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LISTA DAS ABREVIACOES USADAS

Abreviacao Nome

AMO 1618 " 2-isopropil-4-dimetil-5-metil
fenil-l-piperidinecarboxilato

cloro metileno.

AS Antraceno=-2-sulfonato, sal de sodio
DABCO ' 1,4-diazobiciclo ( 2,2,2 ) octéna
DBAS : 9,10-dibromoantraceno-2-sulfonato -
DPAS 9,10-difenilantraceno-2-sulfonato
HRP Peroxidase do rabanete

IA Indol - 3 - carboxialdeido

1AA acido indol - 3 - acético

Me SO | dimetil sulfoxido

t—B#OK terc-butoxido de potassio

t-RNA : acido ribonucléico de transferéncia



RESUMO

Os herbicidas tiocarbamatos estimulam o metabolismo do acido indol=3-a-—
cetico por peroxidase, o que pode ser detectado pelo aumento de formaggo de in-
dol-3-carboxialdeido e aumento de quimioluminescencia. A peroxidase nativa e o
composto II de peroxidase foram alterados durante a interagao com tiocarbamatos.
Estudos dependentes de tempo mostraram que a peroxidase incubada com tiocarbama
tos diminui a formagao de indol-3-carboxialdeido e a quimioluminescencia, mas
nao o consumo de oxigenio. Isto e indicativo de que o tiocarbamato interage com
o intermediario oxidado e nao altera a atividade da peroxidase. O indol-3-car-
boxialdeido liga—se covalentemente ao t~RNA e sugeriu~se que a atividade tenha
sido precedida por uma modificacao de t-RNA, induzida por indol-3-carboxialdei-
do excitado. Foi observada inibigao desta ligagao quando em presenga de tiocar
bamato. Provavelmente este e o modo pelo qual age este tipo de herbicida a ni-
vel celular nas plantas.

Os inseticidas carbofuranos inibem o consumo de oxigenio, a formacao de
produtos e a geragao de estados excitados. Estes inseticidas agem como inibido
res competitivos e sao concomitantemente degradados.

Estudos de emissao fotonica, absorgao otica e medidas de consumo de oxi
genio mostram~se como metodos rapidos e reprodutiveis para estudos de interagao

- - . . - - - -
de defensivos agricolas em sistemas enzimatlcos 1n vitro.



ABSTRACT

The herbicide thiocarbamate stimulates the metabolism of indole-3-acetic
acid by peroxidase as measured by enhancement of both indole-3-carboxaldehyde
formation and chemiluminescence. Native peroxidase and peroxidase compound~II
were altered during the interaction with thiocarbamate. A time dependent study
showed that peroxidase incubated with thiocarbamate decreases the indole-3-car-
boxaldehyde formation and the chemiluminescence but not the oxygen consumption.
This presumably indicates that the thiocarbamate interacts with an oxidized
intermediate and not by altering the peroxidase activity. Indole-3-carboxi-
aldehyde was able to covalently add to t-RNA and it was tentatively postulated
that the auxin activity was preceeded by a modification of t—-RNA induced by
the excited indole-3-carboxaldehyde. An inhibition of this binding in the
presence of thiocarbamate was observed. Probably this is the mode of action
of this type of herbicides at celullar level in plants.

Oxygen uptake, product formation and excited state generation in the
presence of the insecticide carbofuran were inhibited. These insecticides
acted as competitive inhibitors and concomiténtly were degradated.

The photen emission, together with both absorption and oxygen measure-
ment, show this to be a rapid and reproducible method to study herbicide and

insecticide interaction with enzymatic systems in vitro.
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I. INTRODUGAQ

I.1l. Generalidades

A existéncia de um sistema enzimatico capaz de cata
lizar a degradagao oxidativa do hormdnio responsdvel pelo cres
cimento de plantas, o acido indol - 3 - acéetico ( IAA ) tem
sido verificada de ha muitos anos (HINMAN e LANG r 1965 ), e
os detalhes da destruigao da enzima tem sido objeto de muitos
estudos. O consumo de oxigénio na oxidggao de IAA catalisada
por peroxidase ( uma hemoproteina ) foi intensamente estuda-
do ( KENTEN, 1955 ) e sabe-se que esta reagac & estequiomé
trica consumindo 1 mol de 02 e liberando 1 mol de CO2 por mol
de IAA oxidado ( RAY e THIMANN, 1956 ). Dos prodﬁtos finais
desta‘degradagéo enzimatica foram identificados como sendo os
mais importantes o indol - 3 - carboxialdeido e © 3 - meti-

leneoxindol ( HINMAN e LANG, 1965 ).

Peroxidases sao enzimas de origem animal ou vegetal

capazes de catalisar a oxidagac de uma variedade de compos-

tos organicos por perdoxido ( cardter peroxidativo ) ou por
oxigénio ( carater oxidativo ). Peroxidases de origem vegetal
contém um grupo prostetico ou ferriprotoporfirinico IX, ao

passo gue peroxidase de origem animal nao contém este qrupo

prostetico, mas contem um grupo heme modificado ( DUNFORD e
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STILLMAN, 1976 ).

CH=CH CH,

?’i/

/ N,/

HOOCCH,CH, CH, CH,COOH

Mudangas na regiao visivel da peroxidase foram obser-

vado durante a degradacao de IAA sob condi¢oes aerdbicas ( FOX

e PURVES; 1965 ) e trés distintas fases foram observadas

reacao entre o IAA e a peroxidase. A oxidagao de

apos o tempo de indugao de alguns segundos, durante o



[1:8

~enzima se converte numa hemoproteina de cor verde, chamada de
P - 670 e rapidamente convertida a composto II. A oxidagao de
IAA continua até guase ao fim da seguhda‘fase da reagao. A ul-
tima fase & a restauragao do compogto II a forma de enzima na
tiva ( YAMAZAKI e YAMAZAKI, 1973 ). O esquema seguinte mOs-
tra possiveis formas para a peroxidase gue aparecem durante re

acOes peroxidase oxidase.

Ferroperoxidase ———> Peroxidase  <—Sm— Comp. II
_
(+2) (+3) (+4)
A = 403 nm A= 420 nm
T .
%2 | H.O
272
i/
Comp. 11X
(+6)
A = 416 nm
-
| €
l
\
(Comp. I)



A prdmogéo do crescimento de plantas por certos inse-
ticidas e a inibigao do crescimento por herbicidas, levaram
pesquisadores a estudar a interacao destes compostos na degra-
dacao enzimatica da auxina IAA. Estudos in vivo mostraram pro
gressiva inibigao de crescimento e aumento na ativida
de peroxidativa da peroxidase em plantas tratadas com hefcici—
da tiocarbamato. A atividade foi determinada pela verifizacgao
do consumo de H202 em micromoles por minuto, gquando em presen-
¢a de peroxidase extraida de plantas, tratadas com EPTC ( S -
etil dipropiltiocarbamato } (- -HARVEY e col., 1975 ). Inseti
cidas carbofurano e seus metabolitos promovem o crescimenmadas
plantas, guando estas sao tratadas com IAA, ao mesmo tempo que
inibenm a degradagao enzimatica de IAA in vivo e in vitro.Inter
feréncias nas mudancgas espectrais induzidas por IAA também fo-

ram encontradas quando em presenga destes compostos. ( LEE e

CHAPMAN, 1977; LEE, 1975; LEE, 1977 }.

I1.2. Metabolismos e agao dos herbicidas tiocarbamato

Tem-se dado alguma atengao ao estudo do metabolismo
de herbicidas tiocarbamato.Experiéncias com compostos radiati

14C e 358 ) revelaram de forma bastante significativa

vos (
a presenca dos metabolitos e sua localizagac nas diversas par

tes da planta.



I.2.1. Metabolismos em plantas

O herbicida tiocarbamato EPTC degrada-se em plantas

de alfafa ( Medicavo sativa ) para CO A mesma degradagao

5

também & encontrada em sementes de diversas espécies de plan

tas, sendo que as sementes se mostram mais resistentes a es-
te herbicida do que as proprias plantas. Nestes estudos foi

utilizada a técnica de marcagéio.35

S foi incorporado no acido
cistéico, cistina, metionina, sulfona metionina e dois compos
tos nao identificados, enquanto que o 14C foi incorporado na
frutose, glucose e diversos amino acidos ( FANG e YU, 1958;
NALEWAJA e col., 1964 ). A presenga de amino acido conten-

35

do S sugere a quebra entre o atomo de enxofre e o grupo eti

la ( FANG, 1975 ).

Os seguintes tiocarbamatos, Molinate ( S - etil -he
xahidro - 1H - azepine - 1 carbotioato ), Cicloate ( S -etil
N - etilciclohexil - tiocarbamato)e CDEC ( 2 - cloroalil die-
til - ditiocarbamato ) degradaram-se completamente paral4COZ
Cicloate, apds o terceiro dia de apliéagéo, degradou-se e 0o
14C foi incorporado na glicina, asparagina, prolina, alanina,

valina, leucina, fenilalanina, sucrose e celulose ( GRAY,

1969; ANTOGNINI e col., 1970; FANG, 1975 ).

Fang ( 1975 ) propds para herbicidas tiocarbamato
uma quebra hidrolitica na ligagao éster ou amida, gerando pro

dutos como tiol, CO, edialquil amina, podendo ocorrer a hidro

2



xilagao dos grupos alquilas, oxidacao do.étomo de enxOfre e
alquilagao ( FANG, 1975 ). O esquema da pagina seguinte foi
proposto por Fang para a degradagao de Pebulate (S - propil
butiletil - tiocarbamato ). As energias de ligagao e estabi-
lidade do grupo sainte favorecem a fissdo &ster em relacao a
quebra da amida aliada ao fato de que os tiocarbamatos pos-

suem moderada reatividade a hidrolise.

Recentes pesquisas acuséram a presenga de sulfoxi
dos de EPTC, pebulate e butilate ( S - etil diisobutil - tio
carbamato ) em metabolitos de plantas e animais ( HUBBELL e
CASIDA, 1977; CASIDA e col., 1975 ) . Estes achados nao
favorecem o roteiro da degradagao ( proposto por Fang ) de
tiocarbamato iniciado por hidrolise. Sulfoxidagao apresenta
aumento da reatividade de tiocarbamato em reagoes com fissao
de éster por polarizagao do carbono da carbonila;aumentando
sua eletrofilidade, enquanto decresce a basicidade do grupo
sainte. O anion sulfenate, partindo dos sulfoxidos, tem uma
baixa basicidade em relagao ao lon mercaptideo, devido a

deslocalizacao de carga negativa ( DUTKA e col., 1978 ).

I.2.2. Metabolismos em solos

Devido a sua alta volatilidade, os herbicidas tio-



, -
CH ;~CH ,~CH =S -y 23
CH2 CHz—CH2-CH3
hidrolise
| " M Q CH,~CH,
CH3-CH2—CH2-SH + HO—C—N\
CHZ-CHZ-CH2-CH3
L |
transtiolagao
- ‘i .
* _ /CH2~CH3
CH3“CH2—CH2-OH C02 + HN\
CHZ-CHz—CHz“CH3
*,O
CH3-—CH2-C—-OH

*,0 OH % 0O

Q * 4
CH,-C-C=OH —_— CH,~C— C—OH

Acetal CoA

NP,

Oxalacetato
Cis—-Aconitato

Malato \

Ciclo de Krebs Isocitrato

Fumarato Oxalosuccinato
Succinato o~-cetoglutarato

‘\\\\\“Succinil CoA.«r’f/)//



carbamatos se mantém no solo por tempo bastante curto.Outros
fatores, como a degradacao por microorganismos e reagoes qui
micés, ajudam a diminuir o tempo de permanencia destes com-
postos no solo ( FANG, 1975 ). Solos autocalvados sao menos
eficientes na degradacgao de tiocarbamatos do que solos nor-
mais, mas desconhece-se qualquer microoganismo de solos ca-
paz de degradar herbicidas tiocarbamatos ( GRAY e WEIERICH,
1968; FANG, 1975 ). Baseado em estudos de plantas e animais,
Fang sugere a hidrolise com a quebra do éster formando mer-

captano, CO2 e amina.

I.2.3. Agao dos herbicidas tiocarbamato

O mecanismo de agao de herbicidas tiocarbamato a ni
vel celular e molecular ainda nao & bem entendido e acredita-

se que estes atuam em diferentes sitios.

Estudos feitos sobre a respiracac fotossintética de
cereais tratados com EPTC mostraram que a respiracao foi afe-
tada levemente na concentragao de 10—4M,>ao passo que na con-
centracgao de 10—3M se constatou uma inibicao de 75%. Aplica-
¢Oes a estagios diferentes de crescimento indicam que a agao
fitotoxica do herbicida afeta o crescimento de plantas no es-
tagio em que a inibicgao fotossintética. nao e importante

{ ASHTON e <col., 1977 ).
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Cereais tratados com EPTC sofrem, além da inibicao

de crescimento, inibigao também da sintese de RNA em seus

tecidos, antagonizada pela auxina sintética ( 2,4 - dicloro
fenoxi ) acido acético ( 2,4 - D ). Este aumenta a sin-
tese total de RNA ( BESTE e SCHREIBER, 1972 ). O mesmo

efeito foi encontrado em plantas tratadas com molinate, sen
do antagonizado pelo acido giberelico ( GA ) ( CHENecol .,

1968 ) .

EPTC, na concentragdo de 1073M, inibe severamente a
fosforilagao oxidativa em mitocdndrias de couve, indicando
que estas sao mais susceptiveis a agao de EPTC ( LOTLICAR e
col., 1968 ). Foi tambem demonstrado que EPTC exerceu um
efeito desacoplante na fosforilagao oxidativa de células li-

‘vres Nitrobactor agilis. O EPTC aparentemente nao afeta e}

transporte de elétrons, desde que a atividade de oxidase

NADH,, niao tenha sido afetada pela adigdo de 1,57 X 1073 M

deste herbicida ( WINELY e SAN CLEMENTE, 1971 ).

I.3. Metabolismo do inseticida carbofurano

Conhecido como inseticida de largo espectro de agao
o carbofurano ( Niagar 1024 ) & aplicado em plantagces de al

godao, produzindo mortalidade de 8 a 100% nas seguintes es
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pécies: Aphis gossypii, Bucculatrix thuberiella, Estigmene

acrea, sendo 1inefetivo contra Tretranyehus cinnabarinus

( REYNOLDS, 71967 ).

Tanto carbofurano como seus derivados sao altamen-
te eficientes como inseticidas de contatc. A atividade in-
seticida e a agao anticolinesterase do carbofurano sio de
interesse devido a sua semelhanca com o inseticida baygon.
Assim, no carbofurano, a interagao isopropil anidnica & fi-
xada na posicido pela fus3o do anél dimetil furano ( METCALF

e FUKUTO, 1965 ).

Usando carbofurano marcado na posigao 14C ~- anél e

H - anél em folhas de algodao, encontraram-se varios meta-
bolitos de carbofurano. As folhas foram homogenizadas, ex-
traidas e passadas por coluna cromatogrdafica a intervalos de
1,2,4,6,8 e 12 dias. ApOs 8 dias verificou=-se um aumento de
compostos polares. Estes metabolitos polares sao Obviamente
formados na folha a partir do.carbofurano, que e de baixa
polaridade ( METCALF e <col., 1968 ). O mesmo comportamen
to foi observado em outros carbamatos metabolizados por oxi
dagao e hidrdlise ( DOROUGH e CASIDA, 1964; METCALF e
col., 1966 ). O Carbofurano, nos estagios iniciais de iso
lamento, foi recuperado rapidamente até total desaparecimen

to depois do oitavo dia.

Os seguintes metabolitos foram encontrados no expe

rimento de Metcalf:
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N N R= OCONHMe , R'=H Carbofurano
" I R=OCONHMe, R'= OH Hidroxicarbofurano
\/ Y /\’g: R= OCONHMe , R=0 Cetocarbofurano
! 0 R=0H, R'=H Carbofurano Fensl
R R=O0OH, - R'= OH Hidroxicarbofurano Fenol
R=0H, R'= O Cetocarbofurano Fenol

O metabolito ceto carbofurano & hidroliticamente
instavel, e nao se acumula em grandes quantidades na planta.
Compostos como o hidroxi carbofurano foram encontrados em
forma de conjugagao. ( METCALF e col., 1968 ). Estes con
jugados mostraram atividade anticolinesterase através da té
cnica de cresol vermelho no plasma sanguineo ( OONNITHAN e
CASIDA, 1966 ). Uma pequena quantidade de conjugado de car
bofurano fenol foi encontrado apds hidrdolise. O  cenjugado
com hiaréxi carbofurano foi aparentemente considerado mais
estavel do que conjugados fendlicos, sendo somente uma pe-
quena quantidade de aglicone liberada por tratamente en
zimatico. A especificidade de B -~ glucosidase indicam que

estes conjugados sao glucosideos. Com emprégo de espectrome
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tria de massa e infravermelho, identificou-se o ceto carbofu-
rano fenol e seus conjugados glucosideos. Estudos feitos em
insetos e mamiferos mostraram metabolitos similares( METCALF
e col., 1968 ). O seguinte esquema da uma visao do caminho

seguido pelo carbofurano ao ser metabolizado:

N w2
L
\l/\/\CHS \8/\/\(7”
0 0=CNCHy
0= ¢NCH,OH ;H
H Pl
PR
L
\d/ N
P - Plantas H °
[ -Insetos é PIM
M- Mamiferos

T U '

Lo (1 Led ]

\?/ \o/\_czi > ~ S o N \o/l<§ﬁi
Conj C;ni C:mj

I.4. Acdo do tiocarbamato EPTC na atividade enzimatica da

peroxidase e crescimento de plantas

Cereais tratados com EPTC tiveram a cor de suas fol

has alteradas para um verde escuro semelhante ao de plantas
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tratadas com mutagénicos ou com retardantes de crescimento AMO
1618 ( Mc CUNE e GALSTON, 1959; HALEVY, 1963 ). Apds es-
te tratamento, oObserva-se um progressivo aumento na atividade
de peroxidase. No primeiro dia de tratamento nao houve inibi-
géo do crescimento, porém no segundo dia o aumento na ativida
de de peroxidase acarretou inibicao de crescimeﬁtg, sendo bas

tante acentuada no terceiro dia de tratamento. O presente gré

fico mostra a inibicao de crescimento ( linhas interrompidas )
versus aumento na atividade de peroxidase ( linhas continuas ).
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Aplicagoes de hormdnios estimulam o crescimento de
sementes nao tratadas com EPTC, mas quando tratadas com este
herbicida, somente o GA estimula o crescimento, contra atacan
do o efeito de EPTC. O IAA nao produz o mesmo efeito. Tanto o
GA como o IAA nao antagonizaram a estimulagao da atividade de

peroxidase por este herbicida.

O antidoto N,N - dialil - 2,2 - dicloroacetamida (R-
25788 ) blogueia completamente a estimulacao da atividade de
peroxidase por agao de EPTC e reduz fértemente a inibicao de
crescimento. Ao se aplicar o antidoto sem o herbicida, a ati-
vidade de peroxidase & inibida de 20 a 30%, In vitro R - 25788

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

I.5. Agdo de carbofuranos na degradacdo enzimitica de IAA

I.5.1. Estudos in vivo

Cereais tratados sO com carbcfurano fenol e hidro-
xi carbofurano fenol nao sofreram alteragoes no crescimento ,
ao passo gque, ao serem tratados com um destes compostos e a
auxina IAA, sofreram significante aumento no crescimento em

relagao a cereais sd tratados com IAA. Tratando cereals com
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IAA marcado na posigao ( IAA - 1 - Lo ) e inseticidas carbo-

furano e seus metabolitos, constatou-se gue estes compostos

inibem a degradagao enzimatica de IAA 1in vivo. Os resultados

foram obtidos em fungao da quantidade de 14CO2 liberado, e
podem ser vistos na tabela abaixo ( LEE, 1975 ):
Composto 14CO2 liberado %Inibigéo-
cpm
Carbofurano | 6900 38
Carbofurano fenol 1448 87
Hidroxi carbofurano 12086 0
Hidroxi carbofurano fenol 4290 62
Ceto carbofurano 11477 0
Ceto carbofurano fenol : 9574 14
Controle ill43

Estudos sobre a degradagao enzimatica de IAA e sua
interagao com carbofurano e seus metabolitos msotraram gque o
carbofurano fenol & um forte inibidor desta degradagao, con-

cordando com os resultados de experiéncias feita in vivo.

A cinética de formagdo de produtos na degradacgao de
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IAA foi seguida a 261 nm. A introdugao de carbofurano fenol
e hidroxi carbofurano fenol causa inibigdao no sistema. Esta
inibigao nao & persistente, indicando que estes compostos nao
sao estaveis no sistema. Essa instabilidade foi confirmada ao
ser constatada a degradagcao de carbofurano fenol pela técnica
de UV a 202 nm. Ao conﬁrério destes inibidores, o ceto carbo-
furano fenol apresenta inibicdao persistente sobre o sistema,
o que, segundo Lee, & indicacao de gue o composto possui gran
de estabilidade junto ao sitio de ligacdo da peroxidase. (LEE
e CHAPMAN, 1977 ). Mas,conforme resultados de experiéncias
feitas em nosso laboratorio e que serdo discutidas nesse tra-
balho, este inibidor tambeém sofre decomposigdo. Introduzindo
ceto carbofurano fenol e carbofurano fenol no sistema a dife~-
rentes tempos, oObserva-se gue estes inibém em todos os ' esta-

gios da reagao ( LEE e CHAPMAN, 1977 ).

I.6. AlteracOes enzimaticas na peroxidase do rabanete ( HRP )

em presenga de carbofuranos fendlicos

Metabolitos fendlicos de carbofurano foram testados
e mostraram que interferem com as mudangas induzidas pelo IAA

na absorc¢ao visivel de HRP conforme se vé na figura seguinte.

Sob condi¢Oes especificas, realiaram - se estudos

com a cinetica diferencial de HRP a 420 nm e a 403 nm. Na lin
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ha de controle veé-se claramente a formagao de composto

"II de peroxidase ( 420 nm ) e o desaparecimento de pero-

Xidase nativa ( 403 nm ). ApSs O oitavo minuto, grande
parte de peroxidase volta a seu estado nativo. Carbofurano
fenol interferiu violentamente nas mﬁdangas induzidas por
IAA { linha 1 ) provocando uﬁ tempo de indugao de oito
minutos, sendo verificado semelhante efeito com o hidroxi

carbofurano fenol, apenas com o tempo de indugao menor ( lin

ha 2 ). Em contraste, os efeitos com ceto carbofurano fe-

nol foram bem diferentes ( linha 3 ). 0 tempo de in-
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ducao a 403 nm persiste por todo o tempo da experiencia, sendo
confirmado apbds a varredura do espectro de absorcao por toda
a regido visivel. O aumen£o a 420 nm indica formagao de certa
quantidade de composto II quando em presenga deste metabolito,
mas & considerado insignificante, se comparado com outras lin-

has.

A destruigao da atividade enzimatica de HRP para a
degradagao de IAA e sua recuperagao apds a reconstituicao da
holoenzima e aproteina, em nada mudaram a inibicao da degrada-
cao de IAA, reforgando a idéia de que nao somente o grupo heme
foi envolvido na degradacao de IAA, mas foi também requerida a
participagao do apoenzima. Mudangas conformacionais no HRP nao

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

I.7. Objetivo da tese

Como vimos anteriormente, a degradacao oxidativa da
auxina IAA forma como produtos principais o indol 3 - carboxial
deido e o 3 - metileneoxindol. Estudos recentes téem demons -
trado que a oxidagao do IAA por HRP sob condigoes aerobicas
produzem uma espécie eletronicamente excitada ( VIDIGAL ecol.,
1979 ). Isto & observado nas emissoes e nos danos fqtoquimicos

provocados no grupo heme ( VIDGAL e <col., 1975 ). Estudos
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efetuados com o modelo feniltioéster em Me.SO/t - BuOK sugerem

2
que a espécie emitente @ o indol - 3 - carboxialdeido ( DURAN
e col., 1976 ). Este composto & esperado de uma quebra de um

hipotético dioxetano intermedidrio e também por analogia com a
oxidacao de isobutanal catalisada por peroxidase ( FARIA OLI-

VEIRA e <col., 1978; BECHARA e col., 1979 ).

H H €0, 7 H
) 2 A\ . _te
ﬂ" G — COOH HRP/0 !/ \E..__,. “— é?’ $ | “ “-c-o
H §
| 0-0 NSNS
*§§//~\\H,/ H,0 §§./"\?/’ N
|
H H H
T1AA 1A
Obteve-se transferencia de energia para aceptores
emissivos tais como eoéina e rosa bengala; no caso da eosina

foi até possivel obter o espectro de fluorescéncia num espectro

fluorimetro convencional ( VIDIGAL e col., 1979 ).

Os estudos cineéticos de Lee foram baseados na forma-
gao de produtos como vimos anteriormente. Poucas informagoes sao
obtidas, se nao forem correlacionados as cineticas de consumo
de oxigénio com a formagao de produtos. A geragao de estado ele
tronicamente excitado por processo enzimatico tambeéem poderia for

necer bastante informagao.

-

Estudos cineéticos com tiocarbamatos in vitro ainda .
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nao foram realizados.

Logo, acompanhando as cinéticas de consumo de oxi-
génio, de formagao de indol - 3 - carboxialdeéido ( IA ) e de
emissdo de estados excitados, muitas infofmagSes poderao ser
tiradas do sistema, quando nele for introduzido um determina

do defensivo agricola.
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II. PARTE EXPERIMENTAL

IT1.1 Material

Drogas : Procedéncia

Acetato de sodio Riedel - de Baénag Seelze
Hannover.

Acetona Carlo Erba.
Acido acético Carlo Erba.
Acido cloridrico J. T. Baker Chemical Co.
Acido fosforico J; T. Baker Chemical Co.
Acido indol - 3 -~ acético Merck.
Acido tricloro acetico carlo Erba.
Benzoato de sodio l Aldrich Chemical Co.
Butilate Stauffer do Brasil.
Catalase Sigma Chemical Co.
Carbofurano fenol Research Triangle Park.

Ceto carbofurano fenol Research Triangle Park.



Drogas Procedénqia
5' = 5 - ditio = bis = Calbiochem.
( 2 - a4cido nitro benzodico )
2 - l4C - acido indol - 3 - Nuclear England Co.
acético
Eosina amarela Merck.
Etanol Aldrich Chemical Co.
Fluoresceina BDH Co.
Fosfato dibasico de potassio May e Baker ltda.
Fosfato monobasico de potassio Carlo Erba.
Molinate Stauffer do Brasil.
p = cresol Carlo ErBa.

Peroxidase do rabanete { HRP )

Perdxido de hidrogénio

Rosa b
Sulfat

Supero

engala
o de manganes

xido dismutase

t - RNA de E. coli cepa W

Tetrac

1,4 -

octano

Vernol

loreto de carbono

diazobiciclo ( 2,2,2

ate

)

Sigma Chemical Co.
Merck.

Fisher Scientific Co.
J.‘T. Baker Co.

Sigmé Chemical Co.
Sigma Chemical Co.

Merck.

Aldrich Chemical Co.

Stauffer do Brasil.



ITI.2. Aparelhagem

As medidas de consumo de oxigénio foram feitas num

monitor biologico da "Yellow Springs Instruments”, modelo 53.

Os espectros na regido ultravioleta e visivel foram
obtidos num espectrofotdmetro registrador Zeiss DMR 21, sendo

utilizadas celas de 1 cm de caminho otico.

Dependendo da intensidade, as emissOes foram medidas
num contador de cintiligao liguidas Beckman LS - 100C, como
circuito de coincidencia desligado, ou num contador de fotons

Hamamatsu TV- C-767 ( INABA e col., 1975 ).

A intensidade espectral de fluorescéncia foi medida
num espectrofluorimetro "Aminco - Bowman", sem efetuar cor-
regoes para o comprimento de onda ou flutuacdo de intensidade

da fonte de excitagao.

Os valores de pH foram lidos num potencidmetro Me-

trhom, tipo E - 388.

II.3. Metodos

II.3.1. Preparacao de solugao tampdo

A preparagao dos tampoes foi feita segundo  GOMORI



( GOMORI, 1975-).

II1.3.2. Solugao de acido indol - 3 - acético

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

da em etanol e estocada protegida de luz.

II.3.3. Solugao de tiocarbamatos e carbofuranos

A solugao de tiocarbamatos e carbofuranos forampre

paradas em etanol.

IT.3.4. Solugao de peroxidase ( HRP )

As solugoes estoque de HRP foram preparadas peladis
solugao de massa adequada em meio tamponado ou agua. A con-
centragao de HRP foi determinada experimentalmente € =

403
103 000 cm * M1

II.3.5. Solugoes de corantes ( Aceptores xanténicos )

Com excegéo<kafluoresceina, gue fol preparada em
meio basico, todos os xanténicos foram preparados em agua des

tilada, e usados dentro de 12 horas.
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II.3.6. Preparacao de AS, DBAS e DPAS

DBAS e AS foram preparados por sulfonacgao de DBA

e antraceno, de acordo com o metodo descrito por BATTEGAY e

BRANDT ( 1923 ); DPAS foi preparado por sulfonagao de DPA se-

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

de DBAS, DPAS e AS foram determinadas esperimentalmente 5382=
1 -1 1 M—l

8940 cm ~ M T, e = 5040 cm e . - 4558 cm w7l

respectivamente.

As solugoes eram preparadas em agua com 2% de eta-

II1.3.7. Preparagao de composto I e composto II de peroxidase

A amostra de HRP foi extensivamente dialisada em
agua bidionizada e pentadestilada, obtendo-se resistividade
igual a 1,22 X 10° . O composto I foi obtido pela adigao

de H,O, na propor¢ao de 1,1 : 1,0 molar para H : peroxidase

292 292
( ROMAN e DUNFORD, 1976 ). A medida de condutividade foi
feita em uma ponte de condutividade Beckman RC 16 B2. Com

posto II foi preparado a partir de composto I segundo Hewson

e Dunford ( 1976 ).

I1.3.8. Determinagao de grupos SH

A determinagao de grupos SH foi feita, tomando=-se



uma alicota de 0,5 ml do meio da reagéo e adicionando-se a
uma mistura consistindo de 0,1 ml de fosfato tampaopH = 8,0,
1,5 ml de agua destilada e 0,165 ml de reagente de Ellmaﬁ'a
A presenca de SH e verificada pelo aumento na absofbéncia a
425 nm. O reagente de Ellman's €& preparado pela dissolucgio de
39,6 mg de 5',5 - ditio = bis ( 2 - &cido nitro benzdico )em
10 ml de uma solugao tampao fosfato 0,1 M a pH = 7,0

( STONIER e YANG, 1973 ).

II.3.9. Determinacao de marcagao em t—-RNA e HRP

Faz-se reagir 2 - 14C - IAA ( 12,5 uM ) em presen-

¢a de HRP ( 2,0 uyM ) e t - RNA ( 500 pg/ml ) em tampao ace-
tato ( 0,05 M ) a pH = 3,8. Apdos 15 minutos & temperatura am
biente, a reagdo & terminada com a adigao de 1 volume de fe-
nol saturado com tampao. Centrifuga-se, e a primeira fase &
tratada com acido tricloro acético ( TCA ) 10%,precipitando-
se o t - RNA. O HRP & precipitado tratando-se a segunda fa '
se com TCA. A contagem foi determinada em um contador de cin
tilagao liquida BECKMAN LS - 250, utilizando-se de um cock-
tail padrao PPO -~ POPOP tolueno ( BEDNAR e col., 1976;KEF-

FORD e «col., 1962 ).
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III. INTERACAO DE HERBICIDA TIOCARBAMATO COM O SISTEMA IAA/

HRP/02

III.1. Resultados

III.1.1. Otimizagao das condigoOes experimentais para o sistema

IAA/HRP/O2

Procurou-se determinar as melhores condigoes para o
sistema derdegradagéo enzimatica de IAA. Estas condigdes foram
adequadas para a medida do consumo de oxigénio, formagao de
indol - 3 - carboxialdeido e emissao de moléculas excitadas.
Em sistemas onde se usou vernolate ( § - propil'dipropil~tio~
carbamatc ) e butilate, réquereu-se 10% de acetona para sua

solubilizagao, ao passo que com molinate ndo foi necessario.

IIT.1.2. Consumo de oxigenio

Os herbicidas vernolate, butilate e molinate nao
alteraram marcadamente o consumo de 0Oxigénio na presenca de
12,5 uM de I1I2A, 0,5 uM de HRP e na presenga ou na ausencia de

50 uM de Mn++ em 0,05 M de tampao acetato a pH = 3,8 e pH =
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5,6. As concentragoes dos tiocarbamatos variaram de 50 uM a
1,5 mM. Nao foi tampouco observadc efeito ao ser incubado HRP

e tiocarbamato por trés dias.

A velocidade do consumo de oxigénio na reagao de HRP
e TAA permanece constante. Esta reagéo obedece aparentemente
a cinetica de ordem zero. Uma vez que se atingiu o estado
estacionario, a relagao molar de consumo de oxigénio pa-
ra IAA adicionado foi de 0,5 para pH = 3,8. A uma segun-
da adigao de IAA na solugao, apds ter-se estabilizado rei-
nicia-se o consumo de oxigénio ( Fig. III.l. ). Se a segunda
adigéo for precedida de molinate, se verificara tempo de in-
dugao, e sua duragao tem relagao direta com a quantidade de
molinate. Verifica-se por esta experiéncia que a velocidade
de consumo de oxigénio foi dependente da quantidade de moli-

nate, mas nao do consumo total de oxigénio.

III.1.3. 'Formagao de indol - 3 - carboxialdeido

A analise cinética de formagac de indol - 3 - carboxi
aldeido foi realizada a deis valores distintos de pH. ( Fig.
ITI.2. e Fig. III.3. ) e foi seguido na banda de absorcgao de

310 nm.

Estas duas cineticas se diferenciam na altura da cux

va em gque a pH = 3,8 & maior, indicando maior formagao de
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Tempo de indugao causado por molinate apds a segunda adi-
cao de IAA ( 12,5 4 M ) em tampao acetato ( 0,05 M ) a
pPH = 3,8 a 2592 C. A concentracac da enzima foi de 2,0 u M
e de molinate: ( -0~ ) 1,0 mM, ( 8 ) 2,0 mM,( —-o— )3,0mM

e (—— ) 0 u M.
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Fig.III.2. Aumento na formagao de IA causado por concentracoes de molina
ﬁe. A concentragéo dos reagentes foi: IAA ( 12,5y M), HRP
(2,0 y M) em tampao acetato ( 0,05 M ) a pH = 5,6 a 259C.As
concentragoes de molinate foram: ( -o- ) 2 mM, ( -8 ) 4 mM ,

(-0~ ) 6mMe ( -9 ) 0 mM.
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Fig.III.3. Aumento na formagao de IA causado por concentragdes de moli-
nate. O pH do meio foi de 3,8 e as concentragoes as mesnas

da fig. III.2.
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IA como produtos da degradagao enzimatica.

Os resultédos vistos mostram de que a concentragao
de IA aumenta com o aumento da concentragao de molinate’.Os
mesmos resultados podem ser observados com vernolate e bu-
tilate. A pH = 5,6 onde IA nao & o maior produto, pequeno

efeito foi observado.

Durante trés dias foi observada a cinética de for-
magao de IA. Verificou-se, através da incubagdao de HRP e tio

carbamato, diminuig¢ao na formagao de IA.

IIT.1.4. Geragao de estados excitados

A emissao fotdnica do sistema IAR/HRP/O,, como foi
visto anteriormente, & originaria de IA ( DURAN = col.,

1976 ).

Os resultados obtidos com a técnica de absorgao
( aparecimento de IA ) e consumo de oxigénio, sao confirmados
pelos estudos sobre emissio de espécies excitadas. A fig.III.
4. mostra o aumento de emissao quando se aumenta a concentra
cao de molinate. O mesmo efeito pode ser visto com butilate
e vernolate, sendo o ultimo bem mais eficiente ( Fig.III.5.).
A forgca idnica do tampao exerce importante papél no aumento

de estados excitados. Efeitos de tiocarbamatos também sao
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2 & 6
MINUTOS

Aumento na emissdo causado por concentragoes

de vernolate. A concentragao dos reagentes

foi: IAA ( 1,25 x 10 %M ), HRP ( 5,0 x 10 M)
Mo T ( 5,0 x 10” %M ) em tampao acetato

( 0,05 M) apH = 3,8 em 10% de acetona para

I

melhor solubilizagéo de vernolate ( €& )0,5

mM, ( 0~ ) 1, 0mMe (-0 ) 0,0 mM.




Ix10Y CONTAGENS

Fig.

ITI.S5.

MINUTOS

Aumento na emissao causado por concentracoes

de molinaté. A concentragao dos reagentes &
a mesma da fig. III.2. com e*cesséocﬂas con-
centragoes de molinate que foram: ( —o- )2,0
mM, ( @ ) 4,0mM, ( ~-O— ) 6,0 nM e( ) 0

mM.

35.
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vistos a pH = 5,6, pPOorém em menores Proporgoes.

Supressao de emissao ocorre no sistema IAA/HRP/O,,
quando em presenca de corantes e tiocarbamatos. Os altimos
interagem com 0s corantes xanténicos, suprimindo a fluores-
céncia, conforme se vé na tabela III.l. Esta inibicao & pro-
porcional a concentragao de herbicida e & linear a concentra-
goes acima de 1,5 mM, podendo-se observar a supressao de fluo
reécéncia até 50 yM ( Fig. III.6. ). Corre¢oes podem ser
efetuadas para se verificar a emissao real do sistema IAA/
HRP/O2 quando empresenca de tiocarbamatos e corantes xanteni-
cos. O incremento de emissao no sistema IAA na auséncia e pre
senca de vernolate pode ser visto na tabela III.2. Em presen-
ca de 1,0 mM de vernolate a emissao @ aumentada 1,5 vezes -em

relagao ao sistema IAA sem o herbicida, a pH = 3,8.

Aceptores antracénicos e xanténicos aumentam a emis
sao do sistema IAA, e isto & indicativo de que as emissoes de
IAA sao de formacao singlete e triplete, e que foi amplifica-
da em presenga destes aceptores. Os mesmos efeitos foramobser
vados a pH = 5,6. Em presenga de vernolate a emissao e aumen-
tada até 3,4 vezes em relagao ao sistema IAA/ACEPTOR ANTRACE
NICO. Corantes xanténicos interagem fortemente com vernolate,
interferindo nas medidas de fluorescéncia, e a avaliagao dos

efeitos nao pode ser feita com clareza.

O comportamento de DBAS e DPAS em presenga de ver-

nolate no sistema IAA nos da indicagdo sobre a formagao de al
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Tabela III.2. Aumento de quimioluminescéncia do sistema
IAA/HRP/vernolate/Oz.

Os constituintes desta reagao sao o IAA (0,25 mM)

39.

++

Mn (10 uM) e HRP (1 uM) em 0,05 M de tampao acetato a

pH = 3,8 e 25°C.

Os aceptores emissivos de quimiolumi-

nescencia foram usados na presenca de 50 uyM de

res e 1 mM de vernolate

acepto-

(em 10% de acetona para solubi-

lizagao).
ACEPTORES INTENS IDADE + VERNOLATE RELACAO®
counts/20 seg
CONTROLE 14500 22000 1,5
+ AS 18000 31000 1,7
+ DPAS 19000 51000 2,6
+ DBAS 16000 55000 3,4
+ FLUORESCEINA 1540000 2750000 1,8
+ EOSINA 1307000 1970000° 1,5
+ ERITROSINA B 2064000 2300000° 1,1
+ ROSA BENGALA 731000 1152941° 1,6

a) Relagao Controle - VERNOLATE - ACEPTOR/CONTROLE - ACEPTOR.

b) valores corrigidos a partir da supressao de fluorescencia dos

aceptores por tiocarbamatos.



40.

guma espécie excitada em outras fases da reagao ( Fig. III.7.

e Fig. III.8. ).

A fig. III.9. mostra a férmagéo de estados excita-
dos na auséncia ou na presenca de molinate ( 2,0 mM ), com
diferentes periodés de incubagao. O aumento ae emissao por
molinate foi perdendo intensidade a medida que se passou o
tempo de incubag¢ao, sendo esté efeito uma confirmagao do que
foi verificado pela técnica de UV. Como ja vimos anteriormen

te, o mesmo efeito nao foi verificado com consumo de OXi=-

génio.

II1I1.1.5. Efeito de catalase, superoxido dismutase ( SOD ) ,ben

zoato e DABCO na emissao do sistema IAA/VERNOLATE

A fim de verificar se as espécies 05 H, 0,

OH e
l02 teriam alguma participacao no efeito de aumento de foton
emissao causado por tiocarbamatos, foram feitos estudos em .
presenga de captadores destas especies como SOD, catalase,

benzoato e DABCO, e os resultados mostraram ausencia destas

espécies com ou sem vernolate no sistema.

III.1.6. Reagao com intermedidrio de peroxidase

Os intermediarios de peroxidase durante o ciclo ca
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Fig.III.7.

2 4 6
MINUTOS

Comportamento de DBAS no sistema IAA ( 1,25 x

1074 )/ HRP ( 5,0 x 107/

M )/ VERNOLATE ( 1,0
mM )/ mn*t ( 50 uM ) | o ) em relagao aos
sistemas IAA/HRP/DBAS ( -8 ) e IAA/HRP/Verno
late { —0~ ). As medidas foram feitas num con
tador de fotons Hamamatsu TV - C - 767 ( INA-
BA e col., 1975 ). DBAS foi usado na con-

centragao de 50 uM.
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Fig.

IIT.8.

MINUTOS

Comportamento do DPAS no sistema IAA/HRP/
VERNOLATE/Mn' ' ( -0- ) em relacio aos siste-
mas IAA/HRP/DPAS ( -« ) e IAA/HRP/VERNOLA-
TE ( -0~ ). As condi¢oes sao as mesmas do
sistema da figura anterior. DPAS foi usado

na concentragao de 50 uM.

42.
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ITI.S.

2 4 6
MINUTOS

Formagao de estados excitados na auséncia ou pre-
senga de molinate ( 2,0 mM ) com diferentes perig

dos de incubagdo. Os reagentes sao OS mesmos da

fig. 1I1I1.2. a pH = 3,8. ( - ) Controle sem moli
nate. Tempo de incubagao: ( O ) 0 horas,( -8 )
48 horas e ( -0- ) 72 horas apds a introdugdo de

molinate.
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talitico foram seguidos espectrofotométricamente a 400 e
420 nm, e estes comprimentos de onda refletem as seguintes

situagoes:

1) alteragoes a 400 nm correspondem a mudangas na

concentragao de HRP nativa.

2) alteragoes a 420 nm correspondem a mudang¢as na

concentragao de HRP - composto II ( HRP - II ).

Estas variagGes podem ser vistas a pH = 3,8 e a
pPH = 5,6 respectivamente ( NAKAJIMA e YAMAZAKI, 1979 ). Mo~
linate altera fortemente a banda da enzima ferrica a 400 nm
e acelera a, degradagao de peroxidase a pH = 3,8. Efeitos a
pPH = 5,6 nao foram significantes, porém, ao se formar HRP -

II, houve a formagao de tempo de indugao de quase 1 minuto,

ao passo que a pH = 3,8 o efeito foi minimo, provavelmente
devido a alta velocidade neste pH ( Fig. III.10. e Fig.III.
11.).

Apds o fim da reagao, a enzima fica espectralmente
alterada, mais a pH = 3,8 do que a pH = 5,6, sendo estes efei

tos incrementados em presenga de molinate.

Composto I de peroxidase preparado quimicamente, em

concentragoes equivalentes de HRP e H quando em presenga

272!
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de molinatg ( 2,0 mM ) torna-se instavel, passando imedia-
tamente para composto II ( fig. III.1l2. ). Repetindo-se ames
ma experiéncia, mas com o composto II preparado quimicamente,
este permanece inalterado, indicando forte tendéncia redutora

de molinate sobre o composto I de peroxidase.

III. 1.7. Detecgdo de metabolitos de tiocarbamatos

Da interacao de tiocarbamatos com os sistema pero-
xidase sao produzidos derivados mercaptos detectados pelo me-

todo de Stonier e Yang, ( 1973 ).

III. 1.8. Interagao IA - t - RNA

Sabe¥se que o Ia - l4C, em seu estado excitado, se

liga ao t - RNA, causando modificagoes conformacionais neste
( DURAN e col., 1979 ). Nossos resultados mostraram que em

l4C

presenca de molinate ( 5,0 mM ) o numéro de IA - ligado

ao t - RNA diminui 50 % em relagao ao controle.
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0,05

0,025

1 1 i i

360 380 400 420 440 460 500 540 580 620 660

>\ﬂm

Fig.III.1l2. Espectro de absorgao de HRP (

), composto I (-———-)

b

e composto II (--------) obtidos quimicamente.
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IIT1.1.9. Interagao IA - HRP

Verificamos que o IA - l4C em seu estado excitado

se liga na enzima de maneira eficiente se comparado com as
ligagOes no t - RNA. Em presenca de molinate, estas ligagoes

sao aumentadas 30% em relacao ao controle.



50.

ITIT.2. DISCUSSAO

0 mecanismo de acao de herbicidas nao & totalmente
esclarecido ( MORELAND e col., 1969 ). Tiocarbamatos al
teram de maneiras varias o metabolismo normal das plantas.

EPTC inibe a sintese de lipideos ( 52% ); RNA ( 28
4

oo

) e
fotossintese ( 21% ) a concentragao de 10 'M. Concentragao de
lO—3M inibe a respirac¢ao em 76%, e os outros processos aci-
ma citados., em 94% ( ASHTON e col., 1977 ). Numero-
sos outros efeitos tem sido observados, como por exemplo,
inibicdo da fosforilagao oxidativa em mitocdndrias isoladas,
redugao na densidade das cuticulas e parcial inibigao . na
sintese de proteinas e acidos ribonucléicos ( ASHTON, 1963 ;
WILIKINSON e HARDCASTLE, 1969; MORELAND e col., 1969).

Cereals tratados com EPTC foram estudados e tive-
ram as folhas de cor verde escura semelhante a das que fo-
ram tratadas com mutantes ou com retardantes de crescimento.
Estes retardantes de crescimento dao aumento na atividade de

peroxidase, aumento que pode ser reduzido por tratamento de

horménios ( HALEVY, 1963 ).

Tratando-se sementes de cereais com o mesmo herbi
cida, observou-se um estimulo na atividade de peroxidase nos
primeiros dias apds o tratamento. Este estudo foi feito, ex

traindo-se ambas as peroxidases, as livres e as iOnicamente
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ligadas, e medindo sua atividade em micromoles ae H202 con
sumido por minuto. O mesmo estudo mostrou que o aumento na
atividade de peroxidase foi paralelo com a inibig¢ao de cres
cimento. Os efeitos de EPTC no crescimento e, né atividade
foram anulados pelo antidoto de herbicidas ( N,N - dialil-

2,2 dicloroacetamida ), mas nao pelo acido indol -3 - ace-

tico ou acido giberélico ( HARVEY e col., 1975 ).

Nossos resultados in vitro mostraram que os herbi
cidas tiocarbamatos nao aumentam a atividade de peroxidase,
mas que devem interagir com algum estagio da oxidagao. No
caso pH = 3,8, onde o IA @ o maior produto ( MORITA e col.,
1967 ), o comsumo de oxigénio e mais rapido do que a forma
gao de IA, e a emissdo, indicando a acumulagao de um inter
mediario como produto da oxidagdo de IAA. Este intermedia
rio foi determinado como sendo uma espécie de hidroperoxido
que reage com a enzima feérrica para formar o composto I. A
concentragao de hidroperdoxido alcanga a metade da concen-
tragao inicial de IAA ao final do consumo de oxigénio, de-
crescendo lentamente ( NAKAJIMA e YAMAZAKI, 1979 ). A
acumulagao deste intermediario sugere a formagao de uma es
pecie excitada fora da enzima ( VIDIGAL e col., 1979 ).
Estas sugestoes foramcomprovadas por estudos mecanisticos

( NAKAJIMA e YAMAZAKI, 1979; MORISHIMA e OGAWA, 1979 ).

A fig. III.1l. mostra que o tiocarbamato nao afe-
ta marcadamente o consumo de oxigénio, mas interage com

um intermediario oxidado, indicando que o tiocarbamato. nao
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age no primeiro estagio da oxidagao de. IAA. O tiocarbamato
age possivelmente no estado estacionario da formagdao de in
dolhidroperoxido, induzindo a formagéo de maiores quantida
aes de IA e concomitantemente altas quantidades de aldeidos
excitados eletronicamente, acompanhado de sua auto-decom-

posigao em compostos mercaptos e possivelmente aminas.

A geragao de estados excitados IA via oxidacgao
enzimatica de IAA, € vista no esquema III.l. ( VIDIGAL e
col., 1975; DURAN e col.; 1976; DURAN e col., 1977)e
a desnaturagao da proteina que, como visto na fig. III.1O0,
€& bem acentuada na ferri-peroxidase a pH = 3,8. All se per
cebe que a desnaturagao & proporcional ao aumento de forma
cao de IA em seus estados excitados, e a ndo alteragao no
consumo de oxigénio ée deve a que o tiocarbamato interage
com o intermediadrio hidroperoxido, catalisando a formagao
de dioxetano ( Esquema III.2. ) e aumentando a possibili-

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

Outra possibilidade seria a da formacao de dois
intermediarios hidroperoxidos ( Esquema III.3. ), um via
a - oxidagao ( I ), e outro via oxidacdo no carbono - 3 do
anél indbdlico ( II ), este ultimo sugerido por Yamazaki
( 1973 ). Dada a possibilidade de se formar estes dois in-
termediarios hidroperdxidos, o tiocarbamato bloquearia a

formagao do intermedidrio II preferivelmente.

O fato de o tiocarbamato aumentar o numero de IA
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ligado a enzima, enquanto reduz as ligacaos ao t - RNA, po
de explicar em parte a agao de tiocarbamatos em plantas.
Houve consideraveis debates concernetes & acgao fisioldgica
da oxidagao enzimdtica de IAA ( WRIGHT e col., 1973 ).
Acredita-se que este & um hofménio em potencial e que sua
oxidagao serve como um mecanismo destrutivo necesséruapafa
evitar o sobre - crescimento fisioldgico, quando houver con
centragoes muito alta deste hormonio na planta ( RAY, 1958
GALSTON e DAVIES, 1969; MORGAN, 1964; PILET e FREGATA ,

1963 ).

In vivo, o aumento na atividade de peroxidase foi
paralelo & inibicdo do crescimento. Isto indica um prova -
vel aumento do metabolismo de IAA, o qual possivelmente,
vira a produzir descontroladamente grandes quantidades ‘de
estados excitados de IA. Em consequéncia havera fortes
modificagées a niveis de DNA e RNA ( VIDIGAL e col., 1979;
FALJONE e col., 1978; MENEGHINT e col., 1978 ) as

quais refletem como um inibidor de crescimento de plantas.

Bednar e col. ( 1979 ) sugeriu gque a atiVagéo de
auxinas por peroxidase poderia ser o mecanismo molecular en
volvido na correlagao positiva observada entre atividade de
peroxidase e crescimento em plantas. Foi observado que a
peroxidase pode produzir derivados de auxina reativos ca-

pazes de se ligar a nucledfilos celulares como o t - RNA.

Sabe~-se de gue o IA em seu estado excitado se
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liga ao t - RNA, produzindo efeitos conformacionais ( DURAN

e col., 1979 ). A ligagcao de IA ao t — RNA poderia ser uma
maneira de <controlar o crescimento em plantas, como foi
sugerido por Kobayashi e col., (1972).

Nossos experimentos em ligacgao de IA excitado com
t - RNA na presenga ou auséncia de tiocarbamato mostraram
que o herbicida diminui a fotoligag¢ao no escuro, conforme
observado por Duran e col., ( 1979 ), possivelmente em

resposta a uma maior ligagao de IA excitado na peroxidase.

Como a fotoligagao no escuro de IA com 't - RNA
possivelmente & indicagaoda funcao da aukina no crescimento
da planta ( KOBAYASHI e col., 1972 ), o efeito de tio-
carbamato seria a nivel de acido nucléico, interferindo o
tiocarbamato nesta fotoligagao, gue aparentemente agiria
como regulador'molecular de crescimento e diferenciagao in

vivo.

Este e outros fatos ( CILENTO, 1979 ) indicam que
moléculas eletronicamente excitadas geradas em sistemas bio
légicos sdao importamtes em processos normais e fisioldgicos
e.que, aparentemente, em presenga de herbicidas poderiam

ter importante papel na regulagao de crescimento.

IA
tiocarbamato
? . 4 .
Crescimento &—— t-RNA-IA < - Peroxidase-IA
WV
IA + hv

Esquema I1ITI.4
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IV. INTERAGCAO DE METABOLITOS DE INSETICIDA CARBOFURANO

FENOL COM O SISTEMA IAA/HRP/O2

IV.l. Resultados

IV.1.1. Condig¢oes experimentais para o sistema IAA/HRP/O2

Para o estudo com 0s metabolitos de carbofuranos
no sistema de degradacgao enzimatica de IAA, foram usadas
as mesmas concentragoes citadas no estudo de Lee e Chapman
( 1977 ). Os metabolitos mostraram-se bons inibidores, em
relagéo aos demais, o carbofurano fenol e ceto’carbofurano

fenol.

IV.1.2. Consumo de oxigénio

Iv.1.2.1. Carbofurano fenol

_Carbofurano fenol inibe o consumo de oxigénio.Es~
te efeito € visto pela produgao de um tempo de indugao cuja

extensao e proporcional a concentragao de inibidor. A con
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centraééo de 5 uM o tempo de inducgao chega atingir 7 mi-
nutos, enquanto que, a concentragéo de 1 uM, nao passa de
2 minutos, sendo em seguida recuperada a velocidade de con
sumo de oxigénio até ao nivel de consumo sem inibidor

( Controle ) ( Fig.IV.1l.).

IV. 1.2.2. Ceto carbofurano fenol

Ceto carbofurano fenol inibe o consumo de  oxi-
génio em concentragoes acima de 13 yM ( Fig. IV.2. ). Nes-
ta inibigao, apds curto tempo de indugao, a velocidade de
degradagao de IAA nao atinge o nivel de degradagao do con-
trole, persistindo o efeito inibidor, ao contrario do que
se verificou com o ceto carbofurano fenol. A eficiéncia des
ta inibigao diminui .com © aﬁmento da concentragao do ini
bidor, e em concentracgoes acima de 40 uM nao se verifica
aumento de inibigao do consumo de oxigénio, o qgue nos le-
vou a suspeitar de uma possivél oxidagao do ceto carbofﬁ-

ranc fenol.

A oxidagao enéimética de ceto carbofurano fenol
foi confirmada ao se verificar que o sistema ceto carbofu-
rano fenol/HR—P/O2 consome oxigénio ( Fig. IV.3. ), agindo
como um substrato de peroxidase. Os resultados =~ mOstraram
qﬁe este composto pode oxidar-se na ausencia de peroxidaée,

sO que menos eficientemente ( autooxidagio ).
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Iv.1l.3. Formagao de produtos

A formagao de produtos na degradagdao enzimatica
de IAA foi acompanhada a 262 nm em presenca dos inibido-

res, e os resultados foram idénticos aos de Lee e Chapman

( 1977 ) relatados no presente trabalho.

IV.1.4. Geragao de estados excitados .

Iv.1.4.1. Carbofurano fenol

A inibigao do sistema IAA por carbofurano fenol
taﬁbém foi observada por emissao fotaﬂica ( Fig. IV.4. )e
confirmaram os resultados obtidos no estudo com consumo
de oxigénio. A adig¢ac de inibidor a diferentes tempos apds
a adigao de IAA, mostraram a rapida interagao IAA - enzima

( Fig. IV.5. ).

Iv.1l.4.2. Ceto carbofurano fenol

A fig. IV.6. mostra inibi¢oes causadas por di-

versas concentrag¢oes de ceto carbofurano. fenol. Em con-
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Inibigao na formagao de estados excitados causado
por concentragoes de carbofurano fenol. As concen

ragoes sao as mesmas da fig. IV.1.
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iv.

MINUTOS

. Efeito da adigdo retardada de carbofurano fenol

na formacao de estados excitados. As concentra-
¢oes sao as mesmas da fig. IV.I. e o carbofura-
no fenol ( 2,0 pM ) foi adicionado ( - ) 60s,
( = ) 30s, | -0 ) 10s e ( -0~ ) degradagao en

zimatica sem inibidor.
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MINUTOS

Comportamento do ceto cargofurano fenol na emissao
fotdbnica do sistema IAA. A concentragao dos rea-
gentes & a mesma da fig. IV.l. ( -e ) 40 uM, (O )
200 pM, ( -& ) éOO pM de ceto carbofurano, (-——-)
emissoes fotdnicas do sistema ceto carbofurano fe-

nol ( 200 uM )/HRP/Oz. Controle ( IAA/HRP/OZ)( -0~ )
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centragoes abaixo de 200 uM ndo se observam alteracdes na
cinetica de emissao, ao contrario do que se observa em con

centragOes superiores a este valor.

A alteragao gue se verifica na cinetica, indica a
formagao de uma outra espécie excitada, cujo aumento & pro
porcional ao aumento da concentracdo do inibidor. A sus-
peita de que esta nova espécie excitada seja um produto da
oxidagao do ceto carbofurano fenol visto no consumo de oxi
génio,vfoi confirmada ao se verificar que o sistema ceto-
carbofurano fenol/HRP/O2 emite eficientemente nos trés pri
meiros minutos da reag¢ao, conforme pode ser visto na fig.

IV.6. ( linha tracejada }.

A tabela IV.l. mostra o incremento de emissao
guando o sistema ceto carbofurano fenol/HRP/O2 se encontra
em presenga de aceptores. O aumento de emissOes & maior

quando em presenga de aceptores antracenicos do que xan-

ténicos.

IV.1.5. Modificag¢oes causadas no espectro de absorgao de

peroxidase.

Composto I de peroxidase preparado quimicamente,
quando em presenga de carbofurano fenol e ceto carbofurano

fenol, ambos a concentracdo de 10 uM, torna-se  instavel,
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passando imediatamente para peroxidase nativa. Repetindo-
se a mesma experiencia, mas com o composto II preparado
guimicamente, quando em presenca deste metabolito,; torna

se instavel, passando imediatamente a peroxidase nativa.

69.
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IV.2. DISCUSSAO

Inseticidas carbofuranos e seus metabolitos ini-
bem a degradagao enzimatica de IAA ( LEE, 1975 ). Verifi-
cou-se que, destes compostos, o carbofurano fenol e o ce-
to carbofurano fenol sao inibidores mais eficientes em re-
lacao aos demais, e os mesmos resultados foram constatados
in vitro utilizando-se da técnica de UV ( LEE e  CHAPMAN,

1977 ).

Estudos com carbofurano fenol e ceto carbofurano
fenol mostraram que a degradacdao enzimatica de IAA & ini=-
bida quando o grupo prostético da peroxidase & retirado da
enzima, mas que pode ser recuperada a atividade gquando e}
grupo prostético for restituido por himina bovina. Logo, &
preciso ter nao sO o grupo himina para a degradagao de IAA,

mas & absolutamente necessaria a parte prostética.

Nossos estudos sobre consumo de oxigénio e emis-

sao foténica do sistema INIBIﬁOR/IAA/HRP/O mostraram que

2’
o carbofurano fenol inibe a degradagdo enzimatica de IAA e
que esta inibigao nao & persistente a pequenas concentra-
goes, sinal de que o inibidor & instavel. Semelhantes re-
sultados foram constatadds com os inibidores fenolicos,como

por exemplo, escopoletina e acido fertlico ( SIRICIS e

MILLER, 1972; GELINAS, 1973 ).
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Devido a natureza parcialmente competitiva, a inibicao da de-
gradagao de IAA por carbofurano fenol foi incompleta, ocor-
rendo desta maneira uma degradagao lehta durante o periodo
de indugao. Logo, com o.decréscimé na concentragao do inibi-
dor, que se degrada durante o periodo de indugao, ( LEE,1977)
ocorre um aumento na velocidade de degradagao de IAA, até que
esta velocidade atinja o nivel do conérole, que e o aa degra-

dagao sem o inibidor.

A rapida intera¢ao IAA - enzima foi constatada pe-
la adicao retardada de carbofurano fenol ( Fig. IV.5. ), ne-
cessitando-se de maiores concentragoes para que este metabolis

mo. possa competir com o IAA pelo sitio da enzima.

Baseados nos resultados obtidos pela técnica de UV,
Lee e Chapman ( 1977 ) classificaram o ceto carbofurano fenol
como um composto estavel, diferente de outros inibidores feno-
licos conhecidos, nao se degradando, portanto, na reacao de
oxidase de IAA. No entanto, nossas experiéncias com consumo de
oxigeénio e emissao fotdnica, mostraram que o ceto carbofurano
fenol tambem se degrada, consumindo oxigénio e emitindo consi-
deravel quantidade de energia. Aceptores antracénicos aumen-
tam muito eficientemente estas emissoes, cuja maior banda de
emissao se situa em algum valdr abaixo de 500 nm. ( possivel-

mente seria emissao de um grupocarbonilico ).

O ceto carbofurano fenol compete como o IAA pelo

sitio de ligagao, e isto e claramente visto na Fig. IV.6:
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Ali, a inibicdo causada ao sistema IAA & normal até o apare-
_cimento de uma segunda curva de emissao, indicando a existég
cia de um outro substrato, o ceto carbofurano fenol, que com
pete pelo sitio da enéima. Com aumento na concentragao de ce-
to carbofurano fenol e consequente aumento das emissoes, ve-
rifica-se paralelamente inibigao das emissoes provenientes do
sistema IAA, até predominar a emissao do sistema ceto carbo-

furano fenol.

A técnica de UV leva ao erro de se considerar o ce
to carbofuraho fenol um inibidor persistente, porquanto a de
gradagao enzimatica de IAA em presenca deste inibidor, nao
atinge o nivel de controle, mesmo a baixas concentragoes; e
isto nos leva a suspeitar que parte da enzima e destruida ou
modificada pela energia fotonica da espécie proveniente da
degradagac enzimatica do ceto carbofurano fenol. Isto mostra
que tanto o consumo de oxigénio, como o estudo de formagao de
estados excitados, dao maior informagao que simplesmente um

estudo de UV na formagao de produtcs.

Estudos feito com cinética diferencial de HRP a
400nm mostraram que o tempo de indu¢ao persiste por toda a
duragao da experiéncia e que o aumento a 420 nm & insigni-
ficante se comparado com a cinéticé de outros inibidores fe-
ndlicos ( LEE, 1977 ), o que reforca nossa idéia de que a
enzima & destruida pela energia fotdnica. Mudangas espectrais
sao observadas quando a peroxidase & irradiada por . luz do

mesmo comprimento de onda que a emitida pela degradagao enzi-
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matica de IAA ( VIDIGAL e col., 1975 ).

Um possivel mecanismo para a degradagao enzimatica
de ceto carbofurano fenol e possiveis produtos formados & su
gerido no esgquema IV.1. Das duas possibilidades apresentadas
para a ciclizagao, a segunda € menos indicada para explicar
as emissoes fotdnicas, pois a cilizagao em anéis de  cinco
membros envolvem menos energia, néo justificando as emissoes

Observadas.

Por este trabalho fica demonstrado que por uma com
binagao de estudos sobre consumo de oxigénio, formacgao de pro
dutos e formacao de estados excitados, obteremos maiores in-
formagoes acerca de processos enzimaticos onde ocorrem o=

oxidagao.
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V. COMENTARIOS

O estudo de processos enzimaticos, capazes de produ
moléculas eletronicamente excitadas, tem permitido determinar
os possiveis mecanismos em processos bioldgicos. O tema cen-
tral desta tese esta baseado nos métodos e técnicas desenvol-

vidas nesta nova area.

O sistema enzimatico escolhido foi o de metabolismo
de auxinas, onde o acido indol - 3 - acético desempenha im-
portante papél no crescimento de plantas. Este sistéma modelo
permite estudar in vitro o efeito de inibidores ou catalisado
res de interésse bioldgico como por exemplo os defensivos agri
colas como 0os tiocarbamatos e carbofuranos, que sao o motivo

central desta tese.

Através de estudos de consumo de oxigénio, formacgdo
de produtos, o indol - 3 - aldeido, e formagdo de estados ex-

citados, chegou-se a seguintes conclusodes:

Tiocarbamatos

(i) Nao alterou o passo oxidativo do processo enzi-
matico, mas se interaéiona com o intermediario
indol-hidroperdxido. Logé nao altera o consumo
de oxigénio, mas sim a formag¢ao de produto. Fo-

ram propostos mecanismos possiveis.



(ii)

(iii)

(iv)

(vi)
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sao decompostos em tioles, CO, e possivelmente ami

2
nas.
Transformam o composto I para composto I1I de pero-

xidase.

Os tiocerbamatos diminuem a fotoligagao no escuro
de indol - 3 - aldeido no t - RNA, processo que
aparentemente & importante no crescimento de plan
ta. Sugere-se que este seja o mecanismo dos herbi-
cidas tiocarbamato a nivel celular: a diminuigao
de ligagao ao t -~ RNA acarretaria inibicao do cres

cimento.

O método de emissao foténica da informagao rapida
do comportamento de tiocarbamatos sobre processos
o — oxidativos em plantas e pré-correlaciona com
os outros métodos, consumo de oxigénio e formacgio
de produto. Tendo em vista a baixa concentragao
de tiocarbamato usados e a sensibilidade dos apa-
relhos disponiveis, este poderia seraplicado em tér

mos analiticos.

Tiocarbamatos reagem rapidamente com corantes xan-
ténicos a pH adequado, observado através de supres
sao de fluorescéncia dos xanténicos. Poderia  ser
um método potencial de deteccao de tiocarbamatos em

meios agquosos.



Carbofuranos
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(1)

{i1)

(iii)

(iv)

Sao inibidores competitivos do sistema enzimatico

12A/HRP/O,

Os carbofuranos estudados sao degradados durante a
reagao enzimatica. O ceto carbofurano fenol na sua
degradagao produz um produto eletronicamente exci-

tadao.

Os carbofuranos transformam o composto I e compos-

to II para enzima nativa.

0 método de emissao fotOnica mostrou-se muito sen-—
sivel para o estudo dos carbofuranos e poderia ter

uma potencialidade analitica.
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