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Resumo

Estudos utilizando a técnica de absor¢io no ultravioleta / visivel
forneceram resultados que indicam que os corantes alimenticios Vermelho - 40 e
Tartrazina podem formar compostos de intercalagio com o DNA. A absorbancia
da solugdo do DNA ¢ aumentada 2 medida que as absorbéncias das solugdes dos
corantes diminuem. O corante Vermelho - 40 parece ser mais efetivo que o
corante Tartrazina, quanto ao namero de moléculas intercaladas e quanto ao
alongamento do DNA. Embora haja uma menor planaridade da molécula de
Vermelho — 40 em relagio a molécula de Tartrazina, aquela pode estar atuando
através de dois mecanismos de agdo: intercalag@o e interagdo na superficie externa
do DNA. A molécula de Tartrazina tem uma maior planaridade e isto facilita a
sua entrada entre os enovelamentos do DNA, ocupando um maior niimero de
bases por molécula; os calculos dos valores de R indicam estes resultados. A
separagio por cromatografia de coluna confirmou a intercalagio de ambos os
corantes no DNA, e sugere-se a formagdo de dois compostos de intercalagdo
diferentes com o corante Vermelho-40. Estes resultados indicam que os corantes

usados nos alimentos podem agir como agentes mutagénicos.
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Abstract

Studies by ultraviolet / visible show that Red-40 and Tartrazine food dyes
can form intercalation compounds with DNA. The absorbance of DNA solution
increases as the absorbance of the dye solutions decreases. Compared to
Tartrazine, the number of intercalated molecules is higher in the case of Red-40.
Also, DNA stretching is more intense with the later dye. Although the Red-40
molecule is less flat than the Tartrazine molecule, the former can act by two
mechanisms: intercalation and interaction with extern DNA surface. The higher
flactness of the Tartrazine molecule makes its entrance among the ballads of DNA
molecule more easy. As a result, a greater number of bases per molecule are
occupied. This conclusion is supported by the calculated R-values. Column
chromatography shows both dyes to present DNA intercalation. Chromatographic
results also support the formation of two Red-40 intercalates. The results can
explain the mutation produced in the DNA structure due to the use of this dyes in
food.

it




I - Objetivos

O presente estudo tem como objetivo verificar a intercalagio de moléculas dos
corantes alimenticios Vermelho-40 e Tartrazina no acido desoxirribonucléico
(DNA), inferir sobre se mudangas estruturais do DNA estariam ligadas a

intercalagdo.
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I1- Introdugao
IL1- DNA

As pessoas tém usado materiais para repassar informagdes desde que elas
fizeram as primeiras pinturas em cavernas. O homem evoluiu a ponto tal que,
hoje, podemos especular sobre a possibilidade de se obter informagdes nas
moléculas simples. O estudo de tais moléculas pode servir como um instrumento
fornecedor de dados de enorme importdncia. A natureza, entretanto, tem usado
esta técnica por milhdes de anos. Ela usa a molécula chamada 4cido
desoxirribonucléico (DNA) para guardar a informago genética que possibilita as
formas de reprodugdo da vida'.

Toda célula viva contém no minimo uma molécula de DNA para controlar
a produgdo de proteinas e carregar a informagdo genética de uma geragio de
células para a proxima geragdo. As moléculas de DNA humano sio imensas. Se
uma delas pudesse ser extraida do niicleo celular sem ser danificada e diretamente
arrastada para fora, poderiamos ver que ¢ altamente enovelada no espago e que
pode ter cerca de 2m de comprimento. A molécula de 4cido ribonucléico (RNA)
estd intimamente relacionada ao DNA. Uma das suas fungdes é carregar a
informacdo guardada pelo DNA para a regifio da célula onde aquela informagio
pode ser usada na sintese de proteina’.

A melhor maneira para s¢ entender a estrutura do DNA ¢é ver como ela
recebeu seu nome. Ela é um polimero construido de unidades repetidas, derivadas
do agticar ribose (figura 1-a). Para 0 DNA, a molécula ribose tem sido modificada
pela remogdo do atomo de oxigénio, no dtomo de carbono 2, que é o segundo

atomo de carbono a partir do dtomo de oxigénio do éter, no anel de cinco
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membros. Esta unidade se repete € o mondmero ¢ chamado desoxirribose (figura

1-b)".
HOCH, H OH HOCH, OH
H H H
HO OH HO }_{ H
a b

Figura 1: a- Ribose; b- Desoxirribose!

Ligado por uma ligagdo covalente ao dtomo de carbono 1 do anel
desoxirribose estd uma amina (e por isso uma base), formando as purinas, que sdo
(a) adenina, A, (b) guanina, G e as pirimidinas: (c) citosina, C, ou (d) timina,
T(figura 2). As purinas possuem um atomo de hidrogénio na posi¢io 9 e as
pirimidinas na posi¢do 1. No RNA, a uracila, U(figura 2-€), ocorre no lugar de
timina. As bases sdo ligadas ao atomo de carbono 1 da desoxirribose através do
nitrogénio do grupo> NH; o composto assim formado ¢ chamado um nucleosideo.
Todos os nucleosideos tem uma estrutura similar, que podemos resumir como
mostrado na figura 2-f L

Neste estagio, os mondmeros de DNA sdo cada qual completados por um

grupo fosfato, - O(P03)3' , ligado covalentemente ao atomo de carbono 5 do

nucleosideo para formar um nucleotideo (figura 3). Como sdo
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quatro monomeéros nucleotideos possiveis (um de cada base), eles sdo quatro

nucleotideos mondmeros possiveis em cada tipo de acido nucléico'.

NH, o) NH,
= N N N
LD fi\> Py
NS v .
SO ST 0T
a b ¢
(o) 0
CH,
)\N o) N
O H »
d e f

Figura 2: As bases purinas: a- adenina, b- guanina, c- citosina; as
bases pirimidinas: d- timina, e- uracila, f- um

, 1
nucleosideo .
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Figura 3: Um nucleotideo’

As moléculas de DNA e RNA sio, portanto, polinucleotideos, espécies
poliméricas construidas de unidades nucleotideo. A polimerizagio ocorre quando
o grupo fosfato de um nucleotideo condensa-se com o grupo - OH no atomo de
carbono 3 de outro nucleotideo, liberando, deste modo, uma molécula de 4gua.
Como esta condensagio continua, resulta na estrutura mostrada na figura 4, um
composto conhecido como um é4cido nucléico. A molécula de DNA em si é uma
dubla hélice em que duas longas fitas (polinucleotideos) de acido nucléico estio

enroladas uma em torno da outra, formando a dupla hélice do DNA!.
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HO

Figura 4: A condensacio de nucleotideos que leva a formaciio de dcidos

nucléicos — um polinucleotideo'

Esta ¢ voltada para a direita de modo que as duas fitas enroladas uma em
torno da outra apresentam 10 pares de bases a cada passo. A dupla hélice tem
didmetro de 20 A , mostrando sulcos maiores € menores que se caracterizam por
possuir larguras e profundidades diferentes ( figura 5)%. Existem varias
conformagdes do DNA, trés das quais sdo semelhantes entre si (A, B, C). A
forma B (figuras 5 e 8) ¢ encontrada normalmente em solugdo e in vivo , que se

converte em A (figura 8) quando o grau de hidratagdo ¢ reduzido para menos de

75%.
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A habilidade do DNA replicar-se consiste na sua estrutura de dupla hélice.

H4 uma correspondéncia precisa entre as bases nas duas fitas'.

N

T}
i~y
{

i

Depressao

menor
R

Depressao
maior

o L
“'u'l'l‘l - o
e~

It ¢ X3
$,

Figura 5 : Modelo diagramatico da dupla hélice do DNA (forma B). [De A.

Kornberg, DNA Replication, p. 11, Freeman, San Francisco, 1 980.)%
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A adenina em um fita sempre forma ligagGes de hidrogénio com a timina
na outra fita, ¢ a guanina sempre forma ligagdes de hidrogénio com a citosina;
assim os pares de bases sdo sempre AT e GC (figura 6), estando cada grupo
amino de uma base em umas das fitas ligado a um grupo ceto de outra base na
outra fita. As ligagdes glicosidicas, que unem cada par de bases a cadeia de agucar
~ fosfato, possuem a mesma distincia entre si (10,85 A) e sdo simétricas em

rela¢do a um eixo binario localizado no plano do par de bases (figura "

Figura 6: As bases na dupla hélice do DNA encontram — se ligadas através
das ligacdes de hidrogénio que elas formam como mostrado a
esquerda. Uma vez formados, os pares AT e GC sido quase
idénticos em tamanho e forma. Como resultado, os enovelamentos

- S e o . 1
da hélice mostrado a direita sdo regulares e consistentes'.
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As duas fitas do DNA ndo sfo idénticas, mas complementares em termos
de pareamento apropriado de bases. Assim, uma fita com ligagio 5-3' ¢ a
seqiiéncia A,G,G,T,T,C, etc.,, possui uma outra complementar que apresenta
ligagdo 3'-5'e seqiiéncia T,C,C,A,A,G,etc.”.

Os planos dos pares de bases adjacentes estdo afastados de 3,4 A; cada par
de bases faz um angulo de 36° em relagdo a seus vizinhos e cada passo da dupla
hélice tem um comprimento de 34 A (figura 8). Esses valores sdo para a estrutura
"B" do sal sédico de DNA encontrado em fibras com 92% de umidade. Em
condi¢des fisiologicas, o niimero de pares de bases por passo aumenta de 10,0
para 104>,

Tao bem como a replicagdio - a produgdio de copias de si mesmo para a
reprodugdo e divisdo celular - o DNA governa a produgio de proteinas por
regeneragdo das moléculas de RNA. Essas moléculas, com U no lugar da T
carregam informagdes sobre segmentos da mensagem genética para fora do
niicleo das células animal ou vegetal, para a local onde a sintese de proteina é
necessaria '.

A respeito dos espectros eletrdnicos, todos os dcidos nucléicos apresentam
forte absorgdo no ultravioleta, com maximo em aproximadamente 260nm. Quando
o DNA nativo ¢ alterado, um aumento acentuado da absorbancia reflete uma
diminuigio nas interagdes por ligagdes de hidrogénio do DNA, colocando as bases

. . ‘13
mais expostas & luz que sera absorvida®.
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(a) / Para cadeia

Figura 7 : Dimensdes da ligagdo de hidrogénio da (a) timina com adenina ¢

(b) da citosina com guanina na dupla hélice do DNA . [p,

M.H.F.Wilkins e S.Arnott, J. Mol.Biol., 11:291 (1 965)]2-
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forma A forma B

Figura 8 : Representa¢io esquemitica da diferenca de estrutura entre as
formas A e B do DNA. As duas fitas representam as cadeias de
fosfato — aciicar, enquanto as barras horizontais indicam a ligagao

entre os pares de bases. A linha vertical é o eixo da dupla hélice?.

12
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IL2. Corantes

As industrias se desdobram em criatividade e investimentos para langarem
no mercado produtos cada vez mais atrativos, resistentes, saborosos. No caso das
industrias alimenticias, como muitas outras, o visual ¢ muito importante e muitas
vezes caracteriza o sabor; dai o papel relevante dos corantes no preparo de doces,
balas, chicletes, gelatinas, € outros mais, sendo assim, chamados de aditivos

sensoriais, responsaveis por ativar o sentido da visfo associado ao paladar.

11.2.1- Vermelho - 40

O corante Vermelho - 40 ¢ composto principalmente pelo sal de sodio do
acido 6-hidroxi-5-[(2- metoxi-5-metil-4-sufofefenil)azo]-2-naftalenosulfonico, da
classe monoazo ( figura 9). O corante € um p6é vermelho que dissolve em agua
para dar uma solugdo vermelha em meio 4cido € neutro, ¢ uma vermelha escura
em meio basico e ¢ levemente solivel em etanol 95% . Apresenta tragos de
arsénio, chumbo e mercirio. E usado em gelatinas, pudins, cremes, bebidas
alcoolica e ndo alcoolicas, molhos, balas, congelados, frutas, sucos, pies,

. 56
condimentos, carnes € aves™” .

| O-H CHs
@ N=N SO3Na
@ OCH4
Naoas

Figura 9 : Representacio da molécula do corante Vermelho - 40

Uma solugdo contendo 16,4mg exibe em p H=7 uma absorbancia (A) de
0,87 em Aspo € Adio (ombro); em pH=1, A=0,83 em A9y € A4;0 (ombro); em

pH=13,A=037emAspo ¢ A=0,41em Aaso 55 .

13
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I1.2. Tartrazina

O corante Tartrazina ou amarelo n ° 5 € o sal trisodico do acido S-oxo-1-
(p-sulfofenil)-4-[(p-sulfofenil)azo]-2-pirazolina-3-carboxilico, da classe das
pirazalonas (figura 10). O corante € um p6 amarelo - alaranjado que dissolve em
agua para dar uma solugfio amarelo dourado em meio neutro e 4cido. Quando
dissolvido em écido sulfiirico concentrado ele apresenta uma solugio laranja -
amarelada que se torna amarela quando diluida em agua. Também apresenta

A .. 56
tragos de arsénio, chumbo e mercirio™".

o
il

NaSOs—@— N=N—C—C—C—~ONa
-
C N
7 \ v
HO N -@—SOaNa

Figura 10 : Representacio da molécula do corante Tartrazina

E regularmente usado em sobremesas (sobremesas em pé como pudins,
cremes, gelatina, sorvete), balas, conservas, bebidas, carnes preparadas, e vegetais
cozidos e enlatados™.

Uma solu¢do contendo 19,9mg exibe em pH = 7 uma absorbancia de 1,4
em Agos; em pH = 1, A =11 em A4 ; em pH = 13 absorbancia maxima abaixo

de 7\.40()5'6 .

14
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IL.3- Intercalagio

Os 4cidos nucl€icos interagem com uma variedade de compostos
incluindo fons metalicos simples, complexos metalicos, antibidticos,
carcinogénicos, etc. Em geral seus modos de interagfio podem ser de trés tipos:
intercalagdo, ligagéo de "encaixe" e ligagdo covalente, e estas sdo fregiientemente
reforgadas por ligagdes de hidrogénio e/ou interagio coulombica'™.

Ligagdes de encaixe, de moléculas pequenas em DNA, envolvem
interagGes diretas da molécula com as bordas dos pares de bases nos sulcos das
fitas de DNA. A intercalagdo envolve a inser¢do de um sistema de anéis
aromaticos, planares ou aproximadamente planares, entre os pares de bases
adjacentes. A ligag#io nos sulcos causa uma ligeira mudanga na estrutura do DNA,
e a intercalagio leva a um alongamento, enrigecimento e desenrolamento do
DNAY.

O tratamento do complexo [Pd(bpy)(en)]z’ (etilenobipiridinopaladato 1II)
com DNA de “calf thymus” levou a mudangas espectrais caracterizadas por
deslocamentos batocrdmico € hipocrébmico das bandas de absorgio dos
complexos. As bandas n - n* do anel bpy em 307,5 e 319,6 nm sdo deslocadas
respectivamente para 312,7 e 323,7 nm, e suas intensidades reduzidas em cerca de
40% sob excesso de DNA™,

Substincias que intercalam entre pares de bases do DNA sio,
geralmente, agentes citotéxicos € mutagénicos potentes, apresentando um grupo
croméforo formado por anéis aromaticos, planares, que podem se inserir na
cavidade hidrofobica dessa macromolécula causando-lhe profundas alteragdes
conformacionais. Em estudos de compostos de intercalagiio com DNA, encontrou-
se que a forga dirigente do processo de intercalagio envolve uma variedade de
interages hidrofdbicas e hidrofilicas com as nucleobases ¢ os grupos fosfato.*'*°
Algumas destas substincias apresentam acdo farmacoldgica importante sendo
utilizadas, sozinhas ou combinadas, em quimioterapia de algumas neoplasias.
Deste modo, torna-se extremamente importante o estudo das interagdes entre
DNA e essas substincias buscando-se o entendimento dos equilibrios envolvidos
no processo de intercalagdo, da estrutura dos complexos formados, das alteragdes

estruturais no DNA provocadas pela acomodagdo de moléculas entre os pares de
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bases, do mecanismo de intercalagdo, etc. Portanto pode se afirmar que a
investigagdo desses complexos formados ¢ de interesse em quimica, bioquimica,
biofisica, farmacologia e medicina’.

O modo de interagio pode ser estudado por uma variedade de técnicas
fisico-quimicas. Embora a cristalografia de raio-x fornega a mais definitiva e
precisa informagdo estrutural, sua aplicagdo € limitada pelas dificuldades no
crescimento de simples cristais de grandes moléculas, tais como as de complexos
drogas-acido nucléico. Recentemente, a espectroscopia vibracional tem se tornado
uma ferramenta poderosa na elucidagéio dos modos de interagfio em solugio, bem
como no estado solido’.

As primeiras evidéncias sobre a intercalagiio de compostos aromaticos em
DNA vieram de estudos de hidrodindmica e de difragio de raio-x empregando
derivados de acridina. O complexo formado entre a substincia aromatica € 0 DNA
apresenta um difratograma que indica um aumento da separagdo entre os pares de
bases do DNA’.

A intercalagdo ocorre entre os pares de bases adjacentes e sdo observadas
as seguintes variagOes na estrutura do DNA: aumento do comprimento da dupla
hélice, distorgdo da cadeia agucar - fosfato e deformagio da estrutura regular
helicoidal, nas proximidades dos sitios de intercalagfio, a qual deforma os sitios
vizinhos, tornando-os improprios para a intercala(;503.

Hoje, sfio conhecidas varias substincias que podem interagir, via
intercalagiio com o DNA: psoralenos, cloroquina, cloropromazina, brometo de
etideo, iodeto de propideo, antibidticos, corantes, hidrocarbonetos arométicos
policiclicos, etc. Devido ao sistema croméforo do intercalante, sua interagiio com
o DNA pode ser seguida por métodos espectroscopicos, os quais fornecem
informagdes espectrais e cinéticas, sobre o processo de intercalagdo. Estudos
cinéticos mostram que este fenOmeno, que ocorre na escala temporal de
milisegundos, ¢ precedido por um processo rapido de difusdo e interagdo do
intercalante com grupos fosfato, podendo haver a formag3io de complexos

oligoméricos’.

16
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De modo geral, as modificagdes espectrais podem ocorrer nas
intensidades, posi¢Oes e larguras das bandas de absorgdo, no tempo de vida e

polarizagdo espectral da fluorescéncia’.

17
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I1.4. Métodos de Anailise
1L4.1 - UV / Visivel

Todos os compostos sdo capazes de absorver radiago eletromagnética,
porque todos contém elétrons de valéncia que podem ser excitados para niveis de
energia maiores'®.

A absorgio de energia provoca a promogdo de elétrons do estado de
energia normal a um estado de maior energia, com um tempo de vida curto; os
elétrons retornam ao estado excitado de menor energia, e a energia absorvida ¢
devolvida em forma de luz’.

A absorgio de radiagiio no UV / Visivel € restrita & um namero limitado de
grupos funcionais (cromdforos) que contém elétrons de valéncia com energias de
excitagdo relativamente baixas'.

O espectro eletrdnico de moléculas organicas poliatdmicas, contendo
croméforos, normalmente sdo complexos, porque a somatéria das transigOes
vibracionais nas transigdes eletronicas leva a um espectro que € construido por um
recobrimento de uma série de bandas estreitas, gerando uma banda larga'®.

Os elétrons que contribuem para as absorgdes caracteristicas de uma
molécula organica sdo os que participam diretamente na formaggo da ligagdo entre
os atomos (sdo absorgdes associadas a mais que um atomo) ou sdo elétrons
desemparelhados (ou ndo ligantes) e que estio bastante localizados sobre os
atomos, como oxigénio, halogénio, enxofre e nitrogénio. Os elétrons ndo ligantes
sdo designados pelo simbolo n'c.

Na figura 11 s3o mostradas as energias dos varios tipos de Orbitais

Moleculares (OM), onde as transi¢Oes responsdveis pelas absorgdes podem

ocorrer'®.

c* ? antiligante
* # antiligante
n ndo-ligante
n ligante

G ligante

Figura 11: Energia dos virios tipos de orbitais.

18
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As transiges sdo, portanto, de quatro tipos: ¢ = o*, n—> o*,n o n* e
> 1k,

As transigbes o — o* necessitam de energias altas, na regido ultravioleta
no vacuo (abaixo de 180nm). Um elétron do orbital molecular & ¢ excitado para o
orbital molecular o*.

As transigOes n— o* sdio geradas por elétrons nfio ligantes. Necessitam
de menor energia que do tipo ¢ — o* e ficam entre 150 e 250nm.

A absortividade (g ) deste tipo de absor¢do normalmente fica entre 100 e
3000 L.cm™.mol™.

Quanto as transigdes n — n* e n—> =*, muitas aplicagdes da
espectroscopia de absor¢do em compostos orginicos sio baseadas nas
transi¢des de elétrons n ou n para estados excitados n*, caindo na faixa de 200 a
700nm. Ambas as transigdes necessitam de uma ligagio insaturada para formar os
orbitais 7.

As transicbes n — 7* apresentam absortividades molares muito
pequenas, estando no intervalo de 10 a 100 L.cm™.mol™.

As transigdes 1 — n* t€m absortividades molares de 100 a 1000 vezes
maiores.

Os picos das transigdes = — n*, quando se aumenta a polaridade do
solvente geralmente sdo deslocados para A menores. Este efeito recebe o nome de
deslocamento hipsocromico ou deslocamento para azul.

Podem ocorrer deslocamentos para A maiores (mas niio sempre), quando
se aumenta a polaridade do solvente, nas transi¢des T — n*.

Provavelmente, o efeito hipsocrdmico vem devido a um aumento da
solvatagdo do par de elétrons ndo ligado, abaixando a energia do orbital n'.

Um segundo efeito do aumento da polaridade do solvente e que
influencia as transi¢des n—n* € n—>n* € 0 deslocamento para comprimentos de
ondas maiores, o efeito batocrdmico'®.

Este efeito ¢ pequeno (<5nm) e pode ser sobreposto, nas transi¢des
n—n*, pelo efeito hipsocromico. As forgas atrativas de polarizagdo entre o

solvente ¢ a molécula absorvente tendem a abaixar os niveis de energia dos
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estados nio-excitados e excitados. O efeito sobre o estado excitado ¢ maior e as
diferencas de energia tornam-se menores com o0 aumento da polaridade do
solvente'®.

Por outro lado a deslocalizagio dos elétrons n, em croméforos
conjugados, abaixa o nivel de energia dos orbitais n* dando-lhes um carater
menos anti-ligante. Como conseqiiéncia o maximo de absor¢do € deslocado para
comprimentos de onda maiores. Uma interrupgfo nesta deslocalizagfo de elétrons,
causada talvez por uma interagdo com uma outra molécula, pode trazer 0 Ay para
comprimentos de onda menores'’.

A principal caracteristica da energia absorvida na regigio do ultravioleta ¢
a emissdo de luz, enquanto que na regido do infravermelho € o calor. Assim, a
temperatura das substincias (ou solugfio) aumenta durante a determinagio do
espectro de infravermelho. Em ambos, o resultado ¢ a analise da energia
transmitida em relagdo a energia incidente para uma dada freqiéncia.
Ocasionalmente, a energia absorvida pode induzir reagdes fotoquimicas’,

A lei de Bouquer - Lambert - Beer forma a base matematica - fisica das

medidas de absorgiio de luz nos gases e solugdes, nas regides do UV/ Visivel e

Infravermelho (IV)'.

Io 100
— = = AU: . .d
o 7, 1"“%[T(%)],, by %

Ap =log [—I—O—] ¢ a absorbancia,
I v

To =[T] . 100 em % ¢ a transmitincia,
(o]

e é o coeficiente de extingdo molar.

v é o comprimento de onda da medida.
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Io é a intensidade da luz monocromatica inserida na amostra e I ¢ a intensidade da
emergida a partir da amostra; C € a concentragio da substincia absorvente da luz
emmol. dm>edéo 6omprimento do caminho da amostra em cm 3,

A absorgdo no ultravioleta ¢ no visivel € causada especialmente por
excitagio eletronica e o espectro fornece informagdes limitadas com relagdo a

estrutura da molécula.
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I1.4.2- Fluorescéncia

Certas espécies quimicas s3o capazes de absorver radiagdes em um curto
comprimento de onda, e , depois, emitir radiagdo de comprimento de onda maior.
A emissio que segue, relacionada com a queda da energia da molécula do mais
baixo nivel vibracional do estado eletrdnico excitado, para um dos estados
vibracionais excitados do nivel eletrdnico fundamental, constitue o espectro de
fluorescéncia, quando a modificago de spin de ambos os elétrons for 1°.

Uma espécie fluorescente emite seu espectro de fluorescéncia apés
absorver radiagio em alguma parte dentro do seu espectro de excitagdo. O
espectro de fluorescéncia aparece no lado do comprimento de onda maior, da
banda de absor¢io de maior comprimento de onda, na forma de uma série de
bandas de emissdo. A relagdo qualitativa se faz com a distribuigio espectral da
radiagio de fluorescéncia da substincia fluorescente’.

A magnitude da fluorescéncia total depende da concentragdo da espécie
fluorescente na solugdo. De acordo com a lei de Beer, a absorbancia ¢ diretamente
proporcional & concentragdo. A fragdo da energia radiante transmitida é:°

Por conseguinte, a correspondente fragio absorvida &

P -ebe
1-— (1-e
Po( )

Mediante a redisposi¢io da equagdo anterior, acha-se a quantidade de

energia radiante a absorvida’:

Po-P=Po(l -e™)

A intensidade da fluorescéncia total € igual a razdo da absor¢io da energia

radiante (ftons por unidade de tempo) multiplicada pela eficiéncia quintica da

fluorescéncia,:
F=(Po - P)$
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de onde,
F=¢ Po (1 -

No caso de solugdes muito diluidas quando apenas uma pequena fragfio da
energia radiante ¢ absorvida (isto ¢, o termo €bc nfio maior que 0,05), a equaggio
anterior pode ser simplificada para’:

" F=K¢Poebec,
em que K ¢ uma constante instrumental; a fluorescéncia é emitida em todas as
dire¢des observadas apenas através de uma abertura limitada.”

Na anélise fluorimétrica, € preciso ter em conta a eventual interferéncia de
substincias estranhas, que podem:

a) absorver radiagio excitadora

b) absorver radiagdo emitida e

c) emitir fluorescéncia propria,

d) ou ainda, a substincia fluorescente pode sofrer decomposigio pela a¢do da

radiagio ultravioleta’.
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I1.4.3- Fotoquimica

Alguns dos processos fotoquimicos mais complexos ocorrem na natureza.
Os processos naturais de fotossintesse, vis@o, pigmentacdo da pele, aceleragao do
crescimento pela luz sdo intricados de reagdes fotoquimicas, etapas de
transferéncias de energia, interconversdes quimicas, etc.*,

Uma reagdo fotoquimica ocorre quando uma molécula ¢ elevada a partir
do seu estado eletronico fundamental para um estado superior de energia. Neste
estado superior, a molécula pode seguir uma variedade de caminhos de reagio.
Dessa forma, a fotoquimica € relacionada com moléculas eletronicamente
excitadas e as mudangas que elas sofrem. Cada espécie excitada pode ser
produzida em uma variedade de formas, mas o método mais comumente usado
para sua geragdo ¢ através da absorgio de um féton de luz ultravioleta ou luz
visivel por uma molécula. Como conseqiiéncia, os fotoquimicos tem um interesse
em espectroscopia molecular, € o espectro de absor¢do ultravioleta / visivel de
compostos prevé informagdes essenciais sobre os comprimentos de onda que sdo
absorvidos por uma dada molécula. A absorgdo ¢ um pré - requisito para qualquer
processo fotoquimico, desde que somente a luz que € absorvida possa conduzir até
uma mudanga fotoquimica. O espectro de absor¢do também da uma indicagdo dos
comprimentos de onda requeridos para obter diferentes estados eletronicamente
excitados, desde que cada comprimento de onda de absorgdo maior, corresponda a
uma transi¢io para um estado diferente. Entretanto, nem todas as transi¢Oes
resultam em uma banda de absorgdo distinta e observavel'’.

O processo pelo qual os estados excitados sdo formados, suas propriedades

fisicas € Os passos para o decaimento fisico s3o todos de interesse consideravel™.
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PARTE

EXPERIMENTAL
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Materiais e Métodos

IIL Parte Experimental

II1.1- Reagentes

DNA ("calf timus") — Sigma Chemical

Vermelho-40 — doagiio da fabrica de balas “Princezinha”-Uberlindia;

PM. = 496,54g.mol*

Tartrazina (90 %) — Vetec, PM. = 534,37g.mol”
KH, PO; — Ecibra —99%

Ko,HPO4 — Art Lab—99%

Resina Sefacril-400 (S-400) - Pharmacia

Todas as solugdes foram feitas utilizando-se agua deionizada.

IL.2. Equipamentos

Espectrofotdmetro UV - Visivel — Genesys 5 - Espectronic
Micro balanga — Sartorius M2P

Balanga Analitica — Ohaus

pHmetro — EPL 358

Deionizador — Milli - Q Plus — Millipore

Fluorimetro — Espectrofuorimetro Hitachi F-4500

Céamara fotoquimica

Coluna de separa¢do

Bomba peristaltica — Pharmacia LKB-Pump P-1
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IIL.3- Preparo das Solugdes

H1L3.1- Solucdio estoque de DNA

Pesou - se na micro balanga 0,090mg de DNA, colocou-se num balio de
5,0mL e adicionou 4gua deionizada resfriada até completar o volume do baldo
(18ug.mL™). O baldo foi movimentado manual e lentamente até ndo mais
observar-se residuos de DNA, foi envolvido em papel aluminio e mantido na
geladeira durante a andlise. Durante a homogeneizagio a solugdo foi monitorada,
fazendo-se leituras de absorgdo, na regido ultravioleta, de amostras coletadas na
superficie e no fundo do baldo, até que os resultados se tornassem reprodutiveis.
Esta solug#o foi preparada a cada novo conjunto de medidas. A concentragfio de
fosfato presente no DNA foi determinada espectroscopicamente, utilizando-se o
coeficiente de extingdo, € = 6600 mol™. L cm’! (260nm)’ , fazendo-se a diluigdo
para 9 0pgmL”, em tampdo fosfato pH=7,0; a concentragdo de sitios de
intercala¢do (S DNA ) por PDNA /2, foi determinada

I1.3.2 Soluciio estoque de Vermelho - 40

Pesou-se na balanga amalitica 99,31mg do corante; a massa foi
quantitativamente transferida para um baléo volumétrico de 1000mL e o volume
completado com agua deionizada (2,0 x 10* molL™). Em seguida foram
registrados espectros de absor¢do da regido do UV / Visivel usando-se, cubetas de

1mL com caminho 6tico de lcm e uma solugdo diluida a 5,0 x 10°mol.L”!, em

tampao fosfato pH?7,0.

II1.3.3- Solucdo Estoque de Tartrazina

Pesou-se na balanca analitica 106,87mg do corante; a massa foi
quantitativamente transferida para um baldo volumétrico de 1000mL e o volume
completado com 4gua deionizada (2,0 x 10*mol.L™"). Em seguida foram
registrados espectros de absorgdo da regido do UV / Visivel usando-se cubetas de

1ml com caminho 6tico de lcm e uma solugdo diluida a 5,0 x 10°mol.L" , em

tampdo fosfato pH=7.0.
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II1.3.4- Solucéio tampdo fosfato pH= 7,0

Pesou-se na balanga analitica 14,30g de KH,PO;, 68,80g de K;HPO, e
transferiu - se quantitativamente ambas as massas para um baldo volumétrico de
1000mL; completou-se o volume com 4gua deionizada. Em seguida

homogeinizou-se a solugio e fez-se as medidas de pH para controle.

I11.3.5- Soluciio para analise na regifio UV / Visivel

Foram retiradas aliquotas de 2,5mL da solugfio estoque de DNA, 1,25mL
da solugdo tampdo fosfato € 1,25mL da solugdo estoque do corante, transferida
para um balio de S5mL, misturadas manual e lentamente. Em seguida,
registraram-se os espectros de absorgdo, em cubetas de 1mL, com caminho 6tico

de lcm.

IIL.3.6- Solucdio para andlise de fluorescéncia

Foram retiradas aliquotas de 2mL das solugSes aquosas estoque dos
coranteé, transferidas para a cubeta do aparelho e registrados os espectros de
fluorescéncia. Foram feitas diluigdes dessas solugdes estoque, até diluigdo infinita,

em 4gua e em dioxano, € novamente registrados os espectros de fluorescéncia .
I11.3.7- Solugdes para andlise sob incidéncia de luz

I11.3.7.1- Vermelho-40

Aliquotas de solugdes de DNA (9,0ug. mL") , Vermelho-40 (5,0 x 10°
mol L') e DNA/Vermelho-40 (tamponada) foram colocadas respectivamente em
um reator, a 10 cm da fonte de radiagio UV/ Visivel (ldmpada de mercario de
média pressdo, de 400W), e iluminadas durante 2 minutos, com resfriamento feito
com fluxo continuo de agua. A radiagiio foi selecionada utilizando-se um filtro

amarelo que permitia a radiagio acima de 490nm (visivel).
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IIL3.7.2- Tartrazina

Aliquotas de solugdes de DNA(9,0pg. mL™) , Tartrazina (5,0 x 10° mol.L’
1) e DNA/ Tartrazina (tamponada) foram colocadas respectivamente em um
reator, a 10 cm da fonte de radiagdo Visivel (lampada incadescente, de filamento
de tungsténio, azul), e fotolisadas durante 2 minutos, com resfriamento feito com

fluxo continuo de agua.

I11.3.8- Cromatografia de coluna

Amostras de 150uL da mistura DNA/Vermelho-40 e DNA/Tartrazina,
18ug.mL™” e 5,0x10”°mol.L", respectivamente, foram injetadas em uma coluna de
10 cm de comprimento, com 0,5 cm de didmetro, preenchida com 1,5 mL de
resina S-400 ¢ eluidas com solugdo tampio-fosfato (pH=7), por cinco vezes o
volume da coluna. Para facilitar o fluxo usou-se uma bomba peristiltica, numa
velocidade de fluxo de aproximadamente 600ul/min. As aliquotas coletadas
corresponderam & fragdes de 600pL. Em seguida, registraram-se leituras de

absorgdo, em cubetas de 600pL, com caminho ético de 1cm.

L4 Curvas de Calibracio

IIL4.1- Curvas de Calibrac¢io do DNA
Preparou-se solugdes aquosas de concentragdo: 5,0: 10,0: 20,0: 40,0 ¢

60,0 pg.mL" . Em seguida foram registradas as leituras de absor¢fio em 260nm e

tragada a curva de calibragdo.

I1L.4.2- Curva de Calibragio do Vermelho - 40
Preparou-se, por dilui¢do da solugdo estoque, solugdes aquosas do corante

de concentragio: 5,0 x 10%; 2,5 x 10%, 1,25 x 10° ¢ 0,625 x 10°mol. L” . Em

seguida foram registradas as leituras de absorgfio em 502nm e tragada a curva de

calibragdo.
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II1.4.3- Curva de Calibragio da Tartrazina
Preparou-se, por dilui¢do da solugdo estoque, solugdes de concentragdo:
50x10%25x10%¢ 1,25 x 10° ¢ 0,625 x 107 mol. L. Em seguida foram

registradas as leituras de absorgio em 427nm e tragada a curva de calibraggo.
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IV - Resultados e Discussao
IV.1- Espectros de UV/Visivel das solugdes
As figuras IV.1, IV.2 e IV.3 mostram os espectros de absor¢io na regido do
UV/ Visivel, das solugdes de DNA, Vermelho - 40 e Tartrazina, respectivamente.

l.\.l)')\‘lrlll llllllilﬁlrllTllllll

200.¢ T 0

A/nm

Figura IV.1- Espectro de absor¢io de DNA 9,0 pg. mL", em tampio fosfato,
pH=7,0.
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Figura IV.2- Espectro de absor¢io do Vermelho - 40, 5,0 x 10° mol .L?, em
tampio fosfato, pH="7,0.
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2%€_0 H3IX. 9
1.3M 1.473
1,500 h { )
4 Y
Y

Y ugg .]tnrlﬁ!qxtxlflirrlftTli

2&0." 700.0

A/nm

Figura IV.3- Espectro de absor¢do da Tartrazina, 5,0 x 10 mol .L™ , em

tampdo fosfato, pH =7,0.
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IV.2- Curvas de Calibragfo
As figuras IV.4 , IV.5 € IV.6 mostram as curvas de calibragdo do DNA,

Vermelho - 40 e Tartrazina, respectivamente.

o o

o

Absorbancia
=
O N OO O -
! ! 1 t ]

T T ]

0 5 10 15
[DNA] . 10% / mol. L™

Figura IV.4 -Curva de calibragiio do DNA (A= 259), em soluciio aquosa, nas
concentracoes: 4,13 x 10 ;5,22 x 10° $7,19x 105 ¢ 11,8 x 10°

mol.L .
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-
8)
J

y = 0,2078x

ancia
—
!

A

0,5 -

Absorb

0 1 2 3 4 )
[Vermelho-40] . 10° / mol.L"

Figura IV.5- Curva de calibra¢io do Vermelho-40, em solu¢iio aquosa, nas
concentragoes: 6,25 x 106; 1,25 x 10'5; 2,5 x 107 ;5,0 x10°

mol.L™.
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1,5 1
© y = 0,2134x
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[Tartrazina].10° / mol.L"

Figura IV.6- Curva de calibra¢iio da Tartrazina em solu¢@io aquosa, nas nas
concentragdes : 6,25x10° ; 1,25x10°; 25x10%; 5,0 x 10°

-1
mol L.
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A fluorescéncia do Vermelho - 40 e Tartrazina em &dgua ndo pdde ser
detectada; usou - se entdo o solvente dioxano como uma alternativa de suprimir a
polaridade do meio. Novamente, nenhuma fluorescéncia pdde ser detectada em
ambos os corantes. Em fungfo desta propriedade, as discussdes foram realizadas
utilizando - se a técnica UV / Visivel.

O coeficiente de extingdo molar (g), para 0 Vermelho-40, segundo a curva
de calibragio obtida na Figura IV-5, é de 20780 mol”.L.cm™; para a Tartrazina
segundo a curva de calibragdo obtida na Figura IV-6, é de 21340 mol".L.cm"j
Para 0 DNA, o coeficiente de extingdo molar encontrado ¢ de 6610 mol".L.cm",
valor este calculado através da inclinagdo da curva de calibragdo (Figura 1V4),
expressa em valores de concentragdo molar dos grupos fosfatos, conforme
literatura®?". O valor de £ , em agua, aceito na literatura é de 6.600 mol™.L.cm™ 2

O estudo sobre o coeficiente de extingdo molar do DNA foi necessario
para verificar s¢ o valor de € para as solugSes de DNA, estavam de acordo com a
literatura®.

Para se verificar a pureza ¢ integridade do DNA, usou - se a relagiio Ay /
Ao (0,388 / 0,220) (Figura IV-4) ; razdo entre a absorbancia do DNA no seu
comprimento de onda caracteristico, 260nm, € o valor do comprimento de onda
280nm, caracteristico da presenca de proteinas. O valor obtido foi de 1,8, estando
dentro dos valores considerados na literatura (1,8 — 2,0) e sendo aceito em estudos

sobre interages entre substincias quimicas e 0 DNA”.
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IV.3- Espectros de UV/Visivel das Misturas
Os espectros a seguir mostram as andlises de UV - Visivel das misturas da
solugdo de DNA com os corantes Vermelho — 40 (figura IV.7) e Tartrazina (figura

IV.8), em meio tamponado, com uma solugdo de DNA.
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Figura 1V.7- Espectro de absorg¢iio da mistura de DNA 9,0 ug.mL!' ¢

Vermelho - 40 5,0 x 10" mol.L', em tampiio fosfato pH 7,0.



Dissertacio de Mestrado Resultados e Discussdo

2540 Yat.1
1.1€3 1.001
+.513
-t
Al
4
RE> ul -
_ lll' RE
i I |l ‘.. P "\..'
l l) $ .'\
4 W '\ yd i
4 . e 4
i "\.___// \\.
0 .000 ||||I||;1I|!-ll"llllj|1|||
200.0 T00.0
A/ nm

Figura IV.8- Espectro da mistura DNA 9 pugmL™' ¢ Tartrazina 5,0 x 107

moL.L™!, em tampdo fosfato pH 7,0.
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Figura 1V.8- Espectro da mistura DNA 9 ug.mL' ¢ Tartrazina 5,0 x 10°
mol.L"', em tampio fosfato pH 7,0.

40




Dissertagio de Mestrado Resultados e Discussii
se d0

O fen6meno da intercalagdo foi acompanhado pela diminuigfo da absorgio
de ambos os corantes, além do aumento na absorgdo do DNA. Isto se deu porque
um aumento da absorbancia em 259nm, pode ser atribuido a propria absorcio do
corante Tartrazina, que apresenta um pico de absorgdio em 259 nm. Este fato
impede, portanto, neste caso, de se atribuir o aumento da absor¢do em 259nm,
unicamente as mudangas estruturais sofridas no DNA pela intercalago.

Os dados obtidos nas figuras IV.1 a IV.8, estdo incluidos na Tabela 1.
Observa-se nesta Tabela uma diminui¢io na absorgfio no A4y do Vermelho-40, de
1,200 para 0,820, o que corresponde 2 uma diminuigio da concentragdo livre deste
corante de cerca de 1,58 x 10° mol.L'™"; esta diminuigiio da concentragfio pode
estar relacionada a intercalagio das moléculas corante entre os pares de bases
adjacentes do DNA.

Observa-se na Tabela 1, que a absorbincia do DNA (sabe-se da literatura,
que a absorbancia do DNA em 259nm ¢, principalmente devido  guanosina'®2'),
tem um aumento na absorgdo de 0,388 para 0,722 (86,0%), quando na presenca do
Vermelho-40. Uma vez que ndo se pode descartar a agfio da DNase, embora se
tenha tomado todos os cuidados quanto a esterilizago, este aumento na absorgio
do DNA, pode estar representando dois efeitos que se somam: a quebra do DNA
pela DNase e a intercalagdio do corante Vermelto-40 no DNA. Ambos os fatores,

expOem a guanosina do DNA aos efeitos de absorgfio no ultravioleta aumentando

a concentragio da espécie absorvente.
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Tabela 1- Leituras dos comprimentos de onda ¢ absorbincia do DNA,

Vermelho-40 e Tartrazina, isolados e nas respectivas misturas, in vitro.

Concentracio Amas. Absorbancia
DNA 9,0 ug.mL” 259nm 0,388
V-40 50x 10°molL" [502nm 1,200
TARTRAZINA |50x 10°molL"  [259nm 1,304
427nm 1,173
DNA + V-40 9.0 pg.mL’ 259nm 0,722
50x 10 molL?  |496nm 0,820
DNA 9,0 pg.mL’ 259nm 1,163
+ 50x10°molL”?  [427nm 1,001
TARTRAZINA

O efeito da intercalagio € corroborado pelo aumento na absorgio de 31,7%
da absorbancia, no A caracteristico do Vermelho-40 (de 1,200 para 0,820), quando

este ¢ adicionado a solugdio de DNA, indicando que ha menos espécie absorvente

livre do corante.
Observa-se também que houve um pequeno efeito hipsocrémico de 502

para 496nm no Vermelho-40, quando na mistura com DNA. A espectroscopia de
absorcdo revela que a adigdo de solugdes flavopiridol a DNA leva a um
deslocamento do comprimento de onda maximo (Amsx ).

Isto pode indicar um aumento da polaridade do meio ¢ que
provavelmente, as transigdes observadas no Vermelho-40 sdio do tipo n— w*.
Pode ser também, que os pares de elétrons ndo ligados dos grupos funcionais
hidroxila, sulfénico e metoxi da molécula Vermelho-40 devem estar ligados as
bases do DNA, abaixando a energia do orbital n. Os elétrons ndo-ligantes (n)
do corante Vermelho-40 podem estar interagindo com os elétrons n das bases do
DNA, particularmentc a guanosina, dando um efeito de estabilizagfio do estado

7* do corante, abaixando sua energia. Uma outra possibilidade ¢, que na interago

DNA/Vermelho-40, a deslocalizagio dos elétrons na molécula do corante esteja
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sendo interrompida pela ligagio com as bases do DNA abaixando 0 Ay, para
um comprimento de onda menor.

Para a solugio de DNA com Tartrazina o aumento na absorbéncia, em
259nm, foi de 0,388 (DNA) para 1,163 (DNA mais corante), bem mais de 100%.
Porém, em 259nm, a Tartrazina, assim como DNA, também apresenta
absorbancia, o que impede uma comparagio neste A.

Observa-se, pela figura IV.7, que no comprimento de onda da Tartrazina,
427nm, a absorbancia da solugfio vai de 1,173 para 1,001, uma diminuigdo de
14,7%, ndo havendo neste caso efeito de deslocamento de banda, o que leva a
inferir que, com a Tartrazina ndo deve ocorrer mudanga na polaridade do meio. A
queda de 14,7% na concentragao do corante Tartrazina e a niio modificagio no
Ams indica que, provavelmente, houve uma ligagdo DNA/corante, sem
modificagdes detectaveis, na energia dos orbitais n e n* da Tartrazina.

Este decréscimo na absorbancia no Ams. da Tartrazina , de 1,173 para
1,001, corresponde a uma diminuigdo da concentragdo livre deste corante de
cerca de 7,33 X 10 mol.L™'; assim como para o Vermelho — 40, esta diminuigfo

da concentragdo de Tartrazina pode estar relacionada a intercalagiio do corante

entre os pares de bases adjacentes do DNA.
Quando se compara as solugdes de DNA com Tartrazina ¢ DNA com

Vermelho-40, na mesma concentragdo de corante, observa-se uma queda de

18,1% na absorbancia da solugdo DNA/Vermelho-40 (A496 = 0,820) em relagdo a

solugdo DNA/T artrazina (A427=1,001).
Isto leva a supor que, S¢ OCOITC a formagdo de um composto de

intercalagio DNA/corante, esta diferenga na porcentagem de intercalagfio entre os
dois corantes, pode indicar uma maior planaridade da molécula Tartrazina que na

de Vermelho-40, facilitando a sua entrada entre 0s “enovelamentos” do DNA.

Como a molécula de Vermelho-40 nido é totalmente planar (Figura IV-9)2°,

pode-se inferir que a sua entrada provoca uma maior expansdo do DNA,

aumentando sua absorbancia. Estudos usando modelagem molecular seriam
] . ~ TR
indicados para elucidar estas interagdes DNA/Vermelho-40™, visto que ndo

existem dados experimentais acerca da estrutura de complexos de intercalagdo

formados pela maioria das substincias. Sabe-se que podem ocorrer
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diferengas significantes na conformagdo da cadeia lateral do DNA. e que as
?
mesmas sdo induzidas por interagdes eletrostaticas, bem como, por interagdes de
Van der Waals entre o intercalador e 0 DNA™2,
Resultados relevantes, tais como o niimero de sitios (Spna), a concentragio

de DNA (expressa em grupos fosfato-[Ppnal), 0 nimero de pares de bases por

molécula do intercalador (R) e a concentra¢iio dos corantes intercaladores ja
bl

mencionados acima, podem ser obtidos através de cilculos simples, como
b

seguem:

[Ponaliniciar = 5,88 x 10 mol.L? (obtida através da relagdo da Lei de Lambert-

Beer, usando € = 6600mol™.L.cm-)

[Sonal = [Ponal / 2 = 2,94 x 10° mol.L" ( a cada dois grupos fosfatos

corresponde um sitio de intercalagio)

Para o corante Vermelho —40:
[Spnal Live = [Ponal 7 2 = [V-40intercatado = 1,36 x 10 mol 1!

[PonalLive = [Ponalinicial = [V-40Jintercatado = 4,3 X 10” mol.L!

R = [Spnal / [V-40]intercatado = 1,86 , 0u seja, aproximadamente, dois pares de

bases do DNA por molécula do Vermelho — 40 intercalada

Para o corante Tartrazina:
[Sonal Live = [Ponal / 2 - [Tartrazinalinercatado = 2,21 x 107 mol L™

[PDNA]Ljvre = [PDNA]inicial - [Tartrazma]inmca]ado = 5,15 X 105 mol.L']

R = [Spna] / [Tartrazinafinercado = 4,0 , Ou scja, quatro pares de bases do

DNA por molécula de Tartrazina intercalada.
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Os valores de R (1,86 para o Vermelho-40 ¢ 4,0 para a Tartrazina)
reforcam o fato de que a molécula do corante Tartrazina, tendo maior planaridade
do que a molécula do corante Vermelho-40 (Figura IV-9), inviabiliza uma maior
quantidade bases para intercalar. A molécula dietidio (2,7-diamino-9-[2,7-
diamino-10-N-fenantridio] 10-N-fenatridio), por exemplo, dada a sua estrutura
com dois planos perpendiculares, apresenta para cada um deles excelentes
propriedades de intercalagdo’. Cada molécula do Vermeltho-40, em fungdo da sua
disposi¢do espacial, pode estar interagindo com o DNA pelos dois mecanismos
propostos na literatura®® %, ou seja, parte da molécula intercala e parte interage
externamente na superficie do DNA, inviabilizando o sitio adjacente, ndo s
diminuindo a distancia entre as voltas do DNA, mas também bloqueando a sua
entrada.

Para garantir a neutralidade elétrica entre 0s grupos fosfatos, encontram-se
cations como Na® e Mg?". Para que ocorra a intercalagio, os corantes devem
competir com €sses, retirando-os, o que leva a pensar que estes corantes podem

induzir a perda de jons metalicos, tio necessarios 4 manutencdo das necessidades

bioldgicas.
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Figura IV. 9 : Estrutura espacial das moléculas : a- Vermelho — 40; b-

Tartrazina”.
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Estas estruturas apresentadas na figura IV.9 foram obtidas através da
otimizagdo, feita empregando o método semi-empirico MNDO. Durante a
modelagem, os cations presentes sdo {ons litio, pois o sédio niio ¢ parametrizado

neste método, porém, essa troca ndo influird no resultado final. A visio da

N . . 20
estrutura refere-se 4 molécula isolada?®.
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IV.4- Espectros de UV/Visivel ap6s a incidéncia de [uz

As figuras IV.10, IV.11 e IV.12 mostram os espectros de absor¢do na
regifio do UV Visivel das solugdes de DNA, Vermelho - 40 e Tartrazina, apos a
incidéncia de luz, respectivamente. Os corantes foram incididos por luz em seus

comprimentos de onda caracteristicos.

2RI
i A
Sougn —
ki
aEs 1!
-1
—1
1
'I
DR T HE B A B N Al i Tl — Ym—
l.IT’ l{ 1!1 ttxla!‘!
oy T 0
A/nm

Figura IV.10- Espectro de absorg¢iio, apés a incidéncia de luz , da solugiio de

DNA 9,0 ug. mL", em tampio fosfato, pH 7,0.
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Figura 1V.11- Espectro de absorciio , apés a incidéncia de luz, da solugfio do

corante Vermelho — 40 5,0 x 10 mol .L* , em tampio fosfato,

pH =7,0.
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Figura IV.12- Espectro de absorgio, apos a incidéncia de luz, da solu¢iio do
alV.

. -5 -1 ~
corante Tartrazina 5,0 x 107 mol .L™, em tampao fosfato, pH

7,0.
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Os espectros a seguir mostram as andlises de UV / Visivel das misturas da
solugdio de DNA com os corantes Vermelho-40 (figura IV.13) e Tartrazina (figura

[V.14), em meio tamponado, apds a incidéncia de luz.
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Figura IV.13- Espectro de absorgiio , apos a incidéncia de luz, da mistura de

DNA 9,0 pgmL' ¢ Vermelho — 40 5,0 x 10° mol.L", em

tampio fosfato pH 7,0.
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Figura IV.14- Espectro de absorcio, apés a incidéncia de luz , da mistura de

DNA 9,0 p,g.mL'1 ¢ Tartrazina 5,0 x 10° mol.L", em tampo
fosfato, pH =7,0.
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Os pré — testes com medidas de absorbincia destas misturas, sem
incidéncia de luz, foram realizados de cinco em cinco minutos, até um total de
trinta minutos, sendo que nos primeiros cinco minutos, foram lidas de um em um
minuto. Constatou — se que as modificagdes nos espectros aconteciam no
primeiro minuto e se mantinham. Em fungdo disto, para os estudos sobre o efeito
da incidéncia de luz, foi determinado um tempo de dois minutos de exposicdo a
irradiagdo.

Estes resultados encontram ~ se na Tabela 2 (2 a ¢ 2 b) ¢ nas Figuras IV —
10 alV-14.

Na Tabela 2-a, tem-se os resultados para o Vermelho —40. Observando —
se esta tabela, verifica — se que a absorbancia da mistura DNA / Vermelho — 40,
aumenta de 0,820 para 0,918 (um aumento de 10,7 %). E provavel que o corante
Vermelho — 40 livre possa estar atuando como um sensitizador, gerando espécies
excitadas como, por exemplo, oxigénio singlete, que, por sua vez, pode estar
interagindo com o DNA, scja por reagdo quimica, seja por emissdo de luz, apés
decaimento para o estado fundamental; ocorre entdo neste caso, um aumento da
espécie absorvente, que pode ser a guanosina do DNA®, nas regides que ndo estio
intercaladas com o corante, uma vez que ndo houve variagdo no Ay da mistura,
sem incidéncia de luz e com incidéncia de luz. Isto também ¢ reforgado pela
pequena variagdo de 2,5 % na absorbancia que ocorre no Vermelho — 40 livre, em
502 nm, ap6s a incidéncia de luz.

O proprio corante sofre pouca influéncia da luz , sendo sua maior
contribuigio a absorgdo da luz irradiada. Ha duas classes de reagdes possiveis para
o sensitizador triplete® . Estas reagdes sdo classificadas como Tipo I** % ¢ Tipo
11%°. Caso o corante seja um sensitizador que sofra reagdes do Tipo 11, ele passa
para um estado excitado de maior energia € ao decair, transfere esta energia para o
meio reacional, gerando uma ou mais espécies excitadas, tais como '0,, OH, o2,
OH,".

A mesma discussdo pode ser aplicada a mistura DNA / Tartrazina (Tabela
2 b), onde o aumento da absorbancia (11,1%) foi semelhante ao aumento da
mistura DNA / Vermelho — 40. Porém, tem uma contribuigdo maior na formagio

de espécies absorventes formadas & partir da Tartrazina livre (5,3 %).
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Tabela 2- Leituras dos comprimentos de onda e absorbincias do DNA,

Vermelho-40 e Tartrazina, isolados e nas respectivas misturas, in vitro, em

condicdes fotoquimicas: Tabela 2-a (Vermelho-40) e Tabela 2-b (Tartrazina)

Tabela 2-a
Concentracio Amix Absorbincia
Sem Luz | Com Luz {Sem Luz |Com Luz
DNA  [9,0gmL 259 253 0,388 0,327 —
V-40 5,0 x 10° mol.L™" | 502 502 1,200 1,231
DNA + V-40 9,0 g.mL’ 259 259 0,722 0,800
5.0 x 10° mol.L™! | 496 496 0,820 0918
Tabela 2-b
Concentragiio Amix. Absorbincia
Sem Luz | Com Luz | Sem Luz |Com Luz
DNA 9.0 gmL’ 259 253 0,388 0,327
TARTRAZINA | 5,0 x 10° mol.L™" |259 256 1,304 1,356
427 427 1,173 1,239
DNA 90gmL’ 259 259 1,163 1,473
+ 50x 10° mol.L™" [424 427 1,001 1,126
TARTRAZINA

Por outro lado, a luz ultravioleta causa uma grande variedade de danos ao

DNA2*. Muitos estudos sobre os fotoprodutos de DNA com irradiagdo visivel e

UV — préximo tem sido feitos™.
Os efeitos sdo, geralmente, bem mais fracos que os obtidos com A;, < 300

nm e os fotoprocessos € mecanismos podem ser mais complexos. A irradiagdo em

313 nm, usando acetona como sensitizador, aumentou a formagdo de dimero — Py

(dimeros de pirimidina), mas ndo foi possivel detectar a formagiio de adutos

pirimidina — (6 — 4) pirimidona

25,26
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Observando — se nas Tabelas 2, a absorbancia do DNA sem incidéncia de
luz ( A =259nm, A = 0,388) tem uma queda de 15,7% (A =253nm, A =0,327)
apés a incidéncia.

O mesmo ndo se observa quando os corantes estdo intercalados no DNA
uma vez que 0 Amg N30 sofre variag¢do, na intercalagio de ambos os corantes n(;
DNA. Isto pode refletir uma maior estabilidade do DNA intercalado, tornando a

estrutura do DNA intercalado menos flexivel.

55



Dissertagio de Mestrado Resulatados e Discussio

IV.5- Cromatografia de coluna
O método de separagdo por cromatografia de coluna baseia-se no principio

de que a resina utilizada tenha alguma afinidade por uma das substincias
presentes na mistura, neste caso a resina utilizada ndo foi especifica para
separagio de moléculas de DNA, uma vez que, tratando-se de uma resina
separadora por tamanho, reterd em sua superficie as moléculas dos corantes, que
sio moléculas pequenas. O tamanho da coluna influencia na eficiéncia do
Processo, por isso optou-se por uima coluna pequena que ndo causaria a dispersio
das amostras alterando sensivelmente a composigdo das aliquotas. Este teste foi
definitivo na constata¢do do fendomeno da intercalago.

As curvas a seguir mostram o acompanhamento simultdneo das leituras de

absorgdo do DNA e do corante, em cada amostra coletada.
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a ’
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?

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fracdes coletadas

Figura IV.15:Variacio da absorbincia do composto DNA / Vermelho-40, nos

comprimentos de onda 260 (quadrado) e 502 nm (triAngulo)
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Figura [V.16:Variacéo da absorbancia do composto DNA / Tartrazina, nos
Sy

comprimentos de onda 260 (bolinha) e 427 nm (triéngulo).

As amostras coletadas na coluna de separagio registram que as frages

contendo DNA constituem as primeiras aliquotas a serem coletadas. De fato, se a
resina utilizada (S-400), permite o fracionamento da mistura por tamanho de
molécula, sendo gradualmen

constatagiio seria de que as moléculas de DNA deveriam sair primeiramente
?

te seletiva por ordem decrescente de tamanho. A

enquanto que as moléculas do corante deveriam ficar retidas por mais tempo. Isto

foi acompanhado pelas leituras das absorbéncias das aliquotas nos comprimentos

de onda do DNA e dos corantes.
Partindo-se dos principios que, aliquotas com leituras de absorbancia no

comprimento de onda de 260nm contém fragdes de DNA e aliquotas com leituras

de absorbéincia nos comprimentos de onda 502 e 427nm separadamente, contém

fracoes dos corantes Vermelho-40 e Tartrazina, respectivamente, ¢ que as

moléculas de DNA sairiam prime
osta conclusiva para o fenomeno da intercalagdo, que as aliquotas contendo

iro e as dos corantes posteriormente, seria uma

resp
fracoes de DNA verificadas pelas leituras de absorgdo, indicassem tambeém
leituras de absor¢ao

s6 seriam eluidos mais adiante.

nos comprimentos de onda caracteristicos dos corantes, que
3
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A figura IV.15, mostra as duas curvas de acompanhamento simultaneo das
absorbancias da mistura DNA/Vermelho-40 em cada tubo de aliquota coletada
nos seus respectivos comprimentos de onda caracteristicos. Verifica-se que,
ocorreram duas aliquotas com picos de fragdes absorvendo em 260nm, a segunda
e a quarta, sendo que as mesmas também traziam consigo absorbdncias referentes
ao comprimento de onda caracteristico do Vermelho-40. Isto indica que o
Vermelho-40 estd intercalado ao DNA. Os dois picos presentes levam a crer que
o DNA, tratando-se de um polimero, estaria nesta mistura constituindo tamanhos
diferentes de moléculas. Em ambas as aliquotas, o corante Vermelho-40 deve
estar presente fazendo parte de dois tipos diferentes de compostos de intercalagdio,
o que ¢ reforgado pela sua estrutura espacial pouco planar que possibilita a
intercalacdo por um lado ou outro da molécula, através dos anéis aromaticos .

Observando-se a figura IV.16, que retrata o mesmo fato para a mistura
DNA/Tartrazina, verifica-se que o DNA saiu quase que completamente na
segunda aliquota juntamente com o corante, diferentemente do que acontece em
relagiio a0 Vermelho-40, a Tartrazina com sua molécula bastante planar estaria
intercalada de uma inica maneira.

O excesso dos corantes, ndo intercalado no DNA ficou retido na resina, de

tal maneira que, no caso do Vermelho-40 a extragdo teve que ser feita usando um

outro solvente.
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V- Conclusido
Estes estudos preliminares indicam que os corantes Vermelho-40 e

Tartrazina podem intercalar no DNA. Este composto de intercalagio é,
aparentemente, estavel, uma vez que, apds formado, 0 Ams tanto na regido de
absorgdo dos corantes quanto do DNA, ndo sofre variagio apos incidéncia de luz.
O composto de intercalagio DNA/corante causa uma expansio na dupla fita do

DNA, o que pode causar um parcamento inadequado das bases, gerando

mutagdes.
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VI - Proposta de Trabalhos Futuros

5.
isotiocianato de fluoresceina, que apos

Estudo cinético da formagdo das misturas DNA/Vermelho-40 ¢ DNA/Tartrazina e

da influéncia de cations metdlicos na formagdo do com posto DNA/corante

A intercalagiio de moléculas aromaticas no DNA ¢ um processo termodindmico

que pode envolver dois mecanismos: intercalando no DNA** ou interagindo

. 25 3 (.
externamente na superficie do DNA™. E necessario fazer um estudo cinético para

que fique mais claro a interagio DNA/corante. Estudos usando modelagem

molecular também devem ser feitos

Estudo calorimétrico, para a verificagdo de parametros termodindmicos, tais como

AG, AH, AS.

Estudo fotoquimico dos compostos DNA/Vermelho-40 ¢ DNA/Tartrazina.

No presente estudo foi observado que, provavelmente, ocorre a formagdo de uma

espécie excitada que pode estar interagindo com o DNA, nas regides intercaladas
pelos corantes. Para que seja identificada esta espécie excitada, sfio necessarios

estudos usando inibidores especificos para O; (metionina, triptofano, guanosina
?

histidina, etc.), OH’(DABCO, benzoato ¢ bicarbonato), O;* (SOD E SOD

desnaturada)”'.

Estudo sobre a integridade do DNA, ap0s a intercalagdo.

Para se confirmar a integridade do DNA ¢ necessario um estudo aplicando-se a

técnica de eletroforese.

Estudos de Dicroismo circular, para verificar possiveis alteragdes nas

conformagdes do DNA.

Estudo usando sondas fluorescentes externas ao DNA, como por exemplo

a intercala¢do podem dar informagdes sobre as

mudangas ocorridas através do monitoramento da sonda.
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