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Resumo

Guevara, Elmer Augusto Cueva; Louro, So6nia Renaux Wanderley.
Fotodegradacio de fenotiazinas e seus efeitos estruturais sobre a
Na', K'-ATPase: estudo através de fluorescéncia. Rio de Janeiro, 2010.
153p. Tese de Doutorado - Departamento de Fisica, Pontificia Universidade
Catolica do Rio de Janeiro.

Clorpromazina (CPZ), flufenazina (FPZ) e trifluperazina (TFP) sdo
derivados de fenotiazinas que, sob irradiagdo UV, geram fotoprodutos. Observou-
se que CPZ desenvolve trés fotoprodutos fluorescentes em diferentes condigdes. A
promazina (PZ) se forma da fotdlise de CPZ pela quebra da ligacdo com o cloro.
A saida do cloro ¢ um dos principais caminhos para a formagdo de outros
fotoprodutos, sendo também um requisito para formacao de dimeros e trimeros de
CPZ. O segundo produto fluorescente ¢ a espécie sulfoxida, que se desenvolve em
presenga de oxigénio somente em meio acido e tem pico de fluorescéncia em ~
370 nm. A terceira espécie, com pico triplo de emissdao e maximo em 352 nm, se
desenvolve predominantemente em auséncia de oxigénio. Observou-se que as
taxas de formacdo dos fotoprodutos fluorescentes sdo maiores em meio acido.
FPZ e TFP apresentaram o mesmo fotoproduto fluorescente (emissdo ~ 410 nm),
espécie que se desenvolve em presenga de O, com as mesmas caracteristicas da
espécie sulfoxida. A fluorescéncia do fotoproduto da TFP foi testada como sensor
de radiacao UV e para deteccdo de pequenas quantidades de oxigénio. Estudando
as interacoes com membranas contendo a enzima Na', K'-ATPase, mostrou-se
que as fenotiazinas alteram a estrutura lipidica da membrana, ja que aumentam a
anisotropia de fluorescéncia da sonda de membrana DPH. Os resultados da
interagdo das fenotiazinas com residuos de triptofano da proteina mostraram
supressao de fluorescéncia de mais da metade dos triptofanos, sem transferéncia
de energia. A estrutura local do sitio de ATP na proteina Na', K-ATPase,
marcado com a sonda fluorescente FITC, ndo foi afetada pela interacdo com as
fenotiazinas, sugerindo que a localizacdo do sitio de liga¢ao das fenotiazinas com

a enzima fica longe do sitio de ATP.

Palavras-chaves
Biofisica; fenotiazinas; fotodegradagao; Na’, K'-ATPase; espectroscopia;

fluorescéncia; clorpromazina; flufenazina; trifluoperazina; triptofano.
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Abstract

Guevara, Elmer Augusto Cueva; Louro, So6nia Renaux Wanderley
(Advisor). Fotodegradation of phenothiazines and their structural
effects on Na',K'-ATPase: a fluorescence study. Rio de Janeiro, 2010.
153p. Doctoral thesis — Departamento de Fisica, Pontificia Universidade
Catolica do Rio de Janeiro.

Chlorpromazine (CPZ), fluphenazine (FPZ) and trifluoperazine (TFP) are
phenothiazine derivatives, which generate photoproducts under UV irradiation.
We observed that CPZ develops three fluorescent fotoproducts under different
conditions. Promazine (PZ) that forms from the CPZ photolysis. The chlorine loss
is one of the main pathways for photoproduct formation and it seems to be a
requirement for development of CPZ dimers or trimers. The sulfoxide species
with fluorescence peak at ~ 370 nm develops in the presence of oxygen only in
acid conditions. Another fluorescent species with structured emission and
maximum at 352 nm develops primarily in the absence of oxygen. It was observed
that the development rates of all fluorescent photoproduct are greater under acidic
conditions. FPZ and TFP presented the same fluorescent photoproduct (emission
~ 410 nm), which develops in the presence of O, with the same characteristics as
the sulfoxide derivative. The fluorescence of the TFP photoproduct was tested as a
UV sensor and a sensor for detection of small amounts of oxygen. Studying the
interactions with Na', K'-ATPase enriched membranes, phenothiazines were
shown to modify the membrane lipid structure since they increased the
fluorescence anisotropy of the membrane probe DPH. The results of
phenothiazine interaction with tryptophan residues of the enzyme showed
fluorescence quenching of ~ 50% of the tryptophan residues, without energy
transfer. The local structure of the Na", K'-ATPase ATP binding site, labeled with
FITC, was not affected by the interaction with the phenothiazines, suggesting that

the phenothiazine sites are far from the ATP binding site.

Keywords
Biophysics; antidepressant; antipsychotic; Na,K-ATPase; spectroscopy;

fluorescence; chlorpromazine; fluphenazine; trifluoperazine.
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Abreviagoes

AO
ATP
ATPase
Cpz
DPH
EDTA
FPZ
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LDI
Pi

Pz
TFP
Uv

antroil-oubaina

adenosina trifosfato

adenosina trifosfatase
clorpromazina
1,6-Difenil-1,3,5-hexatrieno
acido etilenodiaminotetraacético
flufenazina

fluoresceina isotiocianato
ionizacao por dessorc¢ao a laser
fosfato inorganico

promazina

trifluoperazina

ultravioleta


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521270/CA




