriormente, & degradacao do acide
folico, para produzir o pterin-6-aldeido { que tem se mostrado
um potente inibidor da enzima xantina oxidase], ocorre por um me
canismo ainda desconhecido. O motivo pele qual este efeito @
mais pronunciado em pessoas portadoras de doengas malignas, le
va-nos a estudar detalhadamente o mecanismo através do qual s~
fa reaCdo se processa, € procurar explicar as alteracdes observa-
das em pessoas cancerosas. Pretende-se usar HRP e AF extraida de
pacientes normais e de portadores de qualquer tipo de carcinogéng
se, para o estude da cinética de consume de oxigenio. As condi-
cBes iniciais para a reac¢io serfo baseadas nosresultados de Bra-
ganca ¢ col. |18] . Resultados obtidos anteriormente |28 indica-

ram gque um dos papeis principais do HRP & o de catalisar a forma-

cio de produtos ou intermediarios, no estade eletronicamente exci




tados, cssencialmente nio emissives [29-31]. Com base nestes re-
suttados e tendo escolhide a HRP como enzima modelo, torna-se e
£11 também investigar a formacio de alguma espécie excitada no
nosso sistema, uma vez que a energia liberada no meio de reagio po
derd ser responsavel pela inativagdo de xantina oxidase. Além disso,
se hi evidéncias de emissio de luz no sistema modelo, pode~se

suspeitar do mesmo tipo de comportamento com a enzima de eritroci

0 métedo wmais comum para desenvolver esta etapa consis-
te nag transfersncia de energia para aceptores emissivos. Estes,
por interagde A longa ou curta distancia com a gspecie excitada,
Sﬁ@ capazes de emitir a "luz gerada no escuro’, que pode ser evi-
dencizda pela emissio do sistema com relagdo ao tempo. Varios
trabalhos foram publicados ilustrande a efici€ncia deste metodo

e sua enorme utilidade na elucidagdo dos mecanismos até entio des

conhecidos |32-361.

Linalmente pretende-se estudar a variacido da atividade
da xantina oxidase na catdlise da conversao da xantina em acido
Grico, utilizando catabllites de folato obtidos na degradagio do
Geido f81ico com as enzimas ja citadas, e observar o comportamen-
to da mesma durante a formacio de uma possivel espécie excitada.
Portanto, analisando a cinética do consumo de oxigenic, a forma-~
cdo dos produtos.,e a emissdc da espécie excitada, poderemos obter
muitas informaces valiosas sobre o comportamento da xantina oxi-
dase em cancerosos e o metabolismo anormal do dcideo folico.

0 objetive deste trabalho, visto por uma perspectiva

mais ampla, seriaz o de auxiliar na luta contra o CANCEeT .
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CAPITULO LT

MATERIALS B METODOS

[1.1 - DROGAS UTILIZADAS E SUA PROCEDENCIA

Substancia Procedéncia

Scido cloridrico J.T. Baker Chemical Co.
Acido f£olico Merck

Acetato de sodio Dyne Produtos Quimicos
fcido tri-cloro acético Carlo Erba
Antraceno-Z-sulfonato de sédio Ref: |41]

Aoido Grico Sigma Chemical Co
Adenosina trifosfato Sigma Chemical Co

Keido etilenodiaminatetracético Geel Ind. Quimicas S.A.
Benzoato de sodio Sigma Chemical Co
Bilirrubina Sigma Chemical Co
Catalase Sioma Chemical Co
Cisteina Merck

Cloreto de sodio Carlo Erba
5,§wdétiawhig{3wﬁcid@ nitrobenzoico) Calbiochem.

wza Merck

Fosina Merck

Evitrosina B Fisher Scientific Co
Etanol Qeel Ind. Quimicas S.A.
Fluoresceina BDH Chemicals Ltd.
Fosfato moncbisico de sddio Qeel Ind. Quimicas S,A.
Fosfato bibdsico de sodio Qeel Ind, Quimicas S.A.
Glucose Sigma Chemical Co

_



substancia

Glucose oxidase

Glutationa

Susnoesing

Hidroxido de sodio

Hidrocloreto de N-naftiletileno diamina
Histidina

Nitrito de sodio
9y1deibr@maantracan@mZwﬁulfanato

9,10-difenilantraceno-Z~sulfonato

Peroxidase de rabanete (HRP} tipo VI
peroxido de hidrogénio

Pterin

Pterin-6-aldeido
Pterin-6-carboxilato

Rosa bengala

Superoxide dismutase

Sulfato de manganés

Sulfato de ambnio

Sulfamato de amonio
f-hidroximetilpterin
Triptofano
Tris(hdroximetil)aminometano
1,4-diazobiciclo(2,2,2) octano
Xantina

Xantina oxidase

235

Procedencia

Sigma Chemical Co
Sigma Chemical Co
Sigma Chemical Co
Marck

Merck

Sigma Chemical Co
Qeel Ind. Quimicos S.A,
Ref: 41|

Ref: [41]

Sigma Chemical Co
Merck

Sigma Chemical Co
Sigma Chemical Co
Sigma Chemical Co
BDH Chemicals Co
Sigma Chemical Co
BDH Chemicals Ltd.
Ecibra

BDH Chemicals Ltd.

Sigma Chemical Co

Sigma Chenmical Co

Merck
Aldrich Chenmical Co,

Sigma Chemical Co.

Sigma Chemical Co.




F1.2 = APARELHOS UTILIZADOS

As pesagens foram feltas em uma balanca Mettler (Mode-
1o ME~22).

Para as medidas de consumo efou liberagaoc de oxigéenio
do meic de reaclio, utilizou-se um monitor da Yellow Spring Inst.,
Modelo 53, acoplade a um registrador da Phillips, Modelo BZ0Z.

0 controle de pH foil feito num potenciometro Metrhom He
risan, Modelo E-512,

0s espectros de absorcio na regifo do ultra violeta e
do visivel foram registrados num espectrofotometro da Zeiss DMR-
21.

As medidas de intensidade de cor, para oS testes de
Bratton-Marshall |7}], foram lidas em um colorimetro da Micronal,
Modelo B-295 com filtro fixo em 540 nm.

0 estudo de fotoemissio e os espectros relacionados fo-
ram desenvolvidos num contador de cintilagioe 1iguida Beckman, Mo-
delo LS-100C,

Usou-se uma ultra centrifugadora da Sorvall Superspeed,
Modelo RC=-2B para & obtengac da enzima extraida de eritrocitos,
com propriedades do deido foélico oxidase.

A identificacio da mancha azul fluorescente na cromato-
grafia de papel foi feita empregando-se uma lampada ultra violeta,

Modelo UVSL-25 da Ultra Vielet Products Incorporation.

11,3 - METODOS

11.3.1 - Solucie de acide folico

0 feido f0lico foi dissolvido em uma solugac aque
s de NaOH a 20% e estocada por 1 semana no escuro, 4 QOG, para
evitar uma possivel fotodecomposicao.

R




11.%.2 ~ Selucac de catalase

A solucde de catalase fol preparada em agua desti
1ada, sendo renovada a cada experiencia.

o

11.3,5 - Solucde de glutationa

Esta solucio foi preparada na forma reduzida, em
rampdo fosfato (0,5 M; pH 5,5), e protegida da luz para evitar fo

todecomposiciao.

T1.3.4 ~ Solucdo de HRP-tipo VI

A solucio de HRP-VI foi preparada em dgua destila
da, dissolvendo-se a aliquota adequada e determinando susg concen-
tracio através do espectro de absorcaoc, a 403 nm, onde E=100.000

LY

Y

@

IT1.3.5 - Solugdes tampdo

A preparacdo dos tampoes foi feita sepuindo o mé-
todo de Sorensen [38]. O tampfo Tris/HC1 foi preparado pelo meto-
do de Gomori |39}.

A solucgio de cloreto de sédio isotoénico foi feita

segunde o método de Parpart e col. [40]

11.3.6 ~ Solucido de bilirrubina

A bilivrubina foi dissolvida em solugao aquosa
de NaOll a 5% e mantida no escuro para evitar a sua fotcoxidagdonpa
ra biliverdina. Devide a esta fotooxidagho, esta solugdo deve

ser rvenovada a cada experiencia.




~ AceptoTes antracénicos

As solucces de AS, DBAS e DPAS foram obtidas por
dissolucio em fAgua com 2% de etanol. As concentragoes foram deter
minadas através de seus espectros de absorcio na regido do visi~-
vel, szhendo-se os valores de seus coeficientes de extingao O~
lar, a segulir:

=5040 cr M e (DBAS) B8040 cntut a1

A e ACE R el D ACY R
Q&h)hgéﬁ 4558 cm M ,(ﬁ?ﬁ@)iz?g

11.3.8 - Soluciio de cisteina

Esta solucido foi preparada na forma reduzida em
tampio fosfato (0,5M; pll 5,5) e estocada no escuro para evitar fo

tooxidacio.

11.3.9 - Reapente de Ellman

Iste reagente & preparado pela dissolucio de
39.6 mg de 5',5-ditio~bis(Z-dcide nitrobenzdico) em 10 nl de tam=

vio fosfato (0,1M; pH 7,0} [42Z].

11.5.10 - Deteccdo do grupo SH

& presenca de grupos SH foil detectada empregando
-se o mbtodo de Stoner e Yang |43} . Hste método consiste na adi-
cido de 0,5 ml do meio de reagdo a uma mistura composta de 0,1 ml
de tampzo fosfato (0,1M; pH &,0), 1,5 ml de agua destilada @

4,165 ml de reagente de Hllman. A seguir observa-se ¢ aumento na

asbsorgdo & 425 nm.

11.3.11 - Geracho de perdxido de hidrogeénio

A geracdo de perdxido de hidrogenio no meio de
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reacdao fol constatada utilizando-se um novo metodo de De Toledo e

col., 144

&

11.3.12 - Detecciio de perdxido de hidrogeénio

A deteccio de Hzﬁz foi feita por Quimiiuminagcéﬁ
cia, baseada na geracfo de energia eletrénica, na presenca de eow
sina [45]. Este metodo consiste na fotoemissao do sistema Peroxi-

dase/H,0 Jeosina. Para se elevar a emissdao, empregou-se EDTA, o
daat

2
gual acelera eficientemente tanto © decaimento de HRP I como o dﬁ

saparecimento de HRP 11.

11,313 = Deteccio de amina diazotizidvel (dcido p-aminoben

roilglutamico)

Para se detectar esta substancia no meio de rea
¢Ho empregou-se o teste de Bratton-Marshall |7|. Apés a completa
oxidacio do substrato, junta-se @ mistura de veagao 1 ml de nitri
to de sodio 0,1% (peso/vel.) para formagio do azo composto. BEm s@¢
guida, adiciona~se 1 ml de dcido triclcygtacétiam 30% (peso/vol.),
¢ qual garante a acidificagle do meio, de modo que o ph nac cause
efeito na cor do corante. Depois que o melo esta homogeneizado,re
tira~se uma aliguota de 1 ml e adiciona-se a 1 ml de sulfamato de
ambnio 0,5% {(peso/vel.). Isto & para garantir a destruicdo de ex-
cesso de nitrito, que pode dar origem a compostos nitrosos. A se-
guir coloca-se 1 ml do corante hidrocloreto de N-paftiletilenodiag
mina 0,1% (veso/vol.}, gue acoplado a amina diazotizada produz
uma cor violeta cuja intensidade pode ser medida num colorimetro

canvencional,

11.3.44 - Obtencio da enzima extraida de eritrocitos

ETAPA 1 - Retira-se o soro do sangue por centri-

_
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fugacao até obter-se 22 ml de eritrécitos, Lava-se 05 MESMOS com
NaCl isotbnico (0,5M: pH 7,4), para garantir a tampenagao do meio
e centrifuga-se. O precipitade & entdo colocado em 20 volumes de
tampao Tris/HC1  (0,5M; pH 7.4}, sob constante agitag&m# para as-
sepurar a hemdlise das células. Apds 30 minutos, adiciona-se 27
ml de HMCL concentrado, gota a gota, noe hemolisado, ainda sob agi-
tacho, Centrifuga-se entfo a mistura assim obtida e o precipitado
formedo & lavade com HC1 2N, Centrifuga-se novamente. A seguir
suspende~se o precipitado obtido em 50 ml de agua destilada, e
eleva-se o pH para 5,5, por adigao de NaOH IN. Finalmente, para
cavantir pll 7,0 no fluide, adiciona-se tampio fosfato (0,5M; pH
7,0). 0 precipitade formado € entdo removide por centrifugacao, e
o sobrenadante, contendo o material ative, é dialisado en agua

destilada, por 18 horas, com constante agitagdo,

ETAVA 2 - Apds as 18 horas, recolhe-~se o dialisa-
da e mede-~se o volume. Para cada 100 ml adiciona-se 32,5 g de
{NH@)XSQQ lentamente, sob agitacdc. A segulr centrifuga-se por
20 min. & 11.000xg"™. O scbrenadante obtido & levado a 70% em
[Nﬁé}zﬁﬂﬁﬁ adicionando~-se 9,3 g para cada 100 ml do dialisado, va
garosamente € sob constante agitagao. Centrifuga~se novamente a
11,000xg por 20 min. e dissolve-se cuidadosamente o precipitado
formado em 50 ml de Agua destilada. Dialisa-se por 20 horas en
dgua destilada,

Estas duas etapas acims foram realizadas a 0% e
na primeira delas as centrifugactes foram de 500x g por 10 mi-

nutos,

11,000 xg = "11.000 vezes a aceleracio da gravidade terres

tret,



11.3.15 - Teste para avaliar a concentragdo da enzima

Tira-se ume aligquota do dialisade obtido na se-
gunds etapa e dilui-se em tampao fosfato (0,5M; pH 7,0, Mede~se

o espectro na regido do ultra vieleta. Obtendo-se o espectro, a-

plica~se a seguinte formula [18):
TevEy ey P “”W . ALER = '7":1 Y Y 5 g e i#h
Concentyracao i,%&hzgﬁ 9$;£T26Q (mg proteina/ml}

A existéncia de uma banda seret, a qual identifi
ca esta enzima como uma homeproteina, foi verificada pelo espec-

tro de absorcde a 403 nm como mostra a Fig. 11.1
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Fig, 11.1 - Espectro de absorgao da enzima de eritrécitos huma-
nos. A banda a 40%nm {Banda Sovet) indica gue a pro

teina possui uwm grupo heme.




CAPTTULO IT1

APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Com base nos resultados de Braganca e col. [18], precu-
rou-se obter os primeiros resultados para a oxidagao de dcido £0-
lico pela enzima HEP,

Primeiramente tornou-se necessario estabelecermeos umg
reacac padrdo, composta de HRP/cofatores, onde o consumo de oxige
nio fosse minimo, para depois compard-la com a oxidagdo do siste-
ma APo/HRP/cofatores na presenga do substrato ¢ portanto avaliary
mos sua cinética. Entretanto, a elevada porcentagem de oxigenio
consumido pelo padrdo, deu origem a um estudo cujos resultados
tambem serao discutidos posteviormente.

A partir de entdo desenvolveu-se o estudo da oxidagao
do substrato, da formacgio e reconhecimento dos produtos, bem como
da formagio de alguma possivel espécie  gerada no estado ele
trdnice excitado, cuja presenca poderia contribuir para a elucida
cio do mecanismo de degradacio do acido folico. A seguir, procu-
rou-se¢ aplicar as mesmas condicles para o sistema de degradagdo,
usandoe a enzima extraida de eritrocitos humanos normais e de algu
ma pessoa portadora de qualguer tipe de cancer, com a finalidade
de se comparar o wetabolismo do folato pelos dois processos enzi-
maticos.

Finalmente, investigou-se a relacBo entre os derivados
pterin, resultantes do metabolismo do dcide folico, como também a
implicacao de um produto, ne estado eletronico excitado, so

bre a atividade da xantina oxidase, na cinética de oxidagao da

xantina a acido Grico.




Portanto os rvesultados obtidos serdo agui discutidos,

chedecendo-se a mesma ordem destes comentarios prévios.

11,1 - DETECCAC DO PERGXIDO DE HIDROGENIO NA REACAQ ﬁlu/HRPXMﬂM?Q?

Tendo observado que os cofatores da 7reagdo enzimatica
do Geide folico oxidase com acide folico produzem um acentuado con
sump de oxigénic, ¢ sendo necessario otimizar as condig¢Oes para
cobrir um excelente sistema peracidico de oxidacdo de grupos S-H,
além Jde mostrar a importancia da geracao de 8202 no sistema acido
folico oxidase. Deste modo, este capitulo inicia-se com a apre-

- ‘ ‘ . e N oo
sentacac dos resultados obtidos com a reagao GClu/HRP /Mn !GZ*

TT1.1.1 - Influencia do pH

A Fig. 1I01.1 {pag. 33} ilustra o sistema  acima
discutido, onde se pode notar que a atividade da enzima HRF, na

catilise da oxidacido de glutationa e/ou cisteina, a temperatura

o o 03 . - .
constante de 3770, e maxima a pH 5,5.

111.1.2 - Consumeo de oxigenio

A& tabela IIl.a (pag. 34) mostra que as melhores

condigfes de oxidagao sao alcancadas quando as concentragoes dos

: - + 4 . . - .
dois cofatores essenciais; Mn e glutationa, sao respectivamente

T

30 uM. mantendo-se a concentracao de HRP (2 uM) cons-

(e

250 uM e €
tante. Nestas condicOes a concentracdo de oxigeénio consumido foi

de 160 uM ou 82% |46

Verifica-se pela mesma tabela gue o consumo de

oxigenio € inversamente proporcional a  concentracde de catalase
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ENIO CONSUMIDO

% OXI

Fig. I11.1 -~ Grafico de pH do sistema HRP (EuM}/Mm%@ (83mM}/Glu-
tationa [SBQQM}fﬂz, em 0,5M tampao fosfato (-o-) e
0,5M tampdo acetate (~0~). A ordenada corresponde a

oxigenic consumide em 2 min.




Tabela II1.a - Oxigenio consumido pela glutationa na
presenga de Man' " e HRP a 379C, com 8

(a)

minutos de reagac

e Glutationa Oxigenio % Oxigenio
M (ui) (M) consumido consumido
(uM)
250 830 200 100
170 830 190 97
83 830 160 g2 (&)
83 416 G2 51
83 208 44 22
83 830 80 40 (e
83 830 164 82
0 830 0 0

Eef: Innocentini e col. [46]

a) 0 metodo de Stonier e Yanmg |43 mostrou 90% de de-
saparecimento de GSH & 4 min. de reagao.
) Na presenca de 1500 unidades de catalase (Sigma).

¢} Na presenca de 1500 unidades de catalase desnatura

da pelo calor.




Ll
£

wo meic. O maior efeito de inibicde fol observado quando a concen
tracio desta enzima foi de §3 pp/l,2 ml de reacac. Bmpregando-se
catalase desnaturada observou-se um aumento no consumo de oxige
nio, mas ndo o suficiente para reproduzir a rTeagao, ﬁu&mdo na au-
sencia desta enzima. Tendo em vista esse comportamento de catala-
se ¢ sahendo-se que esta enzima € especifica para promover a se-

puinte reagaoc:

P catalase 4 L
MHTQZ o QHZQ wg (3.1

tornou~-se importante investigar a presenca de peroxido de hidroge

nio gerado mo meic de reagdo.

1711.1.3 - Geracio e deteccdo do perdxide de hidrogenio

A geracao do peroxido de hidrogenio ma Teagao
f0i confirmada peio métode de De Toledo e col., [44]. Bste fol ba-
seado, por sua vez, no metodo de quimiluminescéncia de 0'Brien e
col, 148]. Foi possivel observar fotoemissio no sistema Glu/HRP/
Mn’ feosine, a qual foi propovcional as concentracbes de 1,0, @
HRP. A Fig. II1L.2 {pag. 30) mostra o efeito da eosina ma foto-
ewmissdo e o aumento desta quando EDTA € adicionado na reagdo. Fo-
de-se ainda ohservar o efeito inibidor dz catalase no sistema,
wais uma vez confirmando a presenca do perdxide de hidrogenic mno
mesmo . Ainda usande este méetodo hicenergisado, fol p@%ﬁiV@i de -

terminar 4 concentragao de HZQZ nos primeives 30 seg. da  reagio,

a gual foi de 10 uM.
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Fig. 111.2 - Bfeito de EDTA (0,5mM), eosina (2,5 wM} e catalase
(150 unidades) scbre a velocidade de fotoenissio do
sistema HRP (2,2 uM)/Mn' @ (10 mM)/Glutationa (1mM)/
62
senca de eosina (~0-); (b} eosina e catalase (-§-~):

em 0,5M tampao fosfato pH 5,5 (~-A~): (a} em pre-

(¢} eosina e catalase parcislmente desnaturada(-&J;
{d) eosina ¢ EDTA (~-B-).




T11.2 - DEGRADACAO DO ACIDO FOLICC NO SISTEMA Aymguxp/azufmﬂ**/m?

T11.2.1 - Consumo de oxigenio

As melhoves condigdes para a degradacao oxidati
va do dcide fo0lico em presenca de HRP sao obtidas quando glutatic
na reduzida, catalase e Ma® ' estio presentes. A omissdo destas
tres substincias, principalmente de glutationa e Mn++, impede que
a reacio ocorra a nivel satisfatorio, como visto na Fig. III.3
fpag. 38). A presenga da catalase ¢ importante, uma vez que O pe-
réxido de hidrogénio gerade no meio, como visto anteriormente,mos
trou ser preiudicial ao sistema. A partir dos estudos realizados
foi possivel estabelecermos a seguinte Teagao padrdo, obedecendo-
se a ordem deo adicio: Tampdo fosfato (0,5 M) pH 5,5; Acido £blico
(1,2 mMy, HRP (2,72 uM), Glutationa (388 uM), Catalase (150 unida-
des) e st (775 pM}. Mantendo-se a temperatura na faixa de 37~
38¥C, ¢ o pH 5,5, a atividade da enzima fol maxima, e a reacho

foi consumada em aproximadamente 15 minutos.

111.2.2 - Reconhecimento dos produtos de degradacio enzi-

matica do acido foliceo

Usando-se a técnica da cromatografia preparati-

va de papel e NH,0H 1% como eluente, pode-se observar uma mancha

4
arzul fluorescente, cujo valeor de Rf & consistente com o valor pa-

drio obtido de uma amostra de pterin-6-aldeido e com os valores

tedriceos |8]. Outra evidencia para a formagac deste produto & a
{fornecida pelo espectro de absorgio da mancha azul fluorescente,a
qual fol recortada e dissolvida em NaOH 0,1 N. Os maximos observa
dos a 365 nm e 254 nm foram coincidentes com o8 valores obtidos

por Thijssen [47], e com os mesmos valores para o espectro de uma
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Fig. I11.3 - Porcentagem de oxigeénio consumido pelo sistema AFo
(1,2mM)Y /HRP (2,2 uM)}/Glutationa (388 uM)}/Catalase
{150 unidades/Mn@%(77,S uMV@Z em 0,5M tampao fosfato
JRERE)
na ausencia de AFo e catalase (-3-); (¢} na  ausén-
cia de glutationa e catalase (~4-); {(d) na amﬁéﬁaia
de AFo (-o-); (e) na ausencia de HRP, glutationa e

pH 5,5 {(-#-}; (a) na ausencia da catalase (

catalase {~-4&-).
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tabela [11.b - Valores de Rf e de absor¢io na regido do UV para

s sistemas AFo/HRP, AFo/AF e AFo/AFc.
Valorves de UV (nm)
teacdao ou substra 2 s e o
Reagao ou substrato RE abtidos em NaOH O,1N
1. AFo+HRP+Glu+Cat+Mn’ " 0,69 365 ,277(%),254
3. AFosAF+GlutCatedMn’ 0,80 350,273
3. AForAF+CLu+H,0,+Mn"" 09,67 360,277 (%) ,254
oo I, o . -
4. AFa+AF+Glu+Mn 0,80 350,273
5. Pt-6-CO,H 0,81 350,258
6, Pt-6-CHO 0,68 365,277(*),254
7. Pe-6-CH,0H 0,75 366,752
§. AFo | 0,00 360,280,254
0. AForAlcsGlusMn 0,64 360,277,254
L0 AFo+lIRP+GlurCatdin’ 0 79 sc0 258
U (apds 5 dias de reagao) ’ e
* oombro
[AFo| = 1,2 wM AT = |APc] = 0,12 mg/ml
lHRP| = 2,2 uM 1,0, 1 = 100 uM
Glu| = 388 uM |Pe=6-COLi| = 2,5 uM
{Cat! = 150 unidades | Pe-6-CHO| = 2,5 uM
Ma T = 77,5 uM |Pt-6-CH,OH| = 2,5 uM

Z
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aliguota de pterin-6-aldelido tirado nas mesmas condicoes, COmo
mostra a tsbela 111.b (pag. 39},

0 veconhecimento do dcido peaminobenzoilglutami-
co f{amina diazotizivel do fcido folico) come o outre produto pro-

oUNGo O tes e

[e)

veniente da sua degradagao enzimatica fol feito se

. A intensidade da cor bem Como 08 vaio~

de Bratton-Marshall |7
res de absorbancia e/ou transmitancia a 540 mu estao apresentados

na tabela ILi.c {(pap. 41).

IT1.2.3% = Consumo de oxigénio em presenga de Glicose/GLli~

cose oxidase.

Para se confirmar a toxicidadede H,0,, gerado na
reagdo, sobre o sistema enzimitico, fez-se o estudo da degradagao
do folato em presenca de glicose e glicose oxidase, como mostra &
Fig. 111.4 (pag. 42). Pode-se observar gue © perdéxido de hidrogé

nio gerade in situ pela reagao:

' . GLICOSE OXIDASE
A 00 > GHL0, 10,
>

(3.2}

inibiu consideravelmente a reagao do aecide folico, nas MesSmEs Con

Outra experiencia feita, introduzindo-se peToxi~
do de hidrogdnio na reagio apresentou resultado semelhante, como

& mostrado na Fig. IT1.5 (pag. 43).

111.2.4 - Consumo de oxigénio com 50D e benzoato

Tanto a presenca de 50D como de benzoato nao al
teraram significativamente a cinétics do consumo de oxigénio da

io, eliminando-se a hipotese da formacao do superoxido anion
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Tabela ITT.c - Resultados do teste de Bratton-Marshall [7] para

a identificacio da amina diazotizdvel, provenien-
te de degradagio de AFo,
% de
Reacoes Cor Ay oy r
540 nm TS@O am
i vicleta
1. AFo+HRP+Glu+{at+Mn eSCUTO 1,40 4,20
O “
7. HREP+Glu+Cat+Mn incolor 0,21 61,80
violeta
5. AFo+Tampao muito 0,49 32,00
claro
violeta
. LG 5,00
4, AFa+AF+Gluthn s Curo 1,60 ?
- I R x o »
5. AF+GTutMn incoloy 0,%2 48,00
_ e violeta
6, AFo+vAFc+Glut+Mn 05 CUTO 1,80 6,00
7. AFc+Glutdin’ incolor 0,27 52,00
IAFol = 1,2 mM
JURP| = 2,2 uM
\Glu| = 388 uM
[Cat| = 150 unidades
vn’ "= 77,5 uM
VAFY = |AFc] = 0,12 mg/ml
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Fig. 111.4 - Porcentagem de oxigenio consumido pelo sistema AFo
(1,2mM) /HRP (2,2 uM)/Glutationa (388 uM)/Catalase
(150 unidad&@j%m++(???§ gM)/Gz em 0,5M tampao fosfa-

to pH 5,5 (-e-): (a) na auseéncia de AFo (=0~} {b)
na ausencia dos cofatores (glutationa, catalase &

Mn+%} ¢ na presenca de glicose (770 mM)} e glicose
oxidase (21 unidades) (~&-).
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Fig. Ii11.5 ~ Porcentagen de oxigénio consumido pelo sistema  AFo
(1,2 mMY/URP (2.7 uM) /Glutationa (388 uM}/Catalase
{150 umidmdaﬁfﬁm$@(?7?§ uM){@z em 0,5M tampao fosfato
pH 5,5 (~e=): (a) na ausencia dos cofatores ( gluta-

tiona, catalase e Mﬁw}na presenga de HEQZ (1 pd) (-0~
(b} na ausencia dos cofatores (=h=).




{QZ} ou radical hidroxila (OH™Y. A desnaturacao de 50D e sua uti-
1izacio posterior na reagao, apresentou o MesSmo resultado, confiy
mando gue o pequeno efeito observado era devido somente a4 presen-
ca de outra proteina no meio, l48~49al,

F17.72.5 - Consumo de oxigénio em meio deutervado

A eficiéncia da desradacio do acide folico foi
duplicada guando a reacac oCoOTTeu em meio deuterado como mostra a
Pig. TIELO (pag. 45 ). Pode~se notar pels mesma figura que a ciné-
tica foi semelhante a <o sistema desenvolvido em dgua comum. Isto
pode ser entendido como um efeito estabilizante da agua deuterada
sobre a proteina, conferindo-lhe possivelmente uma estrutura con-

formacional mais prontamente favoravel ao seu efeito catalitico.

1171.3 - GERACAO DE ESTADOS EXCITADOS NO SISTEMA AFo/HRP/COFATORES

Uma analise prévia da reacao AF@/HRP}Glu/Cata}aganm&%/
@2 no contador de cintilacdo liquida mostyrou que uma egspecie o
estado eletronicamente excitado era a responsavel pela fotoemis-
sho observada,como mostra a Fig, I11.7 (pdg. 46 ). A identifica-

cao de tal especie como sendo sxigénio no estado excitado single-

D . .. . . .
te (*0, “Ag), exigiu uma pesqulsa minuciosa, baseada na transfe-
réncia de energia para aceptores emissivos e SUpPTESSOTes. Todos

cles foram empregados, tomande-se o cuidado de observar as concen
traches que nao afetavam o passo oxidativo da degradagac do subs«

tratd.

(17.35.1 - Corantes xantenicos ou aceptores emissivos xan-

tenicos.

Ne todos os corantes xantonicos empregados, ape

e
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1i1.6 - Porcentagem de oxigenio consumido pelo sistema AFo

(1,2 mMY/URP (2,2 pM)/Clutationa (388 pM}/Catalase

(150 unidadeg/Mn'" (77,5 uM)/0, em 0,5M tampdo fosfa
to pH 5,5: (a) em meio aquoso (~e~); (b} em  meic
aquoso ¢ na ausencia de AFo (-o-); (c) em melo deute
rado {~&-); (d} em meio deuterado e na auseéncia de

AFo (=0-).




»

Fig.

LIl

CONTAGENS INTEG

Ix]

. Fotoemisshc integrada do sistema AFo (1,2 mM) JHRP

L3
L)

Pt
L

o

! | i

120 240 360
SEGUNDOS

(2,2 uM)/Glutationa (388 pM)/Catalase {150 unida-
dm5}{Mu$+ (77,5 umyﬁz em 0,5M tampao fosfato pH
5.5 (-e-): (a) em presenca de 10 mM DABCO (-@-);
(b} fluoresceina 7,7 mM (~{~); {c} eritresina B
15.4 nM (-&=):; (4} eosina 127 nM (~0d; (e) TOSH

bengala 150 nM (-O-).
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nas a fluoresceina produziu um aumento na emisiao total do siste-
ma. Oz demais corantes (eosina, eritrosina B e rosa bengala) que
possuen atonos pesados nao produziram efeito consideravel. Estes

resultados estdao exemplificados na Fig. IT11.7 {pag. 46 ).

111.53.2 ~ Aceptores emissivos antracenicos

i,
ExY

Dos tres acepiores wtilizados, i.e., AS, DBAL e

7

DPAS, apenas o primeiro apresentou um pequens efeito. Novamente
aqui. a presenga Je um aceptor que possul atomo pesado (DBAS) nao

alterou a emissio total da reagdo.

111.3.3% ~ Supressores de oxigenio singlete

A presenga de aminofdcidos na reagdo, 08§ quais
possuem a propriedade para suprimir oxigenio singlete {1@2}, ES@L
node ser vista na Fig. I11.8 (pag. 48 3. Tanto guanosina como his
tidina e triptofano nic causavam efelto, gquando utilizados nas
concentracoes permitidas pava nio afetarem a oxidagao do substra-
to. Contudo, a presenca de triptefano, numa concentragao 10 Ve
ses maloyr, permitiu observar um aumento na gmissao total em apyo-

cimadamente cinco minutos da reagao.

ito de DABCO, um supressor da formacao  de
oxisdnio singlete o estinulador de sua emissio, e viste mna Pig.
(11.7. O aumento na emissioc total do sistema é atribuido & pro-
nriedade deste suUpressor om aumentar a emissao dimol em meio aquo

so, propiciande a formagio de microbeoihas, que mantém em contacto

2s moléculas de oxigenio singlete |5

A bitirrubina, um pigmento excretado pela bilis,
tambham foi utilizada como supressor |52]. Seu efeito sobre a Ted
cip ¢ ilustrado na Fig. I11.9 (pag. 49 ), onde se observa uma su-

pressao da fotoemnissio por aproximadamente Z minutos, seguida de
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SEGUNDOS

Fotoemissho integrada do sistema Abo (1,2mM) /HRP
(2,2 uM)/Glutationa {388 uM}/Catalase {150 unida
an T (77,5 uM}/0, em 0,5M tampao fosfato

des’
.5 (~e~): {a) na presenca de triptofano 775

Iy
pH 5
WM (~4-1: (b) curva media de fotocemissao integra
da do sistema na presenga de Histidina 575 uM ou

Cuanosina 775 uM ou triptofano 77,5 uM (&=},
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f17.9 - Foreemissfo integrada do sistema AFo {1,272 mM)/HRP
(2,2 yM)/Glutationa (588 M) /Catalase (150 unida-
desy/Mn' " (77,5 WM} /0, em O, 5M tampic fosfato pH
5,5 {-e-}: {a) na pr@éeﬁga de DBAS 4 pM (~§-);(b)
na presenca de bilirrubina 20 uM e DBAS 4 uM adi-
cionado a 100 seg. de reacdo (-4~); (¢) na presen
ca de bilirrubina 20 uM e DBAS 4 uM adicionado a
3124 seg. de reacgac (-O-); (d) na presenca de bi-
lirrubina 20 uM e DBAS 4 uM adicionado no inicio
da reacio (~0-); (e) na presenga de bilirrubina
20 uM (~-V-).
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um prosunciade aumento da emissao total. Este comportamento da
Litirrubina, similar ao triptofanco, nos leva a crer que algum in-
termediario formado por esta moleécula, em presenga de pxigénio sin
elete, seria © responsavel pelo comportamento gbservado. Mais evi
dencias sio fornecidas pela presengH simultinea de bilirrubina e
DBAS como mostra a Fig. I11.95. Tambem obteve-se resultados  inte-
ressantes guando a bilirrubina participou da TEACAD , juntamente
com DARCO, o qual ¢ visto na Fig, TIL.10 (pag, 51 ).
Outro estudo da reagao desenvelvida em agua deuterada,
\\\ﬁiﬁty@m que a fotoemissio da mesma foi duplicada quando comparada
(j com o resultado obtido em Agua comum. Bste comportamento, mais ©

o

) efeito de bilirrubina na reagaoc com Zgua deuterada, sido mostrados
—

d%a Fig. II1.11 (pag. 52 ).
£

T11.%.4 - Supressores de outras espécies

T
Nenhum efeito na fotcemissfo foi observado quan

do benzoato de sbdio |48 ou SOD estiveram presentes l49.al. As-
sim a possibilidade de formacho de rvadical hidroxila ou superoNi~
do anion., os guais poderiam gerar indiretamente oxigenio singlete

fai eliminada. As reacgdes abaixo ilustram este fato 149.b}:

- . - P
G@ + Hgﬁg N O +  OH + ﬁ; (3.3)

P & s m
i,}% & O H i Hgﬂ} + Og (3.4)

o) 2 ol (3.5}
@ &
HO. o+ OH S H.0 + O .
2 > 2 2 (3.6)
A participagao do peroxido de hidrogénio na fotoemissio tamben
foi excluida, uma vez que a catalase foi usads rotineiramente en

todas as experiencias. RO AME
RIBLIOTEC, (ENTRAL
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200 400 600
SEGUNDOS

Fig, 111.10 - Fotoemissdo integrada do sistema AFo (1,2 mM)/HRP
(2,2 yM)/Glutationa {388 uM)/Catalase (150 unida-
d@S}an%% (77,5 mM)/QZ em 0,5M tampidoc fosfato phH
5,5 (-@-): (a) em presenga de bilirrubina 7,5 uM
{(~0-3: (b) em presenca de bilirrubina 20 uM e
DARCO 10 mi (-o0-): (c) em presenca de bilirrubina
20 uM (-0~
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SEGUNDOS
111,11 - Fotoemissio integrada do sistema AFo (1,2 mM} /JHRP

(2,2 uM)/Glutationa (388 uM)/Catalase {150 unida~
des)/Ma"" (77,5 wM)/0, em 0,5M tampdo fosfato pH
5.5: {a) em meio aquoso (~e-); (b) em meio deute-
rado (~4~); {¢) em meio deuterado na presenca de
bilirrubina 20 pM (~&~).
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I11.4 - DEGRADACKO DO ACIDO FOLICO NO SISTEMA AFo/AF/Glu/Mn’" /0,

0 estudo da degradagio do acido folico em presenca da
enzima extraida de eritrocitos (AF) foi baseado nos dados obtidos
anteriormente usando HRP como enzima modelo. A presencgd de gluta-
ciona e Mn'? foi indispensivel para a atividade de AF, porem a ca
talase inibiu a cinética de consumo do oxigenio. Isto tornou evi=-
dente que o peroxide de hidrogenio tem um papel importante na
degradacio do substrato por esta enzima.

Uma pesquisa previa, utilizando a proteina extraida, em
neioc nio acidico, das membranas das celulas vermelhas 53], mos-

trou que esta & inativa para depradar folato.

1711.4.1 - Consumo do oxigénio

As melhores ¢0ndig5@s'para a4 cinética de consu-
mo do oxigéenio foram definidas quando se adicionou as substancias,
na seguinte ordem e concentracio: Tampio fosfato (0,5 M) pH 5,5,
fcide folico (1,2 mM), AF (0,12 mg/ml), Glutationa (388 M) e
Mp' T (77,5 uM).

As Figs. 1II1.12 (plg. 54) e III.13 (pag.s55 Jmos
cram a cinética do consumo de oxigénio nos sistemas utilizando AF
extraida do sangue de uma pessoa normal e de uma pessoa portando
adenccarcinoma retal, respectivamente. Em ambos 03 casos observa-
se um pequeno tempo de indugdo (lag time), o qual pode desapare-

cer se o peroxide de hidrogenie for adicionado & reagao.

111.4,2 - Reconhecimento dos produtos obtidos

Emprepgando-se 0S mesmnos metodos desenvolvidos
para o sistema modelo, foi possivel identificar pterin-t-aldeido

¢ acido pwam&ﬁwb@mZQiigimtﬁmiﬁm como 0% produtos de degradacio do
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Fig. I11.12 - Porcentagenm de oxigenic consumide pele sistema Ao
(1,2 mM}/AF (0,12 mg/mi}/Glutations {388 HM}XMR@%
(77.5 uM}/0, em 0,5M tampio fosfato pH 5.5 (-e~}:

{a) na ausencia de AFo (-o-}.
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Fig., I11.13 - Porcentagenm de oxigénic consumide pelo sistema AFo
: N ‘ .y . . +
(1,7 mM)/AFc (0,12 mg/ml)/Glutationa (388 uM) /Mn ¥
(77,5 uM}/0, em 0,5M tampao fosfato pH 5.5 (~@-]:

(a} na ausencia de AFo {-o-}.




Geido folico, quande perdxide de hidrogenio fol adicionado a rea
cho. Por outro iado, a formacao de pterin-t-~carboxilato e acido
peaminobenzoilglutamico ocorreu quande o peroxido de hidrogenio
foi suprimide da reagao. Estes resultados sao apresentados na ta-
Lela TIL.b {(pag. 397 juntamente com 05 resultados obtidos para a

degradagio de folato por HRP,

i11.4.3% - Geragdo de espécies excitadas

A Fig. I11.14 {(pag.57) ilustra um grafico da
intensidade de emissdc versus tempo para & reacfo onde a AF de um
naciente normal fol empregada. Dentre as substancias empregadas
para se detectar a presenga de espécies excitadas, apenas o DABCO
e a bilirrubina apresentaram consideravel efeito sobre a emissao
total da reacdo, principalmente gquando a bilirrubina estava pre-
senta.

No caso onde a AF de paciente portador de carci
pnoma (AFe) fol empregada, observou-se 05 MESROS efeitos ., Fig.
111,15 {pag.58 ). No entanto, uma analise detalhada das duas figu
ras mostrou gque para o5 primeiros minutos a atividade da A¥c era
gproximadanente 4 a 5 vezes maior gque a da AF, em presenga de
DABCG o de bilirrubina.

Em ambos os casos nenhum efeite  foi observado
com SO e benzoato, eliminando-se assim a hipotese de que 0; 0u
OH° serviam responsiveis pela emissao observada.

0 efeito da variacio de temperatura sobre a Su-
pressac de bilivrubina tambem foi estudado e os vesultados estio

na Fig. I11.16 (pag. 59}.
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111.14 - Fotroemissao integrada do sistema AFo (1,2 mM)/AF
(0,172 mg/ml)/Glutationa (388 uM}/Mn+&{??,S HM}/QZ
em 0,5M tampio fosfato pH 5,5 (-e-}: {(a) em pre-
senca de DABCO 10 mM (-4-); (b) em presenca de bi
Tirrubina 20 uM (~¢-).
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Fig. 111.15 - Fotoemissao integrada do sistema AFo (1.2 mM)/AFc
(0,12 mg/ml)/Glutationa (388 wd)/Mn'" (77,5 wM)/0,
em 0,5 M tampao fosfato pH 5,5 (-e-): (&) em pre~
senca de DABCO 10 mM (~4-); (b) em presencs de bi
Tirrubina 20 pM (~¢-).
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Fig. Ili.1l6 - rotoemissio integrada do sistema Alo (1,2 uwM)/HRP
(2,2uM)}/Glutationa (388 M) /Catalase (150 unidades) /

Mn (77,5 UM)/Q? em 0,5M tampac fosfato pH 5,5:

(a} na faixa d&(éﬁwﬁﬂ)oﬁ a gual & essencialmente a

mesma (~6-): (b} na presencd de bitirrubina 20 uM

% 23°C (-B-): 3 28°%C (-o-); & 350C(-@-) e a 389¢

{“mm}$
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111.5 - ESTUDO DA INATIVAGCAC DA XANTINA OXIDASE

Como ia foi comentado, o pterin-6-aldeido tem se desta=

cade coms um potente inibidor da xantina oxidase 119-241, Como es
te & um dos produtos formados na degradagio do dcido félice quan-
do HRP ou AF estao presentes, tornou-se possivel estudar a ativi-
dade desta enzima na presenca deste inibidor, durante a reacic de
conversio da xantina®® dcido fdirico.

Uma vez que a reacio de degradagdio do Acido folico en-
volve diversas varifveis, foi necessario primeiramente realizar-
mos um estudo preliminar sobre a variagao da banda de absorcao da
xantina, na presenca dos componlentes da reacdo. Também determina-
mos as bandas de absorgdo da xantina, xantina oxidase e dcido Gri
co de acorde com nossas condicOes experimentais. As experiencias
foram desenvolvidas em pH 5,5, visto que ¢ neste valor que © Sige-
tema de degradacio do dcido fGlico € mais ativo. A tabela 11t.4d
(pag. 611 resume os resyltados obtidos nesta etapa.

Estudou-se também o efeito de cada substancia sobre xan
tina e xantina oxidase para se verificar a ocorréncia de uma pos-
si{vel conversio ou inativacio da enzima. Os dados obtidos $a0
apresentados na tabela [IT.e.(pig. 62).

Como era de se esperar, a inibic@o da xantina oxidase
gcorreu na presenca 4o pterin-6-aldeide, proveniente da degrada-
¢Eo do dcidoe f8lico pela HRP. Todavia, a divida com respeito a
reversibilidade desta inibicdo, associada ao fato de que a forma-
cio de uma espécie excitada poderia estar inativando a xanptina o~
widase, nos levou a uma pesquisa complementar onde se empregou o
nitodo da dislise. Em todas essas didlises, cujos resultados sdo
nostrados na tabela III.f (pag. 63}, utilizou-se tampao fosfato
(0,5 M e pH 5,5) come solvente e o tempo de duracgao fol padroniza
do em 22 horas. Manteve-se a temperaturd a 09¢ para evitar que a
enzima perdesse sua atividade.

R
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Tabela I11.d - Absorcao da xantina e da xantina oxi
dase na ausencia e na presenca  do

sistemna AFQ!HR?/@l@}E&K!Mn%%

Compostos ou Reagoes Absorcan {(mn)

1. Xantina 2606
7, Yantina oxidase 275
3. Xantinat+¥antina oxidase 283
4. Reido Orico 288
5., rantina+Alo 20606
6§, YantinatAFo+HRP 266
7. ¥antina+tAFo+HRP+HGIo 266
2, Yantina+Alo+HREP+GlurCat 266
P i N o . L o
9. YantinarAFo+HEP+GlurCat+Mn 266

IXantina| = 50 uM [Glu] = 388 uM

|Xantina oxiduase| = 0,1 mg/ml (Cat] = 150 unidades

. - . . ' s o "
fAcido arice] = 1 uM IMn | = 77,5 uM

[AFo] = 1,2 mM

HIRP| = 2,2 uM

0OBS: em todas as experiéncias acima o pH foi 5,5 e o tampao

utilizado foi fosfato de sddio (0,5 M).
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Tabela 111.f - Dialise e cinética de consumo da xantina pela xan

tina oxidase na ausencla e na presenca do sistema

AFo/HRP/Glu/Cat/Mn™ ",

Concentragao

Reacdes de xantina 4 de
consumida Atividade
{uM)
1, Yantina oxidase+rXantina a4, 0 0o
. r 3 &l ;] h b L4

AFo+HRP+Giu+Cat+Mn  +Xantina
Z« gxidase+Xantina 2,9 8,3

AFg+HRP+Glu+Cat+DABCO+Xant ina
_ e e ' ;
3 oxidase+dn +Xantina 2,0 8,3

AFo+HRP+Glu+Cat+Bil+Xantina
A X b ) '
+. axidagse+Mn +Xantina 0.0 6,0
5. Pe-f-CHO+Xantina oxidase+Xantina 20,0 B3,3
- ) ; ‘ & ) .
I ¥antinal = 50 uM iMn | o= 77,5 uM

[Yantina oxidase] = 0.1 mg/ml TDABCO] = 10 mM

IaFo!l = 1,2 uM [Bil] = 20 uM
[HRP | = 2,2 uM iPr-6-CHO| = 2,5 uM
PGiul = 588 uM {Cat}! = 150 unidades

P . T s e . E ooy [4 ) . o e A
ORS: Cinética apos 22 horas de dialise a 0°C em tampaoc fosfato

(0,5 My pH 5,5.
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CAPTTULO 1V

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A Fip. I11.3 (pag. 38 mostra o consumo de oxigenio em
fungdo do tempo para alguns sistemas aleatérios, onde se pode
ohservar claramente que nio existe uma adigdo linear de efeltos
(por exemplo -& e-3 }, indicando que deva haver uma interacio
conjunta entre o0s roagentes.

Ae alternativas mostram gue a degradacac do substrato
& maxima quando o 't e a Glutationa estio presentes na  Teagaoc
juntamente com a catalase, cuja ausencia (@) produz uma gueda
de 50% na eficiéncia de oxidagho do substrato. GOMO a catalase &

- w - e
uma enzima especifica para a reagao:

g T (JZ + ZHXO

ZH

2@
iss0 nos sugeriu gque ”gﬁg deveria ser formado durante a oxidagao
do Acido f6lico, via um passo competitivo para a reagdo princi-

pal. Isto fol notado quando se fez o estudo do sistema padrao
(HRP/Glu/Ma "), cuja atividade da enzima ¢ mdxima a pH 5,5 como
mostra a Fig., IIT1.1 (pép. 33). Durante este estudo  observou-se
o desaparecimento do grupo SH através do consumo de oxigenio pe-
La g}mﬁatiwné (com diferentes concentragdes) na ausencia e na
nresenga da Qﬁﬁﬁl&ﬁe?{mmwﬂi$agpﬁgjﬁ‘? usando-se Mn+% como cofa-
tor, o qual pareceu essencial para a atividade enzimidtica. Obsex
va-se que a oxidacae da glutationa & sensivelmente reduzida, po-
dendo ser recuperada se a catalase desnaturada & colocada no
mein. Esse efeito inibidor da catalase torna evidente que essa

reacio depende da produgido de H,0,, cuja deteccio e concentragac

s




-
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nos primeiros 30 seg. de reagao fol feita pelo novo metodo de
De Toledo e col. |44}, baseado na detecgao do pervoxido de hidro~

genio por quiniluminescéncia na presenga de eosing 3

. A Fig.
171.7 {pag.36 ) mostra o efelito de eosina na fotoemissao e o au-
mente da mesma guando o EDTA & adicionado, o qual é conhecido
por acelerar eficientemente tanto o decaimento do HRP I, quanto

|, Também pode ser notado o efei-

o desaparecimento do HRP I1 {45]
to inibidor da catalase, indicando mais uma vez a presenca de
Ho0., .

P

Desses resultados parece evidente que a glutationa li-
vre occupa um papel importante na oxidacao do substrato, e que &
presenga de Mzﬁz parece iniblr esse Processo. Isso folil evidencia
do quando se fez o estudo da oxidacio de AFo na presenga de pe?§
xido de hidrogénio gerado in situ pela reagdc de Glicose/Glicose
oxidase, (Fig. IIT7.4 pdg. 42). Resultado semelhante foi obtido
guando HEOE de fonte externa foil adicionado a reagao, Fig. 111.5
fpag. 43). Parece portanto que existe uma competicidc da  enzima

entre as reagoes:

= Hep (4.1)

2 Glu-SH R G-S-5-G + H 0, -2

onde esta nltima estaria prejudicande a atividade enzimatica da
reacdo principal (1.1), por conjugar a glutationa livre, a qual
¢ reguerida na forma reduzida come cofator, e por formar ﬁzﬁz
que @ toxico para & enzima. Futretanto, este problema pode ser
eficientenente contornado wuando catalase estd presente, pois

~Gofia.n(per inibir a formagao de perdxido

alem de favorecer & rol

de hidrogénio, via oxidagao da glutationa), ela evita o efelto

s
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nocivo desta substancia sobre o HRP.
A presenca ou ausencia de ATP, poy sua vez nao alterou
a eficifncia da reacio, contrariando a hipdtese de Braganca [18],

. o
que diz serem a Glu e o Mn

necessirios para a atividade enzimd

tica, como mostra a Fig. ITT.5 (pag. 43). Ainda de acordo com e§

| te autor, para os valores de pH 5,5 {(tampao fosfato 0,5 M) e tem

peratura na faixa de 37-38°C 2 enzima apresentou atividade méxi-

ma. similarmente n enzima extraida de eritrdcitos com funglo AFe
oxidase, Fig. I11.6 (pag. 45).

A anilise dos produtos formados na reacao indicou que

o pterin-6-aldeido e o dcido p-aninobenzoilglutamico (amina dia-

zotizAvel) eram os principais produtos encontrados, com base nos

valores de Rf 18}, de absorgio na regiac do UV ¢ no teste de

. A tabela III.b (pag. 39) mostra que existe

Bratton-Marshall |7
ams forte similaridade entre os valores de Rf e absorgdo para a
reacao (1) e para ¢ pﬁmrimwémaldefdﬂ de fonte externa (6).

Pelo teste de Bratton-Marshall |7], tabela IIl.c (pag.
41 Vv, fica claro que houve formacaoc de amina diazotizavel, compa
rando-se a colaracio das reagoes (D el2le os valores de absorban~
cia 5 540 nm. A fraca coloracio observada quando somente AFo
esta presente, parece indicar que este possui uma ligeira conta-
minacio, atribuida 3 presenca do pterin-6-aldeido, segundo as

v

pesquisas de Dietrich e col. [21].

Um estudo &@mparafivo da oxidagao do substrato entre
0 e b,0 mostrou que © meio pode influenciar na atividade enzi-
mAtica. O resultade na Fig. I11.6 (pag. 45) mostra que em melo
deuterado a atividade da enzima & aproximadamente o dobro em re-
tagio ao meio comum, para as mesmas condicgoes de pH, temperaturd.
e concefitracio. Hste resultado parece estar de acordo com al~

cuns trabalhos realizados sobre o efeito do D,0 nas proteinas.
Aot

Henderson e col. |54 investigaram o efeito do D,0 sobre o equi-
. b
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1ibriv associncae - dissociagac em subunidades de proteinas e
observaram que a substituigio de pontes de hidrogenio por pontes
de deutério confere maior estabilidade a prﬁtefna, devido sey
maior a forga de ligagao.

Appel e Yang |55] estudande a mudanga conformacional do
Seido Poli-Leglutamico e da Poli-L-lisina nestes dois meios, mos
rraram que existe uma mudanga na estabilidade conformacional des
tas moléculas, que pode ser atribuida as mudangas nas constantes
de dissociacao dos grupos jonizaveis, guande o meio & deuterado.

Schachman e Smith |56] também cbservaram o efeito esta
pilizador do ﬁzﬁ sohre a estrutura quaternaria do Gliceraldeido
fosfato desidrogenase, mesmo 5 temperatura ambiente, contya a es
pontanes inativacae e precipitagao apresentada em melo aquoso.

Merkel e col. |57 analisaram o efeito do meio deuterz

iy .

Jdo sobre o oxigenio singlete, no estado eletronicamente excita-

0
do {1Ag)a Medinde a eficiencia de fotooxidagao,de DPBF (1,3 dife
nilisobenzofurano) numa mistura de Dgawﬁﬁﬁwﬂﬁ, eles mostraramge
esta era dez vezes maior quando comparada 4 mistura HzﬁmCﬁngHw
Desde que a constante de velocidade da reacho ndc foi alteradape
15 troca de solvente, eles atribulram esse efeito 4 uma maior vi
da média dessa espécie excitada (posteriormente calculada e
20 useg., para ﬂzﬁ e 2 useg. para HZQ)Q 0Os estudos de Merkel e
col. |57} nio so confirmaram o efeito do deutério na vida média
de oxigenio singlete (lﬂg}w como também forneceram um métode to-
talmente novo para se determinar a sua participacac em TERCOE S
de oxidagao.

De acordo com esses dados, parece razoavel atribuirmes
o efeito observade no nossc sistema, a uma maior estabilizacaodo
HEY nesse solvente.
Tambem, a partir desse ponto tornou-se interessante in

yestigarnos a participacao de alguma gspécie excitada, principal

I
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mente o 382, na degradacdo do dcido falico.

(s testes préevios para a oxidagao de AFo na presenga
de SOD e de Benzoato, dois conhecidos protetores de sistemas en-
Siwmiticos na formacio de superdxide anion e radical hidroxila,co

mo e segue:

- SO0
Z @2 == @2 " ?’""%2 “.)2 -

@ (’""’m ¢ OH o

MM%@@%

{(4.4)

mostraram que eles ndo alteram o curso da reacio de oxidagao de
AFo. mesmo quando SOD desnaturada fol empregada. Tampouco essas
suhstAncias mostraram qualquer efeito na fotoemissao chservada
nesta reagio, Fig. I11.7 (pag. 46). Esses primeiros testes evi-
denciaram que uma espécie no estado eletronicamente excitado era
formada durante a degradacido do substrato, ¢ que evidentemente ,
superdoxide anion e radical hidroxila nao estariam participando
deste Drocesso.

0 passo seguinte foi o estudo da fotoemissao do siste-
ma, para se veriticar a possivel formagdo de algum produto ele-
tronicamente excitado, na presenga dos seguintes agentes fluares

centes xantenicos:

¥ Yo H fluoresceina

¥e=Br Y= H aosina




X o= Y oz eritrosina ©

X =1 Y o= rasa hengala

Tails agentes sao eficientes na deteccio de tripletes nao emissi-
vos eletronicamente excitados, por transferencia de energia no
i~

arocesso proibido pela led de conservacio de spin, abaixo exe

nlificada:

350, % 1SC > °0 + & (T-=S) (4.5)

Hste processo ocorre pela presenca de itomos pesados na moléculs

Este
{28).

Um frace efeito desses aceptores sobre a fotoemissao do
sistema & visto na Fig. III1.7 (pag. 46) em contraste Com um CcoOn-~
siderivel aumento produzido quando o DABCO estd presente.

Virios trabalhos tem sido publicados sobre o afeito
do DABCO, quando o jﬁyﬁ ¢std presente. Ouannes e Wilson [51] ob~

seyvaram o efeito do DABCO nas reacoes de aminas revciarias ali-

L. L 1 P
faticas com oxipenio singlete TAg, gerado por descarga de rvadio
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fregliéncia. Nao fol detectado qualquer produto de reacac do bro-
mobenzene <om EQE*, durante duas horas, na presenga do DABCO.
Quando este foi adicionado a uma seolucao de DPBF, a oxidagao
ocorreu muito vagarosamente que na sua ausencia. Testande outras
aminas, eles mostraram que este efeito também poderia ser esten-~
dido as aminas aliféticas tercifrias com aparentemente nenhuma
reatividade para KQEW, na presenca do DABCO. Segundo os autores,
estes resultados sugerem que o DABCO nao & oxidado na presenga
desta espécie, visto que nenhuma reacao quimica foi constatada,
Também nenhuma fotoemissio fol observada na desativacao do 102*
nor DABCO, cuja existencia de um estado triplete {abaixo de
22,5 kcaly, para o qual o oxigénio singlete pudesse transferir
sud energla, parece improvavel. Finalmente, 0S5 pares de elétrons
isglados de DABCO levaram os autores a concluir que a inibigio
de 1@2“ pudesse 0COTICY atraves de um processo de transferencia
de carga, ¢ que esse efeito poderia ser aproveitade como um tes-
te (til em reacdes que envolvessem @$sa especie.

OQutra pesquisa suportando essa jdeia foi publicada por
krinsky e Deneke [58{, sobre a emissio dimol aumentada do 162* .
Fete sevia gerado quimicamente, na presenga de DABCO, DABCO 1T e

DARCO 111, cujas férmulas estao representadas:

f %
e —
N x H (-~ N:/ h\?l\g_mm (CH)~N-CH ~CH ~-N-LCH,)
\_ L g 32" 272 32
DABCO DABCO IX DARCO IT1
1,4 diazobiciclo NN dimetil N,N,N', N' tetrametil
7.7, 2 ootano piperazina stilenodianina

Nestas tres aminas, somente © TARCO & o DABCO IT induz}
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rap a emissao estimulada de luz,a qual fol atribuida a jiOz* {com
hase no valor de A observado a 634 nm}. O anglogo aciclico DABCO
(11 nio foi efetivo, uma vez que inibiu a emissido dimol, podendo
indicar que fatores esterices devem ser importantes nessa reagac.
Analisando os resultados dessa experiencia, os autoves sugerivanm
que o asumento da emissio dimol do 10?* poderia ser atribuida a
concentragao localizada dessa espécie em solugao, ou a velocida-
de e extensio de mucleacdo das bolhas de oxigenio. A reacao de
aminas terciarias, com oxigenio singlete lﬁg, deve ocorrer atra-
vis de um complexo de transferencia de carga, o gqual pode aumen-
tar a4 vida media do 102* e, portanto, facilitar a emissao dimol.
e gualquer forma,eles admitem que esta espécie ndoc reaja quimi-
camente com estas aminas e, que o DABCO e o DABCO 11 aumentam a
emissio dimol aep mesmo tempo que inibem a reatividade quimica do
L .

0,*.

. v .. . 1
Parece portanto razoavel admitirmos 4a formacac do 02*

ne nosso sistema, visto que fol observado um aumento na fotoemis
sho na presenca do DABCO, muito embora esse nao tenha sido o
anice criterio adotado.

0 efeito de aminoacidos sobre o 192* tambem foi testa-
do para a nossa reagio, com base nos trabalhos de Nilsson e col.
150!, Bstes desenvelveram uma pesquisa sobre a svidencia da par-~
ticipacao do EQ?* {lﬁg) na oxidacdo fotodinamica de aminwﬁcidméﬁ
Dos resultados obtidos, tanto em HZQ COmo emn ﬂzﬁ, eles sugerivam
que estas reactes deveriam ocorrer por um mecanismo envolvendo o
XOQ*Y tendo em vista a inibicdo da fotooxidagBo do triptofanc,me
tionina, histidina e guanosina por Ng ¢ tetrametiletileno, conhe
cidos inibidores dessa espécie. 0 mecanismo pelo qual esses ami-
noacidos inibem o 162* nio foi elucidado neste trabalho. Ibntre-
tanto, foi sugerido recentemente que & formacao de um dloxetano

intermedidario poderia estar envolvida 159, como ilustrado abai-

R
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xo para o triptofanc:

pe
H 2 AHy
Atk ot ope Ans - L~CH, -CH-C00%
ijﬂm%iiﬁﬁ % 00 m Qm%h - )
= H ¢ N%% e -
@ 3 NH-CHO
triptofano N-~formilgquinurenina

(4.7)

Todavia, os resultados obtidos com a histidina, guanosina e 0
triptofanc indicam que tals supressores nao afetam a reagdo, CoO-
no evidencia a Fig., 111.8 (pag.48 ). Isto talvez seja devide a
Laixa concentracic em que foram gtilizados, visto que a fotoemis
sio foi quadruplicada quando © triptofano foi adiclonado numa
concentracao dez vezes maior que a permitida para nio causar da-
nes 3 enzima. Entretanto, o efeito causado nessas condigoes pa-
rece indicar que existe uma supressao nos primeiros minutos da
reacdo, talvez para formar o intermedidrio dioxetano, cujo produ
to no estado eletronico excitado seria o responsavel pelo aumen-
ro da fotoemissdo.

Nadog interessantes pard a fotoemissio do sistema fo-
ram obtidos na presenga de hilirrubina {um pigmento que & trans-
nortado na corrente sangiiinea cComo um COmplexo COmM S&T0 albuminal
a qual estd presumivelmente en equilibrio com a bilirrubina 1i-
vre & outras proteinas complexas. Nos Gltimos anos, o numero de
pesquisas sobre O mecanismo de fotodegradagdo da hilirrubina tem
aumentado, pois este € o meio utilizado para eliminar excesso des
se pigmento, que pode ser ietal para criangas recém-nascidas. Tg.
dos os trabalhos publicados nesta frea estao de acordo com & par

ks

ticipagac do 0, nesse Necanisng iﬁ@mﬁﬁiy o qual pode ser exem-

i
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plificado pelo esquena abaixo:

A . hw | . isc Ay e s .
Bi1irrubing e Bilirrubina LA hilirrubina

Sgilirrubina + S0, (*f§) ———= Bilirrubina + O, tag)

0, {iﬁg} + BRilirrubina ———w produtos

Qz}“i (f{i}aﬁ

{4.83°

Os resultados obtidos em nossa reacio, Fig. IIL.9 (pag. 49}, pare
cem concordat com este tipo de mecanismo. Como pode ser observa-
do. existe um tempo de indugao nos primeivos dois minutos de rea-
cio, o gqual pode ser atribuido a formagiao do intermedidrio dioxe-
niente do fotoproduto obtido. Fvidencia de gue o carbonilo acima
deve ser o responsivel por essa fotoemissfo & sugerida pelo efei-

ro produzide quande o DBAS, um aceptor conhecide por detectar tri

L
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pletes eletronicamente excitados, estd presente. Quando gsse

aceptor foil colocade na reacio na ausencia de bilirrubina, ne-

pwhuma alteraciac foi observada, e portanto este foi um dos crité
rios utilizados para eliminar a nossivel formacao de algum pro-

duto triplete excitado, durante a degradacdo do substrato. En-
rretanto, quande adicionado no sistema, em presenga da bilirru-
hina, ocorreu um aumnento adicional na fotoemissao t@talg a qual
pareceu dependente do tempo de adicio de DBAS, e que sugeriu a
scorrancia de uma transferéncia de energia do produto excitado

para este aceptor,

Outre resultado interessante foi obtido quando a bi-
lirrubina e o DARCO foram adicionados simultancamente na resgao.
ve-se pela Fig. I11.10 (pag. 51 ) que a presenga do DABCO provo-
con uma diminuicdo na fotoemissao total e um tempo de  indugao
maior, embora o efeito de bilirrubina nAo tenha sido alterado.

Isto parece sugerir que existe uma ligeira competigio
entre estes dolis supressores para inibir o i@ * formado e que

3

et

DABCO pho reaja, de fato, com esta espécie. Entretanto, como ia
visto anteriormente, o DABCO diminui a COnCentragan disponivel
para reaglr com bilirrubina. Também pode-se verificar pela Fig.
T11.10 que uma diminuigao na concentracio da bilirrubina '{que
estaria disponivel pavra reaglr Com © 102*}g parece provocar uma
diminuicfo na intensidade total da emisSao,

0 efeito do meio sobre a emissfo da reagdo, bem como
da bilirrubina, & mostrado na Fig. I1I.11 (padg. 52). Para asmes
mas condigfes experimentals, o meio deuterado parece prover uma
maior estabilidade tanto para a enzima quanto pava o 1®2ww Esta

estabilidade parece favorecer também a Fformagao do intermedid-

rio das bilirrubina, por permitir um maior tempo de contacto en-
1 . e _
tre esta e ~0,%, com um concomitante aumento na eficiencia da

fotoemissan do sistema.

L U
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A estabilidade deste intermediario também ndo e afeta-
da por temperaturas em torno de 3?0C$ Fig. II1.16 (pag. 59 ), po-
rém para temperaturas menores, nota-se a crescente instabilidade
do intermedifirio. Na mesma faixa de temporatura estudada, 23 a
387, guase nenhum efelto na ausencia da bilivrubina foi observa
Jo, parecendo indicar que neste Casoc O intermedidrio apresenta
uma certa estabilidade com temperatura.

Com estes e outros resultados anteriores obtidos para
a reacdo HRP/AFo, tornou-se possivel selecionar as melhores con-
di¢Bes para o estudo do consunmo de oxigénio, deo recophecimento
dos produtos e da fotoemissao na presenga dos supressores., Tais
condicdes foram entdo, adaptadas diretamente na investigacdo da
oxidagio do AFe na presenga da enzima extraida de eritrdcitos hu
manos como ja realizado por Braganca |18].

0s resultados do consumo de oxigenio para as reacoes
AF/A¥o e AF¢/AFe estio representados nas Figs., 111,12 e I11.15
(pags. 54, 55). Suplementando o meio de reacio com 0% MESmMOS Co-
fatores, e obedecendo as mesmas condicoes de temperatura, pH e
concentraches, observou-se que para estes sistemas a presenga da
catalase inibiu consideravelmente a reagac. Por outro lado, sSe
HZQZ for adicionado, o tempo de incubagio observado nos primei
ros minutos & eliminado e a reagdo nfo & inibida, sugerindo que
o perdxido de hidrogénio deva ocupar um papel de destaque nesta
degradagao in vivo.

Na tabela 111.D (pag.39 ), observa-se que os produtos
ohtides nos sistemas AF/AFo e AF/Cat/AFo apresentan valores de
nf e de absorcio no UV similares aos do pterin~6-dcido; enquanto
os produtos dos sistemas AF/H,0,/AFo e AFc/AFo exibem uma simila
ridade entre os valores de Rf e absorgio no UV e o pterin-6-al~
detdo. A formacto da amina diazotizavel foi confirmada em todas

essas reacoes pelo teste de Bratton-Marshall 17] tabela IT11.¢
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(pag. 41)-

4 diferenca entre os derivados pterin obtidos mnestas
duas réag&&a parece indicar que existe uma contaminagao d€ xanti
na oxidase, na prgpar&gﬁm das enzimas de evitrdcitos normais,que
estaria premovendo a oxidagao do pterin-6-aldeido, no sistema
AF/AFo, para o pterin-6-acido. A adigao de HZGZ nesse sistema,
o qual é um forte inibidor da xantina oxidase [64] leva somente
4 producido do pterin-6-aldeido. Por outro lado, como a atividade

a0 270 a adi-

da xantina oxidase & baixa em casos de cancer |26
cao de H,0, nio afetaria a reagdo do aldeido para acido, uma vez
gque nesse caso ela nic ocorre a nivel detectdvel. Existe porém a
possibilidade de que in vivo ocorra uma alta concentragac celu-

lar de HZGE em pessoas cancerosas, as quais ndo teriam um nivel
de cotalase suficionte para proteger o organismo deste perdxido
proveniente de algum metabolismo, nem mesSMe pard proteger a xan-
tina oxidase.

A fotoemissio desses sistemas fol estudada empregando-
se apenas dJdoils supressores para o jg“(}2*; DABCO e Biliryubina, Is-
to porgue testes preliminares com supressores para outras espe-
cies f{por ex. G; e OH') e com aceptores de energia de espécies
tripletes, ndo mostraram efeito pronunciado nas reacoes em ques-
tAo: Nas Figs, 111.14 e I1I.15 (pag. 57, 58) sdo apresentados os
resultados da fotoemissio dessas reagdes, juntamente com o efei-
0 do DABCO e da Bilirrubina. O tempo de indugic malor para a e

cAo AF /AFo em relacdo a reagao AFc/AFo sugere que neste alti-

mo case a atividade da enzima € ligeiramente maior, o que estl

de acorde com os trabalhos de Stea e col. [8|. Estes, ao analisg
rem # urina de portadores de cdncer observarvam uma quantidade o=
tevada de pterin-6-aldeido, a qual demonstravam ser dependente

do prau de agravamento da doencga, ou seia, a degradacao de AFo




acorreria nun nivel cada vez mals intenso com o avango da  doen-
ca, o que sugere ser a atividade da enzima aumentada nesses ca-
R

A bilirrubins nessas reag¢oes demonstrou um comportamen
to semelhante ao observado para o HRP/AVo, o que torna evidente
a formacao do mesmo intormediario da bilirrubina fotooxidada
discutido anteriormente. Por outro lade, o aumento na eficiencia
da emissdo do sistema AFc/AFo, enm presenga de DABCO, parece indil
car que existe uma atividade maior da enzima extraida de eritrd-
citos de pesscas cancerosas para degradar o dcido £0lico (ou se-
ja, turn-over de APc > turn-over de AF). Isto propiciaria um ng-
mereo maior de emissoes dimol, devido a uma malor concentracao de
E@%* ne meio.

£ interessante notarmos, nesta altura, que nos tr%s=
sistemas estudados ate o momento, a degradacdo de AFo ocorre via
formacio do pterin-6-aldeido e de uma amina primaria (acido P~
amincbenzoilglutamico ou amina diazotizavel), como o proposto
para a desalquilacio de N-alquilaminas {13-17(. Os resultadosda
fotoemissio desses sistemas, bem como a correlagao entre o© ﬁz
copnsumide e a fotoemissao para HRP/AFo, sugerem que o 102“ parti
cipa como um dos pf@é&t@ﬁﬁ na degradacdo do acido f6lico, simi-
larmente como para o mecanismo proposto de degradacgdo de N=-Ni-
trosamina catalisada poy HRP |17]. Assim, tomando-se por  base
o mecanismo de Benson, prapﬁems@ o seguinte esquema para a degra

dagio enzimitica do folato:
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OH 0 %@QH
: . g 0 i
W T NsCr—NH— C—NH=CH
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02 enz.
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COH
!
2R- C-H *Qg + 2HN-R
0
pterin G-aldeido acido pmamiﬁobanzwi}glgtﬁmiaw

Sabendo-se que © pterin-6-aldeido ¢ gerado durante a
degradacdo do acido f61ico, iniciou-se a Gltima etapa deste tra-
halho, ou seja, a inibigfo da xantina oxidase por esse produto,

baseando-se na seguinte reagdo de conversdo:

. xantina idase . -, :
Yantina ——onting ox am Acido drico {4.10)

07

onde o sistema HRP/AFo foi escolhido para gerar o inibidor, devi
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MINUTOS

Fig. IV.1 = Correlagao entre o oxigénio consumido (~A-), ¢ a fo

toemissio integrada, obtida no contador de cintila-
¢io ligquida (-0}, e neo fotocontador (-0~} para 0
sistema AFo/HRP/Clu/Catalase/Mn.
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do a dois fatores. Primeiro, a grande semelhanga de comportamen-
o entre o HRP e a enzima extraida de eritrdcitos {(cuja existen-
cia de um grupe heme fol constatada pelo aparecimento de uma ban
da soret a 403 nm} em degradar o mesmo substrato, via formagao
do mesme produto emitente, © oxigenio singlete (zﬁgjw Se-
sundo, a enzima de eritrocitos comega a perder sua atividade a-
nés 24 horas de sua obtengdo, e por isso limitaria os estudoscom
didlise da reacico, nos estudos posteriores. Assim, tendo-Se e5CO
thidoe o sistema HRP/AFo, fez-se o registro de alguns valores de
absorcao maxima na regizo do UV para o produto da reagdo Xantina/
Vantina oxidase. bem como para cada componente da mesma. A tabe-
ta I1t.d (pag. 61) mostra esses dados juntamente com os Tresulta
dos obtidos para absorcao da Xantina, na presenga de cada compo-
nente da reagdo HRP/AFo, a fim de certificar que nenhuma interfe
réncia no vator de A maximo ocorreu durante oS estudos de cinéti
ca do consumo da xantind.

Partindo destas observagOes, registrou-se a cinéticado
consumo de xantina, fixando-se A em 266 nam e calculando-se a con
centracio desta apds 5 minutos de reacio, seguida do espectro de
absorcio da mesma. Pela tabela 1ll.e (pag. 62 ) nota-se que a ci-
WEtica & totalmente inibida na presenca da reagao HRP/ATo, bem
como na presenga do gtefinmémaldmiﬁa de fonte externa, quando &
vantina e a xantina oxidase sdo adicionadas na etapa final. Eﬁéa
semelhanca de resultado mostra mals uma vez que © pteriﬁwéwﬁlde§
do estd sendo gerado na degradagao do dcido folico, e que de fa-
to & um potente inibidor da xantina oxidase, de acorde com |20},
164-66|, Porém esse resultado sofre modificagdo quando a adigao
da xantina oxidase sobre a xantina e intercalada pela reacdo HRP/
AFo. Neste caso a inibicio diminuil e a formagao do produto ocor-
re como se pode notar pelos valores de A e de concentragao da

cantina consumida. Este resultado estd de acordo com Webb 651,
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o qual assume que existe uma competicio da enzima pelo substrato
(& conhecido que a xantina oxidase pode oxidar o pterin-6-aldel-
de} e gue pequenos tragos de pterin-6-aldeido inibe a oxidagao
Jdaz xantina. mesmo gue a concentragao desta seja 100,000 vezes
maior gque a deste inibidor. Isto parece explicar porque 2 ativi-
dade da xantina oxidase em pessoas canCerosas ¢ baixa, visto que
ceorre uma desradacie anormal do dcido foliceo. 1sto pode manter
o pterin-6-aldeido ne sangue num nivel elevado, suficlente para
inibir a degradacio da xantina pela xantina oxidase.

tarudando-se a cinética na presenca de cada componente
da reagao HRP/AFo, ovbservou-se que eles também interferem na atl
vidade da xantina oxidase, embora o fagam em menor grau que pte-
cin-6-aldefdo. O AFo também inibiu a reagdo, porém neste caso po
de~se admitir que isto seja causado pela presenca de tragos de
sterin-G-aldefdo na amestra [20]. Glutationa, HREP, Catalase e
Mn+%? separadamente, apresentaram O Mesmo efeito, embora nota-se
que a porcentagem de inibigao do conjunto nio corresponde a soma
das porcentagens de inibigdo causada por estas substancias isola
damente. Isto sugere que a potencialidade destes inibidores, du-
rante a reacdo da degradacio do acide félico, ¢ dependente de
sua disponibilidade no melo.

Dados interessantes foram obtidos quando se estudou &
cindtics de consumo da xantina, apbs 22 horas de  didlise  das
principals reactes, em que [oi utilizada uma membrana cuja poro-
sidade permitiu a salda do meio de reacao, somente das moleculas
de haixo peso molecular. Na tabela IIT.f (pig.63 } encontram-se
os resultados assim cobtidos.

Comparando-se COm 0S resultados anterviores, verifica-
se que & reacdo HRP/AFo continuou inibindo a xantina oxidase,mes

mo quando @ bilirrubina ou o DARCO estiveram presentes COom O RYO
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pasito de proteger esta enzima de uma possivel perda de ativida-
de causada pela formagao de EG?* na  reacao. Por outroe lado,
a baixa atividade da xantina oxidase fol quase que totalmente ve
cuperads, o que nes leva a CYer que nio hi uma ligacac permanen-
te entre a enzima o o inibldor.

Além disso, esta reversibilidade da inibigaoc do pterin

“Gealdeido estd de acordo com as observacbes de Webb |65

, )
qual apresentou evidencias de que xantina oxidase pode, de fato,
oxidar este substrato muito lentamente e recuperar gradativamen-
te sua atividade.

Fstes vesultades parecem indicar gue a inibigao da Xan
rina oxidase nao ¢ causada unicamente pela presenga de pterin-6-
atldeido, podendo mesmo desaparecer, lentamente, 5¢ 4 concentira-
cio deste, no meio,nao for mantida por adicao de fonte externa ,
in vitro, cono também por degradacao do folato in vivo. Isto es-
% de acordo com os trabalhos de Stea |8), o qual constatou que
4 concentracio do pterin-6-aldeido, proveniente da degradacao de
folato in vivo, foi notadamente reduzida e que a atividade daxXan
fina oxidase & recuperads em pacientes submetidos a tratamento
anti=-fTumar.

Também & vidvel a hipdtese de que oxigenio singlete,no
estado cletronico excitade, contribua para a inativacao da xanti
na oxidase, por lilberar energia que poderd ser suficiente para
nrovocar danos na estrutura enzimitica e, portanto, uma diminui-

cho na sua eficiencia catalitica.
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CAPTTULO ¥

CONCLUSOES

Trabalhando em paralelo com a enzima de eritrdcitos hu

manos (AF) e com uma enzima modelo {HRP), estudou-se a degrada-

cio de dcido folico, sepuindo-se: a) o consumo de oxigenio;, b)

i

formacdo e identificacdo dos produtos; ¢} a formacao de algu-

ma cspécie no estado eletrdnico excitade; d) a relagao entre ca-

tabolitos pterin do acide folico, e a baixa atividade de xantima

oxidase.

Dos resultados obtidos, chegou-se as seguintes conclu

SG0S !

3

ATP & dispensAvel na degradacio do acide f0lico, pois sua pre-
i ¢ s

et

senca ou ausencia nio modifica as reagBes enzimaticas,

A reacdo HRP{&&U{Mm%%Xﬂz gera peroxide de hidrogénio, o  qual

foi detectado por método bicenergisado.

Glutationa, catalase e lons Mn® " sio trés cofatores, positi~
vos, necessarios na reacio para aumentar a atividade enzimati-
ca do HRP durante a degradacdo do acido £8lico. Quando a enzim
ma extraida de eritrocitos ¢ empregada, apenas glutationa @

P P o - e 5 " o s "
1ons Mn sAc necessarios para sua atividade maxima.

A reacho usando HRP, & capaz de oxidar dcido £0lico para produ
2ir o pterin-6-aldeido e o acido p-aminobenzoilglutinico. Es-
tes mesmos produtos também sdo obtidos na reacaoc usando a enzl

ma de eritrocitos de pessocas poertadoras de cidncer (AFc).
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Na degradacio oxidativa do dcido f&lico com a enzima extraida de
nessoas normais, sdo obtidos dcido p-aminobenzeilglutamico &
dcido pterin-6-carboxilico. Este ultimo pode ser devivado de
pterin-6-aldeido via oxidagao por excesso de xantina oxidase,
que deve estar presente na preparacac da enzima. Quando HZQ? &

fu

adicionado na reacde, apenas pterin-6-aldeido & formado.

As tres reacoes enzimiaticas, HRP/AFo, AF/AY¥o e AFc/AFo, sao acom
- *

panhadas de fotoemissdo, a qual atribuiu-se a formagdo de 102 .

A svidencia disto vem do estudo da fotoemissio com DABCO e bi-

lirrubina, dois supressores tipicos desta espécie.

A boa correlacio entre a oxidacgio do acido folico e a fotoemis-
sio, suporta a existéncia de uma espécie eletronicamente excita

da. formada durante a degradacde do dcido fotico. .

A formacido de qualquer produto carbonilo, no estado eletronico
excitado, parece improvavel pois nenhuma alteracdo na  enmissao
total foi observada na presenca de aceptores de energia de espé

cies carbonileos tripletes.

A degradacio do dcide folico ocorre via formacao de um aldeido
e uma amina primaria, similarmente i desalquilacao de N~alquila
minas. Alem disso, a emissio observada € proveniente da mesma
espécie proposta para a degradagao de N-nitrosamina, o que leva
a crer que o mecanismo de degradagao do dcido folico seja seme-

thante ao proposto nesta reacdo,ou seja, o mecanismo de Benson.

A inibicdo de xantina oxidase por pterin-6-aldeido (de fonte
externa) & praticamente reversivel dentro de 22 horas apds con-

tacto entre ampos.




i
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- No caso em gue a inibiclo fol estudada na presenga de pterin-bt-

aldeldo, proveniente da reacio HRP/AFo, nao ocorre reversibili-
dade apds 22 horas de didlise da reacgdo. Acredita-se que  duas
coisas podem acontecer. Primeiro, a inibigac assim estudada po-
de ser causada por um ou mais componentes da reagdo, sendo ir-
reversivel. Segundo, © iﬁz* obtido pode estar liberando ener-

gis suficiente para inativar total ou parcialmente esta enzima.

DARCO e bilirrubina nio protegem xantina oxidase da agéo do
oxigenio singlete. No caso de bilirrubina, pode-se esperar que
um dos produtes rvesultantes de sua fotooxidagdo, obtido mo esta
do eletronicamente excitado, também esteja contribuindo pars
inativar a enzima, por liberar energia mo meio, & qual, qualitati

vamente 8 maior que @ das proprias reagles enzimdticas.
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SUGESTORS PARA CONTINUACAQ DESTE TRABALHO

, . s . - . . ‘ 1. *
Estudar a pw$§£V&i inativacao de xantina oxidase pelo Qz .

submetendo a enzima em contato direto com esta espécie, a

qual pode ser gerada por uma reacio quimica.

Investigar o nivel de catalase ou de H Z em pessoas porta-
doras de doengas malignas, com o propésito de verificar se
um alto nivel desta enzima poderd evitar, ac menos parcial-

mente, a degradacic ancrmal de acido folico

fnvestigar o nivel de xantina oxidase na preparacdo da enzi
o de eritrocitos de pessoas normals e também um metodo de

obté~la de uma forma mails purificada.

Fazer estudos mais detalhados sobre a reversibilidade da
inativacio de xantina oxidase pelos componentes da Yeagao
HRP/AFo. Tentar descobrir se a inativagzo desta enzima 0CoT

re no sitio ativo ou no grupo auxiliar,

Estudar & natureza do intermediario de bilirrubina e a for~
nacio de produto carbenileo no estado excitado triplete. Des
cobrir gquais os danos possiveis, que a energia liberada pov

este produto poderd causar.
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