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“CARACTERIZACAO OPTICA DA MOLECULA DE ATP E SEUS DERIVADOS
EM MEIO AQUOSO”

RESUMO

Os organismos vivos necessitam de aporte continuo de energia livre para que
possam desenvolver determinadas fungdes. A energia livre utilizada nesses processos ¢
originada no meio celular, mantendo o organismo em um estado de equilibrio. Essa
forma mais acessivel de energia livre ¢ denominada adenosina trifosfato (ATP). O papel
central da ATP ¢ a disponibilidade de energia na maioria dos processos celulares
enérgico-dependentes. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da radiacdo
eletromagnética (200-800 nm) sobre a molécula de ATP e seus derivados (ADP, AMP,
Adenosina e Adenina), isoladamente e em conjunto, com variagdes de pH e densidade
do meio, através de andlise espectral (fluorometria e fotometria). Através da
caracterizagdo espectroscopica (200-800 nm) da molécula de ATP e seus derivados em
meio aquoso pode-se concluir que o pico de absor¢ao maxima da molécula de ATP e
derivados ocorre em 260 nm, sugerindo que o grupamento da molécula responsavel pela
absorcao da radiacdao ¢ a adenina (presente em todos os compostos). Com a excitagao
em 260 nm, ocorre alta incidéncia de fluorescéncia na molécula de ATP quando
comparado a seus derivados. Esta fluorescéncia acentuada do ATP sobre os derivados
se da devido a influéncia da cadeia de fosfatos e sua interagdo com a adenina. Também,
foi possivel verificar que existe uma forte influéncia do pH e da densidade do meio
sobre as reagdes da molécula na fotometria e fluorometria, nao tendo sido observado em
estudos prévios.

Palavras-chave: Adenosina trifosfato, Espectroscopia de fluorescéncia, Laser.



OPTIC CHARACTERIZATION OF THE ATP MOLECULE AND ITS
DERIVATIVES IN AQUEOUS MEDIUM

ABSTRACT

Alive organisms need continuous free energy input in order to develop their functions.
The free energy used in those processes is generated in cellular environment,
maintaining the organism in an equilibrium state. The most accessible form of free
energy is named Adenosine triphosphate (ATP). The central role of the ATP is to
provide energy in most cellular functions which are energy dependants. The aim of this
study was to evaluate the laser influence on ATP and derivatives (ADP, AMP,
Adenosine, Adenine), under pH variations and medium density. These analyses were
obtained trough fluorescence and absorption spectroscopy. We could verify after these
experiments that the absorption peak of ATP and derivatives occurs mainly at 260 nm.
We could conclude that the part of the ATP molecule responsible for the light
absorption is the Adenine (present in ATP and all other derivatives). We could also see
that with excitation at 260 nm, ATP is fluorescent and present higher signal intensity,
when compared with the other compounds. With these results, we were able to see an
influence of the phosphate bond in the adenine. In addition, we could see that the pH
and the medium density can influence its fluorescence reactions.

Keywords: Adenosine Triphosohate (ATP), fluorescence spectroscopy, laser
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1 Introducao

Os organismos vivos necessitam de aporte continuo de energia livre para que
possam desenvolver determinadas fungdes. Dentre as principais fungdes celulares
destacam como fungdes vitais: a performance mecanica durante a contragdo muscular e
outros movimentos celulares, o transporte ativo de ions e moléculas, e a sintese de
macromoléculas e outras biomoléculas a partir de um precursor. No corpo humano cada
célula obtém energia através da oxidacao e redugdo de nutrientes provenientes da dieta.
A energia livre utilizada nesses processos ¢ originada no meio celular, mantendo o
organismo em um estado de equilibrio (LEHNINGER, 2002). Essa forma mais
acessivel de energia livre ¢ denominada adenosina trifosfato (ATP). O papel central da
ATP ¢ promover a disponibilidade de energia na maioria dos processos celulares
energético-dependentes (KALCKAR, 1991). O ATP presente no citoplasma ¢
sintetizado na mitocondria através do processo de fosforilagao oxidativa, que envolve
uma série de reagdes redox na membrana interna da organela (FRIEDRICH;
BOTTCHER, 2004)

Segundo autores, a radiagdo eletromagnética na regido visivel e infravermelho
proximo podem modificar a sintese (KASSAK et al., 2005) ou disponibilidade (KARU
et al., 1996) da ATP. Este aumento de energia livre pode ser positivo principalmente em
processo de modulagdo da resposta celular, como por exemplo, gradiente i6nico
transmembrana (KARU et al., 1999).

Na busca por novas opgdes terapéuticas o laser de baixa poténcia (TLBP) tem
demonstrado grande eficicia no tratamento de alguns processos destacando-se:
aceleragdo da reparacdo tecidual (REDDY et al., 2001), tratamento da dor e regeneragao
de tecidos nervosos (BYRNES et al., 2005), aumento da sintese de colageno (RIGAU et
al., 1996), melhor sintese de DNA ¢ RNA no nucleo (KARU et al., 1998). Muitos
autores atribuem estes efeitos da terapia ao aumento da concentracio de ATP,
contribuindo em diversas atividades metabolicas. Este aumento de ATP tem sido
atribuido a interagdo da radiacdo eletromagnética, com citocromos celulares. Contudo,
até o momento poucos estudos foram realizados visando observar a interagdo entre a

molécula de ATP e diferentes comprimentos de onda.
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2 Revisao de Literatura

Visando um melhor entendimento da molécula de ATP foi realizada esta revisdo
de literatura onde também verificamos os estudos realizados até hoje sobre a interacdo

entre a molécula de ATP e o laser de baixa poténcia.

2.1 ATP
As células utilizam uma forma de energia livre chamada de adenosina trifosfato
(ATP). Esta molécula ¢ sintetizada em nivel mitocondrial para realizagdo de inimeras

atividades celulares.

2.1.1 ATP como fonte de energia

Para o funcionamento do corpo humano ¢ necessario que cada célula obtenha
uma energia minima para exercer suas fungdes basicas. Esta energia ¢ obtida através da
oxidagdo de nutrientes provenientes da dieta. Parte dessa energia ¢ transformada em
uma forma altamente acessivel, antes de ser utilizada na movimentacdo celular,
transporte ativo de moléculas e biossintese. Essa forma de energia livre da qual as
células utilizam ¢ denominada adenosina trifosfato (ATP), que tem como fungdo
principal, a doagdo de energia para as células executarem suas funcdes dependentes de

energia (BERG et al., 2002).

2.1.2 Sintese de ATP

O ATP ¢ sintetizado na mitocondria presente no citoplasma através do
processo de fosforilacdo oxidativa, que ¢ uma via metabdlica que utiliza energia
liberada pela oxidagdo de nutrientes de forma a produzir a Adenosina Trifosfato (ATP).
O processo refere-se a fosforilagdo do ADP em ATP, utilizando para isso a energia
liberada nas reagdes de oxidagdo-redugdo na cadeia metabdlica. Este processo ocorre na
membrana interna da organela (REES; HOWAR, 1999). Em condi¢des aerdbicas, sao
sintetizadas 36-38 moléculas de ATP a partir de uma molécula de glicose enquanto que

em condigdes anaerobicas, onde o nivel de oxigénio ¢ insuficiente para o metabolismo e
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sintese de ATP através da respiracao celular, a molécula de glicose ¢ totalmente oxidada
no citoplasma para que se obtenham duas moléculas de ATP e um Piruvato no processo
denominado glicolise (SCHILLING et al., 2000).

O ATP ¢ um nucleotideo constituido por uma adenina ligada a uma ribose,
formando a adenosina, que por sua vez ¢ ligada a uma cadeia de fosfatos que por sua
quantidade determina sua func¢do bioldgica (Figura 1).

NH,

|
// "x(-.r"(’"a..‘h
O H-C

L /JH
Hn—lmu—imu—ll—u—rl ""’ “‘“‘x :

{|]II_ {!‘.l 1 H\\/ \\1}
Adenina :

i DH (JH
Ribose

: Adenosina ;

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de ATP (AMAT, 20006).

Para compreender o papel do ATP como um carreador de energia deve-se levar
em consideracdo sua cadeia trifosfato, que faz do ATP uma molécula rica em energia
devido a presenga de duas ligacdes fosfato-oxigénio (o fosfato ligado a adenosina
formando a AMP possui diferentes caracteristicas, pois esta ligada a um grupo CH,O e
ndo a outro grupo fosfato). Uma grande quantidade de energia (30,5 KJ/mol) ¢ liberada
quando a molécula de ATP ¢ quebrada, liberando um fosfato ou dois, formado ADP ou
AMP respectivamente. Por esta razdo a ATP ¢ considerada a molécula “chave” para
todas as reagcdes metabolicas celulares entre outros processos (POUCHERT, 1981).

A molécula de ATP apresenta uma forte absor¢ao na regido do UV, com dois
importantes picos em 210 nm e 260 nm, sendo considerada uma molécula
“transparente” para outros comprimentos de onda como a regido do visivel e do

infravermelho proximo (KARU et al., 2004).
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2.2 Laser e ATP

Karu et al. (1995), iniciaram os estudos da influéncia da TLBP sobre a
produgdo de ATP para tentar buscar uma teoria que explicasse os efeitos que vinham
sendo obtidos com esta terapia. Neste estudo os autores utilizaram cultura de células do
tipo HeLa que foi submetida a irradiacdo com laser de He-Ne (632,8 nm, 100 J/cmz,
10s) e a quantidade de ATP foi medida através da utilizagdo da técnica de
bioluminescéncia luciferina-luciferase (5-45 min) apos irradiacdo. A quantidade de
moléculas de ATP na fase controle das células em cultura manteve-se em (0,79 + 0,09 x
10"%/célula). Quinze minutos apos a irradiacdo, este nivel de ATP aumentou 170%,
atingindo seu pico maximo. Apdés 20 minutos da irradiagdo o nivel de ATP se
encontrava igual ao controle. Com este estudo os autores concluiram que o nivel de
ATP celular depende da fase de desenvolvimento que a célula se encontra e que o laser
promove a reducdo de ATP quando a célula encontra-se na fase Log de
desenvolvimento.

Karu et al. (2004) verificaram que o numero de células ligadas ao substrato de
vidro aumenta quando a cultura de células HeLa ¢ irradiada com laser no infravermelho
proximo antes do plaqueamento. Essa maior adesdo pode ter ocorrido mediante
sinaliza¢do induzida por luz, para o centro catalitico do citocromo-c-oxidase. Analises
comparativas, realizadas neste estudo, permitiram concluir que os cromodforos CuA e
CuB do citocromo-c-oxidase podem estar envolvidos como fotorreceptor para a
mitocondria.

Manteifel e Karu (2005) realizaram estudos empregando laser de He-Ne (632,8
nm) em leveduras na fase Log de desenvolvimento, realizando a andlise da estrutura da
mitocondria ap6s irradiagio. Apés exposicio a uma dose de 46 J/cm?, além de verificar
um aumento na proliferacdo celular e ativagdo da cadeia respiratoria e enzimatica,
observaram uma alteragdo estrutural mitocondrial um aumento no tamanho da superficie
das cristas da membrana interna da mitocondria. Como a sintese do ATP se da nessas
cristas, os resultados levaram a concluir que este aumento da area de superficie ¢
responsavel pelo aumento da sintese de ATP pela mitocondria ap6s irradiacdo com laser
na regido do vermelho.

Oron et al. (2007) verificaram o efeito da irradiagao com laser GaAs (808 nm)
na regido do infravermelho proximo sobre a producdo de ATP em células tronco neurais

humanas em cultura com dose de 0,05 J/cm” e poténcia de 50 mW, com determinagio
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do ATP 10 minutos apos irradiacdo. A quantidade de ATP apos irradiagdao nas células
tratadas foi de 7513 = 970 unidades de ATP, o que foi significativamente maior
(p<0,05) do que as células ndo tratadas que foi de 3808 + 539 unidades de ATP,
concluindo que a aplicagdo do laser na regido do infravermelho aumenta
significativamente a producdo de ATP nesse sitio de célula. Este fato explica em parte
efeitos clinicos comumente encontrados quando esta terapia ¢ empregada em processo
de reparacao tecidual.

Hu et al. (2007), baseado nos trabalhos que demonstram que a luz visivel (400-
700 nm) influencia positivamente as fungdes celulares e que o fotorreceptor citocromo-
c-oxidase encontrado na parede da mitocondria estd relacionado com este efeito,
realizou um estudo com objetivo de investigar os possiveis mecanismos que fazem com
que o laser de He-Ne promova este efeito de biomodulag¢ao nos tecidos. Usando como
modelo para proliferacdo células do tipo A2058 apds a irradiagdo foi verificado
aumento no potencial de membrana da mitocondria, ATP e AMP através do aumento da
atividade do citocromo-c-oxidase dentro da cadeia da fosforilagdo oxidativa e da enzima
Jun N-terminal kinase (JNK). Estes efeitos promoveram um aumento significativo na
proliferacao celular, que foi inibido quando os autores adicionaram a cultura um
inibidor da enzima JNK. Estes resultados sugerem que a irradiagdo da cultura com laser
He-Ne promoveu efeitos positivos quanto a estimulacdo celular e que envolve também a
ativacdo da enzima JNK presente no final da cadeia de fosforilagdo oxidativa
responsavel pela sintese do ATP.

Quando as células sdo irradiadas com comprimentos de onda na regido do
visivel e infravermelho, uma variedade de efeitos estimulatorios ¢ observada em seu
metabolismo. Para explicar os efeitos das radiagdes eletromagnéticas, pesquisadores
tentam identificar os grupamentos cromoéforos que estdo envolvidos nas moléculas e
seus processos. Entretanto, o mecanismo de absor¢do da luz por um grupamento
cromoforo ndo explica muitas das observacdes experimentais e, portanto 0 mecanismo
primario para as respostas celulares a luz ainda é obscuro. Além da habilidade dos
fotons de produzir excitagao eletronica nos cromoforos, geram a formagao de campos
eletromagnéticos no meio, os quais podem interagir com estruturas polares e produzir
transicdes dipolares em diferentes niveis bioquimicos e celulares (AMAT et al., 2006).

Em 2004, Amat et al. realizaram um estudo basico sobre o comportamento
bioquimico do ATP apos a irradiagdo com laseres de diodo com 635 e 830 nm, em

diferentes doses. Os autores verificaram o pico de luminescéncia, a velocidade de
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reacdo e a area sob a curva de luminescéncia em 2x10” mol/L de ATP na reagio de
luminescéncia luciferina-luciferase antes e depois da irradiacdo das moléculas. O
espectro de absor¢do do ATP em concentracio de 3x10~ mol/L foi medido entre 650 ¢
900 nm ap6s a irradiagdo com laser 635 ¢ 830 nm. Neste estudo eles obtiveram como
resultado diferengas significativas nos parametros medidos quando o ATP foi irradiado
com ambos os comprimentos de onda. O espectro de absor¢do do ATP irradiado e ndo
irradiado mostraram diferenga fisico-quimica (luminescéncia, espectro de absorcdo)
significativa na molécula apds irradiacdo com ambos os laseres. Os autores concluiram
que a luz visivel e infravermelha, com os parametros utilizados, alteram o
comportamento bioquimico das moléculas de ATP.

Em estudo posterior, Amat et al. (2005) verificaram os efeitos da luz no
espectro visivel (655 nm) e do infravermelho proximo (830 nm) na solucdo de ATP,
observando que a adicdo de ATP a rea¢dao de hexoquinase causou aumento significativo
da taxa de reacdo quando avaliados os parametros cinéticos de Michaelis-Menten Km e
Vmax. A clivagem do ATP irradiado pela hexoquinase ocorreu em menor tempo. Estas
alteracdes foram comprimento de onda e dose dependentes. A excitagdo do ATP com
luz ultravioleta (260 nm) induziu a emissdo de fluorescéncia que foi diminuida com a
adicdo de Mg”" devido a ligacdo ibnica com os fosfatos, que sdo as estruturas que
modificam a fluorescéncia produzida pelos dipolos de adenina. A irradiacdo desta
solucao de ATP ¢ Mg2+ usando luz com 655 e 830 nm, aumentou a fluorescéncia,
possivelmente devido 4 quebra da ligacio do Mg”" dos fosfatos. Com a analise destes
resultados, concluiram que a luz visivel e infravermelha modifica o comportamento
quimico do ATP na reacdo de hexoquinase e a intensidade de fluorescéncia da
molécula, deste modo, alterando a ligagio do Mg>" aos atomos de oxigénio do grupo
fosfato, que compde a por¢ao terminal da molécula de ATP.

Considerando o exposto, estudos que caracterizem a reatividade da molécula
de ATP com diferentes comprimentos de onda, associados a diversas condi¢des do meio
se fazem necessarios de forma a elucidar quais mecanismos basicos estdo relacionados

com a interacdo laser-tecido bioldgico.
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3 Objetivos

Avaliar a influéncia da radia¢do eletromagnética sobre a molécula de ATP e
seus derivados (ADP, AMP, Adenosina e Adenina), isoladamente e em conjunto, com
variagdes de pH e densidade do meio, através de analises espectroscdpicas (fluorometria

e fotometria).
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4 Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido no Centro de Laser da Vrije Universiteit
(Universidade Livre) em Amsterdd, no Centro de Laser do Centro Médico Académico
da Universiteit van Amsterdam (Anexo A — Certificagdo experimental) e Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (Univap).

Este estudo foi dividido em 4 etapas:

I) Avaliagdo por espectrofotometria picos de absorcdo da molécula de ATP e
derivados (ADP, AMP, adenosina e adenina).

IT) Avaliagdo por espectrofluorometria picos de fluorescéncia da molécula de ATP e
derivados (ADP, AMP, adenosina e adenina).

IIT) Confirmagdo dos dados de espectrofluorometria a partir de espectroscopia de
excitacao.

IV) Avaliagdo da influéncia do grupo terminal da molécula de ATP sobre os picos de

absorcao ¢ fluorescéncia.

4.1 Solugodes

Os compostos padroes utilizados para todos os experimentos foram: ATP 99%
(Acros™); AMP 99% (Fluka®™); Adenina 99% (Sigma™) e Adenosina 99% (Sigma™). Os
compostos foram preparados a uma concentracdo de 5 mM usando dgua ultrapura
(MilliQ®, Millipore Corporate, Billerica, MA) (pH padréo in vitro — 5,5). A partir da
solugdo a 5 mM, sucessivas diluicdes foram realizadas para a obtengdo de diferentes
concentragdes conforme Tabela 1. Estas dilui¢cdes foram realizadas, visando otimizar as
concentragdes das solucdes para o estudo dos picos de fluorescéncia da molécula
investigada (ATP). Este estudo foi realizado considerando as concentragdes
previamente estabelecidas por AMAT et al. (2005). Em todos os experimentos as

solucdes foram analisadas em cubetas de quartzo de 1x1 cm.
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Tabela 1. Diferentes experimentos vs concentracdo de ATP e derivados utilizados.

Tipo de Experimento Concentracoées utilizadas (uM)
Espectrofotometria com pH padrao 50
Espectrofotometria com oscilagdo de pH 50
Espectrofluorometria com pH padrao 5,10,20,25,30,40,50
Espectrofluorometria com oscilagdo de pH 50
Espectrofluorometria com oscilagdo de pH 50
e presenga de NaCl
Espectroscopia de excitagao 50

4.2 Espectrofotometria

A espectrofotometria ¢ uma técnica onde ¢ possivel verificar a interacdo da
radiacdo eletromagnética e a matéria, onde sdo comparadas as intensidades de um feixe
de laser antes e depois da interacdo com a amostra (PERKIN ELMER, 2000).

Para realizagdo dos experimentos foi utilizado o espectrofotdmetro Varian Cary
50 BIO UV-VIS (Walnut Creek, California, USA) para a obtengdo dos espectros de

absor¢ao do ATP e seus derivados.

4.2.1 Espectrofotometria com pH padrao

Os espectros de absor¢do de cada composto foram obtidos através do
espectrofotometro, com corre¢ao de linha de base e varredura entre 200-800 nm. Estes
experimentos foram realizados com todos os compostos na concentracao de 50 uM

(tabela 1).

4.2.2 Espectrofotometria com oscilagdo de pH

O ATP e seus derivados foram diluidos em soluc¢ao tampao de fosfato a 10 mM.
Apos o preparo das solugdes estas foram submetidas a medida do espectro de absor¢ao

em diferentes condi¢des de pH e em concentragdo de 50 puM.
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4.3 Espectrofluorometria

A espectrofluorometria ¢ uma técnica que permite detectar o nivel de
fluorescéncia através da comparagdo dos feixes de laser antes e depois da interagdo com
uma molécula. Esta reacdo de fluorescéncia ocorre quando a molécula, apos excitagdo
pelo laser, passa do estado fundamental para um estado excitado, quando retorna ao
estado fundamental, libera entdo a energia absorvida anteriormente, que ¢ detectada
pelo espectrofluordmetro (PERKIN ELMER, 2000).

Para a obtencdo de espectros de fluorescéncia, foi utilizado um
espectrofluordmetro LS50B (Pelkin Elmer Corporation, Shelton, Connecticut, USA).
As concentragdes utilizadas nesses experimentos foram: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50

uM em pH padrio (Tabela 1).

4.3.1 Espectrofluorometria com pH padrao

Apoés as diluigdes, as cubetas com a amostra foram colocadas na camara de
amostras do aparelho LS50B e os parametros ajustados para: comprimento de onda de
excitacdo em 259 nm * 5 nm, varredura entre 260 nm e 500 nm. Esse procedimento foi
realizado em triplicata com cada composto em cada concentragdo para a obtencdo de

uma média.

4.3.2 Espectrofluorometria com oscilagdo de pH

As solugdes foram preparadas usando ATP e seus derivados diluidos nas
solugdes tampao com pH 3, 7 e 11. Foram obtidas solugdes tampao em concentracdes
de 10 mM, 50 mM e 100 mM. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando
novamente o aparelho LS50B (Pelkin Elmer Corporation, Shelton, Connecticut, USA)
com os mesmos parametros utilizados anteriormente. A concentragdo das amostras de
ATP e seus derivados diluidos na solugao tampao foi de 50 uM e o pH foi ajustado de 2
até 11, com o uso de NaCl e HCI. Estes experimentos foram realizados em triplicata

com trés diferentes amostras de cada composto a fim de se obter uma média dos dados.
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4.3.3 Espectrofluorometria com oscilagao de pH e presenca de NaCl

Com o objetivo de promover estabilidade idnica do meio, foram realizadas
medidas de fluorescéncia dos compostos ATP e seus derivados com a adi¢dao de NaCl as
solucdes em concentragdes de 1%, 5% e 15%, pH 3, 7 e 11 respectivamente. Apds a
adicdo do NaCl as solucdes de 50 uM de ATP e derivados foram submetidas ao
aparelho LS50B para obten¢do das medidas de fluorescéncia. Estes experimentos

também foram realizados em triplicata para cada composto.

4.4 Espectroscopia de excitagao

Como objetivo de obter os espectros de excitagdo das amostras, utilizou-se o
mesmo equipamento empregado para obtengdao de medidas de fluorescéncia, o LS50B
(Pelkin Elmer Corporation, Shelton, Connecticut, USA). Os parametros para obtenc¢ao
do espectro de excitagdo foram definidos a partir da obtencdo do comprimento de onda
de emissdo, ou seja, intensidade maxima de fluorescéncia de cada composto. As

medidas foram realizadas em triplicata.
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5 Resultados e discussao

A fim de estabelecer a concentracdo ideal para os experimentos com ATP,
foram realizados testes com diferentes concentragdes entre 0 (somente dgua ultrapura) e
500 uM. O teste realizado consistiu na obtencdo do espectro de fluorescéncia do ATP
para que fosse possivel identificar qual a concentragdo que possibilitava a melhor
visualizag¢ao do sinal de fluorescéncia. A partir destes experimentos foi verificado que a
fluorescéncia do ATP ¢é dependente da concentragdo. E possivel visualizar nas Figuras 2
e 3, que a intensidade méxima de fluorescéncia aumenta gradativa e linearmente até a
concentragdo de 50 uM, para depois atingir seu pico maximo em 150 pM.

A partir de 200 uM este sinal vai decaindo até chegar a niveis muito baixos em
500 uM. A principio, segundo estudos prévios de Amat et al. (2005), estes testes
deveriam ser realizados com concentragdo de 2 mM, contudo segundo teorias basicas de
espectroscopia de fluorescéncia (WILLIANS, 1980), em concentragdes muito altas
(como ¢ o caso de 2 mM de ATP em 4agua) ocorre o efeito do “filtro interno”. Neste
fendmeno onde ocorre a reabsor¢do da luz emitida no interior da solugdo por moléculas
(fluordforos), que estdo em grande nimero devido a alta concentragdo. Concentragdes
menores apresentaram crescente e linear intensidade maxima de fluorescéncia. Acima
50 uM a intensidade maxima de fluorescéncia ndo era linear e a partir de 150 uM havia
decaimento da intensidade méxima de forma linear linearidade (Figura 2 e 3). Desta

forma a concentragdo estipulada para o presente estudo foi de 50 uM.
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Figura 2: Variagdo da intensidade maxima de fluorescéncia do ATP obtido com solugdes em

concentragdo entre 0 uM e 500uM.
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Figura 3: Variagdo da intensidade maxima de fluorescéncia do ATP obtido com solugdes em
concentragdo entre 0 ¢ 50 uM, demonstrando linearidade dos dados nestas concentragdes.
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5.1 Espectrofotometria com pH padrao

Ap6s as medidas realizadas anteriormente, foi possivel obter os espectros
de absorcao do ATP e seus derivados, onde verificamos que todos os compostos
apresentam o pico de absorcdo em 259+0,5 nm, regido do ultravioleta no espectro
eletromagnético (Figura 4). Estes resultados sugerem que a parte da molécula
responsavel pela absor¢do de energia ¢ a adenina, por ser a Unica estrutura comum a
todos os compostos utilizados. Fato justificado pelo efeito de ressonancia que ocorre
pela polarizagdo das ligacdes m (dupla ligacdo) presentes neste grupamento
heterociclico. Durante esse processo, ocorre a migracdo de elétrons entre os
heteroatomos, logo, absor¢do e liberacdao de energia pela adenina (MORRISSON et al.,
1992). O pico de absor¢do da adenina em 259 nm coincide com dados cléssicos como os
apresentados por Davis e Norris (1963). Estudos recentes também corroboram com o0s

dados obtidos no presente estudo (SANTHOSH; MISHRA,1992).
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Figura 4: Espectro de absorcdo do ATP e seus derivados em pH padrdo na concentracdo de 50
pm.
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5.2 Espectrofotometria com oscilagdao de pH

Realizando-se as medidas com em diferentes valores de pH para os
diversos compostos observou-se que esse parametro ndo altera consideravelmente o
espectro de absor¢do do ATP e seus derivados, conforme pode ser verificado na figura

5.
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Figura 5: Espectro de absor¢ao do ATP (50 uM) e derivados (50 uM) com variacdes de pH. Pico de
absor¢ao a 260 nm. Linha de Base = Agua Ultrapura. A) ATP, b) ADP, C) AMP, D) Adenosina, E)
Adenina.
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5.3 Espectrofluorometria com pH padrao

Uma vez obtido o pico de maxima absor¢ao dos compostos, foi possivel
obter o espectro de fluorescéncia da molécula de ATP e seus derivados. Com este
experimento, verificou-se que o ATP possui alta intensidade de fluorescéncia na
concentragdo testada (50 uM). Intensidades menores sdo observadas para os derivados
da molécula de ATP (intensidade do ATP > ADP > Adenina > AMP > Adenosina)

conforme pode ser verificado nas figuras 6 e 7.

——ATP —=— ADP AMP
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Figura 6: Espectro de fluorescéncia do ATP e seus derivados. Em evidéncia diferencgas
espectrais na fluorescéncia dos derivados de ATP.

Apds a normalizacdo e sobreposicao dos graficos, verificamos que quanto maior
a presenca de ions fosfato maior a intensidade de fluorescéncia do composto. Estes
resultados sugerem que o grupamento da molécula de ATP, onde os fosfatos estdo
presentes, promove uma influéncia no sinal de fluorescéncia, principalmente quando ha
dois ou trés fosfatos, ou seja, ADP e ATP respectivamente. Quando existe apenas um
fosfato ligado a adenosina, a fluorescéncia diminui quando comparada a adenina. Este
fendmeno pode ser observado pela mudanga de conformagdo da molécula através do
dobramento resultante da atragdo entre os elétrons livres de oxigénio da por¢do terminal
(dois ultimos fosfatos) e os nitrogénios livres da adenina, gerando uma maior forga de
campo elétrico e conseqiiente maior energia, fazendo com que a ressonancia na adenina

seja mais intensa (BEYER et al., 1997).
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Utilizando a espectroscopia de fluorescéncia foi possivel analisar ainda, o
comportamento da liberacdo de energia absorvida pelas moléculas. Todos os compostos
apresentaram uma movimentagdo de Stoke maior que 8000 numeros de onda, o que
sugere que a fluorescéncia ndo ¢ a fonte primaria de emissdo da energia absorvida por
estas moléculas (LAKOWICZ, 1983). A variacdo de Stokes estd diretamente
relacionada a defini¢cdo de condig@o primaria da fluorescéncia como fonte de emissdo de
energia. Variagdes acima de 8000 niimeros de onda indicam que existe outra fonte

priméria de liberagdo de energia absorvida.
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Figura 7: Dados normalizados demonstrando a diferenca entre os picos de absorgdo e de
fluorescéncia do ATP.

5.4 Espectrofluorometria com oscilagao de pH

Com a variagdo do pH, e conseqiientemente da concentra¢do hidrogenionica no

meio, foram obtidos resultados indicativos de maior fluorescéncia em solugdes acidas

(Figura 8).
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Figura 8: Picos de fluorescéncia do ATP (388 nm) obtido em diferentes pH.

Quando os compostos foram solubilizados em solu¢des com baixo pH, a
intensidade de fluorescéncia foi aumentada quando comparada aos experimentos
anteriores em pH=7, mostrando que o meio acido ¢ preponderante para a emissiao
fluorescente por esses compostos. Quando solubilizados a solu¢des com um alto pH, o
sinal de fluorescéncia ¢ reduzido a quase zero. Estes resultados sugerem que a
intensidade da fluorescéncia dos compostos depende da concentracdo hidrogenidnica do
meio, inferindo que a fluorescéncia ¢ influenciada pela transferéncia protonica que pode
ocorrer na Adenina em todos os derivados do ATP. Esta influéncia pode se dar na
molécula através da afinidade entre os 4tomos de hidrogénio livres, e a molécula,
principalmente na adenina, aumentando a forca do campo elétrico, fazendo com que a
reacdo de troca de energia com a luz seja mais intensa, conseqiientemente observando

maior intensidade do sinal (BEYER et al., 1997).

5.5 Espectrofluorometria de fluorescéncia com ajuste de pH e adigdo de NaCl

Os resultados permitiram inferir que a porg¢ao terminal da molécula de ATP, ou
seja, ultimo grupamento fosfato tem influéncia sobre a fluorescéncia. Esta influéncia
promove modificagdes na estrutura molecular quando irradiada, alterando a intensidade

emitida pela adenina (Figura 9), que ¢ a parte da molécula que absorve e libera a energia
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fornecida pela luz nos diferentes comprimentos de onda empregados. Quanto maior a
concentragdo de NaCl e em baixo pH (pH 3) maior a estabilidade da molécula de ATP,
reduzindo a possibilidade de modificagdo conformacional e interferéncia sobre a

adenina (ODIJK, 1994).
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Figura 9: Diferenca de intensidade de fluorescéncia do ATP em pH 3 no seu pico maximo, com
a adi¢do de NaCl a 1%, 5% e 15% da solugdo.

Estes experimentos possibilitaram verificar a estabilidade do meio a partir da
adi¢do de moléculas de NaCl a solucdo, ndo permitindo que a por¢do terminal do ATP
formasse outra conformagao que pudesse exercer alguma influéncia sobre a adenina.
Esta estabilidade se da, pois o NaCl ¢ um sal, ou seja, uma estrutura mais densa, que
ndo tem afinidade com a molécula de ATP como o hidrogénio tem, atuando na solug¢do
como uma barreira ao dobramento da molécula, que ¢ a hipdtese que verificamos para a

influéncia da por¢ao terminal de fosfatos. (BEYER et al., 1997) (Figura 10).
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Figura 10: A. Conformacao padrdo. B. Provavel modificagdo na conformacao da molécula de
ATP com influéncia da luz. C. Provavel impossibilidade de modificagdo conformacional devido a
presenga de NaCl.

5.6 Espectroscopia de excitagao

O espectro de excitagdo do ATP e seus derivados foram obtidos para todos os
compostos utilizados anteriormente.

Utilizando o comprimento de onda referente ao pico de fluorescéncia, foi obtido
o espectro de excitagdo do ATP e derivados, conforme pode ser verificado na Figura 11.
Para o ATP e ADP os pardmetros foram os seguintes: pico de emissdo: 280 + 5 nm,
varredura: 200-360 nm. Para AMP, Adenosina e Adenina os parametros foram: pico de

emissdo: 254 + 5nm, banda de varredura: 200-300 nm.
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Figura 11: Grafico comparativo entre o espectro de absorgdo ¢ excitagdo do ATP e derivados. A)
ATP, B) ADP, C) AMP, D) Adenosina, E) Adenina.

O pico de excitagdo deve ser o mais proximo possivel do espectro de absor¢ao,
uma vez que essa € uma técnica utilizada para confirmar se realmente sao as moléculas
dos compostos € ndo impurezas que estdo absorvendo a energia entregue durante a
irradiagdo das amostras. Os dados normalizados demonstram um movimento do pico de
excitacdo em dire¢cdo a regido do vermelho, quando comparado ao pico de absor¢do
obtido. Isso ocorre possivelmente devido a presenca de diferentes conformagdes da
mesma molécula nas solugdes, produto de um “conformer”, tautdmero ou
tautomerizacdo. O “conformer”, ou seja, a molécula em sua forma basica elaborada pelo
laboratorio fabricante, geralmente representa 95% do composto em uma solugdo, os 5%
restantes podem tomar diferentes formas devido a isomeria. A isomeria ¢ o tipo de
fendmeno (forma da molécula) na qual dois isdmeros, em solucao coexistem segundo
um equilibrio dindmico, ocorrendo migracdo de um atomo de hidrogénio na molécula

alterando sua forma. Esta alteragdo na forma da molécula basica pode ocorrer de duas
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maneiras, simplesmente tomando uma forma diferente (tautomero), ou apos a excitagao
da molécula submetida a uma grande carga energética, neste caso denominado

tautomerizacdo (MORAES, 1975).

Em suma, observando todos os resultados obtidos no presente estudo pode-se
inferir que a por¢do do ATP reativa a luz ¢ a adenina, e que esta sofre influéncia da
cadeia de fosfatos sobre sua reatividade. Os subsidios para a sugestdo desta influéncia
foram obtidos a partir de modificagdes de pH e densidade do meio. Contudo, estudos
futuros sdo necessarios para verificar como a luz modifica a conformagao da molécula
de ATP. Resultados obtidos no presente estudo, associados a estudos prévios de Amat et
al. (2006), podem nortear principios basicos na interacdo luz sobre a reatividade da

molécula de ATP em sistemas “in vitro” € “in vivo”.
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6 Conclusoes

Através da caracterizacdo espectroscopica (200-800 nm) da molécula de
ATP e seus derivados em meio aquoso pode-se concluir que o pico de absor¢cdo da
molécula de ATP e derivados (ADP, AMP, adenosina e adenina) ocorre em 260 nm. O
que nos levou a conclusdo de que a parte da molécula responsavel pela absorcao de luz
¢ a adenina (presente em todos os compostos). Com a excitacdo em 260 nm, existe alta
intensidade de fluorescéncia da molécula de ATP quando comparado a seus derivados.
Esta fluorescéncia acentuada do ATP, sobre os derivados, se da devido a influéncia da
cadeia de fosfatos e sua interacdo com a adenina. Também, foi possivel concluir com
este estudo que existe forte influéncia do pH e da densidade do meio sobre as reagdes

supracitadas, ndo tendo sido observado em estudos prévios.
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