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7 1 Espectroscopia de massa.

O oo Oxigénio molecular.
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TLC . o Cromatografila de camada delgada.

Y . e Ultra violeta.
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SUHLRIO

Tem sido encontradas modificagBes estruturalis no dcido
desoxlirribonucleico (DNA) apds sua interagHo com o oxigénio sin-—
glete, © qual ¢ geradeo pelos sigtemas enzimdticos oxidabivos.
Tale sistemas utilizam ¢omo substratos o scido indol—3~acét1cm,r

o dcida félico e © malonaldefdo. D oxigénio singlete gerado desta

manelra, interage com guanina produzindo as modificacles menclo-
nadag, ag qualg foram medidasz ugsando-se o complexo DHA-TL(IILD)D
como gonda fluorescente e a flucrescéneia direté das bases do DHA
apds a hidrdlise deste. Conclusfes idénticas foram obtidas por
tecnicas de absor¢do e dicrofsmo circular. Estudos foltobloguim]-
cog mostraram gue a eficiénclia de gsupressio da gﬁaﬁina {gquando
e@sta ¢ parte da estrutura do DNA) sobre o oxigénio sginglebte &
nalor do ¢gue a da baﬁw_livre, como congtatada pelo valor da
constante de Stern-Volmer (Ksv). Quandeo a bilirrubina estd pre-
gente nestes sistemas, ela & capaﬁ de interaglr com o oxigénio
singlete e dar origem, via formac¢¥o de um Intermedisdrio dioxeti-
nico, a um dog produtos carbonflicos no estado triplete, lsto fol
comprovado pelo estudo da transferéncla de energla ao 9,10-di-
bromoantraceno-2-sulfonato. A alta constante de supressfo de owxi-
génio mlinglete pela bilirrubina expllica-se, em parte, pela n%o
conplexagio dela com a peroxidase, como fol mostrado pelos  egstuy-
dos dag constantes de assoclacHo-dissociagHo dela com a proter-
na, a diferentes pHs.

Este trabalho mostra dois aspectos que devem ser congide-
rados para se analisar a relevanclia da ocorréncia de estados  ex-

citados em processos bloldgicos. Um deles estd relacionado com as



consegudncias que os estados excltados causam nas células, refe-
rente aos danos oxidativos. 0 outro estd relacionade com o papel
funcional destes estados excltados nos sistemas bloldglcos, para
apoiar a exigténelia de reacgfes fotoguimlcas no escuro ou iniciar
mecanlismos de amplificac¥o, nos quals poderiam estar envolvidos
alguns processos relaclionados as mutagBes espontineas, por exem-
plo.

Esta pegquisa € um passc a mals na compreensio da Impor-
tancla dog estados excliados, gerados enzimaticamente, nos slste-

mas bioldglcos nals complexos.



SUHMARY

Structural modifications in desoxyribonucleic acld (DNA)
have heen found due to itg interaction with singlet oxygen gene-
rated by oxldative enzymabtlc systems whilch use Indol-3-acetlc
acid, folic acid and malonaldehyde. Singlet oxygen produced, In-
teracts with guanine glving rise to the above mentloned modifica-
tiong which were measured with the DNA~-TL(II1) complex as a fluo-

rascent probe and the direct fluorescence of the hidroelised

DHA'e free bases. The same results were obtained with abgorption
techniques and clrcular dicroism. Photobleochemical sgtudles have
shown that the effliciency of singlet xygen supression by guanine
{when it 1s part of DHA structure) ls higher than for the free
bhage itzelf, as shown by the values of the Stern-Volmer constant
(Ksv).

In presence of bilirubin, a carbonylic product In the
triplet excited state iz formed (via a dioxetanlc Intermediate)
due to Interactionsg of bilirubin with singlet oxygen. This has
been shown by Lthe energy transfer- studies with 9,10~dibromd
anthracen~Z-sulfonate. The high wvalue of the singlet oxygen
supresgstion constant in presence of billirubin can ke partially
explained by the absence of bilirubin's complexation with peroxi-
dage ag ghown from the studlies of bilirrubin’'s assoclation~dlisso-
ciation constants with protein, at different pH values.

This work shows two aspects that might be considered to
analyse the relevance of excited states in biologlcal processes:
the consgequences of exclted states regarding oxidatlive damages at
cellutar levels and thelr role in bilcologlcal systems supporting
photochemical reactions in the dark or initiating amplification

processes which could be related to some spontaneous processes.



This research I8 a step forward to understand the Iimpor-
tance of enzimatically generated excited states in nore couplex

biologlcal systens.



CAP{TULO 1

INTRODUCAD



CAP{TULO 1 - INTRODUCKO

A emissdo de luz por organismos vivos -Bioluminescéncia~
tem atrafdo a ateng¥o de multos pesquisadores desde o sdéculo pas-
gado (13, Enquanto que na bioluminéscéncia se estuda a emlss¥o de
fotong provenientes de uma reacfo quimica catalisada por uma en-
zima; na fotobiologlia se estuda a absorc¢io de fdtons por acelita-
dores como a clorofila, as flavinas, og carotendides, etc..., os

quais se excitam e desencadelam uma série de reagfes fotoquimicas

(23.

Desde 1978 nogsgo grupo vem trabalhando com sgistemas que
geram espdcles eletronicamente excltadas, onde z enzima horsera-
dlsh peroxidase (HRP) atua como o catallsador. Hosso objetivo tenm
sldo elucidar o mecanlsmos pelos quéis talg espdclies sdo forma—
das, na tentativa de compreender certas rea¢es que ocorrem in

tm 1580, Cllento (3) colocou a possibilidade de que unm
dog papels de peroxidasges, quando atuando como oxidases, era o de
cataligar a fqrmag%o de um produto eletronicamente excitado, ou
seja, carbonila triplete. £ suposto que carbonilas tripletes po-
dem ser formadas enzimaticamente com alto rendimento e cque sHo
capazes de transferir sua energia para diversos aceltadores,
dentre eles os Acidos nucleicos., Tanbém, a identificagio de ban“
das de emiss¥o ao redor de 1270 nm (emissio monomol) e ao redor
de 634 e 703 nm {(emiss¥o dimol) fornece uma forte evidénecia para
a formacho de oxigénio singletle (103‘) em alguns sistemas enzimd-
ticos (4 );

A interaclo de espécies tripletes excitadas e oxigénio
singlete com os dcldos nuclelicos, jd fol investigada anteriormen-

te. Durante a degrada¢@o enzimdtica de malonaldefdo por HRP, foi



verificado que o #dclido desoxirribonuclelico (DHA) sgofria modifica-
G¢Bes, as quals foram deltectadas por mudangas de absor¢¥o na re
gido do UV e na intensidade de flucrescénela do complexo DHA~TDb
(111Y (5. Em outro trabalho, Guiilo (&) demonstrou que a incu-
bagdo de DNA na reac¢do de degradagio enzimdtica de 2wmetlf propa-
nal, por HRP, resultava em modificagBes estruturals da macromoleé-
cula, as quals foram causadas pela presenga de acetona triplete
gerada pelo sigtema.

Finalmente, De Hello (7)) evidenciou a formacio de um adu-

to entre o indol-3~aldef{do triplete (formado na degradagdo aero-

bica de dcido indol-3-acébtico catalisada pela HRP)Y e o resfduo
uridina que conple o‘écido ribonucleico de transferencla (LRHA).
Seguindo esta linha de pesquisa de nogso grupo, resol
veu-ze investligar mais detalhadamente a aclo de espécles exclba~
dags sobre o dcido degsoxirribonucleico (DHAY, visando detectar;
mudangas conformacionals, reacles qufﬁicas, formac@Bo de adubo e
quebras da cadelia. Para lsso foram empregadag viarlas técnicas co-
mo: dicrofsno circular; fluorescéncia direta e indireta, reacio
com formaldeldo e reagHo de marcacio isoldplica . Foram pesguisa-
dos trés sistemas enzimitlcos conhecldosg, os qualsg serdo introdu-
zidoz brevemente. A seguir serdo anallsados a acfo {otodindmica,
o oxigénlo zinglete e o3 dcidoes nucleicos, com é&nfase no DHA, que

foi o objetivo central deste trabalho.



1.4 = SUSTENAE BIOLUMINESCENTES {ou BIOQEHERGISADOE)

A bioluminescéneia, ou a emissio de luz por seres vivos,
resuita de uma reagdo quimioluminescente catalisada por uma enzl-
ma (ABY. Ela consiste de uma reacgio oxidativa exergdnica,. onde
parte da energlia @ canalizada para produc¢fo de um estado eletro-
nicamente excltado, de um intermediario ou predutc da reag3o, o
qual emite um fdton e volta aco estado fundamental. 0 estado sin-
glete e/ou as espécies tripletes podem ser formadas no meio celu_-

lar com alto rendimento. Porém, devido 3 presenca de supressores

destas espécies, no prdéprioc melo, elas, em geral, n3o s3o - factil-
mente detectadas, Por exemplo, exlstem viariocs amino dcidos , pro-
tefnas, vitamlnas e alguns componentes do mitocondria, os quals
ndo supressores eficlentes do oxigénio singlete (A9) e portanto
diffecultam a deteccdo desta egpécie. Unm dog caminhos utilizados
para sg egtudar btals sistemas bioluminescentes consiste do empre-
go de sistemas enzimiticos ,In vitre, que minetizam as reaces in
vivo . Estes sislemas consistem de uma enzima que catalisa a de-
gradacfo do substrato, em meio aguoso ;onvenientemente Lamponado,
e com ajuda de cofatores (em alguns casés), cuja presenga val de-
pender do Lipo do substrato com o qual estamos trazbalhando.

Dentre os slstemas mals proviveis de gerar estados exci-
tados, est3o ag rea¢les catallzadas por peroxidase de rabaﬁete
(HRP) . No curso destas reacles (A10), a peroxidase passa por eta-
pas intermedidriag, onde a variacgHo no nidmero de oxidacio do fon
Fe(lll) ,pertencente ao grupo prosteético da enzima, dda origem a
dlferentes‘compostos, a saber: a ferriperoxidase, ¢ composto 1, o
conposto Il, a ferroperoxidase e, o composto IfI on oxiperoxida-
se (All1), como visto na figura 1.1

0 grupo prostético (A12,A13), formado pela ligagdo tipo



eletrostdtica de um {fon ferro & porfirina, resulta num complexo

tetracoordenado quadrado planar, cuja quinta e sexta posicBes s¥o

ocupadas respectivamente pela protefna e por uma moldcula de HQO,

como se observa pela figura 1.2,

Este grupo permite que a HRP absorva na reglido wvisfvel,

com uma banda intensa ao redor de 400 nm, denominada banda Soret,

atribulda as formas férricas e outra banda na regifo de 430 nm

atribulda ag formas ferrosas.

COMPOSTO I [Fe®® — H,0,]

(+5)
N=400nm
g i
P
Hy O oo
8 o COMPOSTO 1X
FERROPEROXIDASE g‘:“w PEROXIDASE Conee. {24) A * 320 am
(+2) [Fe?®*] {+3) [Fe3%] Fa*3... H,05
‘}\. 2 403 nm
,] Fe*Z ... H, 0,
/,»“"""\

_,-—--0;-' ’
NP Hp 04

COMPOSTG 111
(+6) A=418 nm

3«{-“

2+$

Fe e 02

Fe 0z

- ————

COMPOSTO I
(‘?5) [F93+‘_— HzOz]

Figura 1.1 - Ciclo da peroxidase de rabanete (HRP), (Al1).



GRUPQ HEME

Figura 1.2 - Estruturas do grupo heme, (AL1Z,A13).
1.2 - Formac%o Enzimdtica de Estados Excitados
Quando a HRP atua como uma monooxigenase Interna, ela ca-

talisa a oxidagfo de varlos substratos de estrutura geral(l) de

acordo com a reagdo 1.1.

=]

0 R o~

=]

;!

N
(-

Ve

R, % R,

(1}

(roaacio 1.1) (A

Presumivelmente os produtos gerados se originam da c¢livagem de um
intermedisdrio dioxetinico. Dols mecanismos s3do propostos para a
clivagemm deste intermedidrio, Um deleg considera a clivagem gi-

nulténea das ligagBes 0-0 e C-C com a gerag¢do direta de produtos



eletronicamente excitados (A14,A15). 0 outro defende a c«livagen
do anel por etapas, onde um Intermedtdario 1,4-birradical & forma~

do pela qguebra da ligagiio O-00 (A16,417):

Mecanizmo simultfineo (A14,A15)

A LA

Hecanismo de duas etapas (Al6,A17)

LENTO

o, 0¥ 0
4\ RAPIDO> /)L\ 4_/)L\

|
44

i
.:k/,é

Ew 1368, Kopecky e Nunford (Al8) gintetlzaram o primeliro
1,2~dioxetano egtivel, de cuja termdlise resultavam produtos
carbonflicos, sendo um deles no estado eletrdnico excitado, com

uma banda de emigsdo na regliio de 430-440 nm:

z
&

[ 4 Jrusrll &)
o—o

{reacio 1.2) (AL1®)

Dentre as vdrias reacgBes enzimdticas blologicamente im-
portantes, existem viérias delas cujos produtos formadog devem
proceder da clivagem de um Intermedidrio dioxetd3nico. Como exem~

plo temos:



I.2.1

- Oxidagio do

tgobutiraldefdo (A19),produzindoe acetona

citada e dcido fdérmico:

@r

1.2.2 ~ Oxidac¥o do dcido vanilpirdvico &

oxalato (A13):

vanilina

. CHym G- COOH  HAP
—_—
HO ‘ Ha™?

= o

t
14
| —>
o

GCHy

HOOC—— COOH

[;Tcﬁ

> N H L
HO

cHy

1.2.3 ~ Oxidacio do

Esta reagdo € de particular

(roaclo 1.4 (A13)
dcido indol~3~acédticol{lAd)

interesse, visto

das escolhldas para este trabalho.

0 sacido

cipal auxina encontrada na maloria dos tectidos de plantas,

o responsavel

indol-3~acético,

pelo crescimento das mesmas (AZ20).

ch\ H3C_ /u | _ .
/{I:mc/ + 0z —> 7 _c—-—c\ —p /c\ + HCOOH
HzC H H Haé/l [ OH Hye CHy
¢—0 '
(reacBo 1.3) (A19)

exclitada e

que

ou TAA, & conhecido como

¢  uma

a prin-

aendo

Ele pode também

ser encontrado em animals, cuja presenca tem sldo atribulda a in-

gestZo disdria de alimentos contendo esta substincla ou a degrada-

¢330 de algum produto da flora intestinal

(A21). Foi

demonstrado



que a auxina produz nudangas fi{sicas, quimicas e fisloldgicas

dentro das células, promovendo Iinclusive mudancas clitoplasmati-

cag, dentro de poucos minutos apds sua aplicagfo (AZ2).

Pesquisas feitas por CGalston e col. (A23) e por Goldacre

(A24) revelaram que ¢ [AA pode ser oxldado por peroxidases vege-

tals: e que HRP pode fazé-lo sem adliglo de H202 ou de oubros co-

fatores, como o Hn(2+) e os monofendls (ARZD).

L oxldagHo de IAA por HRP jd foi estudada extensivamente

(AZ26-28).

A aparente formagfo de indol-3-aldefdo no estado

tado triplete, parece ocorrer, via um intermedidrlio dioxetanona,

5.

segundo a reacgio |1
€ Hg—C 8 c‘l’o €
2 HHP -
Qe 2 | QT |
H H
1AM
#
C/;‘o
RS NB— \H
H
1aLt
(reagfo 1.5) (AR6—-AZRD

Fsta reag¥o enzimdbica, se mostrou muito dependente da concentra-

¢Bo de cada componente, da natureza do tamp3o e do pH do wnmelo.

Quando realizada em pH 3,8, obtém-se, aproximadamente, BOX% de 1AL

(AZ29)>. A formagio de AL excltado, com um bom rendimento, em pH
3,8, pode ser visualizada através de uma adaptaclo do mecanlismo
proposto por Nakajima e col.(A30), o qual prop@e as etapas des~

critas na figura 1.3,

Acredita-se na formagBo do AL no estado Ltriplete exci-

tado, a qual é apolada por dols fatores:

1.0s gigtemas bloenergisadosg, principalmente os que envolvem in-

ercl-

8



termedidrios tipo dioxetano, produzem preferencialmente estados
tripletes excltados (A31).
2.0s estados singletes excitados do 1AL, de alta energla, sofrem
cruzamento intersistema muito rédpido, favorecendo a formac¥o do
estado triplete (A32).

Além do 1AL excitado, formado na reago, fol demonstrado
que 10; também & gerado como uma consequéncla da transferéncla
de energla da espécie triplete para o oxigénio molecular (A33,

A34):

3 ¢
TALX + 32 _______ 1AL + 02

{reacio 1.63 (A33,A34)

Em adi¢Bo aos recursos hablituais de que dispomos para de-
tectarmos espéclies emitentes num sistema enzimatico (vide apéndl-
ce 1V), podemos estudar tanbém o espeétro de emisgsiio do sistenma,
o qual nos da oubtras informagoes a respeito da espécie excita
da. Fol assinm que de Hello (A33) confirmou a presenca de carboni-
iag em 450 nm, e de 10;, cuja emissdo € egperada acima de 650 nm,
figura 1.4. Essas informac8es, Juntamente com os resultados de
ocutras experiéncias, demonstraram que a degradag3o de I1AA por
HRP, levava & formag¥o de duas espécles excitadas; o IAL triplete
e o 10%. A primeira fol considersda como a espécie principal,‘d@“
vido ao pH do melo que favorece a sua formacfo (A35).

Recentemente tem sido aplicado este sistema para produzir

nudangas no acido urocénico, atraveés da ativagdo da urocanase com

3IAL*, gerado enzimaticamente (A36,A37).
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400 450 . 500 . 350 600

7\ {am}

Figura 1.4 Espectro de guiniluminescénela do  wslstema ITAAO,Q

mH)/EDTA(QO‘pH)/HRP(O,B‘pﬁ)/OQ em Lanpio acebtato de

gddio (50 mil e 0,17 B de metanol) pH=3,8 e a 22°C,.
1o
1.3 - Formag3oe dirsta de 02 en glgtemas bioenerglsados.

Além da formacio de 10? atravég da acgfo fotodindmica e
também por transferéncia de energla de tripletes para o O, mole-
cular, como visto anteriormente, esta espécie pode sger formada
diretamente em certos sistemas enzimdticos cujo intermedidrio
ndo possul estrutura dioxetanica. Devidé o interesse por dols
gistemas deste tipo, 08 quais também fazem parte do trabalho ex-

perimental, tratar-se-d4 cada um, detalhadamente, a seguir.

1.3.1 -~ GeragHo de 1G§ na degradac¢io de malonaldefdo por HRP.

Acredita-se que a peroxidag¥o lipfdica ocorra via forma-

¢d0 de radicals livres em cadeia., Um intermedidrio potencial en
tal processo ¢ o malonaldeido (MA)Y, produzido durante a decompo-
gi¢%o0 oxldativa dos dcldos graxos pollinsaturados. 0 mesmo pode

reagir com uma grande varledade de compostos, incluindo dcidos

10



nucleicos (A38)., A reac¥o de MA com DNA produz efeltos fisicoqui-
micos indicativos de reticulag¢fo Intercadeia, causando a perda de
sua atividade bloldgica (A39). O DHA, assim ligado ao MA, pode
interferir com a sintese de mRHAs e protefnas e prejudlcar
a fung¥o da célula, podendo induzir seu envelhecimento e morte
precoce (A40). 0O produto formado, DNA-NA, apresenta um pico maxi-
mo de fluorescéncecia em 460 nn quando excltado em 390 nm. Sua for-
maglo ¢ abtribulda B reag%o dos amino grupos das bases do DHA  con

o malonaldefdo, para dar a estrutura amini-iminoprenc conjugada;

R-N=C-C=%C-N-R"
O H R HH

Figura 1.5 - Estrutura amino-iminopreno de DNA-MA (A41,A42).

onde R & R' %0 bases do DNA (A@l,Adé).

Dada a lmportancia de malonaldefdo em sistemas bioldgl-
cog, desenvolvemos um estudo sistemdtico 3 procura de malores in-
formacgBeg sobre a degradac%o enzlimitica desta substéncia.

uando a degrada¢¥o oxidativa de MA foi catalisada por
HRP na presenga de (ons Mn(ll), os guais atuam como cofatores en-
zimaticos, Qbsérku"m@ que o sistema era emigsivo. Apds algumas
pesquisas, Fartas (A5) conclulu que a espécle excltada regponsd-
val pela emiss¥o deste sistema, era o oxigénio singlete. O meca-
nismo de Russel (A43) fol entBo utilizade para explicar a prdce—
dencia da espécie encitada, embora exista a possibilidade de que
o mecanismo de Bengon tambem pudesse ser aplicado para explicar

os resultados (Ad44) obtidos (vide figura 1.6). A presencga de 102

foi confirmada pelo espectro de emissHo, figura [.7, e por outros
resultados com supressores e amplificadores (vide apé&ndice 1V}

(A455.



HRP + R - € - QOH woni———tze . HRAP - ] + R« § < OH
H2 HZ

H ,
HRP -1 2 R« € - COOH “m—mse HRP = I1 ¢ R - C - COOH -
Hy °

. | ' N
HRP - 11 ¢ R ~ C = COOH wmmommie HRP+ R - C - COOH
Ha .

H . H
R="C ~ COOH ¢ 0 =——ms= R= C ~ COOH
- @ . '

0~-0°

H Ha M - H

R« C ~COOH + R C= COOM —mm—wm R = C = COOH + R =~ G = COOH

1 P
D-0° : . O~ OH

H20 o CO2 o *
H y/ 2
H e R e € 2 67 e R - 7
1 ’ . L] i - \ H
R~ C- COOH 0 - 0
1 . o
0~ OH ,
: w3 ~ METILENOXINDOL

“-T-W‘- R-(‘;‘Hz - X

COa O - 0OH

Figura 1.3 -~ Hecanismo de degradag¢¥o de 4cido indol-3~zcético por

"HRP. (A33)
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Figura 1.6 - Hecanlemo de degradac¥®o de malonaldefdo por HRP.
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Hnt?2 (3 mil) /HRP(O, 8 Pﬁ)/DQ em tampdo acetato de sddio

(0,2 M) pH=4,8 @ & 22°C.



1.3.2 Gerac¥o de 10;; na degradaciio de dcido féllco por HRP

0 dcido follico ou dActdo prteroilglutimico ¢ uma vitamina

do complexo B, hidrossolidvel. As reacBes metabdélicas de base,
dentre as quais os folatos ocupam um papel importante , compreaen-—
dem a formag¥o de bages purinicas e plirimidinicas, a interconver-
s%@o de serina em glicina, a degradagdo da hlstidina em écidé
glutamico e a convers®o de homocisteina em metionina.

Dentro do papel importante gque o dcldo fdlico ocupa no

cresclmento e na divisglo celular, estd a sua participag¥o na sin-—

tese do DHA, onde abua na conversio de uracil em btimina {(A46).

Dada sua importéncia bieldgica, o dcido fdélico tornou-se
alvo de multas pesguisas com a finalidade de se conhecer wmals a
respeito de geu mecanlsmo de aglo, péinclpaimente em pessoss por-
tadoras de clncer, nag guals o nfvel de produtos de degradagio
desta vitamina ¢ mals elevado que © normal,.

Em 1955, UWebb (A47) detectou a presenca de #dcido p-amino-
benzollglutimico & uma mistura de pterinas livres, apds o catabo-
lismo de #&cido fdlico. Trabalhog de Stea e col, (A48, usgndo
dcido félico 2;140 em um meio de crescimento de células malfgﬁas,
acugou o aparecimento de uma subgtincia azul fluorescente gue
mais tarde fol ldentificada como G-hidrometilpterin, ausente en
meiog de cultura sadlos.

Lm 1957, Braganca e col. (249) isolaram uma enwzima de
eritrécitos humanos, a qual possuia a atividade de dcido fdéllico
oxidase. Embora o mecanismo de degradacdo fosse desconhecido,
eles verifi&aram que na presencga desta enzima o dcido fdlico era
degradado segundo a reagdo da figura 1.8, cujos produtos foram
tdent.ificados por cromatografia de papel.

Ha tentativa de elucidar o mecanismo desta reacgio, reall~



zamog um btrabalho detalhado, onde a degradacdo de dcido fdélico

fol estudada ubtllizando-ge a enzima de eritrdcecltos, e posterior

mente comparada com a degradag¥o em presenga de HRP (ABO). Foram

entdo estabelecidas as melhores condi¢Bes para as quats a oxida-
¢80 do aclido félico por HRP se pro&easa, de maneira semelhante 2
oxlidacio pela enzima de eritrdcitos, Também verificamos que ambos

os slistemas eram gquimlluminescentes.

R i
’~ ™~ 4 A
oH o COOH
N i1 !
N N L C = NH —CH
k } 9 10 (i )
: CHylg
~
Hy N \N X }
COOH
I ’
AGLDO FOLICO
ca ENZIMA
OH . .
M
W - CHO 7 ;’[ ‘;00”
! e Hadl ~ \ ¢ —HH — CH
AN = L
Hz L] H SIS [[ Hg kg
coon

PTERIN - 8. anozlpo
ACIDO  p- AMINOPTERGILSLUTAMICO

Flgura 1.8 - Oxidacio enzimdtica de dcide félico, (A49)

Utilizando-se as Ldécnicas para se detectar a espdcie emi-
tente nestes sistemasg (apéndice IV}, concluimos qué o oxigénio
singlete era o‘respﬂnsével pela emissdo observada, como mostra o
espectro de emisgdo na figura [.9.

Para explicar a formacgio desta ezpécie no curso da degra-
dac8o do dcido dlico, adotou-se o mecanismo de Benson (Aéé),rvim
de figura 1.10.

Durante a investigac¢io da natureza da esgspdcecle excitada
gerada neste sistema, fol Introduzldo o uso de Dbilirrubina
(Bil1.7, Suﬁstﬁncia conhecida por reagir eficientemente com oxigé-
nio ginglete, via formagio de um intermedidric dioxetinico (ALY,

conforme o mostrado na figura 1.11.
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Figura 1.10 - Hecanismno de degradac®o de acido fdlico por HRP.
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Figura 1.11 - Intermediério dioxetdnico de bilirrubina (B11).
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A supressio da emlgsfo do sistéma enzimdtlco de degrada-
cHo de dcido félico, no infcio da reagBo, & o aparecimento de uma
enlss¥o mator alguns minutos depols, na presen¢a de Bil., ndo s8¢
gugeriu a formacio de 10; neste sistema como também o acdimulo de
um intermediario dioxeténico, cuja gquebra daria algum produto
excitado, provavelmente mettilvinilmalelnmida triplete. Este Adlti-
mo, supostamente gerado em bom rendimento, seria entio o respon-—
savel pela posterior emlssio obsgervada no sistema, figura 1.12.

Recentemente, Peak e col. (A32) colocaram a hipdtese de gque liga-

cBes cruzadas DNA-protefna podem ser induzidas via efeitos foto-
din3mtcos, envolvendo estados reativos de oxigénio gerado por fo-
Losgensibllizadores excitados, dentre eles a Bil..Tals fFatos mo-
tivaram o estudo maig detalhade do efeito da Bil. nosg sisbtemas

enzimdticog, vigto que esta substinclia tem sido o objeto de mul
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Flgura 1.12 - Fotoemiss¥o integrada do sistena de degradacfe de

acldo Fdélico:
a.s8em nenhumna oubra substincia adicionadas p—o—o—|

b.na preszenga de 20 PH de Bl11l. |—-0O—0O—].
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tas pesquisas no campo da fototerapia, utilizada no controle da
lcterfocla em recém-nascidos (AS3,A%4). Embora a folodegradagio da
Bil. seja atualmente considerada um processo secundario na elimi-
nacdo do excesso deste plgmento, ela n¥o deixa de merecer atengdo
por parte de pesquisadores como Lighter e Park (A55), Bonnett e
Steward (A56) e outros, os quals defendem a formagio de um inter-
medidrio dloxetdnico durante o processo (vide maiores detalhes
sobre a Bil. no apéndice V).

Huitas reacBes fototdwxicas, que ocorrem durante a fotote-

rapia clinica, sHo produzidas pela degradagdo de vitaminas, pro-

teinag, lipfdeos e #dcldos nucleicos (A57). A Bil. fotoativada
também altera o grafico de transicdo térmica da heélice do DHA,
causa polarizagdo limitada e aumenta a sengibilidade 3 degradacdo
alcalina de fitas simples da macromolécula in viire (A58). Célu-
las humanas em cultura, sob iluminag¢3o com lémpadas fototerdpl-~
cag, e na ausénclia de sensibilizador exdgeno, exibem uma diminui-
¢Ho no tamanho de seu DNA isclado, que ¢ repardvel durante um pe-
rfodo gem luz (A59). Lembremos que exigtem enzimas gue reparan
o DNA, as quals sHo sujeitas a erro (AGO); tal erro pode ocupar
um papel em carcinogénese,. ' |
Estes sH¥o alguns aspectos onde ge acrediia que o inter-
medidrio dioxetanlco de Bll. possa ocupar um lugar de destaque.
Desta maneira, decldimos estudar também o comportamento de DNA na
presenca da egpécle excltada gerada por tal intermedidrio (segu-

ramente um triplete ativado), o qual ¢ gupostamente formado nos

sistemas onde oxigénio singlete ¢ produzido.

1.4 - ACIDOS NUCLEICDS

19



1.4.1 - Congtitulntes HDuimnlicos dos Kcidos Hucleicos

Embora o ambiente posga influenciar na aparéncia e no
comportamento de sistemas bloldgicos, ¢ dbvio que existem meca-
nigmog de informagdo qﬁe gervem como modelo baslico para Lals sis-
temas, de gerac¥o para geracdo, (s compostos qulimlicos gque armaze-

nam a mensagem s3o oz dcidos nuclelcos. Estes compostos sHo pol{-

merocs de nucleob {deos, cuja egstrutura serd desgcrita posteriormen-

te.
Una c¢élula humana contém, em medla, de 2 a 04 de seu peso

seco comno dcldos nuclelcos e nucleotideos (ABLl)Y, os quals gerFo

discutides a seguir.
1.4.2 «- Purinag & Pirinidinas (AB2-64) = (%)

As estruturas das bases comuns que ocorrem naturalmente
nog #écldog nuclelcos gHo derlvadaz dag pirimidinas e purlnas.

a.Derivadas das pirimidinas (1);

) 0 o MHg
3 N7 NN HN/) HN/J CHs N |
| ) Jo !
zL\ )6
N 07 ™ 0™ N ‘ 07 ™ u
1 M H H
(1) URACILA TIMINA CITOSINA,

Figura 1.13 - Bases pirimldinicaa. (X

0 anel pirimidina & aromdtico, mas os dtomos de N na po-
gic¢d0o meta produzem uma distribuicio eletrdnica fortemente defl-~
clente nas posicgbes 2, 4 e 6, A posigifo 5, por outro lado,s rela-

tivamente rica em eldtron, figura 1.14.
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S ®
N7 . N7 NN N N7 N0
G e =g

Figura 1.14 - Estruturas de ressonfncia do anel pirinidina. (X}

Portanto, o anel pirimidina estd sujeito a uma substituli¢io nu-
cleof'flica nag posicies 2, 4 ¢ 6 e & uma substituiclo elétrpfflt"
ca na posicde 5, quando grupos elétron-doadores estdo presentes
em outras posicles do anél. As pirimidinas todas mostram tautome-
rismo lactama-lactima e podem ser escritas, por exemplo, da forma

indicada na figura [.15. Em pHs neutro e &cide, a forma lactana

OH /JO
D=1
1o \N. 0/\\:

LACTIMA DE LACTAMA OE
YRACILA . YRACILA

prevalece,

Figura 1.15 -~ Tautdmeros de uracila, (X

b.Derivadas das purinas (113:

. MH .
8 7 : :
P N N3 N N N
AN >
N7 NG N N
3 H H

{11) ADENINA GUANINA

Figura 1.16 - Bases purfnicas. (X)

Og atomos de nitrogénio do anel purinico s%o elétron-re-
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tiradores, produzindo uma deficié@nclia de elélrons nas pogl¢les 2
@ 6 do anel pirimidinico e mails fracamente na posig¥o B da porgio

Imidazdlilca, como mostra a figura [.17.

v A
@“?[? = q\> |

H

Figura 1.17 - Estruturass de ressonidncla do anel purinico, (X)

Como ag plrimidinas, as purinas tambdm exlbem tauvtomerlis-

mo gemelhante, c¢omo vigto na figura 1.18,

N H)N)l N}O
N

0 N N
H H
LACTIMA DE | © T LACTAMA  DE
Acipo URICO Acipo URiICO
Figura 1.18 ~ Tauldmeros de Kcido vrico. (X)
1.4.3 - Nucleos{deos o nucleot{deos (ALZ,AL3) = (XX)

Os nucleosideog e o3 nucleoctldeos mals abundantes sde o
H-glicos{deos das pentoses D-ribose e 2-desoxi-D-ribose {(mals
corretamente Z-desoxl-D-eritro-pentosel. Exemplos tiplicos de dois

nucleosfdeos podem ser vistos na figura [.19.
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ADEMINA RIBOSIDEO TIMINA DESOXIRRIBOSI{DED
{ADENOSINA) {DESOXITIMIDINA)

Filgura 1.19 -~ Exemplog de nucleosfdeog:Adenina e Desoxitimidi

na. (XX)

A hidrélise parcial de dcidos nucleicos fornece compos-
tog om que riboze ou degoxiribese g3o conjugadaz & uma base puri-
nica ou pirimidinica. A adenina ligada A ribose ¢ chamada adeno-
gina, a guanina nucleosldeo ¢ denominada guanosina e por sua vez,
og nucleosideos pirimldinicos s¥%o conhecidos como citidina e ur{-
dlna (RNAY ou timidina (DHAY. Oz nucleosideos contendo desoxirei-
hoge possuem 0 mesmo tlpo de ligac3o glicosfdica e 830 o 9-B-
D-2' —degoxirribefurancsfdecos de guanina e adenina, # o 1[1-B-D-2'~

desoxirribofuranosideo de cltogina & timina,

Bty o
i N HN) CHy
e .
NN o o7
5

5

il 1l
HO = B om 0 == CHy g HO—-T——O-—CH;Q
GH OH 4 H H N
H Y= H
¥z
CH OH oM H
ADEHOSINA « B' . FOYFATO DESOX{TIMIDINA - & - FOSFATQ
{AMPY ( ¢ TMP )

Figura 1.20 - Exenplos de nucleolf{deos:ddenosina- e Desoxitlimidl

na- 5 ' -fogfato., (KX
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Os nucleotideos, por sua vez, s¥%o og dstereg fosfdricos
dos nucleosldecs &, gad tambdém, dcidos fortes. Sdo denominados:
Ecido adenf{lico, Xcido gusnilico, @cido timidilico, Acido citidi-
lleco @ Kceldo urldilico. O fosfato & sempre esterificado & porgio

do agicar,figura 1.20,

1.5 -~ ESTRUTURAS DO DNA (A63,A65,A66 e AL7) = (&)

1.%.1 - Estrutura Primsria

A estrutura primaria do DNA compreende %penas a sequéncla
doz nucleotfdeos, unldos entre sl por ligacBes fogfodidgter.Tal
ligagHo gue une o nucleotideos, ocorre no ndcleo com a partici-
pacido de uma enzima, a DNA polimerase. Lsta catalisa um ataque
nucleof (lico do grupo 3'~-0H do agdicar sobre um nucleotideo tri-

fosfate livre, como mostra a ffgura [.21.

; :
th: R CHz R
o. o
K- | |
3 ‘o =) PR
) o o~ -1 OH 3
I ) b 0
" P e @ wom P Qoo P 5 O e} 0—pP=0 <+ |
(L I I : ' | 0Pz
. - 0
L+ 0 I
s | ] 0.
CHQ ' CHZ Rl
R : ::j
i H
OH

Figura 1,21 - Atagque nucleofflico do grupo 3'~-0OH do agicar =sobre

um nuclisot{ideo btrifogfato livre. (&)

Desde gque o C~4' no agdcar € ocupado na formac¥o do anel e o C~2

ndo possul o grupo hidroxila, apenas os grupos hidroxila nag po-
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gigBes 3' e 5' estdo disponiveis para a ligag¥o internucleoti{di-
ca. OUbgperva-gse na figura .22, um segulmento dé cadela do DHNA,

representado por dois nucleotideos.

5 CHy o BASE

Y =]
*

Flgura 1.22 - Segmento de uma fita simples de DNA, f{ormado por

doig nucleotideos. (&)
1.5.2 - Egtrutura Secunddédria

Atravésg de observagBes quimicas ¢ difragf%oe de ralo-X,
Watgon e Crick (AGHE) em 1953, elucidaram a estrutura secundarla
da meoldcula de DNA, a qual consiste de uma fita dupla arranjada
na forma de uma dupla hélice para a direita, com as duas cadelas
polinucleoctfdicas em torno do mesmo elxo e mantidas unidas por
ligacgOes de hidrogénio entre elaz, figura 1.23.

Por meio de modelos atdmicos, fol mostrade que as Dbases
gHdo arranjadas aos pares, cada um formado por uma purilna e uma
pirimidina, onde a adenina forma par com.a timina  a guanina com

a cltosina. Tal estrutura poede ser visuallzada na flgura 1.24,

il
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Juntamente com uma tlustragdo do pareamento das bases no esquele-

to da molécula, filgura 1.25.

As bases hidrofdbicas, relativamente insoldveis, s3o

Figura 1.23 ~ Egtrutura gsecunddria do DNA proposta por Watson e

Crick om 1953. (AG8)

empllhadas dentro da dupla hélice, protegldas da &gua, '@nquanto

que o realfduc hidrof{llico dos agicares e o3 grupos fogfato, car-
regadog, sHo localizados na periferia, expostos 2 Agua. Trabalhos
de Chargaff (A69) revelaram que a soma dasg purinag & lgual & soma
: R R
-~ - -~
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Y / '
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Filgura 1.24 -~ Pareasmento das bases no DHA, através de pontes de

hidrogbnio, (ABB)
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Figura 1.25 ~ Pareamento das bases do DHA no esqueleto da molé
cula. (A70)

dag plirinldinas, ou seja, a soma das amino bases adenina e cito-
sina & lgual & soma das ceto bases guanina e timidina. 23s duas
cadelas s¥o de polaridade opostas no sentido de que as ligagUes
internucleotfdicas em uma fita v30o na ordem C-3'-—--- (-5', en-
quanto que na ouﬂra fita oposta elas v3o na ordem C-5'we=w-C-3°.

A ldéia original de que as ligagles de hidrogénio eram as
Unicas respongdvels pela establilidade da hélice, tem cedldo ao
argumento de que a grande establlidade da héllce do DNA & manti-
da por forgas resultantes do empilhamento das bases, ou seja, 1i-
gacBes apolares entre elas, enguanto que as ligagBes de hidrogd-
nio confeririam‘ésp@cifﬁcidade no mecanisgsmo de pareamento das
mesmas. Embora esta grande establlidade da molécula de DHNA lhe
confira o papel de portador da Informagilo gendética, eztd claro
que a dupla hélice n¥fo ¢ uma estrutura fixa e rigida, mas uma es-
trutura dinénica, que pode sofrer deforma¢Ses Internas de uma mém

neira continua.
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1.5.3 ~- Estruturs tercléaria

U DNA de muitas fontes, principalmente de cromossomos,
ndo pode ser lsolado tal como se encontra, devido ao geu grande
tamanho e as deformagles provocadas pelo seu manuseio. Entretan-
to, o8 DNAs de alguns virus; do mitocondrlia & dos cloroplastog, ¢
de algumas bactérias, podem ser {zolados sem sofrer degradacio.
Eztudos com estes DNAs mostraram que a estrutura secunddria pode
gser compactada enm alguh&: casos, dando origem a estruturas tercid-
rias de diferentes tipos.

DHAz de fita simples, lineares ou circulares, podem ser
obtidos de alguns virug ou da desnaturacio de DNA de fita dupla.
Outrogs virus ou DHAs cfclicos de fita dupla, abertas durante o
isolamento, d¥o origem a DNAs lineares de flita dupla, enguanto
que DNAs ciclicos de {ita dupla sHo obtidos de mitocondria, de
cloroplastos, de plagsmideos & também de certos virus.

A figura 1.26, tlustra algumas esiruturas tercidrias.

Figura 1.26 - Estruturas terclirias de DHA. (A7
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.6 - QCORRBEHCIA (A66,A70).

Sabe-se que a malor guantidade de DNA estd  encerrada no
nicleo da célula ¢ compreende, em média, 30% de gseu peso seco.
Esta quantidade de DNA por nucleo se mantem aproximadamente cons-
tante para bactérlas e células animals, embora o conteddo de RHNHA
ou outros congtituintes variem com o tamanho da célula,

0 cromossomo de célulag procaridticas conzizte de uma
unica moldcula grande de DHA, firmemente agrupada em uma zZona nu-
clear (nucledidel). Ag células eucaridticas, por sua vez, Qontém
muitas moléculas de DHA, geralmente multo malores gue ag moldcu-
lag de DNA dos procariotos. Nos eucariotos, as moldculas de DHA
g%o combinadag com proteinas =2 organizadas em filbras no nucleo,
denominadas cromatina. Por sgua vez, ¢ miclec & rodeado por umn
siztema complexe de duas membranas. A andllse da cromatina, reve-
lou que ela contém cerca de 60¥% de protefna, 35% de DNA e, tal-~
vez, 5% de BNA. O DNA na cromatina & flrmemente assoclado con
proteinas, denominadas histonas, ag quals funclonam no sentldo de
ordenar o DNA em unldades estruturals chamadas nucleossomos.

Além do DMA encontrado no nucleo das células eucaristli-
cas, pequenas gquantidades de DHA, os quals diferem dos DHAz nu-
ﬁl@ares em sua composicio de bases, est¥o presentes no cltoplas~
ma, mals especificamente no mitocondria. O DHA mitocondrial
(mDHAY & uma molécula muito pequena quando comparada com o cro-
nmossome nuclear, & ocorre na {forma de duplex circular. O DNA mi;
tocondrlial codifica a formag¥o de L-RNAs ¢ r~RHAs e algumas pro-
teinag do prdéprio mitocondria.

As figuras 1.27 e 1.28 nos d¥o uma idéia de uma célula

eucarlidética e procaridtica.

29



CELULA  PROCARIOTICA

HOCLED

MICROCORPOS
5f///?<:\,,»MITOCON9RIA

RETICULO ENDOPLASMATICO COM

APARELHO___ |4 ?”9 RIBOSSOMOS NA SUPERFICIE

oecotar | N T
ey
RSN Oud
O 1\
: ¢
]
#
/
/ v

YACUOLOS MEMBRANA NUCLEAR
R1BOSSOMOS |

MEMBRANA CITOPLASMATICA

RETICULDO ENDOPLASMATICO

Flgura 1.27 - Esquema gimpliflcado de uma céluia procaridtica.
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CELULA EUCARIOTICA

e PAREDE CELULAR

------- — MEMBRANA CELULAR

RIDOSSOMOS

CORPO NUCLEAR
CONTEHNDO  DNA

Figura 1.28- Esquema sinplificado de uma c¢élula sucaridtica,. (A72)

1.7 - PUNCEKO GEN£TICA DO DHA (A71).

Como um portador de informacBo gendtica, o DNA cumpre
duaz funces bdzlcas:

1.Fazer cdpliam exatas de sl mesmo no processo de duplicagido ou

replicagdo, e

2.Pagsar sua informacgdo codificada  ao RBNA mensageiroe ((mRNAY no
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processo de transcrigdo, tal que o m—-RNA, por sua vez, possa tra-

31

duzir a linguagem de 4 letras (bages) dos dcidos nuclelcos em uma

linguagem de 20 letras (amino dcidos) que constituem as protef-
nas. Estes conceitos podem ser {lustrados simplificadamente da

seguinte maneira:

TRANSCRICAOD TRANSLACAO .
DN A =~ RNA €A o PROTEINA

REPLICACAO

Através da estrutura do DNA, descrita por Watson e Crick
(A68), pode-se ter uma idéla simplificada de como a replicacHo
ccorre (A72). Suponhamos que um pequeno segmento de um DHA  en
dupla hélice tenha uma certa sequéncla de nucleot{deos, como vig-
to na figura 1.29. No momento da replicagéo as fltas e separam,
rompendo~se as ligacles de hidrogénic entre az bases comnplementa-
res. ‘
No prdéximo passo uma enzima, a3 DHA pollimerase, promeve a formag3o

de novas fltas, Inserindo unidades de nucleotf{deos complementa-

res, como mostrado na filgura 1.30,
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Figura 1.239 - Separa¢io das fitas do DNA no iInfclo do processo

de replicaglo. (A72)



Figura 1.30- Formag8o de fitas complementares do DHA coriginal.

(A72)

Uma vez terminads a biossintese, dois novos DHAs s@So fofmados,
cada um levando consigo uma fita do DNA original.

No proc&330 de transcrigdo (A73), uma simples fita do DHA
atua como matriz para a blossintese do RNA mensageiro. A oulra
fita parece atuar com um papel estrutural no sentido de manter a
estabtlidade do DNA. A sequéncla de bases na fita do DNA rege a
sequéncia de bases na fita simples do RNA; assim a informagio ge-
nética contida no DNA & transmitida ao RNA. Cada cadeta de mn—-RNA
& iniciada em um s({tio especifico no DHA matrlz e exisgte um outro
sftio, o qual atua como um sinal para o término da cadela. 0 pfOM
ceseo de transcricio ¢ mediado pela enzima RNA-polimerase DNA-de-
pendente. Uma vez conclufda a cadeia de w~RNA, este & enviado
zos riboszgsomos, onde ocorrerd a sintese de protefnas no processo

chamado "transcricgio”.

1.8 -~ IRRADIACKXO DE DHA

£ geralmente reconhecido que a irradiagdo emerce uma in-
fluéncla inibidora, muitas vezes pronunciada, no procegso de di-

vig%o celular. Multos efeitos bhloldgices da Irradiaclce UV (ulira
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violeta) podem ser explicados em termos de mudancas quimlcas e

ffisicas especiflcas no DHA.

33

As bases purinicas s%o aproximadamente 10 vezes mals re-

slstentes & alteragBes fotoquimicas que as bases pirimldinicas
(A74). Altas doses de irradlacdo UV podem ndo sd danificar as cé-
luias viventes, causando a formagHo de lligag®es gulimicas entre os
nucleotideos pirimidinicos adjacentes no DNA, como também, em al-
guns cascs, ser letal (A75). Duas bases pirimidinicas assim llga-
das em uma fita do DHA, formam © que se conhece como um dimero

Dentre os 3 tipog de dimeros que podem sger formados, o dimero de

timina €, zmem ddvida, formado mats preontamente, figura 1.31.
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Figura 1.31 - Dimere de timina formado por Irradiagdo UV.(A7L)

A presencga de tals dimeros pode bloquear a a¢d3o da DHNA-
polimerase e portanto impedir o processo de replicagdo (A76).  As
vezes, ¢ possfvel para um certo organismo gobreviver com osg danos
em seu material gendlico sem reconheceer "conscientemente”, que
eles estBo presentes. Por exemplo, quando a cltosina ¢ danlficada
por irradiagdo UV, ela pode se comportar no sistema de transcri-
G¥30o como se fosse uraclla, podende indiretamente resultar ocu n%o
em uma mudanga de um émino dcido, em alguma protefna =sintetizada

no ribogsomo (A77,A78).

Dentre og multos efeitos produzidos pela radlagBo loni-



zante, pode-se citar a formag3o de ligacBes cruzadas DNA-protef-
nag, através da uni%o de radicals livres, formadog tanto no DNA
como na protefna (A74). Recentemente, Simlc e Dlzdaroglu (A7)
demonstraram a formagHo de dimeros timina-tiroaina induzidos por
radiagHo 8 .

A radiac¥o X, destacada pela sua aglo mutagénica, resulta
na produ¢¥o de intermedisdrics ativos como perdxidos e radicais H°
g OH'; bem como induz quebra de fita dupla no DHA para a qual n%o
existe mecanismo de reparo. Alguns autores, dentre eles Kaplan e
Zavarine (A80) acreditam que a letalldade dos ralos-X seja uma
funcio lingar do contelddo de pares GU noe DHA, baseados em  obser-
vacBes experimentais., 0O DNA isclado de timo de bezerro, fica pro
gressivamente menos viscoso {(gradualmente despolimerizado) apods
irradiacico X {(AB1) ou tratamento com perdxidos ou radicals OH'(
ABZY, Entretanto, nem todas formas de_DNA Investigades btem =ldo
degradadas apds irradiag¥o X, possivelmente por causa da efetivi-
dade de formacdo do ra@ical ativo ser dependente de oxigénloc e da
dgua., Um dos sistemas bloqufmiceos mals sensi{vels aos ralos X en
tecidos, parece ser o de sintese de DNA (AB3-85). ¥ bem conhecldo
o fatq de que a exposicio de tecldos, em répide crescimento, &
Erradiagﬁo provoca uma inibi¢3o do processo. E porem dbll lem~
brarmos que o material genédtico n3o se encontra livre no nldcleo.
Como sabemos, exlslten nuc}@oprotefnas assocladas ao DHA, as quals
tambeém funcionam possivelmente como barreiras, imp@d;ndo um gven-
tual efelto Qir@to da irradiac¥o. Da mesma maneira existem og se-

questraderes naturales de radicais, que funcionam como protetores

quimicos conirs efeitos indiretos da radia¢Bo ionizante; dentre
eles podemos cltar a cistefna e a cligteanina,.
De estudos jd realizados, sabe-se que os dcldos nuclelcos

g seus congtitulntes nFo absorvem luz visivel. Entretanto, en
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muitas experifncias cltadas na literatura, como as de Peak (AB6)
e de Webb e Lorenz (A87), a luz visfvel inatlivou o DNA purificado
e matou diversas bactérias em culturas. Quando organismos de E.
coli sio irradiados com luz azul, resulta numa producHo de célu-
las mutantes. Experiénclias com Streptococcus pyogenss, na fegiﬁo
espectral entre 400 e 500 nm, mostraram que as paredes c<celulares

dessas bactérlias eram lesadas e a multiplicagdo destes organismos

era diminutda. ALdé ezte ponto jd sabemos que a multiplicagdo des—

seg organi=zmos egtd relacionada diretamente ac DNA, o qual contdnm
ag informagles necessdrias para garantir as novas especies, as
mesmas caracter{sticas dags anteriores. Sendoe assim, cwmo’ entio
estaria o DRA sendo afetado pela irradiagdo visivel, uma vez que
ele nio absérve luz nesta fatxa? Isto pode bem ser esclarecido
quando se relaciona tais fatos com o que entendemos por Ag%o Fo-

todinamica e Oxlgénlo Singlete (AB8 ).
1.9 - AcHo FolodinSmica

A ag¥o fotodindmica ¢ a oxidag¥o de moldculazs bloldgicas
importantes, na presenca de luz, oxigénio e um corante que fun-
ciona como Fotossensibllizador (Seng?.

Os fotossensibllizadores tem dols sistemas de estados

gletronicamente exwcitados, o singlete | 1S@ns) g o triplete

3
{(Zens). Muitos corantes (azul de nmetilenco, rosa de bengala, acri-

dina laranja,etc.}, plgmentos (blilirrubina,cleorofila,flavinags,

a5

atc.) e hidrocarbonetogs aromédticos {(antracenos,rubrenosg,etc.) sfo-

sensibilizadores efetivos (ABY),
Para se compreender o mecanlsmo da ag¥o fotedindmica, &
precise conhecer os processos de excitaglo e relaxag¢gdo dos coran-

teg ou sensibilizadores. s eventos fotogquimicos gue ocorren



quando um sensibllizador ¢ exposto 2 luz vigivel s8o |{lustradosg

na figura I.32.
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Figura 1.32 - Excltag¢®o e Relaxaglo dosg Séngibgiixadwrﬁw.(AEQD
Na presenga de oxigénio melecular, o mecanlismo que mals

tenm merecido destagque no estudo da a¢do fotodinimica (AD90) , &

repregentado pela figura 1.33,
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Figura 1.33 - Mecanlsmo de Interag¥o entre Sengibilizador +tri

plete e oxigénio molecular. {A%0)
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Devido & velocldade do processo | ser aproximadamente 100
vezes malor gque a do processo 11, a producfo de oxigénio singlete

agsume © papel princlipal deste mecanisno.
1.10 - OXIGENI0 SIHGLETE

A molécula de oxigénio tem 3 estados eletronicamente pos-
sivels de mals balxa energia, og quals diferem, em populagio, de
seug orbitals moleculares de energla mais alta (AY91). ©Na tabela
I.1 8%0 exenplificados tals estados de uma manelira mals simples.

0 oxigénio singlete, comumente escrito na forma 103 , no
eztado 1£3g, ¢ extremamente reativo e possul uma vida médlia en
gsolucio de éproximadam@nte 1565. A moldcula de oxigénio singlete
no estado 15}9 pode ger repregentada por 0=0, ou seja, em sua es~

trutura eletrdnica ela se assemelha ao etileno e se comporta nas

Molecula de 02 Simbolo Alojamento dos elétrons Energla
e vids nmédia (Kcal/mol?
1 L
segundo estado o o X 10 s 37

excitado

: 6
primeiro estado ﬁﬁb@ T 10 s 22

excitado

fundamental Z_g B - SO V-

Tabela 1.1 - Estados eletrdénicos de oxigénio, (A9

nas reagfes como um diendfilo (A92). Assim, as proprledades quf-
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micas de oxigénio singlete no estado 1£§g sho completamente di-
ferentes das suag propriledades no estado fundamental

* com varlos substra-

Exlstem varieos tipos de reagdo de 102

tos, as quals podem ser Importantes em slistemas Dbloldgicos
(AS3-96). 530 elas; |

a.reacio tipo-eno ; ocorre com olefinas contendoe dois ou mals
subztituintes alquila, resultando na formac¥o de hidroperdxidos
al{licos. O exenplo mals comum desta reacHo em sistemazs bloldgi-.
cos € a formagdo de lipoperdxidos guando 10; reage com acidos

graxos insaturados (A97), reacdo 1.7.

Rma- ;ﬁg;a, lRWR, | :

ReacBo 1.7 - Interacgio de dcidos graxos com ok, produzindo
lipoperdxidoa. (A97)

h.reaco Diels-Alder (adicglo 1,4); resulta frequentemente na {or-

macHo de endoperdxidos de establlidade varidvel., Um exemplo disto

pode ser dado pela reacHo de 1,4~dimet!lfuranc (A88), reacgio 1.8,

ry_ oy =\ e, -
5 e

0—0 HOO OCHg

Reagdo 1.8~ Adigfo de 1,4-dimetilfurano @ oxigdnio singlete. (A98)

c.reacHo via_formag%o de dioxetanos:; ocorre quando olefinas e
enaminas reagem com 10% (A99) . Os dioxebtanos, que serdo vistos-
posteriormente, s%o geralmente instdvels e altamente energéticos,
sofrendo facilmente uma clivagem, a qual resulta na formagldo de
carbonllas eletronicamente esxcitadas, responsdveis pela guimilu-

ninescéncia observada (A100,A101).



1,101 - lmportincia Blieldgica de 10;: Efeitos Gendticos
0 efelto fotodinimico pode produzir daneos em virus, fun-

gog, algas e outros corganismos unicelulares mais simples, causan-
do mutagBes, defeltos em membranag, digtdrbico de metabolismos,
etc., (A101AL02). Em sistemas bloldgicos, o oxigénio singlete ge-
rado neste processe, reage com substratos, tals como: resf{duos de
amine dcldops das proteinas, bases dos adcidos nucleicos e lipldeos
daz membranas.

A decompesi¢dc de DNA apds extensivo tratamento fotoding-

mico com acridina 1aranjé, fol documentado por Frelel e Hahler
(3103} . Eles observaranm que apds este tratamento, ocorria uma di-
minulg3o no ponto de fus¥o do DHNA, o qual era proporcional ao
contedde de guanina, Indicandeo mudangas em suas  conformaglies.
Bellin e Yankus (A104) obgervaram danos no @squeieﬁo da molécula
de DNA apds trastamento folodindmiceo, evidenciado pelas mudancas
em sua viscosidade. Umraxemplo frequentemente encontrado na llte-
ratura, mogtra o efeito da irradiagdc sobre L.coit B na presenga
de acrldina laranja em divergas céncentrag&es, como  © observado
na figura 1.34. Como podemos verificar, a concentragio do gensi-
ﬁilizador tanbém € um fator importante, se nHo determinante, na

sobrevivénela destes microorganismes. As Investigagfes posterio-
res a esses efeltos, mostraram gque o materlal gendtico &, sem di-~
vida, danificado. Apds miﬁucioso Lrabalho, Cadet e Teoule (3105}
demonstraram que a guanina € a base preferenclalmente atacada por

1
Og durante a acl3o fotodinSmica, como serd comentado mails tarde

neo capftulo I11.
0 oxigénio singlete, produzido desta maneira, bambém cau-
sou mudancgas genellicag em levedura. A {nabtivacdo fotodinsdmica

neste caso aumentou gquando H2D foi substituida por D2D, a gqual se
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Figura 1.34 - Curv% de sobrevivéncla de EB.coll guando irradiada
com juz vigivel e na presencga de diferentes concen
tra¢fes de acridina laranja (A1O06);

0 1 : 2 x 10° (-0 1 : 8 x 10°

(A3 1 : 4 x 109 (—X=) 1 : 16 x 107

éabe aumenta a vida média da espécle 10;. Por outro lado, a ina-
tivagdo fol grandemente reduzida na presenga de fons azoteto, co-
nhecidos por suprimir a emissdo de 10; (Al106). Esta prova in vivo
¢ congiderada de suma importéncia, uma vez que demonétrou a par-

ticipagio de 18; durante a acHo fotodinmica & sua influéncia

sobre o materlal genético.

40



CBJETIVOS DA TESE

Como fol verificado neste capftulo, o DNA desempenha uma
fung3o bloldgica muito importante, seja na preservagdo das espé-
cieg através da replicacdo ou na sintese de protefnas que sdo vi-
talg aos organismos vivos. Chega-se ent¥o a seguinte guest3o:qual
a relacio entre oz glstemnas biloensrglizadeos ¢ a ag¥o fotodinidmica
com og Acidos nucleicos, principalmente o DNAY

Foil visto que a irradiag3o UV sobre acidos nucleicos tenm

gido responsdvel por multos danog no material gendtico, induzindo
certos microorganigmos 2 uma mutagénese e aldé mesmo & morte. Em-
bara a irradia¢%o visivel n3o afete diretamente os constituintes
do material genético, ela pode, por efelto indireto de fotossen-
sibilizag¢%o, onde principalmente a espécle ativada 1O§ ¢ formada,
produzir danos semelhanteg. Recentemente, com o avango das pes-
quigas sobre "fotoguimica sem luz” (geracdo de fdtons sem inci-
déncia de luz}), certos zistemas de degradagido enzimétlca ven mé~
recendo um estudo 3 parte, visto que eles geram espécies atlivas,
gsingletes ou tripletes, as quats s¥o regponssdvels pela bioluml~
nescéncia observada. Além do bom rendimento em que tais espécles
g¥%0 geradas, elas L&m se mostrado reativas frente aocs diversos
substratos organicos, reagindo coﬁ eles ou transferindo sua ener-
gla de excitagic acs mesmos.

Dentre os multos sstudos que tem si1do fellos com siste-

mas biocenerglsados, ainda é pouco conheclido os seus efeltos sobre

os dcidos nucleicos. Sabe-ze, no entanto, que alguns sistemas en

estudo tem apresentado alteragBes em t-RNA e DNA. A acetona tri-
plete, gerada na oxldaglo do 2-metilpropanal catalisada por HRP,

transfere sua energla para o DNA, induzindo a formag¢do de regifes
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de fita simples ¢ o rompimento de llga¢Bes de hidrogénio entre as
bazes (A6).

Um estudo muito bem detalhado sobre os efeliteos de "TALX,
gerado por reacdo fotoquimica e bloenergisada, em t-RNA, mostrou
a formaclo de um aduto entre a espécie excitada & o dctido ribo-
nucletco, o qual fol isolado e reconhecldo através de RHN, IV e
Masza (A7 ,A33).

Um trabalho recente do nosso grupo, que estd sgendo de-
senvolvido com bactérias E.coll na presenga de sistemas enzimdti-

cos, tem mostrado que o ndmero de colonlas assim tratadas diminul

em relaglc as ndo tratadasg; posslivelmente devide acs danos produ-
zidos no naterial gendtico na presgenga dag egpdécles excitadas,
Purante a oxidacgfo de malonaldefldo por HRP, onde 1G§ & gerado,
foram notadas modificagfes eapﬁctraig de DNA na reglio do UV & um
abaixamento da flucrescéncia do complexo DHA~Th(III), implicando
que a guanogina estd diretamente envolvida com & espécle ewclta-—
da.

Tendo em menle tals precedentes, este Lrabalho fol propos
to, visando contribulr em alguns aspectos para os estudos sobre a
influénecia de espéclies exmcitadas, geradas enzimaticamente e por
ag¥do fotodinimica, sobre o dcido desoxirriblnucleico. 0Og objeti~

vos basicos que nortelam esta tese, podem ser assim enunciados:

1.Estudar os sistemas de degradagio enzimabtica do dcido fdélico,
do malonaldeido e do dcido indeol-3-acético, na presencga de bi

lircubina e tentar acompanhar a varlag¥o na constante de asso

ciag¥o~dissociagio do complexo Bil.-HRP, bem como sua eficién

cla em suprimir a emissdo destes sistemas, por reaglir com 102

via formacfo de um intermedidrio dioxetinlico.



2.Investigar, com o auxflio de alguns métodos espectroscdplcos
(UV ,fluorescénclia,CD) e de reagles quimicas, possivels altera
cBes estruturals que os glstemas bloenerglsados, na presenga @

na ausénela de Bil., induzem no DNA.

3.Comparar os resultados obtidos com oz sistemas enzindticos & os
obtidos por fotossensibilizagdo, usando-se um sensibilizador

adequado.

d4.Verificar a ccorréncia de degradag®o no reslduc guanosina,

' L
guando tratado em presenca de Dg, através de fluorescéncia di

reta de um hidrolisado de DHNA.

2.Detectar a formagdo de um aduto DNA-IAL, através de reaglo de
marcac¥o isotdpica com 14-C, comparando-se com o8 resullados

obtidos para o bL-RNA.

Em resumno, deseja-se estudar as mudan¢as produzidas no
DHA pelog sistemas bioenerglzados, através das técnicas utillza-
dag (p.ex. fluorescéncla, CD, reatividade da guanosina, etc.) " en

16; & c¢arbonllas

transforma¢des fotoquimicas onde s3o gerados
triplete. lsto possibilitard evidenciar a importancia de esta-

dos excitados em sistemag biloldgicos.
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50

CAP{TULO 11~ DESENVOLVINENTO EXPERIHENTAL

11.1 - DROGAS UTILIZADAS

Substinclas

Kcido acético glacialk
Ecido clorfdricoX
AFo{Acido félicodk
Acetato de sddloX
AcetonaX

Kcido indol~3-acéticox

KEcido tricloroacdticoX

Bil.{(Billirrubina de bile de boilxk

Catalase de f{gado de boi(C40)%

Cacodilato de sdédiok

Cleoreto de potéssioX

‘Cioreto de tdérblo hexahidratadoX

ClorofdérmioX
Citrato de sddioX

Cloreto de cobreX

DA% (dcido desoxirribonucleico

de timo de bezerro) tipo 1

EtanolXk

rer ebtillcoX

Proceddncia

J.T.Backer Laboratério
Herck

Herck

Dyne Produtos QDuimlcos
Carlo Erba

Merck

Carlo Erba

Sigma Chemlcal Co.

Sigma Chemical Co.
Fisher SBcientific Co.
Tennant Quimica 5.A.
Alfa products

Herck

Dyne Produtos fuimicos

Carlo Erba

Stgma Chemical Co.

Aldrich Chemical Co.

Aldrich Chemical Co.
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EDTA(sgal dligsddico do dcido etile Carlo Erba

nodianinatetracdbticolX

Fosfato monobdsico de sdédiok Sigma Chemical Co.
Fosfato bibdsico de sédiok Sigma Chemical Co.
Fenolt (purificado por destila¢do) Fisher Bcientific Co.
FormaldeidoX Fisher Scilentific Co.
GSH(Glutationa reduzidalk Sigma Chemical Co.
Hidrdéxido de sddioX Herck
Hidrdéxido de ambneaX Herck
HRP Vl(peroxidase de rabanete Sigma Chemical Co.

Lipo VI)%
(Ly)-HistidinaX Sigma Chemical Co.
[AA(4cido indol-3-acéticolX Herck
1A4 (2*014) - (55 mCi/mMol) Amersham U.X.
[sopropanolX SICA-Brds Produtos Quinicos
HetanolX Herck
Ma(Halonalde{dol Sintetizado no laboratdrio.
HDVP(4 ' -metoxicarbonileti}~4,3'~- Hax Planck Ingtitut

dimetil-3-vinil-2,2'-pirrometenona.

Hanitolx Herck

Nitrato de sdédioX Herck



PPO(2,5-d1feni loxazol )X Sigma Chemical Co.
POPOP(L,4-bigl 2-(5-feniloxazolil)l Sigma Chemical Co.

benzenol) X
RBp(Pol {mero de Rosa Bengala) Hidron Laboratories, Inc.

Sulfato de manganés monohidratadok BDH Chemica Ltd,

SOD{(Buperdxido dismutase bovina Sigma Chemical Co.
tipo ID
TolusnoX OCrupo fuimica Industrial
Litda
TEP(1,1,3,3,~tetrastoxipropanol) X Aldrich Chemical Co.

% (subst@ncias com grau de pureza méxino).



11.2 ~ EQUIPANENTDS

As pesagens foram feitas em uma balanca MNettler (MHodelo
HE-22) para massas acima de 5g e em uma mlcrobalanca Sartoriusg
(Hodelo 2406) para massas abaixo de 5g.

0 controle dos pHs fol feito num potencifmetro MHeetirhon
Herisau (Modelo E-512).

Para se medir o consumo de oxigénlo durante ag reacgBes

enzimidticas, empregou-se um monitor de oxlgénio da Yellow

Springs Instruments (Hodelo 53), com termostatizagHo.

U8 espectros de absorg¢ido na regldo do visfvel e do ultra
vicleta, foram registrados num espectrofotdmetro da Zeiss (Hodelo
DHR~21),

Para estudo de dicrofsmoe circular, utilizou-se um
espectropolar{netiro Carf ~60 (ﬂodelo‘EOOZ).

U2 estudos de fluorescénelia foram desenvolvidos em  um
egpectrof luer inetro dalPerkinmElmer (Hodelo HPF~44DB).

A precipita¢do de DHA foi realizada numa centri{fuga
refrigerada da Sorvall (Hodelo RC-28), equipada com rotor 85-34.

As contagens de emlss¥o, proveniente dos gigtemas
enzlmédticos, foram feltas num contador de cintilacio lfquida_ da
Beckmam (Hodelo L5-100c), com o© circuito de coincidéncia
desligado. As contageng déa marcaclens lsotdpicas, f&ram feltas em
um cintilador para lfguidog da Beckman (Modelo LS-7000).

As amostras de DNA para o estudo de fotossensibllizaclo,

foram irradiadas com uma 18mpada de média pressio de mercirio da

Osram.
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11.3 ~ PREPARAGRO DAS SOLUGDES

11.3.1~-TampBes : foram preparados segundo o métode de Gomori
(B1).

Ten 2 388 nm

11.3.2-Kcido félico (P.H.441,41 ; & = 7413
disgolveu-se 13,20 mg em 2m]l de solucZio de NalOH 20% e estocou-se
no escuro & nha geladelra por no sdximo uma semana. A concentragio
real fol de 15 nM.

11.3.3~Kcido indol=-3-acébtico (P.N.175,18 ; E = 5012 ﬁdcﬁd a 280
nm): pesou-se 3,50 mg e dissolveu-se em 2ml de etanol. A& solugdo
estoque fot de 10 mM e fol mantida na geladeira, protegida da
1uz,

11.3.4-Bilirrublina (P.W.584,65 E, = 47200 ﬁ1cal a4 438 nmd
digsolveu-se 1,17 mg em 2ml de NaOH O,1N, para se obter una
aoluclo de 1 mM. Diluiu~se uma aliquota desta sclucdo em un
volume conhscido de tampfo fosfalo salino 0,011 (pH=7,4) e 0,9%
em NaCl, para a leltura da absorgdo em 438 nm (B2). ksta Solﬁgﬁo
fol preparadas 10 minutos antes de ger usada para se evitar sua

conversdo a blliverdina com o Lempo.

11.2.5-) 4’ -potoxicarboniletii-4,3"'-dinetil-3~vinti~2,2" ~pirrone-
tonona HDVP (P.H.300,20) : pesou-se 0,3 mg do composto e. dissol-
veu-se em _0,.8 ml de etanol e 0,2 ml do NaQH 0,2H. Hantendo-se a
solucHo estdque de 1 m¥ em banho gelado, & possfv@i trabalhar por
um perfodo de até 4 horas, tomando-se o culdado de protegé-la da

luz (B3).
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11.3.6~Horgeradlish poroxidase (HRP) (P.H.40000; =102000 H cm
a 403 nm) : fol preparada uma solugio estoque de 0,2 mi, disgsol-

vendo-se culdadosamente 8,0 mg em 1 ml de dgua delonisada (B4).

11.3.7-Catalaze (15000unidades/mg de protefnal: dissolveu-se 3,0
mg em 2 ml de sgua delonisada para dar uma concentrag¥o de 1500

unidades/ml. A estocagem fol felta por no maximo uma semana.

11.3.8~Superdxido disautase (S0DY ( 30000 unidades/11 mg de pro-’
tefna);: diluiu~ge a amostra de 30000 unidades/l1l mg em 3 ml de
tampio fisioldglico BO m¥ (pH=7,4) para se obter uma solugdo de
10000 unidades/ml. A seguir, tomou—-se uma alfqubta de 0,55 ml e
ddilulu-se até 2 ml do mesmo tamp%o para dar uma solug¥o final

de 2750 unidades/ml.

11.3.9-Kcido desoxirribonucloico (DHA) ¢ & = 6700 H'em' & 260
nm) : preparou-se solugBes que variavam de 1 é 4 mg/ml, em dgua
delonisada ¢ proteglida da luz, na geladeira. Tomou-se uma ﬁlfquO“
ta de volume conhecido & diluiu-se em 3 ml de dgua deionisada e
leu~-ge a absorbincla (D.0.) em 260 nm (B5). Sabe-se que 1 D.O.
corresponde a uma concentracdo de 45 ug/ml, portanto calculou-se

a concentragio de DHA do seguinte modo:

1 D.O. 45 pg/ml

A (260 nm) z ng/ml

Tendo~ge o valor de =z, calculou-se ent3o o valor real da concen-
tracio de DHA em‘pg/ml, como segue:
z pg/ml x 3 ml memmemeeee pg/ml de DNA na solugdo

volume (ml) da alifquota ~———m-—mw- | DNA | real
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11.3.10~Incorporacio isotdpica om DUH

Preparou-se tres misturas de reacHdo contendo, cada uma,
50 uH de (2‘C14)*IEA; 30 pH de EDTA e 30 ng/ml de DHA em um volu-
me final de 100 ul e em tamp3o acetato 50 wM, & tres pHs diferen- -
tes, ou seja, 3,8; 5,6 @ 6,8. Az rea¢Bes foram Iniciadas pela
adi¢¥o de HRP 1,0 nuM e incubadasg por 15 minutos a tenperatura am-
biente. As reacdes foram interrompldas pela adig¢io de igual volu-
me de uma mistura fenol:clorofdérmio (1:1) e posteriormente cen-
trifugadas, A fragio aquosa desproteinisada, adiclonou-se :50 Pl
de uma solugBo 5% de #cido triclorocacstico. O DNA precipitado em
cada reacBo, fol filltrado, em filtro miliporoso, sob wvicuo. QO
filtro fol posteriormente seco com uma corrente de ar & tempera-
tura amblente e colocado em um recipiente para cintilagfo lfquida
contendo PPO~POPOP tolueno como “cocktall”. A quantidade de is0-

topo foi determinada em contador de cintilagio liquida,.

11.3.11~Cockbtall PPO-POPOP : digssolveu-se 4,0 g de PPO ¢ 0,1 g de

POPOP em 1 litro de tolueno.
: 14
11.2.12-Incorporactio imotdpica de IAA(Z2-C )

A nistura de reag3o continha, num volume final de 100’p1,
30 nH de EDTA, 50 ull de IAA(Q—C14) e 0,15 mtl de ti%!dina ou 10
unidades/ml_de politimidina em tamp¥%o acetato de sddio DO nH
(pH=3,8) e era incubada 3 37°C por 15 minutos. Apds este tempo, a
mistura era colocada no gelo e aplicada em papel VUWhatmann n? 1,
sendo posteriormente desenvolvida em isopropasnol, ambnea e dgua
na proporc¢#o de 13:1:1, respectivamente (B6). Quando pronto o

cromatograma, cortava-se o mesmo em fragBes de 0,5 cm, as quais
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eram colocadas em frascos apropriados para cintilacHo em melo (-
quido, contendo o “cocktail” PPO-POPOP (vide ttenm 11.3.11} @ con-

tadags a radioatividade.

11.3.13~Estudos folodinfnmicoz umando ovollmere de rosa bengala

{RBp? como senalbilizador.

0 estudo de fotossensibilizacio de DHA fol feito enm tam-
pHdo cacodilato de sdédlo 20 mM e 10 mM em KCl a pH 6. Este Lampio
fol usado porque apds a irradiag¥o de DNA com RBp, o primelro fol
complexado com Th (111}, e a fluorescéncia do complexo fol segul-
damente registrada.

A irradiacio do sistema fol feita em 546 nm, onde & o0 mé~
ximo de absor¢io de RBp, empregando-se uma !Smpada de wvapor de
mercirio de média presgsio, com uma fludncia de 5,6 mJ/ch. A pe-
guir o sensibilizador fol sepsrado do melo, por flltragdo, e o

DHA foi complexado com o Th (111,

11.3.44~-Filtro para irradiacg¥o : usou-se uma soluglo de Naﬂﬁg 3,5
M, para flltrar a radiag¢lo de comprimento de onda abalxo de .400
nm e outra mistura de CuCl,.2H,0 (0,85 ) e CaCly (2,37 M) para
permitir a incidéncia de irradiag¥o de comprimente de onda somen-

te na falxa de 540-550 nm (B7).

i1.3.15-Preparacio do DHA para complexagic com Tbh (1112,

A extracio dos DNAs tratados nos gistemas enzlmdtlicos,
consiste da adicio de 10 gotas de uma mistura de fenol:clorofdr-
mio (1:1), para cada 2 ml da mistura de reag¥o. A gegulr, centri-

fuga-se por 2 minutos para isolar o fenol-clorofdrmio contendo a
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enzima HRP precipitada. A parte aquosa restante ¢ dlalisada por
48 horaz, usando-se o btampHo da reaglo, Coleta-se esta solucHo
aquosa e adiciona-se NaCl 0,1 M final, para tornar o meio 1isotd—
nico. Posteriormente, agrega-se B‘volumes de etanol absoluto para
precipitacio do DNA (BB), segulda de centrifugacfo a 0°C e 10000
rpm por 10 minutos. 0O sobrenadante & ent3o degprezado e o DHA se—.
co em uma corrente leve de nitrogénio. 0O DHNA & ressuspenso em 3
ml de tampHo cacodilato 20 m¥ (pH=6) e 10 mll em KC1, sendo a
concentracio verificada pela absor¢io em 260 nm. Uma vez conheci-’
da a concentragd@o do DNA, acrescenta-se um wvolume conhecido de
cloreto de térbio, tal que a razio da concentrac¢®o wolar de DHA
por concentracg¥o de térblo, seja aprcximadamenté 6. Segundo Rin-
ger e col. (B9), esta ¢ uma condi¢Hdo necessdrla para se obter uma

malor intensidade de fluoregcéncta do complexo DHA~Th (111).

11.3.16-Clorete de tdrblo hexahidratado (P.H.453,15) : a solugiHo
gstoque fol de 0,1 M, sendo preparada pela dissoluglo de 45,32 ng
em 1 ml de btamp¥o cacodilato 20 mM (pH=6) e 10 mll em KC1. Segundo

Pradog e col.(BLl0), isto previne a formag¢io de hidrdxidos.

11.3.17-Citrato de sddio/Cloreto de sddio (P.H.2084,12/P.H.58,45);
preparou-se uma solugdo estoque de 25 ml, contende citrato de sd-
dio 10 mH (73,30 ng/25 ml H,0) e cloreto de s6dio 30 ml (43,&5

mg/25 ml H,0). Esta solugdo forneceu um pH de 8,3 (Bil).

11.3.18-Glutationa (P.H.307,33) : dissolveu-se 6,15 mg en 2 ml de

dgua delonisada, para obter-se uma golucio estogque de 10 mi,
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11.3.19~Halonaldeido gaddico (P.H.94)

Empregou-se uma modiflcagdo do método de CGrabowski e Au-
trey (B12). Agltou-se vigorosamente 3,30 g de TEP; 1,2 ml de HCI
e 1,6 ml de agus destilada, por aproximadamente 1 hora e 20 minu~
tos, & temperatura amblente. Com menor tempo de agitag¢do, torna-
e malor & possibilidade de formar @ —eldxlacrolefna em quantida-
deg slgnificantes (Bi3)., Com o tempo de agitacdo malor ocorre a
formacdo de dimerog de malonalde{do. !

A solug¥do amarela resultante, fol resfriada em géio 2 O
pH ajustado para 10 com NaOH 5,0 N. A seguir, adicionou-se 0,51
1 de acetona, vagarosamente, e os cristals formados foram filtra-
dos em papel Whatmam 2, lavados com acetona e mecos 3 wvdcuo en
temperatura amblente por 12 horas. A dissolu¢do do gal foi feita
com um volume minimo de etaneol, & quante, segulda da adiglo de
carvio atlvo. Apds 15 minutos , fillitrou~se a wsolugdo com papel
Whatmam 2 e, ao filirado, adicionou-se éter etflico até que todo
malonaldeido sddico fogse precipitado. Posteriormente, flltrou-se
O REENO € Secou-ge 2 t@mp@raturé ambiente € & vﬁcuo,.por 24 ho-
ras, A pureza do gal assim obtido, fol testada pelo espectro UV

-3 -1
em ebanol, a bt nm onde Ei = 22700 H cm

11.3.20-Hidrdéllaze écida do DHA

A obtenc3o dos DNAs pré-tratados nog sisglemas enzimdbi-
cos, fol felta segundo o procedimento discutido no {tem 1I1.3.1 .
Neste camo, ag amostras de DHA foram ressuspensaz em 2 ml de dgua
delonisada & suas concentrag8es foram medidas em 260 nm, como eg-
tabelecido no iftem 11.3.9. Uma vez igualada ag concentragdes das

amostras, adiclonou-se 160 yl de HCl concentrade para se obkber so
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luglies de aproximadamente 1,0 N. A seguir, colocou-se as mesmas
em tubos de ensalo, os quals foram selados, e pubmetidos a unm
bhanho de dgua em ebuli¢Ho por 45 minutos.

Depois de atinglr a temperatura ambiente, os tubos foran
abertos e as amostras foram levadas 3 pH 7 com NaOH 1,0 H. HNeste
ponto, adiclonou-se NH4DH 1,0 N até atingir pH i1, onde, segundo
Udenfriend o Zaltzman (Bi4), somente a guanina fluoresce.r Estq

fluorescéncla fol registrada na regifio de 310-390 nm, excitando-

g as amostras em 275 nm.
11.3.21-Reaclio de DA com formaldeido .

Apds Lratar e isolar os DNAs dos wsisbtoemas enzlmat icos,
como relatado no ftem 11.3.15, ressuspendeu—-ge o mesmos em 2 mi
de uma soluglio de clirato de sddio/cloreto de sdédio (vide tten
[1.3.17). Depols de ter acertado as concentracBes das amogtras
pelo valor de suas absorcBes em 260 nm, e ter adiclonado formal-
defdo A 30%,‘c010c0u~$e as wmesmas em um banho a 60°C. A sequir,
leu~se a variagHo de absgorbincia 3 260 nm, para cada amostra, em
intervalos de tempo regulares, e construlu-se um grafico de AA

(a3 260 nm) versus tLempo.
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CaP{TULO 111 _ RESULTADDS E DIBCUSSXO

111.1 Degradacio A@rébi;a de 1AA, HA e AFo , Catallsada por HRP,

Sob as condligBes de pH e concentragfes indicados na figu-
ra 111.1, a degradag¥o aerdbica de [AA, catallgada por HRP, con-
sumiu 30% do oxigénio do meio em 0,5 minutos de reacdo com a pro-
dugHo de IAL como o produto principal. De acordo com Horita e
col.(Cl), & neste pH que occorre a produclo mixima deste produto,
o qual sabemos ge forma no estado excltado triplete (C2,3).

Ha figura 111.2, observamos a cinética de consumo de oOxi-
génio para a degrada¢io enzimdtica de malonaldefdo. Os melhores
resultados foram obtidos com as concentracBes indicadas na figu-
ra, onde o consumo de oxigénio fol de 20% nas condi¢les de pH em-
pregado. A presenca de Hn*2 & inportante pola ele atua cobho um Co-
fator para a HRP, dando infcioc & sua fungdo _catalitiéa, prova-~
velmente através da formagio de tragos de H202 , © qual & indis-
pengdvel para a {formag3o do composto | (vide ssquema , pag.4 ).

Pela figura 111.3, notamos que as melhores condigﬁes'para
a degradagio oxidativa do dcldo félico, pela HRP, s¥%o obtidas

guando glutationa reduzida, catalase e n*2

entiio presentes,
atuando como cofatores enzimdticos. A presencga de catalase ¢ lm—
portante para manter a concentragio de H202, gerado no meio atra-
vég da oxldacifio de glutationa, em um nfvel baixo o suflciente pa-
ra garantir.a forma reduzida deste cofator. A partir dos estudos
real izados, fol possivel estabelecermos a reag¥do padrio, obede-~
cendo a ordem de adiclo dada na figura 111.3. Hag concentracles
indicadas, e a pH 5,5, a reagfo consumiu aproximadamente 100%4 de

oxigénio do meio, em quase 3 minutos

Em todas ag trés reagles enzimdticas, manteve-se a tempe-
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de sédio 0,2 H (pH=4,B) e 4 37-38°C, de:
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ratura da cuba de rea¢Bo na falxa de 37 a 38°C para garantir o
maximo de atividades catalitica de HRP. Quando se adiclionou outras
substéncias no melo de reag¢do, Lal como DHA, Bll. o HDVP, acompa-
nhou-ge a cindbtica de consumo de oxigénio na degradaciio dos subs-—
tratos, no sentido de verificar que concentragifio maxima da subs-~
t&ncia Iintroduzida n3o afetaria a cindgtica da reagido. Asgim, asm
concentrages de DNA e de outras subst3ncias que nHo afetam as
reagfes enzimdticas est¥o indicadas nas fliguras onde elas apare-

cem. Estas experiéncias sdo feltas concomitantemente com o estudo

do cliclo da peroxidase (C4).

111.2 ~ Céalculo das Constantes de AssociacBo-Dissociagio de

Bltirrubina-HBP

Vigbo o© papel importante que ocupa a albumina na
eliminacio de Bil. in vivo, Chen (C5) realizou wum estudo onde
calculou algumas constantes de assoclacHo-dissociaciio de Bil.,
frente 3 albumina de fontes diferentes. Sabendo que a ligag3e de
Bil. 2 albumina & acompanhada da perda da fluoreﬁcéﬁcia
. intrinsica desta protefna, ele determinou estas constantes ,
basgando-se no método fluorimétrico de Scatchard (CB), cujos
resultados oblidos est¥o resumidos na tabela II1.1.

Uma vez que a HRP também possul uma fluorescéncia intrin-
slca, atribufda ao resfduo triptofano na sua cadela, decidinos
usar o mesmo mdé¢lodo para avaliar a constante de associagHo-digso—
cla¢8o para Bil1~-HRP, in wvitro. Desta wmaneira, irradiamos o resf
duo triptofanoc & 295 nm e seguimos a sua Iintensidade méxima de
fluorescéncla em 330 nm. Como a Bil. tem diferentes conformacdtes
com o pH, o qual pode ou n¥o favorscer tanto a sua associagiio 2

HRP bem como a gua llvre rotaglo através do grupo melilideno, de-
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cidimos avaliar também a constante de associagio-dissociacho
ugando o HDVP. Este & um éster que compreende mela estrubura da
Bil. e portanto tem llivre rotagl8o para qualquer pH (€7), (vide

figura 111.4).

Tabela 111.1 ~ Cdlculo dag constantes de associacgio~-diszoclacio

para Bill.-albumina de fontes diferentes (C5).

Procedséncia Kad x 107 ath
HSA(Humam serum albumin) 7,0
BSA{(Bovine serum albumin) 2,2

RSA(Rabbit gerum albumin) i,2

HA(Horse albumin) . 1,7
PA(Porcine albumin) 1,8
72 2

Figura 111.4 -~ Estrutura de 4'-metoxicarboniletil~4,3'~dime

$11-3~-vinil-2,2'-pirrometencona {(HDVP) (C7).,

As figuras 111.5 a 111.7, ilustram os resultados obtidos

através do método de Scatchard para as constantes de
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Figura 111.5 - Gréfico de Scstchard para o cdlculo da congtante
de aspoclacio-dissociacio de B11.{(0-30 puH)-HRP

{0-4 pi) em tampio acetato de sddic 50 mM (pH=3,8)
2 a 25°C.
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Figura 111.6 ~ Grafico de Scabcherd para o célculo da constante
deo assoclacHdo-dlasociagdo de B11.(0-30 nu¥)-HRP
(0~4 uH) om tanmpido acetato de sddio O,2H (pH=4,8)
® & 25°C,
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Figura 111.7~ Grafico de Scatchard para o cédlculo da constante de
asgsocl agdo-dissociacio de BI11{0-30 piHl}-HRP (0-4 pid
om tampio fosfato de sddio 0,5 H (pH=5,5), a 25°C,
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aggoclaglo-dizgociagiio de B1l. com HRP {vide apéndice I[1), a
temperatura amblente, usando-se como solvente os mesmnos tampﬁes
utillzados nag reagdes enzimidticas de degradagio de [TAA, HA é
AFo, respectivamente. Isto fol feito para que pudessemos avallar
as constantes no mesmo meio em que ocorre a degradagdo dos
substratos. Para se ter uma 1déia da assoclagio de Bil. com HRP
em pH figloldgico, o mesmo procedimento fol executado em tanmpZo
trig-HC1 a pH 7,4, cujo resultado estd ilustrado na figura
111.8. Dg acordo com © mesme metodo, calculamos btambdm as
congtantes de associagBo-dissociagdo (Kadl)para NDVP-HRP , figuras
111.9 a 111.11 2 fim de compararmos com o8 resultados obtidos
para Bi1.HRP. O valor médio destas constantes, calculados apds 3
engalos pera cada pH, est3o gumarizados nas tabelas 111.2 e 111.3
Para efeitos comparativos, foram colocados nestas lLabelas os va-
lores de supressio do 10; pela Bil., , os quais serfo discutidos
postericrmente. Anallsando-se os dados obtidos, nota*ée que as
consgtantes de assoclagBo-digsociacHo para Bil.-HRP diminuem com o
aumento do pH, o qual parece desfavorecer uma conformacio de Bil.
que seria mals adequada 3 ligagHo com o esqueleto enzimitlico. Pa-
ra se ter uma ldéia mals precisa sobre isto, resolvemos regilstrar
o espectro CD de Bil. na presenga de HRP, em irés difsrentes pHs,
mantendo a forga i6nica constante., A figura I11.12 wmostra que a
intensidade dag bandag varia de acordo com o pH, sendo mails in-
tenga para valores de pH malores. Esta varlagBo pode wer explica-
da, levando~se em conta dois fatores jmportantes. Um deles consi
dera a mudanca estrutural da HRP com o pH. Lembremos aqul que
uma variedade de interaqﬁ@s‘n%o covalentes podem estar envolvidas
na agsociac®o de Bil. & HRP, tals como ligac¥es de hidrogénio ou
interacBes eletrostaticas atravds do grupo carboxil da Bil.Ae osg

grupos funcionals da enzima. Assim, o grau de assoclagdo de Bil.
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Figura 111.9 - Oréfico de Scatchard pars © cédlcule da censtante
de associacio-disasoclacio de HDVP  (0-30 i) ~HEP
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Grafico de Scabtchard para o cédlculo da congtante
de azzociacio—-dissocliagio de RDVP(O-30 pull)/HEP

(O~4ui) om tampio acetato de sdédio 0,2 ¥ (pH=4,8)
g a 25°C.
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Grafico de Scatchard pars o célculo da congtante

de aszociaglo-diszociagio de HDVPO-30 ul)-HREP
{0-4nl7 em Lamplo fosmfato de sdédio 0,5 H (pH=5,95)
@ 3 25°C.
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Constantes de supressio (qul) e de associaglo~
digmociagio (Ead) resullantes doz ensaios com Bil
s HEP:;

pH Rad x 10° n 2 %7 x 10% ®q7 % 10 n!
a8 13,1t 3,5 4,3 + 0,9 2,2 £ 0,5
4,8 5,0 1,2 B,9 t 1,2 4,5 * 0,6
5,5 3,1t 0,8 22, 0+ 11,0 11,0 * 5,5
7.4 0,8 % 0,2 it e

4mt v . e e W SOE T YRS P S o

Tabela 111.3 ~
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Constantes de supressio {Kqﬁj) ¢ do azsoclaglo-
digpociacio {(Kad) regulbantes dop snsalos com
HDVP o HEP '
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cd mol™t)

{grau. cm?

L0 L&) 420 500 520 N0
Alnm)

Figura 111,12 ~ Espectro CD da Bil1.(50 pH), ligada & HRP(30 pil)
om tampio fosfato de Bddio 0,5 H e nos pHa:
a. 5,5 1-0—0-1i c., 7,4 1~0—o0-1|
b. 6,6 t-x—x—1 d. 7,4 apdéas 3 h -9 - o-i
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3 HRP val depender da soma de todos estes fatores, os quals es-
%o Intimamente relaclonadog & estrutura da HRP. Uma mudanga de
pH ifmplica em uma mudanga da egtrutura secunddria e terciiria de
uma protefna, alterando o gitlo de asgocliaglBo desbta 3 uma moldcu-
la qualquer, como Bil., devido ;o rearranjo deste gftlo, que po-
derd ou n¥o favorecer a associag8o através de um aumento ou dimi-
nuicio das varias interagfes acima citadasg,

Outro fator importante a conslderar, & a prdpria estrutu-
ra da Bil. asgsociada, a gual também vai depender do pH. A mudanga

especiflca na quiralidade intrinsica da Bll. associada pode ser

influenciada pelas mudangas conformacionals da protefna (C8). Po-
de ser mostirado por modelos, que a rotagio em torno da ligagdo
simples do grupo metilideno da Bil.fornece numerogsas conformagtes
de véarios graus, planar e n¥o distorcidas. Pode-se caraclterlzar a
molécula do plgmento por apenas 2 &ngulos diddros, Gcfie o d&_,

como mostrado na figura [111.13.

0
{a}) {b)
& 62
{}/\6‘ M
. N
N N
O 0

Figura I111.13 - Conformacles de Bil. caracterlizadas por-' dots &n

gulos diédros d& e Jé (C82
a.é} = d} = O c.0 <(ﬁ
b.d; =06 dp= 180 d.0 < d}

dy< 90

#

dy< ~90



78

Assim, podemos supor gue para valores crescentes de pH, a
Bil. val adquirindo uma conformag¥o préxima 2 de seu andlogo
MDVP, a qual desfavorece a asgociagdo de ambos compogtos a enzl-
ma. De outro lado, esta conformag¢Zo pareceu favordvel 2a supressio
de 02 . pois com o aumento do pH, o efelito supressor dé Bil.
tambédém aumenta. Como mostram as figuras I111.14, {il.16 e [111.18,
a Bil. suprimiu a emiss¥o dos sistemas enzimdticos de degradacdo

de 1AA, MA e AFo, respectivamente. Isto era de se esperar, unma

vez que a Bil., ¢ um bom supressor de 10; , como wvimes anterior-
mente, no capftulo I, Portanto, decidimos c¢alcular também as
congtantes de "Stern-Volmer” (Ksv ou Kq’f > de Bil., figuras

111.15-111.19, 3 diferentes concentracBes dentro do permitido pa-
ra nio altérar a cinética de degradac¢8o do substrato (ver apéndi-
ce I,pag.131}. Devemos lembrar aqul dos espectros de emissdo dos
sistemas enzimdticos, (pags 10 , 13 e 17 do capitulo 13}, os
quais apresentam um pico de emiss¥o acentuado acima de 600 nm que
corresponde 2 emissdo dimol da espécie 102 { 1[}9. 1{39). Hestes
cagos, o8 valores obtidos para as constantes de Stern-Volmer s%o
extrafdos do gréfico lo/lg wversus | B | {concentracfo de su-
pressor), dividindo-se o valor do coeficiente angular por 2, de
acordo com o trabalho de Durédn e col. (C9).

Devido 3 escassez de amoztra, avaliamos apenas o efelto
de HDVP no sistema de degradag¢¥o de 1AA, e o valor de 2Kq1’ cor-

regpondente, come mostrado nas figuras [111.20 e I11.21, respecti-

vanmente. Pelas tabelag 111.2 e 111.3, notamos que o valor obtido

para Bil., em pH 5,5; ¢ semelhante 2o obtido para HDVP em pH 3,8!

-1
Teoricamente, o valor de Kq para Bil. & de 2 % 109 H (C10) .

-i .
Assumindo que a espécle excitada seja o Dg ., cuja vida média em

6

solucHo aquosa ¢ de 2 x 10 s (Cl1),teremos os valores de Kq para

Bil. nos sistemag enzimiticos estudadogs, c¢omo mositra a tabela
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Figura 111.14 -~ Fotoemisz¥o da reagfo IAACD,inH)/EDTA(30 uM)/HRP
(0,8 ui) /0o om tamplio acetato de Bddio 5O mH
(pH=3,8), 3 37-38°C 1-e—e—1; na presenca de Bil.
6,7 p¥ t-X—x-1, 10 pM 1-0—o0-1, 13,5 pH i-o6-0-1
o 20 ul 1-g-—g-1.
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2,0k
2Kqo = (4,3 #= 0,9) x 10%M"!

to
Iq

1,5

@
2]
l’o l I ! | e
S 12 " -

[Bit] x 10%Mm

Figura 111.15 ~ Grdfico Blern-Volmer para a supressio da emisgaio
do misteoma enzimdtico IAAKIE}Z}TA/HRP/HZ pela Bil,
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Figura 111.16 -

120 240 360 480
SEGUNDOS

Fotoomigsfo da resclo HACLO mH)/Mn*2(3 ni)/HRP
(0,8 pi)/Up em tampido acetato do sodio 0,2 H

(pH=4,8), 3 37-38°C l-e—e—1; na presenca de Bil.

3,3 pM b-X—X—1t, 5,0 uH I-¢—-92—-1, 6,5 p 1-o—o—|
o 8,0 pH 1-a—0-1,

1
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20

2Ky = (8,9 = 1,2) x 10* M

10

3 6 6 9
[BIL T x 10M

Pigura 111.17 -~ OGréfico Stern-Volmer para a, supressio da emissio
do sistema emzimdtico EAIHW’QJ}EQ?/GQ pela Bil.
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SEGUNDOS

Fotoemiasio da reagHo AFo(i,2 mM)/CSR(0,3 mM)/Ca
talase (164 unidades/ml)/HRP(4,0 al)/Hn*2 (80 i/
0, om tampHo fosfato de sddio 0,5 1 {(pH=5,3), a
3738 °C i—e—eo—}, na presenca de Bil, 0,7 u#
f~X—x—1, 1,0 uy#  1—0—0-, 1,3 i |-0—-0—1 @
1,7 p 1-0-—0-l.,
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1,50

2Kqg = (2,2 £ 1,1) x 103M-!

H | i -

6 12 18

[Bi1] x 10™M

Figura 1§11.18 -~ CGrdfice Stern~Volmer para a supressio da emisefo
do piztemas sazindtico ﬁFGlGﬁH/Ga%aias@/ﬁﬁ?/ﬁn*zfﬂz
pela Bil.
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Figura 111,20 - Fotoemlesfo da reaciio 13A(0,1ak)/ERTA(30 nild)/
' HRP(O,8 ul) /0y em Lampio acetsto de sddio 50 mH
(pH=3,83, a 37-38°C J~e—ae—1;
a. na presenca de HIVP 0,67 p¥ 1-o-—o-1, 1,0 uit
i-o—o—1{ @ 1,35 pH I-X—X—1.
h. fotovmissio da reagdo HDVP(1,33 nl)/EDTA(30
pH) /7HEPC(O, B8 pid /0, 1-a-—a-|



150

125

1

2Rqg = (2,22 0,9) x 10°M™
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Figura 111.21 ~ Gréfico Stern-Volmer para a supressio da emissio
do sistema onzimdtlico 1RAA/EDTA/HRP/O, peleo HDVP.
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{11.4. Apsim, notamos que com o aumento do pH, e portanto da Bil.
livre em solucBo, a constante de veloctdade para a reaglo de su-
pressdo de 1&; sumenta, sendo semelhante ao valor de Kq para NDVP
» pH 3,8. Em outras palavras, quando a concentragio de Bil., livre
aumenta com o pH, sua eficiénclia para suprimir 103 tambdém aumen-—
ta. A semelhanca nos valores de Kad da Bil. a pH 7,4 e do HDVP 2
pH 3,8-5,5 sugere que de fato a Bil. estando livre em soluglo,
poderd se arranjar mals favoravelmente, de maneira a suprinir o

1
Dg gerado, tal come o MDVP.

Tabela 111.4 - Valores de Kq obtidos da tabela 1i11.2 ¢ 111.3,

conaiderands o valor de ')/% 2 % 10°%5 .

: - 10_ -1
Sigtoeomas pH Kg = 10 'H
TAA/EDTA/B11. /7HRP/D, 3,8 1,1
HA/HMn 2B, JHRP/O,, 4,8 2,3
AFo/HRP/GSH/Catal ase/Bil. /ﬁn”‘Q/oQ 5,5 5,5
1AA/EDTA/HDVP/HRP/0,, 3,8 5.5

Resumindo, podemos dizer que a agsoclacBo de Bil. a -HRP,
diminui com o aumento do pH, devido, provavelmente, 3 mudangas
sgtruturails da molécula, as qualg estariam desfavorecendo ag in-
teracBes tipo van der Waals entre os grupos hidrofdbicos da HRP e
os grupos hidrofdbicos da Bil. Como consequéncia disto, a Bil.
dissoclada atua melhor como supressor de 10; gerado nos sistemas

enzimaticos, em funci¥o do aumento produzido no Kg com o aumento

do pH.
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111.3 - Estudos com o Acldo Desoxirribonuclelce (DNA).

Nossas pesquisas sobre o comportamento do DHA nos slpte-
mag enzimaticos, foram inicladas com o estudo da emlssdo destes
sistemas na presenca de concentracgles da macromolécula qﬁ@ ndo
afetavam a degradacdo dos substratos. |

Como mostram as figuras 111.22, 111.24 e 111.26, o DNA
suprimniu a emlssdo dos gistemas de degradac¢¥o de I1AA, MA e AFo,

respectivamente, Estes resultados {(vide tabela [11.6) est3o den-

tro do esperado, se lembrarmos de dois fatores lmportantes. Pri-
meiro, tals slstemas geram 1Dg,como ja visto anteriormente no ca-
pftulo 1, pag. 3 . Segundo, uma das bases que compBen o DHA & a
guanina, cuja interagio com o oxigénio singlete ¢ bem conhecida
(012,13).'De acordo com Cadet & Teoule (C14), a abilidade dos
gquatro desoxirribonucleos{deos, que formam o DHA, em serem oxida-
dog por iD: gerado quimlcamente ou por descarga de microondas,
diminui na ordem dG>>dT>dC ~dA. A tabela 111.5 mosira os resulta-
dos obtidos por estes pesquisadores, Incluindo tambdém o efeito
fotodingmico para 2-desoxiguanosina e timlidina.

A anilise dos produtos de degradagdo de desoxiguanosina
foi também felta e os resultados obtidos concordam com © esperado
para um mecanlsmo onde © 102 participa. Os principals produtos
caracterizados por 1V, TLC e US estBo {lustrados na fligura
111.28.

A propriedade supressora de guanosina, em reagfios onde o
10; é gerado, jd havia sido testada nos sistemas enzimaticos com
og gquais trabalhamos {C15,C16). Em um trabalho recente de Durdn e
col.(C9), fol calculado o valor de Ksv para a reac¢fo de degrada-
cdo de malonaldefdo, utilizando a guanogina comoy um dos supres

1 E
gores do Ug . 0O valor obtido de Ksv foi de 10 ﬁ? o qual estd mul

+
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Figura 111.22 - FotoemissZo da reac¥o I1AA(O,1al)/EDTA(30 nH)/

HEP(O,8 nH)Y/Us om tampio acetalo de sddio 50 mH
(pH=3,8), 3 37-38°C 1-0—0—i; na pregenca de DHA
5,% pd 1-0—0—14, 18,7 pH 1 —o6 —o— 1, 28,0 nH
l—e—eo—{ @ 37,3 pM I-X—X—1. .
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Figura 111.24 - Fotosmisz¥o da reaglo HAC1O mﬁ)/ﬁrf"z (3 =) /HRP
{0,8 pi)/0, em tampio acetato de 8&dio 0,2 1
{pH=4,8), a 37-38°C j-e—e—i; na pressnca deo DHA
37 ufl l-o--o0—1, 74 pH l—-x—x—1, 112 nil e B O =] @
149 uM 1-0—0—1I.
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Figura 111.26 -
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SEGUNDOS

Fotoemissio da reaclo AFo(1,2 mM)/GSH(O,2 mil)/Ca
talase (164 unidades/m1)/HRP(4,0 pH)/Hn *2(80 uM)
O, em tampi¥o fosfato de sddio 0, H (pH=5,5), 3
37 - 38°C J-e—e—1, na presenca de DUHNA 16 uH
{t—o—o-—~1, 32 ).lﬁ —x—x-1, 48},11*1 1-0—-0-1 & 80 ;m
j—~n—0~],
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TAEEIA III.5 - Efeito de Oxigénio Singlste e de Folossensibilizacio oom Azul de Metileno (AM)

as - es R a
dinas - 2' - desoxirribonucleosideos”:

1 . =D
% &g Destruicac

em purinas - e pirimi-

; : Cescarga Ge | Fotoodigenacio - .
i ~ B } i
. 0, = Neoch | Microondas® U com (1,0 DH T,8) = ! j
Nuclecsideos o o o o o s b RN ; SRR
: (hzo - Gy CH} B0 5 e i b (5,0 5 BH 7,55, 0,5 M FHa Ky D0 ;B0 7,3) i (H,0 ; pH 19)
i ! : ‘ -
i t N .
2 - Desoxiguang, b ! i ' !
_ , 54 p 3 ‘ 65 53 N 7 ' 95
Sina . ; 1 ; !
i « ‘
Pimidina i 2 i 1,5 <g,1 i <0,1 < 0,1 i 3
! 1
1 i

a. A oconcentracao em nuclecsidecs nas experigncias foi & 5 mM para oxidacdo guimica; 0,1 mM para descarga de microondas

e 9,5 m¥ para a fotossensibilizacao.

- . 1
b. 2s porcentagens foram baseadas na omtagem & cintilacio Uiquida de E

Gevido acs corpostos voliveis. Nenhure degradacin fol cbservada para dh e

n

4

-

&2 nos virios sistemas,

.

Cl, levando em comta a perds e radiostividade

€. O tempo de exposicio fol de 30 min. para a reacao &e E,0, - NaGCl ; de 1 h para descarga & microondas e de 20 min. pa-

ra fotossensibilizacio com XY, exceto a experigncia com DO (5 min.).

[44]



93

{2) (B R] (341}

onde (13

]

N{2~-desoxi-D-eritro-pentosil) uréia

il

(113 H (2-desoxi- ﬁ3 ~D~erltrompentofuranosl1)~N2 ~formil

ur<éia

(111 acido (2—desoxi~f?—D—eritro—p@htofuranosi1) claniri

it

Co

Figura 111.28 -~ Produtos de degradacio de desoxiguanosina, dopols

S
de sua reacio com 102 .

to préximo do valor do Ksv para as bases Iindividuals, ou seja, de
4a7n .

Hosea préxima etapa fol ent¥o calcular os valores de Ksv
para o5 sistemnas enzimdilticoz em Qstudo, a partir dos dados obti-
dog nas figuras 111.22, 111.24 e 111.26 . Congtrufmos ssgim os
~gréficos lo/lq versus Tempo como mostram as figuras 111.23, I11.
2% e 111.27 , consliderande oz pontos de méxima contagem integra-
da, os quals s3%o nostrados nas figuras acima citadas (ver apéndi-
ce 1 ). Através do coeficiente angular de cada gré&fico, obtivemos
os valores de Ksv, os quaig est3o reunidos na tabela 111.6. Cono

verificamos; os valores foram da ordem de 10 ﬁl portanto multo

matores que o valor correspondente para ag basez llvres. Reculta-
do simlilar fol! também obtido para a supresafo do gistema onzimi-
tico ITAA/EDTA/HRP/0, por LRHA, cujo Ksv fol também da ordem de

3

=1
10” H. Acreditamos que a malor efliciénclia de supressio dos &ci-

dos nucleicos en réiag%o ag beses livres, seja devido 3 organi
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g

Iq

2Kgy 207,222 1,8)x 10°M

10 20 30 40

[DNA] x 10°%M

Figura 111.23 - Gr4fico Stern-Volmer para a sﬁpress‘iﬁo da emigsio
do sistema enzimdtico TAA/EDTA/HRP/0, polo DHA.
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2Kgy (2,5 == 1,0) x 10°Mm"!

1 1 i
! | ' | — |

3 8 9 e 15

[ona]l x (10%m)

Figura 111.25 - Gré&fico Stern-VYolmer para s supressdio da emlsgsio
do sistema enzimético MA/Mn*2/HRP/0, pelo DNA,.



96

2Rgy = (1,2 £0,4) x 10 M7

{ 3 5 7 9
[DNA]l x (10°°M)

Pigura 111.27 -~ Gréfico Stern-Volmer para a gupressio da emissdo
do migtema enzimatico AFo/GSH/Catalase/HRP/Hnt2/

C!z pelo DHA,
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Tabola 111.6 ~ VYalores de Ksv para a supressio da eniss¥o dos

gistonas onziméticos polo DHA:

e

-1
______ Sistemas_ oo Ksv x 10 ML
IAA/EDTA/HRP/05 3,6 T o,®
MA/Hn ZHRP/O, (1,3 + o,
AF‘O/HRP/GSH/Catalase/ﬁn+2/£]2 6,0 ¥ 2,0

i AR oL At i hi A VY ] T WS A P e i Sl o Shah il ol S LS JLER. SRR M3 A M2 W S DN VA M TS Py T ek s s s — e o o o bl ot bt

zac¥o das bases no esqueleto da macromolécula, conferindo as mes-
masg, 9 on particular 2 guanina, uma conformagla mals adequada 3
reacido com o 102 . lsto também & possivel de ocorrer com enzimas,
cujo isolémento do sftio catalftico, em alguns cagos, diminui a
velocldade de catdlise devido a perda de conformagdo terclaria
prépria para promover o encaixe enzima-substrato. Supondo-se a
partir destes dados, que DHA estivesse Interagindo com o oxigé-
nio singlete gerado nag reactes enzimiticas em estudo, @ bagean—
do-ge no fato de que tLRNA havia mostrado interagdo comSIAﬁkgerado
na degradac%o deo 1AA (C15), decidimos fazer uso de algumas técni-
cas que nos permltissem acompanhar alguma modificagfo estrutural
de DNA guando pré-tratado nosg sistemas enzimdticos. £ sobre tLals

recursos e seus resultades que trataremos a seguir.

A.Reacio do DHA com formaldefido

Segundo Lewin (Ci8), os 3stomos de hidrogénio dos grupos
amino (mNHz } que ni¥o s¥o requeridos para formar a ligagdo de
Watson-Crick {(pontes de hidrogénio) entre og pares de bases, sdo

capazes de reaglir com formaldefdo para feormar metilol, de acordo

L]
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com a figura 111.29

)\C:O---HmNn)a- HCHO =— )>C“"=0"'H"‘\i‘"")
v H-C-H
oH

Figura 111.29 - Reagdo de DHA com formaldefdo (C18).

Para que a reacgdo se processe, € necegsario que os grupos

reagentes do DNA sejam previamente expostos ou deslocados, para
que © contato deles com o formaldefdo seja facllitado. Observan
do—ge ag fliguras IIi.QO, [11.31 e 111.32, notamos que os DUNAsg,
quando submetidos as degradagles de 1AA, MA ¢ AFo, reagiram mals
rapldamente com formaldefdo em relacio aog DHAs n¥o tratados des-
ta mapelra. Resultado semelhante fol obtido por Scothorst e cola-
boradores (C18), em gque o DNA tratado na presenga de CPZO (foto-~
produto da degradac¥o de clorpromazina pelo 0,5 apresentou  uma
valocidade de reacko malor com o formaldefdo em relag¥o ao ndo
tratado. Embora se saiba que tré&s das bases gue constituem o DHA
- possuanm o grupo -NH, {(guanina, citidina e adenosinal), o mgtodo
n¥o especifica qual delas, ou, se todas elas, estlo sofrendo
malor ou menor interac3o. Mesmo assim, podemos sugerir que o DNA
sofra mudancas estruturais na presenga das espécles excitadaz ge-
radag em nossos glgteman enzimdticos. Tals mediflicacles de estru-

tura podem contribuir para a desestabilizacg¥o das pontes de hi-

drogénio, proporcionando um malor contato entre os grupos amino

das basges e o formaldeldo.
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Figura 111.30 ~ Oréfico da variac¥o de absorbincia de DHA (80 ng/

ml), 3 60°C, na presenca de formasldel{do JO% on
um molo constituldo pela mistura de citrato de
acdio 10 n¥ o clorsto do addlico 30 ol (pH=8,3):
a.DNA nativo j-o—o—i

b.DHA pré-tratado com 1AMEDTA/Us 1-©-9 -
¢.DHA prd-tratado com 1AA/EDTA/HRP/Up I-a-—a-—i
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Grafico da vartacio de absorbincia de UHA (80 pg/
mi), & £0°C, na presenga de formaldeido 30% em um
meio constltuido pela mistura de cliirato de 8d
dio 10 mH e clorsto de sddio 30 mH (pH=8,3):
#.DHA nativo (-e—o-|

b.DHA pré-tratado com HA/Mn*2/0p 1-6-&-I

c.DHA pré-tratado com HA/Hn*2/HRP/O, 1-6—a-i

100
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Figura 111,32 - Grdafico da varia¢®o da absorbincia de DNA (60 ng/
ml), a 60°C, na presenca de formaldefdo 30% om
um mele congltituido pelia mistura de citrato de
sGdic 10 nH e cloreto de sddico 30 mM (pH=8,3):

a. DA nativo |l-e—e-—|

b.DNA pré-tratado com AFo/GSH/Catalase/Hn*2 /0,
-9o-9-1.

c.DHA pré-tratado com AFO/GSH/Catalase/HRP/Hn*2/02
1—a-a-|

d.DHA prs-tratado com APo/GSH/Catalase/Bil (20
pMy/un*2 /0, 1-0—-0-1 {

@.DHA pré-tratado conm AFo/GEH/Catalase/Bi11(20
pM) /HRP/HR*2 /0, |1-B—8—1.



B. Complexacic e fluorescéncia do complexo DNA-TbD
Nossa atencio durante este trabalho, fol dirigida ao fon

Th(Ill) e sua interacgic com #&cidos nuclelicos, preferenclal-
mente com o resfduc guanosina do DNA. Trabalhos como os de Ringer
e col.(C19,C020) e de Topal e Fresco (C21), dentre outros, concor-
dam que a guanina é a base diretamente envolvida (vide apéndice
V1). Por exemplo, em 1973 Formoso (CZ22) publicou uma pesquisa so-
bre a fluorescéncia dos complexos dcidos nucleicos-Tb(Ill), onde
ele sugeriu que a malor fluorescéncia observada para o complexo
5'-GMP:Tb(I111) era devido as propriedades eletrbnicas da guanina
ou & diferente estrutura do complexo em relag¥o as outras bases.
Fm um trabalho recente de Rudman e col. (C23) sobre a natureza da
emissdo dos complexos de certos nucleotfdeos ou dcldos nuclelcos
com Th{lll), eles também admiten que a geometria do complexo &
muito Importante na transferé@ncia de energla das bases para este
fon.

Ringer e cci. {C24) usaram, recentemente, esta proprieda-
de da guanosina para sondar as mudangas na estrutura duplex do
DNA, resultante de sua Iinterag¢¥o com drogas antitumores.

Com base em talg trabalhos, resolvemos egtudar a fluores-
céneia dos complexos DNA-Tb(111}, no sentido de investigar o com-
portamentoc da emlss¥o, quando o DNA & previamente tratado nos
slgtemas enzimaticos, bem como no slstema Potodinémico na pressn-—
ca de RBp como sensibilizador. Hosso interesse era o de veriflicar
se 0 10; gerado nestes sistemas interagia, de fato, com os resf-
duos guanosina do DNA.

As figuras 111.33-111.35 {lustram os resultados de fluo-
rescéncia dos complexos DNA-Tb(1I1) em que o dcldo nucleico fol

1

previamente tratado nos sistemas geradores de U; : 1AA/EDTA/HRP/

0,, MA/Mn%HRP/O,e AFo/GSH/Catal ase/HRP/Nn%/0, . Também foram
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Figura lll 33 ~ Intensidade relativa de fluorescéncia de 3 pi de

Th(i11) em tampio cacodilato de sddio 20 mM con.

tendo 10 mH em EC! (pH=H6,0) |:rawe--- e

a.na presenca de 18 pM de DHA nativo |-- -1}

b.na presen¢a de 18 n de DHA pré-tratado com
1AA/EDTA/Qs | [

c.na pregenca de 18 nl do DHA pré-tratado com:
IAB/EDTA/HRP/0y 1-0—o0-|
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Filgura 111.34 ~

520 540 560 A ({nm)

Intenzidade relativa de fluorescBneia de 8 pll do

Th(111) em tampdc cacodlilato de sddio 20 ml con

tendo 10 mH em KCl (pH=6,0) l1-o-—o—};

a.na presenca de 48 u¥ de DHA natlivo | — |

b.na preﬁanga de 48 pH de DHA pré-iratado com
MA/Hnt /92 R

c.na presanqa de 48 uY deo DNA pré~iratado con
HA/Hn* /HRP/G2 t—— - -1
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Figura 111.35 ~

N excitagdo = 290 nm
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- INTENSIDADE RELATIVA DE FLUORESCENCIA
o
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o
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o
T

Intensidade reiativa de flucrescénclia de 16 nl de
To(i11) em tamp¥o cacodilato deo sddio 20 m¥ con
tendo 10 mH em KClI (pH=56,0) 1-e—e—1|:
a.na presenca de 83 pH de DHA nativo | )
b.na presenca de 93 pi de DHA pré-tratado com
AFo/HRP/GSH/Catalase/Hn*2/0y leecs <o
¢.na presenca de 93 pll de DIA pré-tratado com
AFo/HRP/GSH/Catalase/Bil (20 pﬂ)/ﬁn+2 /02
- - 1. '
Az fluorescénecias de b.e c. na auséncia de
HRP foram aproximadamente iguails 3 de a.




utilizados sistemas geradores de espécies excitadas tripletes
IAA/EDTA/HRP/D2® AFO/B!1./GSH/Cataiase/HRP/ﬂn*%Cb. Como podenos

verificar pelos resultados, a fluorescéncia do complexo diminul

1

quando o DNA é tratado conm U;. Isto, de certa forma, j% era eg-
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perado , pois a gusnosina, provavelmente, deve ter reagldo duran-

te a degradac¢do enzimstica, e portanto, o nimero de resfduos 1li-
vres, para a complexagdo com Th(Illl), diminuiu. Um efeito oposto
fol verificado quando o DHA fol tratado em sistemas com espécies
triplietes, como por exemplo durante a degradagdo do Z-metil pro-
panal (C25), do IAA (C13) e do 4&cido fdélico na presenga de
Bil1. (C26). Acreditamos'que o aumento da emissfo, nestes casos,
seja devido ao aparecimento de regifies de fita simples no DHNA,
causadas pela formag¥o de dfmeros base-base ou base-triplete ex-
citado, por transferéncia de energia., Lembrando das exp@riéncias
de Ringer e col.{(C13,C20), acreditamog que estezefeitm deve con-
tribulr para o aumento de resfduos guanosina livres que estardo
disponfvels para a complexacdo com Tb(I111). Trabalhos da litera-
tura como og de Huang e Gordon (C27) mostram a possibilidade de
formac¥o de dimeros tipe T7T, C“C, U~C o U™U, através da trangfe-
réncia de energla da acetona triplete fotossensibilizada. Tals
dimeros, se formados, devem alterar a estrutura secundéria do DHNA
com a destrulcio de pontes de hldrogénio e a formagdo de regiles
de fita simples, onde os resfduos guanina estariam disponfveis
para a complexa¢do. lsto parece consistente com as observaqles de

Ringer e col.(C198,C20}, Topal e Fresco (C21) e de Formogo (C22).



C.LigacHo 1AL-DHA

Como vimos na flgura 111.22, o DNA quando adictonado 2
reagfio de degrada¢¥o de IAA, é capaz de suprimir a emissHo do
gistema. Trabalhos de Faljonl e col.(C28) e de Henéghini e col.
(C29), mostraram que espécles eletronicamente excltadas, geradas
em reagBes enzimiticas, podem transferir sua energia para diver-

gsogs aceltadores, Inclusive para macromoléculas como o DNA. Em um
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trabalho recente, De Hella e col. (C30) mostraram gque a oxida;ﬁo’

aercdbica de (2"014)"1AA, na presenga de L-RHA, levava & lIncorpo-

ragio isotdpica na macromolégcula, confirmando os resultados obt.i-
dos por Bednar e col. (€C31), o qual encontrou 13,6% de radiativi-
dade no tRNA assim tratado. Continuando suas pesquisas, De HNello
(C15) demonstrou a formac¥o de um aduto IAL-tRNA, em que a base
uridina da macromolécula estava diretamente envolvida. Assim, po-
demos supor que dols processos podem acontecer na formacio de uma
espécle triplete na presencga de DHA. Um deles~9nvolveria a trans-
feréncia de energla da espécie excitada para as bases do DNA, com
posterior formacio de dimeros. Neste caso, uma reacio de marca—
c3o, semelhante & realizada por De lMello e col.(C32), ndo resul-
taria em marca¢¥o do DNA. O outro processo, congideraria a forma-
c¥o de aduto enire a espécie excitada e alguma bage do DHA, com
marcacio deste apds seu isolamento do meio de reagio. Este dltimo
processo ganha nossa conflanga quando analisamos og resultados
da tabela 111.7, onde notamos uma marcagdo acentuada no DHA péS~
tratado durante a reac%o. Além disso, a marcac¥o diminui com o
aumento do pH, fato este esperado, visto que a formag3o de 1AL
triplete diminue com o aumento do pH da reagdo (Cl), favorecendo
aspim nossa suspelta de que, realmente, a formagdo de um  aduto

IAL-DNA esteja ocorrendo. Para nos certificarmos disto, realiza-



mos varlias reagdes com marcagio lsotdpica. Uma delas consistiu na

degradagfo de IAA(2~C14) na auséncla e na presenga de timidina,
14

na esperanga de detectarmos a formagdo de um adulto entre [AL-C %X

e este resfiduo. uso de timidina fol feito com base nos resulta-~

dos de De Hello e col. (C32), os quals jd haviam detectado e iso

Tabela 111.7 - Incorporaclo de 1AL Eletronicamente Excitado
14
no DHA Durante a Oxidac¥o de (2~CI J-1AA Cata

ligada por HRP & Diferentes pHs:

CPH
Ensalosz pH = 3,8 pH = 5,6 pH = 6,8
Branco (a) 5300 4200 4600
Reac%o (b 142500 68300 42800
Péa-tratado (c) 39300 23700 14200
Razdo 2.8 1.7 1.0

ek S dias e AR A Ain ey AN AR Am VR e Al G G LA W W EAA e e e i e A . MR g i U e A W s G e et o e v et e e e T e e — i ——

a. 0 branco congigtiu da mistura (2—014 J-T1AA (50 pﬁ)/EDTA (30

B»MI/DNA (30 pg/mly.

b. A reagdo congistiu do branco tratado com HRP (0,25 plM) por 30
minutos

c. 0 pdéas-tratado consistiu em adicionar o DNA apds a reacglio e in

cubd~lo por 30 minutos.

lado um aduto formado por 1aL-¢'* e uridina. Como no DNA a uri-

dina & substituida pela timldina, acreditamos que esta base seria
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uma forte candidata para a forma¢¥o de um aduto. Além disso, De
Hello (C15) j4 havia testado a possibilldade de se formar um adu~
to entre IAL—c14 & as outras bagses, porém os resultados nd3o fo-

ram conclusivos.

14
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Como mostra a figura 111.36 , quando IAA(2-C ) & coloca-

do em um meioc tamponado, sem nenhum outro constituinte, ele for-
nece um pico de emissZo mixima correspondente a um valor de
Rf=0,23, e, um pico de menor intensidade com valor de Rf=0,8, o

qual corresponde certamente 2 algum trago de 1AL na amostra. Po-

rém quando se desenvolve as reagles IAA(2~C14)/EDTA/HRP/02 e
1AA(2—C§4)/Timidina (50 uM)/EDTA/HRP/0O, e se faz as contagens
apds aplicacHo cromatogrifica (vide Cap.Il,item [[.3.12), obtem-se
plcog de emliss¥o maxima na mesma regifo e com o mesmo Rf=0,77; ou
seja, ambas regultaram na formagdo de IAL. Assim, wvisto que a
formaci#o de um aduto IAL-timidina aparentemente n%o procedeu,
resolvenos fazer o mesmo tipo de experiénaia, uttitzando desta
vez a politimidina no lugar da timidina, com a inten¢do de verl-
ficar se a conformag¢¥o de timidina era importante na obtengdo do
aduto. Também neste cago obtivemés resultados similares aog ante-
riores, como mostra a figura 111.37. De tais resultados nds colo~-
camog duas hipdieses

a.A formac¥o de um aduto entre alguma base do DNA, provavelmente
timina, e o 1AL ocorre segundo os resultados da pabala' 111.7,
porém em baixo rendimento , dificultando a sua deteccdo.

b.A estrutura secunddria caracterf{stica do DNA deve conferir a

base, que forma o aduto, uma conformag¥o mals adequada para ocor-
rer tal evento.

Para cada valor de pH da tabela 111.7 notamos que o DNA
adicionado na reagdo apdés ela ter aparentemente cessado, sofre

alguma incorporacgio isotdpica em relagfio ao DNA referéncla (bran-
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co). Tal comportamento ¢ aceito devido aoc fato de que, ao se adi~
cionar fenol:cloroférmio (1:12 para extrair a enzima do meio de
reac3o, n¥o agltamos vigorosamente a mistura, para que n%o hou-
vessem quebras no DNA através do manuseio. Segundo Ward (C33 3, o
DNA sofreu mudangas estruturais causadas por diferentes ﬁétedos

de extracHo.

D.Eatudog fotodinfmicos com DHNA

0 estudo do efeito fotodindmico sobre o DNA foi feito

utilizando-se rosa bengala como sensibllizador, o gual vem ligado
% um pol{mero suporte de natureza n3o revelada. As vantagens de
se usar‘tai sengibillizador advem do fato de que ele & insolivel
em fgua e; portanto, prontamente separado do meio. |

Para verifilcarmos o efetto da fotossensibilizacdo sobre o
DNA, utllizamos as propriedades emissivas do complexo DNA-Tb(I1I)
como j& comentamos anteriormente. Assim, apés irradiar o DHA na
presenca e na auséncla de KBp, complexou-s2 © mesmo com O térbio
e registrou-se a intensidade de fluorescincia do complexo. Pelos
resultados da tabela 111.8, nota-se que a intensidade de fluores
céncla do complexo DNA-Tb(III), cujo DNA foi previamente irradia-
do na presenca de RBp, € praticsmente a metade daguela para o nes
mo complexo onde o DNA fol previamente irradiado sozinho. Segundo
Houba-Herin @ col.(C34) o RBp foi dentre outros ssensibilizado-
res, um dos mals eflicientes em produ=zir 10: , cuja formacglo foi
medida pela velocidade de desaparecimento de desoxiguanosina e
também pela forma¢io de radical nitréxido, nas condlg¢ges estuda-
das. A inativac¥o fotodin@mica de E.coli por RBp também mostrou
que o 10; ocupa um papel Importante no processo (C35). Se, de fa-

to, © 102 estd sendo gerado pela reagdo:
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Tabola 111.8 -~ Efetto da Irradiag¥o de DHA na Presenca de RBp
Slstemnas % Relativa de fluorescéncla do
complexo DNA-Tb(III1)

{média de 3 medidas)

DHA (a) 100
DNA + RBp (b) 55
DNA + RBp + Histidina () 91
DNA + RBp + HManlitol (d) 50
DNA + RBp + 50D (e) 10
DNA + RBp + 50D (f? 51
DNA + RBp + Catalase (g’ 14
DNA + RBp + Catalase (h) - 53

(a). DNA (80ng/ml) irradlado e posteriormente complexado com
Th(111). A intensidade de fluorescéncia deste complexo foi
tomada como 100%, exclulndo~se a intensidade de f{luorescén
cia de Th(11l1) sozinho.

{h). DNA(8BOng/ml) irradiado na presenga de RBp (40 mg) e poste
riormente complexado com 13 uM de Th(111).

(c). Idem (b)Y + Histidina (50 mM).

(dy. Idem (b)Y + Manitol (50 mM).

(e). Idem (b) + SOD (50 unidades/ml).

(£). ldem (b) + S0D (50 unidades/ml) desnaturada.

(g). ldem (b) + Catalase (50 unidades/ml)}.
(h). ldem (b)) + Catalase (B0 unidades/ml) desnaturada,

Tempo de irradiag¢3o = 2 h

ExcitacZo de RBp = 546 nm



(reac¥o 111,13
¢ reage posteriormente com guanosina, o abaixamento da fluores-~
céncia do complexo DNA-Tb(111) & uma fungfo direta do numero de
resfiduos dlisponivels.
Para nos certiflcarmos de que apenas 10% estava sendo ge-

rado neste processo, utillizamos algumas subst8ncias que funcio-
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nam como supressores de outras espécies ativas de oxigénlo, as

quais podem também induzir a formagdo desta especie,

A superdxido dismutase (S0D) é uma enzima espec{fica pa-

ra catallgsar a reagHo;

2 0F mm— > Hy, o+ 02' (reacZo 111.2 ) (C36)

1 %
onde, na sua augéncia, poderfamos ter a formagdo de D; pela se-

guinte reagHo:
2 Q, === > 10 + H,04 {reag¥o 111.3 )

Tragos de H202 também podem ser eliminados pela catalase,

gegundo a reagdo abalxo;

2 H202 ~~~~~~ > 2HO0O + Q {reacio 111.4 ) (C37

- - *
o + H202 ——————— oH + 0OH <+ 02 {reagio 111.5 )

(C38)



mmmmmmm o + OH  (reag¢gHo 111.6 ) (C3D)

Como também existe a possibllidade de se formar radical hidroxti-

la, usamos, para detectd-lo, uma substinclia que ¢ conhecida pela
sua eflicéncla em aniquilar tais radlicaig, ou seja, o manitol.
Convém lembrarmos aqui que a 50D e a catalase s%Ho enzimas
que podem interferir, por efelto estrutural, na complexag¢do de
DNA com Th(l11). Por igs0 ¢ necessirio fazer um teste com a emzl-

ma Lermicamente desnaturada, onde apenas sua atividade catalftica

é mantida. Isto explica o comportamento "anormal” da fluorescén-
cla do complexo BNA*Tb(fII) na presgenca de 50D e catalase.

Os resultados obtidos com manitol, 50D e catalase parecem
indicar que ag espécles ativas de oxigénio, aclma menclonadas,
n%o tomam parte no processo fotodindmico. Para confirma&m0$ a
presen¢a de 10: durante a lrradiagdo do DNA com RBp, utilizamos a
histidina livre como supressor desta espécle, visto que ela ten
se mostrado eficiente para este propodsito (C40,C41).

Como mostram oz resultados da tabela 111.8 , a fluores-
céncia do complexe DNA-Tb(III) fél prat.tcamente recuperada uando
a histidina esteve presente, sugerindo que o oxigénio singlete &
o responsivel pelo decréscimo observado na sua Intensidade. Estes
resultados reforgam a nossa suspelta de que os resfducs guanosina
do DNA reagem quimlcamente com 1D§ , gerado nos sistemas enzima-

ticos que estamos estudando.
E. Dicref{swo Circular

0 uso do dicrofsmo circular (CD) tem sido extremamente
til na detec¢Bo de alteracgBes estruturais em macromoléculas, co-

mo protefnas e #&cidos nucleicos. Tais polfmeros s¥o opticamente
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ativos e as correlacBes entre suas conformagfes e atividades
6pticas, tém despertado grande interesse (C4a23.

Em macromoléculas, existem, pelo menom, trés espécles de
assimetria que podem resultar em atividade Sptica:
i.Assimetria relativa a prépria estrutura primaria, a quai pode
ser congstituida de varias unidades de carbono ligado a quatro
constituintes diferentes,
o Assimetria devido ao arranjo helicoidal que apresentam multos
pol fmeros.
3,Assimetria causada pelo arranjo de um grupo simétrico em am-

biente assindtrico.

Os‘efeitas de CD resultam do fato de que aoc passarmos luz
circularmente polarizada através de uma substincia opticamente
ativa, os componentes circularmente polarizados a direlta & a es-
querda, serdo absorvidos dilferentemnente. Assim, define-se o di-
crofsmo circular a um dade comprimento de onda , como sendo a

diferenca em coeficientes de exttng%o'dos componentes da direlita
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& da esquerda, ou seja, ANAfE= Ee - £4d (ver apéndice 111). Uma

vez que a luz incidente & converilda em luz elipticamente polari-
zada ao emergir do meio, expressamos o CD em termos de eliptici-
dade ©0, aa qual & relacionada a diferenca em absorg¢dc por una

constante de proporcionalidade (C43):

o = 3300 x A £ (equac¥o 111.1 )

Com base no fato de que 4acidos nucleicos exibem dicrofsmo
circular, aproveltamos para utilizar esta propriedade na procura
de obtermos mais informacBes sobre mudangas conformacionais de

DNA tratado enzimsticamente e tbtambém no sistema fotodin8mico.



As figuras 111.38 - 111.40, exibem os resultados de CD
obtildos para DHAs nativos e pré-tratados nos sistemas de degrada~
c%o de 1AA, MA e AFo, respectivamente, na faixa de 260-340 nmn.

Nota-se em todas as figuras, uma pequena variac¥o entre o CD da
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amostra de DNA tratado com os componenteg da mistura na aus@ncia

da enzima e o DNA nativo (n%o tratado). Este comportamento estd
dentro do esperado levando-se em conta as flutuagBes no sistema
de medida. Com relaclo acs CDs dos DNAs pré-tratados nos slstemas

enzlimiticos, notamos pelag mesmas figuras que houve uma diminui-
¢¥o expressiva nas intensidades em relagdo as amostras ndo trata-
das. Da mesma maneira, 6 espectro CD de DHA tratado no sistema
fotodin&mico exibiu um comportamento simllar, ou seja, a intensi-
dade do CD para o DNA pré-irradiado na presenga de EBp foi menor
em relacl¥o ao DHA irradiado sozinho, come mostra a flgura [11.41.
Num trabalho de Van Holde e col. (C44), foi wmostrado, entre ou-
tras experiéncias, gque a Intensidade do espectiro CD & proporci§~
nal ao conteudo de estrutura em hélice de uma amostra e que a
atividade éptica exibida por um polfmero ¢ muito malor e quallita~
tivamente diferente daquela para-um mnondmeroc. Em outras palavras,
a maior helicidade de um polfmero aumenta sua atividade dptica e,
portanto, o sinal do CD, (vide ap@ndice_ﬂl}.

Adotando a mesma linha de raclocfnlo, acreditamoé que o8
DNAg tratados nosz gsistemas enzimdticoes, e, portantq, na presencga

1 _x

3
de espécles excltadas como o 02 e O IAﬁﬁ sofram mudangas estru-

turais, as quaig tendem a diminuir sua helicidade devido a uma

diminuicH%o no conteddo de ligagBes de hidrogénio entre as bases.
Devemos lembrar que tais ligégﬁes conferem ac DNA sua estrutura
helicoldal,

De acordo com os resultados obtidos, sugerimos que a di-

minuic%o de lligag¥es de hidrogénlio se deva & dols fatores. Pri-
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c.58 pH de DHA pré-tratado com MA/Mn*2/
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b.150 pM de DHA pré-tratado com AFo/GSH/Cata
lase/Hn*2/0p |—0—o—|
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Figura 111.41 - Egpectro de Dicrofsmo Circular de:
a.33 uY de DHA irradiado a 546 nm por 2 horas ¢ 3
temperatura amblente | |
b.33 u¥ de DHA e 40 mg de RBp irradiados 3 546
nm por 2 horas e & temperatura ambiente

121



meiro; o oxigénic singlete gerado nos sistemas enzimdticos deve
estar reagindo quimicamente com o resf{duo guanosina, resultando
em outros produtos e, portanto, diminuindo para cada par de bages
Guanina-Citidina afetado, tré&s ligac¢Bes de hidrogénio. Segundo;
na presenga da espécie excitada triplete, alguma‘base do DNA po-
ders estar formando: ou um aduto com 2 mesma, tal como sugerimos
nos experimentos de marcac¢io isotdpica, ou algum dfmero entre

duas bases, via tranferéncia de energia do triplete excltado para
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o DNA, ou ainda os dois simultaneamente. Acredita-se que, em

qualquer caso, o conteuddo de ligagles de hidrogénlo serd compro-.

metido e, consequentemente, a estrutura do DHA terd um menor grau

de helicidade.

F. Pluorescéneia de guanina em hidrolisado de DHA

Desde ¢ue a guanosina tem sido citada.na litaratura como
o alvo de ataque de 10; e, visto que trabalhamos com sistemas ge-
radores de tal espécie, decidimos aplicar um método direto para
analisarmos o efelito desta espécie sobre o DNA, tratande o mesmo
no gistema de degradac¢io de malonaldefdo & também no sistema fo-
todinamico. A facilidade em se trabalhar com estes dois sistemas,
reside no fato de que ambos geram somente 10; e, n%o s¥o consti-

tuidos de muitos componentes no meio, tal como o sigstema de de—

gradac¢¥o de dcldo follico.

Apds termos tratado o DNA no sistema enzimdtico de degra-
dac%o do MA ou no sistema fotodinamico , este fol hidrolisado en
meio dcido por 40 minutos (C45). A seguir neutralisou-se a amos-

tra e elevou-se a mesma 3 pH 11, onde fol felto o registro da

fluorescéncia da base guanina (vide capftulo 11, pag.59 2. Us re-



sultados das figuras 111.42 e 111.43 1indicam que a Intensidade
de fluorescéncia da guanina , quando tratada em presenc¢a de sis-

temas geradores 6910; , & menor que a da guanina ndo tratada no

123

sistema enzimitico e nem na presenca do sensibllizador RBp. Com

estes resultados torna-se claro que o DNA sofre um ataque quimico

1%
de 02 em seus residuos guanosinas, confirmando assim nossos re-—

sultados e as suposi¢Bes anteriores.
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Figura 111.42 - Grafico da fluorescéncia de guanina presente enm
um hidrolisado de DNA (200ug/ml), previamente co
locado na presenca de :
a.tampio acetato de sddio 0,2 M (pH=4,8) | I
b.tamp¥o acetato de sddie 0,2 H {pH=4,83/HA(10
mH) /Hn*2 (3 mM)/ Oy 1————|

c.HACLO mi)/¥n*2 (3 mM)/HRP (0,8 ul)/0r em tampdo
acetato de sddio 0,2 ¥ (pH=4,8) -8 —a~—|
A exc.=275 nm
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FLUORESCENCIA
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INTENSIDADE

Figura 111.43 - Oréfico de fluorescéncia de guanina presente om
um hidrolisado de DHA (200ug/ml), previamente
irradiado por 2 horas a 546 nm:
a.om tamp¥o acetato de sddio 0,2 H (pH=4,8)

} |
b.em tampdo acetato de sddio 0,2 H (pH=4,8) @ na
presenca de RBp(20 mg/ml1)/0p {1 ———-1,




CONCLUSBES

Podemos dizer que quando o DNA de timo de bezerro esteve
presente durante a oxldac8o enzimstica de [AA, MA e AFo, ele go—
freu mudangas conformacionais atribuidas as espécies eletrontca-
mente excitadas, geradas nestas reagdes. Com base nas experié&n-
cias realizadas, sugerimos que sua estrutura secunddria tenha si-
do afetada, supostamente devido 2 perda de ligagcBes tipo pontes

de hidrogénio entre sgs basses através de mudancags nas mesgmas.

Acreditamos que a formac3o de regifes de fita simples de-
va ocorrer porque houve aumento de fluorescénela do complexo DNA-
ThbC(ITI> quando o DNA fol previamente exposto & espécies triple-
teg. Também no caso em que o DNA interage com triplete excitado,
como © SIALK, supomos que ocorra a formag¢io de dimeros tipo cl-
clebutano, mals provavelmente entre duas bases timina adjacentes,
e/ou é formagdo de um fotoaduto. Tal suposic¢¥o & vidvel por dols
motivos:
1.Foi caracterizado um Fotoadutq formado, via reacHo tipo

Paterne-Buchi, entre uridina e SIAL* (C3xy.,

4, L IAL-C

2.0 DNA, presente na rea¢do de degrada¢io do [AA{2-C
excitado, apresentou, quando posteriormente isoladeo, uma conzide—
rdavel marcac¢¥o, embora todas as tentativas de localizarmos o sf-

tio marcado tenham side infrutiferas.

A billirrubina, quando presente na degradacdo de dcido fé-

lico juntamente com DNA, & capaz de ocupar um papel protetor da
guanina, reaglindo mals eficientemente com o 10; gerado nesta

3
reac¢do. Por outro lado, o seu produto de fotooxidac%o, o MVMX,
resultante de um intermedidrio dioxetdnico formado entre bilirru-
%
bina e 102 (C26), parece agir no sentido de alterar a - conforma-

¢%0 do DNA. Isto parece coerente com a colocac3o de Peak e col.
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(C46), o qual admite que gquando a bilirrubina atua como sensibi-
lizador celular via acfo fotodin8mica, ela pode provocar quebras
no DNA de fibroblastos humanos.

Em sf{ntese, acreditamos que os estados excitados em sig-
temas bioléglcos poderiam representar transformacgBes fisloldglcas
normats (através de alguns processos Fotoqufﬁicos desenvolvidos
no escuro) como Lambém patoldgicas ( como efeltos tLdxlcos sobre

DNA ou outros danos como mutagénese e carcinogénese).
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APENDICE 1

Calculo da Constante de "Stern-Volmer” (1)
Uma maneira de determinarmos as constantes de velocidade
de reacBes bimoleculares de um estado excltado, ¢ medir a conmpe-
tic%o entre o decalmento unimolecular e a supress3do bimolecular.

Como exemplo, consideremos o segulnte esquema:

Velocidades

Absorcio Ao + RV ce s > AX ia (1
Degativacio AKX wmm—— > Ao + calor K?! PO | ‘(2)
EmissZo Ak s > Ao+ hy Kﬁ.t Al | {3
Supressio A% + Bo ------> Ao + BX Kq | A 11 B | {4)
onde la = velocidade de absorc¥o de luz ou velocidade de forna

¢%o de A (singlete ou triplele).

K4 = constante de velocidade especifica. para desativagfo
térmica de A.

K2 = constante de velocidade ezpecifica para emissio de A,

Kq = constante de veloclidade especi{fica para transferéncia

de energlia de A para B.

Assumindo que o estado estacionaric seja alcangado em

! A, Leremos:
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1dAX) = 0 = la - (K, + K, + Kq 1 B 1) | Ak | (5)

ol

la = (K1 + Ky + Kq I B 1) 1 Ax | (6)

0s rendimentos quinticos para emissfo de A, na auséncla e

na presencga de B, s¥%u dados respectivamente por:

lo __ ______ Ko ___ (7)

i
R

Mo
o
>

L H

la K1 + K2

In = Kol AKXl = _____ ___._ Koo (8)
la Ky + K, + Eg | B |
Dividindo-se (7) por (8), chegaremos & expressiio:
lo=1+ Kg 1 B 1_ (93
In Ky + K,

Lembrando que a vida média da espécte excitada, na ausénclia de B,

& dada por:

:fr = .1 _ Ao,

Podemos substituir (10) por {(9) e chegaremos assim a expressdo

conhecida de "Stern-Volmer”:

lo =1 + Kq‘T I B i . (11)

In
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onde Kq também pode ser expresso por Ksv e 1 B I representa a

concentracdo de supregsgor.
Recentemente, Durdn e col.{ 2 ) demonstraram gue a equa-~

c¥o (11) deve ser rerranjada para os casos onde a emissZ3o de um

1 1T % 1 1
ststema & proveniente de D;. 0, ¢ Ag. Agy. Nestes casos tere-

mos:

loe= 1 + 2 Kq‘TI B I (12)

Na pratica, calculamos o Ksv ou qul, através do grdfico
da cinética de emissZo de um sistema na presenca de diferentes

concentraces de supressor. Agsim, teremos:

w
=] [ ]
=<f
g g
a;sujm
Z =
'—.
=

TEMPO ()

Figura 1.1 - Gréfico da c¢inética de emiss¥o de um sistema, na éu

#8ncla e na presenga de diferentes concentragtes

do supressor | B | , onde:

"

lo intenslidade méxima de emisgse¥o do gistema na
ausencla de supressor.

intensidades miximaz de emlsslo do gmigtema na

-
8]
L]
W
H

presenga de diferentes concentracles | B. | de

gupresgsor,
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Se aplicarmos agora a equag¥o (11), podemos construir  um

grafico, como na figura [.2;

Ksv

tg * Kq U

i8l

Figura 1.2 - Gréfico Stern-Volmer aimbolizando a supressio de

omigs%o de um sistema para diferentes concentragGes

do supressor | B I,

O valor da constante de Stern-Volmer ¢ dado pelo coefi-
ciente angular da reta.

Em alguns slstemas, a oemissdo &€ de balxa intensidade, ©
que nos leva a Integrar a drea sob cada curva. De modo geral, te-
remos o grafico da figura 1.3, de onde escolhemos o valor de lo,
Iy, Ipe I, referentes a um mesmo tempo X e a segulir construfl-

mos o grafico de Stern-Volmer tal como explicado na fligura 1.2.
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1
uw o < 1 1
g O 1 I
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0w» o | 1
=5 2
%:’E‘*‘ i )
WL i I
b z
TN e 3
z 4 s
i
|
(! Do
4

TEMPO {s)

Figura 1.3 ~ Gréafico da cinética de emiss¥o Integrada de um wis
tema, na ausénela o na presenga de diferentes con

contragles do supressor | B .
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APENDICE 11
Hétodo da Congstante de AzsoclagBo-DisscociacBo HRP-Bil. (LD

Faz-ge uma titulac¥o fluorescente com concentragfio fixa
de Bil., variando-se a concentrag3o de HRP até onde n3%o mals se
observe a vafiac%o da intensidade de fluorescéncia do triptofano

em 330 nm, como llustrado na figura I1.1.

-~

FLUORESCENCIA

JHRP1, > 1HRPi,> JHRPI4

1

INTENSIDADE DE

N fam)

Figura 11.1 - Curva de titulaclo de uma concentracgio fixa de Bil.

com diferentes concentracBes de HRP.

Denominando-se a intensidade de fluorescncla neste ponte de 1,

calcula-se a constante de proporcionalidade p:

it

P JABilL) fixa o

Tendo-se o valor de p, faz-se agora uma segunda titulagdo, como’
mostra a figura 11.2, onde a concentragdo de HRP ¢ fixa em rela

¢¥o a 1, e varia-se a concentracg¥o de Bil.,(figura [1r.2y.



R e i [HRP| fixa

° g ~——=l8IL],

Il.l‘u

8o e IBI1I < IBil,< IBILY,
(= Y 2

n %

Z 5 ~-1BIL |,

= J

El.i...

Filgura 11.2 - Curva de titulac¥o de uma concentracfio fixa de HRP

. com diferentes concentracfes de Bll.

Sabendo—-se a Intensidade [' relabiva a cada

concentragtio

de Bil. utilizada, pode-se calcular agora a concentragfo de Bil.

Vigada:
iBill = p = I’
A concentra¢¥o de Bil. livre serd dada por:

IBill livre = |Bill fixa - IBi1l ligada

Referéncla
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APENDICE 111
Dicrofamo Circular (CD)

Se paszarmos luz circularmente polarizada através de uma subs-
tancta opticamente ativa, descobriremos que a absortividade de-
pende do sentido da polarizagdo da luz, se hordrio ou anti-horé-
rio. Algumas faixag de absorc¢io podem absorver mals Intensamente
o feixe circularmente polarizado a esquerda, outrog podem fazer o
contririo. Define-se o dicrofsmo circular a um dado comprimento
de onda, como zﬁ.Em Eem Ed, ou seja, a diferenga em coeflclentes
de exting3o. Uma vez gue a luz incidente & convertida em luz
elipticamente poiarlzada ao emerglir do melo, ndg podemos expres-—
sar o CD em termos de elipticlidade | 8 lo, a qual ¢ simplesnente
relacionada a diferenca em absor¢¥o por uma constante de propor-
cional idade:

I 8 lo = 3300 x (Ee-Ecl) (13

‘onde E e —E;d sal os coeflcientes de extingZdo wolar para os

ralos de luz da esquerda e da direita, respectivamente. Na préti-

ca, calcula-gse na maloria das vezes, a elipticidade molar ex-
pressa por | 8 |, como se segue:
181 = _1 81l = __ ¥ __ (2>
10 1l ® ¢!
onde M = peso molecular da substéncla anallsada.
c'= concentragio usada na aobtengZo do espectro.

1 = caminho dptico percorrido.

1 8 lo = obtido do prdprio grifico.
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Deve-se frisar aqul, que a atividade dptica & observada
somente quande o meio em gque ocorre uma Lransigfo & asgssimdtrico.
Em macromoléculas, como protefnas, hd pelo menos tré&s espécles de
assimetria que podem levar a atividade dptica:

1.A estrutura primaria pode ser inerentemente assimétrica. Por
exemplo, as transicgles envelvendo elétrons nas vizinhangas dos C
de amino dcldos e polipept{deos, serdo opticamente atlvas devido
2 assimetria inerente neste ponto; og C da matoria dos amino &ci-
dos tem guabro substituintes diferentes.

2.,As estruturas secunddrias de muitos blopolimeros sd%c helicoi-
dais. lsto pode regultar em atividade dptica para transic@es ﬁa
egpinha dorsal da cadela ou nos grupos laterals hellcoidalmente
arranjados.

3.4 estrutura tercidria de uma macromolécula pode ser tal que um

grupo inerentemente simétrico pode ser langado num meio assimé-

trico. Por exemplo, as translqgfes enveolvendo os elétrons anelares,

na tirogina 2%0 normalmente de baixa atividade OSptica, porém, enm
algumas protefnas globulares, o metlo envelvente de uma btlirogina
enterrada ¢ tal que produz campos elétricos emn torno
do anel. Estes podem digtorcer o deslocamento de eldétrons na
trangicgio de modo a levarem 3 uma atividade dptica.

A Influénclia da estrutura secunddria helicoldal na ativi-
dade optica, tem recebido até agora as malores atencgBes. Como ou~
tro exemplo do efeito da estrutura secundarla helicoidal sobre a
atividade dptica, consideraremos um dimero em que h&a interag3o
entre os dipolos de transi¢®o, como visto na figura 111.1. Consi~
derando as transigBes no plano dos anéls, lembramos que uma dnica
Lranslcio no mondmero serd partida em duas outras no dfmero. Os
momentos de trangsigfo ndo s%o coplanaresg, pols os anéils, embora

paralelos, foram girados com relagfo um ao outro (infclio da es-
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trutura helicoidal). Assim, em qualquer dos modos de oscilagio,

haversd uma rotagdo bem como umaz translagBo de carga. Isto quer

Filgura 111.1 - Exemplo de um dfmere em que as transi¢lies eletrd
nicag nog doig anéls sdo acopladas. Us angls sdo

paralelos, mas giram um com relagdo ao outro (13.

dizer gque haverd um dipolo magnético e um elédirico asggocliados a

cada modo. Note também que, enquanto num modo ©og momentos elétri-

co e magnético est¥o com a mesma orilentagldo, no outro eles se
opBem. lasbto resultard em Intenstidades rotacionals opostas nos
dois modos, com R = ~R . Por conseguinte, o espectro dicrdico

circular se comportard como na figura I[I11.2.

e,

¥ Y
H 3

Fe S / \
,
I
,f‘
: N

Figura 111.2 - Espectro CD eszperado para um dfmero exibindo um

modo de transligio em,A 1@ outro em % 2 (1),
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Para hélices malores, envolvendo maftor nimero de resfi-
ducs, cada um girado em relagdo ao seu vizinho, a parti¢¥o das
transi¢les torna-se mals complexa. Entretanto, a forma das curvas
de CD permanece praticamente a mesma. Na flgura II1.3, vé-se o
ezpectro de CD do dcido polirriboadenilico, comparado com aquele
para o dfmero e o mondmero.

o-..
2 {a}

Ae

{¢)

S I DU S R
240 260 280 300

Niam)

Figura 111.3 - Dicrofemo circular do dcido polirriboadenflico(l);
(a) alto polimero.
(b) dimero.

{c) mondmero.
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APENDICE 1V

Deteocclo do estados exclitados em sistemas bioldgicos (1)

-Para ge detectar a presenga de espécies excitadas eﬁ rea-
cles biolégicas, emprega-se varios recursos. Um deles consiste na
detecglo direta da espécle excitada através de um contador de fé-
tons, com o circulto de coincidéncia desligado. As espécies tri-

pleotes, geralmente n%o emissivas em solugdo aerada, podem ser

detectadas também, desde que se tome a precaugdo de ellminar o
oxigénio do melo.

OQutro recursce, consiste em ge observar a tranfer&nclia de
energla da éspécie excitada para o nivel triplete ou singlete de
moléculas aceltadorasz apropriadas. Quando se degsconhecse a nature-
wa da espéclie emltente, costuma-se usar o 9,10-difenilantrace-
no-2-gulfonato de sddio (DPA3Z)Y, o qual funciona como aceitador de
energla proveniente de um singlete excitado (2). Para tripleles
excitados, costuma-se usar o 9,10-dibromoantraceno-2-sulfonato de
sédio (DBAS) e também rosa bengala e eosina (4). Estes devem ab-
gorver na regifo de fosforescéncia do doador, isto ¢, a lranda de
fosforescédncia do doador deve penetrar na banda de absorcgdo do
aceitador, para gue a transfer@&ncia de energia possa ocorrer. Em
certos sistemas n%o se observa a transferéncia de energla para
certos aceitadores. Neste cazo, n¥o se deve conclulr que a espé-

cle excltada n%o tenha sido formada, antes de se procurar algun

fotoproduto proveniente de isomerizac¥o, dimerizacHo, rearranjo,

etc., do estado excltado.
Também bastante util & o emprego de sistemas modelo. Nes-
tes, a funcio enzimidtica é substituida por um solvente 'aprdtico,

como o DMSO (dimetil sulféxido), aerado na presenca de base forte

142




143

como o bterc~ butdxi. Estas condi¢8@es simulariam a agdo enzlmati-
ca. A ocorréncias de luz no sistema modelo, nos‘permite suspeltar
que também no slistema enzimdtico hd produgHo de espécles exclta-

das, que podem ou n¥c ger emissivas.

ldent1ficaclo de 102 (5)

#
Para se ldentificar a presen¢ga de 102 numa reacgdo,

pode-se fazer uso de vérias técnicas, talg como;

1.A andlise de produtos:

Difenilfuranoe  --———-= Dibenzolletileno

C.i - ﬁ ~carcteno —-==—-- Tr ans~B ~caroteno

Colesterol ===-——- 5- X *hidroperdxicolestefol(6~
ene)l

Guanogina —=-mom-o-- N{(2~desoxi{-D-eritropentasil)
uréia

2.0 aumento da vida média da espécie excitada em presenga de 02 0

{b):
t 1 D2D / t 1 H20 = 10
2 2
3.A inibic¢%o por supressores especi{ficos. 0Us mals ugadog s%0:

guanogina ¢7), bilirrubina (8), triptofano (9), histidina (10} e

carcteno (1i1).

1 4
4.Emiss3o monomol caracterfstica de U; (1L59) em 1270 nm e emls-—
s%o bimol de '0).'0% g, 'ag) em 634 e 703 nm.




1 .
5.S8upress%o da emissdo dimol de Og , utilizando-se um supressor

7 -1 -1

de Kq conhecido (por ex: Kq Histidina = 5 x 10 s e Kq Guano-

T -1-
sina = 0,86 x 10 M‘%1) e aplicando-se a equag¥o deduzida por Du-
ran e col. (12}, a segulr:

Jo=1+2KT1 @

I

£

1
a qual nos permite calcular a vida wédla do 0,(13 ) a qual teo-

-6
ricamente tem o valor de 2 x 10 s,

&.Aplicag%o da técnica de estado estaciondrio pelo método modifi-

cado de Durdn e col.(12):

1 2
! i ! (K (105) + Ky ) + [Ke('02) + Ky

Io - Iaq K¢ (102)2 {Kg + Ke) 1Q) 2 KalA)

onde o intercepto ¢ proporcional a
[K 17000 + Ky 1 /7 Ky (105)2

e o coeficiente angular & proporcional a

[Ke ('02) + Kq1%/ K¢ ('02)?

Logo, uma série de curvas com diferentes concentragBes de supres-

sor permite a disting¥o entire supressor fizsico e outras alterna-

tivas. A incidéncla do Inltercepto de I/(lo ~ 1) vergus 1/ (Kq +

Kr) (@) +K (A no mesmo ponto, graflicado & diferentes concentra-
1%

cBes de supressor, & diagndéstico de supressdo de 02 e Implica

que A e § competem por um intermediario comum.
7 .Aumento da emiss3Bo na presenca de DABCO (14,

8.Transferéncla de energla para aceltadores adequados.
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APENDICE V

¥.1 - Egtruturas da Dbillirrubina

A bilirrubina IX-< possuihuma estrutura polar com vérios
grupos capazes de formar ligag@es de hidrogénio, isto €&, duas
carboxilas, doils pirrdis NH, duas lactamas HNH e dois carbonil

lactamas, como mostra a figura V.1:

4?CH2

HC CHs

CHa

Figura V.1 ~ Estrutura da bilirrubina I1X-& . (1)

Ha também vér;os grupos hidrofdbicos (4 metilas, dois vinil, dois
etilenos e 1 metileno), mas estes s¥o pequenos e portanto inter-
ferem pouco na forte propriedade hidrofilica dos grupos de liga-
¢%o de hidrogénio.

A Bilirrubina 1X- o scida, mostra uma baixa solubilidade
em dgua devido as ligagBes de H intramolecular (1).

Em meio alcalino, os dois prétons carbox{licos sdo perdi-
dos, e a eéttutura é aberta com exposicHo dos grupos de hidrogé-

nio ligantes




V.2 - Toxlcldade da bilirrublina

A degradacio de hemoglobina leva 2 formac¥o de bilirrubi-
na, um pigmento amarelo que circula no sangue livremente ligado a
albumina. Quando alcanga o ffgado, ele & conjugado com o d&cido
glucurdnico e posteriormente excretado na bile. O recém nascido
tem uma capacidade baixa para promover a conjugagio e excregdo
deste plgmento e consequentemente apresenta um acumulo de Dbilir-
rubina no plasma sangufneo (2,3).

Em certos casos, especlalmentie em bebés prematuras,.a hi-

perbilirrublnemia se desenvolve apds o parto e se prolonga, devi-
do ac desenvolvimento atrasado da func¢io excretora. Scb estas
circunstincias, a alﬁumuna da circula¢3o pode ser (insuficiente
para se ligar ao excesso de bilirrubuna e assim parte do pigmento
¢ deposgitado nos teclidos. Nag células, a bilirrubina & ligada as
memnbranas de transporte de enzima, tal como as do mitocondria, e
deste modo itmpede a fungHo celular. Na prética clinica, o efeito
neurotdéxico exercido em areas especials do cérebro recém-nascido,
¢ mulito importante e leva, em casgs extremos, & paralisia cere-
bral ou surdez. Outros danos mals suaves podem ser observados em
wvida, como o lento desenvolvimento da coordenag3o senso-motora
interferindo no aprendizado escolar (4,5).

Em resumo, algumas experliénclas feitas; levam a crer que
o mecanismo de a¢Zo téxica se produz em duas etapas:’
a.A altas concentraces de Bil., ela pode Inibir enzimas respira-

torias ligadés % membrana mitocondrial talis como citocromo-C oxi-
dase, NADszoxldase, succinato oxidase e outras (6). Além disso,

a lipossolubilidade da Bil. favorece sua fixag¥%o sobre a membra-
na, distorcendo a seletividade osmética desta e induzindo uma ab-

sorc3o inespecifica de eletrdlitos para o interior do mitocondria
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b.A baixas concentracSes, a Bil. se liga a algum cdtion essenclal

para o controle respiratdério (supostamente Mg 11), situado na

membrana mitocondrial, criando um complexe n¥o dissociado e indu-

zindo uma perda do controle da respiracdo celular.

V.3 - Fototerapla

Em 1958, Cremer, Perryman e Richards (8) observaram que a

concentracdo de Bil. do plasma, diminula apds aplicagBo de luz

azul 2 pele do recém-nascido com icterfcia. Desde ent%o a fotote-
rapia fol universalmente dceita e utilizada com muito sucesso. A
partir de ent%o, a ciéncia se dedicou aos estudos mals detalhados
sobre os mecanismos de eliminagio de Bil. na presenca de luz.
Algung pes@uisadores (9,10,11) demonstraram que a Bil.
pode degradar-se por fotooxidagdo, In vitro, onde o oxligénlio ex-

citado singlete partlcipa deste mecanismo, abaixo indicado:

Bil. ________. s TBrl.________ 5 3B

3 3 1%
Bil. + C& mmmmmmmm 5 Bll. + 02
T4

Cb + Bil o 3y produtos

Figura V.2 - Fotooxidag¢¥o de bilirrubina,.(3,10,11)

Segundo McDonagh (12), o principal passo nesta reacgio en-—

1ok
O2

formam ponte na Bil, n3o conjugada, dando origem 2o intermedidrio

volve a adlig¥o auto-sensiblizada de aos grupos meteno que

dioxetdnico como vimos anteriormante. Lightener (13) em seu tra-
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balho sugeriu algumas rea¢des possivelsg de Bll. com vkh, baseado
nas tres reagﬁés conhecidas desta espécie com substratos orgdni-

cos, como ja visto anterlormente. As varlas possibilidades

cadas para a formac%o de um intermedidrio s¥o observadas na flgu-

ra V.3

M p M P
0 —
! |
O
N7 N
H H
0-——-——
1 2

Figura V.3 - Intermedlisdrios de bilirrubina na presenca de oxigé

nio ginglete, (13)

Entretanto, em 13978, HcDonagh e Ramonas (14), sugeriram a

posslbilidadé da fotoisomerizagdo ser o mecanismo principal da

fototerapia (15), sendo atualmente o mails aceito (16,173 Segun-

do estas pesquisas, sob efeito da irradiag¥o, a Bil. se converte

em fotoisbmeros hldrossdlﬁveis, os quais se

conjugam facilmente

com a albumina do plasma e posterlormente s3o excretados na blle.

indi-~
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A figura V.3 ilustra os fotoisbmeros configuracionals da Bilirru-
bina XI- o , onde o isémero 1(Z,2) & o composto native, os 188~
meros 2 e 3 s%o os fotoisémercs instéveis(E,Z) e o composto 4 é o

fotolsBmero estdvel (E,E), (figura V.4).

(2}
{fotoisomero
instdvel)

4E, 15E

A4z, 152

(1) {4)
{(bilirrubina

nativa)

47, I5E
{fotoistmero Instavel)
{PBR)

{3)

Figura V.4 - Fotoisdmeros configuracionals da pilirrubina IX- .

(16,17).




(1)L.
(2>J.
(3)G.
(42C.
(5IR,
(630.
(731,
(B8OR.
(9IR.
{10)C.,
(112)%.
{123A.

(132D.
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APERDICE Vi

Muitos complexos de fons metdlicos absorvem radlagdo UV/
viafvel, mas poucos emitem uma pequena fragio da energia absorvi-
da na Forma de fétons UV ou wvisivel, devido & fdéctd desexéltacﬁo
nZo radiativa que compete eficientemente com os modos n3c radia-
tivos. Os fons lantanfdeos trivalentes, simbollicamente Ln(lll) e
seus complexos, tem seus estados excitados mals baixos, compreen-—

dendo as conflgurag¢Bes 4f . Os orbitais 4f sdo fortemente prote-

gidos do ambiente e pouco envolvidos em llgagUes. A extengdo to-
tal do espalhamento do campao ligante de um elétron f & réramente
maior que 100 cm e como consequéncia, os processos de desexci-
t.ac%o sem fadiagﬁo em complexos Ln(i1l) s¥o relativamente inefi-
cientes, € a emiss¥o da radliagfo como luminescéncia & capaz de
competir em muitos casos (1).

0 bésico para entendimento da luminescéncia de qualquer
In(IIl), principalmente de Tb(I11I) sobre o qual estamos interes-
sados, & o prdprio diagrama de seus niveis de energia. A figura

V1.1 abaixo mostra os primeiros nivels. de energia para o fon

Th(111): 25
L 20 — 9Dy
T
°.
< '3
5 Nem = 545 mm
~ Fi0
<
4
g is EE;“%
“ E:TFS
.0 . ___TFG

Figura V1.1 - Diagrama de energia para o fon Th(III}

Dog Ln(ill), o Th(111} e o Eul(lll) tem razoavelmente

grandes diferencas de energla e emitem fortemente na regldo visf-

1




vel do esgpectro.

Hossa atengio durante este trabalho, fol dirigida ao fon
Tb(111) e sua interacdo com dcidos nucleicos, preferencialmente
com © DNA. Kultos estudos de luminescéncia de Ln(l11) com nuclieo-

tfdeos monoméricos, foram conduzidos juntamente com pesqulsas de
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polfmeros de #cidos nucleicos. Ringer e col. (2) e Topal e Fresco:

(3), estudaram a extens¥o do aumento de luminescéncla de Tbh(IIlD)

pelos mononucleotideos e polfmeros de dcidos nucleicos.. BSuas

principals conclusBes foram que as bases guanina s%o multo mais’

ef icientes que as outras bases na transferéncia de energla sen-

sibllizada na emisslo do Tb(ll1I). Formoso (4) jd tinha chegado as
mesmag conclusles quando‘varificou que GHP e DGMP eram os mals
eficientes em aumentar a luminescégyia de Th(lll) e que a efl-~
ciéneia era malor ainda nos polfmeros que nos dimeros. Ringer e
col. (2), em uma estudo da luminescéncia aumentada de Th(11{) n=a
presenca de DHA e rRNA de figado de rato, concluiram que apenas
os nucleotfdeos contendo guanina aumentavam com eficléncia esta
luminescéncia. Estudos envolvendo comparagBes de homopol{meros
contendo os quatro ribinucleotfdeos, mostraram que apenas o poli
(G) atuou como um forte aumentador da luminescéncia do fon
Thb(111). Modiflica¢Bes quimicas dos resf{duos guanina abolem © au-
mento da luminescéncia do Tbhb(111) induzida peles mesmos, forne-
cendo um melo convenlente de monitorar tals modificagfes. Ringer
e col (5) e Topal e Fresco (3}, descobriram Iindependentemenete
que o Tb(11I) & uma sonda seletiva para regiBes de flita sinples
(regfduos de bases n%¥o pareadas dos d4cidos nucleicos). Alnda,
Ringer e col (5), observaram que a desnaturag¢do térmica do DHA
de ffgado de rato potencializou sua habilidade em aumentar a lu-

minescéncia de Tb(Ill}, mais que 10 vezes.




Trabalho recente de Ringer e col,(6), faz uso destas pro-
priedades do complexo DNA-Tb(I1l1l) para sondar modificagBes em DNA

provenientes do uso de drogas antitumor.
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