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RESUNMO)

Este trabalho tem por birss a investigagao sobre o processo de intercalagiio do:
corantes amaramo e eritrosma, com 0 DNA,

Nos apresentamos nossos resultados da investigagio da formagio  de
compostos de intercalagdo entre DNA de timo de bezerro . 2stes corantes, usados
normalmente como corantes alimenticios no Brasil. A formagio destes compostos
foram acompanhadas por UV/Vis, eletroforese em gel aparose e fluorecéneia de
térbio(111) como sonda quimica para DNA.

Comparando-s¢ com o DNA puro. as amostras nn presenca dos corantes

apresentam um aumento na absorcdo.  Sumultancamente. as absorgdes dos corantes
diminuem. Estes resultados sugerem que 0s corantes sdo incorporados ao nucleotideo

do DNA.

I mostrado um espectta de fluoreseénein ¢ os 1o nliado ugerem og «itio:
ocupados pelo amaranto sdo ox mesmos que agueles ocupados peta térhint 1y Ehan
ver que a tluoreseéneia da sonda térbio ¢ principalmente devido o ligacio gnanin
nos  podemos  conchiiv que o amarapto intereala com o DHA L ceupanto
principabnente o sitio da guanima.

A eletroforese atestou a integridade apos a sua interacio com amaranin o

ertlrosing,
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ABSTRACY

This work has for base the research about the intercalation process of the dves
amaranth and ervthrosine with DNA.

We present our results of an investigation of ntercalation compound
formation between calf thymus DNA and these colorants, frequently used food
colorants in Brazil. Compounds formation were accompanied by UV/Vis,

electrophoreses in agarose gel and terbium(Ill) fluorescence as chemical probe for
DNA.

Compared to pure DNA, samples in the presence of the colorant show 2
increase in absorbance. Simultaneously, colorants absorbance’s decreased. These
results suggest that colorants are incorporated into the DNA nucleotide.

A fluorescence spectrum s showed and the results suppest the sites occupied
by amaranth are the same as thuose occupied by terbium{l1). Since the terbium probe
fluorescence 1s primarily due to the guanine bounding, we can conclude that amaranth
intercalate in DNA mainly occupying the guanine site.

Eletrophoreses attested DNA itegrity after its interaction with amarauth and

erythrosine,

i
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I - INTRODUCAO
I.I- DNA

Descobertos nos fins do século XI1X, os acidos nucléicos sio polinucleotideos
de ocorréncia biologica em que residuos de nucleotideos estio ligados em uma
seqiiéneia especifica por ligagdes fosfodiésteres.. Embora estejam entre as maiores
moléculas dos seres vivos e confrolem os processos vitais basicos em {0dos 0s
organismos, sio compostos somente por alguns tipos de moléculas menores, o0s
nucleotideos que sio as umdades constituintes dos acidos nucléicos.

Destgnados de acordo com as moléeulas de agiicar que contém, ribose ¢
desoxirbose (fig.1) os dois tipos fundamentais de dcidos nucléicos , o dcido
ribonucléico (RNA) e dcido desoxirribonuciéico (DNA) dio por hidrélise |, além do
agticar , dois outros tjpos de moléculas | acido fosforico ¢ uma base nitrogenada que
pode ser purinica (fig.2) ou pirimidinica (fig.3). A molécula sem o grupo fosfato é

chamada de nucleosideo (fig. 1).

5 : 5"
HOCH, OH  HOCH,

(a) (b)
; base
HOCH, nitrogenada

HO R

Figura I — (a) Ribose; (b) Desexirribose; (¢) Nucleosideo (R = H, Oi)

[£%)



Dissertaciio De Mestrado Introducio

NH,

(a) (b)

Fizura 2 — As bases purinas: a- adeninz, b- guagnina.

Figura 3 — As bases pirimidinicas: a- timina, b- uracila, ¢- citosina U
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Maurice H. F. Wilkeins e seus colaboradores, na Inglaterra, baseados em
dados obtidos por difragdo de raios-X descobriram que as bases nitrogenadas se
encontram empilhadas umas sobre as outras. Em 1953, Watson ¢ Francis H. C.
Crick®, dois bioquimicos ingleses levando em consideragio todos os dados até entio
existentcs, propuseram um modelo para a molécula de DNA, concluindo que a
mesma é formada por duas fitas, filamentos ou cadeias de nucleotideos, enrolados uns
ao redor do outro, na forma de uma dupla hélice (fig 4). Cada filamento da sua
estrutura é formado por wma cadeia de nucleotideos figados entre si. A pentose Jiga-
s¢ & base nirogenada wediante uma ligagdo N-B-glicosidica entre o dtomo de
carbono 1 da pentose © o dtomo de nitrogénio 9 das bases piricas, on atomo de
nitrogénio 1 das bases pirimidinicas. Estas ligagdes ghicosidicas possuem a distancia
de 10,85 A entre si. O grupo de fosfato dos nucleotideos estd wnido ao atomo de

carbongo 5 da pentose através de wna ligaglo didster (fig. 5) o

T Depressio
LM

—— Drpressio
maer

G
@::b&

Figura 4: Modelo diagramatico da dupla hélice de DNA {(forma B). {De 4.
Kornberg, DNA Replication, p. 11, Freeman, San Francisco, 198(/.;“".

4
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Figura 5: Ligagio 3-8 -fosfodiéster {Camphell, MUK “Biochemistry™, 2a.

editgio, Sounders College Publishing, 1995/,
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A umio entre as duas cadeias ocorre devido a interagdo entre o grupo amino

de uma base em um dos filamentos e o grupo ceto de ouira base no cutro filamento

(fig. 6).

T
N CH;
| aum ) \
| l\ nnm\smummnmmuumx.u .
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Figura 6: Os pares de bases adenina timina (A-T) ¢ guanina — citosina (G-C)

com suas ligagdes de hidrogdaio ™,
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As duas fitas sdo complementares, uma das bases do par sendo punca a outra
serd pirimidinica para que a liga¢do ocorra.

Cada volta da hélice possui um comprimento de 34 A com didmetro de 20 A e
10 pares de bases (fig. 4 ¢ 7a,b). A distancia entre os pares de bases adjacenies € de
3,4 A ; estes valores encontrados sdo em solugiio ¢ /7 vivo na fonna B do DNA, com
92% de prau de hidratagiio . Variagdes no grau de hidratagio pode levar a conversao
para as formas A ¢ Z. A forma A apresenta grau de hidratagio equivalente a 75%;
nesta forma os pares de bases nio sdo perpendiculares ao eixo da héhice, mas
inclinados de 20°, o passo ficando reduzido para 28 A com 11 pares por volta. A

forma C possui um passo de 33 A e 9 pares de bases por volta (fiz. 7a,b).

formsz A forma B

rigura Ta: Representagio esquematica da diferenga de estrutura entre as formas
A e B do DNA. As duas fitas representam as cadeias de foslate —

agncar, enguanto as barras horizontais indicam a ligacio entre os

. s 2
pares de bases. A linha vertical é ¢ elxo da fibra®.
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SR RYTET
P

Figara Th:  Formas A, B e Z do DNAY.
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Q DNA pode se apyesentar nas formas A, B, C, Z existindo ainda a formna D,
O grau de hidratagdo favorece wma ou outra conformagio. O solvenie (agua), é
responsivel pela estabilizagio das estruturas secundaria e tercidria, pois sustenta os
acidos nucléicos e dimmur a repulsdo entre os grupos fosfatos. As interagdes
hidrofabicas viio tnfluenciar na ordenagfio das bases nitrogenadas; a polatidade do
meio influencia a estrutura secundaria do DNA®, o empilhamento das bases e
estabilizagdo da dupla hélice'.

As transigdes entre as conformagdes B ¢ A e entre C e A, favorecidas cm
sistema contende solventes orginicos, foram montorados mediante  dicroisimo
cireular'™. Qutros estudos envolvendo dicroismo circular ¢ difragio de Raio-X
confirmam a agdo do solvente na conformagdo do DNA, mndicando que em solugiio
aguosa este nio se encontra na forma B com exatamente 10 pares de bases peor passo,
mas cm uma conformagdo que apresemta o Angulo menor entre os pares de bases
sucessivas. A biindagem de grupos expostos ao scivente leva a formagiio de dobras

, . . . g . i
semelbantes aos polimeros cufas cadeias estdo distribuidas aleatoriamente™ .




Dissertagio de Mestrado Introducio

1.2- ALTERACOES NA ESTRUTURA BO DNA

Substincias que podem interagir, através da intercalagdio com o DNA, sdo, em
geral, agentes citotoxicos ¢ mutagénicos potentes como cloroquina, cloropromazina,
brometo de etideo, iodeto de propideo, antibiotices, corantes, etc.

Segundo Pritchard, Biake e Peacocke®™, a intercalagio envolve a sobreposi¢io
dos anéis aromdticos do intercalador ¢ das bases adjacentes na mesma cadeia,
causando profundas alteragdes conformacionais. A intercalagio destas substincias
com o DNA pode ser acompanhada por métodos espectroscdpicos; estes fornecem
informagdes sobre a intensidade e posigtes das bandas de absor¢do ¢ de emissio em
virtude do sistema cromdforo do agenie intercalante. As propriedades espectrais
dessas  substincias sio alteradas quando elas mteragem com o DNA. A
macromolécula de DNA apresenta forte absorgio no uliravioleta com maximo em
fomne de 260 nm. Isto permitc o acompanbamento da aglo de substidncias sobie o
DNA através de alteragdes softidas tanto na intensidade como no comprimiento de
onda de absorgio. Uma alteragiio no DNA nativo é acompanbado por awmento na
absorbincia devido a diminuigiio nas interagGes de hidrogénio, o que coloca as bases
nitrogenadas mais expostas 4 laz . Sobell “¥ mostra como essa intercatagio pode
ocorrer, scu estudo explica o efeito de colisdes de moléculas de solvente com o
polimero de DNA. Na maioria das colisGes ocorre transferéucia de energia que pode
provocar alteragdes em sua cstrutura ¢ conseqiientemente possibilitar a intercalagio
de substanectas na cadea do DNAL

Quando a colisiio ocorre ao longo do eixo produz wn movimento havmdnico
que poderd se propagar ao longo da cadeia. Movimentos hanmdnicos de grande
amplitude podem alterar ¢ nmero de pares de bases nitrogenadas por volta
(aumendar) ¢ sua inchnagio em relagido ao eixo (desenovelamento do DNA).

Uma amplitude vibracional critica pode levar os residuos de agtcar altemados
a uma mudanga de scu empacotamento alterando sua conformagio devido ao
aumento da energia tensional nas cadelas agicar - fosfato. Nesta nova conformagio

observa-se o desempilhamento parcial de algnns pares de bases pareados,
10
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pussibilitando 2 agdo de vinias substincias que podem reagir, via nteicalagio, con ¢
DNA. Essas substincias sdo formadas por anéts aromiicos, planares, que poden s¢
inscrir na cavidade hidrofobica da cadeia helicoidal.

Eatudos hidrodindmicos ¢ de diftagio de raio X utihzando derwvados de
actidina™ forwccein dados que comprovam o aumento 1o comprimento do DNA
distorgiio da cadesa agiicar - fosfate ¢ deformago da estrutura regular elicoidal a
medida que os derivados da acridina se mserem entre os pares de bases. O complexo
formado apresenta mu difiaograma que indica um 2umenfo de separaglo ontre o3
pares de bases de DRNA devido @ mtercalagho da acidina,

laformacons sobse o conformacao geral das Biomacsremoliculas ¢ o modo do
interacuo Je novas substdneas coin 0 DNA tem sido amplamenie estedada peby
cristfogralin de retos-XU espectroscopin de RMW ¢ ocutros médtodos fisteos.
Entretanto, o use destas téentens £ hmitado, wea ver que tais métodos usnalmente
nio podem fomecer imdormaghdes sobre men regiio pequena do bopohimero,
proprivdades estruturids que sio diftrenies do restante da macromolécuta ™ Yinte as
técndcas disponivers para wandlise das mudancas conformacionas lovals estdo as gue
wilizam proprivdades quimicast ™

€y uso de sondas com hatnhdade para reagir com uma pequena, mas alterada

\

narte do hiopolimero, pode forpecer imformacoes fundamentais. Um grande aimero

do sondas tem sido usado para pesguisar os actdos nocléices, estas diferam gupoto

“\ 7
as masromolitaudass

seatividade pais o vinios givpos de

Pridinems exponmentas superem que o bl pode sor nsndo comno wimg

comdn ouiansiea para verdicer 2 estrubien secusdinia do acido mneidiestt
! CIce B R

batanideo trivatente exibe mu bitxo nivel de luoresednein intrinseen em solucio

A b H

agupsa’ T L esta & erandemente amnentada vy quetagiio com lnates orgdnicos, tas

como mdis arendticns dos doidos nucldicos, com os quais fonma unr complese de

fonsderfuens de onerpn,

Dhenedo o for tGbiofiH) atua na dupla héhee do DNA ele mioraue com o
Loagrio 37,370z {fig._e_.'?).‘ ¢omaoshta e aumento na infensiiads do
. . ‘,‘,’) " R N R

Hooresedaneia'™™ A somda @rbio Blumesee provariamento com resideos de ononina ¢
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porlanto ¢ capaz de detectir perturbagdo ocontda nas regides do DINA que contém
particularmente par g Suania- ~citosina®™,

Devido 2 estas caracteristicas, o aunento da fluorescéncia do térbio(Il) tem
sido usado para estudos de vegides especificas do DNA ¢ possivers mudangas na
estrutura  biomolecular resultantes de sua imteragdo com drogas anttutnor  cis-
diclc)mdEmniuapimim(l!)‘“’ ¢ adriamicina®.

Modificagdes i vitro nos residuos de guanina do DNA, provosadas por
reagenies carchoptnicos como  N-acctoxy-2-acetitommnoflior, resultimam tw mun
marcante interferénon ua habthdade da goamna para awnentar a tooreseincia do
Thy*”.

. 27
Floser ¢ aarer '

estudaram 2 agdo das substiocias dasmomicing (o 2 ra
supressio da sinese do DNA ¢ RNA com mibigio da muliplicag8o cetular,
Amplamente vtilizade come sgente quinicterdpicn no tatamento de alpuns fipos de

Jenceinin, sens andis aromdticos encatxanese eatic dois pates de bases no DA,
distorcendo s estrotra, dosenrolando-o ¢ dobrando 2 distincia entie ox pares de
bose, Duande wady am conjunto com davnosaming o anel D7 da davaonieing
projeta-se sobre o suloo nusor do DNA ¢ o anel A; juntamente com a dagnosaniua
ocupren o sulvo mmenor. A estabilizagdo deste complexo ocone vin pomics de

sidropenio entie o grepos indroxads ¢ curbontla de Co,

{0 O {O
{ { H
i i i
! 31 A 10 !m \
v e \Y,/ ~ \;\‘:;\v,./ ‘\_,\“i',/ e I 1
Co o s | oa gt
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L A SN L -k
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4
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Esse complexo mibe a multiplicagdo celular suprimindo a sitese de DNA ¢
RNA.

A . . - . . .
t ® pesquisaram a ligagdo de daunomicina com o nicleo

Frizard ¢ Suillero
celular ¢ com o DNA purificado , enquanto estudos de difra¢do & raio X , fornecem
estudos sobre a ligagdo especifica da daunomicina no complexo daunomicina

oligonucleotideo.

% estudou a inibigio do crescimento celular de Bacillus subticis ¢ de

Kersten
Escherichia coli pela davnomicina ¢ ovtras substincias. Para a daunomicing a
sl . do a dos da & S de 5 LT 2reilFre enhiilic
inibigio ocorre quando a dosagem da droga é de 5 pg.ml™ para o Racillus subiilis ¢

15 pg.mL" para a Ischerichia coli,
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L3- CORANTES :

Os corantes 530 aditivos usados para dar cor ou realgar o pigmento. Segundo a
FAO (Organizagio de Alimentagio ¢ Agricultura da ONU), aditivo alimentar ¢
qualquer “substincia nio unutrtiva adicionada intencionalmente ao  alimento,
geralmenie e quantidades pequenas, para melhorar sua aparéncia, sabor, texiura ¢
propricdades de armazenamento™. A importincia da indistria de corantes decorre da
necessidade de manutengdo da cor natural do alimento como um fator fundamental
para o markeling do produto. O anmazenamento dos alimentos, apés a collicita ¢,
principalmente no sen processamento, quando expostos a altas temperaturas, ou amn
presenga de outros composentes ¢ aditivos pedem fevar a alteragdes de sua cor
natural, em conseqiiéncia, o uso de corantes tera sido crescente na mdistia de
alimentos. “So muitos os gue consideram desnecessario o emprego dessa classe de
aditivos e alimentos. G comité misto da FAOQ/OMS de peritos em aditivos
alimentares, em sua reunido de 1950, conveio que existem cases Bas uis o uso de
corantes alimentares € justificado e que o nelhor modo de regular o s2u uso € ¢
estabelecimento de uma hista de corantes autonizados, que tenham sido ensaiados
adequadameme em animais™ 0

A legistacio alemi cm 1952 agrupou os corantes em 3 classes:

1 - classe dos corantes inefensivos;

2 - corantes que até methor juizo poderiam ser usados, mias que, anies de sua

admissdo como nolensivos, ainda dependeriam de algmnas experiéngias,

3 - classe dos corantes nalurais.,

Em 1956 a OMS estabeleccu uma fista inclatedo 50 corantes naturais ¢ Hd
siptéticos, permilidos e 43 paises.

Nes Estados Unidos @ primetra legislacio especifica para o “Food an Drug
Act of 19067 cmuncrou sete coranles que poderiam ser wsados em alimentos; no

decorrer do tempo, novos corantes foram adicionados a esta lista..

14
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O“Foud Drug and Comestic Act of 19387, substituiu o “Act of 19067, sendo
criadas trés categorias de corantes FD&C colors, D&C colors ¢ Ext D&C.

Sob o novo ato, os momes foram suprimidos, sendo usados prefixos e
nimeros. Por exemplo, amaranto — passou a ser FD&C Red n°® 2.

1. FD&C corantes: sio corantes que podem ser legalmenic usados em

alimentos, drogas ¢ cosméticos.

)

D&C corantes: coranles gue podem scr legalmente usados em drogas e
cosméLCos.

3. Ext. D&C corantes: podem ser legalmente usades somente e drogas de

]

aplicagiio extemna ¢ cosméticos.

Os corantes também podem ser dentificados por meio de mimeros de ¢ico
algavismos. Por esemplo,  Amarelo Crepisculo ¢ o 15.985 sepgundo o “Colour
Index™. O “Coiowr Index” ¢ resultado do trabalho empreendido pela “Socicty of
Dyers and Colourists™ ¢ foi feito gragas a cxpansio da indistria brtdnica de
fabricagdo de tintas durante a guerra de 1914 a 1918, Essa prande expansdo gerou a
necessidade de um levamtamenio de dados atualizados das tintas  comerciais
disponiveis. A publicagio o “Colour Index” foi feita em 1924, ¢ seu suplemento,
em 1978,

Com a colaberagio da “Amcrican Association of textit Chemists and
Calouses™, dos BUA, toi publicado o “Colour Index” de {945, A Segunda edigiio de
1956 foi dedicada & memona de Perkin, como fundador da mdista de comames
derivados da hutha, O “Colour fndex”, 2" edigho de 1956, se compie de quatre
volumes, cuyjo contendo cstd dividido em 3 partes:
rarte 1 Tintas ¢ pigmentos classificados de acordo com seu uso (volumes e H);

Parte 3 Tintas ¢ piementos classificados de acordo com sua constituigio quimica;
Index dos compostos intermedidrios (Volumelll) ¢
Parte 11: Abreviagdes usadas no Colour Index. Esclarecimentos para as abreviagives

usadas pelos fabricanies de tintas ¢ pigmentos, referéncias Rlerdoias cte. (volime 1V).

15
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Considera-se corante natural o pigmento ou corante mocuo extraido de
substdneia vegetal ou animal. Os principais utilizados em alimentagdo sdo: 1-
Agafiriio ou curcumina; 2- Antocianinas; 3- Carmim (coca em pd) e dcido corminico
{(solugio);, 4 Carvio; 5- Clorofila clprica, sal de sodio de clorofila ciprica, sal de
potassio de clorofila ciprica; 6~ Hemoglobina; 7- Paprica; 8- Extrato de urucum,
bixina, norbixma; 9- Urzela; 18- Vermeiho de beterraba.

A sintese de anilina por Perkin emn 1856 deu margem & fabricagiio de imtuneros
coramntes sintéticos®?. “A capacidade dos produtos de sinicse de comunicar wma
intensidade de cor suficiente &s preparagdes, As quals 05 mcorporamos, ¢ de tal forma
mais importante do que a matoria dos compostos orgdnicos naturais, que ¢casionou a
rejeigdo dos corantes naturass ha muitos anos.”

Qs pramcipas silo:

v Corantes vermeihos: Escarleiec GN, Bordeax S, eritrosina;
v Corante alaranjado: amarelo crepisculo;
v' Corantes amarelos: amarelo dcido ou amarelo solido, tartrazina ¢

v Corantes azws: [ndigotina, azul de Indantreno.

As informagdes disponivels a respeito das propricdades binldgicas de corantes
¢ flavonzantes (aditivos alimentares) siio freqiientemente sumdnias e incompletas,
cmbora atualmente, decisdes sobre se um composic pode ou nio ser usado com
segurangs, sclam feitas baseadas nestas informagdes. A comprovogio de que muitas
stibstineias wsadas como corantes ¢ flavorizantes em alimentos sdo potencialmente
mutagéuicas, fem cstimufado o aumento no mteresse em estudos do ponto de vista
{oxicolagico destas substincias®™.

Alpms aditivos alimentares #8m sido protbidos devido a sua toxicidade. Por
exemplo, o composto 2-(2-Furile}-3-{5-nitro-2-firilojacrilamida (AF-2) foi wsado no
lapao come conservante alimentar até 1965, data em que foi banido devide a sua
carcibogenicidade em  antmais experimentais™, Outea substincia, o coranle p-

dimetiluninoazobenzeno (amarelo manteiga), um azo composto, foi proibido para




Pesseriacio de Mlestrads {nteeducin

uso em  alimeatos nos  Estados Unidos ¢ Buvopa,  também devido a sua
carcinogemicidade em virias espécies animais®?

No ecuso de medicamentos, os corantes sfio utiizados para melbhorar a sua
aparéncia e proporcionar wna identidade ica para o produto. Existem mais de 1900
corantes aprovados pelo FDA para uso em preparagdes farmaccuticas™. A maiotia
das formulagdes para dosagens Hguidas contém de um a trds corantes U6

A exposi¢liv a corantes cm medicamentos tem sido assoctada com reagoes de
hiperseusibilidade em pacientes sensivers, mchundo aafilaxia, bronguiconstrigiin,
angioedeina, untichvia, dores abdommials, vomiles ¢ dermatite de comato. Vmboa
sem confinnagiio cm experimentos clinteos controlados, tambidm tem sido sueende
ame lipagho eatie corantes,  hperatividade ¢ comportamento aynessive o
criangas®
Apesar dos estudos epidemvolopicos  dos  aditivos abimeniares  serem

iaportantes na mvabiagdo dos riseos toxicologicos emt seres Inmmanos, cles sie
dificeitados porque a expostigdn o pode ser precissmente avaliada, Assim, a
avalingio de riscos doepende mutto dos estudos de toxicidade Taboraterial. O caneinho
notmal parg avalir o penotoxicidade clinen € atvavés de uma biterra de testes in
viro ¢ novive, Os o testes e vive refletem a absorgdo, distnibuwigio, exereciio ¢
auctabolisimo do compusto® ™
e acerdo com dados compitidos pelo Ministro do Sande do Jupdia, aluing
aditiveor alimentaes wsndos neste pais s30 positives vo tdsimn om s estudo de
pensdorackdade e vige, ¢ amitos ndo foram testados dn oo, apesar daingoriinea
dos dados telstivos 2 texicidade obtidos i vive™™,
Estudos tealizades wsande testes cometas (“comel assay”y pas deteceio de
danos cm DHA de argdos de ratos atados com cotantes aze, anteno, trifenibmetano
¢oowmros, moston gue o coraic Amavonio, causy danos e DNA da oifimedela
extomaenl, muna dosypem de 1000 mg‘k‘:g", 3 horag apds o admindstagiio. Apoy 24
do administingio, Amaranta ¢ owlios corantes estudados, spresentarasy danos no
DMA o orpdo gastrtestinal. A CHUTOSING, W COVaINe Namleno, causou danss no
1

INAGD elindnla estonaaeal, colon ¢ boxiga arindrin, epds 3 b de administragio, om

<



uma dosagem de 100 makg” ou eaior™, Lxpertinentos com ratos smchos nara
observar os efeitos da Eritresing na meidéncia de espermatozdides com cabegas
wrcgulares, contagem ¢ mobilidade de espenma indicaram que em doses de 08
rag ke, reduziu 50,8% da contagem padriio de esperma ¢ a mobilidade foi reduzida
em 57%. Nuima dose de 680 mgl;g" de Critrosing, observou-se um aumentn de
157,1%, ew welagdo a0 controle, na incidéneia de espermiatozoides com cabeyns
anormais™ .

Meste trabatho, seriio objetos de estude oy corantes amaranto (fig. N ¢

eritrosing (fig.10) © as possivers mudangas na cstnmera do DA vesabimtes dn

interagdo dessas snbstincias e sus cadeta polinuciconidicn,
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Dissertaciio de Mestradeo Introdugiio

O acompanhamento. da agdo dessas substincias sobre 0 DNA for feito através
do estudo das alterages sofridas na intensidade e posi¢io das bandas de absorgdo e
de emissio do DNA. O ion técbio(lll) foi utilizado como sonda nos cstudos de
fluorescéncia, devido a sua capacidade de fluorescer primariamente com residuos de
guanina e, portanto, ser capaz de detectar perturbagfo ocorrida uas regides do DNA
que coatém particularmente par guanina-citosing.

Conforme o tipo de interagio que ocorre entre o corante ¢ o DNA, o

complexo formado poderd inibir a multiphicacio celalar suprimindo a sintese de DNA

e RNA associado.
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Dissertagio de Mestrado Parte Experimental

Todas as solugdes foram preparadas wtiizando dgua deionizada. A dgua ¢
todo materia! utilizado foi esterilizado na antoclave, segundo o procedimento comun

de esterilizagio.

[1.3.2- Preparagio de solugdes dos corantes Amaranto e Eritvosina

O3 corantes foram pesados na micro balanga ¢ a massa foi quantitativamente
transferida para um baldo volaméirico de 10,00 mbL ¢ completado o volume com
agua. As concentragoes finais dos corantes foram  0,72x10° mol L phra o corante

5 - . .
amaranto ¢ 2.1 2x 107 mol L7 paw 0 coranic erifrosing.

11.3.3- Prepuragiio da soluplio de DNA
Preparon-se 25,00 wl. de uma solugiio estoque de DNA 24,00 pgml”, em

fampdo Tris-HCL, ¢ desta solugio foram vetiradas aliquotas para estudos na regifio

ultravioleta.

£1.3.4- Coustrugdo das curvas padedes para os cotantes Amaranto, Unitosisa

e para 0 DRNAL

Pars cady wma das substineias foram preparadas soluges aquosas, de
concentragles variadas ¢ fedas as leiluras de abserbncia para construgdo das curvas
padrdes. As solugdes dos coramtes em coneentragdes da ordem de 10 mob L7 nio
resultaram em absorbiincias detectiveis pelo aparclho. Portasto, as concentragies
finais do corante Gritrosing trabafbadas foram: 1,2 x 107 1.9 x 10725 % 107 31 x
105 3,5 x 107 4.4 x 107 48 x 107, 5,6 x 107,60 x 107 69 x 107 mol L™, As

s,

concentracGes finais do corante amaranto foram: 0,1 x 197, 2.0 x 167 3.0 » 1975, 4.1

x 107 5,1 x 107 molL . As concentragdes finais do DNA foram: 4,13 x 107, 522 x

105 7,19 x 107 11,75 x 107 mol .
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IL.3.5- Solugdes para estudos na regido visivelfultravioleta do sistemna DNA

x Corante,

Foram preparados conjuntos de solugties teansferindo-se volumes de 0,50 mL
da solugio estoque de DNA para um frasco ependorf de 3,00 mL . A cada win dos

ependorf foi acrescentada uma aliquota de 1,50 mL de cada um dos corantes, a fim de

. obter as’ ccncentfap&es apropriadas iguais a 1,59x10° molL? para o coranie

eritrosing, 0,54;\']0‘5 mol.[fl para o coranic amyanto e 6,00 pg.mL! para 0 DNA. A

seguir foram feitas as Ieituras de absorbincia
- 43
11.3.6~ Complexagdo com Tb™ .

O cloreto de térbio (THCH) 10,00 pmol. L7 foi complexado com DNA do
timo de bezerro 11,00 ;1g.mL", em tampdo Tris-HCL Esta solugdo foi transferida para
sacos de dislise e dialisada por 24 horas em cimara fria, a 4 °C. Apdés 24 horas,
esperoi-se 30 minutos para oblengdio do equilibrio em temperatura ambicnie, antes de

se {azer as medidas de fluoreseéncia.
[£.3.7- Integridade do DNA.

A infegridade do DNA foi estimada em um gel de agarose 0,8% em tampio
TAE (tris-fidroxiaminoacetaio), segundo o procedimento de Sambrook et. 315 0
bromeio de ciidio foi stilizado para a visualizagio do DNA sob luz uivavioleta, Uina
solugdo de brometo de etidio (10,00 mg.mL") for preparada e mantida em fiasco
escute a 4 °C. Uma zliguota de 5,00 ul, dessa solugdo foi adicionada a 100,00 ml. dc
gel néo solidificado . As amostras de DMA foram preparadas, aphicadas ¢ submetidas

a uma voltagem de 3-5 Viem® na cuba contendo o fampdo.
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[1.3.8- Solugio de DNA para estudos de fluorescéncia

Prepararam-se 25,00 mL de uma solugdo estoque de DNA 18,30 ug,mL", em
tampdo tris-HC], e desta solugio foram retiradas aliquotas para estudos de

fluorescéncia.
11.3.9- Solugiio contendo ion terbio(11I)

Preparou-se 10,00 mL de uma solugdo estoque de cloreto de térbio(Ill) 50,00
umollf‘.

11.3.10- Solugdo do corante amaranto para estudo de fluorescéncia

Preparou-se 10,00 mL de uma solugio 5,00 x 10° molL' do corante

amaranto.
11.3.11- Complexagdo com térbio(I1I)

Preparou-se conjuntos de solugdes transferindo-se volumes de 3,00 mL da
solugdo estoque de DNA para estudos de fuorescéncia para sacos de dialise. Ao
primeiro foi acrescentado 1,00 mL de solugdo estoque de ion térbio e 1,00 mL de
agua. Ao segundo foi adicionado 1,00 mL de solugdo de ion térbio e 1,00 mL de
solugdo de corante amaranto preparada para estudos de fluorescéncia. Uma terceira
solugo foi preparada a partir de 1,00 mL de solugdo de ion térbio e 4,00 mL de dgua.

I1.3.12- Preparagdo das amostras de DNA tratado com corante e do padrdo
de DNA para estudos eletroforéticos

As amostras foram preparadas em tubos de microcentrifuga antes de serem

aplicadas no gel. Foi adicionado 2,00 pL de solugio de DNA 6,00 ygmL” com
24
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Dissertagiio de Mestrado Resultados ¢ Discussio

111 - RESULTADOS E DISCUSSAO
111.1-Curvas de Calibracio

Na Figura 11, observa-se a curva de calibragio do corante eritrosina, em solugio

aquosa. Esta curva apresenta um coeficiente de correlagdo de 0, 99924 e o coeficiente de

extingdo molar obtido & de 21465 mol™. L.em™.

- b = -
[=] N S ‘™
TR N

o
©
A

Absorbancia

1 1 N T T T T S|

0 1 2 3 4 5 6 7

(eritrosina] / (10” mol.L")
Figura 11: Curva de calibragio do corante eritrosina (A = 526 nm), em solucdo

aquosa, nas concentragoes: 1,20 x 10 1,90 x 10%; 2,50 x 10°%; 3,10 x 10%; 3,50 x 10°5;
4,40 x 10°5; 4,80 x 10°%; 5,60 x 10°%; 6,00 x 10°%; 6,90 x 10° mol.L",
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Na Figura 12, encontra-se a curva de calibragdo do corante amaranto, em solugdo

aquosa. Esta curva apresenta um coeficiente de correlagdo de 0,99986 e o coeficiente de

extingdo molar obtido & de 19151 mol’ Lem™.

1,0 4
0,8 -

0,6 -

Absorbéncia

0,4

0,2+

0.0 Y T v T T T T T T T -
(1] 1 2 3 4 5

[amaranto] / 10° mol.L"*
Figura 12: Curva de calibragio do corante amaranto (A =522 nm), em solugido

aquosa, nas concentrages: 0,10 x 10°; 2,00 x 107; 3,00 x 1075, 4,10 x
10°5; 5,10 x 10° moL. L™
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Na Figura 13, encontra-se a curva de calibragdo do DNA, em solug¢do aquosa. Esta
curva apresenta um coeficiente de correlagdo de 1,00000 e o coeficiente de extingdo molar
obtido ¢ de 6610 mol'' Lem™. O valor encontrado na literatura para o € ¢ de 6600

- 21 (19,4
mol™.Lem™ %41

absorbancia

0 4 8 12 16
[DNA]/ 10” mol L'

Figura 13: Curva de calibra¢io do DNA (A = 260 nm), em solugio aquosa, nas
concentragdes: 4,13 x 1055 5,22 x 10%; 7,19 x 10°%; 11,75 x 10”° mol.L".
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No nosso trabalho estudamos a intercala¢io dos corantes amaranto e eritrosina com o
DNA observando as absorbdncias na regido ultravioleta/visivel e complexa¢io com o ion
térbio(111).

O estudo sobre o coeficiente de extingio molar € do DNA foi necessirio para
verificar se o valore de €, para as solugdes de DNA, estava de acordo com a literatura*™*?,

O DNA de timo de bezerro utilizado nos experimentos apresentou uma relagiio Ajgg /
Asgo (0,388 / 0,220) (Figura 13) igual a 1,8 , estando dentro dos valores considerados na
literatura (1,8 - 2,0) e sendo aceito em estudos sobre interagdes entre substincias quimicas
e 0 DNA™ . A absorbincia em 260 nm refere-se a0 DNA no seu comprimento de onda
caracteristico e a absorbancia em 280 nm refere-se a preseng¢a de proteinas presentes no
DNA.

30
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I1L.2- Estudos na regiio Ultra Violeta / Visivel

Na figura 14 ¢ mostrado o espectro de absorgdo na regido UV/Vis do corante
Amaranto, em solu¢do aquosa e em concentragdo 0,54 x 10° molL'. O corante exibe

maximo de absor¢do em 520 nm.

Figura 14: Espectro UV/Vis da soluciio aquosa do corante amaranto com

concentracio 0,54 x 10 mol.L™,
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Na figura 15 € mostrado o espectro de absor¢do na regido UV/Vis do DNA extraido
do timo do bezerro, em solugdo aquosa € na  concentragdo 6 pg.ml’. Observase o

maximo de absorgdo em 260 nm.
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Figura 15: Espectro UV/Vis da solugiio aquosa do DNA com concentragio 6,00
pg.mL".
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A figura 16 mostra 0 espectro de absor¢do na regido UV/Vis do corante amaranto

r

em solugdo aquosa € em concentragdo 1,59 x 10° mol.L", com adigio de DNA 6,00

pgmL™t,
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Fiocura 16: Espectro UV/Vis da solugio aquosa da mistura do DNA na

-1 = -5
concentracio 6,00 pg.mL™ com o corante amaranto na concentragio 0,54 x 10

mol.L™.
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A figura 17 mostra o espectro de absor¢do na regido UV do corante eritrosina em

x .5 .
solu¢do aquosa e em concentragdo 1,59 x 107 mol.L™".
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Figura 17: Espectro UV/Vis da solu¢iio aquosa do corante eritrosina com

concentracio 1,59 x 10° mol.L™,
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A figura 18 mostra o espectro de absor¢do na regido UV do corante eritrosina , em

solugdo aquosa e em concentragdo 1,59 x 10° mol.L" com adi¢do de DNA 6 ng.mlL™" .
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Figura 18: Espectro UV/Vis da soluciio aquosa da mistura do DNA na

concentragio 6 pg.mL" com o corante eritrosina na concentracio 1,59 x 10° mol.L".
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Tabela 1 — Leituras dos comprimentos de onda e absorbincias do DNA, dos corantes

Eritrosina e Amaranto, e das respectivas misturas.

|
i
i
i
|

Figuras| Selugdes Concentragdes Amax / (Nm) Absorbincia
aquosas

15 DNA 6pugl’ 260 0,134
17 Eritrosina 1,59 x 10~ mol L™ 526 0.342
14 Amaranto 0,54 x 10° mol L™ 522 0,103
18 DNA + As mesmas 260 0,144
Eritrosina 526 0,319
16 DNA + As mesmas 250 0,203
Amaranto 260 0,174
522 0,089
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Comparando-se as figuras de 14 a 18 e dados na Tabela 1, observam-se vanagdes na
intensidade de absorgio evidenciando algum tipo de nteragio do corante com 0 DNA,
como intercalagdo entre os pares de bases adjacentes o que acarretaria variagées na
estrutura do DNA como alongamento da dupla hélice, distorgdo da cadeia agucar-fosfato e
conseqiiente deformagdo da estrutura regular helicoidal ou interagdo com os grupos fosfato
na superficie externa do DNA®Y. O aumento da absorgdo no DNA nativo foi acompanhado
pelo aumento na absorbancia do DNA, uma vez que a diminuigio nas interagdes de
hidrogénio tém como conseqiiéucia, 0 aumento 4 exposigdo das bases nitrogenadas a luz"".

As variagdes uas intensidades de absorgdo foram registradas como um deslocamento
hipocromico dos corantes eritrosina e amaranto e deslocamento hipercromico do DNA,
alteragdes que também foram acompanhadas por deslocamento no compnmento de onda
(1) de absorgdo miximo do DNA, no caso do corante amaranto.

No estudo das figuras 14, 15 € 16 observa-se a agdo do corante amaranto sobre o
DNA. Na Figura 16 pode-se constatar que 0 maximo de absor¢do do DNA foi deslocado de
260 nm para 250 nm. O seu deslocamento hipercromico foi acompanhado no A 260 nm. A
figura 15 apresenta o valor de absorgdo em 260 nm igual a 0,134 enquanto na figura 16
pode-se observar um aumento de 29,8% na absor¢do do DNA com o corante (absorgdo de
0,174). O deslocamento hipocromico do corante pode ser acompanhado observando-se as
figuras 14 € 16 no A 522 nm. A figura 14 apresenta o valor de absor¢iio do amaranto 0,103
enquanto na figura 15 constata-se uma queda de 13,6%, com valor na absorgio de 0,089.

Os deslocamentos observados para 0 DNA e corante evidenciam a intera¢do do
corante entre os pares de base, o que pode ser comprovado pela diminui¢io na
concentragdo das moléculas livres do corante, ou seja, que foram intercaladas (13,6%). O
aumento da absorgio do DNA em 260 nm ndo pode ser atribuido unicamente as mudangas
estruturais sofridas em fungdo do corante; é preciso considerar também a agfio da DNAse
que , atuando sobre o DNA provoca aumento de absorgiio, embora todos os cuidados
tenham sido tomados para evitar a presen¢a da DNAse; o matenal utilizado foi autoclavado
¢ as amostras preparadas exatamente no momento de sua utilizagdo.

No estudo das figuras 15, 17 € 18 observa-se a agdo do corante eritrosina sobre o
DNA. Observando-se as Figuras 15 ¢ 18 verifica-se 0 deslocamento hipercromico do DNA

no A 260nm. A absorgdo do DNA passou de 0,134 para 0,144, um aumento de 6,67%. O
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deslocamento hipocrdmico do corante eritrosina pode ser acompanhado pelas figuras 17 e
18; a absor¢do da entrosina na Figura 18, apresemta uma absorgdo de 0,342 em 526nm
enquanto na figura 17 a absor¢do encontrada é de © 319.

O deslocameato hipocromico da eritrosina ~evela uma queda de aproximadamente
6,72% na concentragdo de moléculas livres do corante, ou seja, 6,72% de moléculas do
corante foram intercaladas. A intercalagdo da eritrc:sina é muito menor quando comparada a
encontrada para o corante amaranto (13,6%). Este Zato evidencia que a intera¢do do corante
amaranto com 0 DNA ¢é mais efetiva que a do corante eritrosina. Essa diferenga pode estar

. . : PR )
relacionada a estrutura do complexo de intercalagic .

Para elucidar essa questdo € necessario um estudo sobre a estrutura do complexo de
intercalagdo. Estudos envolvendo difragdo de Raics-X seriam indicados para explicagdes
mais detalhadas quanto a forma como o corante interage com 0 DNA®Y.

Existem diversas possibilidades de interagdo que dependem essencialmente da
estrutura ¢ geometria do agente intercalante. Patel estudou a interagdo da daunomicina™?
com o DNA ¢ a explicagio mais plausivel para as modificagdes observadas foi a interagio
entre os grupos fendlicos, via ligagSes de hidrogémio, com os grupos fosfatos ou com as
bases nitrogenadas de ambas as fitas. Estes estudos envolveram variagdes na intensidade de
fluorescéncia a medida que ocorria a intercalagdo em sitios com diferentes combinagdes de
bases purinas e pirimidinas. A seletividade da daumomicina por pares de bases citosina-
guanina pode ser explicada pela interagdo dos grupos -OH fendlicos através de liga¢des de
hidrogénio intermoleculares com os elétrons « das tiases C-G ou com o atomo de nitrogénio
2 (N2) ou oxigénio 6 ( 06) de guanina e oxigénio 2 (02) de citosina?.

Sobell‘"’, em estudos envolvendo a proflavina intercalada em guanosina, comprovou,
via difracdo de Raios-X, que a proflavina intercala com o eixo molecular maior paralelo ao
par de bases pareado, formando ligagdes de hidrog<nio entre seu grupo amino e os Atomos

de oxigénio dos grupos fosfatos.
Outras formas diferentes de interagdo com o DNA podem ser encontrados em estudos

. cqe (4
envolvendo quinacrina ¢ mostarda de acridina®?.
Portanto, para elucidar a questio sobre o tipo de interagio corante-DNA sdo

necessarios estudos envolvendo variages da forga 16nica do meio em fungio da absorgio,
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RMN para acompanhar o deslocamento protdnico e difragdo de Raios-X para o estudo da

estrutura do complexo formado.
Os resultados obtidos na regido ultravioleta / visivel permitem que se calcule a

concentragdo de ions fosfatos (Ppwa) presentes no DNA, utilizando o & no valor de 6600
-1 -1 . ,yt ,
mol”.L.cm™ em Az, 0 numero de sitios (Spna), 0 niimero de pares de bases por molécula

do intercalador R e a coucentragdo de corantes intercalados. Estes calculos sdo mostrados a

seguir.
A partir da equagdo de Lambert-Beer:
A=c¢bc

onde A ¢ a absorbdncia do DNA, sendo iguala 0,134 para 6 ug L',
& ¢ a absortividade molar do DNA, sendo igual a 6600'moi * [.cm™

b é o caminho 6ptico, sendo igual a Icm.

¢ corresponde a concentragdo do ion fosfato
Portanto, a concentragdo inicial de fosfato no DNA ¢é:

[PowaJinicial = 2,03x10°

[Sonal = [Ponal /2 =1,02x10 S mol L (a cada dois grupos fosfatos corresponde um

sitio de intercalagdo)

Para o corante amaranto:

[Sowa livre = [Ponal/2 - [amaranto]iercatata
= 1,02x10°-0,07x 10" =0,95 x 10™° mol.L"
[Ponalive = [Ponaliniciat - [amarantofintercatada

=203x 10°- 0,07x10° = 1,96 x 107 mol.L"!

R = [Spna] / [amaranto Jinsecatada
= 1,02 x 107/ 0,07 x 10° = 14,67, ou seja, em tomo de 14 pares de

bases por molécula de amaranto intercalada
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Para o corante eritrosina:

= [PDNA]/ 2 - [eﬁtrosina]m(uwm
=1,02x10° - 0,11 x10° = 091 x 10 mol L*

[SDNA]li\n:

[Ponalinre = [Ponaliica - [entrosina)inercaada
=203x107 - 0,11 x 107 = 1,92 x 10° mol L

R =[Spwa) / [eritrosina]intercaiada
= 1,02x 107/ 0,11x 10° = 927 | ou seja, em tormo de 9 pares de bases por

molécula de eritrosina mtercalada

Observa-se que o nimero de pares de bases por molécula do intercalador R para o
amaranto € aproximadamente 63% maior que para a eritosina.
O niimero de moléculas de eritrosina intercalada ¢ 49.41% menor que o mimero de
moléculas de amaranto que sofreram mtercalagio.
O modo como a molécula vai interagir com o DNA depende muito das suas proprias
caracteristicas; as alteragdes provocadas na conformagio da cadeia lateral do DNA sio
induzidas por interagdes eletrostiticas ¢ interacdo de Van Der Waals entre o agente

intercalante € o DNA. Até mesmo as diferengas quanto 4 planaridade da molécula podem

afetar o tipo de interagdo il

Considerando-se as estruturas de menor energia das moléculas dos corantes (Figura
19 a e b) observa-se que o amaranto é mais planar que a eritrosina. Provavelmente, a
presenga dos trés grupos sulfonicos no amaranto dificultam a sua entrada nga cavidade
hidrofébica do DNA. Considerando-se este raciocinio, a parte do amaranto que deve
interagir deve ser a que possui apenas um grupo sulfonico. Observando-se a proje¢do
espacial da molécula fica claro a proximidade deste grupamento sulfomico com 0 grupo
hidroxila fenélico, o qual podera formar ligagdo de hidrogénio, estabilizando o complexo
DNA/corante.

A molécula de eritrosina nio exibe total planaridade e deve interagir de forma
diferente do corante amaranto. A intercalagio podera ocorrer de forma que uma porgdio da
molécula do corante fique paralela ao plano definido pelas bases pareadas enquanto sua

outra porgdo interage na superficie externa do DNA. A estabilizagio do complexo se dara
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por forgas eletrostiticas, interagdo de Van Der Walls ou formagdo de ligagdo de hidrogénio
envolvendo o grupo carbonila, ou um atomo de iodo, com uma molécula de agua ¢ a base

nitrogenada. O tipo de ligagdo de hidrogénio que ira ocorrer vai depender das bases entre as

. « 51
quais a intercalagdio ocorre®".

Figura 19: Estrutura espacial de menor energia das moléculas dos corantes amaranto

(a) e eritrosina ( b)®?
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111.3- Estudos de Fluorescéncia das solugdes com ion térbio(ILI)

A Figura 20 mostra o espectro de fluorescéncia do DNA / térbio(IIT); DNA /
corante amaranto / térbio(III) e térbio(Iil). A Figura 21 apresenta o espectro de

fluorescéncia do DNA / térbio(Ill) e corante amaranto / térbio(1II).
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Figura 20: Fluorescéncia
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do Térbio: (2) DNA / térbio(I1I); (b) térbie(I1X); (c) DNA /

corante amaranto / térbio(11I).

o400 i
O
o §
L3 1 nf
9 hy Jl
® sl B
I8 ¢ ”’ ¥ h a
= ¥y i
E ;f § )Y b
o 4 I
o 2004 | \‘ [y
© ; y [N
g ] «"1‘ /
? o i “"‘m,)
“~
& 100 - ‘ A l’ ‘! \Lf
€ f*—v sl
£ . Iy S VA \"""‘H*”'k ‘M””A
8 T
500 550 6o 85

Comprimento de onda, nm

Figura 21: Fluorescéncia do térbio: (a) DNA / térbio(III); (b) corante amaranto /

térbio(111).
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Os espectros de florescéncia das solugdes de térbio puro, térbio com corante e
térbio com DNA e corante, com comprimento de onda de excitagdo em 220 nm,
revelaram picos caracteristicos de fluorescéncia em 550 nm. O comprimento de onda de
absorgdo em 220 nm e comprimento de onda de emissdo em 550 nm, para o ion térbio(IIT),
foram otimizados, para maximizar a transferéncia de energia e minimizar o espalhamento
de luz de fundo.

Pela andlise da fizura 20, observa-se a baixa fluorescéncia do ion térbio(IIl) em

solucdo aquosa € 0 aumento de sua fluorescéncia quando em solu¢do contendo DNA, o que

Iy 2,22)
ja foi amplamente confirmado™ **.

Este aumento pode ser explicado pela interagdo do ion térbio(IIl) com dcido

nucléico que atua como aceplor de energia a qual é doada mais eficientemente por pares de

bases C-G*= .

O ion térbio(1ll) higa-se a0 acido nucléico através da carga negativa do oxigénio do
snion fosfato, como sugerido pela maioria das pesquisas'” *. Em estudos com oligdmeros
oligo(dG)s #?, verificou-se a relevincia da proximidade do térbio(I11) a base guanina; os

resultados encontrados foram relacionados ao comprimento favoravel a formagdo do sitio

de ligagio que justapoe
oligo(dG)e, oligo(dGls, oligo(dG)a, poli(dG), d-GMP, ndo possuem comprimento

o jon térbio(IIl) com a base guanina. Os outros oligdmeros

favoravel, nio permitindo a formagdo de um sitio de ligagdo analogo.
Uma perda de 70% na habilidade do DNA para aumentar a fluorescéncia do ion
térbio(IIT) foi encontrada apds reagao do DNA com a substincia N-acetoxi-2-acetil-

aminoflior®”, o que comprova a capacidade desta substancia em ocupar o lugar que o ion
térbio(IIT) ocuparia no DNA.

Pelo estudo da Figura 20, observa-se que ndo houve aumento na fluorescéncia do
jon térbio(111), quando em solugdo de DNA contendo corante amaranto. Isto comprova a
interagio do corante com O DNA. A Figura 21 mostra que o corante ndo modifica a

fluorescéncia do fon térbiedI). A interferéncia do corante na capacidade da guanosira em

aumentar a fluorescéncia do ion térbio(Ill), ocorre devido a ndo acessibilidade do ion

térbio(11l) ao oxigénio do dnion fosfato da guanosina. A intercalagio do corante entre os

pares de base do DNA explica amplamente o efeito observado na figura 20.
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A interagdo de vanas substincias com o DNA, via intercalag3o, estd bastante
comprovada através do acompanhamento de alterages sofridas nos comprimentos de onda
¢ posigdes das bandas de absor¢do ¢ de emissio do DNA. Experimentos eunvolvendo
difragdo de raio x e dicroismo circular também tem sido usados para o acompanhamento da
interagdo de substincias no DNA. Estudos envolvendo derivados de acridina'?,
apresentam um difratograma que indica que o complexo formado aumenta o comprimento
do DNA com distor¢do da sua estrutura regular helicoidal. Esta distor¢dio ocorre a medida
que a substincia intercalante se aloja entre os pares de base do DNA. Este fenémeno ¢
precedido por um processo rapido de difusdo do corante e interagdo com os grupos fosfatos,
onde pode haver a formagdo de complexos oligoméricos.

Mudangas na conformagdo de polinucleotideos sintéticos envolvendo as formas B e
Z, ndo apresentaram mudangas na fluorescéncia do ion térbio(11I). Conseqﬁentememe, a
conversio da guanosina no DNA da geometria anti para a geometria syn, durante a
transi¢do B para Z, ndo € uma mudanga suficiente para permitir uma diferenciagdio no
aumento da fluorescéncia do ion térbio( 1IN,

A presenga do corante amaranto inviabiliza a interagdo térbio/DNA | onde o corante
passa a ocupar os sitios de ligagdo do ion térbio(Ill), e ndo se observa nenhum aumento na
fluorescéncia do ion térbio(Ill), quando em solugdo de DNA tratado com o corante
amaranto. Isto indica que o corante amaranto estd interagindo com os pares de bases CG,
sitio comum para o ion térbio(JII).

A proflavina e a quinacrina tém sua fluorescéncia suprimida por regides ricas em
CG atribuida a um complexo de transferéncia de cargas em que o corante atua como

. . 41
receptor e a guanina como doador de elétrons™?,

E provivel que esteja sendo formado um complexo de transferéncia de cargas onde
0 amaranto esteja atuando como um receptor € a guanina como um doador de elétrons. A
interrupgdo na deslocalizagdo dos elétrons = em cromoforos conjugados causada por uma

interagdo com outra molécula, pode trazer © Auay para comprimentos de onda menores™”.

complexo de transferéncia de carga formado entre o corante amaranto ¢ 0 DNA deve estar
interrompendo a deslocalizagdo dos elétrons n dos pares de base CG do DNA, justificando
o deslocamento do A de 260 nm para 250 nm, quando se mistura este corante com o

DNA, somando-se a propria absor¢do do corante livre, o qual apresenta uma pequena
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absor¢do neste comprimento de onda. O mesmo tipo de interagdo nio ocorre com o corante
eritrosina, uma vez que 0 Aga de 260 nm ndo sofre variagdo. Isto indica que a intercalagio

da eritrosina ocorre por uma interagio diferente da observada para o corante amaranto.
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H1.4- Estudos sobre a Integridade do DNA por eletroforese

A Figura 22 mostra a integridade do DNA com e sem os corantes eritrosina e

amaranto.
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Figura 22: Eletroforese mostrando a integridade do DNA : 1- DNA-Eritrosina, 2- DNA-
Amaranto; 3- controle; 4- A HindIII (marcador de peso molecular).
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A andlise do DNA em gel de agarose 0,8% nos revelou que as amostras de DNA
estdo integras, apropriados para o uso em experimentos espectrofotométricos. A interagio
do corante com o DNA nio provocou alteragdes em sua integridade, pois a eletroforese das
amostras do DNA contendo corante também revelaram uma tnica banda préxima ao ponto
de aplica¢do ( DNA integro ).

Considerando-se o aumento de absorbancia do DNA e a queda de absorbancia dos
corantes causados pela interagdo do corante com 0 DNA, a presenga de uma tnica banda

indica que a interagdo do corante ndo provoca quebras no DNA.
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1V- CONCLUSAO

Este trabalho permitiu concluir que € possivel utilizar as técnicas UV/Vis,
fluorescéncia ¢ eletroforese para mvestigar modificagdes estruturais sofridas pelo DNA em
solugdo contendo corantes alimenticios.

As mudangas ocorridas nos espectros d:: absorgio das solugdes contendo DNA e os
corantes indicam algum tipo de interagdo entre eles. A interagdo de moléculas aromaticas
com o DNA & um processo termodinimico que pode envolver dois mecanismos,
mtercalagdo no DNA ou interagdo em sua superficie externa.

Na verdade, a estrutura em dupla hélice do DNA possibilita, em virtude de
interagdes  hidrofébicas, a estabilizagio do complexo formado. Os complexos
amaranto/DNA ¢ eritrosma/DNA  podem estar sendo estabilizados por Interagdes
eletrostdticas ou ter a sua estabilidade refor¢ada por ligagoes de hidrogénio.

A formagdo de complexos DNA/corante ndo comprometeu a integridade do DNA;
os resultados obtidos através da técnica eletroforese mostraram que 0 DNA nio apresentou
quebras em sua estrutura apds o tratamento com o corante, amaranto ou eritrosina.

Para os estudos de fuorescéncia utilizando o cétion térbio(Il) como sonda, as
alteragdes espectrais podem ser mterpretadas como modificagdes nos sitios CG, onde o
térbio interage, por moléculas dos corantes.

A interagio de substancias na cadeia polinucleotidica causa um desenrolamento na
dupla fita do DNA, o que pode levar 2 um pareamento inadequado das bases, gerando
mutagoes. Além disso, se ¢ complexo formado for estabilizado por forgas muito efetivas,
isso dificultaria a separagdo das fitas no momento da transcrigio do DNA ou do RNA

associado prejudicando, ou mesmo impedindo, a sintese de proteinas.

Estes fatos justificam a necessidade de estudos envolvendo todos o corantes

utilizados pela industria alimenticia brasileira.
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V- TRABALHOS FUTUROS

Para elucidar a estrutura formada na interagdo corantes eritrosina € amaranto com
DNA e esclarecer a formagdo ou ndo formacio de dimeros, assim como a estequiometria

corante / DNA, sugerimos a continuagdo deste trabalho utilizando as seguintes técnicas:
L.

1- estudo sobre a estrutura do complexo de intercalagio. Estudos envolvendo difragdo
de Raios-X seriam indicados para explicagdes mais detalhadas quanto a forma como
o corante interage com o0 DNA,

2- Variagdes da forga ibnica para verificar a possivel formago de dimeros de corante
na superficie externa do DNA e a caracteristica eletrostatica da interagdo.

3- Estudos sobre a estabilidade do DNA / corante sob a agfio de outros compostos
intercalantes.

4- Estudos da agfio dos corantes em células normais para observar a migragio dos

corantes para o interior das células.
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VI- APENDICE
VI.1 - UV/ Visivel

Todos os compostos sdo capazes de absorver radiaglio eletromagnética, porque

todos contém elétrons de valéncia que podem ser excitados para niveis de energia

maiores™.

A absorgio de energia provoca a promogio de elétrons do estado de energia normal

2 um estado de maior energia, com um tempo de vida curto; os elétrons retornam ao estado

excitado de energia menor, € a energia absorvida € devolvida em forma de Tuz®,

A absorgdo de radiagdo no UV / Visivel ¢ restrita & um nimero limitado de grupos

funcionais (cromoéforos) que contém elétrons de valéncia com energias de excitagio

. .9
relativamente baixas® ),

O espectro eletronico de moléculas orginicas poliatdmicas, contendo cromoforos,

normalmente sdo complexos, porque a somatoria das transi¢des vibracionais nas transi¢des

eletrdnicas leva a um espectro queé ¢ construido por um recobrimento de uma série de

. 49
linhas, gerando uma banda larga™.

Os elétrons que contribuem para as absor¢des caracteristicas de uma molécula

orginica sdo os que participam diretamente na formagdo da ligagdo entre os atomos (sdo

absorgdes associadas a mais que um atomo) ou sdo elétrons desemparelhados (ou ndo

e estdo bastante deslocalizados sobre 0s atomos, como oxigénio, halogénio,

ligantes) e qu
9

enxofre e nitrogénio. Os elétrons niio ligantes s3o designados pelo simbolo n

11 sdo mostradas as energias dos varios tipos de Orbitais Moleculares

elas absorgdes, podem ocorrer™,

Na figura
(OM), onde as transi¢0es responsaveis p
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¥ ﬁ % antiligante
m* & antiligante
n ndo-ligante
n ligante
o ligante

Figura 11: Energia dos virios tipos de orbitais.

As transi¢des sdo, portanto, de quatro tipos: ¢ — ¢*, n— 6*,n — n* ¢ 7—» n*.

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

As transi¢es n— o* sdo geradas por pares de elétrons nio ligantes. Necessitam de

menor energia que do tipo ¢ — o* ¢ ficam entre 150 ¢ 250nm.

A absortividade (g ) deste tipo de absorgdo normalmente fica entre 100 e 3000

L.cm™ mol™.

Quanto as transigbes n —> 7* e n—> n*, muitas aplicagdes da espectroscopia de
absor¢fio em compostos organicos sdo baseadas nas  transi¢des de elétrons n ou n para
estados excitados 1%, caindo na faixa de 200 a 700nm. Ambas as transigdes necessitam de

um grupo funcional insaturado para formar os orbitais 7.
As transigdes n — n* apresentam absortividades molares muito pequenas, estando

no intervalo de 10 a 100 L.cm” .mol ™.
As transigbes © — 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

hipsocrémico ou deslocamento azul.
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Podem ocorrer deslocamentos para A maiores (mas ndo sempre), quando se

aumenta a polaridade do solvente, nas transigdes © —> 1.

Provavelmente, o efeito hipsocrdmico vem devido a um aumento da solvatagio do

par de elétrons nio ligado, abaixando a energia do orbital n®.

Um segundo efeito do aumento da polaridade do solvente e que influencia as

transigdes n—>7* € n—o7* é o deslocamento para comprimentos de ondas maiores, o efeito

~n » 46
batocromico™ ),

Este efeito ¢ pequeno (£5nm) e pode ser sobreposto, nas transi¢des n—n*, pelo
efeito hipsocromico. As forgas atrativas de polarizagdio entre o solvente e a molécula
absorvente tendem a abaixar os niveis de energia dos estados ndo-excitados e excitados. O

efeito sobre o estado excitado € maior € as diferengas de energia tornam-se menores com o

aumento da polaridade do sotvente™®”.

Por outro lado a deslocalizagdo dos elétrons 7, em cromdforos conjugados, abaixa

o nivel de energia dos orbitais 7* dando-lhes um carater menos anti-ligante. Como

conseqiiéncia 0 maximo de absorgo & deslocado para comprimentos de onda maiores. Uma

interrupgfio nesta deslocalizagio de elétrons,

causada talvez por uma interagdo com uma outra molécula, pode trazer o Ay para

: (49
comprimentos de onda menores .

A principal caracteristica da energia absorvida na regido do ultravioleta é a emissdo

de luz, enquanto que na regido do infravermelho € o calor. Assim, a temperatura das

substancias (ou solu¢do) aumenta durante a de
e da energia transmitida em relagdo a energia incidente para

terminagfo do espectro de infravermelho. Em

ambos, o resultado ¢ a analis

uma dada freqiéncia. Ocasionalmente, a energla absorvida pode induzir reagdes

fotoquimicas(s”.
A lei de Bouq

absorgio de luz nos gases © solugdes,

uer - Lambert - Beer forma a base matematica - fisica das medidas de

nas regides do UV/ Visivel ¢ Infravermelho (IV)®?,

lo 100 | _ Av=& .c-d
log| 22| =logl——| = ', ¢a;
Og{I Ju Ogl:T(%) v
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onde:

Ap =log [fﬂ ¢ a absorbancia,
)

To =[;1—} .100em%¢a transmitincia,
0

£ ¢ o coeficiente de extingdo molar.

v é 0 comprimento de onda da medida.
To é a intensidade da luz monocromatica inserida na amostra ¢ I € a intensidade da emergida

C ¢ a concentragio da tAnci .
a ¢ substincia absorvente da luz em mol. dm™> e d ¢

a partir da amostra;
54

o comprimento do caminho da amostra em cm

A absorgdo no ultravioleta e no visivel € causada especialmente por excitagio

eletronica e o espectro fornece informagdes limitadas com relagdo a estrutura da molccula

VL2 - Fluorescéncia

Certas espécies quimicas sdo capazes de absorver radiagdes em um curto

comprimento de onda, e , depois, emitir radiagdo de comprimento de onda maior. A

emissdo que seguc, relacionada com a queda da energia da molécula do mais baixo nivel

vibracional do estado eletronico excitado, para um dos estados vibracionais excitados do
a(50)

nivel eletronico fundamental, constitue o espectro de fluorescénci

O processo de fluorescéncia
ctro de fluorescéncia apés absorver radia¢gio em alguma parte

¢ caracterizado por dois espectros. Uma espécie

fluorescente emite seu €Spe

dentro do seu espectro de excitagio. O espectro de fluorescéncia aparece no lado do

comprimento de onda maior, da banda de absorgio de maior comprimentio de onda, na
?

de bandas de emiss
a da substdncia fluorescente®™.

forma de uma série 30. A relagiio qualitativa se faz com a distribuigdo

espectral da radiagdo de fluoresceni
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A magnitude da fluorescéncia total depende da concentragdo da espécie fluorescent,
e
na solugfio. De acordo com a lei de Beer, a absorbancia ¢ diretamente proporcional 3
a
concentragio. A fragiio da energia radiante transmitida ¢

)
F -tbe

Po

Por conseguinte, a correspondente fragio absorvida ¢9-

1_ L (1 e-i}bl})
Po

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

radiante a absorvida®®:

Po-P=Po(l-¢™)

A intensidade da fluorescéncia total € igual a raziio da absor¢dio da energia radiante

(fétons por unidade de tempo) multiplicada pela eficiéncia quantica da fluorescéncia,-

F=(Po - P)}
de onde,
F=¢ Po(1-e™)™.

No caso de solugdes muito diluidas quando apenas uma pequena fragido da energia
radiante é absorvida (isto €, o termo gbc ndo maior que 0.05), a equacgdo anterior pode ser

simplificada para(sm:

F=K¢ Poebec,

em que K é uma constante instrumental; a fluorescéneia ¢ emitida em todas as diregdes
Z s 50
observadas apenas através de uma abertura limitada®®.

Na andlise fluorimétrica, € preciso ter em conta a eventual interferéncia de
substdncias estranhas, que podem:
a) absorver radiagdo excitadora
b) absorver radiagdo emitida e

¢) emitir fluorescéncia propria,
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d) ou ainda, a substincia fluorescente pode sofrer decomposiciio pela agdo da radiagfio
[ ¢

ultravioleta®”.

V1.3~ Eletroforese

Uma das técnicas mais utilizadas em biologia molecular, a eletroforese™, yga 3
combinagdo de propriedades carga / massa para separar diferentes substancias.

A carga na molécula a ser separada permite que ela se mova, através do gel, em
diregdo ao eletrodo de carga elétrica oposta. Acidos nucléicos e oligonucleotideos
(fragmentos) sdo negativamente carregados em pH neutro, devido 3 presenga dos grupos
fosfatos. Quando estas moléculas carregadas negativamente sdo colocadas em um campo
elétrico, entre dois eletrodos, elas migram totalmente em diregdo ao eletrodo positivo, Em
ambos, acidos nucléicos e olignucleotideos, cada residuo de nucleotideo contribui com uma
carga negativa do fosfato para a carga total do fragmento, mas a massa do 4cido nucléico
ou oligonucleotideo, aumenta correspondentemente. Conseqﬂentemente, a razdo carga /
massa, permanece aproximadamente igual, apesar do tamanho da molécula em questo.
Como resultado, a separagdio ocorre simplesmente com base no tamanho. A separagiio é
feita com o gel na posigdo vertical; o eletrodo negativo estd no topo do gel, e o eletrodo
positivo estd no fundo. Existe um compartimento para todas as amostras e 4 corrente
elétrica é aplicada até que a separagio se complete com o menor oligonucleotideo proximo
ao fundo do gel.

O método mais comumente usado para detectar os produtos separados ¢ baseado no
rotulamento radioativo da amostra, usualmente com isétopo do fosforo de numero de massa
32. Quando o oligonucleotideo rotulado for separado, o gel é colocado em contato com um
pedago de filme de raio - X. Os oligonucleotideos, contendo o isdtopo radioativo, expde a

porgiio do filme com o qual eles estdo em contato.
Quando o filme é desenvolvido as posigdes das substancias rotuladas apresentam-se

como bandas pretas. Esta técnica ¢ chamada de auto radiografia,
Outra forma de detecgdo dos produtos separados ¢ a adigdo do intercalante de base
brometo de etideo, o qual ¢ fluorescente na regido ultravioleta. Ele pode ser adicionado ao

gel de agarose no momento de sua preparagdo. Ao término da corrida eletroforética, o
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suporte contendo o gel com brometo de ctideo e as amostras sdo levadas ao trans
iluminador de luz ultravioleta, registrando a agdo. O gel de agarose ¢ documentado

utilizando o sistema de fotografia instantinea ou sistema automatizado de captura de

imagem.
Quando o DNA gendmico estd integro observa-se uma tnica banda préxima ao

ponto de aplicagdo; quando ele ndo estd integro observa-se um arraste.
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