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e térmos quimicos

Acridina laranja

Dicroismo circular

1, 4 - diazobiclico (2,2,2 - octano)

3, 10 - dibromoantraceno-2-sulfonato de sdédio
Dimet ilssulfdxido

Kcido desoxirribonucleico

Kgua deuterada

S, 1C - difenilantracenc-2-sulfon
Escherichia coli

ﬁistidina

Peréxido de hidfogénio

Peroxidase do rabanete
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Resumo

O malonaldefdo e o dcido indol-3-acético sFo oxidados
aercblicamente pela peroxidase, produzindo oxigénio singlete en
ambés os processos, @ no dltimo caso também indol-3-aldefdo exci-
tado. Estes processos sdo chamados de biofotoenerglzados. Entre-
tanto, existem outras vias de gerag¥o de oxigénio singlete como
processos fotoquimicos, pelo uso de sensibllizadores. Foi compro-
vada a similaridade entre os efeitos de oxigénio singlete gerado
fotoquimica e enzimaticamente sobre o 4&dcido ribonucleico de
transferéncia de Escherlichia coli. Os métodos de luminescéneia,
dicrofsmo circular e absorg¢sc no ultra-violeta, foram utilizados
neste estudo. Estes efeltos foram comprovados pela proteg¢io por
histidina, pelo aumento da fotodegradag¥o na presenga de #dgua
deuterada, e o uso de supressores especi{ficos. A estrutura do
dcido ribunucleico de transferéncia & protegida destas espécies

pelos fons Mg'+%

A oxidag¥o de 4-tiouridina nestes processos tan-
to por auto-sensibilizag¢do ou por transfer&ncia de energia de
sistemas blofoteoenergizados, ﬁroduz uridina.

0 indeol-3-aldefdo triplete transfere sua energia a
4-tiouridina no dcido ribonucleico. A 4-tiocuridina excitada sofre
dolis pfocessos impottantes : @) transfere sua energia ao oxigé-
nio, gerando oxigénio singlete, que‘ volta a reagir com a
4-tiouridina formando uridina e b) interage com a c;tidlna "na
posi¢do 13 do acido ribonucleico, formando um fotoaduto [8-131.

Estes processos descritos anteriormente no acido

ribonuclelco de transferéncia e 4-tiouridina isolada - foram



estudados em diferentes cepas de Escherichia coli. As linhagens
de Escherichia coli deficientes em 4-tiouridina apresentaranm
maior sobrevivéncia do que o tipo selvagem, que contém a 4-tiou-
ridina, quando submetidas ao tratamento com o indol-3~aldefdo
biofotoenergizado. Estes resultados sugerem que a energia de ex-
citag3o do indol-3-aldefdo triplete pode ser transferida do 4acido
ribonucleico de transfer&ncia ac scido desoxirribonucleico, ori-
ginando quebras de .fitas simples.

A possibilidade de que estados excitados atuem em siste-~
mas celulares indica o avango das pesquisas nesta &rea para o es-

clarecimento de processos mutagénicos espontineos.



Abstract

Both malonaldehyde and indole-3-acetic acid undergo ae-
robic peroxidase-catalysed oxidation to produce singlet oxygeﬁ,
while in the second reaction, e*cited indole-3-aldehyde 18 also
produced. These reactions occur by means of biophotoenergetic
processes,anothér means to produce singlet oxygen is by use of
sensitizers in a photochemical process. Singlet oxygen produced
by both processes (namely the blophotoenergized and photochemical
processes) Interact similarly on transfer ribonucleic acid from
Escherichia _coli. In these studies, luminescence, circular
dichroism and ultra-violet absorption techniqués were used. The
singlet oxygen effect on tRNA was éhown'by way of measurements:
a) protection by histidine; b) observed increases in photodegra-
Aation in the presence of D 5 0O and <¢) influence of specific
scavengers. The tRNA is protected from these species by Hgd lons.
The oxidation of 4-thiouridine, auto-sensitized, photo-sensitized
or throﬁgh energy transfer, produceé uridine. Energy transfer
from triplet indole-3-aldehyde to 4-thiouridine on tRNA was ob-
served. The excited 4-thiouridine undergoes two Important pro-
cesses : (a) energy transfer to oxygen, generating singlet oxygen
which may then reinitiation the 4?thiourid1ne trénsformation to
uridine. (b) interaction with cytidine on the 13th position of
tRNA resulting in [8-13] photoadduct formation. Theée proéesses,
which occur in tRNA and fn isolated 4-thiouridine, were studied
in different strains,of E.coll mutant. A mutant strain of E.coll

difflcient in 4-thiourlidine exhiblited a higher survival factor



than the wild type, when treated with biophotoenergized indole-
3-aldehyde. These results suggest that the energy from excited
triplet indole-3-aldehyde might be transfered to tRNA and then,
to DNA, producing single strand breaks, with subsequent wmorta-
lity. The possibility that these biophotonergyzed processes par-
ticipate in cellular 'species Indicates an important step descri-

bing the processes of spontaneous mutagenesis.
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INTRODUCXO



IntroducHo

Dewvido ao caridter multidisciplinar deste. trabalho, se-
r3o apontados os diferentes conceitos que foram utilizados.

As reacles quimicas que resultam da irradiag¥o de siste-
mas quimicos com luz, tém sido tradicionalmente chamadas de rea-
- ¢Bes fotoqu fmicas.Pode-se dizer entZo, que uma reagdo quimica que
comega com @ absor¢do de luz e termina com a formag3o de um pro-
duto estdvel é chamada de reaglo fotoqufmica (1). A fotoqufimica
permite resolver problemas relacionados com as mals diversas
dreas da quimica (2), Entretant§ hd outros processos em que ocor-
re a geracgio de egspdécies eletronicamente excitadas, que s¥o cha-
mados de processos fotobioldgicos ou bilofotoenergizados. Estas
espécles excitadas podem se formar durante as rea¢Bes enzimati-

cag, nos geres vivos.

1.1) Estadeos excitados

A absorc¥o de lu=z= ultra-violeta ou de 1luz visfvel por
uma moldécula organiéa, causga a excltacBo de um efétron da um or-
bit.al ocupado, de baixé energia, para um orbital desocupado, de
malor energia. O proéesso pode ser visualizado simplificadamente,
como mostra a figurall.l. A energia do féton absorvido & usada

para energl=asr um elétron, e por isso ele é promovido para um or-



3

bital de malor energia. Doils estados eletronicamente excltados

s¥o originados da configurac3o eletrdnica do orbital, produzida

por absorgdo de luz. Em um estado, os spins estZo emparelhados

(antiparale los) @, no outro, est3o desemparelhados (paralelos).

Um estado onde os spins est3¥o emparelhados & chamado singlete;

quando os spins esto desemparélhados, o estado & chamado Lriple-

te (3).



- ¥

|
EEEES
inalete

sing

hv +

(spins empare-

lhados)

(spins empare-

lhados)

4
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o (absorgdo
transic3o singlete permiti-
aletrénica excit.ado da  por

(spins em- ’ gpin)

parelhados)

____..1___

> ‘ {abgorcgio

transigdo tripletes proibida
eletrdnica (spins para- por spin)d
e alteracdo lelos)

no spin

+ hy (fluorescén-

v

.

transic3o cial
eletrdnica

- + hv (fosforescén-
trangsi¢io ele~ cia)

tr8nica e alte-

racdo no spin

Figura 1.1.1: Descri¢3o dos niveis de energia dos or-

bitais (absorc¢fSo e emissio).
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A formag3o dos estados excitados pode ser visuallizada

pela equacdo 1.1.1:

(a)

’ L 3
D¥ (doador) + A (aceitador) —s D + A (b)

A ——3  produtos (ou h¥y ou calor) (c)

Eq. 1.1.1 : Formag¥o de estados excitados

Oa estados inicialmenté produzidos por absor¢Zo de um
féton s3o quase sempre singlete. Isto porque a grande maioria das
moléculas mno estado fundamental t8m os elétrons pareados
(estado singlete, pois n¥Mo hi violagBo das regras de conservagio

de spin no processo de absor¢3o de energia) (3).

1.1.1. GeragBo quimica de espécies exclitadas

Os principais processos quimicos que envolvem a produgdo

de estados exclitados, s¥o: transferéncia de elétrons e clivagenm

de perdxidos ciclicos e 1ineares.
a) ReacBes Qe transferéncia de elétrons

As espéclies excitadas podem se formar pelos seguintes

processos : remocdo de um elétron (oxidag¥o) de um &anion-radical



&

(eq.1.1.22, reducdo de um cation-radical

(eq.1.1.32, ou do ani-

quilamento cation-8nion (eq.1.1.4) (4, 5.

Remogdo de um elétron formando um &nion-radical:

g -

d -
METAL MEmALY

NS

—— O XIDACAO

2
T
g

]

\
P

[}
onoe &5 rEmi

THF * TETRANIDROF!

Equa¢do 1.1.2

Redug¥o de cadtion-radical:

y \ +3 ( \ t2
*
/' =~
Nao l N
Nz H,
Ry —;4'—0;_—> Ry ———— PRODUTOS + hVv
N ? N
™ =
\ s/ \ s/ Equag3o 1.1.3

1

b b
—— — .

41 4 11 1

4[}, 1111 112 12 1R73 1
. k2

A+ A —= AT + A" —= a2 A

A — A+ hy Equag%o 1.1.4




b) ResacBes de auvto-oxidacHo snvolvendo radicals

perdxidos

As reacBes de auto-oxidacio de hidrocarbonetos e polime-
ros, envolvendo radicals perdxidos est¥o descritas na literatura

(6, 7) (Eq.1.1.5).

3
- a N\ 3
0-0 0—o <,C=° + 0
N
b %

>*
2 % b o 1
7/ 7 N\ e 1% —C -
N : H——-0 </\C=O> + o] S

Equag®o 1.1.5

Pela regra de conservac3o de spin, a acetona formada no
passo a3 deve estar no estado triplete, ou alternativamente,o oxi-

genio formado no passo b, no estado singlete (8).

c) DecomposigBo de estruturas do tipo 1, 2 dioxe-

tanqs

1, 2 - Dioxetanos estZo entre as melhores éubst&ncias
quimicas que geram espéclies excitadas (9-12). Por cllQagem, um
dos fragmentos carbonflicos & formado em um estado eletronicamen-
te excitado, principalmente o estado tflplete (10, 13, 14, 16 e

17) (eq.1.1.6). Esta clivavem & catalisada por tracgos de nmetails,



aminag © sflica-gel, enm forma n¥o emisziva (15).

N N/
>| K —_— u/ + 1]

Equac3o 1.1.6

Em sistemas biocldSgicos também pode ocorrer a formag%o de

intermedi drios dioxetanos. Este fato sersd discutido mals adiante.

1.1.2) Gerag¥o bioldgica de espécies excitadas

1.1.2.1.) Btoluainescéncia

rPéPa muitas pessoas, a bioluminescéncia é- representada
pela luz do vagalume ou pela ”"fosforescé&ncia” que ocorre pela
agitag¥o da superfficie da dgua do oceano. HNa verdéde, devido a
abundéncia do matefial. a reagdo de bioluminescéncia do vagalume
foi motivo de virios estudos que resultaram num modelo original
de varlos processos enziméticos, que ocorrem desde bactérias ma-
rinhas até grandes beéouros luminosos da América do Sul (18).

A bioluminescéncia pode ser entendida como sendo a emis-
s8¥0 de luz fria de alta eficiéncia, que é usada pelo organismo
para algum propdésito de sobrevivéncia, embora em alguns casos is-~
to seja apenas hipotético. A emiss3o de luz tem sido detectada em
um nuimero cada vez maior de reacgfes bioldgicas.

A bioluminescéncla ocorre em muitas formas de>vida ter—-
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restre, entretanto é mais comum no mar, particularmente no pro-
fundo do oceano, onde quase todas as egpdcies s¥o luminescentes.
Além do vagalume, existem na terra fungos luminosos ("foxfire”),
pirilampos e caramuyjos (Latia) encontrados somente na Nova Zelan-
dia, um tipo de besourb (Coeleoptera), as minhocas de estrada de
forro ("ral lroad worm”?}, encontrados na América do Sul, € az mi-
nhocag da terra ("e;rthworms”). No oceano, o8 protozodrios s3o
normalmente responsdveiz pela chamada "fosforescéncia”, mas o
maior grupo bioluminescente & o dos celenterados, isto é, os co-
rais "macios” (Anthozoa), &dgua-viva (Hydrozoa) e outros. HE mnui-
tos tipos de peixes luminosos que t8m sua luminescéncia derivada
de uma cultura de bactérigs simbidticas. Também alguns aninals
marinhos (Chaetpterus Balanoglossis, Odontosylllis), crusticeos
(Cypridina), lula (Yatasenia), camar3Fo (Holophorus) e equinoder-
~mas (estrela do mar e ourico do mar), apresentam 'luminescéncia
(18).A cor da luz emitida por estes organismos & variada (18).

Assim como a reagZo de qulmilum!néscéncia'é aquela que
procede com libera¢3o de energia suficiente para produzir uma mo-
lécula no sistemé em estado eletronicamente excitado; a biolumi-
nescéncia pode ser visual izada como sendo uma rea¢3o quimilumi-
nescente catalisada pér enzima k18).

Boyle , no comego do sécﬁlo dezessete, descobriu que era
necessiria a presenca de oxigénio para a bioluminescéncia de bac-
térias e fungos, e agora & sabido que o oxig&nio de alguma forma
estd envolvido em todoz os sistemas bioluminescentes (19), No fim
do udltimo século, Dubois (20) descobriu que dois componentes po-

deriam ser extrafdos de um dérg3o de vagalume, um com dgua quente
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e outro com dgua fria. Quando misturadds, poderiam originar um
rapido pulso de luz bioluminescente. O extrato de sgua fria, que _
era sensfvel 20 calor, ele chamou de luciferase e o extrato de
dgua quente, luciferina (20). Desta forma, a bioluminescéncia, ou
emiss¥o de 1luz, por seres vivos, resulta de uma rea¢fo oxidativa
catalisada por enzima, em que o substrato recebe o nome genérico
de luciferimna e a enzima de luciferase (21). Estas reacBes, que
séo do tipo enzima-éubstrato, diferem em complexidade; algumas
envolvem tr&s ou quatro substratos; e outras mesmas requerem unm
sistema de trés ou quatro enzimas.A rea¢3o pode ser esquematizada

como se segue abalxo:

LUCIFERASE

LUCIFERINA -~ OXILUCIFERINA + COj
Og

+ hv

Equac¢%o 1.1.7

A cor da luz emitida (eq.1.1.7) pelos diversos organis-
mos, vai desde o azul (A 460 nm) de éertos crustdceos, ﬁassando
pelo verde (A 530nm) de cogumelos, pelo’ amarelo-esverdeado até
larahja (X 540 - 580 nm) de vagalume até o vermelho () 600 nm) da
forma larval do inseto Diplocardia longa (22).Isto porque prova-
velmente haja transfer&ncia de enefgla a diferentes tipos de re-
ceptores biloldgicos.

A luminescéncia destes sistemas enziméticos provém de



11
estados excitados singletes, que se desativam emitindo luz fluo-
rescente, com alto rendimento quintico (23).

Postulou-se que a espécie geradora de estados excitados
em bioluminescénecla de vagalume Photipug (243, crgstéceos Cvpri-
dina (25), celenterado Renilla (26) e molusco Latia (27>, cujas
luciferinas ,j& foram isol adas ¢ sua estrutura determinada, seria

um intermedidrio dioxetanona, que serd discutido mals adiante.

1.1.2.2) Processos biofotoenergizados

As espécies eletronicamente excitadas também podem se
formar através de outros processos enzimdticos (que nZFo os des-
critos acima). Todos estes processos sdo chamados de "fotoguimica
no escuro” (28).

Os sistemas mals provaveis de gerar‘ estados excitados
s¥o as reacgBes catalisadas por hemeprotefnas, principalmente a
peroxidase (29a e 29b). Esta enzima (HRP - peroxidase do rabanete
ou ”horseradish peroxidase”) catalisa diversas reacles, como por
exemplo: oxidag¥o do isobutanal a acetona excitada, oxidag3o do
propanaldefdo a acetaldefdo excitado, oxidagHo do dcido indol-3-
acético a indol-3-aldefdo excitado, degradag¢¥o do malonaldefdo a
oxigénio singlete, e outras. Todas estas reaglBes serZo discutidas

nos préximos ftens.



12

1.1.3. Mecanismo via dioxetanos

As reagBes bioqufmicas j&d descritas anteriormente (ftens
1.1.2.1 e 1.1.2.2 ) produzem estados eletronicamente excitados.
Tornou-se ent¥o necessario procurar modelos simples, baseado no
que se sabe sobre quimiluminescéncia, para explicar a formag3o
destes est ados excitados. Desta forma, é dada uma considerac3o
especial a reagBes que devem (pelo menos por via de regra) proce-
der através de um intermedidrio dioxetano ou do tipo dioxetano,
como uma dioxstanona (X -peroxilactona). £ sabido que a clivagen
desses dioxetanos produz um derivado carbonflico num estado ele-
tronicamente exclitado, como pode ser visto pela equagZo 1.1.6 (9,
14, 30, 31).

Algumas luciferinas jid foram isoladas de organismos vi-
vos e suas estruturas determinadas. O intermedidrio formado seria

do tipo dioxetanona, como se pode ver nas estruturas abaixo:

(o]
H CH —
S s RN ° ( 2>2

o— 0—9°
|
A\

-0

|
\I
4
\

I

O — O

(1 (1D
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A forma¢¥o do intermedisdrio (111), a dioxetanona, pode
ser vista no mecanismo proposto por HcCapra e col. (27):
H 0 0—of
\t':—-c/’ — \éa___C// _0a, \c// \
7/ N\ s N 7 N
X X ﬁ::o
(x
o}
NN \ » o]
— C. 0 — cC=0 + Cco,+ X
/N 7/ 7
c
1l
0
()
Equa¢¥o 1.1.8
1.1.3.1. Hecaniszmo da decomposicfo de dioxetanos

Ha

dois mecanismos {(extremos) para a decomposigio de
dioxetanos (ou dioxetanonas) (33a e 33b), como pode ser visto
abaixo:
o—0
.
o* 0

BIRADICAL

Esquema 1| Mecanismo para a decomposig¢¥o

de dioxetanos.
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O primeiro é o mecanismo simultaneo, no qual as lligacgUes

0-0 e C-C se quebram, e as liga¢Bes C=0 se formam simultaneamen-

te. 0O segundo, é um mecanismo em duas etapas, no qual a clivagenm

da ligag3o 0O-0, mais fraca, ocorre primeiro, gerando um birradi~-

cal de meia vida curta, que se quebra, dando os produtos. McCapra

sugeriu o mecanismo simult8neo, onde pbde ser investigada a exo-~

termicidade da reac3o (34). Um mecanismc aplicdvel a todos oz
dioxetanog deve ser compatf{vel com as seguintes observacgles:

a) as espéclies excitadas s%o produzidas eficientementef
mas a multiplicidade triplete predomina sobre a singlete, wmesmo
quando o singlete & disponfvel'.

b) a estabilidade do dioxetano é influenciada por subs-
tituintes . Oz mals estdvelis sFo aqueles que contém grupos volu-
mosos, especialmente quando rifgidos (35).

Muitos processos ocorrem via dioxetanos, mas, as vezes,

o oxigénio singlete estd envolvido neles (36).

1.1.4. Deteceio de estados excitados em sistemas
biocldgicos

A detec¢¥o de estados excitados em sistemas biolégiéos
pode ser felita por via direta, ou seja, em um espectrofiuuﬁmetro
convencional, ou num coﬁtador de fdétons. Mesmo os estados' tri-
pletes (n¥%o emissivos em solug¢¥o aerada) podem ser detectados en
espectrof lur{metro normal, desde que protegidos da désativacﬁo
- por oxigénio. Dutro meio de detecclc de estados excitados seria

por via indireta. A transferéncia de energlia a »acelitadores”
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apropriados & bastante dtil. Assim, quando n3%o se sabe se o es£a~
do excitado de uma carbonila &€ triplete ou singlete, costuma-se
usar 9,10-—difenilantraceno-2 sulfonato de sédio (DPAS), para sin-
gletes. Para espécies tripletes usa-se 9,10-dibromoantraceno-2-
sulfonato de sédio (DBAS) e também eosina Y e rosa de bengala.
Para se ter um mecanismo de Foster, tails reagentes fluorescentes
devem absorver na regi%o de fosforescéncia do doador, ou seja, a
banda de fosforescéncia do doador deve sobrepdr-se ao espectro de
absor¢fo do aceitador (37).

Quando n%o se tem transferéncia de energia para um dado
aceitador, n%o quer dizer que o estado excitado n%o tenha sido
produzido. Assim, pode—-se também prééurar os “"fotoprodutos” pfo-
venientes das modificagBes qufmicas de estados excitados, como
rearranjo, isomerizagfo, dimerizag3o, clivagens, etc (37).

O emprego do sistema modelo & bastante udtil. Nesses ca-
sos, a agdo da enzima seria substituida por um solvente aprdético
(p.e. dimetilssulfdxido) aerado na presenga de base forte, tal
como terc—butdxido de potassio. A ocorréncia de emiss3o de luz no
sistema modelo permite suspeitar que também no sistema enzimitico

ha produgd@o de espécies excitadas (37).

1.1.5. Espéclies excitadas geradas por enzimas

Em todas as reacg@es descritas, a enzima utilizada foil a

HRP, agindo como uma peroxidase-oxidase.
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1.1.5.1. Oxidac%o de isobutanal a acetona e

scido férmico

ad Fofmac%o de acetona triplete

A oxidag3o de isobutanal ((IV), eq.1.1.9) dando acetona
e acido férmico, catalisada por uma peroxidase, foi mencionada de
passagem por Kenten (38). Em vista da fotoqufmica bem conhecida
da acetona e pelo fato de que os produtos s%o do tipo esperados
pela clhwagem.de um intermediidrio dioxetano (I1), como é mostrado
na eq.1.1.9, esta reag3o foi selecionada para um estudo detalhado

(39, 40y, devido 2 sua eficicia de produzir estados excitados.

HsC (o] HsC
~ 4 CH 3 *
’,f"-( + 0, HBE, | OB O e Ncz0” + Hecoon
HsC ™ H 1 Y H,c/
0—o0
(1IZ ) ()

Equag%o 1.1.9

A luz proveniente desta reacfo & facilmente detectada,
mesmo na auséncia de aumentadores de emissdo. 0 espectro de emis-
s3o é essenclalmente i{déntico ao espectro de fosforescéncia da
acetona. A adic¢¥Bo de um aceitador emissivo, DBAS, resulta em uma
forte aceitacéo de fluorescéncia; a determinagfio da constante de
transferéncia pela vida média da espécie excitada, KSV =kETT°(15)
1

5 - :
deu um valor de 2x10 M O DBAS tem um atomo pesado (halogénio),
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necessario para a mudanga de spin. A acetona excitada & capaz

de excitar alguns aceitadores como : corantes xanté&nicos (KETTw==
S -1 4 -1

2x10& a 1x10 M ) (41), flavinas (KEfﬁ= 2 - 5x10 M ) 42,

1 1

clorofila (Kegd= 5x107 ¥} o fitocromo (K. 7= sx10? =L (44)
ET ET

(para os cdlulos de Ke77°® vide apéndice I11).

b) Formac3o de isopropanol

0 sistemé lsobutanal/HRP/D2 também produz isopropanol! em
rendimentos -superiores a 7%. Todos os controles feitos indicam
que o isopropaﬁol deve ser produzido pela reduglo da acetona ex-
citada. O doador de prétons (H) deve ser o etanol presente no
meio (adiclonado para ajudar a solubilizag¢¥o do isobutanal), Dor

isso que o acetaldefdo também & formado (45). .

1.1.5.2. Oxidac¥o de propanal a acetaldefdo e

dclido férmico

Esta reag%o fol estudada por Haun e col. (46), como um

possfvel modelo de algum sistema de X -oxidacZHo.

ls} . T HsC o} HsC
4 "HRP : \ -/ \ *
HsC =CH,~ C + 0 ~——» cC— C  — C=0 + HCOOH
N H7| | MH i |
H 0—0
hv

Equag3o 1.1:10
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Embora esta reac¢io geja fracamente emissiva, a formagHo
de uma espécie iriplete foil comprovada pelo comportamento zimilar

com a emissic do sistema fzocbutanal /HRP/O A ocorréncila désta

o
reac3do fol de uma consequéncla importante para az estimativa exata

das espécles produzidas neste sistema.

[.1.5.3. Oxidacg¥o de compostos peoessuindo o

]
grupo D?-CH—?G

O malonaldefdo & rapidamente oxidado por HRP/C&, entre-
tanto s3o necessdrios fons ¥n *% O espectro'de emissfo indica que
quem emite & o 102.102 ( Esg .1259 } (47). Este é o primeiro ca-
so0 de uma emissio substancial de 0, bimol em um sistema enzimé-

tico. Esta reagdo e gseus efeitos foram estudados por Durdn e

col. (48).

Em Datura innoxia ocorre a reacfo de oxidacZo do éster

(V1) a cetona (mostrada na equacZo 1.1.11), que & promovida pela

HRP. Nesta reag3o, um intermediario dioxetano foi postulado (49):

H O
N H OH
i HRP -0
,e'—-c|:-—coosf+oz——-—> T ' ——-»g—g—-cooer + HCOOH
H fo'o
o COOE?
{ T )

Equa¢do 1.1.11
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1.1.5.4. Oxidac¥%o do scide Indol=-3-acdtico (1AA)

2 Indol-3-carboxialdeide (IAL) e CQz

Esta reacfo é muito importante pois o IAA (VII) & unm

horménio de plantas. A reacgdo procede, pelo menos formalmente,

através de um intermedisdrio dioxetanona (VIII, eq.1.1.12). As

evidéncias circunstanciais para a formag3o do produte excitado

incluem uma fraca emiss¥o correlacionada com a formagcZc do [AL
(IX) (50) e uma alterag3oc do tipo fotoquimica do grupo heme da

enzima como resultado da reaclo (51).

2 v P
y .
cH,—c HRP, C—C | —p c: + €O, + hv
! ) | \o . | l (')’__(l) ‘ l H
N ! N N

H

{ |
H L M ) : H
{xar) { xr) {1x)

Egquagdo 1.1.12

Estudos quelo com um derivado de feniltiocéster de 1AA

em DMSO/terc-BuOK mostraram que uma dioxetanona & formada ao lado

da cadeia (52).

Além destas reac8es, algumas outras foram estudadas e
seus produtos excitados detectados, como a oxidag®o do dcido in-
dol~-3-pirdvico, do indoi~3~aceta1defdé (53) e da hidrazida do

dcido isontcotinico a piridina-4-carboxialdefido (54).
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1.1.6. Transferéncla de energlia para biomoldculas

Como fol visto no ftem anterior, estados excitados pbdem
ser formados quimicamente em sistemas bioldgicos, através de in-
termedisdrios dioxet8nicos, como evidenciado pelo fenbmeno da bio-
luminescéncia. Huitos processos fotoquimicos t&m sido Iinduzidos
no escuro, formando-se dioxetanos em estados excitados. Os dioxe-
tanos podem também se formar em outros sistemas bioldgicos, porém
n¥o luminescentes (55 - 57).

Os szistemas mals proviveis de gerar Lais estados excita-
dos s%o as reagles catalisadas por hemeprotefnas, princlpalmente
as peroxidases (um tipo de perogidase, HRP, participa das reacles
citadas nos ftens anteriores). Foi importante também, o isolamen—
to de um dioxetano como produto de uma oxlidag3o catalisada por
peroxidase (58).

Alguns artigos de revis¥o tratam deste assunto, refor-
cando a hipdtese de que estados ekcitados gserliam formados em sis-
temas bioldgicos eﬁvolvendo as peroxidases, ou enzimas correla-
tas, entre eles os sistemas onde atuam as o ~peroxidases (X), as
lipoxidases (X1) (53, 60) e talvez as triptofano-oxigenaszes (X112

(61).

(X5 (X1 (X113
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Se estes estados excitados gerados pelos sistemas de pe-

roxidase n¥o se destinam a emissdo de luz, é natural supeitar que
eles sejam wutilizados para outros fins, ou seja, para real izarenm
trabalho, tal como em fotoqufmica (& a chamada fotoqufmica =zem

fuzl:

transferéncia de energla a S

isomerizacio, rearranjos, etc...

Esquema 11

A jidéia de transferéncia de energia ¢ fortalecida por

exemplos at<¢ mesmo em sistemas bioluminescentes:

A + Enzima P eq 1.1.13
*

P - P + hy (azul} eq.1.1.14
* *

P + B - B . eq.1.1.15
* .

B = B 4+ hy (verde) eq.1.1.16

Esquema 111
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Observou-se que em certos organismos vivosg, a luz emiti-

da era a mesmna que a da reacio reallzadsa In vitro, correspondendo
2 transi¢io na etapa ds equacgfo 1.1.14. Has, em mnuitas outras
espécieg, a cor da luz emitida era verde, enquanto que a emissio
da reag¢Zo in vitro era azul. Isso indicaria que nos seres vivos
estaria ocorrendo uma transferéncia de energia f(egqs 1.1.15 e
1.1.16) de wuma molécula no estado excitado (P*) para outras espé-
cieg (B)Y n¥o existentes na reacHo isolada, comn emissio de seu es-—

#*
tado excitado (B ) (eq 1.1.16),
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I1. Ecido ribonuclelico de transferéncia

Para que se possa entender o papel das espécles excita-
das {(descritas anteriormente’) sobre o tRHA, ¢é necessirlo conhecer

um pouco de sua estrutura e funcfo.
.1, trut

O dcido ribonucleico de transferé&ncia (tRHA) pertence a
uma classe de dcidos ribonucleicos de baixo peso wmolecular, apro-
ximadamente 25 000 Daltons. Sabe-se que ¢ LRNHA desempenha viarios
papéis, que estio associados a blossintese proteica. H4 cerca de
55 diferentes espécies de LRNA em cada célula wviva (62). Hoje em
dia, a estrutura tridimensional do tRNA € conhecida e é importan-
te se considerar as suas fungles em termos da estrutura.

Os tRNAs desempenham virios papéls na sintese de protel(-
nag, como ativacdo dos aminodcidos, regulacfo da sfntese protei-
ca, e outros. Atuam também na traasferéncia de aminodcidos a es-
trutura da parede celular além de outros papéis também importan
tes (63).

O tRNA é formado por nucleotfdeos purfnicos e pirimidf-
nicos (fig.1.11.1) élém de alguns nucleot fdeos modificados (64),
cujag caracterfsticas j& foram descritas na literatura (65). Ele
apresenta bases modificadas, chamadas "raras”, que n3o existem

nos outbtros RNAszs (63).
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Hucleotideos purinicos: Hucleotideos pirimidinicos:
NH; NH2
&
I 1
b) ) .
“ L
L\§ N 07N
ADENOS INA :? cgngmgfl?
o )
Je xg :
N AN H—N g
L e j
2
HzNJ\:.N “Ns OJ"’\N' )
é Fa? URIDINA
suanosing
onde R é ribose.
fig.1.11.1 Nucleot{deos normaisg presentes no tRNA
Obs.: HNucleotfdeos s¥o ésteres de dcido fosfdérico, dos nu-
esqueleto

cleosfdeos (bases piuricas ou pirimfdicas ligadas a un

de ribose) (6£3).

Os nucleotfdeos

ligam-se entre si

através de uma molécu~-

la de fosfato alternada com uma unidade de ribose. A base & Itga-

da ao C 1' da ribose. Esta estrutura é mostrada na fig.1.11.2.
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H N
~6
N

N Xy
H _</ ‘ ) ADENINA
=
N N

URACIHL
“H

EXTR. 3’

fig. 1.11.2 - Esqueleto de ligacBes fosfato que

formam o tRNA (69).

A estrutura secundéria em forma de ”"folha de trevo”, do
tRNA, fol proposta em 1965 por Heolley e col. (66). O emparelha-
mento de bases do tipo "Watson-Crick” (67) foi tomado como mode-
lo, para se propor este tipo de estrutura (fig.1.11.3). Mais tar-
de, estudos com cristalografia e raios X determinaram a estrutura
tercidria que se mantém através de ligacgBes de hidrogénio (68,

69).



v

26

—| AMINOACIDO

0

BRACO D

B

20
ALCA DO /

ANTI-CODON

BRACO DO
ANTI- CODON

T

ANTI! - CODON

fig. 1.11.3 - Estrutura do tRNA em forma de

folha de trevo (69).
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I1.2. Funcdo

O papel do tRNA na sfntese de protefina é mostrado na fi-
gura ;.11.4, onde primeiramente, uma enzima chamada amincacii-
tRNA-sintetase, se liga a uma molécula de HBNA especifico, conm
seu amlino&cido correspondente, por uma liga¢¥oc covalente. O LRNA
com o amino&cido ligado se liga ao sftio A do ribossona (organaia
onde os aminodcidos s¥%o ligados 3 cadela polipeptfdica da protef-
na). Esta interac3o requer hidrogénio se ligando ‘entre as trés
bases do cddon, na alg¢a do m—RNA (mensageiro) que & especifico
para um aminodcido e as tré&s bases do anti-cédon do tRNA. Uma mo-
lécula de tRHNA no sft!o P adjacente, transfere entZo a cadeia po-
liptfdica crescente ao tRHNA, no sftio A. O tRNA "vazio” sal do
sftio P e o ribossomo se move ao longo do mRNA a dist8ncia de um
csddon; entdo, o tRNA muda a cadeia polipeptfidica do sftio A para

o sftio P, e o cicleo comeca novamente (70).
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1 @] 2 3
AMINOACIDO
{LEUCINA § O
+/? — ? — +
RNA TRANSPORTADOR ;’“'32”“;;“"‘;
{PARA LEUCINA D LEUCIL Na

ENZIMA
{LEUCIL -~ 2RANA SINTATESE)

‘i( ARINOACIL ~ P RNA
INCORPORADD

RIBOSSOMO
4
FORMACEO 0A
LIBACAC PEPTIDICA
siTio 4
WA
MENSAGEIRO
11 1.3 30 1l s - ey 1t
L_..JL—JL..—JL...JL—.JC‘.JC—JL—.JL—JL..”L—I b brod \bmord  brad b AT Cod A
., 7K 4 NN _H 8 F E 0 C _B a K 4 M_H @8 F E DO
coon ~ T~ clo
. vasTiTuicho po
PROX MO "~ 1RKA
MINOACIL- 1RHS . . ~'1 COMECO DE UM \t‘ 20 sitio P =
7 o~ | NOVe cicLOo 6 ¢

MOVIMENTO DO 1RNA DO
8iTI0 A PARA O 8ITIO P

.<——.___.._

siTI0 A4 SITIC A

fig. 1.11.4 - Fung3o do tRNA (70).

Obs. Cddon é o emparelhamento de trés bases. .
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Além desta importante func¢Zo, o tRNA participa de meca-

nismos regulatdrios. Por exemnplo: Ames e Hartman (71) estudaram o
controle da tradugZo por espécies moduladoras de LRHA. Sueoka e
col. (72) wverificaram a modificag8c de tRNA e o controle da
tradug¢Zo . Varios outros pesquisadores estudaram certos papéis
tamnbém importantes do tRNA, como por exemplo, participacZo na
sfntese da parede celular, e atuac¥o como "primer” para a trans-

criptase reversa na sintese direta do DHA (73 - 75).

. 11.3. Basses modificadas

A fungﬁo ggpecifica das bases modiflcadas 4 ainda um
pouco obscura. As bases modificadas mais conhecidas sZ%o a 4-Tiou-
ridina e a base Y. A 4-Tiouridina é encontrada em tRNA de E.coll
e a base Y, em tRNA de levedura (76). Estas bases s%o altamenté
luminescentes (71, 77, 78). Por exibirem estas propriedades, po-

dem ser usadas como "sondas”luminescentes conformadionals (71).

11.3.1. 4-Tiouridinas

A base 4-Tiouridina (4-TU) esté presente em viédrios tRNAs
obtidos de E.coli (79, 80X (fig. 1.11.5). Ela se localiza na posi-
c%o B da extremidade 5' da molécula (81, 82) e ocupa uma locali-
zag8o estrategicamente importante na estrutura de folha de trevo
do tRNA (fig.1. 11.3).

As propriedades especiroscoplicas da 4-TU s3o inf}uéncia—

das por mudangas na estrutura secunddria e tercidria do tRNA. A
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4~TU estd muito bem protegida dentro da estrutura tercidria do
tRNA e quaisquer mudang¢as tanto da estrutura secunddria como da
tercidria podem ser acompanhadas pela emiss3o caracteristica do

resfduo de 4-TU (78). A 4-TU tem uma banda de absorg¢3o caracte-
ri{stica em 335nm e & temperatura ambiente, uma emissZo a 550nm

(com A de excitac¥o em 335nm).

fig.1.11.5 - Estrutura da 4-TU

A intensidade de emissdo aumentav com o© decréscimo da
temperatura e abaixo do ponto de congelamento ( de etilenoglicol
H,0 1:1 ) um pico adicional aparece em aproximadamente 475nm.
Shalitin (71) determinou a meia vida da emiss%o em 550nm da 4-TU.
Quando ligada ao tRNA, a 4-TU apresenta uma emigss¥o em510nm (82),

cuja intensidade é grandemente afetada por fons magnésio (78).

i1.4. Egezﬁg de cstions na conformacdo do tLRHA

Devido as fracas interacfes envolvidas na estrutura ter-
ciaria dos tRHAs, tanto no de levedura como no de E.éoli, pode
haver modificacBes da sua conformag¢do por influéﬁcia do pH do
meio (83). Tais modificacles podeﬁ ser evitadas ou diminufdas por

+2

adic¥%o de cations bivalentes como Hg “, pois este cdtion aumenta

o grau de ordem da molécula de LREHA (84).
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0O estudo do efeito deste f(on sobre o tRNA estd se desen-
volvendo Jj& hé algum tempo (B85 - B87) indicando que sxiste na ma-
cromelécula um sftio especial para a ligagZo do Hg+2(88).

As mudancas conformacionais s3c geralmente detectadas
acompanhando~-se as modificacgfes na luminescéncia do tRNA (838) ou
verificando—-se o especiro C.D. de tRHA na auséncia ou presencga do
fon (S0).

Outros cét;ons, trivalentes por exemplo, podem também
interagir com o tRHNA. Os fons Tb*® (91) e Eu'® (92) que s3o
fluorescentes, se ligam ao acido nucleico possibilitando o estudo
conformacional através das modif!cacﬁes da luminescéncia do pro-

prio fon ou por transferéncia de energia, e por isso s3oc chanmados

de "sondag fluorescentes”.

11.5. ReacBes biofotoenergizadas e sua interacHo

com _biomoldculas

Foi observada a transferéncia de energia de reag¢les ca-
talisadas por peroxidase (ftem 1.1.5), em particular a oxidagdo
do composto isobutanal (1V) (eq.1.1.9) para flavinas, fitocro-

mos, DNA e outras biomoléculas (45).



HaC~ = =« flavinas
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20 c——
H:SC", fitocromo % alteracBes

DNA, etc... bicldgicas

Esquenma 1V

Outro exemplo anslogo é a reac%o de [AA com HRP, em pH

de 3,8 ( ftem 1.1.5.4 ). 1AL e CO, s¥o produtos esperados da que-

bra de uma dioxetanona (51) e, sendo assim, o IAL deve ser gerado

em estado excitado (vide eq.1.1.12):

IAL
X iAL + hvp
1AL ‘o, + 1AL
reacdc com o tRNA
transfer&ncia para OvtRNA—l

implicagBes bioldgicas

Esquema V : Decomposigdo doBIAL*

O fato que o IAL & formado no estado excitado triplete é

comprovado pela rea¢3o descrita na eq.1.11.1:




3 * 1 *
1AL + Eosina e 1 BL + Eosina

EquacHo 1.11.1

[1.6. loplicacBes bioldgicas

11.6.1. Sistema : IsobutanallHRP/Dz

Foi observado que ocorre transferéncia de energlia da
acetona gerada por este sistema para fitocromo, flavinas e DHA
(1.1.5.1). Pode-se supor que as alterac8es Que ocorrem com tals
componentes celulares poderiam ocorrer In vivo, devido a proceg-
sos de transferéncia de energia de espécies excitadas geradas ps-
logs sistemas peroxidase-oxidase. Foi propostoc que a acstona tri-
plete gerada por este sistema (isobutanal/HRP/0,) sobre o DNA in-
duz a formac¢¥o de adutos de pirimidina e de quebras de fitas sim-

ples, como pode ser visto a seguir (esq.VI)(40):
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~C ... G = — C ... 6
— T ... A — — T ... A-—
~ A ... T = - A ... T =
!SOBUTANAL/HRP/O; -+ -~ T . A+ =T -« A=
~ C ... G — ~ C---G -
- C ... G = —~ C ... G —
- T ... A — T ... A
DNA DNA MODIFICADO
Esquema VI : Formaco de quebras de fitas simples en
DHA.

11.6.2. OxidacHo de conmpostos como malonalde{do

Sistema : HA/HRP/Hn *7/0,

o malonal@efdo oxidado pér 02 na presenca de HRP gera
oxigénio singlete (47) e este, por sua vez, pode causar danos em
DNA, tRNA e protefnas in vitro. Foi proposto por Durdn e col.
(48) que mutagénese e carcinogénese causada por malonaldefdo, um
produto da peroxidac3o lipfdica, possa ser devido a somatdria Qde
dois efeitos : reticulac¥%o dos grupos amino de DNA, presumivel-
mente através da formagfo de bases de Schiff (93; 94) e acdo de
oxigénio singlete (capftulo i, 111.1) sobre as bases de DNA e

protefnas que se encontram nas células.



35

LIPfDEOS JZ.,LIPGPERéXiDOS —p —s HA (malonaldef(do)
ENZIMA
MODIFICACBES EHM
a) 0, 18’; —_— —
DHA E PROTE(HNAS CARCINOGENESE
Enzima
HA - > E
MUTAGEHNESE
FORMACXO DE BASE
b) DNA L
DE SCHIFF
Esquema VII : ImplicagBes bioldgicas de malonaldefdo.

Possivelmente o passo a (do esquema acima) seja mails ri-
pido, pois in vitro a producio midxima de oxigénio singlete ocorre
aproximadamente em dois minutos, enquanto que no passo b, a for-
mac¥o de base de Schiff foli detectada com um tempo de Incubag¥o

de MA-DNA de duas horas (85),

11.6.3. Sistema IAA/HRP/0,

O controle da velocidade de crescimento de plantas e di-
ferenciag¥o de tipos especfficos de células parecem estar rela-
cionados com a quantidade de 1AA e peroxidase presentes(eq.1.112)
(96). Assim, a oxidagFo aerdbica de I[AA por HRP deve ter grande

import@ncia nestes processos.

0O tRNA participa de outros processos importantes como
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controle da expressdo gendética, além do seu papel na sintese pro-
teica (70). Em alguns sistemas, a funcgio de controle exerciéa pe—
lo 4cido nucleico parece estar associada com um nucleotideo médi~
ficado na mcﬂécﬁla do tRHA. Ha verdade, uma possibilidade para os
reguladores em plantas é que eles modifiquem um sf{tio especifico
no tRNA, necessédrio para iniciar a sintese da enzima prdpria do
processo (97, 98). Especulou-se ent¥o, por varlas vezes, que a
reag%o do tRNA com o IALX gerado enzimaticamente possa ser um
exemplo desta modifica¢Zo. Uma outra mudanga do tRNA pode ser
provocada pela reac¢fo entre o grupo 4-TU excitado por transfe-
réncia de energia do IAL triplete, com um grupo vizinho, seme-
ithante & alteracgfo de 4-TU com éitidfna na posicdo 13, que ocorre
por irradiacg®o do tRHA (74).

Alguns resultados discutides por De Hello e col. (99

fornecem um possf{vel mecanismo para a interac3o IAA-tRNA in vivo.

KEKEIKEKKKKIKIKKKKXX
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Pil. QXIGENIO SINGLETE

A descoberta do oxigénio singlete por Scheele e Prisstly
independentemente, hd aproximadamente 200 anos atrds, tornou-se
um ponto declisivo no desenvolvimento de conceltos qufmicos (100),
0 oxigénio singlete tem propriedades exclusivas em viérias rea-
cBes. ¥ uma eospécle reativa em muitos sistemas quinicos e biold-
gicos. Pode ser gerado por descarga de microondas (101), por rea-
¢3o de perdxido de hidrogénio com hipocloritos metdlicos (102),
por reag¢do de dtomos de hidrogénio com oxigénio molecular, atra-
vég de fotolionizagdo (1033, pof excitac¢io direta de oxigénio  a
alta press¥o por laser (104), por Iirradiag3o fotossensibilizada
(105), por reagles bloqufmicas ou biofotoenergizadas (47, 48)‘ e
também & encontrado comoc poluente atmosféricq reativo comum, ge-
rado por radiac¢%o solar (106). O oxigénio singlete reage com unma
variedade de materiais gue ndo sﬁo afetados por oxigé&nio normal

(105).

Os estados eletrdnicos do oxigénio molecular podem ser

visualizados na tabela 1.111.1.
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Holéculs de Conf iguracles dos Energla rela-
oxigé&nio elétrons em orbi- tiva
tais moleculares { Kecal/mol?
mais altos ocupados
Segundo esta-
1 |
do excitado i " 37,5
1 +
o, ("=,7)
Primeiro esta-
do exciiado } i 22,5
1l
Estado funda-
mental 4 1 )
Ge- ! |
o, 23,)
Tabela 1.111.1 - Estado eletrbSnico do oxigénio molecular

reproduzido de Bellus (107).

0 oxigénio no estado fundamental, tem dois elétrons en
orbitais separados, com momentos angulares opostos, mas com sping
paralelos, indicados por 3il(molécula no estado triplete) e pode
atuar como um dirradical (105). Ho primeiro estado excitado, o
oxigénio tem ambos os elétrons num mesmo orbital, com mesmo mo-
'<ment6 énguiar, indicado por 145 .Como os dois elétrons té&m spins

opostos, a molécula estd no estado singlete (pela regra de multi-
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plicidade de spin, 28 + 1 ) , e tem um comportamento eletrofflico
(88). 0O oxigénioc no primeiro estado excitado tem uma meia vida de
aproximadamente 2x10"E‘seg (em &gua), enquanto que no segundo es-—

=1
tado excitado, é de 10 1 seg (106).
I1r.1. Fo _de oxigénio singlete

[11.1.1. Geraclo quimica de oxigdnio singlete

Varios métodos podem ser usados para gerar espécles qui-
micas de oxigénio. Estes processos s3o , por exemplo : reagfo de
H72092 e um hipohaleto, como 0OC1~ , reac¥o de HSJZ e o superdxido
radical, i3; (108>, considerada uma fonte de oxigénio singlete
{(109). A transferéncia de um slétron do 02 para um aceltador
adequado foi proposta como sendo um mecanismo através do qual o
oxigénio singlete é gerado em cloroplastos 1iluminados (110). A
dismutacdo esponti3nea de 2 moles de 02 resulta na formagdo de
oxigénio slnglete,-Jé descrita por vdarios autores (i1i, 112), mas
ainda continua como um ponto a ser debatido. Os ozonideos de es-
tabilidades variadas podem originar oxigénio singlete por decom-
posic¥o esponténea (113). Ainda, o oxigénio singlete pode ger
originado através de processos enzimiticos (114) e fotoquimica-
mente, através de um sensibilizador (115).

Logo, h3d trés vias pelas quais o oxigénio singlete pode
ser gerado. S3o elas: quimicamente (113>, fotoguimicamente

{105), e através de sistemas bioldgicos (114).
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I11.1.2. OxigSnio singlete gerado fotoquimicamente

A absorcZo de luz em organismos vivos por sensibilizado-
res, naturais ou n3o, na presenga de oxigénio causa oxidagSo, a
qual pode originar vidrios efeitos quimicos e biocldgicos. Estes
efeitos provocam, na maloria das vezes, danos celulares (36).

Os fotossensibll izadores s3oc moléculas que podem absor-
ver luz para produzir uma reac¢do qufimica, que n%o poderia ocorrer
na sua ausénceclia; o fotossensibilizador pode mudar ou nZo, neste
processo (36).

Uma das espécies de méia vida curta, que tem se demons-
trado existir nestes processos, é o oxigénio singlete, além de
outras (114),.

O mecanismo de fotooxidagdo pode ser descrito como : os
fotossensibilizadores ( 8 ) té&m dois tipos de estados eietroni¢a~

35 Y. O estado

mente excitados, o singlete ( l5 ) e o triplete (
triplete tem uma meia vida maior ﬁue o singlete. Com raras exce-
cBes, as reacles fétossensibilizadas ocorrem por melo do sensibi-
lizador triplete; muitos corantes (azul de metileno, rosa de ben-
gala, eosina, acridina larangja, etc.), pigmentos (clcrofila, he-
matoporfirinas, flavinas) e hidrocarbonetos arométicos, s3o }o~
tossensibilizadores eficientes (36).
Dois mecanismos de sensibiliza¢¥o j& foram sugeridos

(116 - 100). Ambos os mecanismos est¥o em concord3ncia com os
dois primeiros passos envolvendo a excitagBo do sensibilizsdor

(8) para seu estado singlete ( § ) por absorg3c de um fdton de

luz (hv, normalmente na regiZo do visivel) e subsequente cruza-
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mento entre sistemas para o estado triplete do sensibilizador

{passo a e b ) (esquema V1) (105).

1
S e 8 (ad absorc%o de luz

1'S —Ss :SS (b3 cruzamento entre slistemas

3s + 302 ——p 5 l(}? {c) energia transferida do
4 estado triplete do sen-
1.+ 1 ,
( 'gou A
g sibilizador para o es-
tado fundamental (tri-
plete) do oxigénio.
3 3 A '+O . @ .
s  + 02 - 5%+ 02 (d) transferéncia de elé-

trons

Esquema VIII : Produc3o de oxigénio singlete por melo de

um sensibilizador. Reproduzido (105).

Kautsky (120) propds qﬁe o passo ¢ envolve a formag3o de
um estado excitado singlete de oxigénio por transferé@ncia de
energia do sensibilizador excitado ao estado fundamental triplete
do oxigénio. Neste processo, o sensibilizador retorna ao estado
fundamental e pode voltar a ser excitado, comegando o ciclo de
reacfes novamente. A convers3o de duass moldculas no estado> tri-

plete para duas espécies no estado singlete ( passo ¢ ) ocorre,
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pois n¥o had violacdo da regra de conservacéo de spin (121).

111.1.3. Oxigénio singlete gerado enzimati-

camente

Sabe-se que o oxigénio singlete deve estar envolvido en
muitos processos biblégiccs. Algumas destas informagaes %0 alta-
mente especulativas, e algumas completamente improvivelis.

VaArias enzinas mediam reacBes oxidativas, as quals se
assemelham as ocorridas quimicamente, produzindo oxigénio single-
te. Exemplos dessas enzimas s3o : dioxigenase, que quebra virios
derivados catecdis (122); lipoxidase, que produz hidroperdxidos
alflicos de &cidos graxos (123); prostaglandina sintetase, que
forma endoperdxidos (114), e outras. A analogié entre estas rea-
c¢Bes o algumas das ocorridas na quimica do oxigénio singlete, fol
descrita repetidas vezes (124, 125);

Ainda had outras enzimas que catalisam a produc3o de oxi-
génio singlete ; entre elas, lipoxigenase (126, 127}, peroxidase
do rabanete (HRP) (127, 128), xantina oxidase (129, 1305, enzimas
microssomais (130), lactoperoxidase (131) e outras, embora em al-
gumas destas rea¢Bes n3do tenha sido claramente demostrada a sua

presenga (114).
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I11.2. ldentificac3o

O oxigénio singlete tem uma meia vida relativamente lon-
ga para as espeécies excitadas (vérios usegl), e um meio de detec-
tia-lo é medir a energia liberada, quando este decal para o estado
fundamental, o estado triplete (132). Esta energia & liberada co-

mo fdéton, de acordo com a equag¥o 1.111.1:

0, ' ) —> 02{32,;}+h~/

EquacZo 1.111.1: Decaimento de oxigénio excitado para o

estado fundamental com emissBo de féton.

Nesta reag3o, a luz emitida estd na regi%o de comprimen-
to de onda de 1269nm, equivalente 3 diferengca entre o prineiro
estado excitado e o fundamental do oxigénio.

O oxigénio singlete pode sofrer um aumento energético
("energy pooling”) por reag¢Zo resultante de uma colisBo de duas
moléculas de oxigénio excitado, dando uma nova emiss3o "bimol”,

como mostra a equagfo 1.111.2:

202('(_/;9 ) ——-—»-'202("2,;)+hv_

Eg. 111.2 - Decaimento "bimol” de oxigénio singlete

para o estado fundamental com emissZo

de lu=z.

Neste casc, a emissBo ocorre em634nm e pode ser detecta-
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da em reagfes que geram oxigénio singlete, como por exemplo,
H,0, /0C1™ <114). |

Outro método de se detectar oxigénio singlete é através
do uso de gwupressores especi{ficos. Estes compostos podem inibir a
oxidac¥o iniciada por oxig&nio singlete por processos fisicos ou
qufmicos. Dentre os primeiros compostos utilizados, estdo os plg~
mentos carotendides, que suprimem o oxigénio singlete fisicamen-
te, sem alterar o pigmento. Esta habilidade dos carotendides de
suprimir o oxigénio singlete é a base do papel de protecdo contra
danos celulares Iniciados por luz visfvel (132) e também serve
como base para o tratamento de doencas fotossensiveis, usando-se
grandes quantidades de (:5 ~caroteno (133).

Outros métodos © compostos que tém sido utilizados para

diagndstico de oxigénio singlete, s3o:

{a) andlise de produtos (113):
1) difeni-lf‘ur’ano —» dibenzoiletileno
2 colestercl - 5-&-hidroxicolesterol(6~ona)

3 cis- G—caroteno — Lrans-— @ -caroteno

<{b) uso de &gua deuterada : proporciona um aumento da
meia vida de oxigénio singlete de dez vezes, em compafac%o com a
dgua (114). lIsto se reflete no aumento da emiss¥o do oxigénio

singlete e aumento da reatividade.
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(c) inibicHo por supressfo espec{fica (113):
13 caratendides
23 aminas tercidrias
37 tocoferol
4) azzoteto
5% histidina

6} guanosina
(d) gquimiluminescénecia espec(fica (113):
1) emiss¥Eo monomclecular (1070 a2 126%nm)

2} enmissTo bimol (634 & 703nm)

(e) quimiluminescéncia aumentada com DABCO (1, 4-

diazobliciclo(2,2,2)octano {(da emiss¥c bimol)(113).

(f) método cindtico (134, 135).

111.3. Efeitos in vive

a) Efeltos de supressores de oxigénio singlete

in vivo

Us pigmentos carotendides s%o subst8ncias que suprimem o
oxigé&nio singlete (136). Estes pigmentos té&m demonstirado ser efe-
tivos em membranas lipossdmicas (137, 138), e também sSo pfoteto~

res contra ag3o fotodin8mica in vivo (139 - 1427,
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b) Efeitos de &gua deuterada jin vive

o sistema totalmente deuterado (DEG + CD3

dia de oxigénio singlete aumenta ao menos dez vezes, comparada

0D a2 vida mé~

com a vida média em solventes n¥3o deuteradeos (143). A dgua livre
na célula pode ser substituida por dgua deuterada, simplesmente
transferindo as células para dgua deuterada concentrada. Deutério
n¥o troca todos os hidrog&nios, e somente 30% da concentragio de
dgua deuterada do meio pode ser incorporada na por¢¥o n¥o inter-
cambidvel da célula, a2pdés uma exposi¢Ho prolongada (144). Logo,
pode-se anteéipar que o efeito de dgua deuterada in vivo deve ser

normalmente menor que in witro.

IV. Fotogufmica do tRHA:

A fotoqufmica de 4&cidos nucleicos fol estudada por va-
rios pesquisadores (145 - 147),

Entre algumas reac8es fotoguimicas que ocorrem em tRHA,
témos a formag¢3o do fotoaduto 4-TU-Cyt. Além desse efeito, serdo

descritos aqui os efeitos fotodinSmicos em tLRHNA.

1V.1. Formac%o do fotoaduto 4-TU-Cyt no tRHA

Recentemente foi proposto na literatura que a 4-TU de
E.colf & o maior cromdéforo que leva ao crestcimento retardado da

bactéria, induzido por lu=z UV (315-400nm) (145). Sob i}uminac%o
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no UV préximo, a 4-TU, encontrada na posic3o 8 do tLRNA, fotorrea-
ge com uma <itidina na posicZo 13, resultando numa reticul agHo
covalente 8—13 ( esquema [X), em todas as espécies que tLém estes
res{duos em comum (146 - 151). No esquema 1X, que descreve a for-
mac¥o da ligacdo 8 - L3, a orientac¥o relativa da citidina - i3

e 4-TU -8 fol encontrada no cristal de tRNA de levedura (152 -~

154).
: H H o
H B
H\ IV : \N/ N)kN/R
N R
o5 ,z, e
13 | —‘T" J 13 H
' | l
R R
oNDE R = ripose
Esquema IX : Formac3o da ligag¢3o 8-13.
1V.2. Oxidac¥o de tiocetonas do tipo 4-TU
A estabilidade de varias tiocetonas em relac3o ao oxigé-
nio na presenca ou auséncia de luz foi investigada por viarios

pesquisadores (155~160). Nestes relatos, tém-se encontrado cbmo
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produto distribuic¢Bes de dialquil tlocetonas, diaril tiocetonas e
o-alquil tioésteres. Em alguns casos, 08 produtos s%g cetona e
sulfina (157), sendo que em 6utros, além dos compostos carbonfli-
cos correspondentes, s¥%o encontrados enxofre elementar e didxido
de enxofre (158 - 180).
Recentemente, Ramnath e col. (1613, Tamagaki e col.
(162) e Ramesh e col. (163, 164) fizeram investigacBes sistemati-
cas em oxidacBes induzidas por luz, de uma série de tiocetonas
cuidadosamente escolhidas. A oxtidacdo de dilaril, dialquil & artil
alquil tiocetonas, por oxigénio singlete, produz as sulfinas e
cetonasg corresﬁohdenteé. Um intermedidrio =zwitteridnico, resul-
tante da interacg%o primdria de oxigénio singlete com o grupoc tio-
carbonftico, foi encontrado como sendo o intermedidrio mais comum
para a cetona @ a sulfina, onde um 1,2,3-dioxatielanc poderia le—
var exclusivamente a cetona (161).
Poucos relétos em oxidac¥o fotoqufmica de tiocetonas de

interesse blolégico tém sido publicados. A.tiouréia é fotoxidada

s urdia (165) , & uma nova reaclo fol desmcrita envolvendo a foto-
xidac¥o branda de 4-TU, na presenga de t-butancl a um intermedis-
rio, provavelmente N-ribosil-2-oxipirimidina-4-sulfonato ou o
sulfinato correspondente (166), o qual prontamente sofre hidrdlij
se 3 uridina. A oxidac¥%o de tiopirimidinas a sulfinatos e sulfo-
natos correspondentes e a hidrdlise desses intermedidrios 2a piri-
midonas foi descrita anteriormente (167, 168). Os foné sulifito
foram detectados confirmando a formagdo de sulfonatos e sulfina-
tos.

A eficiéncia de producfo de oxigénic singlete por tioce-



49
tonas foi medida pelo brangueanmento de 1,3-difenilisobenzofurano
en CHCl3 (164). lsto sugere que tiocetonas tripletes tLransferen
sua energia ao oxigénio triplete com alta eficiéncia.

Em um trabalho recentemente feito por Durdn e col.(169)
sobre a transferéncia de energia em processos biofotosnergizados
em tRNA (170-172), foi encontrada uma eficiente transferéncia do
IAL em seu estado triplete, gerado por oxidac3o catalisada por
peroxidase, 3 4-TU. Como esses processos sdo provavelmente impor-
tantes ao controle do crescimento de plantas, ¢ interessanie es-

tudar as possiveis transformacles de 4-TU a uridina no tRHA por

processos biofotoenergizados e sua relag¥o com o papel do tRNA.

1V.3. 3c¥o fotodinZmica sobrs o LRHA

Kuwano e col. (173) estudaram a modificac¢f3o fotoquimica
de tRNA, e © seu efefto na sfntese de aminoacil-tRNA. O tRHA fol
iluminado com luz visfvel, na presen¢a de azul de metileno (vide
esquema VIII) ou do carcindégeno .4-nitroquinolina-N-Sxido. Este
procedimento causa a perda de absor¢¥o por parte da guanina, mnas
n¥o muda para as outras bases. Os mesmos pesquisadores concluiran
que a habil idade aminoaceptora do tRNA é destruida com o tempo de
iluminaéﬁo. A velocidade de inatiwvac3o varia para cada amiﬁoéci~
do. Um significante decréscimo na atividade aceptora da prolina
foi observado. Este resultado sustenta a hipStese de que a se-
quéncia do anticddon no tRNA seria a funcZo do "reconhecimento”
de uma aminoacil tRNA sintetase, bem como a traduc¢Zo de um cddigo

do RNA mensageiro. Ainda, os mesmos pesquisadores fizeram uma
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andlise da composic%é dag bases do tLRHA. Observaram que, por cro-
matografia, 2 guanina, no cromatograma, val desaparecendo com O
tempo de irradiag3o. As observacBes espectroscépicas mostraranm
que o maximo na absorc3o muda para comprimentos de onda malores,
enquanto que O coeficiente de sediment3930~permanéce quase O mes-—
no, duraﬁte o curso da reac¥o. Ainda, com © uso de um sensibili-~
zador, Tsuglita e col. (174) estudaram a inativag@o fotossensibi~
lizada de &Acidos nucleicos na presenca de riboflavina, comprovan-

do o que Kuwano e col. haviam descrito (173> .



Tabela 1.1V.i- Efelto do pH na fotoinativac3o de THV-RNA

tratado com um corante (176).

Corante TampZo pH LesBes
(% do controle)}
YVH 0,018 glicina 3 102
AT o ” 3 105
AL ” » 3 95
YVH G,01H fosfato &6 61
AT - » 6 ag
Al - ” 6 g7
VH 0,018 fosfato 7 72
AT " ” 7 58
AL » ” 7 64
VN O,01H fosfatg 8 g2
AT | ” ” 8 52
VN 0,01H glicins 9 85
AT » » 3 5
AL ” ‘ 9 8
VH 0,01M glicina 11 103
AT . ” 11 101
AL ” ” i1 98
VN - vermelho neutro; AT - azul de toluidina e
AL - acridina laranja
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Tsugita e col. (174) concluiram que irradiac3o por lu:z
vigivel na auséncia de riboflavina, ndco produz efeito na‘atividzr
de de THV-—-RHNA (RNA de virus de mosaico de tabaco). Sivarama e
Gordon (175) utilizaram também THV-RNA mudando o sensibilizador
para acridina Iaranjé, e acompanharam a inativagSo. Verificaran
também gue as guaninas sdoc afetadas nesse processo. Orlob (176},
utilizando também o THV—-RNA, comparou o efeito do pH na fotoina-
tivacBo de THV-RHNA, tratado com diferentes corantes. Estes resul-
tados estZo na tabela IV.1.

Amagasa e col. (177>, estudaram a perda da capacidade ds
aminoacilacdo de tRNA através da fotoinativagZo (fig.1.1V.1).
Utilizando acridina laranja como sensibilizador, irradiaram um:
solug3o de tRNA/tamp3o tris—-HCl, e analisaram a perda da ativida-
de da enzima aminoacil tLRNA sintetase, a diferentes tempos de ir-
radia¢8o. Conclufram que para uma concentrag3o cSti:;xa de fons mag-

nésio, ocorre uma proteczo do sistema contra a inativacg3o.
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ATIVIDADE REMANESCENTE (%)

i 1 I !

5 10 5 . 20

TEMPO DE IRRADIACAC { mun.)

Fig.1.1v.1

°
H

Efeito dog fons metédlicos na f‘otoiﬁattvacﬁo
do tRNA na presenc¢a de AL. HMistura deA rea-
¢3o : 0,2uM de tRNA; 15,5uM de Ap, em O,05H%
de tampZFo tris-HCl, pH=7,6. Legenda : (-o-)

sem fons metdlicos; (-A-) 50uM de Hg*z

Nt

(-J-> 0,25mM de Hg'e (-v-) 0,5nM de Mg .

Adaptado (177).
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As células de E.coli quando tratadas com doses subletals

de acridina malisg luz U.V., sofrem danos. Os componentes celulares
mais danificados s%c as menmbranas & o DHA (178).

Sabe-se gque ag acridinass se ligesm seletivamente aocs 4ci-

dos nucleicos (179). Com base em dados obtidos, T.Ito (178) pos-

tulou que =2 inativac%d celular através de corantes pode ser clas-

gsificada de trés formas {(esquema X):

(1) BAtaque fora da cdlula (os corantes permanecem fo-

ra da célulal.

(2) Ataque dentro da célula (o sensibilizador no ci-

toplasma) e

(3) Ataque dentro da célula (o sensibilizador se liga

preferencialmente ao DHAY.

Nestes trés casos, os sftios de danos s3o provavelmente
a superfficie celular, o citoplasma e o DNA, respectivamente (180

a e b).
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O=s sensibilizadores e os sftios de danos

TIAZ

Esquema X

s
e

Representac3o esquematica da localiza-

¢¥o de corantes e os presumfvels sftios

wde danos.

Tiaz:tiazinicos(0); Xant.:xanténicos(®)
Acrid:acridfnicos (@2); He: membranas;
Ci:citoplasma; Hu: nicleo (repreduzido

(i783)>.
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Além dos danos provocados por sensibilizadores se ligan-
do a componentes celulares, outros efeitos podem ser observados
em bactérias. Peak e col. (181) relataram que as linhagens de
E.coli deficientes em 4—~TU apresentam maior sobrevivéncia do que
o tipo selvagem , que tem 4-TU, quando tratadas com luz UV a 334
nm. As quebras de fitas simples em DNA ocorrem 2 vezes mais efe-
tivamente no tipo selvagem (com 4-TU) do que na deficiente em 4-
TU, guando irradiadas (181), fig.1.1V.2. Isto prova que a energiaz
de excitac¥o a 334nm pode ser transferida do tRHA para o DHA, re-
sultando en éuebras de fitas simples (fig.1.1V.3).

As radiag8es da luz solar s%o mutagénicas (182) e carci-
nogénicas (183, 184). Os comprimentos de onda da luz solar nails
efetivos na producdo de mutagBes e tumores est3o entre 290 e 32¢C
nm (UVB) (182, 185, 186> . Danos em DNA, expressos pelas nuta¢Bes
genéticas; mostraram estar envolvidos em fotocarcinogénese solar
(187). A regiZ%o espectral UVB tem sido alvo de virios estudos,
principalmente na regi%co de UVC (< 280nm) (onde a absorcXo de fdé-
tons pelo DNA resulta em fotoprodutos como dfmeros de pirimidina
e adutos) e UVA (> 320nm) (onde ocorrem fotossensibilizacBes dc
tipo fotodin@mico envolvendo espécies ativas de oxigé&nio molecu-
lar e sensibilizadores) (188 - 1380).

Com irradiag3o por luz monocromdtica foi observada muta-
génese em linhagens de E.coli:tipo selvagem, pold, uvrAd e
uvrApolA (sZo estirpes deficientes em reparos de danos celulares,
portanto sofrem mutacBes), mas nZoc em rechA e lexA (t&m processos
mais eficientes de reparos de dancs celulares, portanto, mutacic

reduzida em relacfo as primeiras). Em muitos destes sistemas fol
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relatado ques a presenca do oxigénio € muito importante (1913,

SOBREVIVENCIA (%)

Le, ' T
8
Oy 4. TY
10+ o—a 4_vu"
" )
a8 AEROBICD
o A4 ANAEROBICO
.0
E.cou KIZAB 157 Ecout KIZAB 1157 E.coy B/r
fo}} L | R & o0 i 1 (o7} 2 2 5 & 5 i P
o Z 4 6 8 10 12 14 O 10 20 3 O 2 4 € 8 10 12 14 8 18
FLU ENCIA {J/mf210°%) FLUENCIA ( J /7ofx 10°) FLUENCIA {J/m® < 10° )
334 4m
334, 334,4

Fig.

1.1v.2

Curvas devsobrevivénc!a de linhagens de
E.coltl cujo tRHA n%o tem 4~TU (4-TU™), com-
paradas com o tipo selvagem (4-TU + ) apds a
irradiac3oem 334nm em condicBes aerdbicas e
anaerdbicas. A e B 530 E.coli K12 AB 1157 e
C, E.coli B/r. Simbolos vazios: 4;TU“ ; sim-
bolos cheilos: 4-TU +. (o, e)irradiacdoc aerd-

bica; (A, 8)irradiac8o anaerdbica.

Reproduzido (181).
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Hel ¥ H H 7 H : ¥ i L] i
. A 1L B ]
8 ° 4 L -
°
ABlLSBY?
e o e -
@ B.TY
Z
2 6 - -
-
<
Q B B B/r NC32Z
US s.tu¥
~ 4k - -
5+]
»
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2k - 8/r RJ
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Y-y
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FLUENCIA ( g/m® x 10°%)
‘. 334 LT

s

Fig.l;IV.B : Indugdo de quebras de fitas simples in vivo
por irradiacaoemn334nm em linhagens de E.co-
ii- com (e, o) & sem (;, &) 4-TU. Os s{mbolos
vazios e cheios repfesentam dois experimentos
similares. (A) E.coli Ki2 AB1157; (B) E.coli

B/r. Reproduzido (181).
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Az mutacgBes espontlneas sdo processos que ocorrem  por
mecanigsmos ainda n¥o identificados. Atualmente, € aceito que me-
canicneces intracelulares oo oz causadoresz de muta
Até o presente momento, n¥o se tem dados conclusivos sobre estas

mutacBes (1923.
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V. Objetivos da tese

Oz estudos sobre nmodelozs em fotossensibilizacio em dci-
dos nucleicos e sua possi{vel carcinogénese tém sido centralizados
em DNA, e bem poucos deles em tRNA. O tRNA apresenta numerosas
funcgBes bioqguimicas. Portanto, é interessante o estudo das suas

fotomodificag¢les bioldgicas.

£ conhecido que, nos processos fotodinZmicos existem es-

pécies ativas de oxigénio, tals como : superdxido &nion (D2ﬂ ¥,

radical hidroxila (°0OH) e perdxido de hidrogénio (Hzlﬁ), que po-
tencialmente podertiam produzir danos nas bases de tRNA, mudando
sua fungZo, fato que n%o tem sido conéideradoﬁyﬁos tpabalhoé “dé
efeltos fotodindmicos em LRNA (1). Portanto, o objeﬁiVo deste
trabalho € o© de verificar a interagfc de oxigénio singlete (pro-
duzido fotoquinicamente atravéds dos sistemas : irradiag3o direta

no comprimento de absorc¢3io da Q—TU, e com sensibilizador externo)

+2

com tRNA, na presen¢a e auséncia de fons Mg ™ ®, j4 que este permi-

te algumas conformagBes maies estdveis do LRNA, e aniquiladores de

02', °0OH e-}12C3, para avaliar o efeito das espécies ativas de

oxigénio sobre o dcido nucleico. Estes estudos estdo correlacjo-

nados com efeitos de oxigénio singlete gerado enzimaticamente

(processos blofotoenergizados) pelos sistemas : HA/HRP/Hn+2 /02

(4, 48> e IAA/HRP/O2 (1695 .

Uma outra meta do presente trabalho ¢ verificar a inter-
calac¥o de AL com tRNA no processo fotossensibilizado (hv/AL)Y e

compararando estes resultados com uma possivel ligagZo do corante

em processos no escuro (sistema : MA/HRP/MA' /0, ).

2
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Dewv ido a que a 4-TU desempenha um papel Iimportante na
fotoprotecdo de bactérias e contreola o crescimento destas (74,
77) se torna extrsmamente importante estudar em forma mails deta-
ihada seu comportamento frente =zo0s tratamentos fotogquimicos e
biofotoenerg lzados. Pafa isto, seréd feitoc um estudo da 4-TU enm
H20 =] D2{3. Isto permitirsd conhecer e avaliar a dupla enmissdo
proveniente de 4-TU no tRNA, que tem sido sugerida como dolis ti-

pos de espéc ies tripletes emitindo (440 e 540nm), e também a rea-
tividade de oxigénio singleste no sistema, j& que D2i3 aumenta sua
vida média (239).

A 4-~TU € uma base rara existente no tLRNA de E.coli e a
que emlte luminescéncia mals eficientemente que az outras bases
normals (1352. Portanto, serd dado um destaque especial ao estudo
da 4-TU e sua interacdo principalmente com o oxigénio singlete
(gerado fotéquimica e enzimaticamentel, acompanhandec suas mudan-
gas por técn icas como : luminescéncia, absc?gﬁo no U.v., C.D. <)
cromatografi a. |

Uma vez comprovado o efeitoc de oxigénic singlete en
tRNA, torna-se importante o seu estudo em sistemas bioldgicos In
vivo. Para {sto, sera feito um estudo de diferentes cepas de E,
coli submelid as aos tratamentos com os sistemas biofotoenergizados
(MA/HRP/Hn+2/02 } e 1AA/HRP/09 ) e comparados com os fotossensi-
bilizados (hwv (335nm)} e hv/AL). Serd dado um destaque especial ao

estudo de di ferentes cepas de E.coll com e sem a 4-TU,.
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I-Parte experimental
[.1. Aparelhagen

Para:

Espectros wvig{veis e U,V

Espectrofotometro DHR-21 da Zeiss.

Espectros de fluorescéncias

Espectrof luorimetro Perkin-Elmer (Hodelo MPF-44B).

Leitura de pH de soluc¥o tampiHo:

Potencid8metro Metrohm Herisau {(Modelo E-512).

Fotdlises:

Reator da Phillips com 18mpada de mercirio (125W) sem filtro.

Pesageng:
Balanca nettier, modelio ME-22.

Centrifugacfes de LRNA:

Sorval Superspeed RC-2B, com rotor tipo 55-34 a 10 000g.

Consumo de oxigénio:
~Honitor .de oxigénio da Yellow Springs Instruments, modeloc 53, com

termostatizagﬁo.
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Espectrog de dicroismo circular:

Espectropol arfmetro Cary-60, equipado com acessdério de dicrofsmo

circular modelo 6002, utilizando-se celas circulares de quart=zo.

Contagem de fdtonsg:

Contador de cintilagZo lfquida Beckman, modelo LS5-100C, com cir-

culito de coincidéncia desligado.

da ac z

Lampada Phillips modelo UVSL-25, multiband UV-254/366nm.

1.2. Haterial

roga : Procedéncisa
Acetato de magnésiok ‘ Merck
Acetato de sdédiok Dyme Prod.Quim.
AcetonaxX | Carlo Erba do Brasil
Kcido acético glacialx J.T.Baker Lab.
Kcido clorfdrico§ Herck »

Kcido etilenodiaminotetra-

cético (EDTA% Carlo Erba do Brasil

Kcido indol-3-acébticok Merck



Drogas

Agar-agarx

Kgua deuterada 93,75% %
Acridina laranja(purificada)
Klcool isopropilicox
Azoteto de sdédiok
BHI

{Brain Heart Infusion)k

Boroidreto de sdédiox

Cacodiiato de sdédiok

Catalase de ffgado de bol(C40)
CarvZo ativo

Cloreto de sddiok

CloroférmioX

DABCO(1,4~diazobiciclo(2,2,2~-
octanolxk
DNA de timo de bezerro

>

(tipo 1)%

Eosina YX
Etanolx

Eter et{licox
EtilenoglicolX

Extrato de carnex
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Procedéncisa

Difco

Carlo Erba do Brasil
Sigma Chemical Company
Carlo Erba do Brasil

Carlo Erba do Brasil

Difco

Fisher Scientific Co.

Fisher Scientifﬁc Co.
Sigma Chemical Co.
B.HerzogCom. e Ind. S/A

Carlo Erba do Braéil

Carlo Erba do Brasil

Herclk

Sigma Chemical Co.

Sigma Chemical Co.
Qeel - Ind.Quim.

Carlo Erba do Brasil
Carlo Erba do Brasil

Difco



Drogas

Fenol(purificado por desti-

lac%ol
Glicerolk

Hidroxido de ambniok
Hidréxido de sddiok

Histidina (L)%
IsopropanolX

ManitolX

HetanolX
Hitrito de potdssiox

Peptonak
Peroxidase do rabanete

(tipo VID%

Sephadex G-50-150 %
Sulfato de cobre pentahi-
dratadox

Sulfato de manganés hi-—

dratadoX

&6
Procedéncia
Figher Scientific Co.
Sigma Chemical Co.
Carlo Erba do Brasil
Herclk
Sigma Chemical Co.

Herck

Merck

Carlo Erba do Braéil
Carlo Erba do Brasil
Difco

Sigma Chemical Co.
Sigma Chemical Co.
Carlo Erba do Brasil

BDH Company



Drogas

Superoxido dismutase (S0D)

{bovinal) tipo 1 Sigma

TEP (1,1,3,3-tetraetoxipro-
panolX Herck
4-Tiouridina-5'~-monofosfatokx  Signma

Trigs(hidroximetillaminonetanok Herck

tRHA de E.colil (tipo XXD)x%x Sigma

Uridina 5'-monofosfatox Sigma

Procedéncia

Chenmical

Chemical

Chenmical

Chemical

Cromatofolhas de aluminio com silicagel 60

camada : 0,2mm), da Herck.

Cromatofolhas de aluminioc sem F254, da Herck.

(X) subst@ncias com grau de pureza miximo.

i1. Hétodosg

11.1. Preparo de solugles

] - o
b

Co.

Co.

Co.

Co.

F254

&7

{agente

fluorescentel), para cromatografia{em camada delgada (espessura da

Dissolveu-se 1,75mg de 1AA (P¥ 175,19g) em iml de solu -

¢¥o em etanol, guardando-a a 0°9¢C protegida da

luz

para

evitar
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possivel fotodecomposic¢do. A solugdo estoque foi de 10’ H.

Acridina larania

Previamente, a acridina laranja (PH de 301,5) foi puri-
ficada segundo o método de Armstrong e col. (193). Em seguida,
dissolveu—se aproximadamente 30mg em O,05H de tampZo tris—-HCL, pH
de 7,6, e o seu coeficiente de extings8o molar em soluclo diluida

1

(menor que 16 uM) em 492nm, fol considerado 54 000 M cmnl , con-

forme dados da literatura (194).

Catalagse

Dissolveu-se 2,0mg de catalase (PHM 200 000; 15 OO0 wuni-
dades/mg de protefna) em iml de dgua bidestilada. A solug¥o final
foi de 3000 unidades/ml de soluc3o. Para a desnaturag¢do aqueceu-

se uma alfquota(600 C) da solugZo estoque por 6 horas.

DABCO:
A solugdo estoque fol preparada pela dissolugZo de 0,112
g de DABCO (PHM 112g) em iml de 3dgua bidestilada. A concentracg3o

estoque foi de 1H.

Eosina Y:

6,1img de Eosina Y (PH 691,9g) foil dissolvida em 1iml de
dgua destilada. A concentragfo da solug¢Zo estoque fol de 8,8x1(5-3
M. O valor de €& & 125 832 n"l cm™L , ho comprimento de onda de

absorcio de 520nm.
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Fenol-clorofdrnio:

Cristais de fenol foram levemente aquecidos para se 1li-
quefazerem <£P.F. 40,5%C). Volumes fguais de fenol e cloroféraio

foram misturados, para se obter uma solug¢Bo 1:1.

Histidina:
2img de histidina (PH 209,6g) fol dissolvida em 1iml de

végua bidestilada. A solug¥o estoque preparada foi de 107 1n.

nit

18,2mg de manitol (PH de 182,17g) foram dissolvidos emn

iml de 4gua bidestilada, para dar uma soluc3o estoque de 1071 n.

Peroxidase do rab :

Dissolveu-se massa adequada de peroxidase (PM 40 000) em
adgua destilada. A concentrag3o estoque foi de 1,64x10'4n, que foli
determinada experimentalmente, e o valor de € & 102 000 H“lcm"l,

no comprimento de onda de absorcZo de 404nm (195).

Sulfato de cobre—nijtrito de potigsio:

A solug¥o filtro de sulfato de cobre-nitrito de potéas-
sio, para as fotdlises, foi preparada segundo o método descrito

por Calvert e col.(186),

Superdxido dismutage:

1,034mg de S0OD (superdxido dismutase) (PH de- 32 500;
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30 000 unidades/iimg de protefna) foi dissolvida em iml de 4gua
bidestilada, para dar uma solug¢¥o estoque de aproximadamente 3000
unidades/ml de solug¢fo. Esta solu¢3o fol desnaturada aquecendo-se

uma alfquota da solug¢do estoque por um perfodo de & horas a 60°C.

A preparacido dos tampBes seguiu o método descrito por

Gomori (1983.

4-Tiouridina:

Dissolveu-se 5mg de 4-tiouridina-5'-monofosfato (PH
384,2g) em 5ml de dgua bidestilada. A concentracg¥o preparada foi

de img/ml.
LRHEA:

A solug3io foi preparada dissolvendo-se o tRNA em 3&gua

bidestilada deionizada, e calculada a'concentra¢30 a partir de
. *

dados de absorbéncia (utilizando-se o cdlculo: 1 DO = 45 png/ml,

em comprimento de onda maximo de absor¢Zo de 260nm) (198).

)

6]

, 4 . F
(*Y onde DD = Denszidade Opticas
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Uridina:

5mg de uridina—-35'-monofosfato (PH 307,2g) foi dissolvida

em 5Sml de dAgua bidestilada. A soluc%o estoque preparada foi de

img/ml.
Helos de cultura
Agar simples:
5g de extrato de carne, 5g de cloreto de sdédio e 10g de
peptona foram dissolvidos em um litro de dgua. A seguir fol

acrescentado agar a 2%. O meio fol esterilizado e distribuido em

placéé de Petri.
BH1-agar:
36g de BHI e agar a 2% foram dissolvidos em um litro de

dgua destilada. O meio foi esterilizado e colocado em tubos esté-

reis de 20ml inclinados, para o repique das bactérias.
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11.2. Hétodos analiticos

=) Extrac®o de tRHA

A extrag¥o de tRNA seguiu o seguinte método:adicionou-se
3 mistura de reag¢fo gotas de fenol-clorofdrmio para se retirar a
HRP.Centrifugou-se e o sobrenadante foil retirado. A ele foi adi-
cionado um volume de NaCl de concentracgio final 0,1H e doils vo-
lumes de etanol. Agitou-se a sclucio que fol deixada 2 horas no
freezer. Em seguida, centrifugou-se a 10 000g por 15 minutos a

4 °C despre=zando-se o sobrenadante (199).

b ervacles de possivel diminuic3o do nidmero de

bactérias, inespecificamente:

Procedimento:

s

1) Cultivar E.coli (B/r NC 32 (4-TU+) e E.coli (B/r
NC 32 RJ (4-TU-)).

2> Fazer suspens3o em soluc¢Bo salina(NaCl) O,lSﬂ estéril

N

para a escala 3 de KHcFarland (To){(200). A escala de HcFarland d&

o numero aproximado de células por com um padro estabelecido.

3) Fazer diluicBes 10°1a 1078 .

3.1. Tomar iml do To e diluir em 9m! de salina esté-
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ril(T1>. Homogenelzar bem. Semear em duas placas de Petri O,inl e
distribuir com alga de Drigalskl.

1 ml + 9 ml de salina

Ty — Ty —— T4

4> Pegar 0,2ml da suspens¥o original (To) e colocar en
tubos Khan. Acrescentar igual volume dos reativos (Lamp¥o aceta-
to, IAA e HRP).

5% Apds cada tempo de reacglo centrifugar as amostras.

62 Retirar o sobrenadante.

7) Ressuspender o pellet bacteriané em 0,5m1 de salina
ostéril. Homogenelizar. |

83 Semear O,iml em duas placas.

3) Diluir até 10~ ° .

10> Incubar a 37°C por 18 horas.

11> Fazer a contagem das células (em contador apropriado)

c) Filtrac3o em gel
As amostras descritas no ftem 111.1.2.3 (cap.2),pg.?8‘ s
sem irradiag¢%o, foram passadas através de uma coluna Sephadex
G-50-150 (0,7x13cm) e elufdas com o tamp3o utilizado na reaclo.
Foram coletadas fracBes de O,5ml e lidas as absofbénciaé a 260 e
492nm, apds diluig3o de trés vezes em 4gua destilada. O mesmo

procedimento foi feito para as amostras irradiadas (201).
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11.3. Hétodog sintéticosg

3) Sintese do malonsldeido

Fol preparado o sal sddico (peso molecular de 94g), se-
guindo o mé&todo descrito por Grabowski e col. (202), com algumas
modificac8es, conforme descrito abaixo. A massa a ser utilizada
foi pesada adequadamente e dissolvida em dgua. B solucHo estoque
foi de 2,2HM (ou 206,8mg/ml). Utilizou-se imediatamente apéds o
preparo.

Hétodo de preparag¢lo: 3,3g de 1,1,3,3-tetrastoxipropano (3,53ml)
1,22ml de HCI lﬂ e 1,63ml de dgua foram aglitados vigorosamente
por 1,25 h a temperatura ambiente. A soluc3o homogénea final (a—-
marela) foil resfriada em gelo e ajustado o pH = 10 com NaOH S5SN. A
solugdo vermelha final foi adicionada acetona (aproximadamente
500ml1) e os cristais de pouca cor foram separados. O precipitado
foi filtrado e seco 2 temperatura ambiente (15mm de press¥o vi&-
cuo) por aproximadamente duas horés. 0O sal fol entdo dissclvido
em metanol a quente (o m{nimo necessdrio), tratado com carvio
ativo e filtrado. Ao filtrado foi lentamente adicionado éter

(aproximadamente 500ml). O precipitado foi filtrado e sec§ a i5mm
de pressdoc por 4 horas. A pureza do sal foi demomnstrada por seu

espectro U.V. (em MeOH : 266nm; & =22 700 Mlcwd .
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b) FormagSo do fotoaduto 4-Tiouridina-citidina

(4-TU-Cyt3[8-13]1 no LRHA tratado com o sistema

IAA/HRP’C%:

CondicBes:

A reducio do fotoaduto de tRNA a um »produto altamente
luminescente, fol féita segundo o método modificado de Favre e
Yaniv (203) e Favre e Thomas (204), da seguinte maneira : para unm
volume finalvde 100ul, foi adicionado 6,5ug/ml de tRNA, O,4mH de
1AA, 30mM de EDTA e 2uH de HRP na auséneia e presenca de 6mH. de
fons magnésio, em O,05M de tamp3o acetato, pH de 3,8, & Incubada
a mistura a temperatura ambiente, no escuro. Em seguida, o LRHA
tratado com o sistema IAA/HRP/0, e o tRNA irradiado a 335nm, fo-
ram ressuspendidos em 500u1 de tampZo cacodilato (0,05H, pH=7,03
com O,1H de HNaCl e 5mH de !’IgCl2 {goluc3o [3. A absorbancia em 335nnm
foi medida e uma alfquota de 10ul foi dilufda a 500mul no mesmo
tamp3o cacodilato, e medida a absorbancia a 260nm {soluc¥do [13. A
splucﬁo ] foi dividida em duas fragBes (la e 1b). A frag3co la foi
irradiada a 335nm durante 6 horas ( densidade de poténcia de 8 J/
nl2.8) para a produgdo fotoquimica do fotoaduto 4~TU~Cyt.~As fra-
cBes la e Ib foram ajustadas a pH=9,7 com NaOH dllufdo'e tratadas
com NaBH4 por duas horas & temperatura ambiente e no ‘escuro. A
intensidade e luminescéncia foi medida a 440nm ( A exc.410nm) pa—
ra Ia e Ib (Fa e Fb, respectivameﬁte}. Esta luminescéncia corres-

ponde a forma reduzida do aduto 4-TU-Cyt.
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11l. ConcentracBegs dos sistemas

I11.1. Sistemas fotoguimicos

111.1.%. Jrradiac¥o direts

I11.1.1.1. Apds o tratamento com luz

{irradiac?o direta)

A mistura’de reagdo consistiu de img/ml de tRNA (40ul),
em O0,05M de tamp¥%o cacodilato de sédio, pH=7,0, com O,1H de HaCl
e 5mH de HgCIz , num volume final de 2,5ml. As irradiacBSes foram
feiltas em 335nm (13mpada de xendBnio con
dose de poténcia de 8 J/mz.s), Para cada intervalo de tempo

de irradiag3o foram obtidos espectros de absorclo no U.V. e de

luminescé&ncia.

111.1.1.2. Jrradiac¥o direta de tRNA na presenca
2

" de _fons Mg®*

0 mesmo sistema deécrito no ftem anterior fol wutilizado
na presenc¢a de 1,4nmM de fons,Hg*z. Estes experimentdsfforami fel-
tos em diferentes méios, como H20 , D20, e em tamp3o acetato,

obtendo-se ©0s espectros de luminescéncia e C.D.
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I11.1.1.3. [rradiac¥o direta de tRNA na presenca

de_ aniguiladores

As concentracBes utilizadas dos aniquiladores foram as
seguintes : 10mM de histidina, 10m¥ de manitol, 100 unidades de
catalase e 100 unidades de S0OD. A mistura de reac3o foi a mesna
descrita no ftem 111.1.1.1, sendo que para cada experimento foi
utilizado um aniquilador. Cada reag3o fol feita em duplicata. O

volume final utilizado foi de 2,5 ml.

111.1.2. Irradiac¥o na presenca de

m_ _sen a I

111.1.2.1. lrradiacio na presenca de acridina larania

A mistura de(reacﬁo consistiu de 2uH de tRNA, 15,5uH de
AL, em O0,05HM de tamp3o tris-HCl, pH=7,6, num volume final de 2,5
ml. As amostiras foram {rradiadas em diferentes intensidades
{ dose de poténcia ; de 8 J/m2 .8). As concentragctes de ng*

utilizadas foram: 25uM, O,25mM e O, 5mM.

I11.1.2.2. Irradiac3o com acridina laranija, na

presenca de aniguiladores

As concentra¢Bes dos aniquiladores wutilizadas foranm
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iOmM de histidina, 10mH de manitol, 150 unidades de catalase e
150 unidades de 50D. A mistura de reac¥o foi : 40u¥ de tRNA, 15,5
MM de AL e O,05H de tamp¥o tris-HCl, pH=7,6 num veolume final de
2,5ml, com uma intensidade de 360 J/m?.s {meosna dose de

A

potéencia descrita anteriormente).

111.1.2.3. Estudo da ligac3o de scridina larania

ao tRNA

SolugBes de 200 aug/ml (8uM) de tRNA e 50uM de AL foram
elufdos em uma coluna Sephadex G-50 (0,7x13cm) em 0,05H de tampo
tris-HCI, pH=7,E. Foram elufdas amostras irradiadas e n%o irra-
diadas. O mesmo experimento fol felto utilizando-se 0,17nH de eo~

sina Y, em vez de 50ull de AL.

111.1.2.4. Irradiac3o com acridina larania,
na _presgenca de 4-tiouridina

~ As concéntrac&es utilizadas foram : 15,5uM de AL e 0,26
mM de 4-TU (100ug/ml’, em O,05H de tampZo tris-HCl, pH=7,6, nunm
volume final de 30Cul. As amostras foram irradiadas e aﬁlicadas
nas placas de cromatografigf)Para a cromatografia preparativa fo-
ram utilizadas as mesmas concentracBes descritas acima , num vo-

lume final de 150ul.
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I11.2. Sigstemazs blofotoenergizados

I11.2.1. Sistema : MA/HRP/Hn /04

111.2.1.1. Com tRHA

A mistura aser incubada consistiu de 0,2M de tampZo ace-
tato, pH=4,8; 3,1inH de manganés; 10,5mH de malonaldefdo, 24uM de
tRNA e 2,3uHM de HRP, num wvolume final de 2,5ml. O tempo de incu-
bacdo para a reagdo se processar completamente fol de 20 minutos,

Foram obtidos espectros de absorcgio, C.D. e luminesc8ncia das

amostrags s 2@ temperatura ambiente.

111.2.1.2. Com tRNA e fons Hg+2

As concentracles utilizadas neste experimento foram as
mesmas descritas acima e 25mM de acetato de magnésio, num volume
final de 2,5ml, com um tempo de incubag¢3o de 20 minutos, e poste~

riormente foram obtidos os espectros necessérios.

111.2.1.3. Com tRHA e AL

As concentracges utilizadas s%o as mesmas descritas no

ftem [11.2.1.1 e 15,5uM de AL. Foram obtidos espectros C.D. das

amostras.
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I11.2.1.4. Supress¥o da ezpdcie excitada por tRNA

Foram utilizadas as seguintes concentragBes : O0,2H de

tamp3o acetato, pH=4,8; 3,1imH de ﬁﬁz; 7,3mH de malonaldef{do;
1,42puM de HRP e 5; 7,5; 10; 15 e 20uM de tRNA para o cdlculo do K,

(vide apéndice em anexo)l.

111.2.1.5. Sistema com 4-TU

As concentragles utilizadas foram : 0,2H de tampZo ace-
tato, pH=4,8; 3,1nmH de Mn*z : 10,5n¥ de malonaldefdo; O,48mH
de 4—TQ e 2,3pH de HRP, num volume final de rezg¢g¥o de 2,0ml. Fo-
ram obtidos espectros de absor¢3o das amostras. Estas mesmas con-
centracles descritas acima foram utilizadas num volume final de
50ul e a mistura fol aplicada em placas de cromatoghaflg?)Para a
cromatografia preparativa foram utilizadas as mesmas concentra-

¢Bes descritas anteriormente, num volume final de 150ul.

111.2.1.6. Efeito de histidina sobre o sistema

As concentrac®es utilizadas para se verificar o efelto
de supress¥o por histidina, foram : 0,2 de tamp%o acetato,
pH=4,8; 3,1mM de manganés; 7,3mM de malonaldefdo; 1,428 de HRP e
0,5; 0,75; 1,5;: 4; 6 e 8mM de histidina, para o cdlculo de K (vi-

de apéndice em anexol.
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111.2.2. Sistema : IAA/HRP/02

111.2.2.1. Com tRHA

A misturaa serincubadaconsistiu de 50mM de tampZo ace-
tato, pH=3,8, com 30 uM de EDTA, O0,2mM de IAA, 40uM de tLRHNA e 1uHM
de HRP,‘num volume final de 2,5ml. Foram registrados espectros de
emiss¥o de luminescéncia e C.D. de tRNA submetido ao tratamento
com esse sistema enzimdtico, na ausénecia e presencs de dgua deu-

t.eradsa.

111.2.2.2. Com_4-TU

Foram utilizadas as mesmas concentrag¢Bes de 124, HRP e
tamp3o descritas no ftem anterior e 0,48mH de 4~Tu; num volume
final de 530ul. A mistura foi aplicada em placas de cromatografia.
Para a cromatografia preparativa foram uti&izadas as mesmas con-
centracBes, num volume final de 150u1. As concentragBes de DABCO

e histidina foram 20mM e 1imM, respectivamente.

111.2.2.3. Formac¥o do fotoaduto 4-TU-Cyt [8-13]

no tRNA submetido ao tratamento com o

sistema

O método descrito para a formac3o do fotoaduto esta por-

menorizado no ftem [1.3 b, capftulo 2, pg 75.
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111.2.2.4. Efeito do sigstems na mortalidade das

diferentes linhagens de E.colld

0 método utilizado estd descrito no ftem 11.2 b, capftu-
lo 2, pg 72. As concentrac¢8es utilizadas foram : 50mM de tamp¥o
acetato, pH=5,2, com 30uM de EDTA e O0,1H de NaCl, O,1mM de 1AA ,
1pM de HRP e 0,2ml de bactéria, num volume final de iml. Utili-

zou-se iml de 0,1M de tampZo fosfato salino (PBS), para parar a

reac3o. Os tempos de incubacg8o foram : 15, 20 e 30 minutos.
(%X} Todas as cromatografias foram ascendentés, util izando-se

como eluente a mistura : Isopropanol:NHz : H ,0 (13:1:1).
Depois de corrido o solvente até o topo das placas, as

mesmas eram secas e reveladas as manchas com l&mpada Phillips.

Nés placas de cromatografia preparativa as manchas reveladas fo-
ram raspadas e misturadas com &gua. Em seguida foram agitadas e
centrifugadas. Dos sobrenadantes foram obtidos os espectros de

absorcfo.

(%X%X) em todo o texto, onde estd escrito fluéncia (prin-
cipalmente nas figuras), o termo correto é intensidade de luZ, e
velocidade ae fluéncia, o termo é densidade de poténcia.

A densidade de poténcia dia 6 valor de energia. por unida-

2 .8}, @ a intensidade de lu=z {flun-

de de &drea, por tempo {(J/m
clal), o valor da energia por unidade de drea, jd multiplicado pe-

lo tempo (J/m? 3,



Capftulo 3

RESULTADOS E DISCUSSXO
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Estudo dos sigtemss fotogufmicos

1. Irradiac8o direta

1.1. Irradiac3o direta de LRNA

Das amostras cujas concentracgles e condig¢8es experimen-
tais est3o descritas no ftem 111.1.1.1Ccap.2), pg.76 , foram ob-
tidos espectros de absorg¢io no U.V. (f1g.3.1.1) e de luminescén-
cia (fig.B.I;Q), para cada intervalo de tenmpo de irradiagfo. Fol
felto também um estudo conmparando-se os efeitos de irradiac3o de
tRNA na auséncia e presenca de fons Mg*z.Estes resultados, utili-
zando-se técnicas de luminescéncia e C.D., est¥o descritos a se-

guir.,

1.1.1. Irradiac¥o direta de tRNA na presenca

2
de fons Mg+

Os estudos @o ftem anterior foram feitos na presenga de
fons Hg+2 cujas condigcles est¥3o descritas no ftem [11.1.1.2
(cap.2), pg. 76 . Os resultados obtidos de luminescéncia e C.D.,
na auséncl a e presenga de Mg+zest50 descritos a seguir. Estes ex-
perimentos foram feitos em diferentes meios, como H 2 0 (figs.

3.1.3 e 3}1.4), D,0 (figs.3.1.5 e 3.1.6), e em tamp3o acetato

(figs. 3.1.7 e 3. 1.8).



senca de
lores de

item II1.

B85
1,1.2. Irradiacio direta de tRNA na presenca

de aniguiladores

Os resultados dos estudos da irradiacZo de tRNA na ‘pre~

aniquiladores est3o compilados na tabela 3.1.1. Os wva-

concentragfo utilizados neste casc est3o descriitos no

1.1.3 (cap.2), pg.77.

KKK F KK IR FKAK KKK KKK KAk Kk &k &k ok ok
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A figura 3.1.1 mostra os espectros de absorcZo de tRHNA

em tamp¥o cacodilato, em diferentes tempos de irradiag¥o a 335nm.
Os espectros de absorg3o de tRNA submetido a diferentes tempos de
irradiagdc, andlogos aos da figura 3.1.1, foram registrados na
regifio de 260nm (absorg¢doc das bases normais), n¥o sendo observada
praticamente nenhuma alterac¥o espectral. Isto significa que as
bases normais provavelmente n3o sofrem modificacBes significati-
vag, porém, na regifo de 335nm nota-sgse unma dim;nuic%o nos valores
de absorb@ncia com 6 aumento da intensidade (tempo de irra-
dia¢3¥o), indicando uma degradac3Zo da 4-TU ¢ 7¥d§bs.=335nm), con-
forme mostra a figura 3.1.1. Este resultado concorda com © obtido
por Favre e col. (74), que mostraram que a irradiacloem 334nm de
uma solug¥o de tRNAYA" (especfifico para o amino-dcido valina) em
tampUes neutros, induz a fotodegra¢ido do resfduo de 4-TU. Yaniv e
col. (64) relataram, através de uma andlise detalhada do tRHA,

que a 4-TU na posicZo 8 na sequéncia nucleotfdica se liga cova-
lentemente a um resfduo de citosina na posic3o 13, como foi dis-
cutido anteriormente, no capftulo 1. A formac%o deste fotoproduto
4-TU-Cyt pode ser acompanhada por'subsequente reduc¢do com boroi-
dreto de sddio, resultando num composto com novas caracterf{sticas
fluorescentes (146). Ainda analisando-se a figura 3.1.1, observa-

se que devido a formac3o deste fotoproduto, a conformacéo'do tRHNA

é alterada, fato este comprovado pelo espectro C.D., na figu-
ra 3.1.4 ; de uma solug¢¥o de tRNA nativo e irradiado por 7 ho-
ras.

Em estudos sobre tRNAs deficientes em 4-TU, Thomas e col.

(145) mostraram que esta base é o principal cromdéforo que leva ao
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Fig.3.1.1.: Espectros de absorg3o de 30uM de tRHA, en

0,05M de tampZo cacodilato, pH=7,0, com O,1M
de NaCl e 5mM de HgCl, . Legenda: tempo de
irradiacfo zero (——); t; =1h (---3; t; =2h

(==e==)>; tj =4h (-8 -) e t; =6h (....).
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cresciment o retardado da bactéria (por exemplo, E.coli, cujo tRNA
tem a base 4-TU). Também, o grande aumento de resisténcia a irra-
diag3o a 254nm conferido por iluminag¢®o no U.V.prdximo, isto &,
fotoprotegdo, tem sido alvo de estudo de virios pesquisadores
(146, 20632 . Alguns‘déles chegaram 3 conclus¥o que a 4-TU & o
malor cromdforo que leva ao crescimento retardado e 3 fotoprote-
clo.

A 4-TU é a base que apresenta maior eficiéncia de lumi-
nescéncia {(145). Pode-se ent3o observar mudancas em tLRHNA atravésg
da luminescéncia da 4-TU. A Figura 3.1.2 mostra os espectros de
luminescé&ncia de tRNA em tamp3o cacodilato, submetido a diferen-
tes doses de irradiac%o a 335nm. Pode-se observar que com o© au-
mento da f luéncia (maior tempo de irradiacgZo) a banda‘de emlssio
a 510nm val desaparecendo, aumentando gradativamen@e a emiss3o  a

440nm, devido a formag3o do fotoproduto (4-TU-Cyt). Estes fatos

~comprovam os discutidos anteriormente (fig.3.1.1).

As figuras 3.1.3 e 3.1.4 mostram os espectros de lumi-
nescéncia e C.D. respectivamente, de tRNA irradiado em &dgua, na
auséncia e presenca de fons Mg’z . Nestas figuras observa-se que

o espectro de tRNA nativo na presenca e auséncia de Mﬁi nzo muda
significat ivamente na regifio de 4-TU e sim na regiZo de SOOnm?
Apds a irradiag¥o, observou-se perda da 4-TU em ambos os expe-
rimentos. Para se verificar o efeito de oxigé&nio singlete sobre
as bases de tRNA, este mesmo estudo foi feito em dgua deuterada
(figs.3.1.5 e 3.1.6) e em tamp3o acetato (figs.3.1.7 e 3.1.8),

peis a mudanca de pH pode mudar a conformac%o do tRNA, além dos

efeltos observados com irradiagZo. Observando-se os grdficos das

A E T 8
® LR S ie i et
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INTENSIDADE RELATIVA DE LUMINISCENCIA (% )

Fig.3.1.2.

: Espectros de luminescéncia de 40uH de tRNA

em 50mM de tamp3o cacodilato, pH=7,0 : con-
trole (-x-); tempos de irradiac3o: 45min.
(=9¢=3; 1h(--); 2h{(—=); 3h{--°--); 4h (-&-)

5h{ee=-923 @ 6h (...}, % exc . =335nmi
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INTENSIDADE RELATIVA DE EMISSAO DE LUMINESCENCIA

430 510 590
Alnm )

Fig.3.1.3

Espectros de luminescéncia de 40uM de tRHNA em
dgua ( A irr. =335nm e A exc..=335nm5.Sem fons
Hg"'-:(f-o-—) Oh de irradiacfo;{(—e—) 7h de irra-
diac%o. Com 1,4mM de Hg': Oh de irradiacZo

(—®—3; 7h de irradiac3o (- & -)"a temp.ambiente
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Fig.3.1.4 Espectros C.D. de 40uM de tRNA em 3gua.
(-0o-> tRNA nativo; (-e-) tRNA/UV .Com
1,4mM de Mg*Z:(-8-) tRNA/Mg™2; (-4 -)
tRNA/UV/Mg*2.A irradiac¥o fol feita a

335nm por 7 horas, a temp.ambiente.
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figuras 3.1.3, 3.1.5 e 3.1.7, ao se irradiar o tRNA a 335nm, hd 2
formac%o do fotoproduto qgue, conforme ji visto, omite em 440nm.
Isto fol discutido anter iormente ao se cbservar a figura 3.1.2.
Quando o tRNA eom meio deutsrado & irradiado, obszerva-se, pela fi-
gura 3.1.5, que a intensidéde de luminescéncia do fotoprodutoe €
malor que em H,0 (fig.3.1.3) e tamp¥o acetato (fig.3.1.7). Ha

zuséneclia de fons Hg*Ja observa-se ento (figs.3.1.3 & 3.1.5) que

a relacdoc Intensidade de emissio em D20 = 1,2 vezes
Intensidade de emiss3o em H 20

malor que em H, 0. Isto pode ser explicado observando-se a figu-
ra 3.1.9, onde ¢ mostrado o espectro de luminescéneia de 4~-TU 2
baixas temperaturas, em condi¢Bes em que sio observadag duas ban-
das de emiss%o; As explicacBes na literatura s3o conflitantes, o]
que levou a se analisar estes aspectos mals pormenorizadamente.
Por sugest3do do Dr.Pill-Soon Song (Texas Tecnol .Univ., USA) foi
considerada a possibilidade de um equilfbrio tautomérico entre

estas duas formas (esquema XI).

S SH

L=
o/\';’ | o/\’;' -
R R

Esquema X1 : Equil{brio tautomérico de 4-TU em

soluc¥o aquosa.
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Fig.3.1.5 Espectros de luminescéncia de 40uM de tRHA
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Sem fons Mg*2?: (—0—) Oh de irradiac3o;
(-8-) 7h de irradiacZo. Com 1,4nM de Mg*Z:

{(~bL6-3 Oh e (— A& —) 7h de irradiacio.
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Fig.3.1.6

Espectros C.D. de 40uM de tRNA em D3 O
{-o-3 tRNA nativo; (- @&-3tLtRHA/UV (7h de
irradiaczo a 335nm). Com 1,4mM de Hg*z:

(-4-) tRNA/Mg*?
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Fig.3.1.7

: Espectros de luminescéncia de 40uM de tRNA

em 0,05M de tamp¥o acetato, pH=3,8, com 30uH
de EDTA ( A exc. e irr.=335nm). Com 1,4wmHde
Hg*? : (LA.) Oh de irradiacZo; (-A-) 7h de

irradiacdo.
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Este equil {brio (esquema X1) poderia ser deslocado em D 2 g, ob-
servando-gse malor intensidade da banda&%nSiOnm, na fig.3.1.9. No-
vamente, a fig.3.1.9 mostra de uma forma clara o deslocamento do
equilfbric através da existéncia de um ponto isocbésticc em 490nm,
onde nFo se observam mudancas conformacionais. Assim, pode—se su-
por que em H 50 ou em tamp3o este equilfbrio n3o seja alterado,
mas gque em IIZD ele possa ser deslocado para uma das duas formas,
estabilizando-a. Esta forma pode ser mais reativa, portanto, §b~
serva-se um aumento na intensidade de emiss¥o do fotoproduto

(fig.3.1.5) quando se compara as obtidas em Hﬁzﬂ {(fig.3.1.3) o en
tamp¥o acetato (fig.3.1.7>. Pelos espectros C.D., observa—-se mo-

dificac3o conformacional do tRHA quando se passa de H o (fig.

2
3.1.4) ou D 20 ffig.3.l.6) para o tamp3o acetato (fig.3.1.8). As-
sim, os efitos observados na fig.3.1.8 s3o diferentes doswem HIZO
ou D 20 (fig.3.1.6) para o o tampZo acetato (fig.3.i.8). Assinm,
os efeitos observados na figura 3.1.8 s3o diferentes dos em H 2 Q
e D,0, por modificac3o na conforma¢Zo do tRNA em tampZo, devido
ao valor de pH t¥o diferente (pH=3,8). Entre H,0 e D,0 as mu-
dancas conformacionais n3o foram 6bservadas no Q.D..

Sabe-se que a conformag3o do tRNA na presenca de fons Hg*z
se torna mais rigida (2043 . Estes fons s%o responsidveis pela es-
tabilidade da molécula de tRNA. Quando este ¢ 1rradiado. {espe~
cialmente em meio aquoso, f1g.3.1.3), na presencga de fons ﬁg*z, a
intensidade de emiss¥o de luminescéncia do fotoproduto formado
durante a irradiacZo, & maior. Pode-se atribuir este fato & con-

formac3o adquirida peloc tRNA em presenca de ﬁg*z, o que favorece

a formac3oc do fotoproduto (figs.3.1.3 e 3.1.7). Estas hipdtese po-
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Fig.3.1.8 : Espeétrcs C.D. de 40uM de tRNA em O,05H de
tamp¥o acetato, pH=3,8.Sem fons M *2; (-o~-)
tRNA nativo; (-@®-) tRNA/UV (7h a 335nm).
Com 1,4mM de Mg*Z:(-a-) tRNA/Hg*?Z;, (-a-)>

LRNA/UV/Hg*?(7h a 335nm).
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Fig.3.1.9 : Espectros de luminescéncia de 200pg/ml de

4-TU om diferentes meios 2a temperatura de
10°C ¢ A exc.=335nm). Legenda: (-e-) 4-TU
em Hp O : etilenoglicol (1:1); (-&-34-TU em

Do,0 : etilenoglicol (1:1).




de ser conf irmada através dos espectros C.D. (figs.3.1.4 e
3.1.8), onde se observa que o sinal C.D. ¢ alterado na regi3o de
absor¢Zo de 4-TU (335nm) quando em presenca destes fons, e alte-
rado ainda mais guando o tRNA & irradiado na presenga de . {ons
Mg"z. Em me-io deuterado,como se pode constatar . pelos espectros
C.D.(fig.3. 1.6, a conformac¢gZio do tRNA n¥o sofre muita alterag¥o
quando em peresencga de Mg"'z, e também os efeitos observados em H,
e 1320 de LtRHNA irradiado, n3o s3o muito diferentes um do outro.

0O espectro de emissZo de tRNA em tamp3o cacodilato é
mostrado na figura 3.11.2 (pg.i08®. Como no pH=7,0 (Lamp3o cacodi-
lato) a emi ss3%o do tRNA ( A exc=335nm) & diferente da emiss3o em
tamp¥o tris-HCI, pH=7,6, 2 a irradiag8o direta fol felta na pre-
senca de tampdo cacodilato, o éf‘eito dos aniqguiladores fol obser-
vado a 510mm, que € o comprimento de ondg de emiss¥o mixima do
tRNA neste tampZ3o, e os valores est3o na tabela 3.1.1 (pg.icd.

Ol»servando-se a tabela 3.1.1, nota-se que a histidina
foi um  bom supressor. Diversos autores (107, 205, 206) de-
mostraram qgue a a¢do protetora dé histina e guanosina, bem como
de alguns amino-dcidos e protefnas, consiste de uma somatdria de
efeitos de supressdo de oxigénio singlete. Até ao presente momen-—
to, n¥Fo ex1i ste um mecanismo preciso de agdo de histina e outros
supressores .de oxigénio singlete e de espécies' ativas de oxigé-
nio. Neste caso, os produtos de reag3o nZo foram identificados.

0O manitol € um aniquilador de radicals hidroxila. Sua

estrutura &€ mostrada no esquema a seguir.



Tabela 3.1.1%

1
Efeito dos aniguiladores no sistems fol«
gufmice. Histura &e reagdo : 40uM de tRI
em O,00H de tampZc cacodilato, pH=7,0, I
concentragles utilizadas dos aniquiladore
estdo descritas no ftem 111.1.1.3 (cap.2:
Pg-77. As awmostras foram irradiadas pec

duag horas em Pexc. = 335nm.

AMIOUILADOD

% DE DESTRUICED % DE PROTECED

~ 100 ' 0
Histidina (10mM> 85,5 34,5
Hanitol {10mM) 100 O
Catalase (100w 90,5 3,5
Catalase des-
naturada 61,1 38,9
SOD (100u) 92 | 8

S0D desnatu-~

rada

13,5 86,5




Esguens X11 : Estruturs do manitiol.

Ma reacgio estudada, o manitol n3o funcionou, indicant
possivelmente que o "0OH n¥o & formado. Isto fol comprovado tambs
pela agdo de formisto (resgultados nH¥o mostrados).

Os estudos com S0D & catalase foram feltos com o intuil
de se analisar a presenca de superdxido Bnion { Bg e H 9 82
stravés de supressio enzimdtica. Ubserva-sze ques © cago da 300
aniqulladora de superdxido 8nion, o efeito se d& inespecificamer
te stravés da proteinz, pois apds a desnaturac¥o {(processo 1
qual a atividade enzindlica & perdidal a SO0D produz um efelt
muito maior de prote¢lo que antes de ser degnaturada. 0 nmes
efelito ocorre com menor intensidade com a catalase (supressora ¢
Hy Oy . Estas observagles levam a supor que apenaé o oxigéni

singlete seja gerado durante o processo, lsto &, a 4-TU atua cos

um sensibilizador, segundo o mecanismo descrito a seguir.

3
\C#-S h- \:g s
/ 235nm /
3\ 30 ~ .
c=s —2+ =5 +'0

Esquems X111 : Hecanismo de sensibiltzacBoc de 4-TU
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Este fato de que a 4-TU age como um sensibilizador, |
comprovadc por Salet e col. (207). H$ uma produclo de oxigd:
singlete no processo, ¢om considerédvel rendimento. Salet e col
{207} ainda postularam gue 3 4-TU pode agir como um sensibili:
dor pelos dols processos fotodinSmicos : tipe 1 (radicais) ou i
po [1 (oxigénio singlete? ( esquema XV, pg.1203. 2 producic
oxigénioc singlete por fotossensibilizaclc de 4-TU pode ser o
provada pela fotooxidac®o de histidina, cujo processo =1=]
inespecificamnente pelo mecanismo Ltipo 11 (egq.XV) (vide tab.
3.1.1, pg-100)(208). Us resultados obtldos por Salet s col. {2¢
sugerem que uma moldcula de oxig8nio singleis resges com uma mo
cula de hisitidina. Us mesmos autores descrevem os pardmetros ¢
néticos para a desativago do estado triplete da 4-TU pelo oxic
nio, 4x10° M 's™ e pela histidina 4x10" H s " (209).

- Segundo os dados obtidos no presente trabalho, acredii
se que © oxigénio singlete Ireaja agora com & 4-TU, segundo o 1

canismo descrito no esquema XIV.



Esquema XIV Reac3o de 4-TU com oxigénic singlete.

Pilelss e col. mostraram que =2 fotooxidag3do de 4-TU.

234nm» occrée rapidamente, produzindo uridina, formando um inte

medidrio uridina-4-gsulfonato,

© qual é extremamente susceptiv

aoc atague nucleof(lico. O ataque no C-4 péia dgua leva =a

uridi
{1662,

Peak e col. {i181, 130, 210} mostraram que a 4-TU =zge ¢

me um sensibilizador para guebras de fitas simples em

DRA (21
212

}, como descrite anteriormente, no capfiulo 1, pgy. 56 .
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11. Irradiacio na presenga de um gsengibllizador

11.1. irredizc¥e com tREE o AL

Para s estudar s correlaclo entre o decrédscimo da ir
tensidade de luminescé&ncia do LRHA quando irradiade na preseng
de um gsensibilizador & a perda da capacidade de aminoacilag?
(1773, este experimento fol reslizado, cujas concentragBes utili
zadag estBO descritas no ftem [11.1.2.1 (cap.2), pg.77 . Os re
saitadmé,mbt460$ en luminescéncia est¥o na fig.3.11.4 ¢ 3.11.5,

oz espectros C.D.nas flguras 3.11.6 2 2.11.8,.

11.2. JIrradi=scZo com AL, na pre-

genca do anigulladores

0O mesmo estudo j& descrito no ftem anterior fol feito v
presenca de aniquiladores. As concentragBes dos aniqulladore
utilizadas estBo descritas no ftem 111.1.2.2 {cap,é), pg. 77.

valores obtidos se encontram na tabeia 3.11.1.

11.3. Estudo da ligac¥o de AL 20 tRNA

A fim de se verificar a interaci3o de AL com o tRHMEA {oi
lizada a técnica de cromatografia por filtragZo em gel. For:
elufdas amostras irradiadas e n3o irradiadas. As concentragde
utilizadas estio descritas no ftem [111.1.2.3 (cap.2), pg. ?8. L

resultadeos oblidos estlo mnas figuras 3.11.10 a 3.11.12.



05

i1.4. Irradiazclc con AL na

nresencs de 4-Ti

Foi utilizadas 2 base 4-TU no sistema fotossengibilizado.
As amostras foram irradiadas nas condicBes descritas no ftem 111,
1.2.4 {(cap. 2}, pg.78 . Us resultados estio descritos na tabsla

3.11.2.
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O tRNA muda suz conformac3o dependendo do pH em que 8
encontrs . 1sto & observado na £1g.3.11.1, que descreve as varis
cBes no comprimento de onda de absorg¢¥o mixima do tLRNA em fuﬁg%
do pH., Tal efelto & observado tanto no ssu sspeciro de absorg?
coms no de emnlsz¥c. No pH de 7.6, em que & realizada a reagio fc
toquimica +LRNA/AL/hv/0, , o espectro de luminescéncia do  LRB
tem seu pico midximo de emiss¥o deslocado para valorss menore
(2 420nm) do gue o especiro eobtido enm tam?‘f—i&o cacodilate, pH=7,{
cujo pico se déd a % 500nm. Este fato é registrado na fig.3.11.¢
que mostra ©s especiros de emiss¥o de luminescéncia de LRHA =
tampFo tris~HCl e cacodilato. Além do efelilo do pH, o egpectro <
emizsdo do tLRNA sofre a influSncla da forte emiss¥o da AL, con
gse observa na fig.3.11.3, que descreve os esp.ectros de emizat
do lumine=zc8ncia de tRNA na auszénecia e presenca de AL.

Como o plco de emissfo maxima de luminescéncia de 1R?
na presenc¢a de AL se da a ® 420nm (A exc=335nm), os estudos sul
segquentes foram acompanhados neste comprimento de onda.

A figura 2.11.4 apresenta og gréficos de intensidade r«
iativa de luminesc8&ncia de tRNA submetido ao tratamento com difs
rentes intensidades de luz em 470nm {(nesse comprimento de onc{a
sensibilizador AL & excltado para promover a a aprcduc;ﬁo de esp¢
cles ativas de oxigénic - esq.VIIll, cap.l, pg.41).

Analisando-ge a fTigura 3.11.4, canstat.a-;se que‘a reag!
inicial & de primelira érdem, e & seguida por uma velocidade
reacBo mais lenta. O mesmo efeito ¢ cbservado na flg. 1.1V.1,
53 (adaptads do trabalhc de Amagasza e c¢ol.{(1773) que wmosira

aefeito da irradiaci¥c na perda da capacidade de anmincacilagdo
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A DE ABSORCAD MAX.DE 1RNA {nm}

2E0 l H H
30 E2e) 50 in)

pH

{8)

{nm )

&

;§

SORCAD MAX. DE TRNA

A 0E a8

70 80 g0

pH

Espectrog de absorcio de 0,2uH de +©RHNA (m
volume final de 2,5ml) em fung¥o do pH.
{a 0,28 d@ tamp8o acetato; (b ©,050M de tan

p8o tris-HCI.
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Fig.3.11.2 : Espectros de luminescéncla de 40uM de tREA ¢
diferentes meios (A exc=335nm). Legenda:(-o-
LRNA em O,05H de tamp3o tris-HCl, pH=7,¢
(~-o-7 tRERA em 0,058 de tamp¥3o cacodilatc

pH=7 .3, com 0,1¥ de NaCl e 5a¥ de HgG12
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Fig.3.11.3

Espectros de luminescéncia de 40nM de LRHA «
diferentes meios. Legenda: (;o—) tRﬁA em 0,(
M ae tamp3o tris-HC)l, pH=7,6; (-0 -3 LRNA

15,5uH de AL, em O,05M de tampio tris-HCI

pH=7 , 6 (A exc = 335nm).
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3.11.4

Gféfico de £ntensidade relativa de lumineg-
céncia de tRNA com a fludncia. As concentra-
¢Oes utilizadas foram : O0,2uM de tLRHNA,
15,5uM de AL em O,05H de tamp3o tris-HCI,
pH=7 ,6. Legenda: sem fons Hg*2(—o~}; com 25

+2

(-&-); 0,25nM de Hg*2 (- © -) o

aH de Hg

0,5nM de Mg*?(-e-).
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LRNA. Comparawnde as figuras 3.11.4 e 1.1¥V.1 wverifica-ze qgue o
afeito dos fons ?’ig"”gobservada por Amagasa e col.{177) na fotoina—
tivagio de tREA (perda da capacidade de amincacilsacio) {(fig.
1 1V.1) concorda com o decréscime nza emissio do LRNA (fig.
3.11.45.

B figura 3.11.5 mostra os espectros de emissBo de LRNA
submetido ac Tratamento com luz e AL. Hota-se que os efeitos ob-
servados nas figuras 3.11.4 e 1.1V.1 concordam com a diminuig3o
na intensidade de luminescé&ncia do GLRNA, verificada na fig.
3.11.5. Isto <€, o LRHA ao ser irradiado na presenga de AL val
perdendo gradativamente sua capacidade de aminoacilacio (fig.
1.1V.1} e sua intensidade de luminescéncia taﬁbém decresce <om O
tempo de irradiesgdo (filg.3.1{1.4 ¢ 3.1?25). Estesg fatos s3c con-
firmados veri ficando-se os espectros C.D. encontrados nas figs.
3.11.6 e 3.11 .7. Estes espectroe d3o a informaglo de que o LRNA
apés este tratamento com luz e sensibiliizador, tem sua conforma-
¢¥o alterada tanto na regli3o de absorg¥o das bases normais (fig.
3.11.6) como ma regifo de absorgdo da 4-TU (fig.3.11.7).

+2

"Os {fons ¥Mg"'"se intercalam entre as bases do tRNA, esta-

bilizando a éstrutura tercidria da macromoldcula (2133, Devido a
esta caracter {stica, hd uma concentrag¥o ideal de Hg’*z que conferne
ao tRNA uma certa prote¢lio aos ataques das espécies excitadas. Um
valor madximo de emiss3o né espectro de luminescéncia do LRNA sig-

nifica mator protec3o pelos fons Mg

e também que o tRNA sofreu
pouca alteragc@o (isto é verificado comparando-se o egpectro de
LRHA na z2usénclia e presenca de !'%g+23, Este fato ¢ confirmado pe-

lag figuras 3.11.8 ¢ 3.11.9. & fig.3.11.8 descreve o espectro
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3.11.5 : Espectros de emiss¥o de 4uM de tRNA, Aexc de

335nm {(depols de 20 h de didlise e precipi-

tado do meio reacional). Legenda: (--+) tRNA
nativo; (---) tRRA/AL (tempo de irradiagHo
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3.11.6 : Espectros C.D. de 40ul de tRHA submetide ao

tratamento com o sistema fotogquimico {(40uH
de tRNA, 15,5u de AL, em ©O,05% de tampHo
tris—HCl, pH=7,8). O tRNA fol precipitado do

meio de reacdo e ressuspendido em dgua bi-

destilada. Legenda: (~&-) t irrad. = Omin;
(-8B -3 ti = 15min ; (-~ ® -} ti = 30min e
= 45min.

{(—w 3 &1
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3.11.7

Espectros C.D. de 40uM de LRNA submetide ao

tratamento com o sistema fotogquimico (as

' concentracdes utilizadas estIo descritas na

fig311.6). O tRNA foi precipitado do meio de
reagdo e ressuspendido em dgua bidestilada.

{-8-2 ti = Cmin e <-vj~} i = 45min.
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C.D. de LRNA submetido ao tratamento com o slstema fotossensibi-

lizado na presencga de Mgt 2.

Observando-se as peguenas variagdes
no espectro conclui-se que o LRNA sofreu poucas modificacBes. HE
uma concentracio ideal destes fons, na qual ocorre um efelto de
protecio do LRNA aos ataques das especies formadas durantes o pro-
cesso de sensibilizac%e. Ha fig.3.11.9, a2 intensidade relativa de
tuminescénciz do tRHA fol verificada em diferentes concentracles
de l!ig+2 . A comncentraclo destes fons que cenfere maior establllda-
de =0 LRNA &€ = de 0,25mM, verificada pela malor intensidade de
emigs®c. Este fato comprova as observaglBesg feliess por Anagasa e
col.{(177) nas quais os pesquisadores verificaram que nesta con-
centraclo ocorre uma menor perda da capaciéadé de aminoacilagHo
do tR¥A, ou malor atividade remanescenie {da enzims aminoacil-
tRHA-sintetase) (fig.1.1V.1>. O mesmo efelto & observado na flg.
3.11.4, onde =z intensidade de luminesc&ncia do LRNA ¢ maior na
presenga de O ,25mH de Hg+2(curva ¢). Quando se tem concentragfes
mais a}taé {curva d} que 0,25nM o efeito de protec¢do nHo ¢ obser-
vado, e ¢ bem pequenc {(curva b} em concentragfes menores qﬁe 6,25
nlM.

A tabela 3.11.1 (pg.118) descreve o efeito dos aniguila-
dores no sistema fotogsensibilizado. Observando-sge a tabela veri-
fica-se que = histidina foi efetiva na supressdo ede oxigénioc sin-
glete, pois © valor da por.centagem de destrui¢sc foi =zero. 0Os
efeitos de supressZo por histidina e guanosina provém del :  su-
press3o f(sica, reativa de oxigénio singlete e supressio do esta-
do triplete do sensibilizador {407, 205, 206).

0 manltol & um aniquilador de °*0H (estrutura mostrada no
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3.11.8 : Espectros C.D. de 24uH de tRHA, em dgua bi-

destilada. Legenda : (-e-) LRNA/AL/tamp3lo/
Mg'?: (-&-) tRNA/AL/tamp3o/Mg*? (ti1 = 45
min) . Mistura de reag3o : 40uH de tREA;
15,5}.11‘5 de AL;: 0,.25mH de Hg*z, em O,05M de

tampEo tris~HCi, pH=7,6.
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Fig.3.11.9 : Graf ico de intensidade relativa de emiss@o
de lwuminescéncia de 2uH de tRNA e 15,5nH de
Al, em 0,058 de tampBo tris-HCil, pH=7,&6, em

funcBo da [Hg 21. t1 = iSmin.



Tabe a2 3.11.1.

118
Efeito dos anlguiladores no sistema fobtos-
senisibilizado. Histura de resacio : 40uM
de +LRHA; 15,5uH de AL, em 0,05H de tampBo
trig-HCl, pH=7.86. A&s concentragles hdcs
aniguiiadores utilizadas para este estudo
esb o descritas no ftem I11.1.2.20cap.2),

pa.?77. ks amostras foram irradfasdas por 45

minutos a Aexc = 470nm.
AMICIUILADOR % DE DESTRUICED % . DE PROTECAD
- 100 O
Histidina (10mM> O 100
Harsitol {10mM> 15,9 84,1
Cat.alase (150u3 y) 100
Cat.alase des-
nat.urada & 42.5 7 5?',5
soD (150u3 34 66
50D desna-
tur-ada O 100
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esq.X11, pgl0ly. Ha reaglo eshludada ele n¥3o protegeu totalmente o
tRNA, significando que além desta espécie formada { °0OH) existem
outras especies presentes, nZo suprimidas por manitol.

Como foi dite anteriormente (discussio do ftem [, cap.3,
pg.101) os estudos com 50D e catalase forem feitos para se anali-
gar a presenga de sup&réxidc dnion e H,0O,, através da supressio
enzimdtica. Observa-se que no caso da SOD, aniquiladora do supe-
réxido &nion, o efeito se d4d inespecificamente através da protef-
na, pois apés a desnaturagBo, a 50D produz um efeliito muito maior
‘de protecEo que antes de ser desnaturads.

Ho caso da catalase, a diferenca entre as porcentagens
de protegdo da enzima nativa e desnaturada, sugere uma ligeira
produgdo de H , 0, e também uma inespecifica protegHo por protefl-
na.

Uma fonte comum de danos celulares frequentemente media-
dos pela formaglo de oxigénio singlete, envolve rea¢8és fotossen-
sibilizadas. Tais rea¢Bes podem ocorrer pelos dois ££pos mostra-

dog no esquema XV (pg. eeguinte).

g

-
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gen + hv EN—— l’sen
1sen > SSen
IsC
dsen + 332 —s 8Sen. . .0y Tipo 1 - reacBes
S$?§$e,82 + A  — éﬁz + sen de btransf. de =™,
3sen + 332 — - T s I 162
lo, + a. —— ag, Tipo 11

Esquema XV : Hecanismos de formag3o de espécies ativas
de oxigénio. Unde A é o aceitador, gen &

o sensibilizader & 18C £ o cruzamento en—

tre gistemas.

Como fol mencionado anteriormente (esq.X, cap.!l, pg. 55 )
estes danos celulares podem se dar por : a3} ataque fora da cdélu~
la; b) ataque dentro da célula (citopiasma) e ¢) ataque dentro da
célula (ndcles). No dltimo caso {g) ocorre uma indugio de mutacﬁo.
genética (178}, e neste caso se.enquadra a AL, que se liga ao DNA
e tRNA (fato discutido mais adiante).

Os corantes podem participar de processos de transferén-
cia de enérgia, transferéncia de elétrons e/ou transfer8ncia de
prdétons ou de elétrons. No casc do azul dé metileno, por exemplo,
& sabido gque devido ao seu potencial de ionizacZo ser %avorével
(214> ele & um bom redutor de oxigénio, participando entXoc de

reacSeg de transferéncia de eldétrons (215);



123

Ssen  + 302 — sen- 4+ -0, eg.3.11.1

(&

O sensgibilizador triplete pode também interagir com um
substrato redutor (RH ou R?, originando radicais que iniciam uma
série de reacles. Este processo, embora pouco eflciente em compa-
racdco com ©s processos de transferéncia de energia e de eldétrons
para o O , pode levar inclusrive a formag3o de superdwxido &Snion
(216). Uma vez formado o superdxideo 3nion (02‘.}, outras espéties

ativas poderiio se formar, através do cicle de Harber~Weiss:

91” FUTUBE—— 3 H
2 ——
?H34,8
T+ H O -0 + 0H™ + 0O
2 2 2 2
*OH + H O o+ «+ + H*
2 277 g P
eQH + ©07F —s 1g*% 4+ om-
2 2

Esq. XVI : Ciclo de Harber-Weiss, onde "OH ¢ o radical
* -
hidroxila; 102 ¢ o oxigénio singlete e Oﬁ &
o guperdxido 8nion.

Q oxigénic; singlete formado neéte processoc reage com 2
4~TU produ=zindo uridina {(esq. XIV, pg. 1037, conf‘ormé observadc
pelos valores da tabela 3.11.2, que mostra os Ry s da cromatogra-
fia da 4-TU submetida so tratamento com o sistema fotossensibili-

zado. Pelos estudos antericores (com aniguiladores’, sabe-sze que,
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Tabela 3.11.2 : Valores de ‘i'Ef de ziguns compostos em es-

tude. As concentracgfBes utilizadas estio

descritas no {tem 111.1.2.4 {cap.2), pg

T8 .

S1ISTEHA VALOR DO Be

Acridinag laranja 3,63
4-Tiouridina-5"-

nonofosfato 0,00
Sul}finas (%3 0,30
Urtdina-5'-mono—

fosfato Q0,17
4-TU/AL/hv/0 , 0,17;

0,30 e 0,63

(X} wvalores a0 redor de 0,30 (157, 160).
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do oxigénic singlete, outras espécies ativas de oxigéﬁia gio for-
madas no procesgo descrito no esguema XVI. Portanto, estas outras
espécies podem ester interaginde ndo =86 com a 4-TU, mas com as
hases normais. Fol calculado gue hé aproximadamente uma moldcula
de 4-TU-monofosfato por 140 nuclectfdeocs de LtRHA {(total} de E.go~
1t (783, e no LRHA especf{fico paraz wvalina hd 0,45 moles de
4-TU/mol de tRHNA (217). Com esteé dados conclui-se que qualguer
alterac¥o na 4-~TU pode ser detectada (por C.D., luminescéncia,
ete. . .Y, enquanto gque ag alteragfes nas outras bases nico a8o mul-
to perceptiveis.

Fazendo-se uma comparag®o entre os processos de irradia-
c30 direts (tab.a.I.if e fotossensibilizagSo por AL (tab-3.!1?i)

*

de LRHNA, fica claro que o efeito fotodinimico {(formacg3ioc de 102 3
na irradtagfo direta a 335nm ¢ mais nftido, onde a 4-TU atua co-
mo um senzibil lizador em vez de AL. Heste dltimo caso, s3o também

detectadas as espécies ativas de oxigénioc. Isto torna diffetl a

caracterizagBoc a espécie que estd atuando sobre o LRHA.

KRRKKKIRKICTKRRRRK IR ROk Rk

A interagdo entre moiécuias pequenas e macromoléculas
pode ser observada através de vérias técnicas, como por exemplo,
cromatografia por fiiiragﬁo em gel, dislise de equilf{brio, fil-
traclio em nitrocelulose, e outras. ‘

A fim de se verificar se ocorre qualguer mudang¢ga na Iin-
terag3o entre tRNA e AL, por irradiacBo, a mistura fol subnetida

s uma cromatografis por filtragZo em Sephadex G-50., A figura
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3.11.10 mostra o perfil cromatogréfico obtideo por filtragso em
gel de uma mistura de AL e tRHA, sem nenhum tratamente preévio.
Nag mesmas condig¢Bes experimentais, DNA de timo de bezerro também
interage com AL (resultado n¥oc apresentadcl). A fﬁgufa 3;13.11
mostra que n#Fo existe uma diferenga stgnificativa na formagi3o do
complexo LRHA-AL {(por filtrac%o em Sephadex G~50) por irradiaglo
prévia da mistura a 470nm por 45minutos. Utilizando-se oulro co-
rante, a eosina ¥, a figura 3.11.12 mcstra que nas mesmas condi-
cBesg da fig.3.11.11 n3o Oéorre nenhuma intera¢Bo entre LRHA & eo-
,sina, quer irradiando ou n¥o a mistura sntes de aplicé-la a colu-
na Sephadex.

Apesar de ocorrer uma diferenga do ponto de vista foto-
quimico nas caracterf{sticas de uma sclugHo contendo. tREA e AL,
com e sem irradiaglo, o mesmo n¥o fol observado por filtrag3oc em
gel (figs. 3.11.10 a 3.11.123. Qualquer modificagio ocorrida no
LRNA, por irradia¢¥o a 470nm por 45 minutos, em preseﬁga de AL,
n¥o foi suficiente para alterar a interagZo entre aquelas molécu-
las. )

A AL @e intercala enire bases de dcidos nucleicos, COMo
mostra a figura 3.!1,13,_E$ta dado sobre 3 intercalagBc & nuito
importante, pois a AL é um sensibilizador de oxig8nio singlete;
entdo este & formado ”tﬁ gitu”, isto &, dentro da estrutura do

tRNA.
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Fig. 3.11.10: Cromatografia por filtra¢%o em gel de tRNA e

AL. 'Eluiqéo de uma solugle contendo BupH
de tRNA {(-o-) e 50uH de AL (-~e-) de ﬁma co-
luna Sephadex G-50 (cap.2, pg. 7B > em O,05H
de tampBo tris-HCl, pH=7,6. Eluig¥o, nas
nesmas condigles, de uma solugdo S50uM des AL
(— & —3 ‘Aﬁae A@Z'sﬁo ag abgorglez de

tRHA = AL, respectivamente.
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Fig.3.11.11:

Cromatografia por filtra¢Zo em gel de tRHA e
AlL.. O0,5ml de uma solu¢io contendo B8uM de tRNA
& 50}11‘3 de AL foi aplicado a uma coluna Sepha-
dex G—50, sem irradiac¥o (A) e apds irradia-
¢doem 470nm por 45min (B}, como descrito em
111.1.2.3 (cap.2), pg. 78 . As absorbéncias
devido ac tRHA (-o-) e AL (-e -} foram Ilidas
nag fracgBes elufdas. Ame Aﬁ%z g30c zas ab-

sorcles de LRHEA e AL, respectivamente.
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Fig.3.11.12;

Cromatografia por filtrag3c em gel de tRNA ¢
gogina Y. Uma solugio contendo tRHEA (~o-) ¢
eosina Y (-e-) foiA aplicada a uma colun:
Sephadex G-50, sem irradiagfo pré?ia {A), ¢«
apds Irradliacdo da mistura emBid4nm por 45mi
(B}, como descrito no ftem 111.1.2.3{(cap.23
pg. 78 . Ao e Agp sB0  as  absorgBes  de

tRHA o eosina Y, respectivamente.
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Uma =wez que nBo se observa gualquer diferenga na inter-
calaco entre tRNA e AL, por filtragZo em gel, seria interessante
verificar ge = dcido nucleico continua participando normalmente
de outras rea<Bes. Apds a irradiagfo, o corante pode ser removido
em preszenca d-=e um solvente org8nico, e o tRHA pode ser testado,
por exemplo, aynante 2 sus capacidade de aminoacilaglo, em presen-
ca de aminoac {1-tRNA~-sintetases.

0 estude das interacBes de acridinas com dcides nucliei-
cos tem sido intensamamte‘pasquisado (218-220). U modelo interca-
tativo propos to por Lerman {(221), segundo o gusl a mnmolécula do
corante se intercala entre dois pares de bases adjacentes de DHA
{(f1g.3.11.43% e regido de dupla fita em LRHA, 44 uma idéiz da nma-
neira como este corante se situa nestas macr‘cmoiécutl ag. Fol des-
coberto que a2 Intensidade de luminescéncia de tais corantes pode
variar de acordo com a maneira como se ligam, nos dcidog nucleli-
cog. A lumine scénecia de AL, por exemplo, auments quanao ligada ao
DNA, parecendo indicar que exista um sé Lipo de Intera¢3o, nZ3Ho
havendo portanto eftios su.pressoras de emis,s'éo (222-225). Este
aumento na luminescéncia também fol observado nos experimentos
aqui relatados, quando 2 AL estd em presenca de tRNA. Isto signi-
fica que a AL. poderia funcionar como uma "gonda” para poesiveis

alterac®es em tRNA, devido a esta importante caracterfistica.
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T

Fig. 3.11.13 Modo da intera¢¥o intercalativa de S-amino-

acridina com adeniiil-3'-5'~uridina. As mo-

léculas de acridina t&m suas ligacles re-

presentadas em negrito (2187,
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Estuido dos gistemas biofotosnergizados

?2/8

111. GSigtemas : MA/HRP/En 2

ITE.1. Com LEHA

0= espectros de absorg¢io, C.D. e fluorescénelia obtidos
deste experimento est3o reglstrades nas figuras 3.111.1 2
2.111.5%., O= valores utilizados de conceniracio estfo descritos nc

ftem 111.2.1.1, pg.7%.

113.1.1. Com LRNA e {ons Ng'Z:

A reacdo fol feilta obedecendo-se a3z mesmag concentragBes
descritas mo ftem 111.2.1.2, pg.79. Foi obtido o espectro C.D.,

descrito na figura 3.111.6,.

112.1.2. Com tRNA e AL

Us espectros C.D. obtidos deste experimento se enconiran
nas figuras 3.111.7 a 3.111.9. As concentragBes utilizadas estHc

descritas mo ftem 111.2.1.3, pg.79.
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111 .2. Supresszo da _espécle excitada por LRNA

Pm=ra se observar ¢ efeito da supressio por concentragles
de tRHA molzre a emiss3o do sistems, este experimento fol realiza-
do. O Kgy foi calculado dos dados obtidos das figuras 3.111.10 ¢
3.111.11 (~ide apéndice em anexoc). As concenkragles ubtlilizadas

est3o descritas no ftem 111.2.1.4, pg.80.
11 £.3., Com_4-TU

O espectro de absorg¥o oblido com este sistema {concen-
tracBes desscritas no {tem 111.2,1.5,' pg. 80 3 estd registrado n:
f1g.3.111.12. Os resultados obtidos na cromatografia e cromato-
grafia preparativa se encontram nas tabelas 3.111.1 e 3.111.2
respectivamente. Us valores de R{;s de alguns compostos de inte-
resge est¥o na tabela 3.111.3, e os espectros de absorgdo das

manchas 1 e 2 da tabela 2.111.3 estZo na fig. 3.111.14.

I11.4. Efelto de histidina sobre o sistema

0O efelto da supressfc por concentragBes de histidina ([
tem 111.2.1.6, pg. B0 ) fol verificado e os dados obtidos estd

nas figuras 3.11[1.15 e 3.111.16.
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0 t.empo suficiente para que 2 reaggo E%A/HRP/E?;*ZJ’{JE se
processe com concomitante producdo de 6xtgénio singlete (ja veri-
ficada pelo estudo de supressores) € de 10 minutos (48). O HA @
oxidado pel = HRP, produzindo oxigénio singlete segundo o esquema

¥V¥1l. Foi werificade o consumo de oxigénio para a concentraglo de

+£RHEA utiliz=da. A cinédtica do processo nfoc € alterada.

o HRP -1 o
o
. h o
Te-cn-c! =  Tc-cH=c -——}-—a- c-¢n-c -~
~
e H H H H H
HRP-I
{1y (I
0. o Is]
> o &
— - CH =& 2 \,C"C,“_c
H H H o-Q° H
(1LY {(I¥}
o M b
P
) o} o c
LN 2 I
2 € —-CH -G, —— C— C =-0=0 —
W H H A o
o—-0° ’
2 o
1
HeC-C
i A
/zc\ "
1 g
o (XL}
o o OH =}
N i & S ] & ,*
c-Cc~C + c-¢C—~C + 0,
ra o Vi i A
B H 2] Fe H
CETONA ALcooL OXIGENIO
SINGLETE
POLIMEROS

Esg .XVII : Formag¢3o de 10*2 pela oxidagdo de MA promovida

per HRP. O composto V ¢ degradado segundo ©

mecanismo de Russell (2267,
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Fig. 3 .111.1

Eépeétros de absorgZo de 24upM de tRNA, onde
se observa a banda de 4-TU (A 310nm).

Legenda: (...} tRNA nativo;:

{-~=-YLRNA/HA;
{~~-3LRNA tratado com o sistema EA/HRP/K&?G
descrito no ftem 111.2.1.1.
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O espectro de absorcio que estd registrado na fig.
3.111.1 mos=sstra que com o tempc de incubaclo de 20 minutos hd umi
degradag¥co da 4-TU () abs=335nm) e também ocorre reac¥o das ba-
ses normal == ( A abs=260nm) com o oxigénic singlete, pois haé ur
decréscimo nos valores de absorbincta. O tratamento do LRHA cor
este sistemna fol ent¥o realizade a diferentes Lempos de incubagic
para se acedmpanhar a cingbtica de alterago da 4-TU no processo
Este resul %fado ¢ mostrado na fig.3.111.2, onde se cobserva dgue
absorb&nci = do LRNA na regl¥oc de 335nm diminue com o tempo de in-
cubacic. Esmstes dados d3oc uma boa indicagio de gue a2 4-TU est:
sendo degr adada no processo. As basés normais também sofrem dano:
no processw=o, verificados pelos espectros C.D. de tRNA submetld
ao tratamemto com o sistema enzimidtico (fig.3.111.3). Entretanto
obgserva-se que na regido de absor¢do da 4-TU(fi1g.3.111.4>, o C.D
aparece mu ito mais alterado que na reglii@o de absorg3o d‘e 260m
(bases normais) {(fig. 3.111.3). Isto significa gue a 4-TU é a ba
se mals al Rerada no processc {(como verificado nos estudos ante
riores : LRNA/hv e tRHNA/ AL/hv) .

Pes=los espectros encontrados na fig.3.111.1, gquando s
tem tRNA/M A, a curva de absorgio aparece alterada. H& relatos n
literatura de que MA reage comn aminodcidos e proteinas (227
228). 0 pr -oduto formado ¢ atribuido 2 reticulagio de aminodcido
com malona ldeldo, com a formacgHo de #mé estrutura amino-iminopre
no {R—ﬁméwﬂ§=é~ﬂﬂﬁ}..Estes produtos t&m um pico méximo de emiss%
de lumines <céncia a 465nm guando excitados a 390nm. Quando a enzi

ma ribunuc lease reage com malonaldefdo, perde suaz atividade rapi
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Fig.3.111.2

Espectros de absorc¥o de 24pM de tRNA,em 0,05
H de tamp3o cacodilato, pH=7,0;com 0,1H¥ de
NaCl e 5mM de HgCl, . Legenda: (—)tRNA/tam-

p3o acetato; c-.~}tRHA/HA/HRP/ﬁﬁ”/02(£empo de

incubag¥o = Bmin); (- A-) tdem, tempo de in-

cubag¢3o=10min, nas condigl8es padrBes de rea-

cBo {(vide concentracBes do sigstema,il1.2.1.1,

Pg. 79 -
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3.111.3 Espectros C.D. de 24uM de LRNA submetido

tratamento com © gistema enzimatico.

concentragfes estdo descritas no ftem 11

' 2.1.1, pg.79. Legenda: (-a-) tRNA/tamf

acetato, (-®-) tRNA/tampZo/MA; (- ®-) tF

/% ampHo/MA/HRP/Mn"/0,
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Fig.3. 3111.4

Eapectros C.D. de LRHA submet 146 zo tratamen-
to com © sistema enzimético. As concentragle:
est3o descritas no ftem 111.2.1.1. O tRNA ¢
preéipitado do meio de reagfo e ressuspendide
em 0,2M de £amp§o acetato, pH=4,8. Legenda

(-@—) tampZo acetato/tRRA; (- @ -ltampHo/tRHA,

MA: (-~ &-) tRHA/sistena enzinatico.
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damente & e=ta perda de atividade € correlacionads com a formacio
do produte Ruminescente (227).

0 mmalonaldefde resge provavelmenle por reticulagZo com
guancsina, «itidina e em menor escala com adenosina (229). fsta
reacio de reticulagioc € chanads de reagBc de formaglo de bases de
Schiff.

U +RHA possui bases nitrogenadas que podem {formar bases
de Schiff conm malonaldeide. Assin, 5 £RNA fol incubado com wmaio-
naldefdo por 20 minutos, precipitado do meio de reagZo e ressus-
pendide em % amplo cacodilato, pH=7,0. A& amostra fol excitada a
390nm e foi obtido um pico de emissBo a aproximadamente 460nm,
gendo esta 1ama indigagﬁo da formacio da basé de Schiff. Os resul-
tados s¥o mostrados na fig.3.111.5.

A fFormagdo da base de Schiff & uma evidéncia de que
ocorre a reticulagdo (também observada em DHA (228)), além dos
efeitos de ©xigénio singlete scbre o tRHA, quando submetido ac

tratamento <om o sistema biofotocenergizado.
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INTENSIDADE RELATIVA DE LUMINESCENCIA

Fig. =.111.5

Espectros de luminescénclia de 40uM de LRNA
incubado com MA. O LRNA foi precipitado do

meio de reaclo e ressuspendido em 0,05 de

3

tampHo cacodilato, pH=7,0, Legenda: ¢
tRNA/MA/tamp8o acetato; t incub.=0Omin,
A exc=335nm; (~--=) tRNA/MA/tampZo, +1=20
min, Aexc=3%0nm. O tRNA com ti=Omin nZo
apresenta luminescéncia quando A exc=330nm.
Az concentra¢lles est3o descritas no ftém
111.2.1.1. Quando ti1=20min e A exc=335nm =

emisgdc do LRNA n3o muda.
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Corrmo nos sigtemas com luz {(irrazdiazcBes direta e com
gengibilizacdor), a influéncia dos fons ﬁg*zna sistema biofotoe-
nerglizado, € oi verificada. A cinédtica do consumo de oxigénic nHo
& albterads T2 presenca destes fons. Assim, o8 resultados cbﬁ%éos
com C.D. es®_%c na fig.3.111.56. Comparando-se este espectiro com o
da fig.3.11 ® .3, observa-se que os fons ﬁg*gna concentracio de 25
n¥ oferecem uma certa protegfoc ac LRHA frente aos atagues do oxi-
génio singleete. Pode-se verificar, pela fig.3.111.6, gque a con-
formaclo do  LRHA tratado gquase n¥o & alterada em compsragio com o
+tREA nativo , embora esta seja levemente alterada quando o &cido
nucleico se encontra em presenga de MA, devide an fato explicado
anteriormen®e (£ig.3.111.5). Comparando-se a curva de tRHA/HAKHg+
e LRNA/sistesma enz./Ng'2 da fig; 3.111.68, verifica-se uma altera-
¢3%o muito pesquena, quase que imperceptfvel. Talvez, ao se incubar
o LRNA com «> sistema enzimidtico na presenga de Hg*% sé ocorra o
efeito de resticulacHo.

Bo sistema enzimstico descrito anteriormente fol adicio-
nada a AL, poara se verificar se eia se liga =zo tRNA num processo
na auséncia de luz. Nesta reacfo foi verificada que a concentra-—
c%o de AL u¥Et.ilizada n3o interfere na cinédtica do consumo de oxi-
génio.

0O =istema enzimitico HA/HRP/Hn+%q2 & cépaz de gerar oxi-
génio singlete na auséncla de luz (48) (esq.XVIil), e este pode
provocar al £eracSes em tLRNA de tal forma que favérega é ligag¢3o
de acridina laranja aorécido nucieico. . Pode Lambém haver uma
transferénc ia de energia do oxigénic singlete para o corante,

formando raciicais que vHo se ligar ao LREA. O compliexo & formado
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Fig.3. 111.86 :Espectros-c.ﬁ. de Z4uM de tRNA em dgua bides-
| tilada, gquando tratado nas seguintes coﬁdig&es:
(¥-}tRRA/tamp§o acetato/ﬂg*g; LR JLRNA/tamp¥o
acetato/Mg*Z /HA; (~---)tRNA/tampZo acetato/Hg*Z
sistema, com 20 minutos de incubagZc, nas con-

di¢Ges descritas no ftem 111.2.1.2, pg. 79.
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entre LRHA e AL J(vide discussZo ftem 11, pg.174 3. Este fato
digcutido a«inz é observado nas figs. 3.111.7 ¢ 3.111.8 que mos-~
tram os especiros C.D. de LRHA submetido zo iratamento com © sis—
terna enzimatico e AL. Comparando-se a £1g.3.111.3 com a3 S,iﬁii.?,
verifica-gse a veracidade dos fatoes dlscutidos acins, uma vez gue
os espectros C.D. de LRNA tratado com o sistema enzimélico e AL
s%o mais alierados (fig.3.111.7) do gue os mesmos na ausénecia de
AL (fig.3.1311.3), na regi%fo de absorgio das bases normais, e pode
ser que est as bases estejam se ligande 2 AL. HNa regifoc de absor-
8o da 4-TU este efeitoc n¥o &€ cobservado (figs.3.111.4 e 3.111.85.

Um processo andloge de Ltransferéncia de energla ocorre
guando riboflavina se liga & lisozima. A transfergncia de energla
responsdvel pels formagdo deste.compl@xo é proventente da acetona
triplete gexrada no sistema : 2-Hetilpropanal/HRP/0, (2303. Um
processo semmelhante pode estar ocorrendo entre tRNA e AL, na
presenga de luz ou do sistema : ﬁA/HRP/Hnﬂ/OZ .

Comparando-se os efeitos dos sistemas tRHNA/AL/hv e LRNA/
HA/HRP/Hn'”/E}Z verifica-se peles eépectrcs C.D. (fig.3.III‘,9) que
o sistema emnzimitico com 20 minutos de incubagBo ¢ cerca de 10%
mais efetiveo que o sistema fotoquimico com 45 minutos de irradia-
¢¥o. Estes Pprocessos no escuroe {(sistemas enzimdilicos produtqr‘es
de espécies excitadas) s30 geralmente mais ef‘ic'ientes do que pro-
cessos fotoquimicos normais,

Uma das maneiras de se estudar a interaé%o de oxitgénio
singlete com macromolé-cuias, & analisar a capacidade destas en
anular o oxigénio singlete através da supress8o da sua foltoemis~-

s3c. Para isto, pode ser calculado o Kgy
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Fig.3.111.7

Eépectros C.D. de 24uH de LRNA submetido &
tratamento com ¢ sistema enzimdtico com AL
Az concentracBes usadas estBo no ftem 111.2
1.3, pg. 79, Legenda : (~&-) tRNA/tampXo/AL
(- @®-) tRNA/tamp¥o/AL/HA; (- a-~) tRNA/tamp3

2
/MAJHRP/MQ‘/GZ /AL. Abs.:bases normais.



Fig -

14

B
S
i
2020
3
H’(
5
8
Ed
3
&
w4
‘2
§§
e G
-4
y
330 350 370
Adlnm)
3.111.8 : Espectros C.D. de Z4uH de tRNA submetido

tramento_com e sistama enzimatico e A
ConcentragBes:vide fﬁem iiI.Z.i.S, pg.79

Legenda : (-e-) tRHA/tampHo/AL; {(- 3 -JLRHN
tampBo/MA/AL; (- & -) LRRA/tamp3o/MA/HRP/
/02 /AL. Este espectiroc ¢ na regliifo de akt

da 4-TU.
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Fig.3.111.9

Espectros C.D. de 24uM de LRNA submetido
tratamentoc com os sistemas Fotoqufmiéo {fte
111.1.2.1) e enzimdtico (111.2.1.3).

Legenda: (~e-) tRNA/tamp3o/AL; (-4 -) LRN!
tampﬁofHAxHRP/ﬁn*gfﬁg /AL; {(~-® -3 tRHA/AL/%N

(L irrad.=45min){t %ncgbagﬁo = 20 mini.
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Fig.3. 211.10:6réfico do efeito de supress¥o por concentra-
cOes ‘de- LRHA sobre a2 emissBo do sistema: HAAHRE
Hn+2/82, em tlamp'éo acetato 3 temperatura am-
biente. A curva (-D-)é o controle; e (- A )5
(-B8-3}7,5uM, (~-8-~-)10uM; (-8-)15uM e {(-o-320u}
de tRNA.As concentracBes estZo no ftem 111.2.1

4, pg.8Q
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Fig.3.
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111.1¢:

Crafico de Stern-Volmer para ¢ efeito da st
pressdoc por tRNA sobre o sistema:HA/HRﬁlﬂﬁﬂ?t
ém tampio acetato. | [0l € a concentragio
do supressor, no caso, tRNA. As conéantrag&es
utilizadas est¥o descritas no ftem 111.2.1.¢

pg. B0, e os experimentos feitos em duplicat:
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Para e cilculo do Kg, (vide apéndice a seguir’ fol veri-

ficado o consumme de oxigénioc na reacfo com tRNA. Até 25pH de LRNA

a clnstica do =consumo de oxigénic n%co & alterada. Acima desta

concentragic i % estd ccorrendoe outro tipe de interacio, de tal

forma que o << msumo de oxigénio & inibldo {resultados nZo mostra—
dos?.

Foram obtidas as contagens de fétons para as diferentes

concentracBes de tRMA no sistema biofotoenergizado. As concenira-

cBez utllizad= s suprimen & emissfc do siztonma gradativamsnte. &
figura 3.1I1.1 O mostra este efeito. Conm estes dados, fol <cons-—
truldo o graf i co de ieflq x [43 {Stern~Volmer}; onde & & o su-
pressor utili=zado (tRNAY (fig.3.1l1.11). O valor do K., obtido fol

de 1,9 x 10%* w7

M (vide ap8&ndice 111).

A figgura 3.111.12 descreve os espectrog de absor¢do de
4-TU tratada com o sistema enzimatico. Estes espectros de absor-
¢¥o mostram gime houve pouca alteragfo na absorg%o da 4-TU, o mes-—
mo nad ocorrerado quando ela se encéntra na estrutura do tRNA
(fig. 3.111.1> cuja absorg¥o caracterfstica a 335nm desaparece
com o tratamerato com o sistema biofotoenergizado. Isto se deve,
talvez, a que a 4-TU esteja numa posigdo mals favoravel aps ata-—
ques do 10; «juando ligada ao tRNA do que quando iivre.

Vari<os autores (231) estudaram e afirmam que a2 eflicidn-
cia da reacio de oxigénio singlete com olefinas deﬁende dé geome—
tria adequada da aproximégﬁo dos reagentes. Por exemplo, Inagaki

e col. (232, =33) sugeriram que dependendo da estrutura das mo-—

léculas envolswidas, hd a formag¥o de um perepdxide
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&11.12: Espectros de absorg3o de 200ug/ml de 4-TU.Onde

(===24-TU em tampdo acetato; (...)4-TU/tp/HA;
{- -*)4—TU/tp/HA/HRP/M€tK%. Az concentraclies

utilizadag egtdo descritas no ftem 1I11.2.1.5,

pPg. 80 (tp = tamp¥o, e t incubacio = 20min).
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Interagoes analogas as
Eeq. AVIII ocorridas com olefinas,

Poritanto, deve ser ressaltade que a geomeiria das molé-
culas que participam da reag%o ¢ multo imporitante, e nZo somente
o fato de haver malor probabilidade de colisSo de 4-TU livre com
origénioc singlete do gue guando esta se enconira fixa na estrutu-
ra do LtRHA. Estes fatores descritos anteriormente explicam o por-
gué da 4-TU ligada ao tRNA reagir maie facilmente com oxigénio
singlete do que quando sge encontra livre, pois ne. LtRNA ela deve
exibir uma gQeometria favordvel a uma reacio mais eficiente.

A tabela 3.111.1 descreve os valores de Rf g e compri-
mentos de onda de alguns compostos de interesse ¢ a tab.3.111.2
os valores de R. s e comprimentos de onda das respectivas manchas
da 4-TU tratada com o sistema enzimético. Analisando-se minuscio-
samente est as tabelas e comparando-as com a tabela 3.111.3 que da
og valores de Rf e comprimentos de onda mdximos de absorc¢io dos
compostos extraidos das placas de cromatografia preparativa,
conclui-se que : ao se incubar a 4-TU com MA/HRP/Mn'? /0 5+ apa-
rece uma mancha na cromatografia com Rf a0 redor de 0,16 (supos-
tamente uridinal). Esta mancha n3o fol possivel de de ser analisa-
da por U.V., devido 3 pequena concentrag3o do produto. Uma wvez
adicionade = HRP ac sistema enzimdtico, se produz um aumento de

rdpido de emisslo (acumulo de espéciesgexcitadas) nos trés primei-
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Valores de R, e comprimentos de onda maéxi-

in-

mos de absor¢¥o de alguns compostos de
Leresse.
Composto Re Xméx”de absorcdo {(nml
4—TU 0,0 315, ¥ 260
MA 0,4 a 0,6 ® 270
Ur~ 0,16 264, 208
SulifinasX 0.26 a 0,31 336 a 263

Abr-eviagles

Ur:

uridina.

:_4~TU: 4-Tiouridina; MA: malonaldefdo;

*x (161).
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Valores de R maxi-

H

mos de absor¢Bo de compostos extrafdos das

e comprimentos de onda

placas de cromatografia. As concentraces

utilizadaes estlo descritas no ftem 111.2.%.

5. pg. 80 .
S1STEHA R . A tnmdx ATRIBUIGHBES
TYIBY.
4-TU/HA 0.0 315, 271 4-Ticuridina
0,41 274 Malonalde{do
o,0 317, 271 4-Tiouridina
4~TU/HAS 0,16 -
HRP/Mn "/ 0, 0,26 ~
0,41 271 Halonaldefdo
0,0 315, 269 4-Tiouridina
4-TU/MA/ 0,16 260 Uridina
HRP/Hn' /0, 0,26 280 Sulfina
recarregado 0,41 a
com HRP G,66 270 Malonaldefdo
0,0 320, 270 4-Tiouridina
Sistema an- 0,15 260 Uridina
terior re- 0,56 280 Sulfina
carregado 0,40 a
com MA 0,66 271 Malonaldefdo

%X Valores aproximados.
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Valores de Ry e comprimentos de onda maxi-
mos de absorgio de compostos extraldos das
placas de cromatografia preparativa. As
concentréc&es utilizadas estio descritas no

ftem [11.2.1.5, pg. 80.

Ho 42 HAHRCHA B P ’)\ {nm) ATRIBUIGRD
ARE .
i C,16 258 Uridina
2 0,25 264 Sulfina
3 0,49 272 Malonaldef{do
4 0,73 265 ?




ros minutos e logoe um decaimento também rapido desta emiss3o até
chegar a um plats estaciondric de produgfo de estados exclitados.
Tem side mogtrado em vérios sistemas bioldgicog (2245 que na fase
que se tem acimulo de espéciesexcitadas a eficiénelz de transfe-
réncia de energla € malor gue na fase estaclonaria, Logo, recar-
regando~se © sistema, trata-se o alvo biocldglico duss vezes ou
mals, com = espécie excitada, para se observar nitidamente oz re-
sultados obtidos por efeitc somatdric. Assim, gquando o sistema €
recarregado, torna-se possi{vel a caracteriza¢3o das manchas por
U.V., sendo que para a de Rg 2 0,16 obtém-se um pico so redor de
280nm. Por se trabalhar com uma quanﬁida&e_muito pequena de pro-
duto, foil preciso obter os espectros na faixa de 0,0 - 0,1 de ab-
gorbSncia, o que dificulta o céicui§ do comprimento de onda méxi~
mo de absorc¥o pois as curvas n¥3o s¥o muito definidas. O compos-
to de R{ = 0,26 tem uma absorc¢¥o méxima a ¥ 280nm, que poderiz
ser uma sulfina. Alguns valores de absorgdc de sulfinas s¥Ho dados
na tabela 3.111.4. Embora esta tabela Indique para sulfinas aro-
maticas um comprimento de onda maximo de absorc¢do ac redor de 27(¢
nm n¥o se tem antecedentes para se afirmar que o composto com |
= 0,26 seia a sulfina egperada da 4-TU. Alénm disso, existe a pos-
sibilidade de haver formag3oc do dcido sulfinico derivado da 4-TU,

) , Telatados na,
que,em alguns casos vV literatura,tém sido encontrados neste bLip

de rea¢3c. Portanto, psrece ldéglico ndo fixar a estrutura da sul-
fina obtida neste sistema. Ainda vale ressaltar que o espectro de
absor¢do da sulfina da 4-TU ndo & conhéc%do, pois ndoc ndo se pods
precisar se ela é estdvel ou n¥o, ou se na mancha da cromatogra-

fia se observa um produto de decomposigico da referida sulfina,
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daf o valor do comprimento de onda méximo de absorcio nio ser

igual a nenhum da tabela 3.111.4.

Tabela 3.111.4 : Caracterfsticas especirais de

S-duidos (1613,

S-Sxido (sulfina) UV _(CHCl, ) Amax, nm &

kp-cloroticbenzofenona-

S-dxide (a) L[1]
%p,p’ —diciorotiobsnzofe-

nona-5S-~dxido L[21 269 (1% 50@), 336 (i4 5003
ktiopivalofenona~5-o6xi-

do (31 265 (6 900)Y, 308 (5H, 2 050’
kp-meotoxitiocpivalofeno~

na-S-odxido (41 263 (6 1003, 306 (SH, 2 500D
*tioc%nfora"Swéxido 53 27C (5 1503, 310 (5H, 500
*tiocanfenilona~-5-o6xi~ |

do (6] 273 (5 700}, 315 (SH, 003
%(3,3~dimetildtiocanfora

S=-dxido 171 270 (5 1003, 310 (SH, 5507

(a) instdvel para andlise elementar.

Dz S5-6xidos [13 a [7] s¥3o derivados das estruturas dadas

a seguir.
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Fig.3.111.13 : Os S-6xidos da tab.3.111.4 s30 derivadoes

dag estruturas acima [1 a 71,

Comparando—ge og valores de R £ s contidos na tabel:
3.111.3 com os encontrados na tab.3.11.2, pg.122, verifica-se gu
a 4-TU & transformada em uridina, tanto fotoquimica como enzima
t.icamente. 0 mecanismo de degradagZo da 4-TU por oxigénio single

te produzindo uridina estd no esque:ﬁa X1V, pg.103.

Para se ter certeza de gue o composto de R§ ao redor 4
¢,16 & de fato uridina, foi feita uma cromatografia preparatliva

onde, a0 =e utilizar guantidades maiores dos compostos de parli
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da, a detecc¢do & melhor. Verifica-se pela tabeia 3.111.3 qgue os
valores de comprimento de onda miximo de absorg¥o si¥o proixinos
acs da tabela 3.111.2, para este sistems enzimdtice. Pelas fig.
3,.111.14 pode se ver os espectrog de absorgdo dag manchas 1 = 2
correspondentes & uridina e supostamente sulfina, que foram en-
contradas como produto de reagfc de tRNA, com o sistema enzimdbi-
co. Estes espectros da £1g.3.111.14 somados acs obtlidos em lumi-
neacéncia, C.D. e cromatografia, indicam que de fato a 4-TU veage
com ¢ oxig@&nio singlete, produzindo uridina.

Como fol dito anteriormente (ftem 11, pgdl02) a3 histiding
& um supressor de oxigénio singlete. Para esta reagfo enzimatica
diferentes concentracBes de histidina foram Lestadas na cinétic:
do consumo de oxigénlo e para os valores de concentragio de his-
tidina utilizados a cinédtica da reaglio n%o ¢ alterada. Com {sso
foi obtido o grifico de contagens integradas da emisg¥o de lumi-
nescéncia proveniente da reag¢3o enzimitica, com diferentes con-
centracBes de histidina, que é mostrado na fig.3.il!.15. O grafi-
co de Stern-Volmer da fig.3.111.16 foi utilizado no <cilculo d

K (vide apéndice).

SY
Portanto, no sistema enzimético hd a produgio de oxigé
nio singlete que reage preferenciaimente com 4-TU, mnuito mal

eficientemente (menor tempo de reagBo) do que os sistemas foto

quimicos que também produzem oxigénio singlete no processo.
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Fig. 3.111.14 : Espectros de absorc¢3c das manchas 1 e

{tab.3.111.3) correspondentes a uridin

(= — =) e supostamente uma sulfina (—13.
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Fig 3.111.15: Gréafico do efelto de supressio por concen -

‘ : tragBes de histidina sobre a3 emissio db stg~
tema:HA/HRP/Hﬁ“?Dz,-em tamp3o acetato a tem-
peratura ambiente. A curva (-o-} & o contro-
le, e (~-20,5mH; (- 2-30,75nM; (-8B -31,5aM
(-4 ~-34n¥; (-O-26mM e (-0 -38mH de histidi-
na. As concentragﬁes utiilzadas estzo desg ~

critas no ftem 111.2.1.6, pg.80 .
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3.111.16

Grafico Stern-Volmer para o efelito de su-
press¥oc scbre o sistema:ﬂA/HRP/Eﬁ"?Qz, em
tampdo acetato. EQBIé a concentracgio
do supressor, no caso, histidina. As con-
centraclBes usadas est3o descritas no ftem

111.2.1.%, pg.80 , e os experimentos fei-

tos em duplicata.
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i¥. Sistema : I%Afﬁ??!’@z
1V.1 . Com tRNA

Foram registrados os espectros de emissHo ds luminescén
cia e C.D. de LRHA submetido ac tratazmento com este sistema enzi
matico, na ausdneia e presenca de dgua deuterads, ¢ os resultado
se encontram nas fige. 3.1V.1 e 3.1V.2. 0 tRNA fol submetido
tratamentos com os sistemas fotoquimicos e enzimaticos {nas con
centracties descritas anteriormente, fwens I111.1.1, i1i1.1.2
111.2.4, 111.2.2, cap.2, pg.81 ¥ e foi verificado o seu comports
mento na em 1ss¥c do sistema IAA/HRP/05 . Os resultados est3oc

figura 3.1V .3.

IVv.2. Com 4-TU

A= concentracBes utilizadas neste experimento est¥o des
critas no ftem 111.2.2.2, cap.2, pg.81 . A mistura fol aplicac
em placas de cromatografia e os resultados estdo descritos na t:
bela 3.1V.1. Os resultados com a cromatografia preparativa est:

na Labela B.IV.2.

1V.3. FormacZo d toaduto 4-TU-Cyt [8-13] no tRHNA

gubmetido ao tratamento com o sistems

0 método descrito para a formaglo do fotcadulo estsd po

menorizado no ftem I1.3.b (cap.2, pg.75 }. Us efeitos observad:



estZo regtl strados na fig.3.1V.4 e tabela 3.1V.3,

% . Curvag de sobrevivBnecis de E.coli tratada

com o sistema iﬁA/’HRP/GZ

A s cepas de bactérias foram tratadass com © sistema 14
HRP/0, (frem 111.2.2.4, cap.2, pg. B2 ) e semeadas (11.2.b, c¢=3
2, pg. 72 3. Foram construidas curvas de sobrevivéncia gque est

degcritas ma figura 3.V.41.
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A Figura 3.1V.1 mostra cos especiros de emigs3o de lumi
nesc8ncia de tRNA (dexc = 235nm) em 0,05H de tampo . cacodilate
na ausdncia e presenga de 5SmM de fons Hg +2, Em tampic deuvterado
na ausénecia de {ong ﬁg*‘ga degaparecimentc da banda de 4-TU & mal
rapide comparade com 2 reac¥o em tampSo n¥o deuterado. A preseng

de fons Hg™ 2

mascara © efeito de {)2 G e a concentragio do produt
que emite = 440nm & sumentadz. Surpreendentemente, ¢ mesmo iy
de efeito com 132 0 foi observado na fotolirradiacdo de LRNA = 3:
nm por 8 howras, nas condigBes em gue o fotoaduto 4-TU-Cyt 18-1:
& fornadeo € 1523, Tambén, neste caso, ﬁzﬁ exerce um osfelto ¢
producio do fotoproduto a 440nm na suséncia de fons ?’ig*’z.

Este tratamento com o sistema enzimdtico fol estudac
tanmbém através da especiroscopia C.D. na regidoc de absorgio ¢
4~-TU., A figwura 3.1V.2 mostra o espectro C.D. de LRNA submetido :
tratamento com o sistema enzimiatico IAA/HRP/0, . £ evidente q
D 20 exerce um forte efeito em 4-TU. Fol encontrad§ através <
espectro C.D. gque a conformagfo do tRHA n¥o muda sob as condicgd
da rea¢3c enzimdtica, ent3o & presumivel q';xe o efeito de D » O
devido a uma grande fotodegradacfo da 4-TU. Ent¥o, ndo 86 o £
toaduto 4-TU-Cyt {8—133‘ (explicagBes mais adiante) & formac
nestas condig¢Bes (234), mas ocorre uma concomitante fotodegrad:
c¥o da 4~-TU . Para se ;er'if‘icér ‘este efelto de fotodegradacg®o <«
4-TU fol feita uﬁ%atogréﬁca,cugos valores de Rg encontri
dos estfo na tabela 3.1IV.1 e 3.1V.2 (cromatografia preparativa:
0 valor de Amix encontrado para a mancha de Ry = 0,16 &€ o mes:

que estd descrito na tabela 3.111.2, pgld2 Isto quer dizer q

2
em ambos o processes blofotoenergizados ¢(MA/HRP/Hn /Gy e 1A



INTENSIDADE RELATIVA DE LUMINESCENCIA (%}

470 550
A tnm}

‘Fig =3.1V.1 : Especiro de emiss¥o de 40uM de tRHNA, nas con-
centrag¢fes descritas no ftem Iii,.2,2.1, Pg-
81 . Legenda: { = ) LtRNA nativo; (- & -}
tRNA/IAAfHRP;’DZ ; (-8 =) tRHA/IAA/’HRP/ﬁg“fD,Z;
{(-#-) tLRNA/IAA/HRP/Lampio deuterado/ﬁz ef{-wu-)

LRNA/1AA/HRP/Hg** /O, /tamp¥o deuterado.
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Fig. 3.1V.2 ;: Espectos C.D. de 40uM de LRNA em O,05M d
tampgo acebato, pH=3,8. Legeqda i {
tRNA com e sem 1,4mM Mg*Z2 ; (-o-) tRNA/IAA
HRP/0y» e (- O ~) tRNA/IAA/HRP/0, /tamp3o deu
terado. As conceniracles est3o descritas n

ftem 111.2.2.1, pg.81
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Tabe iz 3.1V.1 : Valores de ﬁf e comprimentos de onda maxi-
mos de absor¢io de compostos extrafldos das

placas de cromatografia.

Sistensa Be A maxinmik Atribuicfes
4-TU/ 1 Al 0,0 318, 270 414
[a®] 0,25 290, 260 e
240 1AA
4-TU/ L BARS
ﬁﬁ?f@z : G,0 3ig, 270 £-TU
Txk] 0,16 268 Uridina

0,860 2 290, = 250

0,656 e 240 1AL

4-TU/ 1AA/ 0,0 320, 275 .4-TU
HRP/’OQ re- 0,16 270 Uridina

carregadoe com 0,34 ' ?

HRP L[%=%] 0,50 ?

Sistema ante- 0,0 319, 273 4-TU
rior recarre- 0,16 270 Uridina
gado com lAA 0,31 | 240 Sulfina

[Xxk3 0,62 292, *250

| e 240 | 1AL

Hig/4-TU 0,0 317, 276 4-TU

0,49 = 28_0 His

DABCG/ 4-TU .0 317, 277 . 4-TU




Cont inuacio da tab.3.1V.1:

ied

Sistens R% “ﬁméx(n@3ﬁ Atribuicles
4-TU/1BA/ 0,0 317, 278 4-TU
HRP/O,, + 0,47 280 His
His L[¥XX) 0,63 252, 256 e

240 1AL
4-TU/ 1AM/ 0,0 317, 275 4-TY
HRP/OC , + 0,26 230, 2240 1ARA
DABCO L%%] 0,63 [AL (7D

¥ Valores aproximados

X% placag gue foram repetldas
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Tabe ta 3.1V.2 : Valores de Qf e comprimentos de onda méxi-

mos de absorg¥o de compostos extrafdos das

' placas de cromatografia.

Hz 4= mancha Rf A max(nm) Atribulcdo
a S,16 263 Uridins
= 0,30 T Sulfina (7
3 0,64 230, 250
e 240 ‘ 1AL
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HRP/GZ) uma mesma especie pode estar atuando, isto €, o oxigén
singlete. Comparando-se estes valores {(tab.3.IV.1 e 3.111.2) <«
oz obtidos ns tab. 3.11.2. pg. 1272, wverifica-ze gue a 4-TU
transformada em uridina, tanto fotoguimicanmente como enzimatic:
mente. £ provéivel que o composto com Ry 2o redor de 0,31 seja urp
sulfina (Lab.3.111.4) ou algum intermedidrioc de fotooxidacio. D
vido ap pressuposto de gue o éxigénia singleile € quem resge cgc¢
4-TU (esqg.XIV, pngS 3, utilizou~-se supressores, como DABCO
histidina. Como se pode ver pelz tabela 3.1V.1, a histidina fe¢
um sxcelentse supressor, pols as manchas de Re =0,16 o 0,31 n%
aparecem na cromatografia, significando com issc gque o oxigéni
stnglete fol suprimide pela histidina, sem reagir com 4-TU. Co
DABCO ocorreu a mesma coisa, pois novamente n¥o aparecem as  man
chas caracteristicas de que n%o ocorreu a reaglo de 4-TU com oxi
génio singlete. Pela cromatografia preparativa (Lab.3.1V.2) veri
fica-se que a 4-TU & degradada e se forma uridins e uma sulfina.

U= estudos feltos em oxidacZo de nucleotideos tiopirimi
dinicos em LRNA de E.coli (235) n3o d¥c nenhuma informacgcio con
clusiva sobre :o papel funcional ;tiesses ;l:omponentes menores.
tRNA modificado pelo oxigénio singlete oriundo dos processos en
zimaticos {MA & 1AAY e f‘otc@ufmicos (hv e hv/ALY, fol! testado e
relacgdo a eficiénclia de transferéncia de energia de IAL -a‘ 4-TU
0 3IAI,,. &€ um produt6 da oxidac3o de 1AA ‘por HRP (1.1.5.4, «cap.1
pg. 19 ).

A figura 3.1V.3 mostra a emiss3c do sistema controls
(tRNA.r’KAA!HRP/DQ) com um maximo alEa minutos, sendo mostrado ante-

riormente gue, neste tempo ocorre a emissfo da 4-TU que estd cen-
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Fig.3.1V.3 : Comportamento temporal de 35uH de +tRNA na

emissH¥o do sistema IAA/HRP/0 5 . Legenda:
(-e-, intensidade x1) Controle; (- & -, int,
%23 tRNA/HAKHRP/Mn”/‘Gm (-O -, int.x2) LRNA/
AlL/hw; (- 8-, int.x2) tRNA/hv{6 h} @ (- & -,

int.x2) tRNA/IAA/HRP/O, .



trada em 540nm. Quando o mesnmo LENA da reac3o anﬁerior foi prec
pitado e ressuspendido em tamp¥o e novamente tratado com o sist
ma EAR!HRF%/GQ , @bssrvou-se gue ¢ maximo fol a 3 minubos. 0 =
mento a 2 minutos provavelmentie corresponds a uma Lransferénc
de energiz a2 um produto que emiie s 440nm. Foram obltidosz result
dog simllares {(maximo ao redcr de 3 min} quando fol utilizado

tRNA pré—tratado com irradiacdo direta a 335nm ou irradiagio
tosgensibl 1izada com AL (A exc=470nm), ¢ em seguida tratado com
sistema EA%/HRP!GQ . Isto mostra a semelhanca enire og efell
bipofotoenerglesades ¢ o fotoguinicoz no LRHA. Enitrstanto, guan

o tRHA foi pré-tratado com o sistema ﬁAXHRPXﬁn*Z/GZ ndoe fol o©
servado maximec a 3 minutos, indicando neste case que ndo existe
formacg¥o do mesmo cromdforo obgsrvado nos oubtros casos. Provave
mente, na interacfo prdvia de LRHA com MA foram formadas bases
Schiff que possivelmente reagem no sistema IAA!HRPXDZ

Uma outra possibilidade para os sistemas anterliores s
ria a forma¢Ho de um dioxatietano que se guebraria formando ur
dina. Um processo simllar fol observado por Suzukl e col. (236)

Ent3o, © esquema cinético geral propostc neste trabal

para a oxldag¥o de 4-TU no tLRNA, é o seguinte:



3 %
31aL™ o« c=5® . 1al® + le=s
3 &
~c=5 —s Ye=s? hvp
Noas® . 30, — Ne=g® . gF
B 2 s 2
~ o 1% ~ . o
C=5 + Qa —— /C—O + /C-S«-G
o 0 ¥
/CtS + Bz — produto fluorescente

Esg.®1¥ : Oxidac3ioc de 4-TU ho tRHA =través do sistema

enzimatico 1&&/3&?/02

Este mélodo de transformacdo de LRHA leva uma riapida m
dificag¥o de 4-TU sem afetar a capacldade aminoaceptora do LR
(169).,

Foi mostradeo que as modificagfes fotogquimicas em LR
seguidas por mudangas espectrais indicam a forma¢¥o de um foto
duto entre a 4-TU na posigHo 8 e citidina na posig¢gdo L3 (14
(esq.1X, pg.47 )}, o gual & possivel de ger reduzido com HaBH4 9
ra resultar num produto aliamente fiuorescente: Esta emissdo.

dd a 440nm (A exc=387nm) (74},



4-TE + CYT LI 4-TU-CYT
335 nw
NaBHg
kA {
produto fluorescente
Es=q. XX : Formac3o do fotoaduto 4-TU-Cyt (743.

Este fotoaduto & formado por irradiagdo direta de ©RHA
{1473, Hs oxidag¥o de [AA por HRP hi a producHo de 33%&§ que pode
transferir sua energia para promover a ligac¥o da 4-TU com a ci-
tidina, formando o fotoaduto. Os resultados chilidos com o sistema
IQAIHRP/GQ est¥o descritos na tab.3.1V.3, gque mostra za mddia dos
valores para a formag3o do fotoaduto e degradag¥c da 4-TU através
de diferentes caminhos (esq. V, cap.i, pg. 32 ). D3 sistemas
tRNA/HRP e tRNA/IAA mostraram os mesmos valores qué o tRHA nativo
(tab.3.1V. 3). Desta tabela, a porcentagem de fotoaduto formado ¢
de aproxim adamente 15% (sistema enzimétic;}. Os fons ﬁg'zaumentam
a formac¥co do fotoaduto em 10% (% 8 % ) e também contribuem pare
uma maior degradagdo da 4-TU em outros produtog, como obhgarvadc
pelo decré&scimo nos valores de Fa/A (260nm) em diferentes condi-
cOes. |

A fig.3.1V.4 mostra os espectros de emiss¥o do fotoadulc
formado por irradiacg¥o em 335nm (N exc=387nm). Esta excitaglo fof
selecionada pois ¢ neste comprimento de onda que © fotoaduto emi-

te eflcientemente (74). Portanto, conclui-se, pela f19.3.1V.4,

gque o sistema enzimatico interage com 4-TU n3c somente produzindd
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Tab.

3.1V.3 : Porcentasgem de formag%o do fotoaduto 4-TU-
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VOLTAGEM - DIGITAL (V1 x 107>

Espectros de emissZo (A exc=387nm)} de LRNAs
tratados com HaBH4 , anteriormente irradiados
( exc=335nm) por 6,15h. Legenda: {(-o=) tRNA
nativo;: (-o-) tRNA/IAA/HRP/O, : (-e~) tRNA/
1AA/HRP/0, /Mg*?; (- B -) tRNA/1AA/HRP/O, /
tamp¥o deuteradc e (-4 -) tRHA/IAA/HRP/’ﬁg*z/O?

tamp3co deuterado. Ceonc: ftem 11.3.b (cap.2).
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o fotoaduto 4~TU-Cyt, mas parte da 4-TU & degradada em oubr¢
produtos. A figura mosira o mesmo comportamento observado na tal
3.1V.2 onde Fask (260nm) decresce com o tratamento com o gistes
enzimdtico.

Come se pode obsmervar, confirmande os dados da ta
3.1¥.3, a maior porceﬁtagem de fotoaduto formado € no LRNA nat
vo, quando Irradiado. Isto quer dizer gque guando o LRHA € trala
com o sigtema enziméti;o, além do fato da 4-TU receber parte
energlia proveniente do 3iaL® para s formacﬁc do fotoaduto, oco
rem, como descrito no esquema V {cap.l, pg. 32 )} ouiras resgd

gsnvolvendo © LEHA 2 o© 3

1&1? . Uma defag ¢ 3 formagl3o de oxigdn
singlete, que, como fol wvisto anteriormente, reage com @ 4
formando uridina (esq.X1V, pg.103>). Isto guer dizer que a 4-
nMo é totalmente utllizada para a reag3co de formag¥do do fotoad
to, e sim mna reagdo com o oxigénio singlete. Em meio deutera
ogcorre apeﬁas uma fraca emiss3o, sendo indicag¥o de que pouco f
toproduto foil formado. Sabe-se gue a2 vida média do oxigénlio sl
glete é aumentada na presenga de D:ED (2372. Porténto, og dan
provocados por esﬁa espécie (quando gerada através da reagdo 1A
HRPf02 , em tamp3o deuterado) em 4-TU s%0 maiores, uma porcent

gem maior dessa base reage, formandc uridina, impedindo com s

a formacieo do fotcaduto.



V. Curvas de sovrevivineia de E.coll tratadas

com diferentes sistenas

0 fato de que ocorre degradaclo da 4-TU em tRHA de E.,co-
11 foil conf irmado submeitendo-me as diferentes linhagens deo bacté-
ria ao trat amento com ¢ sistema enzimsdtico e construindo-se as
curvas de sobrevivéncia mostradas na fig.3.V.1. A cepa de E.coli
deficiente em 4-TU (B/rr NC 32 RJ)tem maior % de sobrevivéncia gue
2 B/r HC 3Z . cujo LRHA possul a base 4-TU. Isto significa clara-
mente gque & bactéria cujo LREA possutl a 4-TU estd sofrendo =zalte-
racles que Pprovocam a morie cekular.‘a 4-TU, com fol ditoe ante-
riormente, resage neste processe enzimatico formande uridina, e
ainda o fobtoaduto 4-TU-Cyt. Com isso,( ag caracteristicas bi@qu{?-
mlcas do LtRHNA podem estar sendo alteradas, e aindas mals, a ener-
gia proveniente do 1AL & transferida a 4-TU, que por sua vexz a
transfere ao DHA provocando quebras de fitas simples, e induzindo
a morte celular. Este fato fol também cobservado por outros pes-
quisadores, irradiando-se 2s mesmas cepsas de bactédrias a 334nm en
uma fluénei a de 12x1053fz:? (i813.

A E.coll B/r HC 32 RJ (4-TU -: também morre guando exX-—
posta ao sistema enzimdtico. Mas, veriflca-se pela fi1g.3.V.1 .que
esta morte celular é muito menos eficlente do que a que acontece
na B/r NC 32 (4-TU + ). Portanto, além da 4-TU, outras bases re-
cebem a energla do I‘AL* e acabam reagindo, provocando danos en
tRNA e consequentemenie morte da bactéria, Kas, observa-se que

este efelto & muito menos pronunciado do que o efeitc de transfe-

réncia de energia de 4-TU ao DHA, induzindo a formaclo de auebras



e fitas simples.

Fig. 3.v.1
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COMTROLE

TEMPO {rmun.)

Curvas de sobrevivéneia de E,colf (B/rr HC 32
- 4~-TU(+ e B/r NC 32 RJ -~ 4-TU{-) ) tratadas
com o sistema !AA/HRP/DE nas condicSes desg-

eritas no ftem 111.2.2.4, cap.2, pg. 82 .
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Marcucci & <ol. (238} observaram os mesnos efeltos ante-
riores tratando as cepas de E.coli 1088UT (tipo seivagem) e 10838
YVrB com © sistema biofotoenergizade 1AA/HRP/O, , verificando que
o tipo selvager (1088 WT) & resistente aos danos provocadoes pelo
sigtema , enguanto gue a 1083 UVrB, n¥o {(esta tem defliciéneoia en
reparos de danos celulares). Isto pode ser observado pela {ig.

3.v.2

100 ¢

CEPAS DE E.COLY

CONTROLE I0BB{WT]

CONTROLE108D{UVra)

1088 (WTH/SISTEMA 1A

%

-

SOBREVIVENCIA

O +

168G {UVrBI/SISTEMA JAA
E

i i 1

10 20 30 40"

TEMPQ {Min}

Fig. 3.V.2 : Curvas de scbrevivéncia de diferentes cepas
de E.coli tratadass com o sistema I[AA/HRP/Oy
¢ujas concentracBes est3o descritas no I{itenm

111.2.2.4, cap.2, pg. 87
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Cutras linhagens de E,colt (248 WT, 871 reciA, 1089 UVrB

@ B77 polBAd foram submetldas a tratamento com o sistoma bie{ata@“
nerglizado {EAAXRRPXGZ 3 {238), onde se observou gque a 877 polh e
tambdém a 1089 UVrB {(defliclentes em reparcos de danos) morrom mals
eficlientements gue o tipo B71 recd = 248 WT {(esta dltima resis-

tonte aocz danos provocados por espécies axclitadas),

100
CEPAS DE E.COL{
24B {WT}
t0
8T7Ti{Rec Al
3
<
S -
)
2
)
[TE}
14
L* ]
o (I ]
w
1089 {uvr B
BYT {potAl
§ H H §
10 20 30 40
" TEMPO { min)
Fig. 3.V.3 : Curvas de sobrevivéncia de cepas de E.colt

tratadas com o sigtema blotoenergizadeo (IAAYS
HRP/0, ¥, cujas concentragfes ept¥0 descri-—

tas no ftem 111.2.2.4, pg. B2.
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Curvas de sobrevivéncia de cepas de E,c¢c
submetidas ao tratamento com o sistema f
tossensibilizado a 500nm {(com 2uM de AL
0,051 de tamp3c tris-HCL, pHﬂ?,S),_ fic
(239) e biofotoenergizado (IAA/HRP/0,), fi

B {conc. utilizadas vide pg.B2).
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Portanto, verifica-se que o estudo das diferentes linha-
gens de E.<olil ¢ importante para se obgervar os danos que os sis-
temas com Juz {irradiscio direta (1813 (fig.1.1V.2, pg.57) fotos-
zensibliizado (fig.3.V.4 (A}) {(233) e blofotoenergizados (IABA/HRF
/0, » (figs. 3.V.1 a 3.V.3 @ 3.V.4 (B)), podem provocar em bactd-

riag, isto &, sistemas In vive, levando-as 3 morite celular.

RERAR AR RO R IO iRkl



Capftulo 4

CORCLUSSES, APERDICES E B1BLIOGRAFIA
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Conclusles

Comn os resulta&es apresentados neste trabalho, tentou-s
verificar s=2 o0 danos produzidos en LREA tanto fotoguimica com
enzimaticamsente podem provocar nmudancas z nivel celular. Alteran
do-~se as bases ou destruindo-as, o tREA pode perder algumas d
suas funcglBes=s, fato gque n3o se tornou bem claro. Além disto, o e
tudo da 4-TH® fol importante pois esta base serve como sonda in
terna para =me verificar os danos produzidos por espécies nocivas
como oxigén io singlete, em LRNA. |

As observagBes feltas com as diferentes cepas de E.col
mostraram g=1e o tRNA induz o aparecimento ’de queﬁras de fita
simples em 3IDNA, pof transferéncia de energlia. Isto leva a proces
sos de mutaeles espontaneas em bactérias. Estes sistemas ante
riormente esstudados serviram como modelos para se verificar a2 in

fludneia de espécies excitadas in vivo.



Implicagfes bicldgicas

1} Sigtems com irradiacio diretsa

Paak @ col. (181} demostraram que cepas de E.coli defi
cientes em <4-TU szpresentaram malor scbrevivéncia que o tipo sel
vager (4-TU +) quande irradiadas por luz U.V monocromstica a 33
nm. No tipo selvagem fol encontrade um nimero maior de quebras d
fiias gsimples do que no deficiente em 4-TU. Estes resultados su
gerem que a 4-TU & um cromdéforo importante em alguns efeitos le
tais provecados por luz U.V. Alén diéso, a energia de excitacH
pode ser tr ansferida do tRHA ac DHA, provecando quebras de fita
simples. ‘

0 presente trabalho mostra estes mesmos efeitos produzi
dos pelas moléculas eletronicamente excitadas produzidas enzima

ticamente.

2) Sistema com irradiazcfo fotossensibilizada

Hass e col. (239) verificaram os efeitos letals de AL
luz monocromstica a 460 ou 500nm, em cepas de E.coli que difere
umas das outras em reparos de danos. Algumas cepas apresentars
resisténecia frente ac tfatamento com luz e AL, enQuantor que ov
tras foram mals sensfvelis. Us mesmos autores postularam que este
sistemas sensibilizados com luz e AL provocam lesPes em DN?
Efeitos semelhantes foram conseguidos na interacdo de varias ceps

de E.colil com oxigénio singlete gerado enzimaticamente (2383.



186

3} Sistemas biofotoenergizados

a) HA/HRP/Mn*2/0,

Duzrdn e col. (48) comprovaram a presenga e o papel d
oxigénio singlete neste sistema. O 'oxsgénia ginglete formado rea
ge especialmente com 2 4~-TU no tRHA de E.coll, o que resulla e
alteracBes <onformacionals do dcido nucleico. Foi relatado també
que a espéc ie excitada gerada no processo reage com bases de DR
e protefnas , levando a mubagénese e carcinogénese (J9).lsto cor

robora os resiultados mencionados eom 2) (2383,
b} 1AA/HRP/0»

A wmudanga de LRNA de E.colif pode ser provocada pela rea
¢¥o entre a 4-TU excitada por transferéncia de enérgia do A2
tripliete com um grupo vizinho, semelhante 3 alteracgio de 4-TU cc
citidina na posigido 13 [8B-131, que ocor‘r.-e por ‘irradiacﬁo g
tRHA (953, =lém dos efeitos ja discutidos em oxigénio singlete.

Al guns resultados discutidos por De Mello e <col. (8¢
fornecem um possivel mecanismo para interacg3o de31al-tRNA 1n wvi
vO. |

Agui também foram observados os efeitos das espécies e»
citadas em diferentes cepas de E.coli e Fdi comprovado gue a por
centagem de sobrevivéncla nasdeficientesem 4-TU & maior gque r

tipo selvagen {(4-TU+).
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APENDICE 1

0 uso <o "Dicrofismo Circular®” (CDY no estudo do conforma—

¢¥o de macromoldculas

As macromoléculas (cgmo proteinas, &dcidos nuclelicos
etc...) g%o opticamente ativas o a correlagic entre suas ativida
des épticas e suas conformacgles, & de grande interesse. As nmudan
cas de atiwvidade dptica fornecem Informagfes n¥o somente sobre a
estruturas <essas npacromolidculas, como tambdm as altsracles loca
iizadas. A atividade dptica pode manifestar-se através de dol
fenfmenos : o dicrofsmo circular, CD, e a dispers%oc déptica rots
téria, ORD. Huma banda de absorc¥o opticamente atlva, © espectir
de dicrofsmo circular e o seu correspondente espectro de disper
s¥o Sptica rotatdria, sac conhecidos como "efeito Cotton”. % im
portante fr isar que o CD & observado apenas nas regifes de com
primento de onda onde a subst8ncia absorve enquantoc que a ORD
por ser um fendmeno de dispers3o, se apresenta também em conpri
mentos de onda afastados da banda de absorgd@o.

Tanto a forma como a magnlitude dos espectros ORD e CU
g¥%o0 bastante sensfveis a mudangas conformacionals de macromolécu
las (240).

Na= guimica de macromcléculaé, o.termo "conformagdo™ re
fere-se a gua estrutura global. A determinag¢8o da conférmagﬁo te
um importante paspel no sstudo da relsacldo entre as estruturas e @
func®es dossas macromcldéculas. £ de especial interesse o© estud

dag possive lis alteragles gue acompanham as interacBes dessas m2
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cromolécul @ com outros constituintes celulares.

-

INDICE DE REFRACAD

o]

#

ABSORTIVIDADE MOLAR

AUMENTC DO
COMPRIMENTO DE ONDA

Fig.A.1.1: Curvas tedricas de absorgio e dispersZo.

A assimetria nessas moléculas & produzida por um arran
gspiral (hélice}auporum}outro tipo de dobramento. Devido & assim
tria, s3¥o opticamente ativas e a correlacio entre suas atividad
Spticas @ «<onformagBes, ¢ muitco importante. As mudangas de ativ
dades dpticés d¥%o informacBes sobre as estruturas e Lambém sSob
altera¢Bes localizadas, tails como em sftios ativos enzimaticos.

Em macromcliéculas hd pelo menos trés egpécles de asgsim

tria que podem resultar em atividade dptica



1} Estrutura priméria assimdtirica.
23 Estruturaza secundédria helicoidal.

3 Esgtruturas tercléris.

Az medidas de ORD e CD tém sido muibto dteis para 2z in

vestigacBco «la conformagio de macromolidculas (2413,

FOXR RO RRKAK AKX

Os efeitos de dicrofsmo circular resultss do fato d
que a luz circularmenie polarizada 3 direita & diferentemente ab

sorvida que a luz circularmente polarizada 2 esquerda (242).

A =bsorgdo, no dicrofsmo circular, & definida pela squs

c3o A.1.1 =

DE = €y - & Eq. A.1.1

onde 83 e 85 s¥do os coeficientes de extiné%o molar par
os ralos da direita e da esquerda, respectivamente.
A wunidade comumente ugada em CD & a slipticidade molar,
[9] , que estd relacionada com a absorg¢Zo no dicrofsmo, DNE

pela egquagEo

[6} = 3300 . AE Eq.A.1.2

A equagdc mals usada para calcular © valor de {Glaé:

(9].- L&l . ™ Eq. A.1.3
A 10 1xc




onde: B é o pesc molecular da substincia analisada.

&

¢’ & a concentragio uwtilizada pars se obter o es-
pectro.
I ¢ o caminho dptico.

Eéjs & obtide no préprioc grifice.

Bicorofgmo oircular de tRNA

O dicroismo circular é uma tdcnica muito importante
ytil para ge'abter informacBes estruturais sobre o LREHA.

Blum e col. (243) esgtudaram a conformag¥o de nove espe
cies diferentes de tRNAs, através de CD. Embora as caracteristi
cags de todos os espéctros CD fossem similares, diferentes espé
cies de tRHAs tinham egpectros distintos. Por exenplo, a posigs
do méximo d= banda larga variou de 262nm até 267nm, e seis do

tRNAs estudados tinham uma pequena banda negabtivaem 295nm.
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Tyr ¢ TIROSINAY —m—
Ty

Yal = VALING @ ......

[0]x 107

(6] xi0™®

Fig. A.1.2 : Espectros CD de nove espécies de tRHAs em

1Om¥ de Tris-HCi (pH=7,5) e imM de HgCl, a

28°C . Todos s%c tRNAs nativos (243).
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Aindas na litersturas =30 encontrados ocubtros trabalhos e
LRNA, onnde fol utilizada a técnics de CD. Por exemplo : Watanab
{244) estudou as reacfes de Z2-Tioribotimidinag e 4-Tiouridina co

perdéxide de hidrogénic em tLRNAs de Thermus thermophilugs e E.coll

por CD. Heste caso, fol obssrvado qus 3 4-tiouridina reages <o
H 202 dando uridina, énquanto que na reag¢do de Z-tioribotimidin
comn Hz 02 , © produtc n3c pode ser ldentificade. As mudangas con
formacionails de 4-TU com o reagente descritc acima, podem ser vi
sualizadas ma fig. A.1.3. O tratamento de Z-tioribotinmidina con

B 202?01 aconpanhado tanbén por CD, cujos resulizdos se encontra

na fig. A.I .4



Fig.

fumd
LS]
[

A, 1.3

Espectros CD de tRNA de T.thermophilus na
reacdc com 31202 . A reac¢io de tRHA em ban
p3c fosfato (0,05M, pH=8,0) com imM de EDTA,

foi monitorada pelo valor de (8] a 310nm, e <

tempos de reacXo foram : Omin Ccurvail, 9mir

€21, 24min {31, S5imin (43, 3,4h (5}, 30,5h
{63, 53,1in {73, 150,5h (8}, 360h (8} e 500h
{103. =3 curva 11 mostra o espectro CD de LR}

sem 4-TU ou s°T (2-tioribotimidinal) (244),



Fig.

A.1.4

19

: Espectros CD de 82 T na reag¥o com Ho O9 .

52'T (54uM) na presenga de 40uM de guanosina
reagiu com Ho 0o a 200C. Os espectros obtido

s8%0 : antes da reag3oc fcurva 11, @ a 10 (2},

21 {33, 36 {43, 55 €51, 88 (63, 104 {73, 151

83, 183 (93, 236 {103 e 300 (112 min de res

c3o (2442,
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Willick o col.{(245) estudaram as mudangas conformaclio
nais de E.colil induzidas por Hg ""2, por CD. Os resultados mostra
que uma peguena concentragio de ?ﬁg*z provoca uma mudanga confor
macional no tRHA. Isto pode ser vigualizado na fig.A.l.5. Ests
mesmo autor disculte os espectros CD que obteve, da 4-TU. Essa ba
se {4—TU) absorve luz diferentemente das outras, existente
em LRNA. 4~TU sbsorve luz z 335nm enguantc gue as oulras base
abgorvem a =260nm. Esta informag3o & muito importante, peis no C
se observa 2 banda de 4-TU também em diferente comprimento de on
da dasz bases normals de LRNA.

Williick (243) discute que os espectros (CD de algun

tRNAs purif icados, na presenga de HNg +2

, wvariam bastante na re
giZo de 4-TU. Realmente, o efeito dos fons E‘!g’z ¢ mais pronunciad
na regifio do espectro C.D. de 4~TU, do que na regi%o de A =260n

{absorcic das bazeg normaisz).
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Fig. A.1.5 CD de tLRNA de E.coli com 15mM de Hgﬂai—a—) e

sem Mg*2 (-o0-) (245).
Todos estes experimentos comprovam gque o CD é uma ferra
menta muito dtil no estudo de acidos nucleicos.

Além do dicrofsmo circular, outra técnica paré se veri

ficar alteragBes em tRNA, é a cromatografia em camada delgada.
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Aplicaclo ds tdenica de cromstoarafias em camads deload

(CCDY em fcidos nuclsicos

Randerath e col. {(246) fizeram experi mentos wutilizeand
CCD. Excelentes separacBes de tridlcocls de nucleosi{deos marcado
com tritio, derivados de RHNA por digest¥o enzimatica e incorporsa
c¥o qufmica de trftic, foram obtidos em camadas delgadas de celu
loge fibrosa. Uma comparacio mostrou gue este procedimento €  su
perior 2 separag¥c destes compostos em camada delgada de celulos
microcristalina, com respeitc 2 resolucdo e precisio dessas and
lises quantitativas. Estes autores fizeram uma andlise da conpc
sic¥o das bases de LRNA pela técnica descrita acima. Primeiro fc¢
felta uma digest¥o enzimiatica do pollinucleotfdeoc, para dar un
mistura de nucleosideos, e o tritio fol incorporado aos componer
tes da digest¥o pelo tratamento com NalO, (pericdato de sddio)
[3H] KBH, {boridreto de potassio tritiado), convertendo o8 m
clecgfdeos em tiodlcoois de nucleos{deos marcados com trftioc. De
pois disto foi feita a cromatografia em camada delgada de celule
se, e a composic¢Bo da mistura foi verificada por contagem de cir
tilac%o 1fquida,

Oz autores concluiram gue este ﬁétodo fol muito dbil
pols obtiveram uma boa andlise da composicdo das bases;

Thomas & col. (145) estudaram a distribuicgdo de tiom
cleot{deos em estirpes de E.coli normal {AB 1157 e mutant

35

(PH2). O tRHA (de E.coli) foi marcadc com S segunde o metodo ¢



Brownlee (247). 0,15 unidades de -°5 tRNA (A,gqp.,.) de AB 1157

ou PM2 foram digeridos com RNAase T, e cromatografados em polie-
tilenoimina—celulose, de acordo com Grupta e col. (248). 0Os re-
sultados est3c na figura A.I11.1. Pelz andlise Grﬁmatggréfica; um
mutante exibindoe uma completa falta de 4-TU em seu LRNA, pode ssr

caracterizado.

£

mam s?U o ? @

F oo 0 & S

52(2_...;_ % g ‘

ms?i®A o 8 %
SAU-—-M- i
0 €& &

ABHST PM2

Fig.A.1l1.1 : Distribui¢¥o de tionucleotfdeos em eslirpes
de E.coll, normal (AB1157) e mutante (PN2).
Q:origem; F:solvente frontal. As ebreviaturas
se referem a nucleotfdeo~3;*fosfato 3 ms216A,
scido 2-metiltio-6-isopentenil adenf{lico;
a4 U, scidod-tiouridflico; s2C, écido 2-tio-
cgtidflico; mamsszﬂg sdcido S5-metilanminometil-
‘2—tiouridflicc, Eluente: isopropancl/HClconc./

Adgua (70:15:15) (1453,

(=]
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Hétodos utilizados no estudos da transferéncia de energisz

em sigtemazs biofotcecenergizados

Sistemas biofotoenergizados s%o agueles formados po
reacBes en=zimdticas nas quals héd formag3o de produtos em estad
eletronicamente excitado. Esta energia pode sofrer virios proces
sos de desativacio, como emiss¥o de luz (fosforescéncia ou fiuo
rescéncial, reasgdo e/ou Ltransferdneia de energla.

A trangferéncia de ensrglia se tornou uma ferramenta mul
te dtil para elucidar mecanismos de reagBes biofotosnergizadas
para se obter informacBes de sstades excitados moleculares qu
nFo podem ser obtidas por métodos especiroscdpicos comuns. Assin
é descrito a seguir.o método que tem sido utilizado em estudos d

transferé&ncia de energia em sistemas biofotoenergizados.
I11.1. Célculo do Ky, 1

Neste estudo s%o empregadas subst8ncias chamadas “acel
tadores emissivos” que cumprem o papel de receber a energia ¢
doador e emitir sua prépria luminescéncia com maior eficiéncizs

Assim, podemos representar este processo no esquema | a seguir.
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K
TS 1, %
. AT o+ P
" |
3# T
P + & _3aF o+ P
K?
0
TS A + P
o

Esquema A.l:
onde Kqg € a constanté de velocidade de tranfe-
réncla de energlia do estado triplete do doador
para o singlete do aceitador: k,, € a constante
para transferéncia do estado iriplete do doador
para ¢ triplete do aceitador; e k', & aquela
para a transferéncia do triplete do doador para
o singlete fundamental do aceitador.

Da equag¥o do estado estacionirio para este processo,

temos:
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it

o

eg. A,I11.1

Eq.A.111.1

onde ky ¢ a constante de decaimenic da es-
pééie excitada; k; € a constante de forma-
cBo do estado excitado do doador; e %: & o
rendimento quéntico de fluorescéncia do

asceitador.

Se for feilito um estudo da cindtica de emissio do sisten

adicionando-se concentrac®es crescentes do aceitador, serd obtid

um grafico do tipo mostrado abaixo:

Fig. A.I11.1

INTENSIDADE

TEMPOQ

Grafico da cinédtica de emisgsdo na presen—

ca de aceltadores emissives.
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Onde, no gréfico da fig.Alll.L, 1o é a iﬁtensidade méxl-~
ma de emiss3do do sistema sem acelitador, e 11 . }2 e 13 s3c asg
intengldades mdximas de emissZo do sistema na presenga de quanti-
dades crescentes %1 ’ 32 e 33 do aceitador, respectivanmente.
Hestas medidas tem—se sempre um erro de 2-5%,

Tendos se estes dados,l pode-ge fazer, segundo a eguacio

I1i{1.1, um grafico duplo reci{proco de 1/1 (%) em fungio de

i/ TAl, mostrado na figura A.1711.2:

l""[l«-—u

Krs+Krr+Krg
A

Fig. A.111.2 : Grafico duplo recféroco para o efeito de
aumento de emiss3o por ag¢io de ac.eit.ador-es
emissivos. Onde o coeficliente angular &
kg /8% ky ky [Dle o coeficiente linear,

; ik
Kayg® Kyg + kg /80Ky kyglD) .



%]

(k) Quando o gréafico ds cindlica € simdirico pode-se usar a
intengidade maxima, caso contrdric usa-se a2 intensidade Integrada
a um determinadoe tempo.

Da relaglo coefliciente linear/coeficiente angular podém
se th@r{k?5+kgy +k}§3/ kg - Sabendo-se que a vida nédia da espé-
cle sxcitada (793 & i!kd e, chamando de Kgy 2 soma das constan-
tes Kyg » Kype Kyg temos gque © gucciente coeficiente 1§inear/s
coeficiente angular d3d o valor K!TTe, o gual serve de parimetro
comparativo entre os vérios sistemas. Além disso, considera-se
gue para os valores de Ki??e menores que 10° ﬁgg, o wmecsnismo
gnvolvido na trangfsesréncla & colisioﬁai, e valores malores que iC?
=

H' indica um processe a longa distancia, embora atualmenie se

gaiba gque estes oxtremos nic s3o totalmente validos.

. -]

[11.2. Céleulo de Kg, ou kq?

Para este estudo s3%c empregadas subst@ncias chamadas su-
pressores, que recebem energla do doador e consomem-na através de
processos Nd0 emissivog. Assim, ao ser feita a cindtica de enmis-
s%oc de um sistema e se for adicionada a cada medida uma concen-

trag3oc maior do supresscor, serd obtido um griéfico do tipo mostra-

do na figura A,I11.3.



INTENSIDADE

TEMPO

Fig. A.111.3 : Grafico da cinélica de emiss¥o na presen-

ga de supressores.

onde 10 , Iy R 12 e 13 s¥o as intensidades méximas de enissio
sem supressor @ com guantidades Q1 R Q2 e Q3 respectlivamente ,
sendo Q'i < Q2 < Qs .

Conhecendo~ge a equacio de Stern-Volmer para um supres-

S07:

o
194%= 1+ k%f {9] Eq.A.111.2

onde k‘1 & a constante de supressio e 7°6 a vida média da espécle
emissora; pode se fazer um griafico chamade Stern-Volmer de

Ig /1g em func¥o de [Q] (fig.A.111.42.
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(o]

Fig. A.111.4 : Griafico de Stern-Volmer para o efeito de

supressio de emissdo.

Neste griafico, o coeficliente linear é 1 e o coeficiente
angular €& R%T° ou K;, © qual serve também como parimetro de com-
parac¥o entire os vérios sistemas estudados.

Ho presente estudo foi utilizada a histidina (36), um
supressor de oxigénic singlete.

Para o caso do oxigénio singlete cuja emizsfo & bimol:

o, <da_"a + q ke 20,% + Q% (eq.A 1113

g 3

Ent3o, para concentracBes baixas de U, © grdfice & 1li-

near {(249). Portanto, 2 sqguacio A.111.2, flca:
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lo/lg = 1 +2 Kgy IQ] eq.A.111.4

& o valor do st’ {4873 :

= v ®
K., = kqg F 2 eq.A.111.3

111.3. Célculo de P

Nos sistemas onde hd efeito de supressores de oxigénio
singlste, pcd@-@@ caicuiér o valor de {5 que ¢ a concentracdo de
supressor necesssria para anigullar 50% do oxigénio singlste for-
mado (2162 .

Considerando-se a3 equagdo 2.111.2 e fazendo-se Ig = To/2
e [Q] = . tem-se o valor de { igual ao valor recfproco da cons-

tante de Stern-Volmer (1/kq"f° 3.
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Esgtrutwura de algune composhosg ubilizados neste trabalho

Corantes
ecsina acridina laranja
Supressores:
H -0 ‘ . N
N CHy— CH — C '

< \ ém “oH '
\ 2 N

N

"histidina DIABCO

2(



Enzima:

%

[

%

Ny

2

§
&

e;ﬂﬂﬂp

/ r—

GRUPO

HEME

onde BH = grupo imidazdlico de um resf{duc de histidina

HRP (peroxidase do rabanete’

2(



Ciclo da peroxidase

COMPOSTO 1 [Fe®* — H 0]
{+5)

MN=400nm

. - COMPOSTO 1
. 3 -]
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(+2) [Fe2*] {+3) [rFa3*} _ _p,n“.azoﬂ
N # 403am . t

3
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COMPOSTO 111-
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