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RESUMO

As Tiobases sado resultado da substituicdo de atomos de oxigénio por atomos de enxofre nas bases
canbnicas que compdem o DNA/RNA. Ao serem excitadas oticamente por luz UV, as tiobases detém ampla
capacidade de popular o estado tripleto por um longo periodo, produzindo oxigénio singleto, espécie
eletronicamente excitada de O, e altamente fototoxica. Devido as suas peculiares propriedades de
cruzamento intersistémico rapido, deslocamento no espectro de absor¢cao para o vermelho em relagéo as
bases canobnicas e a efetiva populagdo do estado tripleto, suas empregabilidades s&do mdltiplas, como: no
tratamentos contra o cancer de pele e outros tumores superficiais, terapia fotodindmica e em farmacos
destinados ao tratamento de doengas autoimunes. O trabalho aqui apresentado visa relatar os resultados
parciais referente as constantes de tempo obtidas a partir da analise dos dados de espectroscopia
ultrarrgpida no UV da da amostra 6-Tioguanina (6TG) em solugdo aquosa com a polarizagdo em angulo
magico (54,7°) entre o feixe de bombeio e de prova, coletados pela coordenadora do projeto durante seu
doutorado e compara-lo com resultados da literatura para a mesma amostra, mas com polarizagao paralela.
Para a coleta dos dados foi utilizado a técnica de espectroscopia Pump e Probe com resolugéo de 20 fs na
faixa do UV, os dados foram coletados no laboratério de pesquisa do departamento de Fisica da
Universidade Politecnico di Milano em Milao, ltalia. Para a analise dos dados realizada neste projeto foi
utilizado um programa gratuito (Glotaran 1.5.1), que possibilitou a extragao de informagdes das constantes
de tempo associadas as vias de decaimento energético. As constantes de tempo encontradas foram: t,= 59
fs e 7,= 500 fs e um estado com tempo longo (fora da janela temporal analisada). Ao comparar os valores
de tempo obtidos com os valores da literatura, cuja a Unica diferenga era entre medidas de espectroscopia é
a polarizacdo de bombeio e prova, concluimos que a polarizagdo da amostra nao tem influéncia no tempo
de relaxamento da biomolécula.

Palavras-chave: DNA/RNA. Tiobases. Decaimento energético.

INTRODUGAO:
A manutencdo da vida terrestre esta intrinsecamente ligada a fotoestabilidade de &acidos nucleicos,

particularmente os que compdem as nucleobases, visto que sua capacidade de repopular o estado
fundamental apds excitagdo por luz ultravioleta é responsavel por evitar lesdes fotoinduzidas
(FRANCES-MONERRIS et al., 2018). Entretanto, a modificagdo de bases candnicas tem fomentado o
estudo no que diz respeito a resposta das mesmas diante de modificagbes em sua estrutura quimica,
possibilitando assim o estudo e avaliagbes de suas possiveis aplicacdes em diferentes areas. Além disso,
os efeitos de uma mera substituicdo de um atomo em uma molécula sdo importantes modelos de estudos.

Constituidas basicamente por Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Oxigénio, as nucleobases sao fortemente
sensiveis as mudangas em sua estrutura quimica. Sendo assim, a concepgdo das Tiobases, bases

analogas as de DNA/RNA, se da a partir da substituicdo de um atomo de Oxigénio por um atomo de
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Enxofre, modificando drasticamente as propriedades dessas biomoléculas quando comparadas as suas
analogas canodnicas (BARBATTI et al., 2015).
Devido as suas caracteristicas especificas as Tiobases sao aplicaveis a diferentes areas. Por exemplo, a
biomolécula 6 - Tioguanina (6TG) - amostra cujo os dados analisados sado descritos neste resumo -
comumente utilizada no tratamento de diversas condigdes clinicas (TIDD E PATERSON, 1974) e também
utilizada em Terapia Fotodindmica (REELFS; KARRAN; YOUNG, 2012). Tal terapia tem se mostrado
promissora para o tratamento do cancer e outras doengas a partir da combinagcdo de um farmaco
fotossensibilizante, uma fonte de luz com comprimento de onda adequado ao espectro de absorgédo da
droga associada ao tratamento e Oxigénio (MACHADO, 2000).
Neste sentido, compreender o mecanismo de desativagado dessas moléculas torna-se imprescindivel para
avangos relativos as suas diversas aplicagdes, tais quais em nanotecnologia (WOJCIECHOWSKI;
LEUMANN, 2011), fotoquimioterapia (PRIDGEON et al., 2011), fotocrosslinking (FAVRE, 1998), uso
farmacoldgico (PERIGAUD; GOSSELIN; IMBACH, 1992), além de se caracterizar como um bom modelo de
estudos das influéncias da substituicho de um unico 4tomo em uma molécula (ASHWOOD; POLLUM;
CRESPO-HERNANDEZ, 2019).
O estudo das tiobases pela técnica de Pump e Probe tem sido extensivamente estudada na literatura. Para
citar alguns exemplos: a origem da eficiente populagdo do estado tripleto na amostra 2-Tiocitosina foi
desvendada utilizando tal técnica (MAI et al., 2016), bem como a influéncia da posi¢do do enxofre nas
derivativos da uracila (POLLUM et al, 2015), o mecanismo de decaimento da 4-Tiotimidina
(MARTINEZ-FERNANDEZ et al.,, 2017) e a presenga de um estado intermediario escuro nas vias de
decaimento da 4-tiouracila bem como oscilagdes coerentes que facilitam o mecanismo de desativagao
(BORREGO-VARILLAS, et al., 2018). Foi observado também utilizando a técnica de transmissao transiente
no UV com alta resolugcédo temporal que dependendo do comprimento de onda de excitagdo da amostra de
uracila duplamente substituida com enxofre (2,4-Ditiouracil), que varias vias de desativagdo do estado
fotoexcitado podem ser ativadas e o mecanismo de desativagdo se excitado o enxofre da posicédo 4 se
compara com o mecanismo de desativacdo da 4-Tiouracila e se excitado o enxofre na posigdo 2 o
mecanismo de desativagdo se compara com o da 2-Tiouracila (TELES-FERREIRA, et al., 2020).
Neste trabalho vamos nos concentrar nos efeitos da polarizagdo nas constantes de tempo associadas ao
decaimento da amostra 6-Tioguanina e comparando essas constantes de tempo com valores previamente

obtidos na literatura.

METODOLOGIA:

A amostra, cujo os dados analisados estao descritos na se¢cdo Resultados e Discussdes, foi adquirida pela
empresa Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Alemanha). A amostra, 98% pura foi
preparada em solugédo de PBS (phosphate buffered saline), onde 0,15 g de fosfato monossaddico e 0,27 g de
fosfato dissodico foram dissolvidos em 200 mL de agua ultrapura, a fim de obter-se um pH de 7,4 e 16 mM
de concentragdo. Os dados aqui estudados foram coletados pela coordenadora do projeto durante o seu

doutorado.
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A técnica de Pump e Probe
Para a coleta deles foi desenvolvida a montagem experimental in loco (laboratério de pesquisa do
departamento de Fisica da Universidade Politecnico di Milano, sediada em Mildo, Italia) que aplicava a
técnica Pump e Probe. A montagem se iniciava com o laser de Ti:safira pulsado (800 nm, 100 fs e 1 kHz),
cujo feixe é dividido em duas linhas: a de bombeio e de prova. O feixe de bombeio (do inglés: pump), passa
por um amplificador paramétrico ndo colinear (NOPA) na regido visivel que é sintonizavel de 500 nm a 700
nm e produz pulsos de 10 fs devido ao uso de um par de Espelhos Compressores para compensagao de
dispersdo com pelo menos 5 saltos em cada espelho. Os pulsos de bombeio vindo do NOPA e um pulso no
infravermelho sofrem a soma de frequéncia em um cristal de BBO produzindo pulsos de banda larga
centrados em 330 nm. A polarizagdo entre o feixe de bombeio e prova é em angulo magico (54,7°). Ja o
feixe de prova (do inglés: probe) vem do laser fundamental, passar por um estagio de atraso e em seguida
por um cristal Ca,F que mediante processos néo lineares de altas ordens gera a um feixe de luz com varios
comprimentos de onda. O primeiro feixe que chega na amostra é o feixe de bombeamento, com fungéo de
modificar as propriedades 6pticas da amostra. Apds um intervalo de tempo t, o feixe de prova atinge a
amostra, interagindo com o material (VARDENY; TAUC, 1981). Tal procedimento permite a extragdo das
constantes de tempo relativas a cada etapa do processo de desativagdo da molécula. E possivel monitorar
a evolugéo do sistema a partir da detecgao do feixe de prova variando o tempo de atraso entre os pulsos
(CERULLO; DE SILVESTRI, 2003).
A analise dos dados coletados a partir deste experimento foi realizada utilizando o programa de cddigo
aberto Glotaran 1.5.1.

A Analise Global de Dados

O conjunto de dados referentes a 6-Tioguanina foram submetidos a uma analise global (VAN STOKKUM,;
LARSEN; VAN GRONDELLE, 2004) utilizando o programa de cddigo aberto Glotaran 1.5.1, que possibilita a
extracdo de informagdes de uma extensa quantidade de dados a partir de uma anadlise baseada em um
modelo.

Desta forma, a andlise global de dados possibilita a extracdo das constantes de tempo relacionadas a

dindmica do conjunto analisado. Para tal, todo o mapa de Espectroscopia de Transmissao Transitoria é

ajustado simultaneamente a partir de um ajuste com fungbes exponenciais Aie " considerando as

contribuicbes espectrais associadas a cada constante de tempo e a cada comprimento de onda do feixe de
prova. A fim de encontrar o nimero de vetores independentes substancialmente diferentes do ruido faz-se
uma decomposig¢do singular, e assim obtém-se as componentes dominantes e componentes residuais
correlatas aos artefatos coerentes (VAN STOKKUM, 2005).

O espectro resolvido no tempo é expresso por W(A, t) e depende dos comprimentos de onda do probe e

atraso entre Pump e Probe. Tal relagao é expressa pela Relagéo 1:
n
comp

W@, a3 (e ® IRF()EAS () 1)
=1
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onde, kl representa a taxa de decaimento para cada componente; IRF(t) esta relacionada a fungéo de

resposta instrumental, e EASZ(?\) sdo as amplitudes dos decaimentos exponenciais (VAN STOKKUM, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Um modelo com trés constantes de tempo de decaimento foi utilizado para execugao da analise realizada.
Os valores referentes obtidos foram de: 59 fs; 500 fs e um estado com tempo longo fora do intervalo de
tempo medido. Foi considerada a dispersao devido a propagacado de comprimentos de ondas diferentes
com diferentes velocidades (chirp), com ordem polinomial 3, cujos valores sdo 101,144; -53,8996; 21,3999.
O comprimento de onda central € de 525 nm. Foram obtidos os Parametros IRF do tipo Gaussiano, com
posigcao com valor inicial 354,581. A largura do pulso obtida foi 20,0666. Para ajuste do Artefato Coerente do
tipo Sequencial, foram usadas 5 taxas de decaimento, com os seguintes valores: 0,181619; 0,216102;
0,181651; 2,62091; 0,164370. Foram realizadas 3 iteragdes e erro padrao residual final 0,000516242. Os
resultados obtidos para a dinamica, o espectro de evolugédo associado ao decaimento (DAS), o espectro de
evolugao associada (ESA), a normalizagéo do espectro de evolugéo associado ao decaimento (normDAS) e

normalizagao do espectro de evolugao associado (normESA), estdo apresentados a seguir.
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Figura 1. (a) A dindmica para selecionados os comprimentos de onda. A janela temporal apresentada foi de
-100 fs até 1500 fs, (b) Evolugédo da populagéo para cada constante de tempo, (c) Espectro de evolugao
associado ao decaimento (DAS) obtido depois da analise dos dados de transmissao transiente, (d) Espectro
de evolugdo associado (ESA) obtido depois da analise dos dados de transmissdo transiente, (e)
Normalizagcao espectro de evolugdo associado ao decaimento (normDAS), (f) Normalizagdo espectro de
evolugdo associado (normESA).

As curvas de cor preta apresentado nas figuras de b até f estdo associadas ao decaimento ultrarrapido do
estado foto excitado S,nm*. Ele ocorre em 59 fs e o pico observado em 375 fs nas figuras 1d e 1f em
tempos menores que 100 fs também foram observados em outros trabalhos (TELES-FERREIRA, et al.,
2022) e atribuidos a esse estado. Para tempos maiores que 200 fs observamos a formagao de bandas de
absorcao fotoinduzidas que estdo associadas a populagéo do estado tripleto (curvas vermelhas e azuis).

Os espectros presentes na figura 1c e 1d e a suas normaliza¢des nas figuras 1e e 1f foram obtidos por um
ajuste global dos dados usando um modelo cinético sequencial. O melhor ajuste foi obtido com duas
constantes de tempo, 7,= 59 fs e 7,= 500 fs e um Estado com tempo longo. Ao comparar os valores de
tempo obtidos no ajuste com os valores obtidos no artigo “Ultrafast Excited-State Decay Mechanisms of
6-Thioguanine Followed by Sub-20 fs UV Transient Absorption Spectroscopy’, observamos que a
polarizagdo da amostra nado influencia no tempo de relaxamento da biomolécula, pois a biomolécula
estudada no artigo foi preparada sob as mesmas circunstancias que a aqui estudada, porém esta polarizada
paralelamente. As constantes de tempo obtidas para r, e 7, pelos autores do artigo foram 81 fs e 522 fs
respectivamente. E possivel observar que o valor obtido para resultados 7, esta dentro do do erro estimado,
48 fs. Para 7, o tempo excede em 2 fs, uma vez que o erro estimado é de 30 fs, no entanto, o valor esta
dentro de uma margem aceitavel levando em consideragao a largura de 20 fs do feixe de bombeio.

Ao ser excitada oticamente por luz UVA, a 6-Tioguanina, preenche inicialmente o estado S.xn*, que decai
posteriormente para o estado Sinz*, em um tempo de 59 fs (ver figura 2). O estado S: tem dois minimos: um
de natureza nm* e outro de natureza mw*. A partir do estado Si(nm*) existe uma populacado eficiente dos
estados tripletos: T:(*nn*) e T.(*nx*), isoenergéticos, possibilitando o intercambio de populagdo. A passagem

do Estado S: para qualquer um dos estados Tripletos, ocorre em um intervalo de tempo de 500 fs. A
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principal via de relaxamento da 6TG segue a seguinte ordem Si(mw*) — Si (nw*) — Ti(3nx*) / T(*nx*)
—Ti(mr*), no entanto existe uma contribuicdo menor no caminho S:(am*) — Si(mw*) — So ou Si(nx*)

—T.(nm*) — T,(3nx*). A figura 2 resume estas descri¢des.

Sp(nm™)
'\ 59 fs
. 500 fs
Si(nm™ Sy (nm”
1(nm™) 1(nm*) T,Cnr®)
T, Crr*)
Dezenas de ps
Centenas de ns
( So(mr*) |

Figura 2. Mecanismo de decaimento da 6-Tioguanina em polarizagdo em angulo magico

CONCLUSOES:

Analisados os resultados obtidos pelo artigo “Ultrafast Excited-State Decay Mechanisms of 6-Thioguanine
Followed by Sub-20 fs UV Transient Absorption Spectroscopy” e os resultados alcangados neste estudo,
observa-se haver uma concordancia no que tange ao mecanismo de decaimento energético da biomolécula
6-Tioguanina, visto que os resultados alcangados para a amostra analisada neste estudo possuem valores
de 59 fs para 7,, 500 fs para 7, € um estado com tempo longo, diferenciando-se em 22 fs para r, e r, com
relacao aos valores obtidos pelo artigo analisado.

Portanto, a compreenséo do estado de fotoexcitagao e relaxagdo de energia em biomoléculas analogas as
de DNA/RNA possibilita o entendimento da estrutura energética destas, fornecendo um bom modelo para o
estudo das mudangas de suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas, bem como a percepgédo das
influéncias sofridas em uma molécula em que ha a substituicdo de um atomo. Com os resultados obtidos &
possivel observar que a polarizagdo da molécula nao interfere em seu tempo de relaxamento energético,
uma vez que os tempos ndo variam significativamente de uma polarizagdo para a outra. Além disso, os
valores obtidos estdo de acordo com outros ja relatados na literatura (TELES-FERREIRA. et al., 2022).
Espera-se ao final deste projeto de pesquisa que através da Analise Global de Dados novas constantes de
tempo relevantes para outras amostras analisadas sejam obtidas, a fim de sugerir os possiveis mecanismos

de desativacao energética de diferentes biomoléculas.
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