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LIsTA DAS ABREVIACOES USADAS

Abreviacao Nome

AMG Lola deisopropii-od-dimetil-S-metil
fenll-~l-piperidinecarbonilato

cloro metileno,

2easullonato, sal de sodio

DARCO bod-dinzobioiolo {2,222 ) octano
DBAS 9, l0~dipropoantracene-2~sulfonato
DEAS S,10-difenilantracenc=~2-sulfonato
HRP Perovidase do rabanete

IA indol ~ 3 - carboxialdelido

TAA acido indal - 3 - acético

dimetil sulfoxido

[
O

Ma

E-BuOK tere-butoxido de potdsgio

do transferdnoia

t—~RNA acido ribonuc




RESUMO

Os herbicidas Ciocarbamatos estimulam o metabolismo do acido indol~3—a-

cetico por peroxidase, o que pode ser detectado pela asumento de fOfmagge de in-

dol-id~carboxialdeido ¢ aumento de quimio}umimeﬁcénaia. A peroxidase nativa e o

composto Il de pevoxidase foram alterados durante a interagas com tiocarbamatos.

Estudos dependentes de tempo mosbivaram gue 4 peroxidase incubada com tiocarbama

I " » ks 1 P = 9. .(‘ 3 . N v . . B .
tos dimilnui a formagac de tndol-d~carboxialderdo @ a guimloluminescencid, e s

L

pan o consumo de oxigenio.  Isto e

o intermedinric oxidado e nao altera a atividade da peroxidase.

indicative de ague ¢ Clocarbamato interage com

4 indol=3~car-

boxialdeido liza—se covalentemente ac L~RHA e sugeriu-se que a atividade tenba

sido precedida por uma modificas i

ryada iniblgao deste

do exeitado. For of

Ya

. . P
v de t-RNA, induzida pov indol-3-carboxialder~

agao quande em presenga de tiocar

N - - " E 1 - = o
hamato. Provavelmenle este e o modo pelo gqual age este bipo de herbicida a ni~

vel celular nas plantas.

Bs inseticidas carbofurancs inibem o conmsumo de oxigenio, a formagao de

produtos e a geragac de estades excitados. Dstes inseticidas agem como inibido

res competitivos e sao concomitantemente degvadados.

Lstudos de emi

ao fotonica, absorg

25 otica e medidas de consumo de oxi

e -t - - o . ~
génio mostram-se como metodos vapidos e reprodutiveis para estudos de interagao

” . b ; - . . .
de defensivos agricolas em sistemss enzimablcos it Vilro.




ABSTRACT

The herbicide thioccarbamate stimulates the merabolism of indole=3d—acetic
acid by peroxidase as measvred by enhancenent of both indole-3~carboxaldehyde
formation and chemiluminescence., Nabive peroxidase and peromidase compound-TI
were alreved during rhe iuteraction with thiocarbamate. A tiwe dependent study
showed that pervoxidase incubated with thioecarbemate decreases the indole-3—car—
boxaldehyde formation and the chemiluminescence but not the oxygen consumpticn.
This presumably indicates that the thiccarbamste interacts with an oxidizad
intermediate and not oy altering the peroxidase activiecy., Indole~3=carboxi=
aldehyde was able o covalentily add to t-RNA and {6 was tentatively postulated
that the auxin activity was preceeded by & modification of t~ENA induced by
the excited indole-d-carboxaldehyde. An inhibition of this binding in the
presence of thiocarbamate was observed., Probably this ds the mode of action
of this type of herbicides at cellular level in plants.

Oxygen uptake, product formation and excited state generation in the

the insecticide carbofuran were inhibited., These insecticides

acted as competitive inhibitors and concomitantly weare degradated.
The photon emission, together with both absorption and oxygen measure-

ment, show this to be g rapid and reproducible method te study herbieide and

insecticide interaction with enzymatic systems in vitro.
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L. ITNTRODUCAD

.1, Generalidades

FARRE

encia de um sistena enzimaticon capaz de cata

lizara der o oxidativa do horodnio wavel pelo ores

clmento de plantas, o acd
sido verificada

o5 detalhes

estudos. O consumo de oxiganio ba o AL catalisada

por peroxidase [ uma haemopyobeing

vamante estuda-

-

do ( KENTEN, 1955 ) ¢ sabe- acac & estequiond

i}

trica consuvmindo 1 mol de O, o Libe

i omel de €O, por mol

de IAA oxidado [ RAY e THIMANN, 19%6 ). Dos produtos  Ffinatis

desta degradacao enzimatica foram identificados come sendo os
mails importantes o indol - 3 - carboxialdeido e o 73 - et -

leneoxindol { HINMAN ¢  LANG, 18965 v,

Porowida

ga0 enzimas de origem animal ou vegatal
capazes de catalisar 2 oxidacao de uma variedade de COMEE=

tos organicos por peroxido (

carster perowidativo ) ou por

oxigenio { carater oxidative ). 2 5 ode origoem vegetal

contdain Uit grupo pr worfivinioo 1%, a0

pASED que peroxidas

de origen a0 contdn este  grupo

G e P 4 P AT : : ey :
prostetico, mas conten un grupo home modificado  ( DUNFORD e

5 Ld LA LN




L

7
l

ECTDO

CARE

NUOL




STILLMAN, 1876 ).

HOOCCH,CH, s CH, CH, COOH

Mudangas na regiao visivel da peroxidase foram obhgBy-
vado durante a degradagao de 144 sob condigoes asrdbicas { FOY
e PURVES; 19%8Y% ) ¢ trés distintas Fases foram observadasg na

reacdo ehtre o IAA e a peroxidase, A oxidagac de 1AM ocorre

apds o tempo de inducgao de alguns segundos . durante o agqual  a




. P .
enzima se converte numa he I teina de cor verds I chamada de

v

P - 670 & rapidamente convertlida a composto 1.

de

TAN continua ﬁﬁé’@ﬂ&ge ao Tim da segunda fase de

tima fase ; a restaurns

IT & forms de enzima na

tiva { YAMAZARKL o LUY3 1. O esguema seguinte  mos-—

tra possiveis

inopara a

agoes peroxid oxidas.

LORRLS

{ 4 5:‘; } .

Forvoperoxidase

{(+2) RN {+4)

A Lo AP0 fm
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N
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S

intag por cerlos inbe-

ticicas e inib horbicidas, levaram

pesguisadores o 8ocompostos na degra-

dagao enzi > omostraran pro

g

inibigao e o

wnto na ativida

do pevoxidativa da perowxida plantas tratadas con hercici-

da tiliocarbamato. A atividade

determinada pela verifizagao

do consumno de

i " i micromnoles

s e

por minuto, guands en oresen-

9

ca de peroxi @ tratadas com EPTC {8 -

ipropiitiocarbamata J ( HARVEY e col., 1978 ). Inseti

cidas carbolarans ¢ sous metaboliios clmento dags

plantas, guando estas s

AN, a0 mosmo bampo que

Entbem a degradagao angimatiog Jdo [AA

Ferencias nas mudangas espectrais induzidas por AN tambom fo=

ram encontradas guando en

compostog, {

CHAPMAN, 1977: LIEE, L9

T.2., Metabolismos e agao dos herblcidas tiocarbamato

Tem-se dado alguma atencdo ao estude do

de herbicidas tiocarbamsto.Bepeyr
L4 35
o )

& S ) revelavam de forma b

noias com compostos radiati

vos | Lt

ante significatlva

a presenga dos met

divorsas par

tes da planta.



T.2.1. Metabolismos em plantas

O herbicida ticcarbamato EPTC degrada-se em plantas

~iva )} para CO,. A mesma degradacao

de alfafa ( dicavo s

tambén & encontrada em sementes de diversas especies de plan

tas, sendo qguo as semenbes se nostram mais resistentes a ege

te herbileida do que as proprias plantas, Nestes estudos  foil

utilizada a tecnica de marcagao. S fol incorporado no acido

cisteico, ois

tos nao identifd

coddos  { FANG e YU, 1958:

frutose,

NALEWAJA e col., 14964 ). A presenga de aming Goido conten-

4 35 \
do 8 sugers o guebra entre o

do onxofy

€2

.

20 grupo et

la ( FANG, 1975 3,

Us segquintes tilocarbamatos, Molinate (8§ - a2til =he
xahidro ~ 1H - azepine - 1 carbotioato }, Cicloate ( § - etil
N - etilcicichexil ~ tiocarbamato)e CDEC { 2 - cloroalil die-

3 a3 IR S P e s, S Loy - . e oy e 1 " _— - 1@ al
til - ditiocarbamato )} degradaram—-se completamente para QO?
Cicloate, apds © terceiro dia de aplicaciao, degradou-se e o
14, . o e e , . .
C fol incorporado na glicina, asparagina, prolina, alanina,

valina, leucina, fenilalanina, suvorose o celulose { GEAY,

1969; ANTOGNINI e c<ol., 1990, FANG, 1975 3.,

Fand ( 1875 ) nropos Bara herbicidas Ciocarbamato

s! ,' e SR SR T 4 S G g i ok v
uma quebra bhideolitics na Ligacao éster ou amida, gerando pro

ditos como tiol, CO, edialguil amina, podendo ocorrver a hidro

2




xilagao dos grupos alguilas, oxidagao do atomo de enedfre e

alguilagan { FANG, 1975 ), O oo paging quinte fol

proposto por Fang para a degradecao de Pehulate (8 - propil

butiletil - tiocas booAas energias de ligacdo e estabi-

wen o Lisgsao éster em relagaoc A
gquebra da amida aliada ao fabo de gue os tiocarbamatos STeTc R

guen moderada reatividade 3 hidrdline,

Recentes pesquisas acusaram a presenca de 5ulf5x£
dos de EPTC, pebulate e butilate { § - etil diisobutil - tio
carbamato )} em metabolitos de plantas e animals | HQ&BEL& &
CALIDA, 1977; CASIDA e col., 1975 ). Estes achados nao
favorecem o roteire da degradagao ( proposto por fFang ) de

tiocarbamato iniciado por hidrdlise. Sulfoxidagao apresenta

aumento da reatividade de tioaavbamato en reagoes com £issio

de éster por polarizagaoc do carbono da carbonila:aumentando

sua eletrofilidade, enquanto decresce a basicidade do Grupo

salnte. O dnion sulfenate, partindo dos sulfoxidos, tem uma

e

baixa basicidade awm relacic ac Ton mercaptideo, devido a

deslocalizagio de carga nes

Ativa { DUTKA e ool., Lars .,

T.2.2, Metabolisnos em solos

Devido a sua alta velatilidade, os herbicidas tio=-
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9.

carbamotos

fatores

micas, ajudam a d

Rl tos no o s MenGs

oticientes no o DEOGr djus Bolas por-

lguer mw

mais, mas o

harbicidas tioe:

paz de d rhamatbos { GRAY & WHIBRICH,

1968; PANG,

em estudos de elantas e animnals,

Fﬂﬂg SUGore &

mer-

captano, GO, o ambina.

candsmo de acac do

%

i
natoy A ni

vel calular o wolecular ainda nio o bon sntendido o aoreditas

5¢ gue esltes atuam cn diferantes

bBstudos feitos scbre a re
Cereals tratados com EPUC mostraran Gue & r

: Sa e
tada levemente na concentragac de 10 M, a0 passo gue na ocon=

Foi afe-

inibige

— A
Centr&gaa de L0 "M ose constaton 5%

i de 75%. Aplica-

coes a estagios diferentes de crescimente indi

W gue & Aagao

fitotdxica do herbicida ateta o o

tmento de plantas

'i“;agl 2 ant Ggue o Inibhi GG TG tossintolbica

{ ASHTON & col., 1977 ).




Lo,

Coroals trabados oom DEEC irnibii

de crescimento, inibigao tambom da S BeuUs

tecidos, antagonizada pela auxina sintobica |

G
-
oI
i
st
fun
]
=
(G

fenoxi } acido acético | 2.4 Dy Wuta a  sin-

te total de B

( BRESTE o BUHREIBER, ). O mesno

efeito fol encontrado em plant:

tratadas com moelinate, sen

do antagoniz:

lo pelo acido giberélico  { GA ) ( CHEN e col .,

1968 ) .

BT, na cmucgﬁtxaféﬁ de 10 "M, dnibe severamente n

fcj&;fkﬁzijjlsagfa() xilativa em omibood NV G, indicando

S T oo N Yo e . A
que estas sao mals suscephlve

HETCO0 LOTLICAR @

GOl Laad ). ol tamd

o denonsirado gue BRI LR

efeito desacopriante

o

Tulog Liw-

covilacas owidativa de ¢

viers Nitrolb

nao  afors o

Lransporte de

gue o albividade e oxidoge
NADHZ nao tenha sideo afetada pela adigao de 1,57 X iOMB M

deste herbioilda [ WINELY e SAN CLisMENTE, LI IV D
I.3. Metabolismo do inseticida carbofurane

Hng o by oy s § T . . i T A O S .
Conhecido como inseticids de Largo «

ctro de acadg

O carbofurano  Niagar 1024 1 & onlio:

godiao,  produsztodo mortalidade oo 99




pécies: Aphis gossypii, Buceulatrix thuberiella ro Bstigmene

acrea, sendo cinnabarinus

( REYNOLDS,

Yanto carbolurane como seus devivados sao altamen-—

te eficientes aomo

des conbtato, A atividade  ine
seticida o a agao anticolinesterase do carhofurano sao  de

interesse devido a sua semelhanca com o inseticida  be

vaon .

Assim, no cavboluranc, a intayagdw isopropil anidnica & fi-

xada na posicac pela fusdo do antl dimetil furans { METCALF
e PUKUTO, © 1965 .

‘ . . ) P X O -
Ugando carbolurano marcado na posicio C ~ anel e

H - anél em folhas de algodic, encontra se varios meta-

bolitos de carbolfurano. s Folhas Foram homogenizadas, ex-
traidas e passadas por cgluga cromatogrifica a intervalos de
L,2,4,6,8 e 12 dias. Apds 8 dias verificou-se um aumentoe de
compostos polares. Estes metabolitos polares sio dbviamente
formados na folha a partir do carbofurano, que & de baixa
wolaridade { MUETCALF e ool L9688 5. O mesmo comportamen
to fol observado em outros carbamatos metabolizados PO oxi
da@ﬁo e hidrdlise { DOROUCH o  CASTRA : L9864, METCALY )

col. ., L1966 ). O Carbofurano, nc

lamento, foi

cuperado rapldamente até total desaparecimen

to depois do ocitave dia.

guintes metabolitos foram encontrados no oxpe

rimento de Metoglf,



grarbefurann

afuruns Fengl

e O Cetonorbofuronna Fengl

forma de cond

Peaer i
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Fugads

te

cnica de

CASIDA, 1966 3. i
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com hidroxi carbofurano

estavel do guo
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has alteradags para um verde escuro semelhante ao de plantag




L4,

avdantes de crescimento AMO

P95 HALEVY, 1963 ). Apds eg-

slvo aumento na atividade

te tratamento, W prog e
de peroxidose. No primeiro dia de tratamento nao houve inibi-~
cao do cresclmnento, porem no scegundo dia o aumento na ativida

de de peroxidase acarretou inibicio de crescimento, sendo bas

tante acentuada no terceiro dia de fratamenteo. O presente gra

soimento | interrompidas )

Fico mostra a inibigao de ox

! T g m by o g IR 4 o
( linhas cont wnuas }.

VRISUS aumento s atividade de porexi

150
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15,

Aplicagoes de hormdnics estimulam o crescimento de
&&meﬁi@ﬁ nao tratadas com EPTC, mas quando tratadas com  este
herbleida, somente o OA estimula o crascimento, contra atacan
do o efelto de EPTC. O IAA ndo produz o mesmo efeilo. Tanto o
GA como o 1AM nao antagonizaram o castimolagas da atividade de

4
peroxidase por este herbicida,

O antidovo HN,N - dialil - 4,2 -~ diglorocacetamida (R
25788 ) Dblogueia conpletamente o @uiimulagﬁﬁ da atividade de
peroxidase por agao de EPTC e reduz fortemente a inibicio de
crescimento. Ao se aplicar o antidoto sem o herbicida, a ati-

vidadéfﬂyymr@xidaﬁ@ & inibida de 20 a 30%. In vitro R - 25788

nao altera a atividade de peroxidase. ( HARVEY e col.,1975).

1.5, Agac de carbofuranos na degradagao enzimdtica de IAA

LoSodl. Bstudos  in wvivo

Cercvais tratados 80 con carbofurano fenol o hidro-
xi carbofurano fenol nio sofreran alteragoes no crescimento
a0 passo gue, ao serem tratados com um destes compostos e a

auxina IAA, sofreram significapte aumento no crescimento em

relagao a coereals so tratados com TAA. Tratando cereals oom




L&,

: . R , b4, ‘ oo
AR marcads na posigac { IAN -~ 1 - C ) oe inseticidas carbo-

furano e seus metabolitos, constatou-ge que estes compostos

inibem a degradagio enzimdtica de LAA - in vivo. Os resultados

foram cbtidos o fungao da quantidade de GO, liberado, e
podem ser vistos na tabela abaixe O LEE, 1875 3.

Composto iécmq Liberado tinibigac
i

cpm

Carbofurano 6900 38
Carbofurance fenol 1448 87
Hidroxi carbofurano | . 12086 0
Hidroxi carbofurano fenol 4290 62
Ceto carbofurano 11477 0
Ceto carbofuranc fencol 4574 14

Controle Lit4n

Estudos sobre a degradacio enzimitica de TAA e sua
interacdo com carbofurano e seus metabolitos msotraram gue o
carbofurano fenol & um forte inibidor desta degradagio, cone-

cordando com os Fesultados de experiéneias feita in vivo,

3

A vindtica de formagic de produtos na degradacao de
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IAA foi seguida a 261 nm. A introdugac de carbofurano  fenol
e hidroxi carbofurano fenol causa inibicao no sistema. Esta
inibigao ndo & persistente, indicando gue ést@s compostos nao
sdo estélveis no sistema. Essa instabilidade fol confirmada ao
ser constatada a deyradagao de carbofurano fenol pela técnica
de UV a 202 nm. Ao contririo destes inibidores, o ceto carbo-
furano fenol apresenta inibigdo persistente sobre o sistema,
o que, sequndo Lee, & indicagdo de gue o composto possul gran
de estabilidade junto ac sitio de ligacac da peroxidase. (LEE

e  CHAPMAN, 1977 ). Mas, conforme resultados de experiéncias

feltas em nosso laboratorio o gue discutidas nesse tra-
balho, este inibider também scfre decomposicdo. Introduzindo
ceto carbofurano fenol e carbofurane fencol no zigstema a dife-

rentes tempos, observa-se-gque estes inlbem em todos os  egta-

glos da reagao ( LEE e CHAPMAN, 1977 ).

1.6. Alteragoes enzimaticas na peroxidase do rabanete ( HRP )

em presenga de carbofurancs fendlicos

Metabolitos fendlicos de carbofurano foram testados
e mostraral gue interferem com as rudangas induzidas pelo IAA

na absorgao vislvel de HRP conforme se vé na figura seguinte.

[

Sob cofidigoes especificas, realiaram - se estudos

cotl & cindticd diferencial de HED a 420 nm e a 403 nm. Na lin
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Q.03¢
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~0.02¢p
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- 0.08}
Ty o e S T

TEMPQ {(minutgs)

ha de controle vé-se clavamente a formagao de composto
I de peroxidase { 420 nm ) o o desaparecimento de pero~
xidase nativa ( 403 nm ), apds o  oitavo minuto, grande
parte de peroxidase volta a seu estado nativo. Carbofurano

fenol interferiu violentamente nas mudangas  induzidas por

IAA { linha 1) provocando um teripo de indug§0 de oito

minutos; Hendo verificado semelhante afeito com o hidroxi

carbofuranc ferol;

dpenas cdom o tempo de indugdo menor ( lin
ha 2 ). BEm contraste; os efeitos com ceto carbofurane fe-

ﬁﬁi Fotaf beth éifékéﬁ%a&'{ linha 3 ), 0 tempo de in-
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dugao a 403 nm persiste por todo o tempo da experiéncia, sendo
confirmado apds a varredura do espectro de apgorgao por toda
a regiaoc visivel. O aumento a 420 nm indica formagao de certa
quantidade de composto I1 guando em presenga deste metabolito,
mas & considerado insignificante, se comparadc com outras lin-

has,

A destruigao da atividade enzimatica de HRP para a

degradagac de IAA e sua recuperacgdo apds a rveconstituicdo da

holoenzima e aproteina, em nada mudaram a inibicao da degrada-
cio de IAA, reforgando a iddia de que nio somente o grupo heme
fol envolvido na éegxaa&géw de TAA, mas foi também requerida a
participagao do aﬁm@nzimé@ Mu&angag conformacionais no HRP nao

afetaram a relagao inibidor ~ IAA ( LEE, 1977 ).

"

I.7. Objetivo da tese

Como vimos anteriormente, a degradagao oxidativa da
auxina IAA forma como produtos principais o indol 3 - carboxial
defdo e 0 3 - wetileneoxindol. HEstudos recentes tém demons -
trado que a oxidagdo do IAA por HRP sob condicoes aerbbicas
produzem uma espéeie eletronicamente excitada { VIDIGAL ecol.,
1979 ). Isto & observado nas enpisses e nos danos fotoguimicos

provocados no grupe heme ( VIDGAL e col., 1975 ). Estudos



S0/t ~ BuOK sugerem

efetuados com o modelo feniltiodéster om Me

2
que a espécie emitente & o indol - 3 - carboxialdeldo { DUREN
e col., 1976 ). Este composto © esperado de uma guebra de um
hipotético dioxetano intermedifrio e também por analogia com a
oxidagao de isobutanal catalisada por peroxidase { FARIA OLI~

VEIRA e col., 1978; BECHARA ¢ col., 1979 3.

™S wzm COOH HAR/S
R |
H
1AA " LA
Obteve-se transferéncia de energia para aceptores
emissivos tals como eosina e rosa bengala; no caso da eogina

fol até possivel obter o espectro de fluorescéncia num espectro

fluorimetro convencional { VIDIGAL e col., 197% ).

Os estudos cinéticos de Lee foram baseados na forma-
¢ao de produtos como vimos anteriormente. Poucas informagles sao
obtidds; se nao forem correlacicnados as cinéticas de consumo
de oxigénio com a formagdo de pr&dutoé« A geracao de estado ele
tronicamente excitado por processo enzimdtico tambémn poderia for

necer bdstante informacgdo.

Estudos cimétimos com tilocarbamatos in vitro ainda .

i
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nao foram realizados.

Logo, acompanhando ag cingticas de consumo de oxi-
génio, de formagio de indol - 3 - carboxialdeéido ( A ) e de
emisshio de estados excitados, muitas infermagoes poderac ser
tiradas do sistema, guando nele for introduzide um determina

do defensivo agricola,



IT. PARTE DBRPERIMENTAL

IT.1 Material

%

Drogas

Procedencia

Acetato de s6dio

Acetona

Acido acéticeo

Acido cloridrico

Acido fosforico

Acido indol - 3 ~ acético
Acido tricloro acético
Benzoato de so6dio
Butilate

Catalasge

Carbofurdno fenol

Ceto carbofurano fenol

Riedel - de Habnag Seelze

Hannover.

Cario Erba.

Carlo Erba.

J. T. Baker Chemical Co.
J. T. Baker Chemical Co.
Merck.

Carloe Erba.

Aldrich Chemical Co.
stauffer do Brasil.
Sigma Chemical Co.
Regearch Triangle Park.

Research Triangle Park.



Drogas

Procedéncia

BFY e B e ditio ~ bis -
{ 2 = Acido nitro benzdico )

2 - *¢ - acido indol - 3 -
acetico

Eogina amavela

Btanol

Fluoresceina

Fosfato dibisico de potdssio
Fosfato monobasico de yot%gaim
Molinats

p = cresol

Peroxidase do rabanete [ HRP )
Perdxide de hidrogénio

Rosa bDengala

Sulfate de mamgﬁﬁ%ﬁ
Superdxido dismutase

t - RNA de E. coli cepa W
Tetracloreto de carbono

1;4 = didzobicicle { 2,2,2 )
octano

Vernolate

Calbiochem.

Nuclear England Co.

Merck,

Aldrich Chemical Co.
BDH Co.

May e Baker ltda.
Carle Erbha.

stavffer do Brasil.
Carlo Erba.

Sigma Chemical Co.
Merck.

Fishey Scientific Co.

J.01. Baker Co.

CHigma Chemlceal Co.

Sigma Chemical Co.

Merok,

Aldrich Chemical Co.

Staulfer do Brasil.




IT,2. Aparaelbagem

Ao medidas de consume de owigenio foram feitas  num
monitor biclogico da  "Yellow Springs Instruments”, modélo 53,

O espectros na regiso wltravieoleta e visivel foram

fowt

trofotdmetro reg

obtidos num ¢ wdor Zeiss DMR 21, sendo

de I oeom de ceminho Otico.

utilizadas e

™

Dependendo da intensidade, as emissoes foram medidas
num contador de cintilicdo 1lguidas Beckman L8 -~ 100C, como
circuito de coincidencia desligado, ou num contador de fOtons

Hamamatsy TV~ O =767 { INABA & col., L8758 3.

A intensidade eppectral de fluorescencia foi medida
num espectrofluvorinetre  "Aminco - Bowman', sem efeiuar ocor-
recoes para o comprimento de onda ou flutuacas de intensidade

da fonte de excitagao.

Os valores de pH foram lidos num potencifmetro Me-

trhom, tipo B - 388,

II.3., Métodos

Lo

IT.3.1. Preparacac de solugdo tampio

A preparagio dos tampdes foi feita segundo COMORT

i




( GOMORI, 1875 ).

IT1.3.2. Solugao de acido indol - 3 - acético

A solugao de Acido indol - 3 - acético foi prepara-

da em etancl e estocada protegida Jde luz.

11.3.3. Solugao de ticcarbamatos e carbofuranos

A solugao de tiocarbamatos e carbofurancs forampre

paradas em etanol.

I1.3.4. Solugac de peroxidase ( HRP )

As solugtes estogue de HRP foram preparadas pela dis
solugao de massa adeguada em meio tamponado ou agua. A con-
centragao de HRP fol determinada experimentalmente £ =

5] N
103 000 cm & M 7

I1.3.5. sdlugoes de dorantes ( Aceptores xantdnicos )

Com excegdo de fldoresceina, que foi preparada em
R I R S
meio bagivo; todod ds santéiicos foram preparados em agua des

Lidada, e usados dentro de 12 horas

s




I1.3.6. Preparagao de AS, DBAS e DPAS

DRAS e A5 foram preparados por sulfonagio

e antraceno, de acordo com o método descrito jeteky

gundo o método de ETIENNE e col., ( 1949 ). As concentragoes

de DBAS, DPAS e AS foran determinadas esperimentalm

e . ’1' ; - E - PV &% - }“ ¢ - }V - o
8940 cm T r o, e = 304D em DM T e e o 4558

respectivamente,
o . b o
As solugoes eram preparvadas em agua com 2

nol .

e DEA

BATTEGAY e

ente e =

gz

mel Mml.

% de ol

IT.3.7. Preparagac de composto 1 e composto I1 de peroxidase

A amostra de HRF fol extensivamente diali

sada 2

dgua bildionizada e pentadestilada, obtendo-se resistividade

5

igual a 1,22 X 107 @. O composto I foi obtido pela adigao

ce HEO? na proporgac de 1,1 : 1,0 molar para HﬁOE:pexcxidaﬁe

( ROMAN e DUNPORD, 197¢ 1. A medids de condubiv

feita em uma ponte de condutividade Beckman RO 16

idade fol

B2. Com

posto i1 foi preparado a partir de composta T sequndo Hewson

e Dunford { 1976 ).

3

TL:3:8: Detetmindgao de grupos Si

5

I3 d%u&xmiua@&w de dgrupos SH foi feita,

tomando-se




uma alfcota de 0,5 ml do meio da reacdo e adicionando-se  a

uma mistura consistinde de 0,1 nl de fosfato tampdo pH = 8,0,
1.5 ml de adgua destilada e 0,16% wl de reagente de Ellman's.
A presenga de S & verificada pelo aumento na absorbincia  a
425 nm. O veagente de Ellman’s & preparado pela digsolugao de
39,6 mg de 5'. 5 - ditio - bls ( 2 - Acido nitro benzdico jem

10 ml de uma solugio tanpdo fosfate 0,1 M a P o= 7,0

( STONIER & YANG, 1973 ).

I1.3.9. Determinagao de marcagdo em  t~RNA e HRP

Faw-so reaglr 2 w'l4¢ = IAA (12,5 M ) em presen=-

ga de HRP ( 2,0 uM ) e t - RNA { 500 pg/ml ) em tampio ace-
tato ( 0,05 M } a pH = 3,8, Apos 15 minutos & temperatura am
biente, a reacac & terminada com a adigao de | volume de fe-
nol saturade com tampao. Centrifuga~se, e a primelra fase 6
tratada com acido tricloro acétieo { TCR ) LO%, precipitando-
se o t - RNA. O Hrp & pregipitado  tratando-se a segunda fa
se com TCA. A contagem fol determinada em um contador de cin
tilagao liguida BECKMAN LS - 250, uﬁilizandéwga de um cock-
tail padrdc PPO - POPOP toluenc | BEDNAR e col., 1976;KEF-

FORD e col., 1963 ).
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ITI. INTERACAC DE HERBICIDA TIOCARBAMATGO COM O SISTEMA ITAan/

HRP/02

IT7I.1. Resultados

IIT.1.1. Otimizagac das condigles experimentais para o sistema

IAA/HRE/O,,

Procurou-se determinar as melhores condigoes para o
sistema de degradagio enzimdtica de TAA. Estas condigoes foram
adequadas para a medida do consumo de oxigénio, formagao .de
indol ~ 3 - carboxialdeldo e emissic de moléculas excitadas.
Em sistemas onde se usou vernolate ( § - propll dipropil-tico=
carbamato } e butilate, requereu-se 103% de acetona para sua

solubilizagao, ao passo que com molinate nac fol necessario.

ITI.1.2. Consumo de oxigénio

08 Heérbicidas vernolate, butilate e molinate nao
e G A s ] .
alteraram marcadidmente o consumo de oxigenio na presenga de

12,5 pM de TAK: 0;5 (M de HEP e na presenga ou na auséncia de

06 R e ..;«.,%w T -
50 uM de Mn @M. 0,03 M-de tafipio acetato a pH = 31,8 e pH =

e T e O S o T T i




dos ticecarbamatos variavam de 50 uM a

5,6 A concenityagosy
L,5% mM. Naco fol tampouco observado efeito ao ser incubado HRP

.

ool as,

g tiocarbamato por tx

A velocidade do consumo de oxigenio na reagao de HRP

10 obedace aparentemaente

IAA permancoe censtante, Bsta o

o

A ecinetica de ovdem zero. Uma ver gue se atingiu o estado
estacionario, & relagao molar  de  congumo de oxigéniﬁ>@aw
ra I1AA adiciconado fol de 0,5 para pH = 3, 8. A uma sequn-
da adigac de IRAA na solugao, apds ter-se estabilizadc rei-
nicia-se o consuno de oxigénic { Filg. IT1.1. ). Se a segunda
adicao for precedida de molinate, so verificard tempo de in-
dugéﬁ? e sus ﬁuragﬁg b rﬁiaQﬁw direta com a gquantidade de
molinate. Verilfica-sa por esta experiencia gue a velocidade
de consumo de oxigeénio foi dependente da guantidade de moli-

nate, mas nao do consumo total de oxigénio,

T11.1.3. Formagao de indel - 3 ~ varboxialdelde

A anBlise cinética de formagio de indol - 3 - carboxi
aldeido foi realizada a dois valores distintos de pi. ( Flg.
LXI.2. e Fig. 11X.3. ) e fol seguido na banda de absorgac de

310 nm.

Estds duds cineticas se diferenciam na altura da cur

PEI T gavn Sy i % ST g - C o : . : $ s o
va em gue & pH = 3,8 @ maior, indicando maior formagao de
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O
i

% OXIGENIO CONSUMIDO

O
a

L -

Fig.I11.1.

| 2 }
INUTOS S

Tenpo de indugac causado por molinate apés a sequnda adi-~
gao de IAA { 12,5 p M) em tampdo acetato ( 0,05 M ) a
PH = 38 a 259 ¢. A concentragac da enzima foi de 2,0 w M
e de molindte: ( =~ )} 1,0 mM, ( B ) 2,0 M, ( -0~ )3, 0mM

e (w3 b oy M, .




Fig.I1I.2. Aumente na formagao de IA causado pPOr concentracoes de moiiné
te, A concentragao dog reagentes fol: Ian ( 12,5 uoMy, HRP
( 2/0 ¢ M) &1 tampdo acetato (0,05 M) apl=5,6a 250C.a8

cohceiitraghes de moliiate foram: ( -0~ ) 2 mM, ( -@ Y o4 mM o,

]
i

(=0 ) 6 it & ( == ) o .
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A 310 nm

0,04

Fig.ITI.3. Aumento na formagao de IA
nate. O pH do meio foi de

da fig. Ir11.2.

causado por concentracdes de moli-

3,8 e as concentracoes as mesmas
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IA como produtos da degradagac enyimhtica,

O resultados vistos mostram de gue a concentragao
de IA aumenta com o aumento da concentragac de molinate.Os
mesmos resuitados podenm ser observados oom vernolate =  bu-
tilate. A pH = 5,6 onde IA nac & o maior produto, pagueno

efelito foi observado,

oy

Durante tres dias fol observada a cinética de for-
magao de IA. Verificou-se, através da incubagao de HRP e tig

carbamato, diminuigao na formagao de IA,

TII.1L.4. Geragao de estados excitados

A emissao foitdnica do sistena IAAXHRP!O?, come fol
visto anteriormente, & originiria de IA (DURAN o col.,

1876 ).,

Os resultados obtidos com a téenica de absorgao

( aparecimento de 1A )} e consumo de oxigénioc, sao confirmados

pelos estudos sobre emisséao de espdcies excitadas., A £ig.T11.

4. mostra o aumento de emissdo quando se aumenta a concentra

cac de molindte. O mesmo efeito pode ser visto com butilate

e vernolate; s&hdo ¢ Gltimo bem mais eficiente ( Fig,I1IT.5.).
5

A forgd i0nicd do tampio exerce importante papél no aumento

de estados excitados. Efeitos de tiocarbamatos tambem sao

Y
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vistos a pl = 59,6, porem en mensres proporeoes.

Supress: enissas goorre no sistema Aﬁ,l%@/ﬁ
gquando em prasenca de corantes e biocarbamatos. O Dltimos
interagem com ow corantes xanténicos, suprimindo & {luores-
céneia, conforme se ve na tabela 1011.l. Esta inibicao ¢ pro-

a concentra-

porcional & concentragac de harbic o & linear

goes acima de 1,5 mM, podendo-se chsaervar a supressac de fluo
rescéncia atdé 50 M { Fig. I111.6. ). Corregdes poden ser

efetuadas para se verificar a real do sistema TAA/

HRP/O? guando em P tiocarbamatos e corantes xanteni-

cos. O incremoen de enlssac no sig IAN na ausencia e pre
senga de vernolate pode ser visto na tabela I71.2. Em pregen-
ga de 1,0 mM de vernolate a emiscac ¢ asumentada 1,5 vezes -em

relagao ac sistema fAA sem o herbicida, a pH = 3,8.

Aceptores antracénicosn o xanténicos aumentam a emls

¥

sao do sistema 1AA, ¢ isto

Ty

> dndicative de gue as emlssoes de
IAA sao de formagao singlete e triplete, e gue fol amplifica-
da em presenca destes aceptores. 0Os nmesmes efeitos foram obsex
vados a pH = 5,06. Em presenga de vernolate a emissio & aumen-—
tada até 3,4 vezes em relagdc ac sistema TAA/ACEPTOR ANTRACE
NICO. Corantes xanténicos interagem fortemente com vernolate,
interferindo nas wedidas de fluorescéndia, e a avaliacac dos

efeitos ndo pode ser feita com claresa.

O comportamento de DBAS & DPAS en prasenga de yar-

nolate no sistema 1AL nos da indicagao sobre a Fformacdo de al
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Pabela IT11.2. Aumento de quimioluminescénceia do sistema

Os constituintes desta reacao sao o IAA (0,25
b3

0,0

un't (1o

H

res o 1

lizacao) .

M)
= 3,8 & 2570,
nescencia foram usados na pres

mM e

EAA/HRﬁ/verﬂolat@ﬁu?*

e HRP {1 MY oem

vernolate

{em LOw

oMo de tampao acetato g

Oz aceptores emissivos de gquimiolumi-

senca de L0 oM de

G Aoeong

M

acento-

Soiuni -

Prarra

ACEPTORES

INTENSTDADE

counts /20 saeg

4 VERNOLATE rrracko®

CONTROLE

+ A5

+ DPAS

+ DBAS

+ FLUORESCEINA
+ EOSINA

+ BRITROSINA B

+ ROSA BENGALA

14500
18000
13000
Leooqg
1540000
L3g7000
2064000

231000

a) Relagao Controle — VERNOLATE -

b} Valores corrigidos a partir da

aceptores por

22000
31000
51000
55000 3,4

2750000°

1a70000” 1,5

23000007

11529410

tiocarbamatos,

ACEDTOR/CONTROLE ~

supressan de

ACEHPTOR,

Fluorescencia dog
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guma espicie excitada em outras fases da reacac { Fig. TII.7.

e Fig. [I1.8, 1.

A fig. TIN.9. mostra a formacio de estados excita-
dos na auséncia ou na presenga de molinate { 2,0 mM )} com
diferentes periodos de incubagao. O aumento de emissio Dor
molinate fol perdendo intensidade & medida gque se passou O
tempo de incubagio, sendo este efeito una confirmagao do que
fol verificado pela téenica de UV. Comn J& vimos anteriormen
te, o mesno efeito ndo fol verificado com consumo de OxXiw

genio.

—
.
et
s
(&3
»
s
.
~
o

ta de catalase, superduido dismutase { 50D by ben

zoato © DABCO na emissac

do sistema TAA/VERNOLATE

A Lim de verificar se as especies 05 MZOEg "OH e

O2 teriam alguma participacac no ofeito de aumento de foroen

emissao causado noY tiwcarb&maﬂms, foram Faitos estudos an

.

pPresenga de captadoras destas especies comno L50D, catalase,

benzoato e DABCO, e og resultados mostraram ausanoiag destas

especies com ou sem vernolate no sistema,

L3

III.1.6. Reacio com intermedidrio de peroxidase

Us intermedidrios de bPeroxidase durante o ciclo ca




Fig.iri.7.
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43,

IINUTOS

Fig. 1I11.9, Formagao de estados excilades ne auséneia ou pre-

. Ty Il . g . o e e
ganga de molinate ( 2,0 mM ) com diferentes perio

dof e incubacdo. 05 roaqentes shin 0% mesnos  da

TXLe2. a pH o= 3,8, ( - J Controle sem moll
nate. Tempo de incubacan: ( o0- ) g horas, ( -g )
18 horas e (.00 ) 72 horas apos a introd ugao  de

molinate.




talitico fo

U Sequicos aspoechrol ol

420 nm, e o

conprinentos do ondn

situagoes:

1) alteracoes a 400 nm corrasponden a mudangas  na

a

concentragac de URD nativa.

2} alteragoes a 420 nn corresponden a mudangas  na

wwﬁwwnhragﬁe de HRE - composto IT { HRP ~ 1T ).

Bstas variagoes podom sor vistas A pll = 3,8 e a
pH = 5,6 respectivamente ( NAKAJIMA e YAMAZAKI, 1979 ). Mo-
linate altera fortemente a banda da oenzima férrica a 400 nm

e acelera a deagrada

cao de peroxidase a pH o= 3,8, FEfeitos a
pH = 5,6 nao foram significantes, porem, ac ge formar  RP -
IT, houve a formagac de tempo de inducae de gquase 1 minuto,
ac passo que a pil = 2,8 o efelto Lol minimo, provavelmente
devido a alta velocidade neste phl Cdg. TIT.10. & Fig.IIT.

1l.}).

Apds o fim da reagdo, a cnzima fica espectralmente
alterada, mais a pH = 3,8 do gque o pH = 5,6, sendo estes efel

tos incrementados om pregsenga de molinate.

Composto I de peroxidise praparado gaimicanente, en

concentragoes equivalentes de HRP o H?QE, gquando em presenga
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imedia-.

de molinate ( 2,0 oM ) torna-se
tamente pava composto IT ( Elg. I71.12. )}, Repetindo-se a mes
proparads guinicamente,

ma experiéncia, mas oom o composto L

adéncia redutora

este permancoe inalberado, indlica

de molinate so oocomposto §odo covowidage.,

I1I. 1.7. Detecgac de metabolitos de tiocarbamatos

Da interagac de tiocarbamatos com os sistema pero-
xidase sao produzidos derivados mercaptos detectados pelo meé-

todo de Stonier e Yang, ( 1973 ).

TTII. L.8. Interagao 1A =~ L - RBNA

L4

o

Sape-sa gue o A - Croem oseu estado exclitado, se
liga ao t -~ RNA, causando modiflcagoes conformacionais neste
{ DURAN e col., 1979 ). Nossos resultados mosbraram que emn
presenga de molinate ( 5,0 mM ) o pumero de T8 - }46 Ligado

ao t -~ RNA diminui 50 % em relagdo ao controle.
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005

0,025

{ i . ; i ; i

360 3BO 400 420 440 460 500 540 580 G20 680

Fig.I1IT.1l2. Espectro de absorgao de HRP  (ceeee ), COMPOSLo T { e )

@ composty IT (- ) obtidos gquinicamente.
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aniomo de ﬁg%@ de herbicidas nac @ tortalpente

esclarceido  ( MORELAND e  col., Lann Y,

: b . . - I JE S R T oy o ey e R w1 vy § Sr
teram de maneiras varias o metabolisme pormal dag ploantas.,

ERYIEEIT S g ] R e Tes b T ey [ B 2
BPTC dnibe a sintese de lipidecs ( 5232

[—

REA { 28% ) o

fotossintese { 2 Joa concentracac de 10 UM, Concentracac de

0 "M intbe o Fﬁﬂpi?ﬁ@ﬁ& em 76%, o os oubros Processos aci-

ma citados , em 94% ( ABHTON & ool., L9775, Numero-
508 outros efeitos tém sido observados, como por  exemplo,
inibicac da fosforilacao oxidativa em mitocdndrias isoladas,
redugao na densidade das cuticulas o parcial inibicac ha
sintese de proteinas e Acidos ribomme!lsicos ( ASHTON, 1963 ;

WILIKINSON e [HARDCASTLE, L96Y; MORELAND e col., 1969).

Cereals tratados com ERPTC foram estudados ¢ tiva-

ram as folhas do cor verde escura semelhante a das que fo-

ram tratadas com mutantes ou eom retovdantes de orescimento.
Lstes retardantes de orescimento dao aumento na atividode de

peroxidase, aubento gque pode ser rodusido poy bratamonteo de

horménios  { HALEVY, 19673 J .

Tratando-se sementes de careais com o mesmo h@rbi

cida, observousse um estimolo na atividade de peroxidase nos

primeiros dias aphs o tratamentao,

BEste estudo Foi feito, ex

o B - a :
traindo-se ambas as peroxidases, as livres e asg ionicamente

UNIcamup
BIBLIOTECA CENTRAL




ligadas, o

o mioromncles deo H, O, con
5 i

-

sumido por minuto. O mesmno estudo mostroy GUE O aumento na

1

e fol paralelo com a iniblegao e ores

atividade de peroxidas
clwento. Os efeitos de EPTC no orescimento ey i atividade

toram anulados polo antidoto de horbicoidoas (WM~ dialile-

2,2 diclorooss

;omas nao pelo Acido indol - 3 o e

tico ou acido gib cod., LRT5 y.

mostraram gue oz herbi

cidas tiocarbamatos nao aumentam o abiu

rwrowidase,
mas gue devem interoglr com alagum ostiagio da oxidacac.,  No

caso pH = 3,8, onde o 1A € o maior produto { MORTTA o ool,,

1967 ), o comsums de oxigenio ¢ mals

gac de IR, e a omissio, indicando o

medifrio como produto da oxids Este  intermedid

rio foil determinado como sendo uma especie de hidroperdxido
que reage com o enzima férrica voara formar o composto LA

concentragao de hidroperoxido alcanca a metade da  coneon-
trag%m inicial de TAA ao final do consumo de oxigénico, de-
Crescendo lentamente ( NAKAJIMA o YAMAZAKL, 1979 ., A

acumulagao deste int

srnediario sugere g formacao de wma og
pecie excitadas fora da enzima ( VIDIGAL e col., 1979 ),
Estas sudestdes foramconprovadas por estudos  mecanizticos

( NAKAJIMA e YAMAZAKT, Y979 MORISHTMA e OGAWA, 1a79 3,
ATig. II1.1. mostra gue o tlocarbamato nido afo-

ta marcadamente o consumo de oxiginio, mas interage oM

am intermediario oxidedo, indicando que ¢ ticcarbamato nao




i

de TAA. O tliocarhbamato

age no primeiro estagic da oxida

age possivelmente no ado estacionario da formagdc de in

dolhidroperdxido, induzindo 4 formacac de maiores quantid @
des de IA e concomitantemente altas gquantidades de aldeldos

ewcitados elot thaddey dde sua auto-docom-

posioan om s bvedmonte amings.

ST S A W S 3
CIVE LIS L G

pina gue, como visto na Fig. 710,10,

& bem acentuada na fervi-peroxidase a pil = 3,8, ALl so per

cebe que a desnaturacac & proporcional ao aumento de Torma

¢ao de IA em seus estados excitados, e a nao alteracic no
consumo de oxigenio se deve a que o tiocarbamato interage
com O intermediivico hidroperoxide, catalisando a formagao

de dioxetano ( Hsquema (I1.2. ) ¢ aunentando a possibili-

dade de IA vir a ligar-se em aluyum sitio da enzima.

Outra possibilidode soria o da formacao de  dols

intermediarios hidroperdmidos ( Doquoema T05.%. ),  um  via

a - ooxidagao (6 3, e outro via oxidacao no oarbono - 3 do

anél indolico (1 by oeste Dltlimo sugeride por Yomaeaki
(1973 3y, Dada o possibilidade do ose Dormary ootes dois in-
termediarios nidroperoxidos, o Liocarbamato Blooguearia a
formagao do intermedilirio 11 profarivelnente.

O fato de o btiocarbamato aumentar O numero de TA

]
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BE .

Ligado o onzivag, ongu

o enpiioar o

Bouve oonaideroayeis

da oxidagac LTS SR T N (L U S R S S
Aoredl ta-so ang onbe O oam Bormong s s e DNCTRAL fr s mua

oxidagao servoe oo

evitar o sobre o

e planta {0 RAY, 196§

centragoes nueito alts deste
GALSTON e DAVIES,  1969; MORGAN, PNedr PTLET o PRICATA ,
L9635 ).

In vivo, o aumento na atividade de peroxidase fol

do crescimento. Isto indica um prova -

a inibica

.
ivelmente,

vel aumento do metabolismo de 1AM, o gual Sk

de

vira a produzir ¢ ontroladamente ygrandes quantidar
estados excitados de IA. Em conscuuéncia havera Fortes
modificagoes a nivels de DNA e KNA | VIDIOAL o col., 1979,
FALJONE @ col., LO78; MENEGHINT o col., 1978 ) as

guais refletem como un inibidor de oy

plantas.,

Bednar o col, ( 1979 ) suaerig gque da ativacao de
duxinas por peroxidase poderia sor o meonni sioe molecular en

volvido na correlagdo positiva obeoreads entyre atividade de

peroxidase o Grzﬁuimwnﬁw em plantas. fol chservado e &
peroxidase pode produzir derivados de auxina reativos oa-

Pazes de se ligar a fuclebfilos celuliares como o B o« QNA

&

Sabe-se de gque o TA em seu estado axaitado 56




Tiga ao t - Rua, produzinde efeitos conformacionnis { DURAN

e ocol., 1979 ). A ligagaoc de 14 a0t o~ RNA poderis sev uma

maneira de  controlar o or nontsr om plantas, como Foyd

sugerido por Kobavashi e col., LLeYay .

ciperinentos em ligagao de 1A excitado conm

No=

b~ RMNA na pr cu ausencia de tiocarbamato mosiraram

gue o herbicida diminui a fotoliga

DO eBouro, conforme

observado por D e col., (1979 ), possivelmente Shi

resposta a uma mator ligacao de IA excitado na peroxidase.
Como a fotoligacio no cscuro de TA com £ - BNA

possivelmente o indicacacda fungio da auxina no crescimento

da planta ( ROBAYASHI o wcol., 1972 %Y, o

Celto de tio-

crindo o

carbamatc  seria a nivel de Hcido nueleico, intert
Ciocarbamalto noota Kotolig&gﬁu# gule aparanbomente agiria
como regulador molecular de cresoinonto o difercnciacan in

vivo,

Fete o outros

Fatos { CILENTG, 1979 ) indicam que
moléculas eletronicanente axcltadas geradas om sistemas bio
logicos sdo importamtes em processos normals e fisiologicos

€ Yue, aparentemente, em presenga de herbicidas poderiam

ter importante papel na requlagac de crescimento.
LA
tlocariams to

CregcimentcéwgmwvEWRNQWIA,@MMWW

Faeroxidase—TA

Ssquema I1T.4
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iv. INTERAGAO DE  METABOLITOS DE  INSETICIDA CARBOFURANC

FENOL COM O SIETEMA IAA/HRP/O?

IV.1l. Resultados

IV.1.1. Condigoes experimentais para o sistema IAAR/HRP/O.,

A

Para o estudo com os metabolitos de carbofuranos
no sistema de degradagao engimatica de TAA, foran ugadas
as mesmas concentragoes citadas ne estudo de Lee e Chapman
{ 1977 Y. Os metabolitos mostravam-se bons inibidores, em
relagae aos demais, o carbofuranc fencl e ceto carbofurano

fencl.

IvV.1.2. Consumo de oxigénio

Iv.1.2.1, Carbofuranc fenol

Carbofurano fenol inlbe o consumo de oxigénio.Es-

te efeito e visto pela produgéo de um tempo de inducio cuja

extensao e proporcional a concentracac de inibidor. A con




centragac de 5 oM o tenpo de ioducso chega abingir 7 mi -

e

nutos, enguanto gus, a concentragao de L uM, ndo pas

2 minutos, sendo em sogulda © cprada o velooidade de COn

o

sumo de oxigenio até ao nivel de consumo S inibidor

{ Controle ) { Fig.lv.l.t.

IV, L.2.2. Coto carbofurane fonol

Cato carbofurane fenol inibe o consumo de o g

génio em concentracoes acima de 13 pM { Fig. IV.2. ). Nes~

ta inibigao, apbs curto tempo de inducic, a velocidade de

degradaecao de IAA nac atinge o nivel de degradacao do con-
trole, persistindo o efeito imibidmyf ao contrario  do que
se verificou com o coto carbofurano fenol. A ﬁféoj@mxhkdeﬁ
ta inibigao diminui com o aumento da concentracdo do ini

bidor, e em concentragoes acima de 40 uM nao se vaerifica
aunento de inibigac do consumo de oxigénio, o que nos la-

- R S DR 5 oy o “
vou a suspeitar de uma possivel oxidacao do ceto carbofu-

rano fenol.

A oxidagao enzimitica de ceto carbofurano Ffenol
foi confirmada ao se verificar gque o sistema ceto carbofu-~
ranc fenoiﬁMRPfO} copsome oxigenio ( Fig. TV, 3. Ve agindo

como um substrato de peroxidase. Os resultados ST

¢

RRGE s Vit

que este composto pode oxidar-se no ausencia de peroxidase,

,:k. -8 k3 it
50 que menos eficlentemente ( autoowidacho }

"
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1v.1.3. Fornacao de produtos

de IAA Lol aco
ras, o o8 rvesulbtados Tovam ddontioes aos doe Loeooo Chopman

{1977 ) relatados no  presente drvabsibo.

.1l.4. Geragao de estados excitados

IV.1l.4.1. Carbofurano fenol

carbofurano fonol

rvada por emissao ioldnica ( Fig. IV.4. e

tambem foi obs

confirmaram os resultados obtidos no estudo  com  consune
de oxigénic. A adigao de inibidor o diferventes tempos apos
a adigac de IAA, mostraram a rapida interacio IAA ~ enzima

( Mig. Iv.5. 3.

Iv.l. 4.2. Ceto carbofurano fenol

%

caunsadas  por di-

versas concentragoes de ceto carbofurano fenol. Em  con-



Ix10° CONTAGENS IN

Fig.

Iv.4.

64.

Inibigao na formagdn de ocstados excitados causade

PO COnoonia - C

Lragoes sao as

de

M ey

carvbolarana fennl

As oonceaen
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Pig. IV.6. Comportamento do coto carbofurano fenol na emissao

fotonica do sistema IAA: A concentragan  dos  raa-

RN

gentes & a wmesma da fio. V.1, (g PR VTS R ¥

200 uM, { -8 ) 8OO uM do celo carbofura na, (o

Y

wmissOus Fotdnioas Ao w9t ol oo et carhofurano [e-

e foCEiviy L n ATy e ek N N ; S : . .
nol UGG un FATER Ars tontrale | !/\A/i.sm’,/()‘?}i S8l




o

de 200 M nao so ohe

rvam alteragoes

’ centragﬁ@s

cinética de emissiac, ao contrario do que se observa em con

centragoes superiores a este valor.

A alteracao gue se verilice na cintltica, indica a

formagao de wea outra espéeie excilada, cujo aumento & pro

inibidar, Y TR e e

porcional ao onto da concoentrag.

3

peita de quo csta nova especie excitada soja um prod

oxidacao do ceto carbofurane fenoi visto no consumo de oxi

+ - e

genio, foi confirmada ao se verilionr que o sigtema  wolo-

o

carbofurano {enol/HRP/0. emite eficiontenente nos tros pri
meiros minutos da reagao, conforme pode ser visto na  fig.

IV.6,. { linha traceijada ).

A babela 1v. 1. mostra o incremento de pmissao

"

quando o sistena ceto carbofurano lenol/HRP/0O. se encontra
&a

em presenca de aceptores. 0 aumento de emissOes é maior

quando em presenga de aceptores antracénicos do que xan-

ténicos.

Iv.l.b . Modificagoos caugadas no copecbro do aboorean Jde

paroxldase.,

Composta 1T de peroxidase preparado guilmicamente,

quando em presgenca de carbofurano fenol e ceto carbolurano

fenol, ambos a cwnc@ntragao de 10 oM, torna-se instavel,




otGnicas do sistema ceto carbofurano/HRP/Oz.
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B,

tane nativa. Repetindo-
se a mesma experiencia, mas com o composto 11 preparado

quimicamente, guando  em presenga deste metabolito, torna

se instavel, passando imediatamente a peroxidase nativa.




T e : B . - P E—. . . P i o LR RO 3 T o
Insot boidas carbofluranos o sous mebanoliitos ind

bBrom o doagradagoas cnizim
course gque, destes conpostos, © cacrbaiorane fenel e o L

to cavbofurane fonol sao inibidoros mais oficientes om roae

Lacac aos demais, @ os moesmos rocullados Loram constatados
in vitro utilizando-se da téconica Jdo UV { LEE e  CHAPMAN,
1877 3.

4

Estudos com carbefurano fonol @ ceto carvbofurano
fenol mostraram gue a degradagao enzimatica de IAA & ini~
hida gquando o crupo prostético da peroxidase & retirado da
enzima, mas gue pode ser recuperada a atividade guando o
grupo prostetico for restituido por himina bovina. Logo, 6
preciso ter nao sé o grupe himinag oora g degradacac de TAA,

mas @ absolutamente necessiria o oy io PICIRes

Nossos estudos sobre consuno de oxlgénio e CHINAEY
sac fotdOnica do sistema TNIBT >u</§LAfHNP/U2, mosbraran  gue
o carbofurano fenol inibe a degradacdo enzimitica de TAA e

que esta inibigac nao & pe

iglente a pequenas concentra-
gaes, sinal de cque o inibidor & instivel. Semelhantes re-
sultados foram constatados com oz inibidores fendlicos, como
por exemplo, escopoletina e acido {orilico { SIRTO

MILLER, 1972; GELINAS, 1973 ).



Tl

Devido a nature witiva, a inibicao da de-
gradagac de [AR por carbo tenol fol incompleta, Geor=

rendo desba maty

cda dorantas o porLodo

g inihi-

de inducgaon. Logo,

e

dor, gque seo

{LER, 1977

QCorrae unll awnente na velocidads de e

esta velooidads »

dacao sem o inibidor

:

interacao IAA ~ cnzina fol constatada pe-

carbofurans fenol { Fig, IV.5. ), ne-

maiores conoentr:

para que este metabolis

me  possa competiy com o IAA Lo sitio da enzima.

Baseados nos resultados obtidos pela tdconica de 0y,

Lee e Chapman ( 1977 ) classificaram o ceto carbofurano fenol

como . compesito estavel, diforente de cutros inibidores fono-

licos conhecidos, nao se

gradanda, portanto, na reacao e

oxidase de TAA. No entanto, nossas cxperiencias

COm consumno de

w foronica, mostravam gque o ceto carbofurano

oxigénioc e emiss

rracta

fenol tambom seo o

consuwninde oxigenio ¢ emitindo consi-

;

deravel guantidade de energia. Aceptores antracénicos aumen-

tam muito eficientencnte pstas omiog

cuta msior banda  de

emissao se situa em algum valaor L

500 nm. ( possivel-

mente seria emissao de um grupo carbonilioo ).

O ceto carbofurane fenol conpete comno o TAA welo

sitio de ligagdo, e isto & claramentc visto na Fig. IV.6:



.

All, a inibigdo causada ao sistema TAA & normal até o apare-
cimento de uma segunda curva de emissio, indicando a existén
cia de um outro substrato, o ceto carbofurano fenol, gue com
pete pelo sitio da enzima. Com aumenbo na concantracan de ce-

to carbofurano fencl e consequenta aumoento das emissooen, ve-

:

rifica-se paralclamente iniblcio das amisedes proveniontoes do

sistemn IAA,

. A g S g o iy e b
[E AR AL B NS ‘..g‘\.‘ Sratoma oo by |91 %

Furano fenaol.

A tocnica de WV leva ao orro de se considerar Goce
Lo carbofurano fenol um inibidor persistente, porquanto a de
gradagao enzimitica de [AA em presenga deste inibidor, nao
atinge o nivel de controle, mesmo o baixas concentragoes; e
isto nos leva a suspeitar gque parte da enzima @ destrulda ou
modificada pela cnergia fotdnica da capécie proveniente da
degradacac  enzimitica do ceto carbofuranc fenoi. lsto mostra
fque tanto o consumo de oxigénio, como o estudo de formacao de
estados excitados, dao maior in formagao que s implesmente  um

estudo de UV na formacao de produtos.

studos feito com cindtica o Ferencial de [pp a

A400mm mostraran gue o Compo de foducag porsisrae POy tada 2

duragao  da cxperiéneia o gue o aunenlo a 420 nwmoe insignge
ficante se comparado com o cindtica do outros inibidores fa-

nolicos ( LEE, 1%77 ), o que relorga nossa ideia de que a
enzima e destrulda pela energia fotdnica. Mudangas espectrais

sa0 observadas quando a peroxidase ¢ irradiada por  luw do

mesmo comprimento de onda que a emitida pela degradacdo enzi-
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memib

envolvam monosg

CMisssoes

oboservadas,

Por

netrado que por wea coin

binagio de est

de owiadnio, formagao de nro

dutos e formagio

de estadog exeitados, obter 2mos maiores in-

.E(DX:EHilgs';ﬂfﬁé GCERTL WO DYOCCES0R QNG e L LeGs Onde Ooor po e

oxidacac.



V. COMERTAY

attmlionn, oanazes de proda

Lo e Dhiude Fod oo der metabolieno

de auxinas, onde o Goido indol - 3 - acdbioo desenpanha i
portante papel no crescimento de plantas. Este sistema modelo

.

permite estudar in vi doe dniblidores ou catalisado

res de interesse bhioldgico como por o

os defensivos agri

colas comno os b

¢ carboluranos, que sao o potivo

central desta ¢

Atravas de Farma ETle o

de produtos, o indol

3

citados, ohogourge 3

Tioaarbdmatom

(1) Nao alterow o passo coidative do PEUGCEs 50 ong -

matioo, mas se intevacions com o dintermediario

indol-hidroperdxido, lLogo ndo altora O EOnsumo

de oxigenio, mas sin o forma de produoto. Fo-

ram propostos mecanismnos possiveis.



(i) 8o deconpositos em tioles, 0, o

. U0, v opossivelnonte ami

(Raiy %

O oomposio

03 de pero-

oo foboligacao no £scuro

cle indal - 3 - addetdss ne Lo BNAL, procensso gqus

csclmento da o plan

La. bugero-se gue esta

o mecaniosng dos herbi-

cidas tiocarbamato a nivel celular: a  diminuigao

de ligacdo ao t — RNA acarretaria inibicio do cres

cimento.

(v 0 matodo de emissac fotdnica da informagao rapida
do vomportamento. de bLiocoarbamatos sobro processos
o~ oxidativos em plantas e prée-corrvelaciona COm
o3 outros metodos, consumo do oxlgénio e formagao
o prodoto, Tend

1. Tocaybumalos

TR ke BTG o

o visba s bl cononnbraga

voados o o sensibi lbidade dos apa-
. i - 5 L H P LI . $ - o
relhos disponivels, osio podevia seraplicado om ter

mos anatilticos.
{vi} Tioccarbamatos reagewm ripidamente com corantes xan—
tenicos a pl adeguado, observado através de supres

sao de fluorescéncia dos wxanténicos. Poderia ser

um méetodo potencial de detecgao de tiocarbamatos em

melics agquosos,



.

(R14) O covboturanos tvoanoiorn

G conposto Lo comnpos~

Lo LY para enzima nabd

(iv) O método de emissio fotbdnica mostrou-se muito sen—
#
SN

vel para o estudo dos carboluranos e poderia ter

wna potencialidade analitica.
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