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Resumo

A espectroscopia Raman é uma ferramenta muito poderosa para determinar
“‘impressdes digitais moleculares” especificas em aplicagcbes médicas. O seu sucesso
tem sido fortemente impulsionado pelo desenvolvimento de métodos de analise de
dados especificos que permitem obter informagdes importantes dos espectros Raman
de amostras complexas tais como tecidos, fluidos e tumores. Assim, esse trabalho
apresentara a caracterizagdo do material genético de dois parasitas do género
Leishmania, a saber, o L. infantum — causador da leishmaniose viesceral (LV) e o L.
major causador da leishmaniose cutanea (LC). Além disso, foram caracterizadas
também as principais bases nitrogenadas que compoém o DNA: adenina (A), citosina
(C), guanina (G) e timina (T), separadamente. Essa caracterizacao foi feita em duas
fases: primeira — antes da irradiagdo das amostras e segunda — apos a irradiagédo com
radiagcdo gama. Foi possivel atribuir a maioria das bandas presentes nos espectros,
as ligagdes e grupos quimicos que compdem os materiais nucleicos. As alteragdes
causadas nos espectros apos a irradiagao foram associadas a dose de radiagdo gama

aplicada.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, Leishmania, DNA, Radiagdo gama, Bases

nitrogenadas.



Abstract

Raman spectroscopy is a very powerful tool for determining specific “molecular
fingerprints” in medical applications. Its success has been strongly driven by the
development of specific data analysis methods that allow us to obtain important
information from the Raman spectra of complex samples such as human tissues,
fluids, and tumors. Thus, this work will present the characterization of the genetic
material of two parasites of the Leishmania genus, namely L. infantum - responsible of
visceral leishmaniosis (VL) and L. major related of cutaneous leishmaniosis (CL). In
addition, the main nitrogenous bases were characterized that make up the DNA:
adenine (A), cytosine (C), guanine (G) and thymine (T), separately. This
characterization was done in two phases, as before and after gamma irradiation of the
samples. It was possible to attribute most of the bands present in the spectra to the
bonds and chemical groups that make up the nucleic materials. The changes in the

spectra after irradiation were associated with the applied gamma radiation dose.

Keywords: Raman spectroscopy, Leishmania, DNA, Gamma radiation, Nitrogenous
bases.
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1 INTRODUGAO

A espectroscopia Raman é uma espectroscopia optica para caracterizacao de
moléculas baseada na dispersdo inelastica da luz monocromatica por uma
determinada amostra. Durante o processo, o féton transfere energia para a amostra
ou recebe energia dela. Esta diferenga de energia do féton que é espalhado,
corresponde as transigdes vibracionais ou rotacionais do material em questdo. As
informagdes obtidas a partir dos niveis vibracional e rotacional da amostra, permitem
o estudo de sua estrutura molecular. Assim, a espectroscopia Raman é usada para
identificar uma grande variedade de produtos quimicos['. Na literatura existem
diversas bases de dados contendo espectros de referéncia de diferentes materiais(®9l.
Esta técnica espectroscépica € amplamente utilizada no estudo de materiais
bioldgicos; por exemplo, proteinas!”-8l, DNAP-12l e cromossomos!'3. Com esta técnica
podemos obter informagdes valiosas sobre a composi¢do quimica, a estrutura
secundaria presente nas macromoléculas e o ambiente quimico circundante de

subunidades especificas!'4l.

Entre as diferentes especificidades da técnica de espectroscopia Raman!'® foi
escolhida a espectroscopia micro-Raman, pelo fato de que as assinatruas espectrais
da composigdo quimica de cada material (“impressdes digitais moleculares”)
acontecem em escalas abaixo da micrométrica. O sucesso no emprego da técnica
micro-Raman, tem sido fortemente impulsionado pelo desenvolvimento de métodos
de analise de dados especificos, que permitem obter informagdes importantes dos
espectros vibracionais de amostras complexas; tais como tecidos, fluidos e tumores
humanos!'®l. Além disso, a partir do principio da espectroscopia Raman intensificada
pela superficie (Surface Enhancement Raman Spectroscopy — SERS) nés utilizamos
a configuragao micro-Raman, juntamente com um substrato especifico cuja frequéncia
de plasma estava em ressonancia com a linha de excitacao do laser, a fim de melhorar
a resposta do sinal espalhado das amostras de DNA dos parasitas Leishmania

infantum e L. major 10141,

A leishmaniose visceral (LV) é endémica em 65 paises, com 500 mil novos
casos notificados anualmente; sendo 90% dos quais, concentrados na india, Nepal,

Sudéao, Sudao do Sul, Bangladesh e Brasil (sendo este ultimo responsavel por
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aproximadamente 90% dos casos nas Américas)'’l. Sua importancia levou a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a inclui-la entre as seis doengas consideradas
prioritarias no programa de controle da referida instituicaol'®l. Apesar disso, as
doencgas causadas pelos parasitas do género Leishmania ainda sao negligenciadas;
talvez pelo fato de afetar, na sua maioria, pessoas em situagdo de vulnerabilidade

socio econbmica.

O DNA é uma molécula grande com uma estrutura helicoidal dupla bem
conhecida. E constituida por duas cadeias unidas por ligacdes de hidrogénio entre as
bases. A "espinha dorsal" de cada vertente consiste em grupos alternados de agucar
e fosfato. O agucar envolvido é a desoxirribose. Em anexo a esta estrutura estéo
quatro bases, cuja sequéncia especifica o codigo genético. Duas das bases sao
grupos de anel unico (pirimidinas); chamadas timina e citosina. Duas das bases sao
grupos de anel duplo (purinas); chamadas adenina e guanina. As bases em
sequéncias opostas devem ser complementares:adenina pares com timina, e guanina

pares com citosinal'%-22],

Existem fortes evidéncias de que o DNA ¢é o principal alvo para os efeitos
bioldgicos da radiagéo, incluindo a morte celular, carcinogénese e mutagdo. Nesse
sentido, a radiagdo ionizante induz um grande numero de alteragdes no DNA, a
maioria das quais sdo reparadas com sucesso pela célulal'’l. Essas alteragbes se dao,
por exemplo, com a quebra de fita simples (Single Strand Break — SSB) ou a quebra
de fita dupla (Doubble Strand Break — DSB) do DNA e com as quebras das ligagdes
de hidrogénio com e sem perda de base. A primeia ateragdo ocorre quando uma dose
de radiagao ionizante; raios X, por exemplo, quebra apenas uma das duas cadeias
que formam a hélice do DNA; o segundo caso acontece se a radiagao incidente alterar
duas cadeias em locais opostos uma da outra, ou separadas por poucos pares de

bases de uma mesma hélicel'”- 23l

Nesse trabalho investigaremos os efeitos da interagao da radiagdo gamma com
as bases timina, guanina, citosina e adenina; bem como os DNAs de duas espécies
de Leishmania, a L. infantum e a L. major, utilizando a Espectroscopia Raman. As
doses escolhidas estao dentro dos limites das doses que sdo usadas em tratamento

de Radioterapia.

A estrutura desse trabalho foi organizada como segue. A Secdo 2 aborda
resumidamente, a teoria na qual esse trabalho foi embasado; discutindo sobre o efeito
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Raman, um panorama das leishmanioses no Brasil e no Mundo, os efeitos da radiagao
no DNA e as grandezas fisicas envolvidas nos processos de medida da dose incidente
nas moléculas em estudo. Na Sec¢ao 3, encontram-se os procedimentos utilizados no
desenvolvimento desse trabalho, incluindo a preparagao e irradiagao das amostras;
além da obtencao dos espectros Raman. Os resultados e discussao a cerca dos dados
obtidos, estardo na Secao 4. Finalmente, a ultima secdo apresenta as nossas

conclusdes e perspectivas em relagao ao trabalho.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Radiagao eletromagnética.

A radiagao eletromagnética tem sua descricdo ondulatéria estabelecida por
James C. Maxwell (1831 — 1879), a qual pode ser descrita por dois vetores variantes
que descrevem a oscilacdo em fase dos campos elétrico e magnético, durante o
deslocamento temporal da onda eletromagnética no espago determinado. A radiagéo
€ normalmente, vista como composta de duas ondas perpendiculares plano-

polarizadas(?4

A figura 1 ilustra uma onda de radiag&o eletromagnética polarizada viajando na
direcao z. Ela consiste de uma componente na diregédo x e outra na diregao y, que sao

perpendiculares entre sil?°!

Figura 1. Onda eletromagnética plano-polarizadal?®l,

A magnitude do campo elétrico (E') em um dado tempo (t) é expressa por

E = E,cos2nvt (1)

! As letras em negrito denotam vetores
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onde Eo € a amplitude inicial e v é a frequéncia da ondal? .

A distancia ente dois pontos da mesma fase em ondas sucessivas € chamado
de comprimento de onda, 1, que é medido em unidades de comprimento, tais como A

(angstrom), nm (nanémetro), cm (centimetro), etc. A relacéo entre elas é:

1A=108cm = 10! nm. (2)

A frequéncia v € o numero de ondas na distancia viajada pela radiagdo em um

segundo. Assim,

3)

V_C
_)_’

onde c é velocidade da luz (3x10" cm/s). Se 1 esta em unidades de centimetros, a

dimenséo de v é (cm/s)/(cm) = 1/s. Esta unidade “reciproca do segundo” & também

chamada de “hertz” (Hz) [?%] .
O terceiro parametro, que € mais comum em espectroscopia vibracional, é o

“‘numero de onda” definido por

v )

7=
A diferenca entre v e ¥ € 6bvia. O numero de onda tem dimenséo de (1/s)/(cm/s) =

1/cm. Combinando (3) e (4), temos/?°.

S_v_1 (5)
C

A radiagcao eletromagnética também pode ser tratada como particula. Essas
particulas sdo chamadas de fétons ou pacotes de energia. Isso se deve ao fisico
alemao Max Planck (1858-1947), que recebeu o Prémio Nobel de 1918 pela
descoberta dos quanta de energia. Cada féton carrega uma energia de

E=hv (6)
onde h é a constante de Palnck, cujo valor mais aceito é h = 6,626x10-3 J.s[26]

2.2 Espectroscopia Raman.

2.2.1 Efeito Raman.
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A espectroscopia Raman estuda a interagao da radiagao eletromagnética com
a matéria; sendo um dos seus principais objetivos a determinagdo dos niveis de
energia vibracionais de atomos ou moléculas. Diretamente obtém-se as diferengas
entre estes niveis, e a partir destas medidas determinam-se as posi¢cdes energéticas
relativas ao nivel fundamental. No caso de moléculas, a regido espectral onde estas
transicbes sao observadas depende do tipo de niveis envolvidos: eletrdnicos,
vibracionais ou rotacionais. Normalmente as transi¢des eletrbnicas estéo situadas na
regido do ultravioleta ou visivel, as vibracionais na regido do infravermelho e as
rotacionais na regido de micro-ondas (em casos particulares, também no
infravermelho longinquo). As diferentes regides espectrais exigem equipamentos
especificos com elementos 6pticos e eletrdnicos apropriados. Sendo assim, cada tipo

de espectroscopia exige uma tecnologia propria 271,

™ /\/\/\/\/\/\/WVWWWVWWV
S~

tipos de radiagdo rado micro-ondas  infraverme o visvel utravideta raios X fﬂ'cﬂﬂﬂﬂ
1072 Fmooasntm 1wl 10710

?ﬂ:m'dsm i %#% P @@

e /oo humans  borbodt a5 podada pot@odbs  mokcubs a omos acmm

*Hﬂwj

104 M0 102 0" 10 10'* 0%

temperatura
correspondente

1K WK 10,000 K 10,000, 000 K
272 °C A73C 8,727 °C ~40, 000, 000 °C

Figura 2. Esquema da regido do espectro eletromagnético correspondente a radiagao
nao ionizante e ionizante. Fonte:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Espectro EM_pt.svg - adaptado.

Quando a radiacgio eletromagnética de energia hv incide sobre uma molécula,
a energia pode ser transmitida, absorvida ou espalhada. No efeito Tyndall 28] a
radiacdo € espalhada por particulas (fumaga ou neblina, por exemplo). No
espalhamento Rayleigh as moléculas espalham a luz visivel. Tanto um como outro

efeito, ndo implicam em alteracdes dos comprimentos de onda dos fétons da radiagao
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incidente, sendo o espalhamento elastico. Em 1928, C. V. Raman (1888-1970)
descreveu outro tipo de espalhamento, conhecido a partir de entdo como efeito
Raman. Este efeito havia sido previsto teoricamente por A. Smekal (1895-1959) em
1923?91, O efeito logo despertou interesse entre os fisicos, que procuraram explicar
seu mecanismo. Em 1934, George Placzek (1905-1955) publicou sua obra
fundamental sobre a teoria do efeito Raman. Os trabalhos experimentais dessa época
se limitavam, em geral, a obtengdo e comparagao de espectros. Na década de 1940
a espectroscopia Raman ja era usada para se obter informacgdes sobre a simetria

molecular e as ligagdes quimicas [?71.

Em um equipamento Raman, a amostra é irradiada com uma fonte intensa de
radiacdo monocromatica, normalmente na regido visivel do espectro (fig. 2).
Geralmente a frequéncia desta radiacdo € muito maior do que a frequéncia
vibracional, porém bem menor do que a frequéncia requerida para a ocorréncia de
transigcdes eletrbnicas. No espalhamento Rayleigh a interagcdo entre a molécula e o
féton incidente € uma colisédo elastica. Uma vez que tanto a energia vibracional como
a energia rotacional da molécula ndo sofrem alteracbes em uma colisédo elastica, a
energia e, portanto, a frequéncia do féton espalhado é a mesma do féton do incidente,

caracteristica principal deste tipo de colisdo!?°.

O efeito Raman pode é considerado uma colisdo inelastica entre o féton
incidente e a molécula, onde, como consequéncia, a energia vibracional € modificada
em uma quantidade AE,,. De forma a haver conservagao de energia, a energia do
féton espalhado hvy, deve ser diferente da energia do féton incidente hv; por uma

quantidade igual a AE,,.

hv; — hvg = AE,,. (7)

Se a molécula ganha energia, AE,, € positivo e, portanto, v¢ € menor que v;, originando
linhas Stokes no espectro Raman. Quando a molécula perde energia, AE,,, € negativo,
e vy € maior que v;, originado linhas anti-Stokes no espectro. Uma comparagéao
esquematica entre espalhamento Raman e Rayleigh encontra-se na figura 3. Na figura

3 a diferenca de energia entre os dois niveis presentes é igual a AE,, = hv,, ?°l.
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Quando o foton incidente interage com uma molécula no estado vibracional
fundamental, a molécula absorve energia do féton e é excitada momentaneamente a
um determinado estado energético intermediario (ou virtual), o qual ndo é estavel
(linhas pontilhadas na figura 3). A molécula, portanto, perde energia imediatamente,
retornando (com maior probabilidade) ao nivel vibracional fundamental, emitindo um
féton espalhado (para compensar sua perda de energia) com mesma frequéncia e
mesma energia do foton incidente. Esse fendmeno é o espalhamento Rayleigh[?7:2% —
fig. 3(b).

A
J
~ ) hvi + hvm

/

(@) (b) (©

Figura 3. llustragdo esquematica dos espalhamentos Raman e Rayleigh. Em (a)
Espalhamento Stokes; em (b) espalhamento Rayleigh; em (c) espalhamento anti-

Stokes!?4l.

No entanto, uma pequena porcentagem das moléculas que se encontram no
nivel instavel, pode retornar a um nivel excitado, ao invés de decair diretamente ao
nivel vibracional fundamental. O féton espalhado, neste caso, apresenta energia

menor que o féton incidente; sendo a diferenga dada por:

hv; — hvg = AE,, = hv,, (8)

onde vg = v; — v,,. Este féton espalhado origina uma linha Stokes no espectro Raman
- fig. 3(a). Quando a molécula decai para um nivel fundamental, a perda de energia é
compensada pela emissao de um féton, cuja energia é hv,,,, que é maior do que aquela
do féton incidente. Este foton espalhado produz uma linha anti-Stokes no espectro
Raman [227.29 - fig. 3(c).
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Como o numero de ocupacdes para cada estado excitado decresce a medida
que o sistema atinge estados de energia mais elevada, a populagdo dos estados
excitados segue a distribuicdo de Boltzmann, assim, deve-se esperar para as bandas
anti-Stokes uma menor intensidade que as linhas Stokes. Isto se verifica
experimentalmente e a relagdo entre as intensidades anti-Stokes (I,5)/Stokes (I5) é

dada porf?729;

b _ (Ut U ©)
IS Vi = Vm

Em temperaturas medianas, a maioria das moléculas encontra-se no estado
fundamental. Linhas Stokes, portanto, sdo mais intensas do que as linhas anti-Stokes.
Esta diferenca aumenta com o aumento da frequéncia vibracionall?”29,
Experimentalmente, observamos as linhas anit-Stokes, ja que as frequéncias

vibracionais, normalmente, sio altas.

2.2.2 Espectro Raman

Quando uma molécula €& exposta ao campo elétrico da radiacio
eletromagnética, seus elétrons e seu nucleo sofrem forgas opostamente direcionadas,
exercidas pelo campo elétrico da radiacdo. Como resultado, os elétrons sofrem um
deslocamento com relagao ao nucleo, criando um momento dipolar induzido, causado
pelo campo elétrico externo. O momento dipolar induzido P, dividido pelo campo

elétrico E, é a polarizabilidade o induzida na moléculal?”-2°l

P= aE. (10)

A polarizabilidade pode ser entendida como a maior ou a menor deformagao
da nuvem eletrénica da molécula em relagdo ao nucleo, causada pela acdo de um
campo elétrico externo. Para que uma dada vibragdo molecular seja ativa no Raman,

ela deve ser acompanhada de uma variagdo na polarizabilidade da moléculal?’-29,

O campo elétrico da radiagao eletromagnético nas vizinhancas da molécula

varia com o tempo, de forma que:
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E = E, cos(2mvt), (11)

onde Eo € uma constante, a amplitude do campo, v a frequéncia da radiagéo incidente
e t é o tempo. Este campo elétrico oscilante induzira na molécula, por sua vez, um
momento dipolar oscilante P cuja frequéncia sera a mesma que aquela do campo

elétrico externo. Combinando-se as equagdes (10) e (11) tem-sel?”29:

P = aEocos(2nvt). (12)

Da Teoria Classica, este momento dipolar oscilatério emitira radiacdo em todas as
dire¢des que apresentarem a mesma frequéncia que a sua (e, portanto, também da

radiagdo excitante) 2729,

Em moléculas, a polarizabilidade a n&o apresenta um valor constante, ja que
certas vibracbes e rotagdes podem causar variagdo nela. Para pequenos

deslocamentos, a pode ser expandida em uma série de Taylor:

da . (13)
a=ay+ (E) q + termos de ordem superior,
0

onde oo é a polarizabilidade de equilibrio, g € a coordenada normal. O subscrito “0”
o sa . N N ~
significa que é € a taxa de variacao da polarizabilidade com relagéo a q tomada na

posicao de equilibrio dos nucleos. Na aproximacdo harmdnica, os termos de ordem

superior podem ser negligenciados. A coordenada normal q varia periodicamentel[?7:2

q = qo cos(2mv,,t), (14)
onde v,, é a frequéncia de vibragédo de g, € qoé uma constante, o valor maximo de q.
Combinando as equacgdes (13) e (14) temos:

a=ay+ (Z—Z)O qo cos(2mv,,t). (15)
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Substituindo-se a na equacao (12) tem-se:

da
P = ayE, cos(2nvt) + (E) qoEo[cos(2mv,,t)cos(2mvt).
0

Utilizando-se de uma identidade trigonométrica apropriada podemos escrever:

da
P = ayE, cos(2nvt) + (E)

E 17
%2 0 [cos 2m(v — v, )t + cos 2m(v + vy )t. (17)

0

Pode-se deduzir a partir dessa equacao que o momento dipolar induzido P varia com
trés frequéncias: v, v — wwe v + vy; podendo portanto, originar espalhamento Rayleigh,

Raman Stokes e Raman anti-Stokes, respectivamentel?7-29],

2.2.3 Modelo Classico para a Vibragao Molecular.

Consideremos um sistema constituido por duas massas pontuais (dois nucleos)
m, € m,, ligados por uma mola de massa desprezivel (ligagdo quimica) com constante

de forca k, conforme mostrado na fig. 4.

My 1z

O i

- [

Axy Axy

Figura 4. Esquema de uma molécula diatdbmica, constituidas por massas m; € m,,

ligadas por uma mola com constante de mola k [?71,

Interessa-nos o pequeno deslocamento dos nucleos durante a vibragao, melhor
descritos pelas variagbes das coordenadas cartesianas de movimento (Ax, Ay, Az)
[27]. Desconsiderando os movimentos de translagéo e de rotagdo, a energia cinética
para a molécula diatdbmica é

1
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enquanto a energia potencial € dado por

1
V= Ek(sz — Ax;)? (19)

Sabemos que este tipo de problema pode ser resolvido pela Lagrangeana (L), na qual

L =T —V.Entaol?’],

a [aL] [ —0 (20)
dt lox ax dt OAxX an )

Desta forma, calculando a lagrangeana da Eq. (20) para cada um dos nucleos,

teremos:
d[or| av _ (21)
dt adxl] * dAx, 0.
e
d
—0. (22)

dt E)sz anz

Resolvendo primeiramente com a equacao (21), usando (19) e (20) teremos:

d{a

1 .
= [— (m, A% + mZsz)]} 6A 2k(sz — Axy) ] =0

9hzx, |12
d .
E{T'HAXJ + k[(Ax; — Ax)(=1)] =0

mlAjél_k(sz_Axl):O . (23)

Analogamente, para a equagéao (22), teremos:

d { g [1 (m, A% + mzAJk%)]} +

9 1
—)_ —k(Ax, — A 2] =
dt lanx, |12 0hx, [2 k(Ax, = Ax,)7| =0
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d
E{mzsz} + k[(Ax, — Ax)] =0

Supondo que as equagdes diferenciais (23 e (24) tenham solugdes periddicas do tipo:

Ax; = Ay cos(2mvt + ¢) , (25)

Ax, = A, cos(2nvt + @) . (26)

onde A, e A, séo constantes. Derivando (25 e (26) em relagdo ao tempo, temos:

d
i (Axy) = —2mvA;sen(2mvt + ¢)

d2
Fre) (Ax;) = —4m?v2A; cos(2nvt + ¢) , (27)

d
i (Axy) = —2mvA,sen(2mvt + ¢)

d2
pres (Ax,) = —4m?v2A, cos(2nvt + ¢) , (28)

e entado substituindo em (23) e (24), teremos

—4m?vim, A, cos(2nvt + ¢) — k[A, cos(2mvt + ¢) — A; cos(2mvt + ¢)] = 0

—47T2V2m1A1 - k(AZ - Al) = O ) (29)

—4m?v2m, A, cos(2mvt + ¢) + k[A, cos(2mvt + ¢) — A; cos(2nvt + ¢)] = 0
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_47T2V2m2A2 + k(AZ - Al) =0. (30)

Portanto, obtemos o sistema de equacgdes:

(—4m?v?m, + k)A; — kA, =0, (31)

_kAl + (—47‘[21/27712 + k)AZ =0. (32)

As equacdes (31 e (32) sdo um sistema de equacgdes lineares e homogéneas, as quais
admitem pelo menos a solugéo trivial A; = A, = 0, como resposta. A fim de obtermos
uma solugdo diferente da trivial, devemos resolver, via regra de Cramer, o

determinante

—4m%v2m, + k —k _ 0 (33)
—k —47T2V2m2 +k
O que implica
(—4n?v?im, + k)(—4n?v?m, + k) —k? =0

16n*vimym, — 4n?v®mk — 4n?v?myk + k* — k? = 0

An?v?[4n?vimym, — k(my + my)] =0 (34)

Logo obtemos as raizes:

v=20, (35)

4m?vimym, = k(m, + m,)

1 K (my + my)
412 mym,

vZ =
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1 [k (36)
2T\l U

onde u é a massa reduzida, definida como,
__mma (37)
(my +my)
Substituindo estas raizes nas equagbes (31) e (32), obtemos paral?”]

[ Vv = 0
(—4m20°m; + k)A; — kA, =0,
kA1 - kAZ = O

Al - AZ . (38)

Esse resultado implica que as amplitudes sao iguais para ambos os nucleos, e

ainda, que Ax; = Ax,, implicando para nés num movimento de translacgéo. E paral?’]

2
1 |k
—kA1+ —47'[2 (E\/;) m2+k A2=0

k(m; + my)
mim,

m;+m
_Al_[g_l]/lzzo
my

—A;my = [(my + my) —my]A,

1 [k

Y 7

_kA1+[_ m2+k]A2=0

A1m1 = _m2A2 ) (39)

que pode ser escrito como

A m, A x4 m, (40)
= = :
AZ mq A Xy mq
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As coordenadas cartesianas de deslocamento representam os deslocamentos
em relag&o a posigao de equilibrio de cada atomo, isto significa que as particulas se
deslocam em diregdes opostas e com amplitudes inversamente proporcionais as suas

massas, ou seja, executam movimento vibracionall?”1.
2.2.4 Descricao Quantica para a Vibragcao Molecular

Seja o hamiltoniano definido como H = T + V. Para o oscilador harmdnico em
uma dimensao, a energia cinética da particula € dada por,
U (41)

1
T=— T=_=
2m?P 7 21 dx?

com o momento em uma dimensao, dado por pz_ihdi e onde y é a massa
X

reduzidal?’],

E a energia potencial elastica como sendo

V=kx?. (42)

Resolver o oscilador harménico simples, do ponto de vista quantico, implica em

encontrar a solugao para a equacgao de Schrodinger, dada por:

HY = EW¥ . (43)

Substituindo as equacdes (41) e (42), na equagao (43), temos

(T+V)¥ = E¥
< A2 d2  kx?

————+— |W =Y,
2udx? = 2 )

a*y 2u kx? (44)
dx? +ﬁ< 2 )Lp_ '

Como a equagao (44) é independente do tempo, podemos dizer que a fungao de onda
€ composta por um produto da dependéncia temporal ei?* com uma fungdo de onda

dependente unicamente da posi¢ao, ¢(x). Ou seja,
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Y (x,t) = eifth p(x). (45)

Assim, podemos reescrever a equacgaol?’l (44)

a2o ). , 2 kx?
LR (E-E)em=0.

dx? h2

(46)

Considerando a fungao de onda dependente da posi¢cado, podemos propor uma

solugdo que satisfaga a igualdade da equacgéo (46), dada por

@(x) = Ae™/2 (47)

Vamos verificar que ela satisfaz o proposto em (45). Logo,

o (48)
dx
e
d? 49
d_xf = —Aae~"/2 4 fa?x2e /2 = —_q@ + a’x%g . (49)
Trabalhando (44) e igualando com (46), tem-se:
- 2u ukx?
—aQ + a“x“p = —ﬁEg0+?q)
- 2u pkx?
-+ ax =_ﬁE+7 ,
e, igualando os termos em ordem de x, temos:
2p 50
a = ﬁE , ( )
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Por fim, substituindo (51) em (50), temos
o_att_mJuk_nlk_n lk (52)
T2 2 h 2 p 2mu

mas, usando a Eq. (36), ficamos com

(53)

Sendo v a frequéncia para um oscilador harménico. Portanto, (45) satisfaz como
solugdo para (44). A relagcado (53) mostra que este valor da energia representa a

energia do estado fundamental do oscilador!?7].

Importante notar que, nenhum sistema fisico descrito por um oscilador
harménico, com energia potencial elastica, possui “zero” de energia. Sendo esta, a

menor energia permitida pelo Principio da Incertezal?7],

2.3 Leishmanioses

As leishmanioses constituem um espectro de doengas causadas por espécies
do protozoario Leishmania, da familia Trypanosomatidae. Estes parasitos exibem
diferentes morfologias celulares, que sdo adaptadas ao hospedeiro vertebrado e ao
vetor, sendo as duas principais formas evolutivas: promastigota e amastigota. As
promastigotas, flageladas, sao encontradas no tubo digestivo do vetor, enquanto que
as amastigotas, sem flagelo aparente, sao intracelulares obrigatérias, podendo ser
identificadas nas células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) do mamifero
infectado Y. Embora a morfologia das formas evolutivas varie, a arquitetura celular
basica é conservada entre elas, sendo que alojado dentro da célula ha um nucleo oval
e uma mitocdndria Unica que ocupa grande parte do citoplasma. Esta possui, ainda,

uma regido em formato de bastdo conhecida como cinetoplasto (caracteristica
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diagndstica dos tripanossomatideos) 3132, O flagelo (aparente e altamente mével das
promastigotas e n&o aparente das amastigotas) € conectado ao corpo celular através

do corpo basal, o qual esta situado dentro da bolsa flagelar [33:34]

A Leishmania produz lesées nos niveis cutaneo (LC), mucocutaneo (LMC) e
visceral (LV). A parasitose é considerada endémica em grandes bacias tropicais,
subtropicais e mediterraneas®®. No Velho Mundo ha apenas um subgénero:
Leishmania; no entanto, no Novo Mundo o género foi dividido em dois subgéneros
(Leishmania e Viannia) de acordo com o desenvolvimento do parasito no trato
digestivo do vetor. Dependendo da area geografica, muitas espécies diferentes podem
infectar humanos; por exemplo, no Brasil umas das espécies mais comuns € a

Leishmania infantum, que causa a LV [36.37],

O parasito é transmitido aos seres humanos pela picada de fémeas de
flebotomineos infectadas. Nas Américas, o vetor pertence ao género Lutzomyia 71, e

no Velho Mundo, ao género Phlebotomus!35-36],

As leishmanioses estao inseridas no grupo de doengas tropicais zoonéticas que
sao negligenciadas. Prevalecem em mais de 98 paises. As figuras 5 e 6 apresentam
uma visdo geral das duas formas clinicas mais comuns da doencga, a LV e LC,

respectivamente.

No mundo estima-se cerca de 350 milhdes de pessoas em risco e a incidéncia
anual das leishmanioses é estimada entre 1,3 milhdes de novos casos, sendo que
700.000 a 1.000.000 para a LC e 300.000 para a LV. Quanto a forma visceral, cerca

de 20.000-30.000 dos casos evoluem para o ébito do portador [32:3%-40],
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Countrivs reparted
imported VL cases

Saudi Arabia - B
Ruzsian Federation - 2
Baigium - 1

Finland - 1
Republic of Moldova - 1
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Figura 5. Distribuicdo geografica dos casos de leishmaniose visceral no mundo, em

2015. Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/.
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Figura 6. Distribuicdo geografica dos casos de leishmaniose cutdanea no mundo, em

2013. Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/.

O Brasil detém a maior concentracao de casos de LC e LV nas américas, acima
de 3.000 novos casos em 2015 para LV e mais de 20.000 novos casos para LC. A
seguir sdo apresentados dois graficos (figuras 7 e 8) que resumem a evolu¢ao dos

casos de LV de 2006 a 2015, para as regides brasileiras. Podemos observar que néo


http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
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existiu surto de LV na regido Sul do pais. Em comparagdo, a regido Nordeste

apresenta uma média de casos de LV acima de 1.500/ ano.

2.500

2,000

1.500

de casos

e, 1.000

500

W._‘\‘\I—-

T

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Ano

[ —MNorte -~ Nordests —+-Sudeste -#-CentroOeste —*Sul |

Figura 7. Casos de leishmaniose visceral por regides brasileiras, 2006 a 2015. Fonte:

http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-

Mapas.pdf.

Sem casos (B)
1a 10 (4}
1M0a S0 (5)
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Figura 8. Casos de leishmaniose visceral por UF de infeccéo, Brasil, 2015. Fonte:

http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-

Mapas.pdf.

A LV foi inicialmente considerada uma doenga rural no Brasil; no entanto,

depois dos anos 1980, surgiu principalmente nas grandes cidades do pais. O primeiro

surto urbano relatado ocorreu em Teresina, a capital do estado do Piaui, resultando


http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-Mapas.pdf
http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-Mapas.pdf
http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-Mapas.pdf
http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-Mapas.pdf
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em 900 casos de LV de 1981 a 1985. Nas décadas anteriores, esta cidade relatou,
anualmente, uma média de 3,8 casos de LV. A doencga entdo se estendeu até Sao
Luis (Estado do Maranh&o, MA) e Natal (Estado do Rio Grande do Norte, RN), ambas
cidades grandes na regiao Nordeste do pais. Desde de os anos 1990, a doenga tem
se expandido ao longo de todo o pais, com casos autéctones relatados em 25% dos
municipios Brasileiros em 21 estados. Em quase 30 anos, o numero médio de casos
relatados por ano aumentou trés vezes, se comparados os periodos de 1980 a 2012).
Antes dos anos 1980, 80% - 95% dos casos aconteciam na regidao Nordeste; porém,
em 2001, pela primeira vez, a proporg¢ao de casos autoctones para aquela regido ficou
abaixo de 80%, tem se mantido estavel até entdo. Esta diminuicdo na proporcéo dos
casos relatados pelos estados nordestinos corresponde diretamente ao aparecimento
da doenca em cidades com populagdes acima de 100.000 habitantes, tal como Belo
Horizonte (Estado de Minas Gerais, MG), Araguaina (Estado de Tocantins, TO),
Campo Grande (Estado do Mato Grosso do Sul, MS), Bauru (Estado de Sao Paulo,
SP), Palmas (TO), Cameta (Estado do Para, PA), Rondonépolis (Estado do Mato
Grosso, MT), Trés Lagoas (MS), Montes Claros (MG) e Aracgatuba (SP). Estas 10
cidades sozinhas séo responsaveis por 15,0% dos casos de LV reportados no Brasil
de 2001 a 2012. Portanto fica claro que a LV € uma doencga de areas urbanas e que

ndo ha sinais notaveis que sua disseminacao esta sob controlel37].

Como podemos observar na figura 8, os dados disponiveis em 2015 mostram
que a LV se concentra predominantemente nos estados MA, Ceara (CE), Bahia (BA)
e MG.

2.3.1 Ciclo de Vida e Morfologia

O parasito possui duas fases distintas em seu ciclo de vida, amastigota e
promastigota (Fig. 9). A forma amastigota € encontrada e se multiplica por divisdo
binaria em células do SFM dos mamiferos hospedeiros. E pequena, arredondada ou

oval, mede de 3 a 5 um, e contém um nucleo grande*'l.

Apds ingestao durante o repasto sanguineo pelo inseto vetor (flebotomineo), a
amastigota se transforma em formas promastigotas (Figura. 9). As promastigotas se
multiplicam no intestino do inseto, se transformando em promastigotas metaciclicas,

e migram para o aparelho bucal do vetor, onde s&o liberados quando a préxima
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alimentacao de sangue é feita. O ciclo de vida completo no vetor € de 4 a 8 dias. Apos
a inoculagao/regurgitacdo dentro do sitio da picada, as promastigotas metaciclicas
muda para as formas amastigotas, depois de serem internalizados por macréfagos
presentes na pele do hospedeiro. Esta mudancga de forma evolutiva ajuda a vencer a

resposta imune do hospedeirol*'l.

MNicleo .
J Membrana plasmatica

I,l'l Cinetoplasto

—— Corpo basal e base do fagelo

Amastigota

Micleo

Cinetoplasto

:TE';“-}\J/*T_

Promastigota Corpo basal Flagelo

Figura 9. Formas evolutivas de Leishmania sp [41].

O ciclo de vida de Leishmania é similar para as LC, LMC e LV, sendo que os
sinais e sintomas caracteristicos de cada forma clinica dependem, principalmente, da
espécie de Leishmania envolvida na infeccdo e da resposta imune do hospedeiro

frente ao parasitol*'].

2.4 Efeito da Radiagdo no DNA
2.4.1 A Molécula de DNA

O nudcleo da célula é a parte mais sensivel a radiacdo e sua sensibilidade é
atribuida a molécula de DNA. Para entender o efeito da radiagao na molécula de DNA,
um conhecimento de sua estrutura é essencial. Ela tem uma estrutura de dupla-hélice
consistindo de duas fitas, as quais sdo como os dois corrimdes de uma escada (fig.
10a). Contudo, existem casos, por exemplo de virus, cuja estrutura é de uma hélice
apenas 2. As fitas sdo conectadas umas as outras ligagdes quimicas entre de quatro
bases nitrogenadas: timina (T), adenina (A), guanina (G) e citosina (C) (fig. 10b). As

bases nitrogenadas sao ligadas as moléculas de agucar, ribose, nas fitas de ambos



37

os lados, e sao pareadas umas as outras por ligagdes de hidrogénio. Estas quatro
bases sdo arranjadas de uma maneira muito especifica para formar um gene
especifico em todas espécies vivas e fornece caracteristicas Unicas para estas

espécies 1923,

Aclicar Bass — — — Base Aglicar
FO, FO,
Aclcar Base — — — Base —— Acicar
Fiy FO,

Figura 10. a: Estrutura dupla-hélice da molécula de DNA composta por quatro bases:
adenina (A), guanina (G), timina (T) e citosina (C). b: Configuragdo de uma molécula
de DNA: fitas sdo formadas por moléculas de agucar ligadas por grupos fosfatos. Os
degraus da estrutura tipo escada sdo formados por bases conectadas umas as outras
por bandas de hidrogénio (linha tracejada) e as moléculas de agucar nas fitas de

ambos os lados(?3!,

A radiagdo pode danificar a molécula de DNA de diversas maneiras; por

exemplot®!;

a) perda de uma base;

b) clivagem da ligagao de hidrogénio entre as bases;

c) quebra de uma das fitas da molécula de DNA (Fita unica);

d) quebra de ambas as fitas da molécula de DNA (Fita dupla).
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Estes efeitos da radiacdo nas moléculas de DNA s&o ilustrados na figura 11.
Estas mudancgas resultam nas tdo chamadas mutagées, que tem efeitos adversos no
cédigo genético. O numero de mutagbes aumenta com o aumento da exposigcéao a
radiacdo. Em exposi¢cdes de baixa dose, as quebras sado de fita unica e podem ser

reparadas através da jungdo dos componentes quebrados na ordem original(?3l.

Em exposi¢gdes mais altas, no entanto, quebras de fita dupla ocorrem e as
chances de reparo diminuem. Também, radiacdo de alta transferéncia linear de
energia (do inglés LET) causam mais danos as moléculas de DNA por causa das
quebras de dupla fita. Se a célula ndo é reparada, ela pode sofrer uma deficiéncia
funcional menor ou uma consequéncia maior (morte celular). Se o dano do DNA

ocorrer nas células germinativas, a prole futura pode ser afetada. [1923],

I
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c | | | | |
[ | I |
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Figura 11. llustragdo dos efeitos da radiagdo nas moléculas de DNA: a Molécula de
DNA normal; b ligagado de hidrogénio é quebrada sem a perda da base; c ligagao de

hidrogénio é quebrada com a perda da base T; d quebra de fita Unica que pode ser
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reparada; e quebras de fita dupla que sao bem separados e podem ser reparada; f

quebras de fita dupla que s&o muito préximas para serem reparadas(?3l.

2.4.2 Agbes Direta e Indireta da Radiagao.

A molécula de DNA de uma célula é o alvo mais sensivel a radiacdo. O dano
da radiagao a célula pode ser causado por meio da agao direta e indireta da radiagao
nas moléculas de DNA. Na acao direta, a radiacdo colide com a molécula de DNA
diretamente, rompendo a estrutura molecular (figura 12). Tal mudanca estrutural leva
ao dano celular ou mesmo a morte celular. Células danificadas que sobrevivem podem
mais tarde induzir carcinogéneses ou outras anormalidades. Este processo se torna
predominante com radiagdo de alta LET tais como particulas a e néutrons, e altas

doses de radiagaol'9-23],

Na acgao indireta, a radiagdo se choca com as moléculas de agua, o maior
constituinte da célula, e outras moléculas orgénicas na célula, através do qual radicais
livres tais como o peridroxil (HOze) e alcoxi (RO2e) sao produzidos. Uma variedade
de reagdes que podem ocorrer apds a radiagao interagir com a molécula de agua é

mostrado abaixo.

H,0 + energia - H,0 + e~
H,0+e” - HOH™

H,0% > H* + OHe (radical livre)
HOH~ — OH™ + He (radical livre)
H*+ OH™ - H,0

He + OHe — H,0

OHe + OHe — H,0,

He + 0, —» HO,e® (peridroxil)

Radicais livres sdo caracterizados por um elétron desemparelhado na estrutura, o qual
€ muito reativo, e, portanto, reage com moléculas para causar um dano estrutural na
molécula (fig. 12). O perdxido de hidrogénio, H202, também é téxico para a molécula.
O resultado da agao indireta da radiacao nas moléculas é a diminuicdo da funcéo ou

a morte da célula. O numero de radicais livres produzidos pela radiagao ionizante
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depende da dose total, mas n&do da taxa de dose. Sabe-se que a maioria do dano
induzido por radiagédo resulta dos mecanismos da agao indireta, porque a agua é

responsavel por aproximadamente 70% dos constituintes da célulal'®231,

"Cn{, QMM

" Acéo direta
C---G
G =--
H
C1H » cJW
<.

Acéao indireta

Figura 12. llustracdo da acgao direta e indireta na molécula de DNA. Na ac¢ao direta, a
radiacao colide com a estrutura do DNA diretamente, ao passo que na acao indireta,
a radiagao produz radicais livres no citoplasma, os quais reagem adversamente com

a molécula de DNA para causar dano estrutural(?3l.

2.5 Grandeza Fisicas

Para falar dos efeitos da radiagdo gama na estrutura dos DNAs apresentados
nesse trabalho, faz se necessario a definicdo de alguns parametros fisicos aqui

relacionados.
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2.5.1 Exposigao

A exposigao, que tem como simbolo o X, é uma grandeza definida apenas para
fétons de raios X e gama, quando estes interagem no ar. Em outras palavras, ela é
uma medida da habilidade dos fotons para ionizar o ar e € de valor limitado na fisica
de radiacdo moderna, porque € definida somente para o ar como meio absorvedor e
para fotons em um intervalo de energia hv, relativamente estreito, de 1 keV <hv <3

MeV. A definigdo de exposigéo &, entaol*344I;

X= (54)
onde dQ é o valor absoluto da carga total de ions de mesmo sinal, produzidos no ar,
quando todas as particulas carregadas (elétrons e pdsitrons) liberados por fotons num
elemento de volume de ar cuja massa é dm, forem completamente freados no ar.
Inicialmente, a unidade de exposicao foi definida como réntgen (com o simbolo de r,
mais tarde modificado para R); sendo a nova unidade no Sistema Internacional — Sl o
C/(kg de ar), de modo quel#3441:

1R = 2,58x107*% (exatamente),

kgar

ou

1 = 3.876R.

kgar

E possivel calcular o nimero Npde pares de ions formados em um volume de ar com
massa de 1kg quando exposto a radiacdo X ou gama no valor de 1R. Sabemos que a

carga de 1 ion é a carga de 1 elétron, que ¢ igual a 1,6 x 10-'° C. Logol*3! :

carga total de ions de um mesmo sinal

N. =

p carga do elétron ’

-4
N, = % = 1,6125x10%pares de {ons. (55)

2.5.1.1 Relagao entre a Exposicéo X e a Atividade A de uma Fonte Emissora de Raios

gama
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A exposicao devido a raios gama emitidos por uma fonte radioativa de atividade
conhecida pode ser calculada por meio da relag&ol*3!:

X = At (56)

rz’

onde X € a exposicao; I', a constante de taxa de exposi¢cdo de um radionuclideo que
emite fétons;A, a atividade da fonte; t, o tempo de exposicéo e r, a distancia até a
fonte. ' & caracteristico de um radionuclideo e é fung&o da energia e da abundéancia
dos fotons emitidos e do coeficiente maximo de absor¢cdo de energia do ar. Por
exemplo, o radionuclideo Co-60 de meia vida fisica igual a 5,26 anos e energia média
dos fétons igual a 1,250 MeV tem I' = 12,97 R.cm?.mCi~1. h~143],

2.5.2 Dose Absorvida
A dose absorvida D é a grandeza mais importante em dosimetria da radiagao,
intimamente ligada aos danos bioldgicos. Ela é definida comol4344l;

D= (57)

T dam’

onde dE é a energia média depositada pela radiagdo em volume elementar de massa
dm. Quando foi introduzida em 1950 sua unidade era o rad, abreviagao para radiation

absorbed dose, sendol*3!:

1rad = 1072 k]_g

Essa grandeza pode ser usada medigdes em qualquer meio e para todos tipo
de radiagaol*3#4, A definigdo da unidade rad foi estabelecida levando em conta que
uma exposi¢cao a radiagdo X de 1 R com energia na faixa dos raios X usados em
diagndstico, resultasse em uma dose absorvida de 1 rad no tecido mole. Para o osso,
resultava em uma dose absorvida de aproximadamente 6 rad. A partir de 1975, foi
recomendada a substituicdo dessa unidade pelo gray (Gy) no Sistema Internacional,

sendo!3!:

1Gy=100rad=1k]—g.
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Como exemplo, pode-se citar que, em uma sec¢ao de radioterapia, o tumor €,
em geral, irradiado com dose absorvida de radiagdo de 2 Gy = 200 rad, e a dose total
prescrita para o tratamento estd em torno de 50 a 70 Gy. Em radiodiagndstico o
paciente é irradiado com uma dose que varia de 1,0 mGy a 12,0 mGy para tensdes
de pico entre 40 kVp a 140 kVp 143451,

Na Area Médica, especificamente Radioterapia, costuma-se usar a unidade

centigray (cGy), uma vez que 1 cGy = 1 rad*3l,

2.5.2.1 Relagao entre a Dose Absorvida no Ar e Exposicéo a Raios X e gama.

A dose absorvida no ar é dada port*3l,

energia média depositada pela radiagao . (58)
1kgar

Dgr =

Quando toda a energia cinética dos elétrons liberados pela radiagdo no ar &

gasta em colisdes, sem emisséo de radiagédo de freamento, pode-se dizer quel*3:

o, (59)
T 1kger

onde W é a energia média necessaria para formar um par de ions no ar seco — que,
no caso de a radiagao incidente ser constituida de elétrons ou fétons, vale W = 33,97
eV = 33,97x1,6x10'°J; Np € o numero de pares de ions produzidos no volume de ar
com massa de 1 kg. Se a radiacao é com fétons, que produzem uma exposi¢cao X de

1 R, Np pode ser obtido como visto na Eq. (55) 3.

C
X=1R =258x10"* P N, = 1,6125x10"° pares de ions

gar

Ao substituirmos esses valores na Eq. (59), obtemos para a dose absorvida no
arl43l:

(33,97x1,6x10719])(1,6125x10'° pares de fons)

Dar(Gy) = 1kg
ar

)

D, = 0,00876Gy = 8,76 mGy, para exposicao de X = 1 R.
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Para qualquer outro valor de exposi¢gdo em R usa-se a seguinte relagao*3l.:

D,(Gy) = 0,00876X(R). (60)

Essa relagao so é valida quando houver equilibrio eletrébnico no volume em questao.
Nessa situagao cada particula carregada que deixa o volume de interesse com dada
energia cinética € substituida por outra particula carregada secundaria, que entra no

volume com a mesma energia cinétical*344l,

A dose no ar pode também ser calculada conhecendo-se o coeficiente massico

de absorgéo de energial*3],

onde u,, € o coeficiente de atenuacgao linear do meio (no caso o ar), que depende do
material que constitui 0 meio e da energia da radiagéo; p € a densidade do meio (no
caso o ar). u,, € expresso em [cm?/g], é independente da densidade do material e tem
valores menos variaveis entre os elementos quimicos. Além disso, é necessario que
se conhega também a fluéncia ¥ que caracteriza um dado campo de radiagéo. A
fluéncia é a energia transportada por um feixe por unidade de area. Para um feixe
monoenergético de fotons é definida comol*344l;
N (62)

l/) = Ehv,

onde N é o numero de fétons que atravessam a area S, e hv é a energia de cada féton
do feixe. No caso do feixe ndo ser monoenergético, deve se considerar o espectro de

energia do mesmol#3441

A dose absorvida no ar sera dada, em condi¢des de equilibrio eletrénico, port43:

Dgr = (@) 2 (63)

P Zar
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2.5.2.2 Dose absorvida num meio

Para meios diferentes do ar, como os tecidos menos densos de um corpo, a
dose absorvida pode ser calculada levando em conta a dose absorvida no ar no
mesmo local. Isso pode ser feito através da razdo dos coeficientes massicos de
absorcao de energia no meio, pelo de absor¢cdo de energia no ar. Tais coeficientes

tem dependéncia com o meio e com a energia da radiagéol*3l.
Assim, a dose absorvida no meio pode ser definida comol*3:
Dpeio = (@) Y, (64)
p meio
onde: Yab, p € Y foram definidos acima.

Se dividirmos a Eq. (64) pela Eq. (63), e se a fluéncia de energia € a mesma no

ar e no meio, obtemos(43!:

Hab W Hab (65)
Dlgneio — ( ZaZmeio N Dmeio — ( Zazmeio Dar
o (5, (%),

mas da Eq. (60) a dose no ar (D,,) em Gy é
D, (Gy) = 0,00876X(R).

Substituindo esse valor na Eq. (65), fica

Hab (66)
Dineio(Gy) = 0,00876 MX(R) = 0,00876fX(R),

)

ar

Hab

onde f= %, que é chamado de fator 43,

~
/N

P Jar

Por conseguinte, da Eq. (64), nota-se que é possivel calcular a dose num dado
meio medindo-se a exposi¢cao no ar, no mesmo local. Observe que a dose é dada em

Gy, se o fator 0,00876 for usado, e se a exposicao for medida em RI[*3],

A Tabela 1 contém os valores de f para alguns meios com a energia

correspondente.
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Tabela 1- Alguns meios com seus respectivos fatores f e energia.

Energia do foton (MeV) | f (dgualar) | f (musculo/ar) | f (gordura/ar) | f(osso/ar)
0,010 1,04 1,05 0,62 5,65
0,030 1,01 1,05 0,62 6,96
0,050 1,03 1,06 0,75 5,70
0,100 1,10 1,09 1,05 1,97
0,200 1,11 1,10 1,11 1,12
0,600 1,11 1,10 1,11 1,03
1,250 1,11 1,10 1,11 1,03

Fonte: OKUNO, Emico; YOSHIMURA, Elisabeth Mateus. Fisica das radiagdes. Oficina de Textos,
2010.

3 METODOLOGIA
3.1 Parasitos

Utilizou-se amostras de DNA gendmico dos parasitas do género Leishmania.
Essas amostras foram fornecidas pelo Laboratério de Bioensaios em Leishmania do
Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), pelo Prof. Dr. Sydnei Magno da Silva,
colaborador nesse trabalho. Foram usadas duas espécies, a L. infantum e a L. major.
Além disso, foram analisadas também amostras das quatro bases nitrogenadas que
compdem o DNA em separado: Adenina, Guanina, Timina e Citosina, na concentracao
de 100mM (Ludwig Biotech, Brasil).

Este modelo de parasitos possui um cariétipo de 36 cromossomos se
comparado a outros parasitos como o L. braziliensis.? Além disso os parasitos do
género Leishmania se reproduzem basicamente de forma monoclonal, o que lhes
confere uma propagacao integral do material genético para seus descendentes.

Nesse modelo, segregagao e recombinagao, que ocorre na reproducao sexual, estao

2 Mais informagdes podem ser obtidas em: POUBEL, S. B. VARIABILIDADE GENETICA DE ISOLADOS DE
Leishmania infantum x L. chagasi PROCEDENTES DE VARIAS REGIOES DO BRASIL.2010. Dissertacio
(Mestrado em Parasitologia). Setor de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal do Parana,
Parana.
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ausentes. Isso permite cultivar esses parasitos em grande quantidade sem

ocorréncias de aberragdes?.
3.2 Preparagao das amostras.

As amostras de DNA utilizadas nesse trabalho foram obtidas a partir de aliquotas
do DNA de formas promastigotas de L. infantum e L. major. O DNA foi extraido de 10’
parasitas mantidos em meio de cultura a-MEM com auxilio de um kit comercial, de
acordo com as recomendacdes do fabricantel*®! obtendo-se uma concentragéo de
61,5 ng/uL para a L. major e 90,9 ng/uL para a L. infantum. O DNA extraido de cada
espeécie foi aliquotado em volumes de 10 pL e colocado dentro de tubos plasticos de
microcentrifuga, tipo eppendorf, a fim de se evitar contaminagdo e desnaturagdo em
processos de descongelamento repetitivos durante as medidas. As amostras foram
mantidas a -20 °C para evitar desnaturagéo, processo no qual as moléculas de DNA

se rompem e perdem sua configuragao helicoidal.
3.3 Procedimento de Irradiagao

Trés aliquotas de cada base separadas de DNA foram submetidas, cada uma, a
diferentes doses de radiacdo gama de uma fonte de Co-60 (tempo de meia-vida fisica
5,2 anos) cuja energia média dos fotons é igual a 1,250 MeV (Tabela 2). O DNA dos
parasitos foi irradiado somente com a maior dose. As irradiagdes foram feitas no
CDTN em Belo Horizonte, em colaboragdo com a dra. Estefania Martins. Também
foram irradiadas, nas trés doses, aliquotas de agua de 10 pyL cada. As trés doses
foram feitas a uma distancia de 3,5 m e a uma taxa de dose de 34,92 Gy/h e atividade
A = 26.359,65 Ci.

Tabela 2. Doses de saida e absorvida da fonte de Co-60 nas amostras, além do tempo

utilizado na irradiacdo de cada dose.

Dose de saida (Gy) | Dose absorvida (Gy) Tempo (min)

1,8 1,44 3

5 3,91 8,6

3 Mais informagdes podem ser obtidas em: SILVA, V. P. M. VARAIABILIDADE GENETICA DE Leishmania
spp. CIRCULANTES ENTRE HUMANOS E CAES E INFECCOES DE FLEBOTOMINEOS EM AREAS
ENDEMICAS PARA AS LEISHMANIOSES NO RIO GRANDE DO NORTE. 2015. Tese (Doutoramento em
Bioquimica). Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Rio Grande do
Norte.
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15 12,02 25,7

3.4 Obtencgao dos Espectros Raman

Todas estas amostras foram medidas no equipamento micro-Raman
Multiusuarios da UFU. A configuragcdo microscopia Raman utilizada foi um
espectrometro dispersivo, que € equipado com grades de difracdo cujo “range” vai
desde o UV (Ultravioleta), passando pelo Visivel até o Infravermelho préximo (do
inglés, Near Infra-Red - NIR); detector CCD (Charge Coupled Device); fontes de
excitacdo (lasers) com acessorios Opticos (filtros, lentes, prismas, etc.) e um

microscopio da Olympikus, conforme esquema da figura 13.

shuter " |- :@:{ &..n
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Figura 13. Esquema do espectrémetro Raman. Fonte:
https://www.researchgate.net/profile/Haishan Zeng/publication/261609194/fiqure/fig1
[AS:296929436160003@1447804902253/Fig-1-Schematic-of-the-LabRam-system-

used-for-recording-Raman-micro-spectra-Not-shown.png

Utilizou-se o comprimento de onda de excitagao do laser nas amostras em 325
nm, na regido do ultravioleta. Para as amostras nao irradiadas foi utilizado uma
poténcia de saida do laser em 50%, 3 acumulagdes, 20 segundos de exposigao ao
laser. Para as bases irradiadas foi utilizada uma poténcia de saida do laser em 100%,
3 acumulagdes e 60 segundos de exposi¢cao ao laser. As espécies L. infantum e L.
major, foram medidas com uma poténcia de saida do laser em 100%, 10 acumulagdes
e 10 segundos de exposigdo ao laser. A regido espectral de interesse foi de 70 cm-' a

2000 cm', onde a maioria dos constituintes do DNA possuem modos vibracionais


https://www.researchgate.net/profile/Haishan_Zeng/publication/261609194/figure/fig1/AS:296929436160003@1447804902253/Fig-1-Schematic-of-the-LabRam-system-used-for-recording-Raman-micro-spectra-Not-shown.png
https://www.researchgate.net/profile/Haishan_Zeng/publication/261609194/figure/fig1/AS:296929436160003@1447804902253/Fig-1-Schematic-of-the-LabRam-system-used-for-recording-Raman-micro-spectra-Not-shown.png
https://www.researchgate.net/profile/Haishan_Zeng/publication/261609194/figure/fig1/AS:296929436160003@1447804902253/Fig-1-Schematic-of-the-LabRam-system-used-for-recording-Raman-micro-spectra-Not-shown.png
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importantes e ativos no Raman. As frequéncias das bandas vibracionais foram obtidas

através do ajuste por lorentzianas, usando o software Origin 9.0°.

Na obtencao dos espectros Raman foi confeccionado um substrato, onde numa
lamina de microscopio foram feitos 18 pogos e metalizados com ouro, em seguida. Os
pocos foram feitos com a ajuda de uma broca 6ptica, e depois pulverizados com ouro.

Esse substrato permitiu obter um melhor sinal/ruido nos espectros.

Para se realizar as medidas, pingou-se uma aliquota das amostras em soluc&o, dentro
de um dos pocgos, com o auxilio de uma pipeta; e em seguida, os espectros Raman
foram obtidos. Utilizou se uma lamina ou pocgo diferente para cada medicéo efetuada
(fig. 14).

Figura 14. Lamina com pogos e metalizada com ouro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES.

Caracterizacdo Raman das amostras.

Bases nitrogenadas

Na figura 15 pode-se observar os espectros Raman das quatro bases
nitrogenadas que compdem o DNA. Aregido de interesse de acordo com os espectros
€ de 70 cm™ a 2000 cm-".

Intensidade (u.a.)

N

/

N \ ’/"
\_\__/\MML.A,__/\_,J\'/ N NN

wu

I T 1 I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 15. Espectros Raman das bases nitrogenadas que compdem o DNA: adenina
A (linha preta), guanina G (linha vermelha), citosina C (linha azul) e timina T (linha

rosa). Regido 70 cm™' a 2000 cm-'. Excitagdo do laser 325 nm.

Em todos os espectros Raman na fig. 15 foi possivel observar bandas que
correspondem aos grupamentos quimicos que compdem as bases. Para tentar atribuir
0s modos vibracionais presentes nas bandas com mais acuracia, cada espectro foi
dividido em quatro regides, séo elas: Regido | — 70-560 cm™'; Regido Il — 560-1140
cm'; Regido Il — 1140-1450 cm™'; Regiao IV — 1450-2000 cm-'. Além disso, foi feito

o0 ajuste das regibes espectrais selecionadas usando o Programa Origin® Verséo 9.0,
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com fungdes Lorentzianas, que descrevem a amplitude das oscilagdes em fungao da

energia, tendo o oscilador harménico como modelo fisico.

Funcao Lorentziana utilizada:

24 w (67)
T 4(x —x.)? + w?

Y=Yt

Onde: A = area; w = largura e xc = centro.
O procedimento de ajuste foi 0 seguinte:
1 — foi selecionada a mesma regiao para todas as bases.

2 — foram adicionadas lorentzianas correspondentes aos grupamentos quimicos

presentes nas estruturas das bases; e em numero, de acordo com a literatura.

Regido | — 70-560 cm-

A figura 16 apresenta os espectros Raman das bases nitrogenadas G, C, A e
T para a regido espectral 70 cm™ a 560 cm'. Essa regido corresponde aos modos de
torgao dos anéis das bases de DNAI'4, Como pode ser observado nos ajustes, foram
necessarias entre 6 e 9 lorentzianas para a analise dessa regido. Cada uma das bases
apresentam uma assinatura espectral distinta. Isso se deve as diferengcas na
configuragcéo e conformagao molecular de cada base. Contudo, os espectros também
apresentam bandas em posigdes similares: em torno de 90 cm', 200 cm', 300 cm™’
e 500 cm™'. A banda em torno de 500 cm™' & atribuido o0 modo de cisalhamento para

as bases C e GI#71,
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Figura 16. Ajustes com lorentzianas dos espectros Raman para a regido 70-560 cm-'.

Em a) guanina, b) citosina, c) adenina e d) timina.
Regido Il — 560-1140 cm™’

Para ajustar essa regidao foram necessarias entre 10 e 15 lorentzianas (figura
17). A banda em torno de 780 cm™' é mais intensa nas bases C e T (comum para todas
as pirimidinas('¥) representa os modos de respiragdo dos anéis dessas bases*’l. As
bandas proximas de 900 e 1140 cm™' estdo associadas aos modos vibracionais de
estiramento das ligagbes C-C e C-NM18. Ja as bandas na regido de menor energia
entre 600 e 750 cm™! podem ser atribuidas aos modos de torgdo das ligagdes C-C,
além dos modos de respiragédo das bases!*8l.
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Figura 17. Ajustes com lorentzianas dos espectros Raman para a regido 560-1140 cm-

. Em a) guanina, b) citosina, c) adenina e d) timina.
Regiao Ill - 1140-1450 cm™

Para fazer o ajuste dessa regido foram necessarias entre 6 e 10 lorentzianas,
como pode ser constatado na figura 18. Nesse intervalo podem ser encontradas os
modos vibracionais correspondentes as ligagdes C-C, C=C (A, T,Ce G),C=0 (G, T
eC),C-N(A, T,CeG),N-H(A, T,CeG),CHs (T) e NH2 (C e A) que sao comuns das

bases nitrogenadas 11447491,
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Figura 18. Ajustes com lorentzianas dos espectros Raman para a regiao 1140-1450

cm'. Em a) guanina, b) citosina, c) adenina e d) timina.
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Regido IV — 1450-2000 cm""!

O ajuste nessa regido foi feito apenas com no maximo 5 lorentzianas, o que
pode ser verificado na figura 19. O intervalo de 1480 — 1575 cm corresponde ao
grupo amida Il presente nas bases C, T e G. A regiao compreendida entre 1500 e
1700 cm™' é bem conhecida pela predominancia dos modos vibracionais associados
as ligagdes C=C, C=0 e C=NM“9],
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Figura 19. Ajustes com lorentzianas dos espectros Raman para a regiao 1450-2000
cm'. Em a) guanina, b) citosina, c) adenina e d) timina.

A figura 20 mostra a estrutura quimica, bem como os tipos de ligagdes das

bases nitrogenadas constituintes do DNA.
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Figura 20. Estrutura quimica das bases A, G, T e C. Adaptado da referéncia [51].

A tentativa de atribuicdo dos modos normais de ligacdo, bem como a

localizac&do de cada base, esta apresentada nas Tabelas 3, 4, 5 e 6. Nessas tabelas,

foram colocados os valores de cada Lorentziana encontrada para cada base e

comparadas com os valores encontrados na Literatura. Em seguida, fizemos a

atribuicdo dos modos e especificagao das bases.

Considerando o erro experimental no deslocamento Raman ,< 1 cm™', podemos

observar que em todas as bases, temos a presenca dos modos normais de vibragao

que as caracterizam como bases nitrogenadas.

Tabela 3. Deslocamentos Raman v (cm™') para a base adenina A e a tentativa de

atribuicdo dos modos de acordo com a literatura.

Frequéncia

Atribuicoes

Referéncia
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v (cm)

87 Banda sem atribui¢cao

150 Banda sem atribuicao

198 Torgao do grupo COO- [49]
266 Banda sem atribui¢cao

321 Cisalhamento da ligagcdo C-N, Adenina [14, 52]
533 Adenina [52]
567 Banda sem atribuicao

623 Adenina, modo de torgdo da ligagdo C-C, CN-NCC | [14, 48, 52]
637 Adenina, modo angular para fora do plano [50, 52

associado a ligagado OH

654 Adenina [52]
699 Modos angulares para fora do plano [50]
728 Modos angulares para fora do plano do grupo [14, 48, 50,

amina, Adenina 52]

799 Banda sem atribui¢cao

814 Deformacao da ligagdo CH no anel, [50]
865 Associada ao estiramento da ligagdo CC [48-49]
894 Associada ao estiramento da ligagdo CC [49]
904 Associada ao estiramento da ligacdo CC [49]
914 Associada ao estiramento da ligagdo CC [49]
1001 Associada ao estiramento da ligagao CC, vibracao [48-50]

de estiramento de anel associada fortemente aos
modos de tor¢ao no plano da ligagdo CH,

estiramento do anel aromatico da adenina
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1015 Associada ao estiramento da ligagdo CC, vibragao [49-50]
de estiramento de anel associada fortemente aos
modos de tor¢ao no plano da ligagdo CH
1111 Deformacgao do anel de benzeno da adenina, [48-50]
estiramento da ligagdo CC

1166 Estiramento da ligagdo CC [50]
1177 Modo angular assimétrico do grupo CNH:2 [49]
1202 Banda sem atribuicao
1220 Adenina [48]
1249 Modos associdados as ligagdes CN e CH, Adenia [14, 52]
1304 Adenina, deformagéao do grupo CH2 [48, 52]
1336 Adenina, modos atribuidos a ligagado CN, bases [14, 48, 50,

purinas de DNA, movimento tipo tesoura das 52]

ligagbes CH
1376 Modo de respiracido do anel da adenina, modos [14, 48, 52]
relacionados as ligagdes CN, Adenina
1419 Adenina, modo de deformacéao das ligagcdes CH [14, 48, 50,
52]
1479 Adenina, Benzeno [48, 50, 52]
1505 Modos angulares no plano das ligagées CH, [48, 50, 52]
respiracdo do anel, adenina
1577 Vibragao da ligagdo C=N, respiracéo do anel, [48, 50, 52]
adenina

1604 Vibracao da adenina, vibragao da ligacao C=0 [48, 50]
1644 Modo angular intermolecular da agua [48, 52]

Tabela 4. Deslocamentos Raman v (cm™') para a base citosina C e a tentativa de
atribuicdo dos modos de acordo com a literatura.
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Frequéncia Atribuicoes Referéncia
v (cm™)
82 Cisalhamento de anel [47]
158 Banda sem atribuicao
222 Torcao de anel [47]
324 Banda sem atribui¢cao
374 Vibracao tipo abanamento da ligacado NH2 e OH [47]
435 Torcao de anel [47]
529 Torgao do grupo COH, Cisalhamento de anel [47]
593 Citosina, Cisalhamento de anel [14, 47, 52]
621 Citosina, C=0+NR*+CN, modo de tor¢ao C-C [14, 47-48]
637 Citosina, vibragédo angular fora do plano das [52]
ligacbes CH
743 Torcao de anel, vibragao angulares fora do plano [47, 50]
781 Citosina, Respiracao de anel, tor¢ao de anel, [14, 47-48,
vibracédo angulares fora do plano 50, 52]
816 Estiramento da ligacdo C-C (atribui¢gao a colageno), [48, 50]
deformacéo de CH do anel
947 Vibracao CH fora do plano [47]
986 Vibracao da ligagao CH, Vibragao CH fora do plano, [14, 47]
Estiramento p—folha da ligagédo C-C
1069 Modo angular da ligacédo CH [47]
1114 Modo angular da ligagdo CH [47]
1202 Modo angular do grupo COH, Tirosina e [47-48]
Fenilalanina
1236 Aparece nessa referéncia sem atribuicao [14]
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1252 Citosina [52]
1291 Citosina, Vibragao das ligagdes NC + C=C, Citosina, | [14, 48, 50,
deformagao de NH 52]
1368 Vibracéo das ligagbes N=C-C=C, estiramento da [14, 50]
ligagdo C-C.
1410 Estiramento da ligagdo C-O(H), estiramento [47, 50]
simétrico de COOr, estiramento da ligagao C-N e
deformacéo das ligagdes N-H, e C-H
1495 Citosina, Estiramento das ligagdes CN, estiramento | [47-48, 50,
C=C no anel, deformacao de CH 52]
1527 Citosina, vibragédo no plano do conjugado —C=C-, [48, 52]
estiramento das ligagdes C=C e C=N
1579 Anel de pirimidina [48, 52]
1604 Citosina, Estiramento das ligagcdes CN e CC, [47-48, 50,
Citosina (NH2), vibragéo da ligagdo C=N 52]
1649 Citosina (Estiramento da ligagao C=0) e H20, [14, 48, 50,
Vibracao das ligacdes O=C-NC, conformacao 52]

aleatdria da citosina.

Tabela 5. Deslocamentos Raman v (cm™') para a base guanina G e a tentativa de
atribuicdo dos modos de acordo com a literatura.

Frequéncia Atribuicoes Referéncia
v (cm)
95 Cisalhamento de anel [47]
163 Torcao de anel [47]
211 Banda sem atribui¢cao
297 Banda sem atribui¢cao
319 Cisalhamento do grupo NCC=0 [47]
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376 Vibracéo associada as ligagbdes CN, torcdo de anel [14, 47]
424 Banda sem atribuicao
496 Guanina, vibragao associada ao grupo CNC, modo [14, 47, 52]
angular fora do plano da ligagdo NH
614 Cisalhamento de anel [47]
658 Guanina, estiramento em fase de anel, modo de anel | [14, 47, 52]
679 Guanina, modo de anel, modo de respiragao do anel | [47-48, 52]
735 Estiramento de anel, vibragdes angulares fora do [47, 50]
plano
787 Modo angular fora do plano da ligagao NH, presenca | [47-48, 50]
de DNA, guanina
852 Modo angular fora do plano da ligagdo NH, Guanina, [47-48]
respiragao do anel da tirosina
896 Modos associados a ligagdo C-C [50]
930 Modo angular no plana do grupo NCN, modo de [47-48]
respiracao esquelético C-C a-Hélice
1026 Vibragao associada as ligagées NH, modo angular [14, 47, 50]
das ligagcdes CH, Picos de carboidratos para
solucodes
1074 Modo abanamento do grupo NH2 e estiramento das [47-48, 50]
ligacdées CN, vibragao da ligagao C-C, conformacéao
cis esquelética da ligacao CC de DNA
1107 Pico de carboidratos para solucao, estiramento das [48, 50]
ligagdes CC e CO
1171 Vibracao associada as ligacdées CN, CNH, Guanina, | [14, 48, 50]
estiramento das ligagdes CO
1185 Modo angular das ligagées CH, Guanina, Vibragao de | [47-48, 50]

ligagdes CH2
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Cc=C

1213 Estiramento de anel e modo angular da ligagao NH, [47-48]
Estiramento das ligagdes C-N
1235 Amida IlI [48, 50]
1248 Guanina, amida lll [48, 50]
1262 Vibracéo associada as ligagdes CN e CH, modo [14, 47-48]
angular do grupo COH, modo de respiragao de anel
1315 Guanina, amida Il [48, 50]
1326 Guanina, estiramento das ligagbes CN, modo angular | [47-48, 52]
das ligacbes NH, abanamento do grupo CH3CH:
presente em purinas,
1359 Vibracéo associada as ligagdes CN, estiramento de [47-48, 50,
anel e modo angular da ligagdo NH, Triptofano, 52]
deformacgao de C-H e N-H
1413 Modo angular no plano das ligagées NH, estiramento [47, 50]
C-N e deformacéo C-H, N-H
1482 Guanina, modo de respiracao de anel, amida Il, C-H | [47, 50, 52]
acoplada com a vibragao de anel da guanina

1533 Guanina [50]
1571 Guanina, amida |l [48, 50, 52]
1599 Amida |, estiramento da ligagao C=0 [48, 50]
1675 Guanina, estiramento da ligagdo C=0, estiramento [48, 50, 52]

Tabela 6. Deslocamentos Raman v (cm™) para a base timina T e a tentativa de
atribuicdo dos modos de acordo com a literatura.

Frequéncia Atribuicoes Referéncia
v (cm)
85 Cisalhamento de anel [47]
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132 Banda sem atribui¢cao

183 Banda sem atribuicao

302 Banda sem atribuicao

316 Vibracao das ligagbes CN [14]

371 Banda sem atribuicao

420 Banda sem atribuicao

489 Vibracéo das ligagdes CNC e NCC, timina [14, 52]

559 Banda sem atribuicao

611 Vibragbes angulares fora do plano das ligagdes CH, [14, 50]

vibragcéo do grupo NCO
637 Associado com vibragdes angulares fora do plano [50]
das ligagdes OH
664 Vibragbes angulares fora do plano das ligagées CH, | [48, 50, 52]
modo de respiragao do anel da timina, timina
743 Vibracdes angulares fora do plano, modo de [48, 50, 52]
respiracao do anel da timina, timina

783 Vibragbes angulares fora do plano, timina, modo de | [14, 48, 50,
respiracao de anel, timina 52]

860 Vibracdes angulares fora do plano, tirosina [48, 50]

903 Vibragdes angulares fora do plano, [50]

964 Modo tipo tesoura das ligagdes C=0, modo angular [50]

fora do plano da ligagao CH.
1015 Estiramento das ligagdes CO e CC, modo tipo [50]
tesoura do grupo OCH
1054 Estiramento das ligagdes CO, CN e CC, modo tipo [48, 50]

tesoura do grupo OCH,
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1112 Estiramento das ligagdes CO e CC no anel, modo [48, 50]
angular no plano da ligagdo CH.
1181 Regido da banda da amida lll, vibragao das ligagdes | [14, 50, 52]
CH e CN, timina
1201 Regido de vibragédo de bandas de DNA e Amida lll, | [14, 48, 50,
vibracdo das ligagdes CH e CN, timina 52]
1233 Amida llI [48, 50]
1243 Amida Ill, timina [48, 50, 52]
1277 Timina, deformacao N-H, amida llI [48, 50]
1361 Estiramento C-O, deformacéo C-H e N-H, triptofano, | [14, 48, 50,]
vibracdo das ligagbes NH-C=0
1372 Deformacgao C-H e N-H, modo de respiracao do [48, 50, 52]
anel, timina
1416 Deformagao C-H e N-H, estiramento C-N, timina [14, 50, 52]
1481 Regido da amida Il [48, 50]
1652 Amida |, Vibragéo das ligagdes C=0 e C-C [14, 48, 50]
1666 Estiramento da ligacdo C=0, amida I, estiramento [14, 48, 50,
do grupo carbonil, timina 52]
DNA

Espectros Raman dos parasitos L. infantum e L. major foram obtidos sob as

mesmas condi¢des para as bases nitrogenadas.

A figura 21 apresenta os espectros Raman do DNA dos parasitos L. infantum e

L. major antes de serem irradiados, na regido entre 70 cm' e 2000 cm-'.
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—— L. infantum
— L. major
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Figura 21. Espectros Raman para os parasitos L. infantum (linha preta) e L. major

(linha vermelha). Regido 70 cm™' a 2000 cm-'. Excitag&o do laser 325 nm.

Observamos na fig. 21 que os dois parasitos apresentam a mesma forma
espectral. As intensidades apresentam variacao, pois a concentragido de cada parasito

numa mesma solucao é diferente.

Neste caso os espectros foram divididos em trés regides, a saber, Regiao | —
70-890 cm™', Regido Il — 890-1190 cm™' e Regido Il — 1190-2000 cm™', e efetuado os

ajustes com Lorentzianas.
Regido | — 70-890 cm-1

Essa regido corresponde aos modos de deformacédo de varios grupamentos
quimicos dos DNAs, bem como modos vibracionais da cadeia como um todo.
Podemos ver nos ajustes que nessa regido ha a presenca de pelo menos 07

Lorentzianas.
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Figure 22. Ajustes com Lorentzianas da Regi&o entre 50 e 890 cm-'. Em a) L . infantum

e b) L. major.

Regiao Il — 890-1190 cm-’

Nessa regidao estdo presentes modos vibracionais do anel da pentose e do
grupamento fosfato, presentes na estrutura dos DNAs, esquematizados na figura 23.

O
Il
O =P=0 CH, 0
|
O~ desoxiribose ou
| acucar
fosfato
OH

Figura 23. Partes do DNA com principais modos vibracionais na regiao 890 — 1190
cm™. Adaptado de
http://cnx.org/resources/31519303252327f3ea58c6a45a1caf4abcsa783a/Figure 03

05_01.jpg
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Novamente, foram necessarias pelo menos 07 Lorentzianas para o ajuste
dessa regido. Podemos observar nos espectros da Figura 24 um modo vibracional

intenso, correspondente ao estiramento do &nion PO, , em torno de 1080 cm™'.

a) o L. major

o L. infantum

o

o
®
!
~o—o_
e o
o

Intensidade Normalizada

Intensidade normalizada

T T T ) T = T T v —
900 1000 1100 1200 900 1000 1100 1200

- -1
Deslocamento Raman (cm™) Deslocamento Raman (cm™)

Figura 24. Ajustes com Lorentzianas para a Regido entre 890 e 1190 cm-'. Em a) L .

infantum e b) L. major.

Regido Il - 1190-2000 cm"*

Essa regidao corresponde aos modos vibracionais do anel da pentose e das

bases, presentes na estrutura dos DNAs. Os modos vibracionais sao superpostos

O
N
Base — H—</ I i
N N'/ NH.,

—— dexoribose ou
agUcar

para essa regiao.

Figura 25. Partes do DNA com principais modos vibracionais na regido 1190 — 2000
cm™. Adaptado de
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http://cnx.org/resources/31519303252327f3ea58c6a45a1caf4abcb5a783a/Figure 03
05_01.ipg

Nessa regidao podemos observar os modos vibracionais de estiramento
correspondentes as ligagcbes C=C, C=0 e C=N, acoplados com os modos de

deformagéao angular (&) dos grupos H-N-H e H-C-H.

Foram necessarios, novamente, pelo menos 07 Lorentzianas para o ajuste

dessa regiao.

R . a
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Figure 26. Ajustes com Lorentzianas para a Regido entre 1190 e 1890 cm™'. Em a) L.

infantum e b) L. major.

A Tabela 7 apresenta o deslocamento Raman para os parasitos L. infantum e
L. major, e uma tentativa de atribuicdo dos modos vibracionais, de acordo com a

Literatura.

Tabela 7. Deslocamentos Raman para os parasitos L. infantum e L. major e a tentativa

de atribuicdo dos modos de acordo com a literatura.

Frequéncia v (cm™)

Atribuicoes Referéncias
L. infantum L. major
89 99 Cisalhamento de anel [47]
152 158 Torgao do grupo COOH, guanina [47, 52]
197 201 Torgao das ligagdes C-N, citosina [47, 52]
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382 383 Guanina, torcdo NH2 da guanina [47, 49]
508 Torg&o do grupo COH [47]
518 524 Adenina, Citosina e Guanina, deformacgéao | [14, 47, 49,
dos grupamentos CCN/CCC/OCC 52]
798 801 Estiramento do grupo OPO do grupo [14, 47-49,
desoxirribose fosfato, citosina, timina e 52]
guanina, estiramento das ligacées CN,
interagdes ibnicas do grupo fosfato e
geometria da estrutura do DNA, DNA
hélice esquerda (forma Z)
835 836 Estiramento do grupo OPO do esqueleto | [14, 48-49,
desoxirribose fosfato, modos de 52]
deformacgéo e abanamento do grupo NHz2,
guanina, deformacéo de grupos amina,
DNA hélice esquerda ((forma Z))
920 922 Vibracao do esqueleto desoxirribose [47, 49-50,
fosfato, adenina, estiramento das 52]
ligacbes CC, DNA hélice esquerda (forma
4
940 943 Modos angulares no plano das ligagbes | [14, 47, 49]
CH, adenina, estiramento das ligacbes
CN, citosina
986 989 Timina, citosina [14]
1039 1041 Vibragao do esqueleto desoxirribose [14, 47-48,
fosfato, citosina e guanina, deformacgao e 50, 52]
abanamento do grupo HNH mais modo
angular de CH2, modos esqueletais,
estiramento simétrico do anion PO;
--- 1080 Vibracao do fosfato associado ao grupo [48, 50]

fosfodiéster
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1093 1104 Estiramento simétrico do anion PO; do [14, 47-48,
grupo desoxirribose fosfato, guanina, 50, 52]
deformacgéo do grupo HOC mais
estiramento das ligagdes CN+CC,
estiramento simétrico P-O-C
1136 1135 Estiramento de ligagbdes CN, citosina, [47, 49]
estiramento simétrico da ligagdo CN mais
deformagao e tor¢do do grupo NH:2
1236 1239 Timina, citosina, guanina e adenina, [47-49, 52]
deformagao do grupo HCH e COH, amida
[, estiramento assimétrico do anion P05
1293 1295 Citosina, adenina e guanina, deformagédo | [48-49, 50,
N-H citosina 52]
1342 1349 Adenina, citosina, deformacgéo do grupo [14, 47-48,
HCH e COH, guanina, 52]
1408 - Adenina, timina, guanina, deformacao do | [14, 47, 50]
grupo HNH, deformacéao assimétrica do
grupo metil
--- 1434 Adenina, guanina, timina, citosina, [14, 47-49]
deformagéao do grupo HNH, modo tipo
tesoura do grupo CH2
1457 1458 Deformacgao do grupo CHz do esqueleto [47-49, 52]
desoxirribose fosfato, Adenina, guanina,
deformagao do grupo HCH, desoxirribose
e modos de DNA, vibragdo do grupo metil
presente timina e grupos amida
1521 — Adenina, citosina, guanina, vibragéo — [14, 48-49,
C=C-, estiramento de C=N e C=C 50, 52]
1602 1607 Citosina, timina e guanina, estiramento [47-49, 50,
de C=C, deformacao do grupo HNH e 52]

estiramento de C=0, amida |, vibracdo da
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ligagdo C=N da citosina e N-H da

adenina, C=N e NH2 da adenina

1651 1655 Estiramento da ligacdo C=0 da citosina e | [48-49, 50,
vibragao de moléculas H20, timina e 52]
guanina, estiramento do grupo carbonila,

adenina e amida |

A caracterizagdo do DNA das espécies L. infantum e L. major também foi feita
com base nas analises das 4 bases nitrogenadas, que compdem os acidos nucleicos,
estudadas anteriormente. Na fig. 27 a partir da comparagao dos espectros do DNA
dos parasitos L. infantum e L. major foram identificadas as bandas que correspondem

seguintes bases: Adenina, Citosina, Guanina e Timina.

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

L. infantum
—— L. major

~— A N~ .

Intensidade (u.a.)

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 27. Comparacgao dos espectros Raman do DNA dos parasitos L. infantum (linha
azul clara) e L. major (linha rosa) com os espectros das bases nitrogenadas G (linha

vermelha), T (linha azul escura), A (linha preta) e C (linha verde).
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Analises das amostras apos irradiagdo gama.

A Figura 29 mostra uma comparagao entre as quatro doses de radiagdo gama
diferentes para cada base de DNA separada. Em todas as bases pode se notar que
que ao aumentar a dose parece haver também um aumento no dano as bases. Fica
mais clara essa observagao para a base A, que com a dose de 1.8 Gy ainda apresenta
algumas bandas na regido de 1200 a 1800 cm-!, embora com menor intensidade; e
nas doses maiores esses picos também desaparecem ficando apenas uma banda
larga em 1640 cm™'. Essa banda esta associada as ligagdes OH. Isso é razoavel pois
a quantidade de dano em moléculas de DNA aumenta linearmente com a dose de
radiagdo, comegando em alguns mGy 3%, J4 o desaparecimento completo das
bandas nas doses de 5 e 15 Gy (com excecédo da banda em 1640 cm-') pode estar
associado a alta taxa de dose, uma vez que parece haver relagéao de aumento do dano

ao DNA com o aumento da taxa dosel®.
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Figure 28. Comparacgéo entre quatros doses diferentes dos espectros das bases de
DNA separadas: linha preta — 0 Gy; linha vermelha — 1.8 Gy; linha azul — 5 Gy e linha
rosa — 15 Gy. Em a) adenina, b) citosina, c) guanina e d) timina.
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A figura 29 traz uma comparagao entre duas doses do DNA irradiado com

radiagcdo gama dos parasitos L. infantum e L. major.
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Figura 29. Irradiagcdo com radiacdo gama do DNA dos parasitos L. infantum (em a)) e

L. major (em b)). Linha vermelha 0 Gy e linha preta 15 Gy.

Nos dois parasitos € possivel ver que essa dose foi suficiente para eliminar quase

todas as bandas presentes no espectro de dose 0 Gy.

Para o parasito L. infantum, apds a irradiacdo permaneceram apenas as bandas que

estdo descritas na Tabela 8, predominantemente, abaixo de 970 cm™'. A banda em

torno de 986 cm', atribuida as bases T e C, desaparece completamente. Podemos

associar esse desaparecimento as quebras de fita simples e dupla.

Tabela 8. Deslocamento Raman para o parasito L. infantum apds irradiagcdo com

radiacao gama.

Frequéncia Atribuicao Referéncia
v (cm™)
78 Guanina, tor¢do NH; da guanina [47, 49]
518 Adenina, Citosina e Guanina, deformacgao dos [14, 47, 49, 52]
grupamentos CCN/CCC/OCC
798 Estiramento do grupo OPO do grupo [14, 47-49, 52]

desoxirribose fosfato, citosina, timina e guanina,
estiramento das ligacdes CN, interagdes ibnicas
do grupo fosfato e geometria da estrutura do
DNA, DNA hélice esquerda (forma 2)
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835

Estiramento do grupo OPO do esqueleto
desoxirribose fosfato, modos de deformacao e
abanamento do grupo NH2, guanina,
deformacéo de grupos amina, DNA hélice

esquerda ((forma Z))

[14, 48-49, 52]

920

Vibracao do esqueleto desoxirribose fosfato,
adenina, estiramento das ligagdes CC, DNA

hélice esquerda (forma Z)

[47, 49-50, 52]

940

Modos angulares no plano das ligagées CH,

adenina, estiramento das ligagdes CN, citosina

[14, 47, 49]

1040

Vibracao do esqueleto desoxirribose fosfato,
citosina e guanina, deformacéo e abanamento
do grupo HNH mais modo angular de CHy,
modos esqueletais, estiramento simétrico do

anion P05

[14, 47-48, 50, 52]

1457

Deformacéao do grupo CH- do esqueleto
desoxirribose fosfato, Adenina, guanina,
deformacéo do grupo HCH, desoxirribose e
modos de DNA, vibragao do grupo metil

presente timina e grupos amida

[47-50, 52]

1651

Estiramento da ligagdo C=0 da citosina e
vibracao de moléculas H2O, timina e guanina,
estiramento do grupo carbonila, adenina e

amida |

[48-50, 52]

Por outro lado, somente uma banda larga com centro em 1660 cm™' que esta

relacionada ao estiramento da ligagdo C=0 da citosina e vibragdo de moléculas H20,

timina e guanina, estiramento do grupo carbonila, adenina e amida |, permaneceu no

espectro do parasito L. major. Além dessas alteragdes, também foi observado nos

espectros do L. infantum uma diminuigdo na intensidade dos picos. Sugerindo, assim,

quebras das ligagdes e grupos quimicos que correspondem a essas bandas.

Particularmente na regido espectral entre ~900-1150 cm', que corresponde aos

modos vibracionais associados aos agucares e o grupo fosfato, essa dimuicdo na
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intensidade indica rompimento dessas moléculas, o que pode ser associado as

quebras de fitas simples e dupla do DNA 58],

A radiagao gama interage com as moléculas de DNA de forma indireta, isto &,
primeiro sdo gerados radicais livres através da radiolise da agua %% e entdo esses
radicais danificam a estrutura molecular do material genético 385, As alteragbes
observadas sugerem a acdo massiva desses radicais. A Figura 30 mostra como € a
acéao do radical livre hidroxila na estrutura do DNA. O radical OH « reage com o DNA
em 1 e forma uma nova configuragao em 2. Talvez essa mudanga na configuragao
dos anéis de acucares e bases sejam um dos fatores para as alteragbes na

intensidade das bandas/®®, além de sugerirem quebras de fitas duplas.

o
N | NH N
L on A
NT SN""SNH, CH, N7y
R,0CH, . NH,
-0 °
RS Rs
OH OH
1 2

Figura 30. Interagcao do radical livre OH e na estrutura do DNA. Adaptado da

referéncia [58].

Devido a liberagcao de elétrons da ionizagdo das moléculas de DNA pela
radiacdo gama, uma série de reacgdes distintas da apresentada na fig. 31 ainda podem
ocorrer®'l. A Figura 31 sumariza algumas das reagdes nucleofilicas na base guanina,
que podem ocorrer devido a irradiagédo. Um elétron pode interagir com a baseem 1 e
resultar em 3 alteragdes diversas: 6 com a adigdo do grupamento NHR; 4 com a

adicdo de uma ligagdo C=0 e; 5 com adi¢cao de uma ligagdo C=0 e quebra de C-N.
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Figura 31. Tipos de rea¢des que podem ocorrer na base guanina devido a ionizagéo

do DNA (ou solvente). Fonte: referéncia [61].



76

5 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram apresentados os dados e analises a cerca da
caracterizagao por espectroscopia Raman de bases de DNA separadas n&o irradiadas
e irradiadas com radiagdo gama, bem como do DNA dos parasitos L. infantum e L.
major. As bases separadas foram caracterizadas em primeiro lugar, e logo em
seguida, o DNA dos parasitos. Seguindo essa mesma sequéncia para as amostras
irradiadas. A posicao de cada banda do espectro foi definida a partir de um ajuste com

funcodes lorentzianas.

A maioria das bandas presentes nos espectros dessas amostras puderam ser
atribuidas de acordo com a literatura cientifica as ligagdes e grupos quimicos que

compdem os acidos nucleicos.

De acordo com nossos resultados foi possivel associar as alteragées nos
espectros das amostras irradiadas as doses de radiagao aplicadas. Além disso foi
possivel associar quebras de fita unica associada a diminuicdo da intensidade das
bandas na regido dos agucares e fosfato; e quebras de fita dupla associada ao
desaparecimento de bandas que correspondem as bases nitrogenadas, por exemplo
a banda em 987 cm'. Contudo néo foi possivel constatar a interacdo da radiagéo
quanto as quebras das ligagdes de hidrogénio sem a perda da base, quebras das
ligacbes de hidrogénio com a perda da base, visto que nas caracterizagdes nao
associamos nenhuma banda as ligagbes de pontes de hidrogénio (pareamento das

bases).

Comparando a regiao de ligagdes duplas, dos espectros Raman dos parasitos,
antes e depois da irradiagdo, podemos corroborar essa nossa conclusdo; como

podemos observar na figura 32 abaixo.
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Figura 32. L. infantum e L. major nao irradiada (a) e (c) e irradiada (b) e (d),

respectivamente, na regido de 1400 a 1800 cm-'.

A figura 32 (d) para a L. major irradiada, mostra que este parasito sofreu uma

maior alteragdo com a radiagdo gamma, do que o parasito L. infantum.

Parece que os pares de bases T e C da L. infantum sdo mais sensiveis a
irradiacdo gama. Isso corroborou o fato de que as bases pirimidinas irradiadas em

separado se mostraram também mais sensiveis a este tipo de radiagao.

Perspectivas

Irradiar amostras do parasito L. infantum em meio de cultura com variagéo néo
sO da dose recebida, mas também da distancia e taxa de radiagdo e acompanhar seu
desenvolvimento através da Espectroscopia Raman a fim de se estudar aberragdes
cromossOmicas. Variando esses parametros estaremos aumentando ou diminuindo a
dose recebida pela amostra. Isso nos possibilitara inferir sobre os reais danos da

radiagao ionizantes em seres vivos.
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Impressoes digitais micro-Raman do DNA de diferentes espécies do género Leishmania.
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Palavras-chave: DNA, Espectroscopia Raman, Leishmania.
Introdugao

Nesse trabalho apresentamos os primeiros resultados experimentais de espalhamento Raman para seis espécies do género
Leishmania. No contexto desse estudo, depositamos filmes finos de Au em um substrato de vidro, a fim de obter um sinal
Raman com uma boa relagdo sinal-ruido para amostras de DNA em solugdo aquosa. A extragdo de DNA das espécies L.
donovani, L. infantum, L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. major foram realizadas com auxilio um kit comercial,
de acordo com as recomendagdes do fabricantel. Os espectros micro-Raman foram obtidos em quatro linhas de excitagdo
de laser: 325 nm, 532 nm, 633 nm e 785 nm, e mantidas as mesmas condigdes de prepara¢do e obtencdo para todas as
amostras. As nossas analises preliminares dos espectros obtidos, indicam ser possivel separar as espécies de Leishmania em
dois grupos: as espécies responsaveis pela manifestagdo clinica da leishmaniose cutdnea e da leishmaniose visceral.
Identificamos também o grupo de espécies responsavel pela ocorréncia das leishmanioses nas Américas e na Europa.

Resultados e Discussoes

Para todas as espécies Leishmania os espectros micro-Raman mostraram bandas de vibragdo no intervalo de 50 a 4000 cm-1
correspondendo aos grupos de frequéncias constituintes do DNA2,3,4,5 e da solugdo. As espécies L. braziliensis, L.
amazonensis, L. guyanensis e L. majorsdo os agentes etioldgicos da leishmaniose cutanea; ao passo que as espécies L.
donovani e L. infantum, causam leishmaniose visceral. As espécies L. donovani e L. major ocorremna Europa r; por outro lado
as espécies L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. infantum ocorrem nas Américas. Em todos os espectros
observamos bandas abaixo de 2000 cm-1 e acima de 2700 cm-1 relativas ao DNA. Biomoléculas naturais ndo possuem
nenhum sinal Raman na regido de 1800 cm-1 a 2800 cm-1, chamados de “regido-Raman silenciosa” da célula, de acordo com
a Literatura6b

Conclusées e Perspectivas

Nossas primeiras andlises indicaram a dominancia dos modos da base guanina nos espectros das seis espécies. Além disso,
como seus espectros sao muito semelhantes as quatro linhas de laser deverdo ser ajustadas e analisadas; por exemplo,
analisando as intensidades relativas das bandas vibracionais relacionadas aos diversos grupamentos quimicos presentes nas
bases de DNA. Finalmente, sera identificada a impressao digital de cada uma destas seis espécies de Leishamania.
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Micro-Raman fingerprints for difference in DNA of
Leishmania species
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This contribution reports on experimental work of Raman scattering from DNA of six Leishmania
species. In the context of this study, we have deposited Au thin film onto glass substrate in order to
obtain Raman signal with good signal-to-noise ratios for DNA samples in solution much better than that
on others substrates. DNA sample of L. donovani, L. infantum, L. braziliensis, L. amazonensis, L.
guyanensis and L. major were extracted from 107 Leishmania promastigotes maintained in [[-MEM
culture medium using a commercial kit according to the manufacturer's recommendations.
Backscattering micro-Raman spectra were recorded in four excitation lines at 325 nm, 532 nm, 633 nm
and 785 nm. For all Leishmania species the micro-Raman spectra showed vibration bands in the range
of 50 to 4000 cm-1 corresponding to frequency groups of the DNA constituents. Ours first spectral
analyses have indicated the dominance of the guanine basis modes in the spectra of six species. In
addition, as their spectra are very similar to four laser lines we will carry out Lorentzians adjustment and
so we will study the relative intensities of several chemical groups present in DNA bases. Finally, we
intend to identify the fingerprint of each of these six Leishmania species.
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Raman Optical Activity (ROA) provides information about of chirality in molecules with high relevance
for health area. In the present work, we implemented new technique to measure the ROA spectra of
chiral molecules per Raman Spectroscopy by Ellipsometry (RaSE). ROA quantifies the small difference
in the intensity of Raman scattering for chiral molecules in incidence of polarized circularly laser light
and RaSE measures the Raman scattering by Stokes parameters, which describe the polarization state
of light. This work aims study of L. infantum parasite the etiological agent of Visceral Leishmaniasis by
RaSE technique. DNA sample of L. infantum was extracted of a crop from parasite in the promastigote
phase in according to the manual procedure of extraction kit user NucleoSpin® Tissue — Genomic DNA
from Tissue, Chapter.5: Standard protocol for human or animal tissue and cultured cells. This procedure
provided us a DNA concentration S = 17,5ng/uL and V = 50uL. RaSE spectra were obtained as
excitation light linear in polarization set up that can be decomposed in two circular polarization to obtain
Stokes parameters that describes the signal ROA. Raman spectra showed vibration bands in the range
of 400 to 1700 cm-! corresponding to DNA constituents. Asymmetry factor (g) ~0,15. Raman spectra
assigned vibration mode of DNA and indicated chirality preponderance. Preliminary measurements of
Stokes polarization parameters to DNA samples indicated a chirality preponderance of LCP light over
RCP light.
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Non ionizing applications

Raman Optical Activity (ROA) provides information about of chirality in molecules with high relevance for health
area. In the present work, we implemented a new technique to measure the ROA spectra of chiral molecules per
Raman Spectroscopy by Ellipsometry (RaSE). ROA quantifies the small difference in the intensity of Raman
scattering for chiral molecules in incidence of polarized circularly laser light and RaSE measures the Raman
scattering by Stokes parameters, which describe the polarization state of light. The main purpose of this word is
study of L. infantum parasite the etiological agent of Visceral Leishmaniasis by RaSE technique. DNA sample of L.
infantum was extracted of a crop from parasite in the promastigote phase in according to the manual procedure
of extraction kit user NucleoSpin® Tissue — Genomic DNA from Tissue, Chapter.5: Standard protocol for human
or animal tissue and cultured cells. This procedure provided us a DNA concentration S = 17,5ng/uL and V = 50uL.
RaSE spectra were obtained as excitation light linear in polarization set up that can be decomposed in two circular
polarization to obtain Stokes parameters that describes the signal ROA. Raman spectra showed vibration bands
in the range of 400 to 1700 cm™ corresponding to DNA constituents. S3 Stokes parameter indicated a chirality
preponderance of LCP light over RCP light. Raman spectra assigned vibration mode of DNA and indicated a
chirality preponderance. We will study L. infantum by RaSE-ROA in order to obtain information on the structure
that is lost with the use of other techniques.
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Non ionizing applications

Introduction

Raman Optical Activity (ROA) provides information about of chirality in molecules with high relevance
for health area. In the present work, we implemented new technique to measure the ROA spectra of
chiral molecules per Raman Spectroscopy by Ellipsometry (RaSE). ROA quantifies the small difference
in the intensity of Raman scattering for chiral molecules in incidence of polarized circularly laser light
and RaSE measures the Raman scattering by Stokes parameters, which describe the polarization state
of light.

Purpose
Study of L. infantum parasite the etiological agent of Visceral Leishmaniasis by RaSE technique.
Materials and Methods

DNA sample of L. infantum was extracted of a crop from parasite in the promastigote phase in according
to the manual procedure of extraction kit user NucleoSpin® Tissue — Genomic DNA from Tissue,
Chapter.5: Standard protocol for human or animal tissue and cultured cells. This procedure provided us
a DNA concentration S = 17,5ng/uL and V = 50uL. RaSE spectra were obtained as excitation light linear
in polarization set up that can be decomposed in two circular polarization to obtain Stokes parameters
that describes the signal ROA.

Results

Raman spectra showed vibration bands in the range of 400 to 1700 cm-' corresponding to DNA
constituents. S3 Stokes parameter indicated a chirality preponderance of LCP light over RCP light.

Conclusion

Raman spectra assigned vibration mode of DNA and indicated a chirality preponderance. We will study L.
infantum by RaSE-ROA in order to obtain information on the structure that is lost with the use of other techniques.
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