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SUMARIO

A oxidacio aerdbica catalisada por peroxidase da auxina,
o acido indol-3-acético, gera indol-3-aldeido em estado eletroni-
co excitado, provavelmente triplete (w,n*), com alto rendimen-
to quantico. Esta espécie excitada € caracterizada usando acepto-
res emissivos apropriados. O indol-3-aldeido triplete & suprimido
por oxigenio, com subsequente formacdo de oxigenio singlete que é
responsavel por p#rte da emissfio fotonica observada a qual pode
ser aniquilada por agentes adequados.

0 tRNA aumenta a emissdo do sistema dcido indol-3-acéti
co/peroxidase/Oz como resultado da transferencia de energia do
indol-3-aldeido triplete para um grupo 4-tiouridina no dcido nu-
cleico. 0 indol-3~aldeido triplete se liga covalentemente ao tRNA
com uma eficieéncia que pode atingir 20% do valor tedrico, basean-
do-se na concentracao de substrato. A reagao, que ocorre com um
grupo uridina, & do tipo Patermo-Biichi, formando um aduto oxetani
co. Esta ligacdo & observada tanto no método fotoquimico como no
bioenergizado. 0s ions Mg++ reduzem a ligacao, mas aumentam a
emissao sensibilizada pelo grupo 4-tiouridina.

Estes resultados apoiam a hipdtese de que a formacgio de
indol-3-aldeido triplete possa representar o mecanismo pelo qual

o dcido indol-3-acético expressa suas funcdes bioldgicas.




ABSTRACT

The horseradish peroxidase catalysed aerobic oxidation
of the auxin indole-3-acetic acid generates triplet (w,n*) indole
-3-aldehyde in high yield. This excited species is identified
using proper acceptors. The triplet indole-3-aldehyde is quenched
by oxygen with formation of singlete oxygen, which is responsible
for the observed photon emission and it can be trapped by suitable
agents.

tRNA dramatically enhances the emission of indole-3-
acetic acid/peroxidase/o2 system as a result of energy transfer
from triplet indole-3-aldehyde to a 4~thiouridine group in the
nucleic acid. Triplet indole-3-aldehyde also covalently adds to
tRNA with a efficiency which can reach 20% of the theoretical

value based upon the substrate. A Paterno-Biichi, generating an
oxetanic adduct. This binding is observed both by photochemical

and bioenergized methods. Mg++ ions reduce the addition, but

enhance the sensitized photon emission from 4-thiouridine gruup.
These results support the hypothesis that triplet indole

-3-aldehyde formation represents a possible mechanism of the

biological effects of indole-3-acetic acid.
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CAPTTULO 1

INTRODUCAO



[ - ACIDO INDOL-3-ACETICO

0 crescimento de plantas ¢ influenciado por varios fato
res externos como forca gravitacional (geotropismo) e luz (foto-
tropismo) mas, além disso, na regiao sensivel & luz, o topo do cO
tileddnio, encontra-se grandes quantidades de uma substancia pro-
motora de crescimento chamada auxina(l).

Por muitos anos a identidade quimica da auxina permane~
ceu em divida, mas por volta dos anos 40 tornou-se claro que a
principal auxina na maioria dos tecidos de plantas era uma subs-
tincia quimica muito simples, o acido indol-3-acético (TAA) (fig.

1.1).

H

Figura I.1 - dcido indol-3-acético.

A presenca de IAA em pequenas quantidades nos tecidos
vegetais dificultou sua identificagdo quimica e sua quantificagao
por algum tempo. O IAA pode ser coletado nos tecidos tanto por
difusdao como por extracio com solventes organices como éter etili
co ou cloroformio. A quantidade de IAA no tecido pode ser calcula
da por medidas quimicas ou fisicas diretas. Por exemplo, o TAA
mostra um maximo de absorcao de 280 nm na regiaoc ultravioleta do
espectro. Assim, um extrato adequadamente purificado de uma plan-
ta pode ser testado para verificar a presenca de TAA somente de-
terminando-se a altura do pico a 280 nm. IAA também desenvolve
cor com varios reagentes, tais como cloreto férrico acidificado
{reagente de Salkowski), ou p-dimetilaminchbenzaldeido {(reagente
de Erlich). Estas propriedades podem ser usadas como medida quali

tativa e quantitativa da auxina nos tecidos vegetais.



I.1 - Bicssintese do TAA

0 triptofano (fig. I.2) devido a sua grande semelhancga
com o IAA, tem sido considerado o precursor mais provavel da auxi
na, especialmente desde a época em que Thimann (2} demonstrou que

cultura de Rhizopus suinus poderiam prontamente formar IAA quande

supridos com triptofanc. Este aminodcido parece ser de pouca
ocorréncia em plantas na sua forma livre, assim poucas determina-
cbes de seu nivel em vegetais tem sido feitas.

Winter (3}, Thimann e col. (4) encontraram que tecidos

de Aveia ndo se alongavam quando supridos com triptofano; portan-

to, concluiram que este nio era precursor do IAA neste tecido.
Mais tarde, Black e col. (5) mostraram que isto era p0$sfve1, em-
bora o rendimento de IAA fosse baixo. Provavelmente, o argumento
mais forte para a participacao do triptofano neste processo tenha
sido dado pelo trabalho de Erdmann e col. {(6) que mostrou que

SH-serina e 14C”3

quando Mcoindol, H-triptofano ou somente o Qlti
mo foram adicionados a tecidos de ervilha, a razao relativa de
marcacao (3H/14C)wIAA: (3H/14C)#triptofano observada quando estes
compostos foram extraidos das plantas era a mesma nos dois casos,

mostrando que nenhum passo metabolico do indol para o IAA ocorreu.

0

™ OH

CH w«?H -

NH

Figura 1.2 - Triptofano

1.2 - Passos que Levam Triptofano ao TAA

Se aceitarmos que TAA ocorre em plantas e que seu pre-
cursor primirio é o triptofano, como ¢ a conversdo de um aminodci

do para uma auxina? Tem-se proposto 4 passos possiveis para



esta transformacgao. Os intermedidrios chaves envolvidos mnestes
passos s&o: o acido indol-3-piriivico, a triptamina, © indol-3-ace
taldoxima e o triptefol.

As principais evidencias(7) de que cada passo esteja

ocorrendo sao:

{a) presenca dos intermediarios como compostos nativos em plantas;
(b) atividade bioldgica dos intermediadrios;
(c) interconversao in vivo dos intermediarios; e

(d) isolamento das enzimas que catalisam as reacoes propostas.

1.2.1 - Acido Indol-3-PirGvico como Intermediario

A degradagio do triptofano para formar IAA por esse caminho
tem também como intermedidrio o indol-3-acetaldeido. Este Gltimo &
que tem sido encontrado em tecidos vegetais (8-10), visto que o acido
indol-3-pirfivico & muito instdvel e ndo tem sido possivel isold-lo.

0 IAA é formado espontaneamente quando o indol-3-acetal
deido & incubado em solucho aquesa. A conversao do triptofano a

IAA por esse caminho pode ser representada pelo esquema 1.

Y 0
]
7 H,— C—c?

[REmE———

R
O
11

ITI

Triptofano; 1I- &cido indol-3-pirtvico; 1II- Indol-3-acetaldeido; IV- TAA.
Triptofano amino transferase(15)

b~ Acido indol-3-pirtvico descarboxilase(16)

Indol-3-acetaldeido desidrogenase ou oxidase(17)

ESQUEMA T

fomed
I

[ ]
i



Esta interconversao in vivo tem sido demonstrada em va-

rias espécies como aveia, cevada e tomate(11,12).

1.2.2 - Triptamina como Intermedidrio

A triptamina foi isolada de Acacia por White(1l3) e tem
sido encontrada em pelo menos 11 outras espécies(14).
Os passos que levam a formagao de IAA por intermédio da

triptamina sao representados no Esquema IT.

H C,,/,;,O d CH.. oo NI
-ty {( TN - 27
NH,
I
&
0
- C
—— CH, - C -

I, IITI, IV e ¢ - veja esquema I
V - triptamina

d -~ triptofano descarboxilase(18)
¢ - triptamina oxidase(19)

ESQUEMA 11

1.2.3 - Indol-3-acetaldoxima como Intermediario

Tem-se encontrado indol-3-acetaldoxima como promotora
de crescimento em trigo e ervilha(Z0). A indol-3~acetonitrila, ou
tro intermedidrio neste caminho, € muito ativa para promover cres
cimento em aveia, trigo e milho(21,22). Entretanto, outras espé-

cies mostram pouco crescimento em resposta a estes compostos. Es-



ta falta de atividade deve ser devida a inaptidao destas plantas
em converter indol-3-acetonitrila a TAA(Z2).

0 caminho que tem indol-3-acetaldoxima e indol-3-aceto~
nitrila como intermedidarios esta representado no Esquema III.

H
~

b T G2 T Csnon

g = CH,y e C ==

I eIV~ veja esquenma [

VI - indol-3-acetaldoxima; VII - indol-3-acetonitrila
f - indol-3-acetaldoxima hidroliase(23)

g - nitrilase(24).

ESQUEMA I1I

1.2.4 - Triptofol como Intermediario

Rayle e col.(25) extrairam triptofol de brotos de pepi-~
no e obtiveram sua identidade por cromatografia gasosa e espectro
metria de massa. O acido indol-3-latico, outro intermediario nes-
te processo, tem sido encontrado como composto nativo somente em
tomate(14). O esquema IV mostra a formagao do IAA via triptofol e

acido indol-3~latico.



0
# CH, — CH -—— C 7 a
o Z | -~ ———
Ny OH
! NH .,
I
v
g b
- m»mmfmrﬁo
{ g‘” Ay j,i " .
N i
CH,.. C %
X 2=
Qg L
N H
H
TTT
C
k
¢¢0
C:I:iz e (J ot ()I'I
CH, — CH,OH
1V

X1

1, I1, III, IV, a, b, e ¢ -~ veja esquema l.
X
k

i

dcido indol-3-1atico; XI - triptofol

triptofol desidrogenase ou oxidase(26,27).

ESQUEMA IV

I.3 - IAA como Regulador do Crescimento de Plantas

Uma vez identificado o IAA, um composto facilmente sin-
tetizavel, foi inevitavel que varios fisiologistas pudessem apli-
ca-lo em plantas de varias maneiras numa tentativa de entender co
mo ele atua. Tais experimentos tém levado a um numero muito gran-
de de efeitos induiidos por auxina e por compostos sintéticos.ana

logos a auxina em estrutura e funcgao.
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Como vimos anteriormente, o [AA parece derivar na plan-
ta do triptofano através de vidrios passos enzimaticos. Além disso
existem enzimas na planta, incluindo peroxidases e fenol oxida-
ses, que sob condi¢bes proprias produzem a partir do IAA compos-
tos inativos{28). A interacao do IAA com luz também pode ser um
mecanismo que regula sua acao como auxina(29), pois ¢ sabido que
IAA pode ser destruido dando produtos inativos(30). Ha também de-
sintoxicacao nas quais o IAA ¢ conjugado com varios materiais, co
mo Acido aspadrtico, inositol e D-glicose e, reagoes de sequestro
envolvendo a unifo do IAA com varias macromoléculas (Esquema V).

Perdxide de hidrogénio parece mascarar as caracteristi-
cas quimicas do IAA. O crescimento de plantas foi inibido como re
sultado da adigao de HZOZ ao meio nutriente contendo IAA, entre-
tanto, sob adigdo de catalase purificada, a maioria dos sintomas
de inativagdo de TAA foram revertidos. Isto sugere que IAA in vi-
vo possa ser regulado parcialmente por sua conjugacao com H,0, e,
catalase pode ter um papel no processo de reativagao de ILAA. 0
acumulo de H,0, nas células como um resultado da inibicao da cata
lase pode levar a uma inibigao temporaria de TAA, afetando assim

o crescimento de plantas(31).

1.4 - Acao na Parede Celular

Se doses crescentes de auxina sdo aplicadas @s células
capazes de se alongarem, como aquelas de cotiledonio de aveia,epi
cotiledonio de ervilha ou hipocotiledonio de girassol, os efeitos
sao aumentados at¢ uma concentragao otima de auxina. Usualmente ,
efeitos de crescimento podem ser produzidos por concentragoes
tao baixas quanto 1078 M de auxina(1).

Tem-se demonstrado que auxina produz muitas mudangas fi

. . P -
sicas, quimicas e fisiologicas dentro das celulas, algumas delas
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extremamente rapidas. Por exemplo, auxina ¢ conhecida como promo-
tora de mudangas citoplasmaticas dentro de poucos minutos apos
a sua aplicacf@o(32). Este fato pode ser correlacionado com o trans
porte da auxina na célula(33) dando idéia do mecanismo envolvido

neste processo. Além disso, esta resposta ripida pode ser a pri-
meira manifestacado da ag¢do da auxina, relacionada diretamente ao
alongamento celular, que deve em algum ponto envolver mudaﬁgas bé
sicas na parede celular. Diferente das células animais, os proto-
plastos de célula vegetais estdo dentro de uma parede semi~rigida.
Nao importa que mudangas ocorram dentro da célula, esta nao pode
crescer a menos que as paredes possam ser extendidas. Células ve-
getais nao podem quebrar suas paredes e o Unico modo de crescerem
em volume é através da extensao na parcde celular externa, um pro
cesso no qual a auxina tem mostrado exercer grande influencia(l).
A parede consiste predeminantemente de fibras de celulose as quais
sao substancialmente reticuladas em um esqueleto semi-rigido pos-
sivelmente através de outros aclicares. Uma possibilidade € que a
auxina causa uma quebra das reticulagées que seguram as fibras de
celulose, permitindo a extensao da parede. A quebra das reticula-
coes é,provavelmente,enzimética e as enzimas necessarias podemser

induzidas a se formarem por agao das auxinas.

1.5 - Auxinas ¢ Acidos Nucleicos

Sao poucos o0s estudos sobre a acao do IAA em DNAs, sa-
bendo-se somente que IAA diminui o ponte de fusao (Tm) do DNA de
epicotiledonio de ervilha(34). Este efeito nao foi especifico pa~
ra este tipo de tecido, desde que DNA de esperma de salmon respon
deu da mesma forma ao IAA adicionado(35).

0 efeito de TAA sobre RNAs ja é um pouco mais acentuado

e por isso amplamente estudado. Siegel e Galston(37) encontraram
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evidencias da ligacdo de IAA a uma macromolécula semelhante ao
RNA em tecidos de ervilha. Visto que o IAA atua a concentragoes

muito baixas (~1E)_8

M), nos anos 60 foi sugerido, como mecanismo
de amplificagao, que a auxina exerce suas fungoes via uma associa
cao com RNA. Kefford e col.(36) observaram que o RNA isolado de
ervilhas poderia formar complexo in vitro com um produto de oxida
¢ao do TAA e que este complexo 50 se formava em valores de pH abai
xo de 4,8.

Bendafia ¢ col.(38) supriram tecidos de ervilhas crescidos com luz
com 14C~IAA marcado na carbonila e encontrou radiatividade asso-
ciada a uma fracio do RNA semelhante ao t-RNA. Trabalho subsequen
te(39) mostrou que estes resultados mao eram reproduziveis.

Key e Ingle(40) encontraram que a radiatividade do
MCwIAA era incorporada a todas as fragoes do RNA. Eles acharam
que seus resultados poderiam ser melhor atribuidos @  utilizacdo
dos produtos do catabolismo da auxina do que ligacao direta da au
xina ao RNA,

Meudt e Galston(41) dividiram o fenomeno de incorpora

cao em dois componentes de reacao:

a) conversao do IAA em um derivado de estrutura desco-
nhecida,
b) ligacdo deste derivado a uma fragao de macromolécula

que se assemelha ao RNA.

Desde que a conjugacao de IAA e a macromolécula era fei-

ta in vivo e in vitro durante a reagdo e nao durante a  extragao

sugeriu-se que deva ser de importancia no metabolismo da auxina(39).
Mais recentemente Kobayashi e Yamaki(42,44) realizaram

experimentos com {2*14C]IAA e (1-14C)IAA. 0s resultados destes en

saios mostraram que tecidos de feijao so apresentaram formacao de

complexo radiativo entre IAA e tRNA quando o acido indélico estava
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marcado na posigao 2.
0 IAA tem influéncia também na sintese de RNA; pode 1li-

gar-se ao nucleo; ou interagir com lipideos e proteinas(45).

I.6 - Natureza do Sitio Receptor e Requisitos Moleculares Pa-

ra Atividades de Auxina

A primeira teoria sobre a relacao atividade-estrutura
das propriedades hormonais de auxina naturais e sintéticas, mais
compreensivel foi proposta recentemente(46). Tem-se tentado de-
senvolver novas correlacoes nesta area devido ao fato de ainda
nao terem sido enumerados os requisitos estruturais e estéri-
cos necessarios a atividade de auxina, os quais caracterizariam
satisfatoriamente todas as moléculas que possuem propriedades pro
motoras de crescimento. A importancia do desenvolvimento de uma
tenria compreensivel & indicada pelos trabalhos de varios pesqui-
sadores (47-50) que tém demonstrado a presenca de, pelo menos dois
receptores especificos de auxinas diferentes e, conclusdes sobre
qual pode ser a natureza quimica destes receptores deve ser escla
recida no seu isolamento e caracterizacao.

As teorias tentam esclarecer a atividade de auxina em

termos de trés propriedades das moléculas sob consideragao(51):

a) capacidade quimica de formar ligagoes covalentes com
o sitio receptor;

b) propriedades eletronicas que afetam sua  habilidade
de se ligar ao sitio receptor, se a ligacao € de na-
tureza covalente ou nao; e

¢} propriedades estereoquimicas.

Alguns trabalhos sobre sitios receptores de auxina(47-50)



13

indicam que a ligacao da molécula de IAA deve ser de natureza Co-
valente. 0 grau de atividade dependera da habilidade da auxina se
ligar no receptor. lsto por sua vez, dependera do tamanho e dadis
ponibilidade eletronica da molécula que interage. Sugere-se que a
drea que se liga ao anel inddlico € de natureza eletrofilica e po
de interagir com os elétrons n dos anéis aromdticos e outros ato-
mos Ticos em elétrons. Outros trabalhos, porém, dizem que a liga-

cao pode ser de natureza nao covalente(51).

1.7 - Agao do 1AA em Animais

Apesar de ser uma auxina muito conhecida, o IAA pode
ser encontrado em animais(52). Sua ocorréncia em mamiferos tem si
do atribuida tanto & ingestdo através do alimento como & presenca
de TAA como produto metabOlico da flora intestinal.

Yamaki e col.(53) estudaram o papel do IAA na divisao
de células animais, bem como em cancer gastricos. Encontraram que
a concentragao de [AA em casos de cancer era cerca de 5 vezes
maior que nos casos normais, o que acontece também em casos de

cancer de plantas(54).

1.8 - Catabolismo do 1AA

Sabe-se desde 1960(55,56) que IAA pode ser oxidado por
peroxidases vegetais e que a peroxidase de rabanete (HRP) o faz
sem adigao de H202 e na auséncia de cofatores como Mn' @ e monofe
nois(58). Estes fatos indicam a existéncia de um sitio ativo inco
mum na molécula de peroxidase. Sendo assim, tem havido continuas

discussoes sobre o sitio molecular de atividade da IAA-oxidase.
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Duas alternativas tem sido consideradas: primeira, que a ativida

de da IAA-oxidase e a atividade da peroxidase residem na mesma mo

16cula; e segunda, que existem moléculas que tam atividade de TAA

-poxidase, mas sao isentas de atividade de peroxidase (59).

Assim, & claro que tanto a peroxidase como a TAA~oxida-

se podem existir em formas moleculares miltiplas, e parece que €5

tas isoenzimas podem ser divididas em pelo menos 4 classes com

base nas suas atividades de peroxidase e IAA-oxidase (60,61):

(a)

(b)

(c)

(c)

Peroxidases tipicas que catalisam reagoes de peroxi
dacac a uma velocidade muito alta, enquanto também
oxidam TAA mais vagarosamente na ausencia de H202

adicionada, por exemplo a peroxidase de rabanete;

Enzimas que tém atividades altas tanto de IAA-oxida
se como de peroxidase, por exemplo peroxidase de na
bo (60). Yamazaki, desenvolveu um estudo detalhado

sobre estas enzimas (61).

Peroxidases que nao mostram nenhuma atividade de

IAA-oxidase (62, 63).

IAA oxidase que n3o tem nenhuma atividade de peroxi

dase (64).
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Uma outra aproximacio 3 questdo dos sitios de peroxida-
se e IAA-oxidase foi feita por Siegel e Galston{65), que encontra
ram que quando o grupo heme da HRP era removido por tratamento com
acetona acidica, a apoenzima ainda tinha atividade de IAA-oxidase,
mas tinha perdido sua atividade frente a substratos de peroxida-
se. Atividade de peroxidase pode ser parcialmente restaurada pela
recombinacdo do grupo heme a apoenzima. Este resultado foi confir
mado por Hoyle(66), mas Ku e col.(67) encontraram que s¢ o grupo
prostético da HRP era removido por butanona acidica a apoenzima
ndo tinha quase nenhuma atividade de IAA-oxidase.

Parece, entao, que plantas contém varias isoenzimas pe-
roxidases, algumas das quais também sao capazes de oxidar IAA em
varias velocidades e que em um ou dois casos, elas tem atividade

de IAA-oxidase, mas nao de peroxidase.

I1.8.1 - Peroxidase de Rabanete (HRP)

As peroxidases sido hemoproteinas constituidas de uma
glicoproteina associada a um grupo prostético: a ferroprotoporfi-
rina IX ( vide pagina 17 ). Como seu nome indica, estas enzimas
reagem COmo peroxidases e si@o suceptiveis de catalisar a oxida
cio de viarias substancias. Tem-se constatado que diversas subs-
tancias s@o oxidadas por peroxidases na auséncia de peroxido adi-
cionado ne meio reacional. E o caso particular de certas hidro e
naftoquinonas, do acido dihidrofumdrico e IAA. Durante as rea-
cdes de peroxidagio ou oxidagao, diferentes compostos enzimaticos,
caracterizados por diferentes numeros de oxidacghdo, sao formados:a
ferriperoxidase, o composto I, o composto II, a ferroperoxidase e

o composto TIl ou oxiperoxidase.
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1.8.2 - Estrutura das Peroxidases Vegetais

Descreveremos primeiramente a estrutura da glicoprotei-

na (apoenzima) e do grupo prostético (protohematina IX).

a) A glicoproteina

As infqrmagﬁes obtidas sobre as isoperoxidases isola
das de vegetais dizem respeito em geral as isoperoxidases isola-
das a partir da fracao solivel do citoplasma. As peroxidases 540
igualmente detectadas associadas as paredes celulares, as membra
nas, ao nucleo, as mitocondrias e aos ribossomas. Assim, Darimont
e col.(68) mostraram que dentro de raizes de lentilhas existem duas
isoperoxidases vindas da fragao ibnica e trés vindas da  fragao
covalente na parede celular. Estes autores constataram que nao ha
hidroxiprolina na "peroxidase ionica', mas ela estd presente ma
fracio covalente, ou ela representa aproximadamente um quarto da
hidroxiprolina total da parede.

Shanon e col.(69) mostraram que dentro de ao menos
uma peroxidase soliivel de rabanete, a hidroxiprolina esta ligada
a arabinose dentro de uma ligacao O-glicosidica,andloga aquela que
caracteriza o complexc proteina-aglicar das paredes celulares. As
isoperoxidases vegetais encerram de 7 a 20% de aciicares. O modo
de ligacao acucar-peptideo € ainda pouco conhecido. Alguns auto-
res dac evidencias de que dentro de uma isoperoxidase de rabano
(HRP-C) oito sitios de ligacao glicosidicos donde sete sao liga-
dos a asparagina.

Shin e col.(70) mostraram que em duas isoperoxidases
de rabano (HRP-—A1 dcida e HRP-C neutra), a retirada do grupo pros

tético expode tres residuos de histidina.
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b) O Grupo Prostético

Todas as porfirinas sio derivadas de anéis tetrapir-
r6iicos ciclicos (fig. I.3). O centro das porfirinas, por ser con
siderado como um anfdteroc. os dois atomos de nitrogenio dos cen-
tros pirrolicos e maleimidico (-NH-) sao capézes de acelitar ou
perder prdtons, representando assim, tanto o papel de bases como

o de acidos.

i 2
HC oo
W
+Fe © ' A
—-2H* 7<3NWTWNG 4

N

HCi 4? CH

8 5

Figura 1.3 - Estrutura do grupo Heme.

Assim que um fon de ferro se liga a porfirina, forma-se
um complexo tetracoordenado quadrado planar. Dols protons se dis-
sociam dos atomos de nitrogenio das pirroleinas, criando-se, en-
tao duas cargas negativas que sao distribuidas uniformemente den-
tro de todo o sistema porfirinico. O ferro €, portanto, ligado
por uma interagdo eletrostdtica as duas cargas negativas. Na pero
xidase a quinta e sexta posigao de coordenacac do ferro sao ocupa
das, respectivamente, pela proteina e por uma molécula de agua.

0O grupo prostético confere as peroxidases uma absorban-
cia na regido visivel do espectro. Dentre as trés bandas observa
das (designadas o, B, y) a mais intensa (y) se situa na regiao da

Soret ao redor de 400 nm para as formas férricas e na regiao de
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430 nm para as formas ferrosas. As bandas o (550-610 nm) e g (520~
550 nm) correspondem a uma transferéncia de carga do metal (ferro)
para o ligante (prctoporfirina).

Um estudo da relacio estrutura-funcdo do sitio ativo
de peroxidases, em termos da influencia da vizinhanca do gTUpO

prostético na reatividade da HRP tem sido feito por Ishimaru(71).

1.8.3 -~ Intermediarios de Peroxidase Envolvidos na Oxi-

dacao do TAA

Theorell{72) em 1942, mostrou gue uma paroxidése neutra
de rdbano reagia com agua oxigenada para dar um composto verde
chamado compostco 1. Este composto utiliza um hidroperdxido para
sua formagao e seu nmmero de oxidagio ¢ V e foi verificado, ainda,
que participa de outras reacoes de oxidacao catalisada por HRP,
como a do IAA(73). Presume-se que o mecanismo de formacao deste
composto envolve um ataque eletrofilico do hidroperoxido cuja ele
trofilicidade € aumentada formando uma ligacdo de hidrogenioc com
arranjo equatorial no grupe heme(71). O composto I, por agac redu
tora de doadores de elétrons reduz-se & ferriperoxidase passando
por um intermediario chamado composto II e o nivel de oxidacao des
te composto € IV. O esquema VI mostra as relacOes entre a peroxi-
dase e seus diferentes compostos.

Com base no espectro de absorcao destes compostos (fig.
I.4) pode-se seguir a cinética de formacio de cada um dos interme
diarios e,a de desaparecimento de peroxidase nativa, bem como ve-
rificar a influencia que compostos adicionados na reacdo tém so-
bre os passos oxidativos. Como a formacio de compostos I & essen-
cialmente completa dentro do "tempo morto" da aparelthagem e a sub
sequente redugao para peroxidase nativa é rapida, deve-se seguir

a cinética com o monocromador fixo a 411 nm que é um ponto iscbés
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ESQUEMA VI

tico para HRP e HRP-II (74). Para se seguir a formacao de compos-
to 1T deve-se fixar o monocromador em 425 nm onde o composto em
questao tem o maximo de absorgao(74).

Além destes intermedidrios, existe outro que nao parti-
cipa no ciclo peroxidatico normal, o composto III, mas pode ser
formado por grande excesso de H,0,, por reducao da enzima nativa
(ferri) para ferroperoxidase seguida de adiglo de oxigenio, por
reacao do composto [1 com HZOZ ou por adigido de Ton superoxido

[Oé] a ferriperoxidase. Contudo, estudos cinéticos da reagao de
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& om tem™h) visivel

X (nm)

Figura 1.4 - Espectro de Absorcao da HRP e de seus compostos
I e I1. X esquerda, mostra-se a regiao da banda
"Soret" e a direita, as absorgdes na regiao vi-

sivel.

1AA com HRP nao puderam detectar a presenca deste composto na
reacao(75).
A estereoquimica da peroxidase durante sua agldo catali-

tica sobre seus substratos foi’ relatada por Poulos e col. (76}.
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1.8.4 - Produtos de Oxidacao de IAA catalisada por Pero-

xidases (HRP)

A existéncia de uma degradagio do hormonio de plantas
(1AA)} por peroxidases puras, & qual consome oxigenio na auséncia de perd
xido de hidrogenio, tem sido estabelecida desde 1955(57) e  este
processo € certamente de grande importancia para a regulagao do
crescimento de planta ao nivel molecular(36).

A reacdo & estequiométrica e consome 1 mol de oxigenio,
liberando 1 mol de CO, por mol de IAA oxidado(79).

A introducdo da técnica de estudo da degragdo de IAA

14

utilizando C-IAA, por Pilet(80) permitiu obterem-se maiores de-

talhes sobre a degradagdo do fitohormonio por processos enzimati-
cos ¢ sobre seus produtos.
0s produtos principais da reagao foram caracteriza-

dos por varios pesquisadores(79,81,82) como 3-metilenoxindol e in

dol-3-aldeido (IAL) (fig. T1.5).

indol~3-aldeido (IAL) 3-metilenoxindol

Figura 1.5 - Estrutura dos principais produtos de degradacao
do TAA.

0 curso da oxidagdo enzimatica € altamente dependente
da concentracao de cada componente de reacdo, isto &, substrato |,
enzima, cofator e natureza do tampao, bem como do pH do meio. Por
exemplo, quando a reacao € feita a pHs maiores que 4,8 e em con-

centracoes menores que 2x10” 4

6 -8

M de TAA e concentracgoes de peroxi-

dase de 10 "-10 M o produto principal é o 3-metilenoxindol, mas
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ainda um composto indGlice neutro esta presente(32), enquanto que
quando se realiza em pH 3,8 o produto quase que exclusivo (80%) e
o IAL(81).

Além destos dois produtos, virios outros em menores ren
dimentos(84) puderam ser isolados da reacgio enzimatica e, caracte
rizados. O esquema VII mostra os possiveis caminhos para a forma-

cao destes compostos,

1.8.5 - Mecanismo da Recagao TAA/HRP

Para IAA reagir com HRP, radicais livres devem ser for-
mados para darem inicio & reagao em cadela. Fol comprovade que a
reagio do IAA com HRP ndo & afetada por quantidades cataliticas
de catalase (supressor de CH") (77) nem por superoxido dismutase
(dismuta 03) (78).

Assim, ¢ mecanismo sugerido para esta reagdo envolve a
formacao de radical livre derivado do IAA como primeiro interme-
didrio (85). Morita e col.(81) sugeriram que o composto interme-
didrio era precursor comum tanto para a formagzo de IAL como para
a de 3-metilenoxindol, © que ¢ confirmado mostrando que © interme
didric em questfo apresenta espectro de absorcgio caracteristico de
um grupec inddlico.

Nakajima e col.(86) propdem um mecanismo envolvendo o
acumulo de um hidroperdxido derivado do IAA na reaglo. As princi-
pais reagdes envelvidas na reacao de oridagao do IAA por HRP sado

esquematizadas como segue:

peroxidase + R*OOH ———= composto 1 + R'OH eq. 1.1
composto I + RH w£§3&§§w* composto II + R eq. 1.2
composto Il + RH — > peroxidase + R eq. [.3
R™ + 05 = R'00" + COy eq. 1.4
R'O0" + RH R'O0H + R~ eq. I.5
R*OOH X lenta . .

b » 3-metilenoxindol eq. 1.6

onde RH e R'OOH denotam IAA e 3-metilindol na forma de hidroperé-

xido, respectivamente.
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Este mecanismo implica que a fungdo catalitica da pero-
xidase & formar o radical livre R* e a enzima nao esta diretamen-
te envolvida na ativagao do oxigenio molecular.

E necessirio que tragos de hidroperoxidos estejam pre-
sentes para iniciar a reagdo; e entdo,se formar o R'OOH confirman-
do a reacgao auto-catalitica(67). Em seguida, a reagao atinge o es
tado estacionario havendo o acOmulo de hidroperoxidos a uma certa
concentracio que, entlo, por um mecanismo nao muito claro.chegam

aos produtos.

I.8.6 - Formacdo de Produto em Estado Eletronico Excitado

A geracio e funcionalidade bioquimica de espécies ele-
tronicamente excitadas tem sido amplamente estudadas(87-92).

Tem-se encontrado que a oxidagio aerdobica do IAA catall
sada por peroxidase produz espécies em estado eletronico excitado
a saber o TAL(91).

0s anéis dioxetanicos tém sido propostos como interme-
didrios em numerosas reacoes quimiluminescentes envolvendo olefi-
nas, inddis, derivados de acridina, etc (93), principalmente com
base no tipo de produte formado . O primeiro dioxetano fol sinte
tizado por Kopecky e Munford (94). A termolise do dioxetano libe-
ra energia suficiente para produzir carbonilas no estado excita-

do (esquema VIII) (95).
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>'_—_K\ - /lk\ * )K
Ri RZ R3 R4

() —me

HE

Exotermicidade de termdlise ~-90 Kcal/mol

Energia do estado singlete ou triplete de aldeido e cetonas:
< 85 Kcal/mol (100)

ESQUEMA VIII
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A termblise de dioxetanos gera preferencialmente produ-
to excitado no estado triplete nac emissivo com uma razao 3@/1¢
variando na faixa de 10 a 103, onde 3@ e 1@ 530 08 rendimentos
quanticos de espécies tripletes e singletes, reépectivamente (95).

Dois mecanismos tem sido propostos (esquema IX} para a
quebra do dioxetano. O mecanismo concomitante, onde as ligagoes
0-0 e C-C sdo quebradas e ligagdes (=0 simultaneamente formadas ,
foi proposto por McCapra (93) baseado na correlacao de simetria de
orbitais (96). No mecanismo em duas etapas, a ligagao 0-0 se rom-
pe gerando um birradical (vida-média curta) e subsequentemente.se

quebra C-C dando os produtos. Este mecanismo foi proposto por

Richardson e col. (97}).

0 —— 0 0¥ + 0
A A
T. "0 ’////)W
i |
birradical
ESQUEMA IX

Dioxetanonas (a-peroxilactonas) tem sido propostas co-
mo intermediarias, principalmente em sistemas bioluminescentes
(98) , por exemplo, no sistema luciferina-luciferase de vagalume
mostrado no esquema X.

A eficiente fluorescencia (100%) produzida nestes sis-
temas, isto €, a emissdo proveniente 100% de estado singlete po-

: » - - - -
de ser atribulda ao fato de sistemas bioluminescentes envolverem
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moléculas que aprescntam alto grau de conjugacao.

O 0
N N . r N
g - (¢ — AMP luciferase i -
N e O N
- O,fO
iuciferina
\\&607
v
o N N 0*
v o AK sf§mm<f<;:rﬁ

oxiluciferina
ESQUEMA X

0s produtos obtidos na reagao de IAA com HRP ,em pH 3,8,
TAL e COZ,Séo produtos esperados da quebra de uma dioxetanona(89)

(esquema XI), e sendo assim, o TAL deve ser gerado em estado exci

tado.
H
HRP %M ! LM«O
Cu o _ L
2 = i\‘l N}I i
H 00
TAA
C02
0
- C
hv + - i ™H
S N
H
1AL

ESQUEMA XI



As evidéncias preliminares de que IAL & gerado em esta-
do eletronico excitado sido dadas por Vidigal e col.(91, 101).

Uma destas evidencias & a mudanga espectral causada na
enzima HRP apos a reacao com IAA semelhante a causada por irradia
cho. As modificagoes eram mais acentuadas quando a reacao era fei
ta em pHs menores que 4.0 no qual o IAL ¢ gerado com maior  efi-
ciéncia (81). A fig. 1.6 mostra o espectro diferencial da HRP apds
o tratamentoc com o sistema IAA/02 e apos irradiacao a 290 nm, on-
de se pode verificar a ocorrencia de tais mudancas. Testes contro
le indicaram que as modificagdes sofridas durante a reacao nao
eram devidas ao IAA nem ao TAL e nem a outros possiveis radicais

intermediarios (O e OE ), pois supressores destas espécies nao

protegeram a enzima.

Q02 F ' 10,2

AR

-0,02

Figura 1.6 - Espectro Diferencial da HRP em pH 4,0 em rela
cdo a uma solucdo sem tratamento: (—-) ap&g
2,0 horas de irradiacio a 290 nm; (---) apods
a oxidacido aerobica do TAA (91).

Outras indicagces de que o TAL pode estar sendo gerado



em estado excitado sdo a correlagdo da cinética de emissao fotoni
ca com a de formacio de produto e a transferencia de energia para
a eosina (101). Em pH 3,8 e 5,6 & observada uma total correlacao

da emissio de luz e a formagdo de indol-3~aldeido (fig. I.7).
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Figura 1.7 - Correlag@o entre a emissdo fotonica total de
luz (~9-) e formagao de IAL (-o~) no sistema
TAA/HRP /0, em pH 5,6 (101).

A transferéncia de energia para a eosina pode ser veri-
ficada no espectro de quimiluminescencia do sistema IAA/HRP /0, /e0
sina. Neste espectro (fig. I.8) aparece somente o pico de emissao
da eosina em c.a. 570 nm, o que indica que o TAL transfere sua ener

gia para a eosina que por sua vez emite fluorescencia (esquema XIT1).

0*
& _ A ,
~H * eosina —— "”;jr“ﬁwa + eosina
1 .o . H
eosina S ——— eosina  + hvp

ESQUEMA XIT
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INTEMNSIDADE RELATIVA

480 560 640
My B

Figura 1.8 - Espectros de fluorescencia da eosina (---) e
quimiluminescéncia do sistema IAA (1,5 mM}/
HRP (2,2 uM)/eosina (0,2 mM)/O2 () em tam
pao acetato 0,05M pH 5,6, contendo 0,28 M de
etanol. (101).

Duran e col. (102) demonstraram também a formacdo de IAL
em estado excitado (ITAL*), durante a oxidaglo aerbbica do IAA cata
lisada por HRP através de comparacgio com sistemas quimicos wusados
como modelo. Como exemplo, pode-se citar a oxidacao do feniltioes-
ter derivado do IAA em meio DMSO/tBuOK a qual emite luz ( esquema

XII1) como resultado da producgao de IAL*

DMSO
CH, — I “““ - — ™
k@f! Iw -5 N é :5 ANy H
H €O, H

TAL*
ESQUEMA XIII
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0 espectro de quimiluminescencia desta reagao € o de
fluorescéncia obtidos apos o tratamento com HRP mostram um  pico

em 435 ni onde o IAL fluoresce nestas condigoes (103).

- o . 1 . e
1.9 - Producao de Oxigenio Singlete ((h) em Sistemas Biologicos

Este assunto tem sido amplamente revisado por Foote(104,
105), por Krinsky(106) e por Duran(107).

Sabe-se que sistemas de reagao envolvendo oxidagﬁesawré
bicas catalisadas por HRP produzem espécies em estado eletronico
excitado provenientes de um intermediario dioxetano (dioxetanona)
(88). Apesar disso, a reacao de alguns substratos podem nao envol
ver um intermedidric dioxetano e ainda assim emitirem luz. E o ca
so, por exemplo da degradacido do acido félico (108) mostrada no

esquema XIV e do malonaldeido (109) mostrada no esquema XV.

Ol o 1 0 coon
| : NF il !
N”kj:Nzy- (. NH ~m€ij>ww ¢~ NH — CH
e |
2 (CH,),

acido folico g
COOH

0, [HRP
9 10
2R - G - NH - R
O
9 10
2R-C-n o+ o) e 2N - R

ESQUEMA XTIV
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Estas rcacopes envolvem intermedidrios  hidroperoxidos,
1 . .
donde 02 pode ser gerado provavelmente via mecanismo de Russell

(110) ou de Benson (111}.

0 9 OH

H i 1
H-C-CH, - C~-H e H~C~CH=-H

§ 0 0
i 1] . i
H-C-CH=¢C~-H e H-C - CH~-C~H

e
! I
H-~C~ ?H - C~-H
00,
-R* i RH

0 Q

i . i 1
H-C-(CH - C-~H = : 02 +  produtos

ESQUEMA XV

Desde que as‘espécies geradas em reacoes com HRP estao
no estado triplete, o oxigenio molecular sendo uma espécie triple
te, pode swrimr esta energia por um mecanismo de transferéncia co
lisional (112) passando para o estado singlete. Sendo assim, a
reagao IAA/HRP/02 pode estar gerando, além do 1AL excitado, o 102
como segunda espécie excitada, ou por transferencia de energia ou

por mecanismo de Russell (110)}.



32

IT1 - XCIDO RIBONUCLEICO DE TRANSFERENCIA

Kcido ribonucleico de transferencia (tRNA) € o termo
usado desde 1960 (113) para descrever um grupo de moléculas de
RNA de baixo peso molecular, presentes na fragio soliivel do cito
plasma e que tomam parte na sintese proteica.- 0Os tRNAs de diferen
tes células possuem estruturas e funcoes variadas (114), como por
exemplo participacio na sintese da parede celular, e atua como
"primer" para a transcriptase reversa na sintese direta do DNA.

Os tRNAs sio formados por nucleotideos purinicos e pi-
rimidinicos (fig., I1.1), bem como por alguns nucleotideos modifica
dos cuja localizagdo e fungao sdo descritas por Feldman (115)(fig.
11.2). Cada célula viva contém mais de 60 tRNAs diferentes que
530 similares em tamanho (P.M. 25.000-30.000), mas diferem na se-
quencia nucleotidica.

0s nucleotideos ligam-se entre si através de uma molé-
cula de fosfato formando um esqueleto de fosfatos alternados por
uma molécula de ribose ficando a base fora deste esqueleto ligada
no C-1' do aglGcar (fig. I1.3).

Holley e col. (176) propuseram a forma de "folha de
trevo" (fig. II.5) como estrutura secundaria para os tRNAs, ba-
seando-se no emparelhamento de bases tipo Watson-Crick ( fig.
I11.4); mais tarde ,estudos com cristalografia e difracao de raio-X
(117, 118) mostraram a estrutura terciaria como se ve na fig. II.6

que se mantém através de ligacodes de hidrogénio.
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Nucleotideos Purinicos Nucletidecos Pirimidinicos
H H
N4,
-} M
H 3
s
L4 5 4 NS s
H g\ ,,J@\ i
@ & [T
N A & g I H
| ] R
R H
CITIDINA

0

I
/

’ M H

H ™y
|

!
URIDINA

ADENOSINA

Figura II.1 - Nucleotideos normais presentes no tRNA.
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Figura I1.2 - Nucleotideos modificados presentes no tRNA.
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¥ 2
\' TERMINAL 3

Figura I1.3 - Esqueleto de ligagoes fostato que formam o
tRNA. As bases estao sempre ligadas no C-1'
da ribose e as riboses estac interligadas

por uma meolécula de fosfato.

Figura II.4 - Imparelhamento de bases do tipo Watson-Crick
observado nos pares: (a) adenina-uracil; (b)

guanina-citosina e (c¢) guanina-uracil,
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Figura I1.5 -~ Representacido geral do tRNA na forma "folha
de trevo". As bases comuns a todos os tRNAs
estaoc marcadas com quadrados. As que podem
nao se encontrar nesta posigao em alguns
tRNAs estao denotadas com um circulo cheio
@ 05 circulos pontilhados representam as
que variam sempre de uma molécula para ou-
tra. As regioes pontilhadas correspondem a-
quelas nas quais o nimero de nucleotideos

varia de um tRNA para outro.
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Figura I11.6 - Estrutura em "L" do tRNA. Representa a

estrutura terciaria do polinucleotideo.
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Como mostra a fig. II.5, o emparelhamento de bases Wat-
son-Crick da origem a quatro regides de dupla hélice a, b, c, e d
trés das quais sdo fechadas por regibes de bases nao emparelhadas
I, IT e IV (119). Um brage ¢ formado por uma regiao de bases empa
reihadas mais uma de bases nao emparelhadas., A mailoria das formas
de "folha de trevo" do tRNA tem regioes marcadamente constantes.
Ha sempre um grupo fosfate no terminal 5', enquanto no terminal
3", onde o amino-idcido se liga, ha uma sequencia comum C-C~A (ci-
tidina-citidina-adenina). Além disso, as regifes a, c e d contém
7,5 e 5 pares de bases, respectivamente, e as regioces II e 1V con
tém cada uma 7 nucleotideos nao emparelhados.

A regiao b pode conter 3 ou 4 pares de bases Watson-
Crick. As regifes variaveis sdo as I, I1. Os bragos também poden
ser chamados por nomes historicos triviais como mostra a fig. II.5
Por exemplo, regiiioc I + b & chamado de brago D, pois normalmente
contém a dihidrouridina; regido Il + ¢ & o brago anticodon (AC)
desde que contém o anticddon; vregiao 11l chama-se "dedo variavel"
ou "braco extra'; e a IV + d & o braco TPC. A regido a também @&
chamada de braco do amino~-acido (AA), pois é 1a que o aminc-

acido se liga.

11.2 - Funcao

A natureza geral pela qual a informacio genética em
uma c€lula viva €& expressa, tem sido estudada nos Ultimos anos; a
informacao genética que € usualmente estocada no DNA (acido deso
xirribonucleico), ¢ transcrita no RNA mensageiro ¢, entao
traduzida em proteinas,

transcricao traducao
DNA = RNA > Proteinas




0 papel central da tradugdo ¢ executado pelos tRNAs
que atuam como veiculos da transferéncia de amino-acidos do esta-
do 1ivre dentro da célula para a formagdo da proteina.

Esse processo tem sido amplamente estudado na tentativa
de elucidar a importancia das estruturas secunddria e  terciaria
dos diferentes tRNAs (120-122).

A traducio da sequéncia nucleotidica do mRNA em protei-
nas se processa em dois passos principais. Primeiro uma molécula
de amino-acido é ligada a uma molécula de um tRNA particular, uma
reacao catalisada por uma grande enzima chamada amino-acil-tRNA
sintetase., Ha muitos tipos de sintetases em ceélulas vivas, cada
uma especifica para um dos 20 amino-acidos encontrados nas protei
nas. Uma vez que o tRNA tem um amino-dcido ligado, estd pronto a
participar do segundo passo, a juncic do amino-acido a cadeia pro
teica, que se da N0  do ribossoma. Este processo estd esquema
tizado na figura I1.7. A ligacao do tRNA no ribossoma se proces-
sa atraves de trés nucleotideos especificos chamados de anticodon
0s quais interagem com tres outros nucleotideos complementares cha
mados de codon no mRNA.

Uma variacdao provocada quimica ou fotoquimicamente  na
estrutura do tRNA pode alterar um destes passos ou o0s dois simul-
taneamente, modificando a sintese proteica (121).

Além da aminoacilacio e formagdo de proteina, o  tRNA
participa de outros processos celulares, como controle da  bios-
sintese de amino-acidos e controle do desenvolvimento e crescimen

to celulares (114).
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Figura II1.7 - Funcgio de tRNA na sintese proteica. Primeiro
uma enzima chamada amino-acil-tRNA-sintetase
liga um amino-acido a molécula de tRNA espe-
cifica. Em seguida este tRNA se liga ao ri-
bossoma no sitio A onde o amino-acido é liga

do & cadeia polipeptidica da proteina.
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11.3 - Bases Modificadas

Sabe-se pouco sobre a fungdo especifica das bases mo-
dificadas encontradas nos tRNAs. Existem bases como a 4-tiouridi-
na (123} no tRNA de E. coli e a base Y (124) nos tRNAs de levedu-
ras que sio altamente fluorescentes (125,1206) e que podem ser usa

das no estude conformacional dos tRNAs e, ainda, estao envolvidas

em varios processos celulares (115),

I1.3.1 ~ Base Y

A base Y tem sido encontrada préxima ao terminal 3'do
anticodon dos tRNAs de leveduras (127) bem como em tRNAs de Ol
tras espécies (128-124). Foi isolada em trés formas diferentes

(fig. I1.8) (135), as quals foram sintetizadas por Frihart e col.

em 1978 (132).
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&@ CHs
tRNA de levedura torulopsis figado de: boi, be-
utilis zervo, ratos e gali
nhas .

Figura 1I1.8

Esta base ligada ao tRNA de levedura apresenta maxi-
mos de excitacao em 520 nm e 280 nm com um ombro de 254 nm, en-

quanto que o maximo de emissao localiza-se em 430 nm (128) e tem
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sido muito 1Util no estudo conformacional do anticodon dos tRNAs

em que se encontra (133, 134).

11.3.2 - 4=-Tiocuridina

A 4-tiouridina (4-TU)} (fig. 17.2) & um nucleotideo
presente nos tRNAs de E. coli ocupando a oitava posicao do termi-
nal 5' (fig. II.5) na estrutura da macromolécula (136). Esta posi
c3o entre a dupla hélice do brago AA e do D € estrategicamente im
portante nas estruturas secundaria e terciaria da cadeia macrome-
lecular (116), assim, mudancas estruturais do tRNA devem refletir
alteracoes nas propriedades espectroscopicas da base (137).

A 4-TU & derivada da uridina, mas suas propriedadeses
pectroscopicas difevem consideravelmente (138). A banda de absor
cao da 4-TU tem maximo em 335 nm, enquanto que a da uridina esta
em 260 nm. O fato mais discrepante & que a 4-TU livre mostra uma
emissao (embora fraca em solugao aquosa e temperatura ambiente)
centrada em 550 nm ao passo que.a uridina praticamente nao fluo-
resce nestas condigoes (¢F~Sx155) (139). Em baixas temperaturas.
aparece uma outra banda de emissao a 475 nm e a de 550 nm se des-
loca para um comprimento de onda mais baixo, 520 nm. Ligada ao
tRNA, a 4-TU apresenta um espectro de emissao com maximo em 510 nm
(140) cuja intensidade & grandemente afetada por fons Mg indican
do que esta base pode ser usada como sonda para o estudo conforma

cional de tRNA (137).
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I1.4 - Efeito de cations na conformagao de tRNA

Devido as fracas interacgoes envolvidas na estrutura
terciaria dos tRNAs, tanto no de levedura como no de E.coli, pode
haver modificagdes da sua conformagao por influencia do pH do
meio (141). Tais modificagbes podem ser evitadas ou diminuidas
por adigao de cations divalentes como Mg++, pols este cation au-
menta o grau de ordem da molécula do tRNA (142).

0 estudo do efeito deste ion sobre o tRNA tem se de-
senvolvido ultimamente {(143%,144) indicando que existe na macromo-
l1écula um sitio especial para a ligacao do Mg'" (145). Estas mu-
dancas conformacionais sao geralmente detectadas acompanhando-se
modificacoes na fluorescencia do tRNA (146) ou verificando-se 0
espectro de dicroismo circular do tRNA na presenca ou auséncia do
Ton (147).

Outros cations, trivalentes por exemplo, também podem
interagir com o tRNA. Térbio III (148) e eurdpio ITT (149) que sao
fluorescentes, se ligam ao acido nucleico possibilitando o estudo
conformacional através das modificacBes da luminescéncia do pro-
prio ion ou por trans feréncia de energia, sendo por isso chamados

de sondas fluorescentes.

I1.5 - Fotogquimica do tRNA

A fotogquimica de acidos nucleicos € um campo importan
te da biologia molecular. Varios resultados baseados em reagoes fo
toquimicas de dcidos nucleicos tém sido revisados em relagao  ao

seu significado bielogice (150-153).
Devido ao fato do tRNA possuir bases fluorescentes, a

sua fotoquimica torna-se um pouco direfente da dos outros acidos

nucleicos. Citaremos aqui apenas alguns pontos que consideramos
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bastante relacionados com o trabalho que descreveremos posterior-

mente.

I1.5.1 - Transferéncia de Energia

A transferéncia de energia € uma técnica bastante
fiti1l para investigacdo da estrutura terciaria do tRNA. Pode  ser
usada para medir a distancia entre dois grupos fluorescentes liga
dos a macromolécula (154-156). O fato do tRNA de levedura possuir
a base Y (fluorescente) adjacente ao anticddon sugere que esta
técnica se aplique adequadamente aos estudos conformacionais e a
{nica coisa que se deve fazer & ligar um aceptor de energia em
algum sitio do tRNA (157,158). Pode ocorrer, ainda, a transferen-
cia de energia intramolecular (159).

No caso do tRNA de E. coli, por exemplo, a 4-TU na po
si¢io-8 pode sofrer fotorreagao especificamente com a citidina na posi
cao~13 (160) que pode ser seguida pela fluorescencia da forma re-

duzida do produto formado (161}.

I11.5.2 - Reacotes de Cicloadigao

a) Dimerizacao

Tem-se descrito amplamente a fotoinativacao
da capacidade aminoaciladora de tRNA por meio de irradiacao dire
ta com luz ultravioleta (UV) (162,163) devido principalmente a
formacao de dimeros de uracil e de citosina (164).

Sabe-se que a dimerizacao de pirimidinas pode ser
feita por sensibilizagao de acetona (165). Lamola e col. (166) apli
caram primeiramente esta técnica ao DNA, obtendo a formagao de
dimeros de timina. Os resultados de Chambers e col. (167} obti-

dos aplicando a mesma técnica ao tRNA, mostraram inibicao da ati
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vidade de aminoacilacio causada por formagao de dimeros pirimidi-
nicos.

A formacao de dimeros de bases pirimidinicas do tipo
ciclobutano (esquema XVI) por acao de luz UV tem sido intensamen~
te estudado tanto por irradiagado direta (168-170) como por sensi-

bilizacdo por acetona (171).

0 0O 0O
H 280 nm
HN ! g o HN NH
P ;\
;\ ‘ e "~ /&
H . 0 N N O
0 N 28
H 54 nm i 0
uracil dimero ciclobutanico

ESQUEMA XVI

Tem-se encontrado, ainda que ha formagio de heterodi-

meros (172) citosina-uracil em DNA.

b} Fermacao de Adutos

Sabe-se que cempostos olefinicos ou acetile-
nicos sofrem fotoadicho de aldeidos ou cetonas dande um produtodo
tipo oxetano (173). Esta vreacgao €& conhecida como reacao Paterno-
Biichi (174-176) e envolve a reacgao de aldeidos aromaticos polinu-
cleares com olefinas dando oxetanos num rendimento quantico muito
alto (~0,4-0,7).

Em 1975, Varghese (177) pode caracterizar o aduto oxe-
tanico formado na irradiac¢ao de uracil e acetona (Esquema XVII).

0 0

0 \
_, H /Ll\\ H
j\ | . )!\ 280 am £ 0
07 NN H H G CHg J\ /g‘“‘}\« a,

0 N
H L
H C}13

aduto oxetanico

uracil acetona
ESQUEMA XVII
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Qutro produto deste tipo ¢ descrito por Ou e col.(178)
que esta envolvido na incorporacao de 8~-metoxipsoraleno no tRNA

de E. c¢nli (Esquema XVIII).

H.,CO P ok tRNA MMMEELMNM@ Fotoaduto

ESQUEMA XVIII

I1.6 - Acdo Votodinamica

Entende-se por agao fotodinamica aquela em que existe
fotorreacido sensibilizada por corante onde o oxigenio € consumido

e o corante € regenerads, isto €,atua somente como catalisador

(Equagao 11.1 a I1.4).

Sens hy = lgens® eq. 11.1
lsens 15C = SSens* eq. 11.2
BSens* 0, > Sens + 102 eq. I1.3
102 ¢ osUbStT. fotoprodutos eq. 11.4

A reacio de oxigénio singlete sobre moléculas bioldgi
cas fol resumida por Kittler e col. (179},

Oxigeénio singlete € capaz de atuar scbre o tRNA cau-
sando alteracoes na sua capacidade aminoaciladora ou mesmo inati-
vando-o (180-183) . mas aparentemente,Mg*+ usado numa concentragao

Gtima pode ser capaz de protegé-lo deste efeito (184).
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Estudos detalhados sobre qual residuo nucleotidico
que & afetado por oxigénio singlete indicam que guanosina € o ini

co que sofre fotooxigenagao (185,180) (Lsquema X1X).

0 _ 0
N 1o,
HN N HN
ﬁL\‘ i j>m-ﬂ e l\% i §>mzi
noN SN N HN SN N
- R R
guanosina i

O 9

Produtos &} i} /L\ :>MH
=
H,N fo\N

R = Ribosil 2 bR

ESQUEMA XIX
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ITI - OBJETIVOS DA TESE

0 fato de que a funcao da ligagao do derivado do IAA com
tRNA nao era mﬁito conhecida, tornou necessario um estudo sistemd-
tico do produto de adigao entre IAL e outros possiveis produtos da
oxidagao IAA/HRP/O,, com tRNA para apoiar a hipotese de que real-
mente este aduto tinha o poder da auxina.

Além disso, a demonstracao de que compostos enzimenergi-
zados podem transferir energia para DNA, flavinas ¢ drogas fototoxi

cas (87), abriu novas perspectivas para o estudo das fungoes da

energia gerada enzimaticamente no mecanismo de ligagao ao tRNA,
bem como o seu reflexo em crescimento de plantas.

Para se ter uma boa correlacio entre processos bioenergi
zados e fotoquimicos, estudou-se os produtos dos dois. 0 estudo de
métodos bioenergizados é de grande importancia, pois pode mostrar
a utilizacdo de energia gerada atraves de produtos excitados em
processos bioquimicos normais. E mais, poder-se-ia explicar numero
sos fenomenos que até agora sO foram comprovados mediante  proces
sos fotoquimicos. Entretanto, estes sao pouco adequados, pois as
reacoes bioldgicas sio realizadas dentro da célula onde a possibi-
lidade de penetracdo da luz & menor.

Tendo em mente estes propodsitos, nos dispusemos a seguir

a sistematica resumida abaixo:

(A) estudo do sistema enzimatico nas condicdes em que o
IAL eletronicamente excitado era produzido com maior eficiéncia;

(B) estudo de substratos similares ao IAA de maneira a
diferenciar a produgao de estados excitados (m,n*) vs (n,n*);

(C) identificacio do aduto entre o metabdlito de IAA e
tRNA;

(D) funcho bioldgica deste aduto.
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CAPTTULO 2

PARTE EXPERIMENTAL
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1 - MATERIAL

[.1 - Reagentes

Os reagentes obtidos da Sigma Chemical Co. foram os se-
guintes: HRP (tipc VI)}, tRNA de E. coli strain W, TAL, uridina,
uracil, citidina, adenosina, guanosina, bilirrubina, A~tiouridina
-5'-monofosfato, ATP, L-histidina. glutationa, N,N-bis(2-hidroxi-
etil)glicina (bicina), lisozima (grau 1), f-mercaptoetanol, acido
tricloroacético (TCA), sacarose, tris, albumina de soro bovino,
ribonuclease Tl (grau I11), ribonuclease A (tipo 1A), L-8,3,4 di-
hidroxifenilalanina (dopa).

Eosina, IAA, 6xido de deutério (D,0), acetato ae magné-
sio, cloreto de magnésio e cloreto de potassio foram obtidos da
Merck.

Acetato de sodio foi da Dyne Produtos Quimicos e  1,4-
diazobiciclo (2.2.2) octano (DABCO), fenilacetaldeido (PAA) e fe-
nilpropanaldeido (PPA), foram da Aldrich.

Fosfodiesterase de veneno de cobra (codigo UPH) e fosfa
tase alcalina bacteriana (codigo BAPH) foram usadas as da Wor-
thington Biochemical Corp..

Da New England Nuclear foram usados os seguintes:

(2- 140 -TAA, (CH)-uridina, (SH)-citidina, (°H)-guanosina, (°H)-

(4 (*4cy-1isina, (14C)~

. . 1 .. .
adenosina, C)-valina, {( QC)«fenilalanlna,
.. 14 ‘ .

arginina, (7 'C)-treonina.

Eritrosina B e acetato de etila foram da Fisher Scien-
tific Co.:; fluoresceina e rosa bengala da BDH Chemicals Ltd.; e
dcido acétido da J.T. Baker. Da Carlo Erba, usou-se os seguintes:
alcool isopropilico, hidrdxido de amonio, clorofdérmio, tolueno
(grau radioquimico), éter etilico, dlcool etilico ¢ alcool metili

CO.



50

Fostafo mono e hibasico de s6dio foram da QEEL  Indas-
trias Quimicas S.A.

A hiperacina foi da ICN Pharmaceuticals Inc.

As membranas de nitrocelulose foram da Millipore Corpo-
ration.

0s compostos 9,10-dibromoantraceno~2-sulfonato s6dico
(DBAS) e antraceno-Z-sulfonato sodico (AS)} foram preparados de
acordo com o método de Battegay e col. (187); e, 9,10-difenilan-
traceno-2-sulfonato sddico (DPAS), segundo o método de ftiene e
col. (188).

A tRNA de levedura foi isolado segundo o método de Ru-

bine col. (199).

1.2 - Aparelhagen

As medidas de consumo de oxigeénio foram feitas em um mo
nitor bioldgico de oxigenio da Yellow Springs Instruments, modelo
53, a temperatura ambiente.

Os espectros nas regioes ultra-violeta e visivel, bem
como as medidas cinéticas a Aconstante foram obtidas num espectro
fotometro registrador Zeiss DMR-21.

0s espectros de dicroismo circular foram realizados num
espectropolarimetro Cary-60, equipado com acessdorio de dicroismo
circular modelo 6002 utilizando celas circulares de quartzo.

Para as medidas espectrofotométricas utilizou-se celas
de quartzo de 1 cm de caminho otico, volume de 3 ml.

As emissdes de luz provenientes da reacio enzimatica e
parte do estudo de transferencia de energia foram medidos num con
tador de cintilacuao liquida de Beckman LS-100c¢, com o circuito de

coincidéncia desligado.
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Os espectros de quimiluminesceéncia e também a transferen
cia de energia para os corantes xanténicos e compostos antraceni-
cos foram realizados num contador de fitons Hamamatsu TV-C-767 (189).

No estudo de incorporacgdo isotdpica utilizou-se, além do
contador de cintilacdo 1liquida Beckman LS-100c¢, o cintilador 15-250
da Beckman.

As intensidades e distribuicgdes espectrais de fluores-
céncia foram medidas no espectrofluorimetro da Perkin~Elmer MPF-4.

0s espectros na regiao do infra-vermelho foram feitos num
Espectrofotometro Infra-Vermelho da Perkin-Elmer modelo 337 utili-
sando microcelas de NaCl para filmes liquidos; os espectros de mas
sa foram obtidos num Espectrometro de Massa da Finnigan 1015/5L
acoplado a um cromatografo a gds e um sistema de computagao modelo
6000: e, os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, num Espec-
trometro de RMN da Varian modelo XL-100A-15.

A sintese do fotoaduto uridina-IAL fol realizada num
reator de fotolise de Pyrex (fig. I.1), utilizando uma lampada de
vapor de merciirio de média pressao, 125 watts conectada a um Trea-
tor apropriado da Philips, sem filtros.

A evaporagao do solvente foi realizada primeiramentc em
evaporador rotatdrio Buchler Instruments com bomba de Vacuo anexa
¢ posteriormente cm um liofilizador Virtis.

0s valoves de pH foram lidos num potenciometro Metrohm-
Herisau E512 e as pesagens realizadas em uma balanca analitica Met
tler H54AR.

Para as cromatografias foram utilizadas placas de camada
delgada de Silica Gel com marcacao 254 nm da Merck, ou papel What-
man n® 1, conforme conveniente. A lawmpada UV usada para revelagao

cromatografica era da Ultra-Violet Products Inc. modelo IVSL-Z5.



Figura 1.1 - Aparelho para fotdlise utilizado na sintese

do aduto IAL-uridina (200).
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11 - PREPARACAO DE SOLUGUES

IT.1 - Condicoes Padrao da Reacao [AA/HRP/Op

A mistura de reacdo continha 1074 M de TAA, 30 uM de
EDTA, 0,25 uM de HRP em tampdo acetate 0,05 M pH 3,8, contendo
0,17 M de etanol. Estas condi¢oes foram mantidas em todos experi-

mentos, exceto quando especificado.

11.2 - Solucao Tampaoc

Na preparacio das solugoes tampao eram utilizadas as
tabelas de Gomori (180).
A preparacio de tampao em oxido de deutério (D,0) foi

feita levando em consideracdao que pl=pD + 0,4 (191,192).

I1.3 - Solucao de Peroxidase

As soluctes estoques de HRP eram preparadas pela dis-
solucio de 4 mg da enzima por ml de solugdo em agua, para dar uma
concentragao aproximada de 1DW4M (PM=40.000). Depois de preparada
a solucdo, lia-se a intensidade de absorgao na regiao visfw&L(k40§
diluindo-se -3 nl da solucgdo estoque em 2,5 ml de agua. Calculava

~-se a concentracao (c¢') da Gltima solugao por:

A= glg!

onde ¢ € o coeficiente de extinsao molar da HRP naquele comprimen

to de onda e vale 102.000 M1

....1 .
cm (74), e 1, o comprimento do ca-
minho G6tico (1 cm). Sabendo-se c¢' calculava-se a concentracao real
da solugaoc estoque por:

2,5 ml x ¢’
-3

3x10 ml
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11.4 - Solucoes de DBAS, DPAS e AS

Devido & pouca solubilidade destes compostos, as solu

coes eram preparadas com 2% de etanol seguindo o procedimento
abaixo:

Pesava-se aproximadamente 1 mg de cada composto e
adicionava-se 0,1 ml de etanol e ~4.,5 ml de HZO. Agitava-se em

agitador magnéticoe por 3 horas, protegidos da luz. Se ainda hou-
vesse alguma particula nao dissolvida, filtrava-se ¢ completava-

se o volume para 5 ml. Esta solugao deveria dar aproximadamente

5x10-4M= Sabendo-se que o E(X%gz) para o DBAS & 8940 Mwlcmml, 0

5040 M ten™t e o £(hggq) PaTa o AS ¢ 4558

o

E[A375) para o DPAS e
Mulcm-1 (193), calculava-se a concentracao exata de cada solugao
estoque utilizando o mesmo procedimento que o usado para HRP, des

crito anteriormente.

IT.5 - Solugao de tRNA de DB.coli

Para sc preparar 1 ml de uma solugao estoque de
4x107 M, pesava-se 10 mg de tRNA e dissolvia-se em dgua bidestila
da. Tomava-se uma aliquota de 1 pl desta solucho, diluia-se en

2,5 ml de HZO e lia~se a absorbancia (D.0.) em AZGO‘ Sabe-se que
1 D.0. corresponde a uma concentracaoc de 45 pg/ml. Assim achamos
a concentragao aparente c¢'. A concentragio real em mg/ml era cal-
culada como descrita para a HRP, Considerando peso molecular do

TRNA como 25.000 g, achou-se a molaridade da scolucao.

IT.6 - Solugac de IAA

Preparava-se uma solugao estoque de 10"2M, dissolven~-
do-se 1,75 mg de TAA (PM=175,19¢g), por ml de solucac em etanol

¥

guardando-a a 0°¢ protegida da luz para evitar possivel fotodecom
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posigao,

I1.7 - Solucao de 1Al

0 IAl era preparado dissolvendo-se 1,47 mg de IAl
(PM=147 g) por ml de solug2o para uma concentragao de EO_ZM, usan
do etanol como solvente. Era, entao estocado a 0°C e protegido da

Juz.

I1.8 - Solugan de Corantes Xantenicos

Para uma concentracao final de leo_gM dos corantes,
eram dissolvidos 1,40 mg de eosina, (,66 mg de fluoresceina, 1,95
mg de rosa bengala e 1,80 mg de eritrosina B por ml de solugao
em HZO' As solugoes eram rigidamente protegidas da luz e prepara-
das imediatamente antes do seu uso. 0s pesos moleculares S a0

698g, 332g, 973,7¢ e 880g para ecosina, fluoresceina, rosa bengala

¢ eritrosina B, respectivamente.

I1.9 - Solucao de 4-TU

Para uma solugao estoque de concentragao 0,1M, dissol
via-se 38,42 mg de 4-tiouridina 5'-monofosfato (PM=384,2 g) por ml

de solucao em agua.

ITT - METODOS

II1.1 - Deteccao do Produto de Reagao

0 indol-3-aldeido (IAL) foi detectado por cromato-

grafia em papel ou camada delgada usando o seguinte sistema de
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solvente: isopropanol, NH4OH, H,0, numa proporcac 13:1:1(194) (Rf*
0,98); e caracterizado por espectro ultra-violeta. Outra técnica
empregada foi a cinetica de formacao de IAL seguida espectrofoto-

metricamente em A, ..
305

IIT.2 - Sintese do Fotoaduto

Um volume de 360 ml de uma solucao aguosa de TAL(33
mM) e uracil ou uridina(*) (1,94 mM) em 16% de etanol foi irradia
do de maneira semelhante ao método de Varghese(177). A irradiacio
foi feita num reator (Figura I1.1) com lampada de mercirio sem fil
tros. A solucao foi borvulhada com N, por 1 hora antes de iniciar
a irradiacao e durante a irrvadiacao (15 horas) para se assegurar
que estivesse livre de 0, dissolvido. A solugao foi homogeneizada

ot

por agitacdo magnética e refrigerada com dgua durante todo o tem-
po de irradiacao. A solugao irradiada fol evaporada até aproxima-
damente 25 ml em evaporador rotatdrio a 35-40°C e filtrada ou, nu

ma segunda preparacao, liofilizada.

I11.3 - Isolamento e Caracterizacao do Fotoaduto

O filtrado obtido mo item anterior foi cromatografa
do preparativamente em papel usando o sistema de solventes do
ftem III.1. A fracdo correspondente ao Rf 0,25-0,30 foi recortada,
extraida com @ter ¢ evaporada. Na sepgunda Preparacaon o produto
foi isvlado por recristalizacao em etanol do liofilizado. Apds o
isolamento, procedeu-se a caracterizacgio por métodos de espectros
copia ultra-violeta, infra-vermelho, ressonancia magnética nu-

clear e espectrometria de massa.

{*) Numa primeira preparacao usou-se, uracil, na secgunda, este Tea

gente foi submetido por uridina por problemas de solibilidade.
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IIT.4 - Incorporacdo IsotOpica em tRNA

A mistura de reacao continha, num volume final de
200 ul, 30 1M de EDTA, 50 uM de (2-1%C)-IAA e 500 pg/ml de  tRNA
em tampdo acetato 0,05 M, pH 3,8 ou 5,6 ou em tampao fosfato 0,05
M pH 6,8; as reagoes iniciavam-se pela adigao de 0,25 uM de HRP e
eram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. A Teagao
era interrompida pela adig¢ao de igual volume de fenol saturado com
tampdo e centrifugada. A fragao aquosa desproteinizada, adiciona-
va-se uma solugdo 5% de acido tricloroacética (TCA). O precipita-
do era filtrado em fibra de vidro sob vacuo. O filtro era deixa-
do em estufa para secagem (~15 min.) e, entao colocado em recipien
te para cintilagdo 1liquida contendo PPO-POPOP tolueno COmo
"cocktail”. A quantidade de isotopo era determinada em contador de
cintilagdo liquida.

Fez-se tarbém wn experimento fotoquimico, irradiando-
se uma mistura de tRNA (500 ng/ml) com(l-146)~IAL (~25 uM) por 18
horas a 280 nm em fluorimetro. Apdés a irradiacao procedia-se da

mesma maneira para precipitar o tRNA e contar sua radioatividade.

III.5 - Incorporacao IsotOpica das Bases

A mistura de reacdo descrita no item anterior era
cromatografada em papel Whatmann n? 1 ¢ desenvolvida no sistemade
sclventes citados no Item II1.1. Ressalva-se aqui que ao invés de

tRNA a reagao continha 1074

M das bases (uridina, citidina, guanc-
sina, adenosina e 4-TU). Cortava-se entao, fracoes de 0,5 cm que
eram colocadas em frasces para cintilacao contendo o mesmo
"cocktail” do Item anterior e, contadas a radioatividade.

0 mesmo ensaio fotogquimico descrito para o tRNA foi

realizado com cada uma das Dbases, aplicando a metodologia de



deteccao descrita acima.

Realizou-se ainda, experimentos fotoquimicos e enzi
matices utilizando as bases como reagente radioativo. Neste caso,
utilizou-se a técnica desenvolvida anteriormente (descrita acima)
tendo como mistura de reacao 10"4M de TAA.30 uM de EDTA, (EH)ﬂB(*)

e 0,25 uM de HRP em 200 ul de tampao acetato 0,05, pH 3,8.

[11.6 - Sintese do (1--°C)-IAL

0 (1-146)-IAL foi obtido por cromatografia prepara-
tiva em papel da reagao enzimatica usando 50 uM de [2—14C)~IAA,30
uM de EDTA e 0,25 uM de HRP em tampao acetato 0,05M, pH 3,8. A
fracao correspondente ao Rf 0,92 foi recortada e submetida i ex-

tracio com éter etilico que em seguida fol evaporado.

ITI.7 - Deteccio de Produtos de Fotooxigenacgao da Guanosina

Para este estudo utilizou-se o método descrito por
Cadet e col., {180).

A mistura de reacao, num volume final de 5 ul, con-
tinha 2x10"%M de TAA, 30 uM de EDTA, 9,8 uM de (8,5'-"H)-Gua e
0,25 uM de HRP, foi dincubada a temperatura ambiente por 15 min..
Em seguida era feita a cromatografia em placa delgada em duas di-

mensoes usando como eluentes os seguintes solventes:

solvente I: clorofdrmio, metanol, agua (4:2:1)

fase inferior + 5% de metanol

solvente II: acetado de etila, isopropanol, agua (75:16:9)

(*) B = uridina, citidina, guanosina ou adenosina.
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Para revelacdo utilizou-se tanto a lampada UV bem como
a técnica de fluorografia que consiste cm embeber a placa com
"cocktail" PPO-POPOP tolueno e expd-la a um filme radiografico du

rante um mes ou mais.

III.8 - Analise dos Nucleotideos do tRNA

Para tal experimento, o tRNA foi submetido 3 diges
tio com endonucleases seguindo o método de Randerath e col. (195)
com algumas modificagoes. Assim, 24 nug de tRNA foram  submetidos
ao tratamento com 15 pl de uma solucao contendo Ribonuclease T4
(0,6 mg/ml de Aspergillus eryzae), adicionando-se em seguida 2 pl
de uma mistura de ribonuclease A de pancreas de boi (2 mg/ml),fos
fodiesterase de veneno de cobra {2 mg/ml), fosfatase alcalina (2
mg/ml) e clerete de magnésio 0,01 M e 1 ul de bicina 0,6M pH 8,0.
A digestdo foi feita a 37°C por 20 horas. Em seguida fez-se a cro

matografia do tRNA hidrolisade. (item ITI11).

I11.9 - Aminoacil-tRNA-Sintetase

A enzima aminoacil-tRNA-sintetase fol preparada 1li-
vre de tRNA a 0°C segundo o método de Niremberg (196) com algumas
modificagdes. Celulas de E.coli (HB 101) foram dispersas em 60 ml
de tampao (Tris 50 mM, pH 8,0, contendo 25% de sacarose) e trata
das com lisozima (2 mg/ml) por 15 min. a 0°C. As células foranm co
letadas e lavadas 5 vezes com o mesmo tampao-~sacarose e centrifu-
gadas. Foram, entdoc, ressuspensas em tampao (Tris 10 mM pH 7.8,
14 mM de acetato de magnésio e 60 mM de KC1, contendo 16 mM de B-
mercaptoetanol). Foram submetidas a sonicagem com pulsos sucessi-
vos a cada 30 segundos até que D“O“GOO fosse 15% do valor origi-
nal. Fez-se uma centrifugagao por 10 min. a 10.000 g e o sobrena-
dante foi centrifugado a 105.000g por 60 min. Este sobrenadante

foi estocado a -70°¢C.
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I11.10 - Amincacilacao do tRNA

Foi usado o método de Johnson e col.(197) modificado.Uma
mistura de reacao de 0,1 ml contendo 2 mM de glutationa,25 mM de
cloreto de potassio, 20 mM de cloreto de magnésio, 0,5 mM de ATP,
0,01 M dos aminoacidos (marcados = 14C), 180 ug de tRNA de E.co-
1i e 65 pg de aminoacil tRNA sintetase em 300 mM de tampao Tris-
HC1 pH 8,0 foi incubada a 37°¢C por 15 min.; a reagao foi interrom
pida pela adicdo de 5% de TCA. O precipitado foi coletado em mem-

brana de nitrocelulose, secado e em seguida contada a radioativi-

dade em cintilador liquido.

1y - CALCULOS

IV.1l - Elipticidade Molar

Para os calculos da elipticidade molar (|@]A) usou-se

a seguinte expressao simplificada:

0% M ) 1
]@IA I grau x cm” x decimol
10 1c!
onde ,
G - . a .

H° - e a elipticidade observada,

¢' -~ concentracao da amostra,

M - peso molecular da amostra, e

1 - caminho otico em cm.

IV.2 - Obtencao dos espectros de quimiluminescéncia no conta

dor de¢ fotons Hamamatsu TV-C-767

Os espectros de emissao de luz dos sistemas IAA/HRP/O2
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S IAA/HRP/tRNA/OZ foram obtidos como descrito por Nakano ¢ col.,
{(198).

IV.3 - Rendimento Quantico

Calculou-se o rendimento quantico observado da rea-
¢ao ITAA/HRP/0,. O calculo foi feito em relag@o ao padrao, isto €,
"cocktail" de cintilacao liquida de Hastings e Weber.

A leitura do padrac no contador de cintilacdo liquida
Beckman 1S-100¢ foi de 4x10° contagens em 6s. Foram feitas corre
gaes para volume, porque o volume do padrao utilizado era de 3 ml
enquanto que o da mistura de reacdao era de 4 ml, e, também, em
relacao ao tempo de contagem que para a reacgao foi de 3 min.

Portanto;

4 x 1@6 contagens - 68 - 3 ml

5,3 x 106 contagens - 6s - 4 ml

15,0 x 106 contagens ~ 180s - 4ml

Logo, a leitura do padrdo apds as correcoes € 1,5x107

6

contagens/4ml/3 min. Sabe-se que o padrao emite 6,2x10° hv/s/ml ,

portanto o padrac emite, nas condicoes especificadas, 4,5x109

hv.
Com base nestes dados, isto €, no nimero de fotons emi

tidos pelo padrao ¢ no seu numero de contagens em 4 ml e em 3 minu-

tos, podemos calcular o numero de fOtons emitidos pela reacdo,IAA/

HRP/O,, pois sua emisszo integrada a 3 minutos em 4 ml de reagio

e 3,7x107 contagens.

- a9
Padrao 4,5x107 hv e 1,6x107 contagens

. 9
TAA/HRP/0O, 2,8x107 hv —eee Ix107 contagens
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Para o calculo do rendimento quantico observado, deve
-se saber também o numero de moléculas que reagiram, no caso 0y,

pols:

hv

- (1)

moléculas reagentes

¢obs

Considerando que: (1)} a formacdo de IAL € aproximada-

Y

mente estequiométrica no consumo de 02; (2) a solucao e 2x10°
em relagao ao 0, (saturagac do ar); (3) a velocidade de reacgao nao
depende do consumo de oxigénio, ou seja, & constante durante 0

consumo deste; (4) a reacao termina em aproximadamente 3 minutos

e consome cerca de 30% do oxigenio deo meio. Assinm,

4

2x10 M de 0, consumido — 100%

5

6x10 °M de O, consumido ————— 309

2

6x10° moles/1 de O, em 4 ml (volume de reagdo).

4
Isto indica que 24x10"8 moles de O2 sao consumidos em

3 minutos. Entao o nimero de moléculas de 0, consumidas em 4 ml

8y 6x10%% = 14, 4x10 10,

de reacdo, num tempo de 3 minutos é 24x10
Substituindo-~se os respectivos valores na expressaoc

(1}, tem-se:

2,8x10° -
= 17 = 2x10 Einstein/mol
1,4x10 ‘

(;)ob s

que € o rendimento do sistema IAA/HRP/O2 na ausencia de qualquer

aceptor.
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CAPITULO 3

RESULTADOS
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1 - SISTEMATAA/HRY /O,

I.1 - Consumo de Oxigenio

0 IAA € degradado aerobicamente por acdo catalitica de
HRP consuminde 30% do oxigénio dissolvido em 3 minutos de reacao
(Fig. 1.1) nas condigdes padrao especificadas no ftem I1.1 da Par
te Bxperimental (pag. 53).

Sob outras condigoes, a saber [AA (12,5 uM)/HRP (2 uMj,
ohteve-se o consumo de Oxigénio mostrado na Fig. 1.2, que ao adi-
cionar-se igual quantidade de TAA apos 40 seg. de reagido (fase em
que a reacao atinge o estado estacionario), consome novamente a

mesma quantidade de oxigenio na mesma velocidade que o primeiro.

30 MM”MW
-

w200

o}

3]

g

£\

[»]

&

ge !O"‘
: ! :
| & 5

TEMPO {min)

Figura I.1 - Grafico da cinética de consumo de 0, da reacio
contendo TAA (lOWQM), HRP (0,25 uM) EDTA (30 M)
¢ 0,17 M de etanol em tampdo acetato 0,05 M

pil 3,8, temperatura ambiente.
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TEMPO {min}

Figura I.2 - Grafico da Cinética de consumo de oxigénio do
sistema IAA (12,5 uM) /HRP (2 uM]/Oz; e, segun
da adicao de IAA (12,5 uM) apos 40 segundos

de reacao. Temperatura ambiente.

1.2 - Formagao de Produto

Acompanhou~-se a formagao de IAL cromatograficamente co-
mo descrito no item III.1 da Parte Experimental (pag. 55). Com es
te método detectou-se TAL como Unico produto de reacio nas condi-
coes padrao, apresentando um Rf de 0,98.

Outro método empregado foi o de cinética de formagho de
produto, acompanhada espectrofotometricamente (pag. 56 ) com

Aconstante a 305 nm onde o IAL absorve mas IAA nao o faz (Fig.1.3).
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Figura T.3 - Cinética de formacio de TAL na veacao IAA (107 M)/
HRP (0.6 HM}/OZ,cont@ndo 30 uM de EDTA ¢ 0,17 M
de etanol., A reacao foi acompanhada a 305 nm; e,

tenperatura ambiente.,

1.3 - Emissao Fotonica

0 sistema IAA/HRP/OZ apresentou emissao fotonica com
uma eficiéncia quantica de 2x10”% Einstein/mol nas condicdes pa-
drao de reacao.

A cinética de emiss@o pode ser correlacionada com a de~
formagao de produto, mas nao com a de consumo de oxigénio como
mostra a Fig. I.4.

Estudou-se, também, a transferéncia de energia para vi-
rics compostos, utilizando a metodologia descrita no Apendice I

(pag. 161).
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Figura 1.4 - Grafico comparativo entre consumo de oxigeénio
(—A~), emissdo fotonica (—o—) e formacdo de
TAL (o) da reacdo IAA (2x107%M)/HRP (2 uM)/
EDTA (30 uM)/OZ em tampao acetato 0,05M pH
3.8, contendo 39 mM de etanol.

I.3.1. Corantes Xantenicos e Compostos Antracénicos

Antes de estudar a influencia destes compostos
na emissao fotonica do sistema de reacdo, testou-se em que faixa
de concentragao de corante se poderia trabalhar para que a cinéti
ca de consumo de oxigénie nao fosse alterada. Este estudo foi
realizado nas condigoes padrao de reacao, mas em 3 meios diferen-
tes: tampao acetato 0,05M, pH 3,8, 5,6 e,tampdo fosfato 0,05 M
pH 6,8. 0s resultados mostrados na Fig. I.5 (a,b,c) indicam que a
concentragao maxima de corante que poder-se-ia utilizar sem alte-
rar a cinética de consumo de oxigenio era 2,5x10m7M para eosina e

fluoresceina e 1x10™ "M para rosa bengala e eritrosina B.
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Com 0s compostos antracenicos, realizou-se um estudo se-
melhante, obtendo-~se gue a concentragaoc maxima permitida era de
107 *u.

0s resultados de transferéncia de energia do sistema

IAA/HRP/OZ para estes compostos estao relacionados na Tabela I.1.

Tabela 1.1 -~ INFLUBNCIA DE VARIOS ACEPTORES EMISSIVOS SOBRE A
EMISSAO INTEGRADA DA DECOMPOSICAO DO IAA CATALISADA

POR HRP.
EMISSAO INTEGRADA®
ACEPTORES (contagens X 1079)
pH 3.8 pH 5,6 pH 6,8
Controle 9.3 9,5 6,8
Fluoresceina 11,0 12,0 14,0
Bosina 14,0 13,0 11,0
Rosa Bengala 11,5 11,0 11,0
Eritrosina B 11,0 11,0 11,0
DBAS 9,0 - .
AS 9,2 - ~
DPAS 9,3 - -

2) A concentracao do aceptor obtida do grafico duplo-reciproco:

1/intensidade vs 1/ Aceptor |_
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1.3.2 - Efeito de Supressores

Un controle de consumo de oxigeénio semelhante ao
item I.3.1 foi feito para todas as substancias testadas.

0 efeito dos supressores usados, empregando a me-
todologia também descrita no Apéndice [,(pagina 164) sobre a emis

sao do sistema IAA/HRP/O? ¢ mostrado na Tabela 1.7,

Tabela 1.2 - INFLUENCIA DE VARIOS AGENTES SUPRESSORES SOBRE A
- EMISSAO DA OXIDACAO DE TAA CATALISADA POR HRP.

EMISSAD INTEGRADA
COMPOSTO A 1 MINUTO

(contagens) x 1077
CONTROLE 5,3
Kcido Sorbico 2 mM 5,2
Superdxido Dismutase 1740 unid. 5,0
Catalase 125 unid., 6,0
Benzoato 10 mM 6,2
Bicarbonato 10 mM 6,0
1.3.3 - Comparacao com outros Sistemas - Trans feréencia pa

ra Hiperacina

Para se ter mais informacao a respeito da nature-
za do estado excitado gerado na reagao IAA/HRP/OZ, estudou~sa,
com fins comparatives, a transferencia de energia deste sistema
para a hiperacina ( aceptor emissivo citado no Apéndice I, Item

I pag. 164 e a de outros sistemas que geram diferentes pro
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dutos excitados.

I.3.3.1 - Sistema TAA/HRP/O, |[possivel gerador de espé-

cies (H,ﬁ*] e (n,n*)]

Antes de estudar a emissdo fotonica do siste-
ma na presenca de hiperacina, verificou-se que a concentragdo mi~
xima de aceptor que se poderia utilizar sem que alterasse o con
sumo de 0, era 1x107°M. (Fig. 6).

A emissdo fotonica do sistema nas condigoes
padrio sofre aumento por acgao da hiperacina (Fig. I.7). O grafico
duplo-reciproco (Apendice I, item I, péagina 163) deste efeito (Fig.
1.8) forneceu um Kyq ¢ = 1,83(1061‘4""l

1
7

para esta transferencia.

1.3.3.2 - Sistema 2-metilpropanal (IBAL)/HRP/0, [gera-

dor de espécies (n,n*)]

A degradacao de 21 mM de 2-metilpropanal cata
lisada por 2 uM de HRP, consome oxigenio em tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,4 gerando acetona em estado excitado triplete (87, 88).

Quando se testou a emissao deste sistema na
presenga de hiperacina, observou-se que havia uma SUpTessao e nao

aumento como no caso do IAA (Fig. 1.9).

1.3.3.3 - Sistema Fenilacetaldeido (PAA) /HRP/O, lgera-

dor de espécies (m,n*) e (n,m*)]

fista reacdo produz benzaldeido (201) em esta-
do eletronico excitado atraves da oxidagao de 14 mM de PAA catali
sada por 0,5 uM de HRP em tampao fosfato 0,05 M pH 7.,4. Consome

oxigenio de maneira semelhante ao Z-metilpropanal. (88).
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Figura 1.6 ~ Grafico da cinética de consumo de GZ do sistema IAA
(107 *M) /HRP (0,25 uM) /EDTA (30 M) /0, contendo 0,17M
de etanol em tampao acetato 0,05 M pH 3,8, temperatu
ra -14°C. A curva (—e-) representa a reacho Controie;

M

de hiperacina; (—o—) na presenca de 0,25x10"4M hipe-

(~A-) representa o controle na presencga de 0,1x107

racina e {—) na presencga de 1x10“4M de hiperacina.
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Grafico da cinética de c¢missao integrada do sistena
TAA (JG“4M)/HRP (0,25 M) /EDTA (30 uM)/OZ contendo
0,17 M de etanol, temperatura ~14°¢C, na auséncia
(—e~) de aceptor e na presenca de U,3x10_6M (=)
0,7X}O“6M (i) €@ 1,0x10"6M {-~£—-) de hiperacina.
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Figura 1.8 - Grafico Duplo-Reciproco para o efeito da concentra-
cao de hiperacina na intensidade de emissio do sis-
tema 1AA/HRP/0, nas condicoes da figura I.7. Neste
caso a intensidade de emissao fol integrada a 3 mi-

nutos.
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Figura 1.9 - Grafico da cinética de emissao do sistema
IBAL (21 mM) /HRP (2 uM)/GZ em tampao fos-
fato 0,1 M pH 7,4 na auséncia (~e-) e na
presenca (—o—) de 110" 0M de hiperacina
(Temperatura ~ 22°0) .
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A Fig. 1.10 mostra o aumento da intensidade de emissao
na presenga de varias concentragoes de hiperacina.
0 grafico duplo-reciproco (Fig. 1.11) construido a par

0 PPN (I |

tir dos dados da Fig. 1.10, deu um valor de Kpp v de 1x10™M

1.3.3.4 - Sistema 2-fenilpropanaldeido (PPA/HRP/0,) [gera

dor de espécies (n,7") e [ﬂ,ﬂ*)]

Esta reacgao produz acetofenona em estado ele-
tronico excitado atraves da degradacdo aerchica de 14 mM de
PPA catalisada por 0,5 uM de HRP em tampao fosfato 0,05 M pH 7,4,
Consome oxigénio de maneira semelhante ao Z-metilpropanal.

Adicionando-se hiperacina ao sistema e obser-
vando-se a sua emissao, verificou-se que esta aumentava a medida
que se aumentava a concentragac de aceptor (Fig. 1.12}).

O

0 valor de Kyp v obtido do grafico duplo-re-

ciproco (Fig. 1.13) foi de 3,3x10%m7 %,

1.2 - Espectyo de Quimiluminescencia

0 espectro de quimiluminescencia do sistema EAA/HRP/OZ
nas condicdes padrio foi obtido segundo o métode citado no item
V.2 {pag. 60) da Parte Experimental. A Fig. 1.14 mostra este
espectro onde podemos verificar a presenca de varios picos cuja

atribuic¢ao se torna complexa.
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Grafico da cinética de emissao do sistema PAA(L4 mM}/
HRP (0,5 HM)/QZ contendo €,12 M de etanol en tampao
fosfato 0,05 M pH 7,4, temperatura ~229C, 830 mostra-
das as curvas na ausencia de aceptor (—e—) e na

6

presenca de 0,55x10 "M (—o-), 0,7x10“6M {3} e 1x10” 0

(—A-} de hiperacina.
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Figura I.11 - Grafico Duplo-Reciproco para o efeito da concentra
cio de hiperacina na intensidade da emissac do sis
tema ?AA/HR?/OE nas condigtes da Fig. 1.10. Neste
caso a intensidade de emissao fol integrada a 20

minutos.
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Figura 1.12 -~ Grafico da cinética de emissao do sistema PPA(14
mM) /HRP (0,5 UM}/OZ contendn 0,12 M de etanol em
tampao fosfato 0,05 M pH 7,4 na ausencia (~e—)

e na presenca de (~o-) S,éxl@wéﬁﬁ (=) 0,6x10°

5 a0, . .
e (—A-) 1x10 7'M de hiperacina, 2 temperatura de

Y

~22°¢.
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Figura 1.13 - Grafico duplo-reciproco para o efeito da
concentracao de hiperacina sobre a emis-
sap do sistema PPA/HRP/OZ nas condigoes
da Fig. T.12. Neste caso a intensidade

de emissao foi integrada a 5 minutos.
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IT - FORMACAO DE OXIGENIO SINGLETE NO SISTEMA TAA/HRP/O,

I1.1 - Efeito de Supressores Especificos

Para se ter conhecimento da presenga de oxigenio sin-
glete na reacao IAA/HRP/OZ, testou~se a influéncia de viarios su~
pressores caracteristicos de 102 cuja participacgio e fungao em

sistemas bioldgicos jd foram discutidos nas paginas 30 e 45.

A histidina (Apéndice I, Item II, pagina 106 ) supri
miu a emissio do sistema quando estava presente na faixa de con-
centragao de 1 a 20 mM. Tomou-se cuidado de verificar se a mixima
concentracao usada nfo estava interferindo na cinftica de consumo
de oxigénio da reacho. O efeito de supress@o por histidina & mos-
trado na Fig. II.1 e na Fig. [1.2, mostra-se © grafico Stern~
Volmer (Apendice I, ftem II, pdgina 165 ) para esta supressao,don

1

de se calculou o valor de Ky que & 276 M ~., Sabendo que o valor

reciproco de K¢, nos da o valor de B (Apéndice I, item III, pagi-
na 166)., calculou-se o uUltimo, obtendo 3,6x}0w3mv

Um estudo com guanosina no lugar de histidina mos -
trou, também supressao da emissao (Fig. 11.3), mas nao foi possi-
vel obter-se um valor de KSV que fosse reproduzivel, por proble-
mas técnicos.

Bilirrubina e DOPA (Apéndice T, item II, pagina 166 )
também suprimiram a emissio do sistema e este efelto ¢ mostrado

nas Fig, 11.4 e 11.5 para DOPA ¢ bilirvubina, respectivamente.

IT.2 -~ Bfeito de Aumentadores da Fmissao

A agao de DABCO e D,0 sobre 10? ja foil discutida, mos

trando a capacidade destes dois compostos de aumentarem a emissao
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Figura I1.1 - Grdafico do efeito de supressio por concentragoes
crescentes de histidina sobre a emiss@o do siste
ma TAA(1074M) /HRP (0,25 uM)/EDTA (30 uM)/0, con-
tendo 0,17 M de etanol em tampac scetato 0,05 M,
pH 3,8 e temperatura ambiente. De cima para bai-
x0: controle sem histidina; 1,25 mM; 2,5 oM, 10mM,
Z0mM.
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Figura I1.2 - Grafico Stern-Volmer para o efeito da concen
tracdo de histidina sobre a emisszo do siste
ma IAA/HR?/OZ nas condigoes da Fig. Il.1.



)
(¥ 1

800

200

TEMPO {min}

Figura I1.3 - Grafice do efeito de supressdo por concentracoes de
guanosina sobre a emissao do sistema LAA {1QM4M}X
HRP (0,25 M) /EDTA (30 uM]/OZ contendo 0,17 M de
etannl em tampaoc acetato, pH 3.8 e temperatura am-
biente. A curva {(—e-) & o controle; {(~0o—) € 5 uM e,

(~fi-) € 10 mM de guanosina.
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Figura I1.4 - Grafice do efeito de supressio por concentracoes de
DOPA sobre a emissac do sistema ‘[AA/%‘IRP/O? nas con-
dicoes da Fig., 11.1, sendo mostrado o ct@n%m:ai@(-wmm)g
1 yM (~o~} e 3 pM (~0~) de DOPA,
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Figura II1.5 - Gréafico do efeito de supressao por bilirrubina so-
bre a emissao do sistema 1AA/HRPf02 nas condicoes
da Fig. IT1.1. Sao mostrados o sistema na ausencia
de supressor (—e-) e na presenca de 20 uM de bilix

rubina {(~o-).
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1Oq (Apéndice I, item IV, pagina 1067,

A introducio de DABCO no sistema IAA/HRP/O, nao alte-

proveniente de

vou a cinética de consumo de oxigénioc, mas a emissao fotonica foi
aumentada (Fig. 11.06).

A velocidade de consumo de oxigénic da reagao em meio
deuterado, bem como o consumo total, foram alterados, sendo gque a
reacdo se mostrou menos efetiva neste meio (Fig. IT.7). Apesar dis

sp, a emissdo fotonica do sistema foi aumentada (Fig. 1I1.8}.

11,3 = Cinética de Estado Estacionario

Esta técnica estd descrita no Apéndice I, item V (pa-
gina 167).

Usou-se este tipe de estudo verificando o efeito com-
binado de guanosina e histidina sobre a emissao do sistema. Cong
truindo-se um grafico do tipe descrito na pagina 169 ),
obteve-se retas convergendo para o mesmo ponto, o que indica o
envolvimento de 192 no processo de oxidagdao de TAA catalisado por
HRP. A Fig. II.9 mostra o grafico construido com os dades de su-~

pressap obtidos.

1.4 - Degradacac da Guanosina

Como a guanosina sofre degradacao por agao de 1@q ge -
et
rado fotoguimicamente (186), achou-se conveniente verificar 5@
submetida ao tratamento com o sistema bicenergizado [TAAJ/HRP/O.),
don

1

onde possivelmente 0, estaria sendo gerado, ela se comportaria

da mesma maneira, Assim, realizou-se um experimento com “H-guano-
sina descrito na pagina 58 |, ftem I17.7 da Parte Experimental.

0 cromatograma revelado € mostrado na Fig. 11.10.
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Figura 11,6 - Crafico do efeito de DARCO 10 mM (o) e {(~0—) 20 mM
sobre a emissao do sistena IAA/HRP}Q? (@) nas con-
digoes da Fig. I1.1.
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Figura 1.7 - Grafico da cinética de consumo de oxigenio da rea-
cao TAA (10W4M)/HRP (0,25 pM) JEDTA (30uM) O, con-
tendo 0,17 M de etanol em tampao acetato 0,05 M
aquosc pH 3,8 (—~e-) e deuterado pD 3.4 (~o0-) e,

temperatura ambiente.
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Figura I1.8 - Grafico da cinética de emissao do sistema [AA/HRP/
0, nas condicdes da Fig. IT.7. A curva {(—se-) & a
reacao em tampao aquoso € a (—o-) & um tampao deu~

terado,
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Figura 11.9 - Grafico da supressac da epergia do sistema LAA
( 1{:3“"%{} JHRP (0,25 uM)y/EDTA (30 uM) /O, contendo
0,17 M de etanol ewm tampao acetato 0?05 M, pH
5,3, Na presenga de guanosina: 0,0 M(~a—) @
2,5%107 M (—om)
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g SOLVENTE I

i SOLVENTE H

Figura 11.10 - Cromatograma em camada delgada em duas dimensoes
dos produtos de degradacgao da Enguanasina subme
tida ao tratamento com o sistema de reagdo TAA/
(1UW4M)/HR? (0,25 uM}/EDTA {30 pM)/QZ contendo
0,17 M de etanol em tampao acetato 0,05 M, pH 3,8.
Os produtos foram designados como sendo: (3):N-
(eritrmpentasil)uréia; (5) Ni{eritropﬁnﬁmsil) sz
formiluréia; (6)-eritropentose:; (9) acido cianGri
co; os compostos (1), (2), (4}, (7) e (&) nao fo-
ram i1dentificados.
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Obtevo-se 2.7% de degradacdo e as manchas obtidas fo-

ram designadas como sendo:

(a) N{eritropentosil)uréia
(b} NE(eritrap@ntwﬂﬁl)Ngwfwrmiiurﬁia
(¢) eritropentose

(¢) Acide ciantrico

Esta designagac fol atribuida em comparagio com os produtos obti~

dos por Cadet e Teoule (186).

IIT - SISTEMA IAA/?RNA/HRP}OZ

111.1 - Controles

Para os experimentos que serao descritos a segulr
psou-se tRNA de E.coli.

Em primeiro lugar assegurou-se que & concentragao mi
xima de tRNA utilizada (2 mg/ml) adicionada ao sistema IAA/HRP/Oz
nas condigdes padrao, ndao alterava nem a primeira etapa do consu-
mo de oxigénio, nem a segunda (Fig. 1.1 e 1.2, paginas 64 € 65)

OQutro experimento controle fol verificar a influen-
cia da adiglo de tRNA ao sistema, nas cinéticas de formagao dos
compos tos intermediarios de HRP, bem como a cinetica de desapare~
cimento da HRP nativa. Os resultados deste estudo estao mostrados

na Fig., IITI.1.

111.2 - Estudo Fotobiogquimico

111.2.1 - Efeito de Supressao

&
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I11.2.1,1 - Supressao por TRNA

Quando TRNA estava presente no sistema
em concentragoes muito baixas (0,4 uM a 1,6 pM) observou-se uma
supressao da emissio do sistema. O grifico Stern-Volmer  obtido
dos dados desta experiencia, forneceu um valor de kq?o {KSV) de

6x104M 1 (Fig. 1171.2).

Key =60 x 04N

Io

LOO

i ! |

050 100 150
[+ana] x 107 M

Figura I111.2 - Grafico Stern-Volmer para o efeito de supressao por
tRNA sobre o sistema L[AA {&OwﬁM}/HRP (0,25 pM}/EDTA
(30 uM) /0, contendo 0,17 M de etanol em tampao ace-

tato 0,05 M, pl 3,8,

TT1.2.1.2 - Supressio por Citidina e Uridina

Antes de se realizar os experimentos de



emissio fotonica, observou-se se a concentracao dos nuclectideons
usada mnio alterava o consumo de oxigénio da rTeagao IAA/HRP/OZ$
nas condicoes padrio. Adicionando-se citidina e uridina em concen
tragoes varjando‘na faixa de 5 mM a 20 mM, observou-se SUpPTesSaoc
da emissio do sistema. Dos graficos Stern-Volmer mostrados nas
Fig. 111.3.a e 3.b para estes compostos, calcuiou~se as constan-

wle 5ot

P

tes de supressao K%V.para cada um deles, que sao I

[

para uridina e citidina, respectivamente.

T11.2.2 - Transferencia de Bnergia

111.2.2.1 - Transferencia para o TRNA

Quando o tRNA estava presente em concen
tracoes mais altas (3 a 10 pM) na Teacao IAA/H&P/OZ nas condigoes
padrio, observou-se um aumento sistematico da emissao {Fig.
111.4), notando-se um maior aumento apos 5 min. de reagao. Assim,
calculou-se a constante de transferencia de energia KETTQ atraves
do grafico duplo-rveciproco (Fig. I11.5), obtendo-se um valor de

4. 1x10°M" L,

111.2.2.2 - Transferencia para a 4~Tiouridina

A 4-TU, guando pTGﬁ@ﬁtG%MiCGHC@ﬁﬁrﬂgaﬁﬁ

na faixa de 13 a 39 uM no sistema TAA/HRP/O, pode agir como agen-

[

te sensibilizador, isto ¢, pode asumentar a emissao do sistema
(Fig., I11.6) apos 3 minutos de reagao. O valor de KFTTO obtido pe

lo grafico duplo-reciproco (Fig. T11.7) foi de 5 5x100Mt,

177.2.2.5 - Efeito de fons Mg

Usou-se para as medidas cinéticas uma
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Figura 111.5 - Grafice duplo-reciproco para o
efeito de concentracao de TRNA
sobre a emissio do sistema TAA/
HRP/OE nas condigoes da Fig.
TIT.2.
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fooe

TEMPO {min)

Figura I11.6 - Crafice da cintica de emissao do sistema
LAA/HRP /0, nas condicoes da Fig. 111.2 na
ausencia de aceptor (~e-) e na presenca
de 13 uM (~A-), 19,5 uM (~o-), 26 uM (-p-),
32,5 uM (—-®-) e 39 uM (—A-) de 4-TU.
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Figura 111.7 - Grafico duplo-reciproco para o efeito
da concentracac de 4-TU sobre a emis-
sao do sistema {AA{HRP/QZ nas condi

gcoes da Fig. TI1.2.
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concentragao fixa de Mg++ de 1,4 mM, tomando-se cuidado de verifi
car se o consumo de oxigeénieo da veacgho n@o estava sendo alterado.

0 aumento inicial da intensidade de emissao do siste
ma IAA/HRP/O2 por acao de tRNA nao foi alterado significativamen-
te por adigao de Mg%+ 1,4 mM, mas apds 5 min. de reagao o aumento
da emissio tornou-se mais acentuado na presenca do cation bivalen
te (Fig. 111.8). Apesar disso, obteve-se um valor KETTQ igual a

Sy 1

2,5x10°M %, (Fig. [I11.9), que ¢ da mesma ordem de grandeza que o

obtide sem o fon {Fig. 1I1.% ),

A reagao EAA/HRP/OE realizada en tampao
deuterado 0,05M ph 3,4 tem sua emissdo aumentada (ftem I1.2, pagi
na 82). Na presenca de tRNA, porém, foi incapaz de transferir a
energia gerada para o acido nucleico, ocorrendo inclusive uma
supressao por parte deste Ultimo. Este efeito & mostrado na TFig,.

1%, 10,

T1I1.2.4 - Efeito da Histidinag

A histidina, agenie supressor de "0, fol
adicionada ao sistema tRNA/TAA/HRP!Oz para se verificar o efelito
de competicao entre o acido nucleico e o aminoicido pela energia
gerada na reagao TAA[HRP#OR, ilm aumento da emissao apos 3 min.
de reacdo, bem mais acentuado foi verificado no caso em gue a his
tidina foi adicionada conjuntamente com o tRNA. Isto & mostrado
na Fig, I11.11, onde nao foi possivel registrar a intensidade mi-

xima de emissdao devido as limitacdes da aparelhagem.
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TEMPO {min)

Figura II1.8 - Grafico da cinetica da emissaoc do sistema TAA/

HRPKOZ nas cwndigﬁfi da figura I1I1.2, na pre-
senca de tRNA e Mg . A curva (~e—) correspon-
de ao controle, {(—o—) 2 uM, (~i-) 4 uM, (~A-)

8§ uM e (~o—) 12 uM de tRNA, todos contendo 1,4

mM de Mg .
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Figura 111.9 - Grafico duplo-reciproco para o efeito da concen-
tracio de tRNA sobre a emissao do sistema TAA/

HRP /0.

2 b

de 1,4 oM de Mg .

nas condicoes da Fig., [11.2 na presenga

-~
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Figura II1I.10 - Grafico da cinética de emissao do sistema IAA
(107 %M) /HRP (0,25 1) /EDTA (30 uM) /0, contendo
(0,17 M de etanol em tampaoc acetato deuterado
0,05 M pDh 3,4 na auséncia (~e-) e na presenga
(-0-) de 8 1M de tRNA.
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T111.2.5 - Transferencia de Energia Proveniente de Oy

tros Sistemas

0 tRNA foi capaz de aceitar energla prove-
nientes de outros sistemas, como por exemplo, © PAA/HRI /O, e PPA/
HRP /0., ja citados anteviormente (ftens 1.3.3.3 ¢ 1.3.3.4, paginas

71 e

i

76). O grafico duplo-reciproco para o primeiro sisteoma for
- O : - - E:’ mi -t . .
neceu um Kppt de 3,0x10"M (Fig., 111.12) e, para o segundo sis-

tema, 3,5x10°M Y, (Fig. T11.13).

111.2.6 - Transferéncia para tWNA de Levedura

0 consumo de oxigénio do sistema LAA/HRP/
0, nas condigoes padrio ndo foi alterado com a presencga de 2 mg
m1 de tRNA de levedura {(extraido segundo método citado na Parte
Experimental, pagina 50 .

Este tipo de tRNA nde exerceu influencia
alguma sobre a emissao do sistema controle, a ndo ser uma pequena
supressao apos 2 minutos de veacao. Hste fato fei verificado tan-

- . - o I
to na presenga como na ausencia de lons Mg (Fig. T11.14}.

111.2.7 ~ Espectro de Quimiluminescencia

0 espectro de guimiluminescencia do siste-
ma tRNA/IAA/HRP[Gz foi obtido segundo método citate no item TV.2
(pagina 60} da Parte Experimental. A Fig. I1lI.15 mostra o grafi-
co obtido onde pudemos verificar dois picos principais de ewmissao,

um em 475 nm e outro de malor intensidade em 550 nm.

11T.2.8 - Bestudos Fotofisicos

A transferencia de energia de [AL eletroni
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Figura IT11.12 - Crafico duplo-reciproco para o efelto da concen-
tracho de tRNA sobre a emissao do sistema PAA
(14 mM)/HRP (0,5 pM}/O? contendo 0,12 M de etanol
em tampao fosfato QsﬂﬁwM pH 7.4.
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Figura 111.13 - Grafico duplo-reciproco para o efeito da concen-
tracio de tRNA sobre a emissao do sistema PPA
(14 mM) /HRP (0,5 uM)/0, contendo 0,12 M de eta-

nol em tampao fostato 5%Q5 M, pH 7,4.
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Figura TIT.14 - Grafice da cinética de emissac do sistema TAA/
(Lﬂw%fi) JHRP (0,25 uM) /EDTA (30 uM) /02 contendo
0,17 M de etanol em tampao acetato 0,05M, pH
3.8, A figura mostra o controle (—e-), contro-
le na presenca de Mg~ 1,4 mM (~0-) e na pre-
senca de 2 mg/ml de tRNA de levedura sem Mg@+
(—g—) e, com 1,4 mM de Mg%$ (i) o
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INTENSIDADE RELATIVA
é
H

450 200 580 600

rigura 111,15 - Distribuicho espectral da emissao sensibilizada
por 40 uM de tRNA do sistema IAA (IOWQM}/HRP
(1,25 uM}/Oz contendo 0,17 M de etancl em tam-
pao acetato 0,05 M, pH 3,8,
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camente excitado ({ ALY, para o tRNA em pil 3,8 fol também, verifica
da fotofisicamente. 0 espectro de fluorescencia do tRNA (Fig,
117.16) & obtide na ausencia de IAL com A =335 nm ou,na pre-
senga de TAL com K@XWZSU nm. Neste (ltimo comprimento de onda, 50
mente TAL absorve, sendo sua emissaoc observada em 345 nm. No pri-
meiro casc, onde o tRNA foi excitado a 335 nm, observou-se emis-
soes em 440 nm e -520 nm; quando a mistura TAL + tRNA fol irradia
da a 280 nm observou-se a emissac do TAL em 345 nm e outras duas

em ~450 e 530 nm, correspondentes a emissao de £RNA.

T11.2.9 - Fspectro de Dicroismo Circular (CD) do tRNA

(¢ espectro CD do tRNA em pH 5.8 diferiu
consideravelmente daquele em H,0 (Fig. 111,17}, mas com adicac de
f b

Mg ao primeiro, a formz do espectre torna-se mals semelhante Ao

segundo. Além disso, o espectro CD do tBNA em pH 3,8 € modificado

+ 4

tanto na presenga Ccomo na ausencia dJde Mg ap0s o tratamento COm

o sistema enzimatico.

111.3% - Estudos de Ligacac

ITI.5.1 ~ Ligacao TAL-tRNA

Além de ocorrerem processos fotoquimicos,co

sente na reacao [AA/HRP/0,, uma ligacac guimica entre IAL* gerado
na reagao e o tRNA pode ser detectada.
0 tRNA foi submetido ao tratamento com o

14CL[AA e fol precipitado seguindo o

sistema de reacgdo usando |2-
método descrito na Parte Bxperimental (ftem I11.4, pagina 577,

Apds este tratamento observou-se que havia incorvpera¢ao isotopica
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Figura IIT1.16 -~ Transferéncia de energia do [AL excitado para o
tRNA. A curva (---) mostra o espectro de emissao
da mistura de 0,1 mM de TAL e 40 uM de tRNA exci
tado a 280 nm; neste comprimento de onda o tRNA
nao absorve apreciavelmente. A curva () TEDTE
senta o espectro de emissao de 0,1 mM de TAL ex
citado a 280 nm, enquanto a curva (—0-] represen
ta o espectro de emissao de 40 pM de tRNA excita
do em 335 nm, A curva (°+*) ¢ o espectro de exci

tacao do tRNA para emissao em 440 nm.
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Figura ITI.17 - Espectro CD de 50 ug/ml do tRNA de E.coli. A cur-~
va () mestra o acido nucleico em tampao aceta-
to pH 3,8. Apos o tratamento com o sistema TAA
(10”*M) /HRP (0,25 uM) /EDTA (30 1M)/0, o espectro

& (~--) e,na presenca de Mg« L.4 mM & (***). Os

espectros (—x—x—} e {(~+°—} correspondem ao tRNA

e o .
em HZO ¢ em tampao acetato/Mg |, respectivamente.



no tRNA. Se o tRNA era adicionado apos a oxidagao do TAA, nenhu
ma incorporagac era observada a menos que a mistura fosse irra-
diada a 280 nm por 12 horas induzindo aproximadamente 18% de in-
corporacao. O mesmo resultado foi obtido por irradiacac a 280

e

nm de uma mistura de |1 ~-TAL ¢ tRNA {(Esquema XX}. A tabe

la TIT.1 Teune estes resultados, os quais foram obtidos nas con-
dig¢des padrao de reagao, ou seja, pH 3.8, Verilicou-se, entao

o efeito da variacido do pH do meio reacional sobre a ligagao. O

que se observou foi que em pH 3,8 esse processo era muito mais

eficiente que nos 5,6 e 6.8, sendo que neste ultimo era pra-

ticamente nula (tabela I111.2),

A tabela II1.1 mostra também a influencia de compe
tidores de energia, como eosina e histidina sobre a incorporagao
isotdpica ne tRNA. Pudemos verificar que a eosina diminuia a

marcacao cerca de 12% e histidina cerca de Z5%.
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Tabela III.1 - INCORPORACAC DE TAL ELETRONICAMENTE BEXCITADO DURAN

TE A OXTDAGAO DE |2-'*Cl-IAA CATALISADA POR PEROXL

DASE,

A REAGRO CONTROLE ERA FEITA COM 50 uM DB |2-'%c|-

TAA, 30 uM DE EDTA, 0,5 mg/ml DE tRNA E 0,25 uM DE

HRP CONTENDO 86 mM DE ETANOL EM TAMPAO ACETATO

b

0,05 M pH 3,8.

cpm %

Branco” 404 {
Controle” 7390 100
pré-Tratado® 450 6
PréwTrat&do(iTTad)d 1350 18
Eosina® 6503 88
Histidina® 5540 75

a) O branco consistia da mistura (2w14CJMEAA/tRNA/HBTA
sem HRP.

b) O controle consistia do branco tratado com HRP por
15 min.

¢} O pré-tratado consistia em adicionar o tRNA apbs  a
reagao IAA/HRP/O, e incubar por 15 min.

d) O pré-tratado (irrad) consistia em irradiar a 280
nm a mistura de ¢ por 12 horas.

e) eosina (SXEOMSM) e histidina {5x10”3M} adicionadas
ao controle para competicao pela energia.



Tabela T11.2 - INFLUENCIA DO pH DO MEIO SOBRE A LIGACAO TAL ELETRO
NICAMENTE EXCITADO B tRNAL

UM
pH 3,8 pif 5,6 pH 6,8
Branco 750 250 188
Controle 11300 1030 180
Razao C/B 15,1 4,5 ]

A variacio da concentragio de TRNA ma reagao mostrou

que existia uma quantidade Gtima de tRNA (3 mg/ml) onde a ligagao

era mais efetiva {(~20%). A Fig. II1.18 mostra este efeito, hem
como o de diminuigao de cerca de 40% de ligagao por efeito de

+
ions Mg .

T1T1.%.2. Tratamento con Endonucleases

Desde que obteve a ligacao do IAL ao tRNA,
houve necessidade de se localizar esta ligacao dentro da estrutu-
ra do tRNA. Um dos primeiros passos foi submeter o tRNA  tratado
com 0 sistema ZmlﬁﬁwIAA/HRP[QE a hidrolise com endonucleases se-
guinde o procedimento descrito no ftem I11.8 da Parte Bxperimen-

tal (pagina 59). Esta hidrdlise provoca a quebra das ligacoes

fosfato entre os nucleotideos rompendo, assim, a estrutura do
tRNA, obtendo-se como resultado uma mistura de nucleotideos am

solucao. Uma parte desta mistura fol cromatografada como ja des-
crito (item TII.1, pagina 55). Outra parte do tRNA hidrolisado
foi irradiada a 254 nm {comprimento de onda onde adutos solrem rever-
sA0 aos seus compostos originals) por 4 horas e ai cromatografada

como a anterior. O radiocromatograma {(Fig. I11. 19} revelou un



119

]

P x {10

[tRNA] (mg/mit

Figura TTT.18 - Protecio da ligacio IAL-tRNA pelo Mg . A curva
(—e-) rvepresenta a quantidade de radiatividade
incorporada no tRNA durante a reacao ZMI&CwIAA/
HR?/OZ na ausencia de Mg@+g a curva (~o-), na

presenca de 1,4 mM de Mg$wa
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Figura 1171.1Y% - Perfil cromatografico do tRNA tratado com endo-
nucleases. (—~4—) € o tRNA apds a hidrdlise e
(wo-w) & o tRNA apds a hidrdlise e irradiado a

H

254 nm durante 4 horas.,
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pico com Rf 0,28 para o primeiro caso ¢ para o segundo, dois pi
cos, um com Rf 0,28, mas com menor intensidade que o anterior e,

outro com RE 0,98,

I11.3.3 -~ Ligacao IAL-Uridina

Foi de interesse investigar gual era o re-
sTduo nucleotidico no tRNA que estava cnvolvide na ligacao de
IAL*. Como a uridina foi o que apresentou malor constante de su-
pressao (ftem 111.2.1.2, pdgina 96 ), poderia ser o responsavel,
De fato, experimentos fotogquimicos ¢ bioenergizados a@m_2w14C~EAA
ou gﬁwuridina descritos na Parte Experimental {ftem 111.5, npagi-
na &7 ) e esquenmatizados no esquema XXI , mostraram que es-
te nucleotideo era capaz de se ligar ao TAL* formando um prioduto
gque apresentou um Rf de 0,28 no sistema de solventes utilizade
(item [I1.1 da Parte Experimental, pagina 55 ). Hste produto
apareceu em todos os casos de variagac de marcagao e/ou de proces
so. A Fig., II1.720 mostra o perfil radiocromatografico destes ex
perimentos.

Quando guanosina, citidina, adenosina &
4-TU substituiram a uridina na reacadn ou na fotolise naoc se obser

vou nenhum produto,

I171.4 -~ Teste de aminoacilacao

Além dos testes de ligacghe realizados, fol interessan
te verificar a influencia desta ligacio sobre a capacidade aminoa
ciladora do tRNA.

Assim, o tRNA submetido ao tratamento com o sistema

de reacaco IAA/HRP/%? fol tratade com 2 enzima  aminoacll-tRNA sin
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URIDINA
= ADUTO
i4 HRP
- C-TAA
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pH 38
CROMATOGRAF 1A {4~ v URDINA .
rreraa G- TAL - e ADUTO
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1AA oy
pH 38
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Figura 1171.20

10 20
NUMERO DA FRACAO

- Formacio de aduto entre IAL enzimitica ou foto-
gquimicamente excitado ¢ uridina. Uma mistura de
25 wM de (1-"%C)TAL e 107%M de uridina excitado
a 280 nm (—e-}; uma mistura de 1DM4M de TAL e
1 nn (SH)wUridina excitado a 280 nm {-o~)}., Para
o experimento enzimatico, 1 nnm (Bﬂjﬁridina foi
adicionado ao sistema IAA (107 %M) /HRP (0,25 uM)/
EDTA (30 pM)/OZ I N

jes foram feitos um com 1 nm (EH)uridina (=)

Dois experimentos contyro~

¢ outro com a reacac enzimatica na auséncia de
uridina (-mg—-) .
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tetase isolado como descrite no item [11.9 da Parte Experimental
(pagina 59). Foi testada a atividade frente a varios aminoaci
dos. A tabela IY7.3 mostra os resultados deste teste. bem como
a porcentagem de inativagao deo tRNA com relagao a cada aminoaci-

do ensailado.

Tabela 11I.% - CAPACIDADE ACEPTORA DE AMINOACTIDO DO tRNA DE B

coli ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM O SISTEMA

TAR (107 M) /IRP (0,25 i) /EDTA (30 M) /0,

(146)waaﬁtRNA formado (CPM)

I-aa" L-Thr L-Phe IL~Lys 1-Val L-~Arg

Controle 7260 2760 1734 3205 4312 1734
Apos tratamento 6460 2640 1756 3080 4250 1718
% de inativagao 11 4 0 3 1 1

{a) mistura dos aminoacidos.

IV = PRODUTO DE ADICAO TOTOQUIMICA ENTRE TAL E URLDINA

Com o intuito de se comparar processos fotoquimicos
com bicenergizados, realizou-se a sintese do aduto TAl-uridina
por irrvadiacado, bem como sua caracterizagido por métodos convencio
nais.

0 procedimento seguido esta descrito nos Itens 111.2
¢ 111.3 (pagina 56).

Na primeira preparagio usou-se uracil e IAL, Cujo

produtoe de adigaoc pode ser separado por cromatografia preparati-
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va em papel (ftem III.1, pagina 55 ). Desta preparacac  pode-se
obter um EM do produtc de adigao entre [AL e uridina, que & mos~
trado na Fig. IV.1, juntamente com os espectres da AL e wuracil,
para fins comparativos. Os picos dos isotopos do fon molecular
(M+) aparecem em m/e 275 (P, 100}, m/e 258 (P+1, 16, 2} e m/e
259 (P+2, muito pequeno), que comparados aos valores calculados
m/e 257 (P, 100, mfe 258 (P+1, 15.4) e m/fe 259 (P+2, 1,7) mostram
a pureza do fotoaduto.

Apesar do baixo rendimento da reacao (estimado entre

10 2 15%) pode-se obter o espectro U.V. do fotoaduto que e mostra
do na Fig. IV.2. Verificou-se o desaparecimento da absorcao cor-
respondente ao grupo carbonilico do [AL, ficando somente a absor-
cho caracteristica do grupo indolico (-290 nm).

Na scgunda preparagao usou-se uridina ne lugay de
uracil, por problemas de solubilidade ja citados, (pagina 56 ).
Obteve-se entao, um espectro de RMN do preduto isclado cromatogra
ficamente (Fig. 1V.3). Obteve-se protons oxetanicos com picos en

4,25 (d, J=6,8); 5,25 (d, J=6,8) e 5,20 {d, J=6,8).

Ainda, fol possivel obter o espectro 1V {Fig. 1V.4)

o gqual mostrou uma banda em 1110 ﬁmwl {duplete}, caracteristica
de estiramento C-0-C indicando uma estrutura oxetanica para 0

fotoaduto.
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2,



-
Figura IV.2 - Espectro de Absorcao UV em etanol de 2x10 7

M de
TAL (=}, 7xlO"SM de Uridina (~--) e solucac di-
luida de concentracido desconhecida do fotoaduto

(cag).
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CAPTTULO 4

DISCUSSAOQ DOS RESULTADOS
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T - MECANISMO DE FORMACAQ DE IAL ELETRONICAMENTE EXCITADO

Resultados anteriores (91, 101) mostraram que a espécie
excitada gerada no sistema de reagao [AA/HRP/O, era o IAL. Isto
foi demonstrado através de transferéncia de energia para acepto-
res emissivos adequados e, por danos causados na enzima, semelhan
tes aos provocados por luz U.V. (vide pig. 1.6 pagina 27 ).

Em pH 3,8, onde o IAL & produto principal de reagao (81},
o consumo de oxigenio foi mais rapido que a formacac de  produto
e que a emissdo fotonica (Fig. 1.4, pagina 67 ). Isto indicaque

existe um actmulo de um intermedidrio, possivelmente um hidroperd

xido. 0 fato de numa segunda adicdo de IAA, apds & reacao ter
atingido o estade estacionario, o consumo de 0, recomegar com a

mesma velocidade inicial (Fig. 1.2, pagina 65 ), comprova que o©
intermedifirio que se acumula na fase estacionf@ria € um hidropero-
xido, como mostramNakajima e col. (86).

A formacio de IAL* com alto rendimento quimico e um bom

rendimento quantico (2x10“8

Einstein/mol) em pH 3,8, pode ser ex~-
nlicada através de uma ampliacao do mecanismo proposto por Nakajl
ma e col. (86) que € mostrado nas equacdes 1.1 a 1.6,pagina 22 .
Propde-se, entdo, a sequencia de reacdes apresentads no esquema
XX}I para o sistema IAA/NRP/OZ, onde ha a participacido de um in-
termediario hidroperdxido, que por sua vez geraria um outro , tipo
dioxetanona,cuja termolise estaria produzindo TAL*. A formagao de
-metilenoxindol proveniente de um mesmo intermedidrio hidroperd-
xido {81) pode ser explicada, também, por este esquema de reaches;
e, dependendo das condigoes, um caminho pode ser mais favorecido

gque 0 outro.
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0 IAL* gerado na reacao emzimatica pode estar nos esta
. 1 % 1 R 3 - .5 I . - v .
dos “(n,n*)y, “(w,r*), “(n,r*) e “{w,n*). Sabe-se que sistemas
bioenergizados, principalmente 05 que envolven intermediarios dio
xetanos, produzem, preferencialmente, estados excitados triple-
tes (95), como € o caso da acetona produzida no sistema IBAL/HRP/
Q,e Os estados singletes do TAL sao de alta energia e, além dis-
so sofrem cruzamento intersistema muito rapido para o estado tri

plete (202). Portanto, considerando estes tres fatoves, pode-se
dizer que & pouco provavel ter-se o LAL singlete como produto da
reacao TAA/HRP/O,. Outro fator que contribul para esta conclusio
& que nic fol observada a fluorescencia do [AL {~%45 pnm) no es-
pectro de quimiluminescencia do sistema enzimatico.

Sendo assim, a energia luminosa observada na reagao po
deria ser proveniente do estado eletronico Bgn,ﬁ*} e/ou do 3(ﬂ§ﬂﬂ
do LAL.

Os corantes xanténicos, além de transferencia de ener-
gia, podem sofrer reacao de trans ferencia de elétrons quando pre
sentes no sistems enzimatico (203). Bntretanto, em concentragoes
muito baixas de corante, condicdes necessdrias para nac alterar
o sistema enzimatico, o processo de transferéncia de elétrons
se torna um tanto improvavel. Como a8 concentragoes de corante
utilizadas nos nossos experimentos foram da ordem de EGM?M? Do~
de-se dizer gque o pequeno aumento da emissao observado { tabe-
la 1.1, pagina 69) se deve, principalmente, a transferencia de
energia da espécie excitada ao corante.

0 sistema IAA/HRP/O, nas condicoes padrac de reacao, nao
foi capaz de transferir sua energia para oS compostos antraceni-
cos {AS, DPAS e DBAS) como mostra a tabela I1.1, paging 69 . 0O
fato de nao transferir para AS e DPAS ¢ compreensivel, pois es-

tes aceptores sao mais especificos parva espécies singletes.A fim
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de se conseguir mais dados sobre o estado emissivo do TAL, fez-se
um estudo comparativo com varios sistemas bioenergizados. O siste
ma IEAL/HRP/OZ, produtor de acetona triplete, o PAA/HRP/OZ, produ
tor de benzaldeido excitado e, © P?A/HRP/OZ , produtor de acetofe
nona excitada, transferiram energia para o DBAS (201) que € bom
aceptor para estados tripletes, pois os atomes pesados em sua es-
trutura facilitam o processo de cruzamento intersistema intramolg
cular, permitindo, entao que haja uma fluorescencia mais eficien-
e (@F(DBAS) -~ 0,03 Einstein/mel) (206). Os dois Gltimos siste
mas pad@m produmz* esapéc:ie:s (n,n*} e {(#,7*) como o sistema TAA,
a0 passo que o sistema do LBAL s produz espécies (m,n"). Assim,

observando estes resultados se supoe que DBAS acelta energia, pre

ferencialmente, de estados tripletes {n,v*), possivelmente, pox
problemas de simetria; e pode-se sugerir que o LALY esta sendo

produzido no estado (w,n%}).

A hiperacina, composto cuja estrutura esta dada no Apen
dice Il (pagina 172), tem se mostrado um bom aceptor emissivo,
util, principalmente, ewn trans ferencias de energla provenientes
de estados (w,w*}. Usou-se, entao, este composto Nos varios sis-
temas bicenergizados ja citados, para ver seu comportamento DE-

rante as diferentes espeécies excitadas. O sistema IBAL/HRP/OZ nao

foi capaz de transferir sua energlia para um estado excitado da
hiperacina capaz de fluorescer, havendo somente a supressao ca

emissac (Fig. 1.9, pagina 75 ), O0s sistemas PAA/HRP/OE que ge-
ram os compostos carbonilicos aromaticos citados acima, transfe-
rivam sua energia para a hiperacina (Figs. 1.10 e 1.12, pagina
77 e 79 ) fornecendo valores de KET{O mostrados na tabela 1.1,
pigina 135 ). Do mesmo modo, a hiperacina presente na reacgao 1AM/
HR?/@Z aumentou a emissac (Fig. 1.7, pagina 73 ) com eficiencia
O

aproximadamente igual {vide valor de KFTT

s b

tabela 1.1}, indicando

que o mecanismo de transferoncia de energia deva ser semelhante nos



TABELA 1.1 - VALORES DE K

BT

7% OBTIDOS PARA A TRANSFERENCIA

D

ENERGIA DE VARIOS SISTEMAS PARA HIPERACINA E tRNA.

Sistemas KETTG {Mwlj
HIPERACINA TRNA
TBAL/HRP /O, SUPTEessao SU?Y@S&&Q{a}
] Ny
IAA/HRP/OZ 1,8x10 4,1x10
i neqnl 5
PAA/HRP/QZ 1,0x10 3,0x160
- 6 Fv1n
PPA/HRP/Oz 3,5x10 5,5x1¢

a) Ref. (204}).
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tTes casos.

Os dados de transferencia para DBAS suplementados com
estes para hiperacina indicam que o IAL”Y esta sendo produzido
com maior eficiencia no estado E(ﬂﬁw*} que no estado E(n,ﬂ*j. Is
to também pode ser visto, comparando-se os valores de energia
de cada estado para cada um dos produtos gerados nos sistemas da
dos na tabela 1.2 {pdgina 137 ). AL, podemos verificar que o
estado S(w,ﬂ*) do TAL & o de mais baixa energia, sendo, portanto
agquele que se forma com preferencia.

Além desses aceptores, verificou-se que o tRNA de

E.coli quando presente em todos os sistemas, com excegao do sis-
tema IBAL, aumentou a emissao, indicando que a 4-TU no tRNA tem
preferéncia em aceitar energla de espécies (m,m*). A eficincia
de transferencia para o tRNA foi semelhante para os tres siste-
mas estudados, o que é confirmado pelos valores de KETTO listados
na tabela I.1 (pagina 135).

Assim, pode-se estabelecer uma metodologia para estu-
do de espécie excitada, podendo~-se, aparentemente, diferenciar
os virios niveis eletronicos nos quais o produto excitado  pode
ser formado, usando estes aceptores. Provavelmente, no caso de
hiperacina, por exemplo, os estades (n,n*) do doador reagem rapl
damente com aceptor por fotorredugao, observando-se uma supres-
sio da emissdo. Ao passo, que, o doador em estado (m,n*} teria
condicoes favoraveis pava transferir a energia para um estado
emissivo do aceptor. Um exemplo a ser considerado & a SuUpressao
de energia do sistema IEAL/HRP/OZ, onde temos somente estados(n,
©*}, por hiperacina e por tRNA (204}.

Todos estes resultados nos induzem a concluir que a
quebra da dioxetanona intermediaria do processo de oxidagac  do
TAA por HRP para produzir TAL* (vide Esquema XXII), leva a forma-

cdo, preferencialmente de espécies (r,7%), o que & confirmado pe
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TARELA T.2 - VALORES DE ENERGIA DOS NIVEIS EXCITADOS DOS COMPOS-

TOS PRODUZIDOS NOS VARIOS SISTEMAS BIOENERGIZADOS.

Energia dos Estados (Kcal/mol)
COMPOSTOS . . ) X
“(n, ™) (n,w*) {m,0%) (n,m*)
ACETONA® g0 78" - -
BENZALDETDOS 76 .99 724 o8 .64 73,94
ACETOFENONA® TS 73 99 0g .69 74,34
raLf - - 80 .58 658

a)
b)

d}

e)

gl

produzida na
Re £, (100),
produzido na
Ref, (207).
produzida na
produzido na

Reg. (202).

Teagao

reagao

reacao

reagao

1BAL/HRP /0,

PAA/HRP}OE

PPA/HRP}OZ

IAA/HRP/OZ
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1os resultados de Nakamura e Goto (205) que verificaram que a que
hra do dioxetano (Esquema XXITI1} pode produzir excitagao do tipo
{m,m%).

Estes resultados, bem como uma anadlise do espectro de
emissao do sistema IAA/HRP/OZ permitem excluir a probabilidade de
se formarem estades singletes, tanto o {(n,n*) come o {w,r%), por-
que niao foi observada nenhuma emissao na regiao ultravioleta pro-
xima ou longa do espectro, como citado anteriormente. Assim, tem-
se a formagao de espécies tripletes, das quais cbserva-se maior
participacao de estados (w,w*} que os (n,7*}.

Como visto anteriormente ( pagina 30 ), sistemas bio-
energizados podem gerar 102 em reacoes que envolvem intermedif rios
hidroperdxidos, como € o caso do malonaldeido (109) e acido foli-
co {108). Além disso, espécies tripletes podem ser suprimidas por

NP ” o : 1 .
oxigenio formando, consequentemente, 0,. Tende em mente que no

sistema TAA/HRP/C, tem-se um intermedidario hidroperdxido e que
tem-se a formagdo de IALY em e¢stade triplete, fol muito iwportan

. s - 1. . C e
te verificar a formacgao de "0, neste sistema enzimatico.
N F=
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Como primeira aproximacao, os efeitos de sequestradores
e aumentadores da emissao de 102 (vide Apéndice I, pagina 1667
foram testados.

0s supressores tipices como histidina (Fig. I1.1, pagi
na 83 ), guanosina (Fig. I11.3, pagina 85), DOPA (Fig. 11.4, pa-
gina 86 ), bilirrubina (Fig. 11.5, pagina 87 ), realmente, causa
ram um efeito bem acentuado sohre a emissao do sistema. Com exces

- e as - . W ‘ o
shio de histidina, nao foi possivel calcular os valores de K 1 ou

de B (vide Apéndice I, pagina 164) para os demals supressores,
pois, aparentemente, ap0s a reagao com 102 forma-se algum deriva-
do emissivo cuja luminescencia se soma a 4o 1023 mas carando o efel
to supressor real da substancia. Estes fenomenos podem ser expli-
cados pelo esquema XXIV,

Sendo as espécies excitadas produzidas nestas reagoes

1

com ~0,, do tipo carbonilicas, o célculo dos parametros de supres

sio com as substancias citadas s0 teria sido possivel mediante o

use de filtros adequados para carbonilas durante as medidas de
emissac. No caso da histidina, pode-se construlr um grafico

Stern-Volmer (Fig. IT.2, pagina 84 ) o grafico € linear e o cog

ficiente angular fornece o valor de va {ou Kq?o} que & 276 Mwi
indicando um mecanismo de supressao colisional (K < 103Mw1)¢ Se

5V
. . P o
considerarmos o valor Kq ~ 10°M 1 {(valor observado para a reacao

O e = o £y
e aproximadamente 2,8x10 65; este

do 102 com histidina (208)), 7
Gltimo valor sugere que a espécie excitada & verdadeiramente 0
102 cujo valor de vida-média em dgua ¢ ~2%107 0% (208). O valor re
ciproco da constante de Stern-Volmer,que corresponde ao valor B

% .
M, concordando mulito

(vide Apendice I, pagina 166), fol 3,6x10°
bem com o valor registrado por Foote fB,OxiOwﬁMj {208) para RS
pressao de 102 por histidina.

DABCO, cujo papel sobre 102 estd descrito no Apendice I

{pagina 166 ), quando presente em concentragao de 20 mM causou um
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.
aumento bastante significative sobre a emissao do sistema ITAA/HRP/
0, (Fig. T1.6, pagina 89).

A reacdo realizada em meic deuterado sofre uma pequena
alteragao cinética, sendo mais lenta e menos eficiente no consu-
mo de oxigenio (Fig. I1.7, pagina 90 }; isto se deve, provavel-
mente, as alteracoes conformacilonais na enzima HRP. Apesar disso,
pode~-se observar um sensivel aumento na emissdo fotonica { Fig.

IT.8, pagina 91), o que vem confirmar a participagao de l'O na

5
TEacao.

A guanosina nao forneceu dados de supressao de energia
muito consistentes, nao sendo possivel, portanto, o calculeo dos
parametros caracteristicos de 102, Porém, pode-se cbservar, atry
vés da téenica de estado estacionario (Fig. 11.9, pagina g2 )
que este agente supressor atua competitivamente com a histidina
disputando pela mesma espécie excitada gerada na reacao [AA/HRP/
0g . pois se sabe que en experiéncias de cinética estacionaria
guando se tem um mesmo ponto de interseccao com diferentes quan-
tidades de supressores (vide Apendice T, pagina 168, isto indi-
ca a existencia de 1923 ja que os dois supressores (histidina e
guanosina) sdo especificos para esta cspécie.

Tendo conhecimento, através de trabalhos de outros pes
quisadores (184, 186), gue a guanosina ¢ fotodegradada por 1023
fez-se o estudo dos produtos da fotodegradacao sofrida por este
nucleotideo durante seu tratamento com a Teagao IAA/HRP/O?» A
analise cromatografica da mistura de reagdo (Fig. 11.10, pigina
93 )}, revelou a presenca de uréia, dcido cianirice, formil-uréia
e o aclcar como produtos de oxidagao do nucletideo., Estes compos
tos foram identificados por comparacao aos obtidos por Cadet e
Teoule (186) apos o tratamento da guanosina com 102 gerado por

descarga de microonda.
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0 espectro de emissao do 102 (bimol) em sistemas biold
gicos & complexo (209). O espectro de emissao do sistema ITAA/
HRP /0, em pH 3,8 (Fig. 1.14, pagina 21) contém, além de outros
picos, um proeminente na regiao de carbonilas em 610 nm e uma
indicacao de outre acima de 650 nm (limite do aparelho), o gque
& esperado para emissao de 1020

Em resumo, os resultados nos levam a concluir que ©
sistema }ZAA/HRP/O2 produz dois tipos de espécies excitadas, 0

IAL* 3(%,%*) e 0 1 3

0,, sendo que, aparentemente, o IAL* € a espé
cie principal.

Existem duas possibilidades de producao de 102” ja ci-
tadas anteriormente, que nao podem ser eliminadas. Uma, supoce a
colisao do 3O2 (fundamentall com o SIAL*v havendo supressao de
IAL* e, consequentemento, formacae de 102, Embora a concentracao
de oxigenic no meio seja multo peguena para que as colisoes te-
nham boa eficiencia, este mecanismo nio pode de maneira nenhuma
ser negligenciado. Além do mais, a transferéncia de energia  do
BEAﬁ* para a 4-TU no tRNA, modifica completamente o espectro de
quimiluminescencia do sistema, apresentando somente o0s picos cor
respondentes a emissao da 4-TU (Fig. 1IL.15, pagina 111), que s¢
rid comentado posteriormente. Isto indica que quando o tRNA esta
presente no sistema enzimidtico hd competicao entre o acido  nu-
cleico e © 302 (fundamental) pela energia dQ'SIAL*, apoiando, as
sim, o mecanismo de transferencia de energia. Entretanto, um
outro mecanismo pode estar operando, visto que para formar o 1AL
a teacio passa por um intermedidrio hidroperoxido o qual  pode
gerar 1O2 através do mecanismo de Russell (110) ou de Benson (111}

(vide Esquema XXV).
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T1 - TRANSFERENCIA DE ENERGIA PARA O tRNA E 4-TU

Sabe-se que espécies geradas em estado eletronico exci-
tado em processos enzimaticos sao capazes de transferir energia
para uma série de aceptores, incluindo macromoléculas como DNA
(216, 211) e RNA (101).

Quando o tRNA estava presente no sistema enzimatico [AA/
HRPK02§ nio alterava o consumo de oxigeénio nem na primeira adigao
de IAA {Fig. I.1, péagina 04 ) nem na segunda (Fig. 1.2, pagina
65 ). Nesta Ultima, nao se verificou tempo de indugao, que indi-

ca, segundo Nakajima e Yamazaki (86}, que a macromolécula, nas
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condicdes utilizadas, nao interage com 0 hidroperdxido int@rmedié
rio que & formado na fase estacionaria. As cinéticas dos interme
difrios de HRP, também, nio s&o modi ficadas significativamen-
te (Fig. ITI.1, pagina 95) mas, a emissdo fotdnica é aumentada,
principalmente, apds 4 ou 5 minutos de reacao quando o oxigenio
ja foi amplamente consumido (Fig. I111.4, pagina 99). Este aumen
to se deve & existéncia de um croméforo no tRNA que & capaz de
aceitar energia do 31AL* e emitit sua propria luminescéneia.
Utilizou-se para estes experimentos o tRNA de E. coli

que, como visto antes (pigina 94), possul um nucleotideo fluores

cente, a 4~TU que absorve energla em 33% nm. Portanto, atribuiu-
se a 4-TU a responsabilidade pelo aumento da emissao do sistema.
0 fato do aumento de emissfo ser mais significativo apds o oxigé-
nio ter sido consumido, sugere que a 4-TU estd emitindo fosfores-
céencia (emissao proveniente de estado triplete) que pods ser su-
primida ou aniquilada pelo oxigenio fundamental do meio (11Z}.
Quando a 4-tiouridina-5'-monofosfato iivre em solugdo estava pre-
sente na reacdo enzimdtica, apresentou um mesmo comportamento, is
to &, aumento da emissao do sistema (Fig. III1.6, pagina 101). Po
rém, ao contrario deo tRNA, guando presente na mais alta concentra
cao utilizada (39 pM) teve um efeito muito pequeno de aumento de
energia, comparado ao efeito da macromolécula (Fig. II.1, abaixo)
Isto demonstra mais uma vez que a base estaria emitindo de um es-
tado triplete, pois quande ligada ac tRNA estaria mais protegi-
da de desativacghio por oxigénio, tendo maior emissao, ao passc que
livre em solucao poderia sentir mais a agao supressora do 302(fq1
damental), tendo menor emissao.

0O

%

0 valor da constante de transferéncia de energia KFTT

para a 4-TU livre em solugao foi S,leﬁdMMl, valor menor que para
5

o tRNA que foi 4,1x10 Mml {tabela Y.1, pagina 135), mas, ainda,
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Comportamento sensibilizador da emissaoc do
sistema LAA/HRP/O, de 40 uM de tRNA (curva
superior) e 39 pM da 4-tiocuridina-5'-mono-
fosfato (curva mediana). A curva inferior
representa a emissao na ausencia de sensi-

bilizador.
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indicativo de uma eficiente transferencia a longa diﬁtﬁncia(KHff%
10781y,

Surge aqui uma gquestao quanto a0 Mecanismo desta fTrans-
feréncia de energia. Poderia ser uma transferencia do tipo triple
te-singlete seguida de cruzamento intersistema no aceptor, mas
isto & pouco provivel, porque o critério de Fdrster (21Z2) nac se

S AL* (435 nm) nao

aplica ao caso, ou s$eja, a banda de emissao do
tem superposicao com a banda de absorgao da 4-TU {335 nm) (Fig.11.2)
Por outro lado, se o grupo 4-TU excitado do tRNA & 1li-

geiramente protegido de desativacao por colisao com oxigenio, co-
mo sugerem os dados acima, o processo de trans ferencia de energla
triplete-triplete classico (colisicnal) deve ser pouco eficiente,
como pode ser visto pelos valores altos de KETTO obtidos. Pode-se
dizer que, talvez, um processo de trans ferencia de energia a lon-
ga distancla do tipo excitonica triplete-triplete esteja operando
come o propoe Kasha (213) para a trans fevéncia de acetona triple
te para 0s aceptores.

0 espectro C.D. do tRNA (Fig. I11.17, pagina 114} mos-
trou que este € modificado apos a reagao com HRP e TAA em pH 3,8.

. e + ) o . -
Observou-se que ©s lLons Mg tornam a estrutura do acide nucleico

em pH 3.8, mais proxima aquela em H,0, mas as modificagdes  apos
da
submeteé-lo ao tratamento com o sistema enzimdtico persistem na
. . e - w o o e
presenca do jon. Este efeito dos ions Mg sobre o tRNA pode ser

o responsavel pelo aumento da emissao observado {(¥ig. 111.8, pagl
na 104} quando se compara a emissac do sistenma XAA/HRP/tRNA/OZ na
ausencia do cation (Pig. I111.4,pagina 99 ). Apesar da emissao ser
nitidamente maior, o valer de KETTO nag mnuda significativamente |

sendo é?1x105

-1 o - O] e e
M sem Mg e 2,3x107"M L com Mg . Pode ser que o
cation adicionado ao sistema de veacio proteja a posigao da 4-TU

contra algum supresscr (por exemplo, oxigenio) que, talvez, atuas

s
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INTENSIDADE BELATWA

Figura 11.2 - Dados &pticos para a 4-tiouridina-5'-monofosfato.
A curva (—-) & o espectro de absorgdo e a curva
() € o espectro de emissfo (fosforescéncia) pa
ra excitacio a 335 nm a ~130°%C. A curva (—0—) & o
espectro de excitagao para emissao a 550 nm. Tam-
bém sdo mostrados a fluoresceéncia (-x—) e fosfo-
rescencia (—m-) do IAL, excitacio a 230 e 300 nm,

respectivamente.



se sobre a emissdo da 4-TU, sende a luminescencia observada na au
sencia do Mg+* semente uma fracao da emissao real.

Quando o tRNA de levedura, que nao contém a 4-TU, mas
possui a base Y que também ¢ luminescente, fol adicionado ao sis-
tema enzimatico, nao se observou aumento da emissao (Fig., 111.14,
pagina 110 }, mas sim uma pequena supressao, tanto na presenga Cco
mo na auséncia de ions Mg . Isto indica que a energia do TAL* &
especificamente transferida para a 4-TU no tRNA de E.coli e nao

para outras bases gue poderiam possulr condic¢oes espectrais favo-

raveis a transferéncia.como € o caso da base Y.

A transferéncia de energia do [AL® para o tRNA pode ser
verificada, também por alguns experimentos fotofisicos. Observou-
se na Fig. 111.16 (pagina 113 que o tRNA, quando excitade em 335
am (comprimento de onda de absorgao da 4-TU) apresenta duas ban-
das de emissio, uma em ~440 nm e outra em ~525 nm. Quando, Do~
rém, uma mistura de tRNA e IAL fol excitada em 280 nm (comprimen-
to de onda onde o IAL absorve), observa-se a emissao do IAL e
345 nm e duas outras em 440 nm e 530 nm correspondentes as emis-
sHes fosforescentes da 4-TU no tRNA (138). Estes resultados indi-
cam, mais uma vezr, que o IALY pode transferiy sua energia para ©
tRNA. De fato, esta trans ferencia € comprovada novamente, quando
se observa o espectro de quimiluminescencia do sistema TAAJHRP/
tRNA/O, (Fig. TII.15, pAgina 111 ). Come ji& foi citado anterior-
mente, guando analisamos este espectro podemos verificar a presen
ca de apenas dols picos, um de pequena intensidade em 475 nm e
outrTe de maior intensidade em 550 nm. Estas emissoes sdo corres-

pondentes as emissoes fosforescentes da 4-TU. Em contraste, o es-

pectro de quimiluminescéncia do sistema sozinho apresenta milti-
plos picos, como mostrade na Fig. .14 (pagina j10).

Todos estes resultados sio concordantes entre si e to-
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dos apoiam a hipotese de que a transferencia de enerpia do ALY
ocorre, exclusivamente, no residuo 4-TU no tENA com alta eficiﬁg
cla.
. - R C o — o 1 I
A introducgdo de histidina (supressor de 02q discutido
antes) no sistema IAA/HR?/@RNA/OZ, causou um viclento aumento na
emissio correspondente a 4-TU (Fig, IIT.11, péagina 107 ) indican

. 1 - . .
do que, possivelmente, o ~0, gerado na reagao estaria de alguma
A

forma prejudicando a emissao da 4-TU e a histidina exerceria,por

1

tanto, um papel de protecdo contra a agao do "0 Este fato &

2 "
consistente com a diminuicao da emissao observada para o sistema

IAA/HR?/tRNA/OZ em.ﬂZO (Fig. ¥I1.10, pagina 106 ), onde o lﬁwfﬁm

Z
vida-média maior, e portanto maior reatividade (vide Apendice 1,
pagina 166 ). Isto indica que toda possivel emissdo da 4-TU & su

primida, ou prejudicada por mudangass conformacionails no tRNA cau

sadas por 102 ou por Dzoﬁ

T1Y. LIGACAO TAL-tRNA

Apesar de observarmos o aumento da emissao do sistema
enzimatico na presenga de tRNA, quando usava-se concentragoes mais
baixas do acido nucleico (0,4~1,6 uM) verificou-se uma supressao

4ol

da emisshao com K., 6x10°M ©, Isto indica que quando o tRNA estava

oV
presente na reagio ocorvia dois processos de transferencia de ener

ja discutido, e, outro onde a transferencia estaria ocorrendo pa-
o P W - " .
ra outro residuo nucleotidico nao emissivo.
ey S L Tam s ol R
Usando 2~ C~TLAA pode-se observar que a oxidagao acyobi
ca do IAA na presenca de tRNA levava & incorporagic isotdpica no

Gltimo (tabela I171.1, pagina 117 ), confirmando, assim os resulta
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dos de Bednar (214} que encontrou [3,6% de radiatividade ANCoTpo-
L 14

rada ao tRNA apds o reagao de Z-7 C-TAA com HRP na presenca de
H,0,. Bste resultado sugeriu gue o cuergia suprimida era usada

para efetuar a ligagio do produto de metabolismo do IAA ao tHNA.

0 esquema XX {pagina 116) mostra que quando o tRNA  era
adicionado apds a oxidacgao do 1AA, nephuma radiatividade fol en-
contrada na macromolécula, a nao ser que fosse irradiada a 280 am
por 12 horas. Bste resultado se repetiu quando a mistura de
1w14CMIAL e tRNA foi irradiada no wmesmo comprimento de onda. Es-
tes resultados sdo apresentados na (tabela 1I11.1, pagina 117 ).
Desde que o tRNA sbsorve multo menos a 280 am do que o IAL o faz
pode-se dizer que a espéciec que se liga ao tRNA & o 1AL gerado en
quimicamente. A reagdo enzimatica vealizada em pHs 5,6 ou 6.8 in-
duziu menor ou menhuma incorporacdc radioisotopica no tRNA (tabe-
ta I11.2, pagina 118) o que estda de acordo com o decréscimo  de
formacao de IAL na reacac em valores de pH mais altos (81).

A tabela I1I.1 (pagina 117 ), mostra também gque quande
eosina estava presente na reacao enzimatica EAA/HRP/&RNA/QZ% com-
petiu com tBNA pela energia do TAL* diminuindo 12% da ligagao
ITAL-tRNA. Quando histidina fol adicionada a reascac, a ligacao fol
diminuida cerca de 25% indicando gue, talvez, o 162 gerado na rea
cao exerca uma inf{lu€ncia no tRNA permitinde que os sitios de 1i-
gacao fiquem mais expostos neste ProCesso,

0 efeite da concentraciao de tRNA sobre a eficiencia de
marcaciao € mostrado ma Fig., [T1.18 (pigina 119 ). A eficiéncia wa
xima ocorre com 3 wmg/mi de tRNA e, bascando-se na concentragao do
substrato, corresponde a cerca de 20% do valor tedrice. O abaixa-
mento da curva en c@nq&ntrag&eﬂ acima de 3 mg/mi de TRNA nao deve
ser atribuido a inibicao da reacdao, pols nao se¢ observou nenhuma

mudanca na velocidade de consumo de oxigenio nestas condicoes em-



hora tenha sido descrito por Lee {215) gue concentragoes relativa
mente altas de tRNA tém efeito inibitorio na reacao de oxidacao
do TAA catalisada por HRP. Nesta mesma figura € mostrado também ,
que a adigao de ~2mM de Mg++ reduz cerca de 40% da marcagaoc. isto
indica gue as modificacoes conformacionais sofridas pelo tRNA por
acao de Mg++? protege o sitio de ligagio dificultando a adigao do
TAL*.

Se o IAL* estd se ligande ao tRNA, em qgue residuo  nu-
cleotidico ele o faz?

0 fato da uridina ser a base que apresentou maior Ky
(Fig. I11.3, pagina 98 )} sugeriu que a ligagao estaria envolven-
do este nucleotideo. Esta suspeita foi confirmada quando se subme
teu a uridina ao tratamento com o sistema enzimatico ou a irradia
cao a 280 nm na presencga de 1AL, O esquema XXi apresenta as expe-
riencias realizadas com dois tipos de marcacao, usando ora a
Bﬁwuridina, ora o ZwlacmlAAw Nos dois casos detectou-se a forma-
cao de um produto que parece ser o mesmo, por terem Ris iguals
(Fig. I11.20, pagina 123 ).

Um composte com mesmo RE (0,28} foi obtido quando se
%mlég

submeteu o tRNA tratado com o sistema 2 T AASHRP /O

Uy

se com endonuclesses {(Fig. 111.19, pagina 120) o que indica gque a

a hidroll

ligacao estava ocorrendo, realmente, no residuo uridina, Alem dis
so, quando a mistura hidrolisada foi irradiada em 254 nm, o vadiop
cromatograma (Fig. I11.19, pagina 120) mostrou um abaixamento do
pico Rf 0,28 e apareceu um pico em REf 0,98 correspondente ao TAL,
{sto indica que houve rompimento da ligacao entre o nucleotideo e
o 1AL, regenerando o ultimo livre na mistura. Este resultado ein
dicativo de que o fotodimero formado pode ser resultado de fotoci
cloadigao do tipo Paterno - Blichi (176). Nesta h2a a formacao de

adutos oxetianicos os quais sofrem reacao de retrocicloadigao guan
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do irradiados em 254 nm {177).

verificou~se que a ligacao do TALY era especifica para
o residuo uridina. Ouando os outros nucleotideos, inclusive 4-TU
foram submetidos ao mesmo tratamento, nao se observou a formagao
de nenhum produte de adigao.

Esta ligcacac pode, assim, sev responsdvel pelas mudan-
cas observadas no espectro C.D. do tRNA apds o tratamento com a
reacao enzimidtica (Fig. IIT.17, pagina 114 ) que, embora pequenas

- e " e
530 veproduziveis e se assemelhanm as ohservadas por Ou e Song

(178) para a fotoligagio de psoraleno ao tRNA.

A ligacio do IAL* & uridina mostrou-se efetiva, £ am
bém, numa preparacao fotolitica. O aduto obtido foi analisado

por métodos convencionais de identificagao, demons trando, assim ,

que se formava um aduto ligado covalentemente.

0 espectro de massa do aduto (Fig. IV.1, pagina 126 )
mostrou um pico em m/e 257 que corresponde &ao fon molecular M

do aduto TAL-uracil. Fazendo-se uma analise dos picos de malor in
tensidade deste espectro pode-se propor uma fragmentagdao do produ
to como mostra o esquema XXVI.

A pureza do fotoaduto foi demonstrada pela CoOmparacao
da distribuiclo isotopica calculada e experimental (vide item 1V
dos resultados, pagina 124). Os resultados experimentals concor-

dam muito bem com os calculados pelas formulas (216) dadas abaixo:

A

ww?w17w~ = aprox. 1,13 x n® de dtomos de C + 0,30% x n® de atomos de N
A

[(A+2}+§ (1,1 x n® de atomos de C}z%

‘MMTfrrW‘m aprox, + 00,20% x n® de atomos de O
A 200
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0 espectro Y.V, (Fig. 1V.Z, pagina 127 ) mostrou o de-
saparecimento da absorgao caracteristica da carbonila do TAL (202)
em ~250 nm mostrando apenas a absorgao correspondente a do grupo
indélice em ~295 nm. Os picos mostrados no espectro de RMN (Fig.
1V.3, pagina 128), quando comparados aos resultados de Varghese
(177) indicam que o fotoaduto tem estrutura oxentanica. Esta in-
dicacio & confirmada pelo aparecimento da banda em 1110 em™ b wo
espectro 1.V. (Fig. IV.4, pagina 129 ).

Esteﬁ resultados indicam gue a reacdo € de fotocicloa-
dicdo do tipo Paterno-Bichi (176) seme thante aquela de uracil e
acetona realizadas por Varghese (177). Portanto, © foteaduto en-
tre TAL* e uracil (ou uridina, ou tRNA} tem as estruturas 1 e/fou
1T mostradas no esquema AXVIL.

Estes processos, como o de transferencia de energia do
IAL para a 4TU e o de fotocicloadigao do IAL a uridina no tRNA,
modificam a conformacao da macromolécula, como mostra o espectro
CH. Sendo assim, as funcoes aminoaciladoras do gcido nucleico po
dora do tRNA apos ter sido submetido ao tratamento com o sistema
IAA/HR?/OZ revelou que esta fungio nao € alterada significativa-
mente (tabela II1.3, pagina 124) com respeito aos aminoacidos tes
tados, apresentando apenas uma inativagao mailor (11%) com a mis-
tura dos aminoacidos. Isto pode ser considerado como indicagao de
gue o terminal 3' do tRNA, onde o aminoacido se liga, nao ¢ afe-
tado, significativamente, pela ligacio do IAL® a macromolécula.

Para finalizar, Teunimos 0S processes gue ocorrem  com

IAL* gerado na reagdo FAA/HRP/O, no esquema XXVIEL.
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IV - PROJECOES E TRABALHOS EM DESENVOLVIMENTO USANDO O SISTEMA

XAA/HRPIOZ

IV.1 - Importancia Bioldgica

0 controle da velocidade de crescimento de plantas e
a diferenciaglo de tipos especificos de células parecem estar re-
lacionados com & guantidade de TAA ¢ de peroxidase presentes (30,
217). Assim, a o©xidagac gerdbica de IAA por HRP deve ter  gran-
de importancia nesses processos.

0 tRNA participa de outros processos importantes como
o controle da expressdo genética além do seu papel na sintese pro
tefca (122). EBm alguns sistemas, a fungao de controle exercida pe
1o acido nucleico parece estar associada com um nucleotideo modifi
cado na molécula do tRNA. Na verdade, uma possibilidade para  os

reguladores em plantas & que eles modifiquem um sitio especifice

no tRNA necessario para iniciar a sintese da enzima propria de
processo (218, 219). Especula-se, entao, tentativamente, gue a
reacao do tRNA com o IAL* gerado enzimaticamente possa sev 13n

exemplo desta modificagBo. Uma outra mudanga do tRNA pode ser pro
vocada pela reacac entre o grupo 4-TU excitado por trans feréncia
de energia do IAL triplete, com um grupo vizinho, semelhante a
interagao de 4-TU com citidina na posicao 13, que ocorre por irra
diacac do tRNA (125).

Concluindo, os resultados discutidos nesta tese  podem
fornecer um possivel mecanismo para a interacao TAA-tRNA in vive.

1V.2 - Transferencia de energia para sistemas biologicos com-

plexos.

{a) Cloroplastos (L. Nasse e G. Cilento, resultados nao
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publicados). Os cloroplastos suprimem a emissac do sistema enzimd
tico, mas aparece uma emissao na regidc vermelha do espectro visi
vel, quandc a concentracac de oxigenio é pequena. Provas com su-

S K
pressores adequados mostraram que a transferencia vem do TAL® pa

ra a clorofila no cloroplasto.

(b) Clorofila (L. Nassi e G. Cilento, resultados nao
publicados). Quando estuda-se a transferéncia para a clorofila em
solucdo o processo nao ¢ eficiente, entretanto, quando coloca-se
um detergente como Triton-X-100 ou CTAB (brometo de hexadecil di-
metil amonio), a transferencia de energia se faz tao eficiente
gquanto no cloroplasto. 18to indica que, provavelmente, & clorofi-
la esteja protegida para que possa emitir sua luminescencia. Esta
transferencia para a clorofila no cloroplasto se mostra semelhan-

te aquela para 4-TU no tRNA,

(c) Microssomos (A. Campa e G. Cilento, resultados nao

publicados). Neste caso, os estudos estao sendo feitos em pHs 5.6
e 7.4 e, encontra-se um aumento de emissao do sistema enzimatico
na presenca de microssomos. Por estudos do espectro da emissao na

nas existentes nesies componentes celulares.

(d} Ribossomos (5. M. de Toledo, H. Sing e N. Duran

L

resultados nao publicados). A interacgio do sistema enzimatico com
ribessomos mostrou uma eficiente inativagao, provavelmente por

et d 31 T % e - - . . o - ! . T e
acao do “IAL*, ja que com protetores e aceleradores de efeitos pro

. 1 P . .
duzidos por GZ a inibicao permaneceu inalterada.

(d) DNA de Plasmideos (S. M. de Toledo, A, Zaha, L.C.

L. da Cruz e N. Duvan, resultados nao publicados). Estes acidos nu
cleicos sao afetados pelo sistema enzimatico produzindo quebras no
DNA, provavelmente através das duas espécies eletronicamente exci-

tadas, © 102 e o "TAL*. Estes resultados mostram a possibilidade
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de mutagenese expontanea ser produzida por moléculas eletronicamen

te excitadas em sistemas bioldgicos.

(£) E.coli (8. M. de Toledo, A. Zaha, L.C.L. da Cruz e
N. Duran, resultados nao publicados). A interacao do sistema enzi-
matico com B. coli mostra que, embora seja um sistema celular com-

pleto, ap0s o tratamento enzimatico aparece com as mesmas caracte-

risticas que os plasmideos tratados diretamente.

(g) B.coli deficiente em reparc de danos causados por

U.V. (S. M. de Toledo e K. Smith, resultados nao

publicados}. Neste caso, notou-se uma maior sensibilidade da cepa
mutante em relacdc a selvagem, quando as células foram tratadas com
o sistema enzimatico. Aparentemente, este sistema sozinho e capaz

de produzir lestes semelhantes as produzidas por luz U.V..
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METODOLOGIA PARA © ESTUDO DE TRANSFERENCIA DE ENERCIA

EM SISTEMAS BIOENERGIZADOS

Sistemas bioenergizados sao aqueles formados por rea-
coes enzimiticas nas quais ha a formacdo de produtos em  estado
eletronico excitado. Essa energia pode sofrer varios processos de
desativacdo, como emissao de luz (fluorescéncia ou  fosforescén-
cia), reacdo e/ou transferéncia de energia.

A transferéncia de energia tem se tornado a ferramenta
mais util para elucidar mecanismos de reacoes biocenergizadas e pa
ra obterem-se informacgoes de estados excitados moleculares que
niao podem ser obtidas por métodos espectroscOpicos comuns.

Assim, descreveremos a seguir o método wutilizado por
nés no estudo sistematico de transferéncia de energia em sistemas

bioenergizados.

1 - CALCULO DO KETTO

Neste estudo sdo empregadas substancias chamadas “acep-

#®
tore§’( ) emissivos que cumprem o papel de receber a energia do
doador e emitir sua propria fluorescencia com maior eficiencia.

Assim podemos representar este processo no esqguema XXIX.

15 Ias v p
3 k 7 o ] . ‘
P* o+ A L. a* 4+ p  ESQUEMA XXIX
k' e
M— A+ P

(*) Esta palavra € originaria da lingua inglesa, mas foi usada nu
ma forma aportuguesada por ser empregada corriqueiramente no
meio cientifico.
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onde kTS & a constante de velocidade da transferéncia de energia

do estado triplete do doador para o singlete do aceptor; kTT € a

constante para a transferencia do estado triplete do doador para
o triplete do aceptor; e k'pg € aquela para a transferencia do
triplete do doador para o singlete fundamental do aceptor.
Da equacao de estado estacionario para este processo
temos ,
1 kg 1 Koo + Ky + K

‘ . J1s T trT TS Bq. 1

=K ; " i\ -
o PpkgkesD) (A Ok 1)

onde k4 € a constante de decaimento da espécie excitada; k; € a
constante de formacdo do estado excitado do doador; e @% € o rTen
dimento quantico de fluorescencia do aceptor.

Se fizermos um estudo da cinética de emissao do siste-
ma adicionando concentragoes crescentes de aceptor obteremos um

grafico do tipo mostrado na Fig. I.1.

INTENSIDADE

. TEMPO
Figura I.1 - Grafico da cinética de emissao na

presenca de aceptores emissivos.

onde IO € a intensidade maxima de emissdao do sistema sem aceptor

e Il’ I2 e 13 sdao as intensidades maximas de emissao do sistema
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na presenca de quantidades crescentes de Al’ AZ ¢ AS de aceptor

respectivamente . Nestas medidas temos sempre um eryo de 3-5%.
Tendo estes dados, podemos fazer, segundo a equacao 1,

um grafico duplo-reciproco de 1/1(*) em funcao de 1/AL mostrado

na Fig. 1.2,

e
(Al

Figura 1.2 - Grafico duplo-reciproco para o efeito de
aumento da emissao por agao de aceptores

emissivos.,

onde o coeficiente angular & kdfwgk}kT%[ﬂ] e o coeficiente linear,
& ' ] A 1 g relgca - 110 s 11 a- " Y
kg + Kpp + K'qg | /Ppk koo (D] Da relac@o coeficiente linear /coe

ficiente angular podemos ohter [kTS + k?? + RFTE}/kd“ Sabendo que

a vida média da espécie excitada (1%) é 1fkd e, chamande de K a

BT
soma das constantes kTS? kTT e k'T%’ temos que o quociente  c¢oefi
ciente linear/coeficiente angular di o valor KETTO* o qual serve
de parametro comparativo entre os varios sistemas. Além disso,con
: . e A W 0 ) ‘ T .
sidera~se que para valores de RFTT menores gue 10°M 7, o mecanis
mo envolvido na transferéncia € colisional, e valores maiores que

B U d e
107M }‘ledlcaxmlpr@caﬁgo a longa distancia.

(*) Quando o grafico da cineética € simétrico podemos usar a inten
sidade maxima, caso contrario usamos a intensidade integrada
a um determinado tempo.
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Os aceptores mais usados em nossos estudos sao:

(1} corantes xanténicos {eosina, fluoresceina, rosa bengala e eri
trosina B) que sho inespecificeos, isto €, podem aceitar ener-
gia de qualquer espécie excitada, como por exemplo, carbonilos
tripletes ou singletes e oxigénio singlete {220).

{2) DBAS que é especifico para carbonilos em estado triplete (81,
957} .

(3} DPAS e AS que siao especificos para carboniles em estado single
te (221),

(41 Hiperacina que & um composto isolado de plantas e sintetizado
por Brockmann e col. (222) e, aparentemente, apresenta proprig
dades de aceptor emissivo frente a estados excitados (m,n%),
preferencialmente (224).

(5) Riboflavina (223) e Rodamina B (225).

11T -« CALCULO DE va ou kq?o

Para este estudo sao empregadas substancias chamadas su-
pressores, que recebem energia do doador e consomem-na através de
processos nao emissivos,

Assim, so fazermos a cinética de emissao de um sistema e,
adicionarmos a cada medida, uma concentracao maior de supressor,ob

teremos um grafico de tipo daquele mostrado na Fig. I7.1,
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INTENSIDADE

TEMPO

Figura I1.1 - Grafico da cinética de emissao na

presencga de supresscres.

onde Io’ Ii’ IZ € 13 sho as intensidades miaximas de emissao sem

supressor e com guantidades Qi? Q2 e Qﬂg respectivamente, sendo
< < .

Qy<Q;<Q3

Conhecendo a equacgao de Stern~-Volmer para um supressor:
N kCTOlQJ Bq. 2

& a vida média da espécie

onde kq & a constante de supressao e T
emissora; podemos fazer um grafico chamado de Grafico Stern-Voimer

de IO/IQ em funcio de [Q] (Fig. I1.2).

(o]

Figura I1.2 - Grafico Stern-Volmer para efeito de supres

530 da emissao.
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Neste grafico o coeficiente linear é 1 e o coeficiente
angular € quo ou Kgy © qual serve também como parametro de compa
ragac entre os varios sistemas estudados.

0s supressores comumente usades em nosscs sistemas sao:

{1) acido ascdrbico, sorbato (226).

(2) uridina e citidina.

(3) guanosina (186), bilirrubina (227), triptofano (228}, DOPA
(229}, histidina (208) e B-caroteno (230) que SB0 SUPTESSQTES
especificos para 102»

(4) superdxido dismutase que dismuta superdxido anion {OE) (201);
catalase que captura HZOZ (231); e, benzoato que & especifico

para OH® (232}.

111 - CALCULO DE B8

Nos sistemas onde ha efeito dos supressores de oxigenio
singlete, pode-se calcular o valor B que & a concentragao de su-
pressor necessaria para aniquilar 50% do }02 formado (104).

Considerando a equagdo 2 e fazendo Iy = 1./2e {Q] =8,

temos que f € igual ao valor reciproco da constante de Stern-Vol-

me (1/quoj.

LV - BFEITO DO D,0 E DABCO

2

Quando existe a formacao de 102 no sistema enzimitico,a
emissac fotonica ¢ a reatividade do IQ? sao aumentadas na presen-
ca de DZO (233). lsto acontece porque neste meio a vida média do
102 aumenta aproximadamente 10 vezes.

0 efeito observado quando DABCO & adicionado & reacao

Dy

& o mesmo, isto &, aumento da emissao, mas a causa naoc A MeSmd.
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fsta substancia atua como supressora sobre 10?, pois diminui sua
reatividade, mas aumenta sua emissao fotonica por mecanismos ain-

da pouco esclarecidos (234).

V - TECNICA DE ESTADO ESTACIONARIO

Esta técnica € muito Gtil para o estude de supressao de

102 por competicao entre dois supressores (235). O esquena XXX
mostra as equagoes para formacao e supressao do 10?.
k . -
. Ty \ o 1
Sensibilizador + hv + 0, —u 0,
1x kg3
OZ B 02 {(fundamental)

k_
lo; + Qe 302 + Q*
k

1 R
0, + @ —% Qo,
1" Ky

5 ¥ A AOZ

ESQUEMA XXX

A equagao de estado estacionirio para este processo nos

da a seguinte expressao:

1oy . . o
onde | OZ] € a quantidade total de 103 gerado; [A] & a concentra-
¢ao de aceptor e Q] & concentracio de supressor. ky» Tpoe ky sfo

as constantes de velocidade para supressiao, reacdo com § e reacao
com A, respectivamente e, ki € a constante de desativagio nao

radiativa do 102. [A0,] € a quantidade de produto que pode ser
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representada. para o caso do método bioenergizado por IO - IA Qﬁaﬁ
de Io ¢ a emissao fotonica na auséncia de A e Q. Se mantivermos
[Q] constante, o griafico (fig. V.1) de 1/[AO,] ou L/T-Tx VS

1/[A] d& uma linha reta, cujo coeficiente linear & 1/[0,] e coe-

T R ka v (ka+k 100,
ficiente angular e [1023“1 { d (kQ ﬁ)Lzl}m
‘ TA

de curvas para varias concentracoes de [ permite distinguir en-

Assim, uma familia

tre uma supressaoc fisica verdadeira e outms alternativas. Se os
supressores utilizados forem especificos para 102 ¢ os coeficien-
tes lineares destas curvas forem identicos, pode-se dizer que a
espéeie excitada envolvida € o oxigenio singlete e, implica  que

A e () competem por um mesmo intermediario.

%JQ]$O

f//f”fi; [q] = X

3 w/.«” - // g

e

e
Lo~ Iag T [l =y
M/M ww‘/
IR
}
Oz

LA]
Figura V.1 -~ Griafico duplo-reciprocoe para o efeito

competitivo de Z supressores.

1

Multiplicando a equacgdo 3 por | 02}, temos

170, ] (kg k(] Ky
l ] eq. 4

MMMMMMMM = 1+ L 9
(40, ] Kq N

0,0 = 1 e (A0, ] = To71aq ¢ fazendo um grafico

Considerando-se ]'E
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/T -1y q Vs 1/[A}, obtém-se wma reta cujo coeficiente linear é
B

1 e o coeficiente angular € (kq+kr) ol o+ L9 /RA, Assim, Somen-
te o coeficiente angular variara com concentracoes de Q diferen-

tes (Fig. V.2}.

LA]
Figura V.. - Grafico de cinética de estado estacio
nario para o efeito de competigac en-

tre dois supressores.



170

APENDICE 11



ESTRUTURA DE ALGUNS COMPOSTOS UTILIZADOS NA THESE

Corantes Xantenicos

fluoresceina
sasina
aritrosina B

rosa bengala

Compostos Antracenicos

X

X

AS

DBAS

DPAS
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