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RESUMO

Peroxidase de raiz forte (HRP) € uma enzima que apresenta a ferro protoporfirina IX
como centro catalitico. A reagcdo com perdxidos converte a enzima nos
intermediarios de alta valéncia, Compostos | e Il, os quais sdo capazes de oxidar
diversas moléculas inorganicas e organicas tais como iodetos, brometos, ascorbato,
ferrocianeto, citocromo c, aldeidos, fendis, a forma leuco de muitos corantes e o
proprio peroxido. A oxidagdo dessas moléculas pelos intermediérios de alta valéncia
da HRP restaura o estado de oxidagdo nativo da enzima e completa seu ciclo
catalitico. Neste estudo, utilizando espectroscopia de absorcao eletrbnica e
ressonancia paramagnética eletronica, foi caracterizada a capacidade dos agentes
fotorredutores: azul de metileno (MB*) e duas imidas aromaticas, N,N’-di(2-
fosfonoetil)-1,4,5,8-naftalenodiimida (DPN) e N-dodecil-N’'-(2-fosfonoetil)-1,4,5,8-
naftalenodiimida (DMPN) de acelerar o ciclo catalitico da HRP com o consequente
aumento do consumo de perdxido. Para as imidas aromaticas o efeito das micelas
de CTAB (brometo de cetil trimetil amdnio) na reducao dos intermediarios de alta
valéncia de HRP foi também investigado. As micelas de CTAB aumentam a
eficiéncia catalitica da HRP na presenca e na auséncia de DMPN. Sobre irradiacao,
os estados tripletes de MB* e DMPN sao capazes de abstrair elétrons de moléculas
no estado fundamental e/ou da propria enzima e formar o correspondente radical
neutro e anibnico, respectivamente. Essas espécies, por sua vez, sdo capazes de
reduzir os intermediarios de alta valéncia da enzima completando seu ciclo catalitico.
Similarmente a um cofator enzimatico, ambos os agentes fotorredutores sao
capazes de serem reciclados em sucessivos ciclos redox, porém, MB® sobre
progressivo bleaching devido ao ataque de espécies reativas secundarias. Sistemas
fotoenzimaticos como estes sao interessantes modelos para estudos do mecanismo
catalitico da HRP e podem ter aplicacdo em nanotecnologia para o desenvolvimento
de biossensores, biocatalizadores em tratamento de efluentes, sistemas geradores
de radicais livres para efetuar modificagcbes em polimeros alterando suas
propriedades e na producao de novas moléculas.

Palavra-chave: Ciclo da HRP. Azul de Metileno. Imidas Aromaticas. Espécies
Tripletes. RPE.



ABSTRACT

Horseradish peroxidase (HRP) is an enzyme that exhibits the ferriprotoporphyrin IX
as the catalytic center. The reaction with peroxides converts the enzyme to the high
valence intermediates Compound | and Il that are able to oxidize inorganic and
organic molecules such as iodide, bromide, ascorbate, ferrocyanide, cytochrome c,
phenols, aldehydes, the leuco form of many dyes and also the peroxides. The
oxidation of these molecules by HRP high valence intermediates restore the native
oxidation state of the enzyme and completes the catalytic cycle. In this study, by
using electronic absorption spectroscopy and electron paramagnetic resonance
techniques, it was characterized the capacity of photoreducing agents: methylene
blue (MB") and two aromatic imides N,N’-di(2-phosphonoetil)-1,4,5,8-
naftalenodiimide (DPN) and N-dodecil-N"-(2-phosphonoetil)-1,4,5,8-naftalenodiimide
(DMPN) to accelerate the rate of HRP catalytic cycle with consequent improvement
of the peroxide consumption. For the aromatic imides the effect of CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) micelles on the HRP reduction was also
investigated. CTAB micelles improved the catalytic efficiency of HRP towards
peroxides in the presence and absence of DMPN. Under irradiation, the triplet states
of MB* and DMPN are able to abstract electrons from a ground state pair and/or HRP
to form the corresponding neutral and anionic radical, respectively. These species, in
turn, reduce the high valence states of the enzyme leading the cycle to the
completion. Similarly to an enzyme cofactor, both the photoreducing agents are able
to be recycled in successive redox cycles but MB* suffer progressive bleaching due
to the attack of reactive secondary species. These photochemical systems are
interesting models for the study of HRP catalytic mechanisms and could be applied in
nanotechnology to develop biosensors, biocatalysts for effluents, free radical systems
to modify polymers and to produce new molecules.

Key-Words: HRP cycle. Methylene blue. Aromatic Imides. Triplet species. EPR.
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1. Introducao

A necessidade de aprimorar o desenvolvimento de novos produtos e
processos, de racionalizar as formas de utilizacdo de energia e de desenvolver
métodos de obtencao de produtos com impacto menos agressivo ao meio ambiente,
tém levado a inovacbes tecnolégicas (ZAMARAEV, 1997). Estudo de sistemas
fotoenzimaticos, como o apresentado no presente trabalho, pode contribuir como
uma importante ferramenta para a nanobiotecnologia, mais precisamente para o
desenvolvimento de biossensores e para a degradacao de peroxido de hidrogénio.

O desenvolvimento de biossensores iniciou-se ha cerca de duas décadas e
atualmente encontra-se em plena etapa de expanséo, com investimentos milionarios
no setor. Um biossensor € um dispositivo no qual se incorpora uma substancia (ex:
uma enzima, um anticorpo, uma proteina, DNA, etc) para poder medir de modo
seletivo, determinada substancia. Um exemplo seria a medida da quantidade de
chumbo ou de bactérias na agua, ou a quantidade de toxinas presentes nos
alimentos. Este dispositivo é capaz de interpretar as mudangas quimicas produzidas
em presenga do composto bioldgico, originando um sinal eletrénico capaz de ser
interpretado em poucos minutos. Os biossensores revelam grandes perspectivas
guanto a sua utilizacdo no monitoramento on line de efluentes (e outra matrizes de
interesse), possibilitando uma rapida adaptagdo nos processos de tratamento. A
incorporacao de moléculas com atividade biolégica em metodologias analiticas tem
aumentado sensivelmente nos ultimos anos, obtendo sucesso nos mais variados
procedimentos analiticos. Biossensores, € no caso especifico, sensores de peréxido
de hidrogénio, podem ser utilizados em industrias farmacéuticas e alimenticias em
qgue o perodxido € um possivel efluente industrial. Os biossensores representam uma

ferramenta promissora para suplementar as técnicas existentes, devido suas
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caracteristicas Unicas, tais como: seletividade, baixo custo relativo de construcao de
equipamentos simples e portateis para uma rapida analise de monitoramento no
campo on site. Entretanto, é necessario enfatizar que os principais problemas no
desenvolvimento de biossensores sdo a estabilidade da biomolécula e o tempo de
resposta. Dessa forma, neste trabalho caracterizamos mediadores que podem
reduzir o tempo de resposta e corroborar para a estabilidade da enzima (LEITE et

al., 2003; HALLDORSON et al., 2003).

1.1. Peroxidases

O nome peroxidase refere-se a uma importante classe de enzimas cuja
especificidade € clivar perdxidos organicos ou perdxido de hidrogénio (GASPAR et
al., 1982). As peroxidases sao enzimas que tém em comum a presenca do grupo
prostético heme (DUNFORD, 1999), a ferro Protoporfirina IX (Fig. 1), como centro
catalitico (NELSON e COX, 2000), sendo que a natureza do ligante axial e alguns
detalhes do mecanismo de reacdo sédo bastante diferentes (LIPPARD e BERG,
1994).

Duas formas cataliticamente ativas das peroxidases sao intermediarias de alta
valéncia Composto | (Porfirina 1 cation Fe*=0) e Composto Il (Porfirina Fe*=0)
produzidas pela clivagem de peréxidos organicos ou peréxido de hidrogénio

(DUNFORD, 1999).
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Figura 1. Representacédo do grupo Heme.

As peroxidases estdo presentes em todos os animais e plantas e devido a
capacidade de clivar peroxido de hidrogénio exibem importante funcao antioxidante,
pois o peréxido de hidrogénio ao reagir com metais como o ferro e o cobre (reacao
de Fenton) produz o radical hidroxil, uma espécie altamente reativa e, portanto,
deletéria para a célula. Por acdo de peroxidases como a catalase e a glutationa-
peroxidase, esta Ultima que utiliza a glutationa (GSH) como agente redutor, o
peréxido de hidrogénio é degradado em agua e em oxigénio molecular (RAHMAN e
BISWAS, 2006).

Nas plantas, as peroxidases além de catalisarem a clivagem do peréxido de
hidrogénio, participam também da biossintese de lignina, (GRISEBACH, 1981;
STRACK, 1997) incorporacdo de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina a parede
celular (TENHAKEN et al., 1995), destruicdo peroxidativa do acido indolacético e de

outros reguladores de crescimento (BARZ et al., 1981).
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As diversas reacgdes catalisadas por peroxidases ocorrem em diferentes locais
da célula e acredita-se que a localizacdo destas enzimas depende das reagdes que
catalisam.

Existem 3 classes de peroxidases (HINER et al., 2002):

e Classe | sdo enzimas intracelulares, incluindo citocromo c¢ e ascorbato
peroxidase de plantas.

e C(Classe Il inclui a peroxidase de secrecao de fungo como a lignina peroxidase
(LiP) que possui como principal funcédo degradar a lignina.

e Classe lll inclui peroxidases secretadas por plantas, como a HRP; essas
peroxidases sdo enzimas biossintéticas envolvidas no processo de formacgao
da parede celular e lignificacéo.

Em diversas plantas tem sido descrito o aumento dos niveis de peroxidases
durante situacoes de estresse. As peroxidases fazem parte da primeira linha de
defesa da planta e aumentam sua atividade em diversas situacdes de estresse para
a planta como exposicdao ao ozénio (CASTILHO e GREPPIN, 1986), poluicdo
(HEATH, 1980; CASTILHO e GREPPIN, 1987), radiagdo (FRYLINCK et al., 1987),
desordens nutricionais (LEIDI et al., 1987), ferimentos (LAGRIMINI e ROTHSTEIN,
1987; ESPELIE, et al, 1988), infeccoes (FRYLINCK et al, 1987), salinidade
(CHANG et al., 1981) e envelhecimento (HAZELL e MURRAY, 1982).

As peroxidases sao consideradas também como uma das principais enzimas
responsaveis pelo catabolismo do fitohormbnio |IAA nas plantas superiores,
sugerindo sua importancia na regulagdo do crescimento das plantas (EVERSE e

GRISHAM, 2000).
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As peroxidases ja estudadas possuem como base um mesmo ciclo catalitico

que consiste de trés etapas distintas e irreversiveis, chamado de ciclo das
peroxidases (DUNFORD, 1992).

A enzima no estado férrico liga-se de forma reversivel a um peréxido ROOH,
forma o complexo conhecido como Composto 0 (PorFe(lll)-OOR) (BAEK et al.,
1989), o qual cliva o peréxido em um processo que envolve transferéncia de dois
elétrons e gera o intermediario conhecido como Composto | (Por® * Fe(lV)=0). O
Composto | pode abstrair um unico elétron oxidando uma segunda molécula de
peréxido ou qualquer outro agente redutor para formar o Composto Il (PorFe(1V)=0)
(CASTILHO e GREPPIN 1986). Quando o perdxido utilizado é o perdxido de
hidrogénio (HOOH), a reacao do Composto Il com mais HOOH forma Composto I,
um complexo entre peroxidase férrica e ion superoxido, conhecido como
oxiperoxidase (PorFe(lll)O, * «<» PorFe(l1)O2). O Composto Il também pode receber
um elétron e voltar a sua forma nativa (PorFe(lll)), completando o chamado ciclo das
peroxidases.

Trabalhos da literatura tém mostrado que os prétons, na regiao distal do sitio
ativo do grupo heme, influenciam a formacao das espécies cataliticas reativas, tanto
nas peroxidases como no citocromo P450 (SAVENKOVA et al., 1988). Em HRP, a
Hist42 age como um catalisador &cido/base que favorece o desprotonamento do
hidroperdxido no sitio ativo da enzima (Composto 0) e sua subseqlente clivagem
heterolitica (SAVENKOVA et al., 1988; SMITH e VEITCH, 1988). Portanto, o
desprotonamento do hidroperéxido é uma etapa crucial no ciclo catalitico das
peroxidases e do citocromo P450. O esquema a seguir mostra o ciclo catalitico das

peroxidases e o papel da histidina no processo.
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Esquema 1. Ciclo catalitico das peroxidases. A enzima em sua forma nativa liga-se a um
peréxido, e forma o Composto 0, o qual cliva o peréxido em um processo que envolve a
transferéncia de dois elétrons e gera o Composto |. Este abstrai um elétron oxidando um
agente redutor para formar Composto Il. Na presenca de um agente redutor o Composto |l
recebe um elétron e volta a sua forma nativa, completando o ciclo das peroxidases.

A cinética enzimatica das peroxidases difere da cinética enzimatica classica,
uma vez que esta considera os fundamentos de reacbes reversiveis entre o

complexo, enzima-substrato, e o conceito de estado estacionario, apresentados por

MICHAELIS e MENTEN, 1913, e BRIGGS e HALDANE, 1925, respectivamente.
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Esses conceitos causam confusdo no ciclo catalitico das peroxidases devido a
ocorréncia de reacao irreversivel e a dificuldade de detectar o complexo enzima-
substrato.

O comportamento da catélise enzimatica envolvendo dois diferentes
substratos ndo era bem entendido até 1953, quando ROBERT ALBERTY, 1953,
estabeleceu o seguinte mecanismo: um substrato se liga, seguido pelo surgimento
do primeiro produto. Uma enzima modificada é o resultado, na qual o segundo
substrato se liga, seguido pelo surgimento de segundo produto. Este mecanismo
ficou conhecido como “ping-pong” por CLELAND, 1990, e esta representado no
esquema 2. O mecanismo “ping-pong” convencional é reversivel. Uma conseqiéncia
da reversibilidade € que ha um limite superior finito na velocidade da reacdo. A
cinética de peroxidases € similar a cinética “ping-pong’, com excecao da
irreversibilidade, o que implica em ndo haver limite superior na velocidade da

reacao.

>
~
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o

E  EA F  FB E

Esquema 2. Mecanismo “ping-pong”. Caminho da reagéo: o substrato A reage com a
enzima E modificando-se a forma F. A enzima modificada (F) reage com o segundo
substrato (B) formando Q e libera a enzima em sua forma nativa (E) (DUNFORD, 1999).

As reacdes do ciclo catalitico das peroxidases podem ser representadas
como um mecanismo “ping-pong” irreversivel (esquema 3). Para que a reacao

aconteca, a enzima e o substrato devem colidir e formar um complexo, no caso de
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reacdes irreversiveis, a velocidade de reacdo neste complexo € muito rapida,
quando comparada as reacgdes reversiveis. Dessa maneira, o equilibrio entre

reagentes e produtos ndo pode ser estabelecido.

HVG AH\/A Ai/
I o

Mativa

Nativa

Esquema 3. Ciclo das Peroxidases representado na forma de mecanismo “ping-pong’.
Como o complexo enzima-substrato possui um tempo de vida muito curto, ndo é possivel
detecta-lo, o que se observa é a formacao do produto. No esquema, Nativa refere-se a
peroxidase em seu estado nativo, | € o Composto | e Il € o Composto || (DUNFORD, 1999).

1.2. Peroxidase de Raiz Forte

A Peroxidase de Raiz Forte, HRP, mostrada na Figura 2, € uma hemoproteina
extraida da Amoracia rusticana, uma raiz de plantas cultivadas em regides
temperadas com grande valor na culinaria como molho ou tempero. A producéo de
HRP ocorre relativamente em larga escala por causa de sua vasta gama de
aplicacdes comerciais. Destacam-se a biodegradacédo de efluentes na industria de
papel e celulose e compostos fendlicos (ORTIZ DE MONTELLANO, 1992; VEITCH e
SMITH, 2001; DUNFORD, 1999; MAEDA et al., 2002; KRIEG e HALBHUBER,
2003), oxidagao de toxinas devido ao peréxido (FOLKS e WARDMAN, 2004; FOLKS
et al., 2006) e biossensores de perdxidos de hidrogénio (LI et al., 2008; SCHMIDT et
al., 2008), entre outras aplicagdes clinicas e biomedicinais (DESHPANDE, 1996;
KASAI et al., 2002). A massa molecular da HRP é 44000 Da, incluindo a cadeia
polipeptidica (33890 Da), um grupo heme oxidado, mais Ca*? (aproximadamente 700

Da), e uma cadeia polissacaridica (9400 Da). A HRP apresenta as seguintes
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caracteristicas: histidina 170 como quinto ligante do ferro heminico; dois ions calcio
(distal e proximal) respectivamente heptacoordenados com Asp43, Asp50, Ser52,
Val46, Gly48, H.O e Thr171, Asp222, Thr225, Asp230, 11e228 e sitios de glicosilacao
nos residuos de asparagina 13, 57, 158, 186, 198, 214, 255 e 268 que ocupam
regides de loop da estrutura protéica. No processo catalitico destacam-se os
seguintes residuos de aminoacidos:

Arg38 — essencial na formacgao e estabilizacdo do Composto |;

Phe41 — possibilita 0 acesso do substrato ao oxigénio ferril do Composto |;

His42 — essencial na formagdo do composto | e na estabilizacdo de substratos
aromaticos;

Asn70 — mantém o carater basico da His42;

Pro139 — participa da estrutura ‘Pro X Pro’ (Pro139, Ala140, Pro141, na HRPC), a

qual é conservada em peroxidases de plantas (VEITCH, 2004).

Figura 2. HRP. A esquerda raiz forte. A direita representacgéo estrutural em trés dimensdes
da peroxidase de raiz forte (HRP) (VEITCH e SMITH, 2001).



24

O espectro 6ptico de HRP nativa, HRP Composto | e HRP Composto Il esta
representado na Figura 3. O grupo heme é um forte croméforo (DUNFORD e BRIAN,
2005), dessa forma, a enzima em seu estado nativo apresenta o maximo de
absorbancia (banda Soret) em 403 nm e um “ombro” em 380 nm (caracteristico da
quinta coordenacado do Fe (lll)). Quando a HRP nativa é convertida em HRP
Composto |, a absortividade do pico da banda Soret em 403 nm diminui
aproximadamente pela metade (detectado por stop flow). A formacdo de HRP
Composto Il é acompanhada por um deslocamento batocrémico, ou seja, a banda
Soret € deslocada de 403 nm (HRP nativa e HRP Composto I) para 420 nm.
Segundo DUNFORD, 2005, quando menos de 100% da enzima é convertida a HRP
Composto Il, a banda Soret em 420 nm apresenta menor intensidade de absorcao
gque a enzima em sua forma nativa. Outra caracteristica da formacdo de HRP
Composto Il sdo os picos de absorcao em 527 e 554 nm. Esta forma da enzima é

mais estavel que HRP Composto | e mais facil de caracterizar (RAKHIT et al., 1976).
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Figura 3. Espectro 6ptico de HRP nativa, HRP Composto | e HRP Composto I (DUNFORD,
1999).

Embora a HRP venha sendo empregada em biossensores (LI et al., 2008;
SCHMIDT et al., 2008), estudos basicos sobre o tempo de seu ciclo catalitico, sdo
ainda raros na literatura. Assim, o estudo realizado neste trabalho foi importante

para compreender o ciclo catalitico dessa enzima na presenca de moduladores

fotoquimicos.

1.3. Azul de Metileno

O azul de metileno (esquema 4) é um corante fotosensibilizador que possui
interessantes caracteristicas fotoquimicas. Apresenta alto rendimento quéntico de
cruzamento intersistema, exibindo assim, a espécie triplete com um longo tempo de
vida intrinseco e, consequentemente, apresenta baixo rendimento quéantico de
fluorescéncia. O estado triplete de MB* possui a capacidade de fotosensibilizar
oxigénio molecular por transferéncia de energia e gerar oxigénio singlete (MUROV et

al., 1993; SEVERINO et al., 2003). Por causa dessas caracteristicas, este corante
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tem sido usado em uma variedade de aplicagdes fotoquimicas, tais como, conversao
de energia solar (CHAN e BOLTON, 1980; MISRAN et al, 1994) e terapia

fotodindmica (WAINWRIGHT et al., 1997; MIELLISH et al., 2002).

N
N
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Esquema 4. Estrutura molecular do Azul de Metileno.

O azul de metileno € também conhecido por formar agregados que podem ser
caracterizados espectroscopicamente. A Figura 4 representa o espectro de absorcao

das formas monémero e dimero do corante (OHLINE et al., 2001; JUNQUEIRA et

al., 2002).
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Figura 4. Espectro de absorgédo das formas monémero e dimero (linha pontilhada)
de 30 uM de MB* (JUNQUEIRA, et al., 2002).
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Na forma agregada o estado triplete do MB* é capaz de remover elétrons de

outra molécula do corante no estado fundamental e gerar o par: radical neutro (MB®)

/ cétion radical (MB**'). Os espectros transientes, obtidos por meio de flash fotélise,

do corante na forma triplete, radical neutro e cation radical estdo representados na

Figura 5.
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Figura 5. Espectro transiente das espécies fotoexcitadas do corante. *MB*, MB;,
MB2*™, representam MB ftriplete, radical neutro e cation radical, respectivamente
(SEVERINO et al., 2003).

O radical neutro (MB’) é um agente redutor ja identificado como capaz de

reduzir o ferro heminico de citocromo ¢ (Esquema 5) (ESTEVAM et al., 2004).

| |
CH, CH,

HSC\N@[SD\N/CHS + cytcFelll ———scytcFell + HBC\NLIS Ny -CHs
|
(IJH3 CH,

MB’ MB+

Esquema 5. Reducéo de citocromo ¢ por MB®.
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Por essas razdes, o azul de metileno tem grande potencial para atuar como

redutor fotoquimico dos estados de alta valéncia de HRP.

1.4. 1,4,5,8-naftalenodiimida (NDI)

1,4,5,8-naftalenodiimidas (NDI) sdo compostos aromaticos com propriedades
fotofisicas e eletroquimicas muito estudadas (VIEHBECK et al., 1990; PENNEAU et
al., 1991; GREENFIELD et al, 1996; AVELINE et al., 1997; RODRIGUES et al.,
1999). Uma das caracteristicas mais marcantes das NDI € a sua facilidade de
reducdo, gerando radicais livres relativamente estaveis. A redugédo das NDI pode ser
realizada através de métodos quimicos (PENNEAU et al, 1991), fotoquimicos
(VIEHBECK et al., 1990; GREENFIELD et al., 1996; AVELINE et al, 1997;
RODRIGUES et al., 1999) ou eletroquimicos (VIEHBECK et al., 1990). Devido a esta
facilidade de formacéo de radicais, existe um interesse muito grande no emprego de
NDI na construgdo de novos materiais. Materiais contendo radicais livres tém
diversas aplicacdes potenciais, como por exemplo, em condutores organicos
(MILLER et al., 1993), em sistemas para fotossintese artificial (CLELAND, 1990),
como corantes de laser (PENNEAU et al., 1991), entre outras. Na area biolégica,
tem-se estudado o uso das NDI na terapia fotodinamica contra o cancer (AVELINE
et al.,, 1997), o que também esté relacionado com a formacao de radicais livres.

BROCHSZTAIN et al., 1999, tém estudado as propriedades de diferentes NDI,
notadamente os derivados N,N’-dibutil-1,4,5,8-naftalenodiimida (DBN) e N,N’-di(2-
fosfonoetil)-1,4,5,8-naftalenodiimida (DPN). Devido aos grupamentos butila, a imida
DBN é um composto apolar, soluvel em solventes organicos (como o cloroférmio) e

essencialmente insoluveis em agua. A imida DPN, por outro lado, é substituida com
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grupamentos fosfonatos, o que a torna razoavelmente soluvel em &gua, mas
insoluvel em solventes apolares. A imida N-dodecil-N'-(2-fosfonoetil)-1,4,5,8-
naftalenodiimida (DMPN), é uma imida assimétrica, que possui de um lado um
substituinte hidrofdbico (grupo dodecil), como no DBN, e do outro um substituinte
hidrofilico (acido fosfénico), analogo ao DPN. Desta forma, o composto DMPN & um
composto anfifilico, sendo estruturalmente relacionado com ambos os compostos
DBN e DPN. As estruturas de DBN, DPN e DMPN estao representadas no esquema

6.

PO, FO,
[|:CH2)3CH3 KI
0. HN. O 0. N 0O 0. N .0
0 hlr 0 ki Sy OE !Nli
(CHZ)sCH; H (CHz)11CHs
FO,”
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Esquema 6. Estrutura molecular das NDI.

Independente dos substituintes que alteram a solubilidade, as diimidas
aromaticas (NDI) apresentam as seguintes propriedades fotofisicas e fotoquimicas:
comprimento de onda de maxima absorcdo em 383 nm, comprimento de onda de
maxima emissdo em 393 nm; rendimento quantico de fluorescéncia de 0,001,
primeiro potencial de reducao de -0,50 V e segundo potencial de reducéao de -1,03
(VIEHBECK et al, 1990). O espectro de absorcdo UV-visivel da NDI estd

apresentado na Figura 6 (MARCON, 2008).
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Figura 6. Espectro de absorgdo da imida DPN em agua (MARCON, 2008).

De forma similar ao que foi observado para citocromo ¢, o estado excitado de
N,N’-di(2-fosfonoetil)-1,4,5,8-naftalenodiimida (DPN) (CAMPQOS et al., 2004) e de N-
dodecil-N'-(2-fosfonoetil)-1,4,5,8-naftalenodiimida (DMPN) (FIGUEIREDO et al.,
2005) podem reduzir HRP Composto Il ao seu estado nativo e acelerar o ciclo

catalitico da enzima.

1.5. Surfactantes e Micelas

A interacdo entre surfactante e proteinas pode causar modificacdes nas
estruturas secundéaria e terciaria e assim influenciar em sua funcao catalitica
(GEBICKA e GEBICKA, 1999).

As moléculas de surfactante sdo moléculas anfifilicas, ou seja, possuem duas
regides distintas: uma delas apolar e outra polar ou idénica. Os surfactantes podem
ser neutros ou ibnicos. Os ibnicos podem ser catidnicos, anidnicos ou, ainda,

anfoéteros, quando ambas as cargas estdo presentes no surfactante neutro. A parte
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apolar pode diferir no comprimento, conter ligacdes insaturadas e/ou possuir duas
ou mais cadeias carbénicas.

ApGs certa concentracao (concentracao micelar critica - CMC), as moléculas
do surfactante, em solucdo aquosa, passam a se agregar sob a forma de micelas,
agregados que apresentam um nucleo apolar, devido as “caudas” hidrofobicas do
surfactante, que sdo mantidas afastadas das moléculas de agua e uma superficie
polar, formada pelos grupos hidrofilico do surfactante, que interage com as

moléculas de agua do meio, como representado no esquema 7.

Esquema 7. Formacao de um agregado micelar. A. Abaixo da CMC: prevaléncia de
monémeros. B. Acima da CMC: prevaléncia de micelas.

Em concentragdes acima da CMC, as micelas possuem um didmetro entre 3-
6 nm o que representa de 30-200 monémeros. A CMC depende da estrutura do
surfactante (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das condi¢cdes experimentais
(forca ibnica, contra-ions, temperatura, etc). As micelas séo, portanto, agregados
termodinamicamente estaveis, formados espontaneamente por compostos anfifilicos
acima de uma determinada concentracdo e em uma determinada condicdo de
temperatura (PELIZZETTI e PRAMAURO, 1985).

As micelas sado desconstituidas pela diluigio com &gua quando a
concentragdo do tensoativo se torna abaixo da CMC. O processo de formagao dos

agregados ocorre num intervalo pequeno de concentracées, e pode ser detectado
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pela variagdo brusca produzida em determinadas propriedades fisico-quimicas da
solucdo em fungdo da concentracdo do tensoativo como a tensdo superficial,
pressdo osmotica e condutividade (sé para tensoativos idnicos) (MANIASSO, 2001).

A dissolucado de um tensoativo em agua provoca o surgimento de interagcoes
desfavoraveis entre sua parte apolar e o solvente, devido a: (i) alta tensao interfacial
agua/hidrocarboneto, (ii) estruturacao das moléculas de agua ao redor da cadeia
hidrofébica e (iii) diminuicdo nos graus de liberdade da cadeia hidrofébica

(TANFORD, 1991; MOROI, 1992).

Os monbmeros dos tensoativos tendem a adsorver nas interfaces (liquido-
vapor, liquido-sélido ou liquido-liquido), de modo a reduzir a energia livre total do
sistema (GAINES, 1996; TIEN, 1974). Nessa adsorcdo, as cadeias de
hidrocarbonetos ficam voltadas para fora da solugdo e os grupos hidrofilicos
permanecem na interface aquosa (ELWORTHY, 1968).

No fendmeno de adsorcdo, ocorre a substituicio de moléculas de agua
presentes na interface pelo grupo hidrofébico do tensoativo. Como as forcas
intermoleculares de atracdo entre uma molécula de agua e um grupo apolar sao
menores do que entre duas moléculas de agua, reduz-se o poder de contracao da

superficie, ou tenséo superficial (ATTWOOD e FLORENCE, 1983).

O numero de monémeros adsorvidos na superficie determina a extensao do
abaixamento da tensao superficial. Apdés a saturacdo na interface solucao-ar,
aumentando-se ainda mais a concentracao do tensoativo, os monémeros presentes
no seio da solugdo comegam a associarem-se em dimeros, trimeros, tetrameros, o

que elimina uma parte do contato agua/éleo, diminuindo a energia livre do sistema.

O nucleo micelar € semelhante a uma goticula de hidrocarboneto liquido

(MANIASSO, 2001). O nucleo é envolvido pela camada de Stern, que contem os
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grupos idénicos e também 50 a 80% dos contra-ions, conferindo a micela uma carga
residual. A camada de Stern é envolvida por uma dupla camada elétrica difusa,
denominada de dupla camada de Gouy-Chapman e que contém os restantes dos
contra-ions solvatados (PELIZZETTI e PRAMAURO, 1985). Os contra-ions contidos
nesta e na camada de Stern, podem trocar de posi¢cdo com os ions da solu¢ao, pois
ambos se encontram em equilibrio (FENDLER e FENDLER, 1975). O esquema 8

representa esquematicamente uma micela aquosa.

Fase aguosa

Contra-ions

Capa de Gouy-Chapman

| Capa de Stern
- ——
Mucleo

Esquema 8. Representacao esquematica de uma micela aquosa (TANFORD,
1991).

Varios modelos foram propostos na tentativa de explicar as propriedades e
caracteristicas das micelas. O modelo mais aceito, € o modelo de Dill e Flory, o qual
leva em consideracdo a mobilidade das cadeias carbénicas. As caracteristicas das
micelas de acordo com este modelo sdo: (i) em média todos os grupos apolares do
tensoativo micelizado estdo no nucleo micelar. (i) os grupos polares ib6nicos e a
agua sao quase totalmente excluidos do nucleo micelar. (i) os grupos hidrofébicos
apresentam desordem conformacional (no estado liquido) e preenchem o nucleo

micelar com densidade aproximadamente igual a dos n-alcanos liquidos. (iv) a
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interface agua-grupos hidrofébicos é da ordem de alguns A e (v) a camada contendo
0s grupos polares € pouco rugosa (GRUEN, 1985).

As micelas de cetil trimetii ambénio, CTAB, possuem as seguintes
caracteristicas, sua formula molecular é CHj3(CH.)1sN*(CH3)3Br, sendo seu peso
molecular aproximadamente 363,9 g/mol, € um surfactante monocaudado catidnico,
possui numero de agregacao aproximadamente igual a 100 e sua CMC em agua
pura é de aproximadamente 0,9 mM (DEGIORGIO e CORTI 1985).

A literatura mostra que a associacdo de micelas de CTAB com
microperoxidases forma um agregado supramolecular com propriedades de
peroxidase, sendo que o nucleo micelar mimetiza o bolsédo hidrofébico ocupado pelo
grupo heme nas peroxidases (PRIETO et al., 2004a; PRIETO et al., 2004b). A
interface alcalina proporcionada pela micela catibnica também favorece a reacéo,
pois 0s protons constituem inibidores competitivos da enzima. A influéncia das
micelas de CTAB sobre diferentes porfirinas (GUANDINI et al, 1999) tem sido

estudada. Dessa maneira, esse surfactante pode interferir no ciclo catalitico da HRP.

1.6. Justificativa

Pelo que foi anteriormente exposto podemos observar que apesar de haver
estudos sobre a reagcdo de HRP com inumeros substratos redutores quimicos, a
literatura carece de estudos envolvendo redutores fotoquimicos, tais como, os com
citocromo ¢ na presenca de MB" (ESTEVAM et al., 2004) e imidas aromaticas
(CAMPOS et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2005). Além disso, ha poucos trabalhos
do comportamento do ciclo catalitico da enzima em meio heterogéneo. Dado o

amplo potencial de aplicacao destes sistemas em biotecnologia, o presente trabalho
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caracteriza sistemas cataliticos formado por HRP frente a mediadores fotoredutores

e a catélise em meio heterogéneo.
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2. Objetivos

Este trabalho tem por objetivo a caracterizacao e a construcdo de modelos do
ciclo catalitico da peroxidase de raiz forte (HRP) na presenca de agentes redutores
ativados fotoquimicamente. Os agentes fotorredutores utilizados foram o azul de
metileno, MB", e as imidas aromaticas, DPN e DMPN. No caso das imidas
aromaticas foi também realizado um estudo comparativo em meio homogéneo e
heterogéneo de micelas de CTAB. Estes objetivos foram atingidos por meio das

seguintes estratégias:

Azul de Metileno:

e Determinacao da velocidade de redugdo de HRP Composto Il a forma nativa
na presenca e na auséncia de diferentes concentracées de MB* irradiado e no
escuro bem como na presenca e na auséncia de oxigénio.

e Efeito do pH sobre a velocidade do ciclo catalitico do sistema HRP/MB™.

e Determinagao do tempo de vida e espectros das espécies triplete de MB* na
presenca de HRP nativa e de HRP Composto Il. Determinagcédo do tempo de
vida e espectros do radical semi reduzido gerado por HRP composto Il.

e Caracterizacado do estado de spin dos intermediarios do sistema HRP/MB™ no
escuro e na presencga de luz, e na presenca e na auséncia de peroxido de

hidrogénio, por meio da técnica de EPR.
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Imidas aromaticas:

Estudo espectral e cinético do ciclo catalitico da HRP, na presenca e na
auséncia das imidas DPN e DMPN irradiadas e no escuro, em meio
homogéneo (tampao fosfato de sédio), e em meio heterogéneo de micelas de
CTAB em tampao fosfato de sédio.

Avaliacao das alteracdes estruturais que acompanham a enzima em meio
heterogéneo e na presenca de imida.

Estudo do processo de transferéncia de elétrons entre a imida e a enzima.
Caracterizacao do ciclo catalitico da HRP mediado pelas imidas aromaticas
fotoexcitadas por meio da técnica de EPR, conforme descrito previamente

para o MB".
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3. METODO

3.1. Reagentes

Horseradish peroxidase (HRP) - PM 44000 g/mol (Sigma)

Perdxido de hidrogénio (Sigma)

- Azul de metileno (Aldrich)

- Micelas de brometo de cetil trimetil ambénio (CTAB) (Sigma)

- 1,4,5,8-naftalenodiimidas (NDI)

- Guaiacol (2 metoxifenol) — MM 124,14 g/mol (Sigma)

- Fosfato de sédio dibdsico — MM 268,07 g/mol (Sigma)

- Fosfato de potassio monobéasico — MM 137,99 g/mol (Sigma)
- Solugdes de hidroxido de sddio (NaOH) 0,1M

- Solugbes de acido cloridrico (HCI) 0,1 M

- Ditionito de sodio (Sigma)

- Agua deionizada — sistema Milipore

3.2. Preparo de Solucoes

Preparo da solucao estoque de HRP

A solugéo foi preparada pela dissolu¢cdo de HRP em agua deionizada, sendo
a concentragao verificada através do coeficiente de extingdo molar €403 = 1,02 x 10°

M'em™.
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Preparo da solucao de Azul de Metileno

A solucado foi preparada pela dissolucdo de azul de metileno em &gua
deionizada, sendo a concentracdo verificada através do coeficiente de extincao

molar €gos = 8,00 x 10* M'em™.

Preparo de 1,4,5,8,-naphthalediimidas (DMPN e DPN)

Sintese da imida DMPN

A sintese foi realizada em duas etapas, sendo a primeira delas realizada por

meio de refluxo em N,N-dimetilformamida (DMF):

12 Etapa: Uma suspenséo do dianidrido 1,4,5,8-naftalenotetracarboxilico (4,26
g, 15,9 mmol) em DMF (20 mL) foi aquecida a 120-140 °C. A esta suspensao foi
adicionada por gotejamento durante uma hora uma solucdo de n-dodecilamina
(0,589 g, 3,18 mmol) em DMF (10 mL). A mistura foi aquecida por mais 1 h, resfriada
e despejada em 300 mL de éter etilico, resultando na precipitacdo de um sélido
marrom claro. Este soélido foi filtrado, lavado com éter etilico e seco a vacuo. A
monimida foi extraida da mistura sélida, a qual continha um excesso de dianidrido,
com quatro porcdes de cloroférmio (50 mL). Com a evaporag¢ao do cloroférmio,
resultou em 1,10 g de N-dodecil-1,4,5,8-naftalenotetracarboxilmonoimida (2,54
mmol, 80% de rendimento), que foi utilizada sem purificacdo para o segunda etapa.
Ponto de fusdo > 400°C. Andlise elementar calculada (encontrada): 65,9% C
(71,7%); 6,14% H (6,67%); 3,89% N (3,22%).'H-RMN (DMSO-ds), & (ppm): 8,56 (dd,
2H, Ar); 8,19 (dd, 2H, Ar); 4,03 (t, 2H, a-CHy); 1,65 (largo, 2H, B-CHy); 1,30 (largo,

2H, y-CH>); 1,23 (largo, 16H, CHy); 0,84 (t, 3H, CHa).
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22 FEtapa: uma mistura contendo a monoimida N-dodecil-1,4,5,8-
naftalenotetracarboxilmonoimida (500 mg, 1,15 mmol), acido 2-aminoetilfosfonico
(AEPA) (173 mg, 1,38 mmol) e imidazol (2,5 g) foi aquecida a 120 -140 °C durante 1
h. Esta mistura foi resfriada e a ela foi adicionada 30 mL de uma mistura etanol: HCI
2 mol/L (1:1). O sdlido obtido foi filtrado, lavado com etanol gelado e depois seco,
resultando em 578 mg do produto, que foi obtido com sal imidazélico (0,95 mmol,
83% de rendimento). A tentativa de converter o produto para a forma de acido
fosfénico livre ndo teve sucesso e o DMPN foi por isto utilizado neste trabalho como
sal imidazdlico. Ponto de fusdo > 400°C. Analise elementar: calculado para
DMPN‘Im (encontrado) 57,0% C (61,0%); 5,97% H (6,39%); 9,47% N (9,18%). 'H-
RMN (acido-d trifluoracético), & (ppm): 8,94 (s, 4H, Ar); 8,67 (s, 1H, imidazol); 4,75
(m, 2H, o-CH,, etilfosfonato); 4,32 (t, 2H, a-CHy, dodecil); 2,67 (m, 2H, B-CHa,
etilfosfonato); 1,82 (largo, 2H, B-CHy, dodecil); 1,44 (largo, 2H, y-CH», dodecil); 1,29
(largo, 16H, CH», dodecil); 0,86 (largo, 3H, CHs, dodecil). Absor¢cdo UV/Vis (H20),
Amax (€, M'em™): 383 nm (14000): 362 nm (11300); 347 nm (ombro, 6500); 235 nm

(15600); 207 nm (28500).

A imida DMPN na forma liofilizada foi dissolvida em tampao fosfato de sédio
5,0 mM pH 6,0 para a concentracdo final de 24 uM. Dissolucdo completa apds

agitacao por 10 minutos.

Sintese da imida DPN

Uma mistura do dianidrido 1,4,5,8-naftalenotetracarboxilico (107 mg, 0,40
mmol), acido 2-aminoetilfosfénico (AEPA) (100 mg, 0,8 mmol) e imidazol (0,5 g) foi
aquecida a 130 °C por 10 min. Apés resfriamento, 10 mL de uma solucéo de etanol:

HCI 2 mol/L (1:1) foi adicionada ao meio reacional. O sélido resultante foi filtrado,
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lavado com etanol (20 mL) e seco a vacuo, resultando em 103 mg de DPN (0,21
mmol, 54% de rendimento), como um fino sélido salmao claro. Ressonancia
magnética nuclear de prétons (‘H-RMN) (sal dissédico, D20), & (ppm): 8,46 (s, 4H,
Ar); 4,31 (m, 4H, N-CHy); 2,08 (m, 4H, CH»-P). Analise elementar (CHN), calculada
para CigH16N2010P22H2O (encontrada): 41,70% C (41,96%); 3,86% H (3,95%);

5,41% N (4,85%).

A imida DPN na forma liofilizada foi dissolvida para a concentracéo final de
1,0 mM, em tampéao Fosfato de Sédio 5,0 mM pH 6,0. Dissolugdo completa apos

agitacéao por 1 minuto.

Preparo da solucao de guaiacol

O guaiacol puro (2 metoxifenol) foi diluido em agua para uma concentracéao
de 1TmM. A formacédo do produto (guaiacol oxidado) foi acompanhada em 470 nm

(8470 = 1,2 X 104 M'1cm'1).

Preparo das micelas de CTAB

Purificacao do CTAB

Foi preparada uma solugéo de 0,28 M de CTAB em acetona / etanol (85% e
15% em volume, respectivamente). Para obtencdo de uma solucdo translicida,
dissolveu-se o CTAB em acetona, sob aquecimento e agitacdo. No momento de
refluxo, foram adicionadas aliquotas de etanol. Em seguida, a solucéao foi filtrada e

permaneceu em repouso para evaporacao do solvente. O precipitado foi filtrado a
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vacuo, e lavado com acetona por duas vezes, estando assim o CTAB recristalizado

e purificado (DEARDEN e WOOLLEY, 1987).

Preparo da solucao de CTAB

As micelas de CTAB foram preparadas pela diluicdo de CTAB purificado em
tampéao fosfato de s6dio 5,0 mM pH 8,0 a temperatura de 37° C. As concentracdes

de CTAB sao descritas nos respectivos experimentos.

Preparo da solucao de Ditionito de Sdodio

A solucéo de 1,0 mM foi preparada pela dissolugcédo de ditionito de sédio em

meio heterogéneo (micelas de CTAB / tampao fosfato de sédio 5,0 mM pH 6,0).

3.3. Sistema de Irradiacao

As amostras contendo azul de metileno foram irradiadas em uma camara
fechada com controle de temperatura, com uma lampada de halogénio 500 W, a
uma distancia de 30 cm da amostra.

As amostras contendo as imidas foram irradiadas com uma lampada
compacta de 4 Watts, em 365 nm, modelo UVGL-25 (UVP), Mineralight (Upland,
EUA). Para o estudo espectral e cinético as amostras foram irradiadas diretamente

no espectrofotdmetro.
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3.4. Cinética Enzimatica

Os dados cinéticos estdo representados através da média de trés medidas

independentes, a 403 nm (pico da banda Soret da HRP nativa).

Azul de Metileno:

A conversao de HRP Composto Il a forma nativa, para os experimentos
realizados com o corante azul de metileno pode ser modelada por uma correlacao
de primeira ordem representada pela equagéao 1:

M, = lim(l= ") (eq. 1),
onde, AA4osnm € O lim S&0 proporcionais as concentracoes de regeneracao da forma
nativa da HRP, dadas num certo tempo e num tempo infinito, e kobs € a constante de
velocidade de primeira ordem observada para a conversdao de HRP Composto Il a
forma nativa.

A influéncia da concentracdo do corante (azul de metileno) na velocidade de
conversdao da HRP Composto Il a forma nativa da enzima pode ser modelada pela
equacgao 2:

E + X Kuae - K obs max s
oK MB Em{ MB® — = Er‘ed + MB

e )

obs = T (eq. 2),
" K,, +|MB]

onde, kos € a velocidade de conversdo observada de HRP Composto Il a forma
nativa, ks max € a velocidade maxima, [MB] é a concentragdo do corante, € Kus € a
constante de pseudoequilibrio ou dindmica aparente da complexacdo entre HRP

Composto Il e o corante.
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A influéncia do pH na velocidade de conversdo da HRP Composto Il a forma

nativa pelo perdxido de hidrogénio, pode ser modelada pela equacao 3:

_ lim(10™"""")

(eq. 3),
onde, o limite (/im) igual a velocidade maxima independe do valor de pH e kos € a
velocidade de primeira ordem aparente da conversdao de HRP Composto Il a forma
nativa.

Imidas Aromaticas:

A conversao de HRP Composto Il a forma nativa de HRP, foi monitorada pelo
aumento de absorbancia em 403 nm. Como a imida e a HRP absorve em regides
proximas, foi realizada a subtracao da contribuicdo da imida.

A éarea gerada para cada concentragdo de imida utilizada foi calculada pelo
programa computacional Origin 6.0.

Os tratamentos cinéticos foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr.
Ivarne L. S. Tersariol do Centro Interdisciplinar de Investigacéo Bioquimica (CIIB) da

Universidade de Mogi das Cruzes

3.5. Simulacao Computacional

As simulacbes de Docking foram realizadas por meio do software ArguslLab
(THOMPSOM, 2006), com a colaboragédo do prof. Dr. Claudio S. Shida do Centro
Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica (CIlIB) da Universidade de Mogi das
Cruzes. O modelo da HRP 1H55 foi obtido de um Banco de Proteinas. O ligante

molecular foi o MB* em sua forma neutra.
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3.6. Técnicas Analiticas Utilizadas

Espectrofotometria

Os espectros foram obtidos por meio de um espectrofotobmetro Shimadzu,
modelo 1501 MultiSpec (Téquio, Japao), com exatiddo em torno de 1 nm e 0,002
Abs, em cubeta de caminho éptico de 10 mm. As cinéticas foram acompanhadas,
com leituras em intervalos de 5 segundo. Quando necessario, foi injetado argénio no

sistema para remover o oxigénio.

Flash Fotolise

Os dados de flash fotolise foram obtidos através de um sistema de Nd:YAG
laser (Spectron Laser System, Warwick-shire, UK), operando a 532 nm, pulso de 30
md/pulso, por meio de uma lampada de 150 W de Xe. Foi injetado arg6nio no
sistema para remover o oxigénio. Essas analises foram realizadas em colaboracao
com o Prof. Dr. Mauricio da Silva Baptista no Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica-USP, em Sao Paulo (Os detalhes da técnica estdo descritos no

Apéndice).

Dicroismo Circular

As medidas de Dicroismo Circular (CD) foram realizadas utilizando o
espectropolarimetro JASCO J-720, utilizando os seguintes parametros: intervalo de
leitura entre 240 e 460 nm, resolucédo de 0,5 nm, velocidade de leitura 50 nm / min.
O comprimento do caminho 6ptico foi de 0,1cm em todas as medidas. Essas
andlises foram realizadas em colaboracdo com a Prof. Dr. Adelaide Faljoni-Alario no

Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica-USP, em S&o Paulo.
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Espectrofluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia foi medida e registrada no espectrofluorimetro
Hitachi F 2500 (Téquio, Jp), utilizando os seguintes parametros: velocidade da
leitura em 300 nm / min com intervalo dos dados de 1 nm, voltagem em 400 V, fenda
de excitacdo 10 nm, fenda de emissdo 5 nm. O comprimento do caminho éptico foi
de 10 mm em todas as medidas. Nos experimentos realizados para investigar a
fluorescéncia do triptofano da enzima o comprimento de excitagcao foi em 290 nm e o
de fluorescéncia medido no intervalo de 300 a 450 nm. Nos experimentos realizados
para investigar a fluorescéncia das imidas o comprimento de excitagdo foi em 310

nm e o de fluorescéncia medido no intervalo de 315 a 500 nm.

Ressonancia Paramagnética

As medidas de ressonancia paramagnética (EPR) foram obtidas por meio de
um equipamento de ressonancia paramagnética eletrdnica de onda continua com
banda X da linha Elexsys da Bruker, com acessério da Oxford para variacdo de
temperatura, desde a temperatura ambiente até hélio liquido (4 K) sob as seguintes
condicdes: campo 5 x 10° T, amplitude de modulagdo 1,0 mT, microondas 10,08
mW, constante de tempo de 10,24 ms e tempo de conversao de 40,96 ms. Apos
mistura, as solucdes foram rapidamente introduzidas em um tubo de quartzo
especial para EPR, o qual foi previamente resfriado com nitrogénio liquido. Depois
de congelada a amostra foi introduzida na cavidade de microondas, submetido a
baixa temperatura e as medidas de EPR foram entédo realizadas. Essa técnica foi

realizada com a colaboragéo do Prof. Dr. Otaciro Rangel do Nascimento, no Instituto
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de Fisica da Universidade de Sao Paulo, em S&o Carlos (Os detalhes dessa técnica

estao descritos no Apéndice).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados em trés partes: a primeira relativa aos
estudos do fotorredutor, MB", como agente redutor dos intermedidrios de alta
valéncia da HRP; a segunda relativa aos estudos do fotorredutor, imida aromatica,
como agente redutor dos intermediarios de alta valéncia da enzima, na presenca e
na auséncia de micelas de CTAB; e a terceira parte mostra a caracterizacao do
intermediario, oxiferril 1 cation, formado no ciclo catalitico da HRP pela técnica de

RPE pulsada.

4.1. Parte 1 — Caracterizacao do Ciclo Catalitico da HRP Utilizando-

se Azul de Metileno Fotoativado Como Agente Redutor

4.1.1. Estudo espectral

As mudangas espectrais de HRP e azul de metileno, MB*, na presenga de
peréxido de hidrogénio e sob irradiacdo estdo representadas na Figura 7A. A linha
preta representa o espectro de HRP na presenca de MB™ anteriormente a adi¢cdo de
peréxido de hidrogénio. O espectro da HRP, na presenca de MB®, permanece
inalterado na auséncia de peroxido de hidrogénio em ambos os casos, isto €, no
escuro e irradiado. O discreto “ombro” em 380 nm ¢é caracteristico da quinta
coordenacao de Fe(lll) em peroxidases. A adicdo de peroxido de hidrogénio
provoca mudangas no espectro da HRP compativel com a formagdo de HRP
Composto Il (linha vermelha) sendo a banda Soret (y) deslocada de 403 a 418 nm,
como previamente demonstrado na figura 3 (introducdo). A absor¢cao em 418 nm é

menos intensa do que em 403 nm isto se deve ao fato de uma populacdo da enzima
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nao ter sido convertida para HRP Composto Il. As mudangas nas bandas a entre
550-604 nm (no amarelo) e B entre 520-546 nm (no verde), descrita na literatura
(DUNFORD, 1999), ndo sao claramente evidenciadas devido a sobreposi¢cdo com o
espectro do MB™. A banda Soret em 418 nm é caracteristica de HRP Composto I,
ou seja, quando ha peréxido de hidrogénio no meio reacional. O retorno da banda
Soret a 403 nm evidencia a deplecao do perdxido. A irradiacdo da amostra com uma
lampada de halogénio de 500 W induz o rapido retorno da HRP Composto Il a forma
nativa (kws = 0,395 min™). A Fig. 7B mostra o espectro de HRP e MB* durante a
reacdo com peréxido de hidrogénio no escuro. O estado nativo de MB™ ndo é capaz
de afetar a velocidade de retorno de HRP Composto Il a forma nativa (Kos = 0,066
min™"), o que é compativel somente com peréxido de hidrogénio como espécie
redutora. No curso da reacao irradiada (Fig. 7A), MB* exibe um deslocamento de
sua banda de 5 nm para o azul (de 665 a 660 nm). A intensidade de absorbancia do
pico da banda a 665 nm também sofreu alteracdo de 0,54 para 0,42. Essas
mudancgas espectrais de MB* nao foram observadas durante o ciclo catalitico da
HRP no escuro (Fig. 7B). Esse resultado sugere que o corante deve estar sendo
consumido no decurso da reagdo. O deslocamento da banda de MB™ para o azul
(Fig. 7A) pode ser atribuido a formacdo de fotoprodutos provenientes da forma
oxidada do corante ou da reagdo de MB* e MB?*" com a estrutura protéica, como tem
sido observado com outros corantes carregados positivamente (BAPTISTA e INDIG,
1998). O espectro de UV-visivel da HRP associada ao MB* (Figura 7) ndo sugere a
formacao de dimeros do corante (JUNQUEIRA et al., 2002).

Os seguintes controles foram realizados: somente azul de metileno irradiado e
azul de metileno mais perdxido de hidrogénio irradiado, em ambos 0s casos os

espectros de UV-visivel ndo apresentaram mudancas (resultado ndo mostrado).
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Os resultados da Figura 7 indicam que o estado excitado de MB® esta

envolvido na reducgéo de intermediarios de alta valéncia da HRP, Composto | e Il.
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Figura 7. Espectro UV-visivel de HRP e azul de metileno no curso da reacdo com perdxido
de hidrogénio. A) Sistema irradiado. B) Sistema n&o irradiado. A linha preta representa a
HRP em seu estado nativo na presenca de azul de metileno. A linha vermelha pontilhada
representa a formacdo de HRP Composto Il formada imediatamente apds adicdo de
peréxido de hidrogénio. As linhas, verde, azul, rosa e cinza representam a reacéo apos 1, 5,
10 e 20 minutos apés a adicdo do perdxido de hidrogénio. A reagao foi conduzida em
tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 8,0 a 30 °C. As concentracdes de peroxido de hidrogénio,
HRP e MB* foram 6 uM, 4 uM e 6,8 uM, respectivamente.
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4.1.2. Efeito do pH sobre a reducao de HRP Composto Il na
presenca e na auséncia de MB* fotoativado

A participacdo do estado excitado de MB* como agente redutor no ciclo da
HRP se torna evidente também, quando se compara a curva de pH para a reducgéao

de HRP Composto Il na presenca e na auséncia de MB* fotoativado (Fig. 8).
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Figura 8. Perfil da velocidade de regeneracdo de HRP nativa a partir de HRP Composto Il
em funcao do pH e perfil da reatividade do MB" triplete em funcao do pH. Os circulos pretos

(®) representam o perfil de pH do decaimento espontaneo de HRP Composto Il (pKaobs =
8,3); circulos cinza (®) representam o perfil de pH do decaimento de HRP Composto Il na

presenca de MB* sob irradiacéo; os triangulos cinza (A ) representam a subtragéo da curva
de pH obtida na presenca de MB"' sob irradiacdo da curva de pH para o decaimento

espontaneo da HRP Composto Il. Os triangulos pretos (A) representam o perfil da
reatividade do MB™ triplete em fungéo do pH obtido como o inverso do tempo de vida do
triplete (1/ tempo de vida) a diferentes valores de pH. As reagdes foram realizadas em
tampéo acetato de sédio 5 mM (pH 3,0-5,0), fosfato de sédio 5mM (pH = 3,0, pH 6,0-7,0 e
11,0-13,0) e hidréxido de aménio 5 mM (pH 8,0-10,0), a 30°C. As concentracbes de
perédxido de hidrogénio, HRP e MB* foram 6 uM, 4 uM e 6,8 uM, respectivamente.
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Na Figura 8, a curva de pH para o ciclo da HRP, na qual peréxido de
hidrogénio foi usado tanto como agente oxidante e redutor, como esperado para a
HRP C (NAKAGIMA e YAMAZAKI, 1987), a reacao apresenta uma curva de pH com
pKa entre 8,0 e 8,5 (circulo preto). Na presenca de MB* fotoativado (circulo cinza), a
curva de pH para o ciclo da HRP revelou um aumento na velocidade da reacdo em
toda a faixa de pH estudada. Nesta condigéo, a velocidade maxima € obtida em pH
7,0. A subtracéo da curva de pH obtida na presenca do fotoativado (circulo cinza) da
curva de pH obtida na auséncia de MB™ fotoativado (circulo preto) resulta em uma
curva com inflexdo (obtida por ajuste) em pH em torno de 6,25 (triangulo cinza). O
valor de pKa ~ 6,25 coincide com o valor obtido pelo plote da constante de
reatividade observada (kons) de MB™ triplete (triangulo preto) em funcao de pH. Esses
resultados indicam que o radical neutro MB® esta agindo como agente redutor dos
intermediarios de alta valéncia de HRP. A possibilidade de que ion superdxido,
gerado por transferéncia de elétron de MB® para oxigénio molecular, seja o agente
redutor pode ser excluida, uma vez que a reagdo é favorecida em atmosfera de

argébnio (Fig. 9 A, Be C).

4.1.3. Efeito da concentracao de MB*, na auséncia e na presenca de

oxigénio, sobre a velocidade de reducao de HRP Composto Il

O efeito da concentracdo de MB", na auséncia e na presenca de oxigénio,
sobre a velocidade de reducdo de HRP Composto Il (Fig. 9A, B e C) foi investigado.
A Figura 9, A e B, representa a regeneragcao temporal de HRP nativa pelo MB”*
fotoativado em meio saturado com argbnio e equilibrado com ar atmosférico,
respectivamente. Pode-se observar que, em ambas as condi¢des, o MB* fotoativado

induz a regeneragdo de HRP nativa de maneira dependente da concentragéo e do



53
tempo. A constante de velocidade aparente para a regeneracao de HRP nativa pelo
MB™ fotoativado, em meio saturado de argdnio (circulo preto) e ar (circulo branco),
foi medida em funcdo da concentracdo de MB* (Fig. 9C). Em ambas as condicdes, a
curva de velocidade de reacdo em fungdo da concentragdo de MB™ exibe saturagéo
0 que sugere uma ligacao, possivelmente ndo covalente, entre MB" e a estrutura da
HRP. O esquema 9 descreve o modelo de interagdo entre a HRP e o corante; a
constante de dissociacado (Kvgs) observada para a ligacao, entre o corante e a HRP
foi de (5,4 = 0,6) uM e (0,57 = 0,05) uM em meio saturado de argbnio e ar,
respectivamente. Em meio saturado com arg6nio a velocidade de conversado de HRP
Composto Il para HRP nativa foi significantemente maior (Keps max = 2,1 0,1 X 102 s”
') que a obtida em meio equilibrado com ar (kops max = 0,73 = 0,02 102 s™). Este
resultado € coerente, uma vez que oxigénio molecular é supressor da espécie
triplete (SEVERINO et al., 2003) que, nesta reacao pode ser o precursor da espécie
redutora da enzima. Oxigénio molecular pode também oxidar MB® e impedir a
transferéncia de elétrons do corante para a enzima. E importante também salientar
que o meio saturado com argbnio pode néo gerar a completa deplecao do oxigénio
molecular e o valor obtido para Kows max € aparente. Considerando essas condigdes, a
eficiéncia promovida pelo MB* fotoativado na regeneracdo de HRP nativa foi
respectivamente determinada em meio equilibrado com argdnio e ar: Kops max’ Kms =
3,9X10°M's" e 12,8 X 10° M's™". A maior eficiéncia catalitica observada em meio
equilibrado com o ar provém da maior afinidade exibida pela HRP ao corante nesta
condicdo (Kug ~ 10 s™).

Considerando o esquema 9, a presenca de oxigénio molecular causa um
aumento da razéo entre [MB*)/[MB®], o que extingue o estado triplete do corante e/ou

oxida o radical neutro. A hidrofobicidade do MB* pode ser responséavel pela afinidade
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do corante pelo bolsdo do heme, reforcada pela interagdo com os aminoacidos
vizinhos que sado carregados negativamente. A perda da carga positiva depois da
conversdo de MB* para a forma reduzida (MB®) pode diminuir a afinidade pela

enzima, porém ao mesmo tempo, favorece a transferéncia do elétron para o grupo

oxiferril.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de MB* e oxigénio molecular na velocidade de decaimento
de HRP Composto Il a forma nativa. A - Cinética de regeneracao de HRP na presenca de
1,05, 1,5, 2,2, 3,4, 6,8 e 13,6 uM de MB*, em meio com argénio. B - O mesmo experimento
conduzido com ar. C - Curva da velocidade de regeneracdo da HRP nativa em funcédo da
concentragao de MB, obtida por regressao nao linear. Os circulos pretos (e) representam
os resultados obtidos em meio saturado de argdnio e os circulos brancos (o) representam
os resultados obtidos em meio saturado com ar. Nos meios saturados com argdnio e ar, o
Kobs max Obtido a partir da Eq. 1 foram: Kops max = 2,1 £0,1 X 102 8™, € kops max = 0,73 £ 0,02 10°
2 s, respectivamente. Os experimentos foram conduzidos em tamp&o fosfato de sédio 5
mM, pH 8,0 a 30 °C. As concentragbes de perdxido de hidrogénio e HRP foram 6 uM e 4
UM, respectivamente.
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O, +hv O,

k lock
i ° Kus* °
Eo +MB* ~ E,MB*

Esquema 9: Modelo de interacdo entre a HRP e o corante. E. representa a HRP Composto
ll, MB', representa o radical neutro, MB", representa o azul de metileno em seu estado
fundamental e E,.q representa a HRP em seu estado nativo.

Esses resultados também excluem que o ion superdxido esteja agindo como
agente redutor das formas de alta valéncia de HRP. Assim, ha duas possibilidades
para a fotogeracdo de MB® ser capaz de reduzir intermediarios de alta valéncia de
HRP: i) abstracdo de um elétron de outro MB* molecular proximo (JUNQUEIRA et

al., 2002), ii) abstragdo de um elétron do aminoacido da cadeia protéica.

4.1.4. Caracterizacao das espécies transientes do MB* fotoativado

A andlise dos resultados de flash fotélise da reacao contribuiu para elucidar
as espécies de MB" responsaveis pela reducdo dos intermediarios de alta valéncia
de HRP. A Figura 10A e B mostra o espectro transiente de 15 uM de MB™ excitado
na auséncia de HRP (circulo branco) e na presenca de 15 uM de HRP nativa (circulo
preto) obtidos a 5 e 10 us apds o pulso de laser (Fig. 10A e B, respectivamente). Em
ambas as Figuras, € clara, que a presenca de HRP provocou mudancgas
significativas no espectro de MB" triplete. A HRP diminui a contribuicdo do sinal do
MB* triplete (regido de 400 — 420 nm) e favorece a contribuicdo do sinal de MB*

(regido de 430 — 525 nm) nos espectros obtidos imediatamente apds a excitacdo de
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MB™ pelo pulso de laser (SEVERINO et al., 2003). O tempo de vida do MB" triplete,
medido a 420 nm, foi de aproximadamente 10 us na auséncia de HRP e 7,0 us na
presenca da enzima. Esses resultados sugerem que a ligacdo entre as moléculas de
MB™* e a estrutura da HRP favorece o decaimento do MB™ triplete via abstragédo de
elétron. Neste caso, um MB™ triplete préximo da estrutura da enzima poderia abstrair
um elétron de outra molécula de MB" vizinha excitada ou o MB" excitado poderia
abstrair um elétron do residuo de um aminoacido da HRP.

A Fig. 10C mostra o decaimento do sinal de MB* na presenca da HRP nativa e
na presenca de HRP Composto | e Il produzidos pela adicdo de perdxido de
hidrogénio no meio reacional. O tempo de vida do MB"® foi de 7,5 us na auséncia de
HRP e na presenca de 15 uM de HRP nativa convertida a HRP Composto Il pela
adicdo de peroxido de hidrogénio, esse tempo de vida do MB® caiu para 2,0 us. Este
resultado corrobora que MB® gerado fotoquimicamente é o agente redutor das

formas de alta valéncia da HRP.
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Figura 10. Espectro transiente normalizado AA de flash fotélise de MB" livre e associado a
HRP e o efeito da HRP no tempo de vida do MB*. A — Espectro do triplete de 15uM de MB*
obtido 5,0 us apo6s o pulso de laser na auséncia de HRP (circulos brancos) e no mesmo
tempo na presenca de 5,0 uM de HRP (circulos pretos); B - Espectro de 15uM de MB*
triplete obtido 10,0 us apds o pulso de laser na auséncia de HRP (circulos brancos) e no
mesmo tempo na presenca de 5,0 uM de HRP (circulos pretos). C - Decaimento do sinal de
MB* na presenga de HRP nativa e na presenca de HRP Composto Il formada pela adicdo de
peroxido de hidrogénio. Os experimentos foram conduzidos em tampao fosfato de sédio 5
mM, pH 8,0 e temperatura ambiente.
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4.1.5. Caracterizacao do ferro heminico e do intermediario oxiferril

porfirina r-cation na presenca de MB*

Com o objetivo de detectar e caracterizar alguma espécie de radical formada,
a reacado de HRP com HyO, foi acompanhada por EPR com amostras congeladas
em um tempo limitado e variada a temperatura como indicado nas Figuras. O
espectro de EPR da HRP nativa revela uma regido de campo baixo, com a presenca
de duas espécies alto spin de Fe(lll) (g = 6,0) com uma simetria quase axial. A
proporcdo entre as espécies de HRP pode ser modulada por variacdo de forca
ibnica, todavia as condi¢cdes experimentais foram realizadas de acordo com as
utilizadas nos experimentos cinéticos. A adicdo de peroxido de hidrogénio promove
o desaparecimento do sinal g = 6 indicando que ambas as conformacbes de HRP
foram convertidas em intermediarios de alta valéncia. Ao mesmo tempo pode ser
observado o aparecimento de um sinal largo de EPR na regido de alto campo (g =
2,0), caracteristico de Composto |, radical oxiferril porfirina T-cation com
acoplamento antiferromagnético entre os elétrons do ferro do grupo heme e o anel
porfirinico (S = ¥2) (SCHULZ et al., 1984) (Fig. 11A). Como indicado na Fig. 11A no
decurso da reacgao, o sinal g = 6,0 do ferro heminico da HRP foi progressivamente
recuperado com o concomitante desaparecimento do sinal g = 2,0. Entretanto, o
sinal do ferro heminico da HRP recuperado, revela diferentes proporcdes de
espécies enzimaticas no fim do ciclo catalitico. Esta mudanga espectral pode ser
resultante da oxidacdo de um residuo de aminoacido da HRP, quando na forma de
alta valéncia. Ap6s a adicdo de perdxido de hidrogénio, a presenca de MB* pouco
altera o espectro de EPR da HRP sugerindo uma simetria local do ferro heminico.
Este resultado é compativel com a ligacdo entre moléculas de MB* e o grupo heme

(Fig. 11B). A Figura 11C mostra o espectro de EPR da HRP no curso da reacdo com
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peréxido de hidrogénio, na presenca de MB™ e irradiado, neste sistema, a adigéo de
peréxido de hidrogénio conduz ao rapido desaparecimento do sinal g = 6,0 com o
concomitante aparecimento do sinal de g = 2,0, sendo o ciclo catalitico da enzima,
extremamente, mais rapido nesta condicao (240 min no escuro € na auséncia de
MB™* e 11 min sob irradiacdo na presenca de MB™). A Figura 11D mostra o efeito das
seguintes temperaturas: 4, 8, 10, 13, 20, 30, 40 e 50 K (como indicado pela seta) no
sinal g=2,0 de EPR. A diminui¢do do sinal g = 2,0 com o aumento da temperatura
corrobora que esta espécie paramagnética ndo € um radical livre, uma vez que a

energia de microondas foi mantida constante.
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Figura 11. Espectro de EPR. Espectros de 100 uM de HRP obtidos a 11 K em tampéo
fosfato de so6dio 5 mM, pH 8,0 no decorrer da reagdo com perdxido de hidrogénio. A -
Espectro de EPR da HRP obtido antes e 15 s, 3 min, 11 min e 4 h apds a adicdo de
peréxido de hidrogénio (conduzido sem irradiacdo). B — Espectro de EPR, sem irradiagao da
HRP nativa na auséncia (linha fina) e na presenca de 100uM de MB* (linha grossa). C -
Espectro de EPR da HRP obtidos a 15 s, 3 min, 11 min apds a adicao de perdxido de
hidrogénio na presenga de MB" irradiado. D - Efeito de temperatura na regiao do espectro
de campo alto. As temperaturas foram: 4, 8, 10, 13, 20, 30, 40 e 50 K como indicado pela
seta. Frequéncia de microondas de 9,44079 GHz, scanning do campo magnético de 60 G,
campo de modulagéo de 0,1 G e energia de microondas de 5 mW.
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4.1.6. Modelo proposto para associacao entre MB* e HRP

Considerando que os dados cinéticos, de flash fotolise e de EPR sugerem
uma ligagdo entre MB* e a estrutura da HRP, um modelo do complexo molecular
entre MB* e HRP, compativel com os resultados experimentais, foi proposto. A
Figura 12 mostra que moléculas de MB* podem se ligar a regido do grupo heme da
HRP. O modelo molecular aponta a existéncia de dois potenciais sitios de ligagao
para o MB" nas imediagbes do grupo heme (WELINDER, 1979), porém dados
cinéticos mostram que a ligagdo de MB" molecular nao é o suficiente para reduzir
HRP Composto Il. Deste modo, o MB™ triplete préoximo da HRP poderia abstrair um
elétron de um aminodcido ou de outra molécula de MB™ via mecanismo colisional.
De acordo com o modelo molecular, a fotoconversdo de MB™ (moléculas do corante
azul claro) para MB® elimina a interagéo eletrostatica do corante com os aminoacidos
de carga negativa (representados por cadeia vermelha), diminuindo a afinidade com
a enzima. Nestas condicdes, a ligacao poderia resultar da remanescente interacao
hidrofébica entre moléculas do corante e residuos de aminoacidos, como Phe e Pro
(cadeia verde). Tentativas cristalograficas foram realizadas coma a finalidade de se
obter o cristal do modelo proposto, porém nao foi possivel, a literatura mostra que
cristais de HRP nativa nunca foram obtidos, somente cristais de formas
recombinantes da enzima (HENRIKSEN e GAJHEDE, 1995; BERGLUND et al.,

2002).
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Figura 12. Figura mostrando os possiveis sitios de ligacdo do corante na estrutura da HRP.
O painel da esquerda mostra MB ligado a estrutura da HRP. Os aminoacidos da cadeia
lateral ndo sdo mostrados claramente. O painel da direita corresponde a um aumento da
regido do grupo heme da enzima. Em branco esta representado um dos célcios presentes
na estrutura da enzima. Os modelos foram gerados por meio do software ArguslLab

(THOMPSON, 2006).

4.1.7. Mecanismo de Reacao

De acordo com os resultados apresentados anteriormente foram propostos os
mecanismos para o ciclo catalitico da HRP gerado por peréxido de hidrogénio no
escuro e/ou na auséncia de MB", e sob irradiagdo na presenca de MB*, Esquemas

10 e 11, respectivamente.
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Esquema 10. Ciclo catalitico da HRP utilizando HOOH como agente oxidante e redutor.
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Esquema 11. Ciclo catalitico da HRP utilizando HOOH como agente oxidante e MB® como
agente redutor.

No escuro e/ou na auséncia do MB*, a adicao de peréxido de hidrogénio inicia
o bem conhecido ciclo catalitico da HRP, sendo este o agente oxidante (formagéo do

Composto |) e 0 agente redutor (formagdo do Composto Il e regeneracdo da HRP
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nativa). Neste caso, a reducdo de um elétron do Composto | por HOOH gera O;" e
Composto Il, os quais reagem com outra molécula de HOOH produzindo H>O e
Composto Il (oxiperoxidase). A reacdo de Composto Il com perdxido de hidrogénio
pode ocorrer por dois caminhos: no primeiro, a reacdo de ferril peroxidase com
peréxido de hidrogénio é precedida pela dissociacao do anion hidroxil. No segundo
caminho, peroxido de hidrogénio é oxidado por ferril peroxidase a radical superéxido,
o qual reage com peroxidase férrica para formar o Composto Ill. De qualquer
maneira, Composto Il decai rapidamente a forma nativa e gera ions superoxidos. A
formacdo do Composto Il resulta em uma turbidez da solucdo na auséncia de
substratos redutores; e progressiva inativacdo enzimatica, devido ao ataque de ions
superoxidos a estrutura da enzima.

A adicdo de MB" em um meio contendo HRP leva a formacdo de um
complexo proteina-corante, sendo que MB™ pode se ligar a enzima antes ou depois
desta ser fotoreduzida. A adicdo de perdxido de hidrogénio converte a enzima em
sua forma livre ou associada ao corante em intermediarios de alta valéncia,
Composto |.

Considerando que MB* pode ocupar o grupo heme da enzima (Fig. 12), e
esse irradiado pode gerar MB® nas proximidades do ferro heminico. Ele, o MB® se
torna, neste caso, o principal agente fotorredutor dos intermediarios de alta valéncia
de HRP produzidos pela adicdo de perdxido de hidrogénio. Deste modo, em
amostras irradiadas na presenca de MB* o ciclo catalitico da enzima HRP é

consideravelmente acelerado.
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4.2. Parte 2 — Caracterizacao do Ciclo Catalitico da HRP Utilizando-
se as Imidas, DMPN e DPN, Fotoativadas Como Agentes Redutores,

na Presenca e na Auséncia de Micelas de CTAB

4.2.1. Estudo espectral e cinético

A reducdo dos intermediarios de alta valéncia de HRP pelas imidas
fotoativadas, DMPN e DPN foi acompanhada de forma similar a apresentada pelo
azul de metileno fotoativado. Como previamente descrito (introdug&o) a imida DPN
possui dois grupos fosfonatos em sua estrutura o que a torna razoavelmente soluvel
em agua. A imida DMPN, por outro lado, apresenta um substituinte hidrofébico
(grupo dodecil) no lugar de um grupamento fosfato o que confere caracteristica
anfifilica a essa molécula. Como esta imida anfifilica apresenta baixa solubilidade ela
foi associada a micelas de CTAB, dessa forma, sera previamente apresentado o
efeito do CTAB sobre o ciclo catalitico da HRP.

As Figuras 13 e 14 representam as mudancas espectrais de HRP na
presenca de peréxido de hidrogénio (HOOH) em meios heterogéneo (micelas de
CTAB em tampao fosfato de sddio pH 6,0) e homogéneo (tampao fosfato de sddio
pH 6,0), na auséncia de imida. Nas Figuras, 13 e 14, as linhas pretas grossas
correspondem ao espectro de HRP em seu estado nativo, obtido anteriormente a
adicdo de perdoxido de hidrogénio e as linhas vermelhas, verdes e azuis
correspondem aos espectros obtidos 100, 300 e 600 segundos, apds a adicao do
peréxido de hidrogénio na seqiéncia indicada pela seta. O espectro obtido em 100 s
(linha vermelha pontilhada) mostra a maior populacao de HRP Composto Il obtida e
0s espectros subsequientes mostram o progressivo retorno a forma nativa (deplecao

de peroxido de hidrogénio) acompanhado por correspondente desvio hipsocrémico
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da banda Soret, 0 que esta de acordo com a literatura (DUNFORD, 1999). A analise
desses espectros deixa evidente que em CTAB o retorno a forma nativa da enzima é
mais rapido, ou seja, o consumo de perdxido de hidrogénio é favorecido. J& em meio
homogéneo, ap6s 600 s, ainda predomina a HRP Composto I, ou seja, 0 consumo
de peréxido de hidrogénio é mais lento, corroborando que o ciclo catalitico da
enzima em meio homogéneo esta ocorrendo bem mais lentamente do em meio
heterogéneo. Este resultado esta plenamente de acordo com modificacdes na

estrutura da enzima, ocasionadas pelo CTAB, que serdo apresentadas mais adiante.
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Figura 13. Acompanhamento da banda Soret do espectro UV-visivel de HRP no curso da
reacdo com perdxido de hidrogénio em meio heterogéneo de micelas de CTAB. A linha
grossa representa a HRP em seu estado nativo (tempo zero). A linha vermelha pontilhada
representa HRP Composto Il (100 s). A linha verde e azul representa a rea¢cdo em 300 e 600
s, respectivamente, de acordo com a seta. A reacdo foi conduzida em tampao fosfato de
sodio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte. As concentragbes de
peréxido de hidrogénio e HRP foram 8 uM e 4 uM, respectivamente.
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Figura 14. Acompanhamento da banda Soret do espectro UV-visivel de HRP no curso da
reacao com peroxido de hidrogénio em meio homogéneo. A linha grossa representa a HRP
em seu estado nativo (tempo zero). A linha vermelha pontilhada representa HRP Composto
Il (100 s). A linha verde e azul representa a reacdo em 300 e 600 s, respectivamente, de
acordo com a seta. A reacgéo foi conduzida em tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0 a
36°C, em atmosfera inerte. As concentragdes de peroxido de hidrogénio e HRP foram 8 pM
e 4 uM, respectivamente.

Com a finalidade de se determinar a eficiéncia das imidas, DMPN e DPN,
fotoativadas como agentes redutoras no ciclo catalitico da HRP (deplecao de H20,),
os estudos apresentados anteriormente foram repetidos com as respectivas imidas.
Conforme mostrado na Figura 6 (introducédo) as imidas estudadas absorvem na
regido de 300 a 400 nm, dessa forma, o0s espectros a seguir sdo espectros
compdsitos (HRP e imida).

As Figuras 15 e 16 representam as mudancas espectrais de HRP na
presenca da imida anfifilica, DMPN, na presenca de peroxido de hidrogénio (HOOH)
em meios heterogéneo (micelas de CTAB em tampao fosfato de sodio pH 6,0) e
homogéneo (tampao fosfato de sodio pH 6,0). Nas Figuras, 15 e 16, as linhas pretas
grossas correspondem ao espectro de HRP em seu estado nativo, obtido

anteriormente a adigdo de perdxido de hidrogénio e as linhas vermelhas, verdes e
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azuis correspondem aos espectros obtidos 100, 300 e 600 segundos, apds a adicdo
do peréxido de hidrogénio na sequéncia indicada pela seta e sob irradiacdo. O
espectro obtido em 100 s (linha vermelha pontilhada) € compativel com significativa
conversao de HRP nativa ao seu estado de alta valéncia, Composto Il. Os espectros
obtidos nos tempos subseqlentes mostram o progressivo retorno a forma nativa
acompanhado por correspondente desvio hipsocrdmico da banda Soret (deplecédo
de HxO). Comparando-se as Figuras 15 e 16 com 13 e 14, percebemos que a
irradiagdo da amostra acelera o ciclo catalitico da enzima, tanto em meio
heterogéneo quanto em quanto em meio homogéneo, provavelmente pelo estado
excitado de DMPN ser eficiente redutor dos estados intermediarios de alta valéncia

da HRP.
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Figura 15. Acompanhamento da banda Soret do espectro UV-visivel de HRP no curso da
reacao com peréxido de hidrogénio em meio heterogéneo, na presenga da imida DMPN. A
linha grossa representa a HRP em seu estado nativo (tempo zero). A linha vermelha
pontilhada representa HRP Composto Il (100 s). A linha verde e azul representa a reagao
em 300 e 600 s, respectivamente, de acordo com a seta. A reagéo foi conduzida em tampéao
fosfato de sodio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte, irradiada. As
concentragdes de perdéxido de hidrogénio, HRP e DMPN foram 8 uM, 4 uM e 24 uM,
respectivamente.
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Figura 16. Acompanhamento da banda Soret do espectro UV-visivel de HRP no curso da
reacao com peroxido de hidrogénio em meio homogéneo, na presenga da imida DMPN. A
linha grossa representa a HRP em seu estado nativo (tempo zero). A linha vermelha
pontilhada representa HRP Composto Il (100 s). A linha verde e azul representa a reagao
em 300 e 600 s, respectivamente, de acordo com a seta. A reagao foi conduzida em tampéao
fosfato de so6dio 5 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte, irradiada. As concentracdes de
peréxido de hidrogénio, HRP e DMPN foram 8 uM, 4 uM e 24 uM, respectivamente.

O efeito da concentragdo da imida, DMPN, fotoativada na aceleragéo do ciclo
catalitico da HRP levando a mais rapida deplecao de perdxido de hidrogénio em
meios heterogéneo e homogéneo é apresentado na Fig. 17. Para esse estudo
temporal da regeneracdo da forma nativa da enzima o espectro da imida pura foi
subtraido de cada espectro compdésito. Esta operacao foi possivel porque a imida
ndo apresenta nenhuma alteracao significativa espectral sob irradiagéo, na presenca
e na auséncia de HRP. A Fig. 17 mostra que a mudanca temporal na intensidade de
absorbancia em 403 nm (retorno a forma nativa) é influenciada qualitativamente e
quantitativamente pela imida anfifilica em ambos os meios. Em micelas de CTAB,
quantidades subestequiométrica e estequiométrica de DMPN aceleram o retorno de
HRP a forma nativa, sem afetar significativamente o lag time de 100 segundos

observado na auséncia de imida. Acima de 4 uM de imida verificamos duas



70
mudancas importantes na cinética de retorno de HRP Composto Il a forma nativa: o
aumento de concentracdo de imida ndo mais afeta a velocidade de retorno e
desaparece o lag time para o inicio da volta. Estes resultados nos levam a propor o
seguinte modelo: em concentracdes subestequiométricas o0 aumento da
concentragdo de imida apenas aumenta a probabilidade de colisdo entre o
fotorredutor e a enzima. Acima de 4 uM de imida, deve surgir uma interacédo
permanente da imida com a enzima, tornando-se a primeira uma espécie de grupo
prostético adicional da enzima, que passa assim a atuar como um outro catalisador.
O lag time apresentado na Figura 17 reflete a presenca de peréxido de hidrogénio
no meio reacional, quando este € depletado o /lag time desaparece e a enzima

retorna a sua forma nativa.
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Figura 17. Efeito da concentracdo de DMPN na redugéo dos intermediarios de alta valéncia
no ciclo catalitico da HRP. A) Meio heterogéneo. B) Meio homogéneo. A seta representa
quantidades crescentes da imida: 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 uyM de DMPN. A reagao foi
conduzida em tampéo fosfato de sddio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera
inerte, irradiada. As concentragbes de perdxido de hidrogénio e HRP foram 8 uM, 4 uM,
respectivamente.
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Para um melhor entendimento do processo de reducédo dos intermediarios de

alta valéncia no ciclo catalitico da HRP com a imida, DMPN, fotoativada foi calculada
a area gerada abaixo da curva para cada concentracdao de imida (Figura 18). Esta
area € proporcional a velocidade de regeneracao de HRP nativa e a deplecédo do
peroxido de hidrogénio. Os circulos pretos representam a imida DMPN fotoativada
em meio heterogéneo. Os circulos brancos representam a imida DMPN fotoativada
em meio homogéneo. Os tridngulos representam o controle realizado com a imida
DMPN em meio homogéneo, nas concentracoes de 2 e 24 uM, no escuro. Essa
Figura mostra que mesmo em concentracdes subestequiométrica (2 uM) a imida
DMPN favorece a catélise, devido a transferéncia de elétron fotoinduzida da imida
para HRP Composto Il. Ao associar a imida DMPN com CTAB a catalise é
favorecida ainda mais, pois o CTAB promove uma mudanga estrutural na enzima
favoravel a esse processo (PRIETO et al., 2007). Na estrutura do DMPN, um dos
grupos fosfonatos foi substituido por uma cauda hidrofébica de tal modo que foi
diminuida a parte responsavel pela repulsdo, que ocorre com a imida DPN
(mostrada posteriormente), e associada uma parte estrutural hidrofébica a qual
provavelmente permite associagao do substrato com um sitio da enzima. Devido sua
estrutura, DMPN poderia ter sido eficiente como fotorredutor por promover
mudancas estruturais na HRP. Contudo, os experimentos realizados com a imida
DMPN no escuro, em meio homogéneo, comprovam que, diferente do CTAB, a
imida anfifilica ndo favoreceu a regeneracao da forma nativa da enzima. Conforme
sera mostrado mais adiante, o DMPN, similarmente ao CTAB, promove mudancas
estruturais na HRP. A causa dessas mudancgas ndo aumentarem a atividade da HRP

com peréxido de hidrogénio, pode ser pelo fato de serem inécuas para tal, ou pelo



73
fato do DMPN ocupar o sitio ativo da enzima na forma de HRP Composto Il e

desfavorecer a regeneracao da forma nativa da enzima.
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Figura 18. Curva de formacao de HRP nativa a partir de HRP Composto Il em funcéo da
concentracdo de imidas. Os circulos pretos (e) representam a imida DMPN fotoativada em
meio heterogéneo. Os circulos brancos (o) representam a imida DMPN fotoativada em meio
homogéneo. Os triangulos (A) representam o controle realizado com a imida DMPN em
meio homogéneo, nas concentragdes de 2 e 24 uM, no escuro. A reacao foi conduzida em
tampao fosfato de sédio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte. As
concentragdes de HRP e peroxido de hidrogénio foram de 4 uM e 8 uM, respectivamente.

As mudancas espectrais de HRP na presenca da imida nao anfifilica, DPN, na
presenca de peréxido de hidrogénio (HOOH) em meios heterogéneo (micelas de
CTAB em tampao fosfato de sédio pH 6,0) e homogéneo (tampao fosfato de sddio
pH 6,0) foram também investigadas. Nas Figuras, 19 e 20, as linhas pretas grossas
correspondem ao espectro de HRP em seu estado nativo, obtido anteriormente a
adicdo de perdoxido de hidrogénio e as linhas vermelhas, verdes e azuis
correspondem aos espectros obtidos 100, 300 e 600 segundos, apds a adi¢cao do

peréxido de hidrogénio na sequéncia indicada pela seta e sob irradiacao. Analisando
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essas Figuras notamos que durante o ciclo catalitico da enzima, a banda Soret do
espectro da HRP é deslocada de 403 nm (HRP nativa) para 418 nm (HRP Composto
II), ndo retornando a condigéo inicial, ou seja, 0 consumo de perdxido de hidrogénio
€ desfavorecido. Comparando-se as Figuras 19 e 20 com 13 e 14, percebemos que
a imida DPN fotoativada ndo é eficiente fotorredutora dos compostos de alta

valéncia da HRP em meios heterogéneo e homogéneo.
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Figura 19. Acompanhamento da banda Soret do espectro UV-visivel de HRP no curso da
reacdo com perdxido de hidrogénio em meio heterogéneo, na presenga da imida DPN. A
linha grossa representa a HRP em seu estado nativo (tempo zero). A linha vermelha
pontilhada representa HRP Composto Il (100 s). A linha verde e azul representa a reagao
em 300 e 600 s, respectivamente, de acordo com a seta. A reagao foi conduzida em tampéao
fosfato de sodio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte, irradiada. As
concentragbes de peréxido de hidrogénio, HRP e DMPN foram 8 puM, 4 uM e 24 uM,
respectivamente.
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Figura 20. Acompanhamento da banda Soret do espectro UV-visivel de HRP no curso da
reacdo com peroxido de hidrogénio em meio homogéneo, na presenga da imida DPN. A
linha grossa representa a HRP em seu estado nativo (tempo zero). A linha vermelha
pontilhada representa HRP Composto Il (100 s). A linha verde e azul representa a reagao
em 300 e 600 s, respectivamente, de acordo com a seta. A reagéo foi conduzida em tampéao
fosfato de sodio 5 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte, irradiada. As concentragdes de
peroxido de hidrogénio, HRP e DMPN foram 8 uM, 4 uM e 24 uM, respectivamente.

O efeito da concentracdo da imida DPN, sobre o ciclo catalitico da HRP foi
acompanhado pelo deslocamento do Amax. A Figura 21, também, deixa claro que a
imida DPN n&o contribui quimicamente para a reducédo dos intermediarios de alta
valéncia da enzima. A imida DPN possui dois grupos fosfonatos, os quais, por serem
carregados negativamente, devem ser repelidos pela forma acida da enzima, além
do que, competem com a mesma superficie catibnica do CTAB, que favorece a
atividade da HRP. Portanto o efeito da imida DPN é somente fisico, nota-se em meio
heterogéneo (Fig. 21B), que quantidades crescentes da imida deslocam a HRP da

micela diminuindo a regeneragdo da forma nativa da enzima.
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Figura 21. Efeito da concentragdo de DPN na redugéo dos intermediarios de alta valéncia
no ciclo catalitico da HRP. A) Meio homogéneo. B) Meio heterogéneo, os circulos brancos
representam a reacdo em meio homogéneo sem imida. A seta representa quantidades
crescentes da imida: 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 uM de DPN. A reagéo foi conduzida em
tampao fosfato de sédio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C, em atmosfera inerte, irradiada.
As concentracoes de peroxido de hidrogénio, HRP foram 8 uM, 4 uM, respectivamente.
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Para testarmos se a capacidade catalitica da HRP seria modificada na
presenga da imida DMPN, foi monitorado em meio homogéneo a oxidacdo do
guaiacol, substrato classico para HRP. Conforme podemos observar na Fig. 22 o
espectro de absorcdo tanto na auséncia (Fig. 22A) quanto na presenca da imida
(Fig. 22B) apresentam similaridades na regido de 470 nm, caracteristica do produto
formado, ou seja, guaiacol oxidado. Este resultado deixa claro que a imida DMPN

ndo esta ocupando o sitio de ligacdo do guaiacol.
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Figura 22. Espectro de absorcdo no tempo inicial (linha preta) e final (linha azul) da
oxidacdo do guaiacol pela HRP Composto Il. A) Na auséncia da imida DMPN. B) Na
presenca da imida DMPN. A reacao foi conduzida em tampéo fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0
a 36°C, em atmosfera inerte. As concentracées de HRP, perdxido de hidrogénio, guaiacol e
DMPN foram 4 uM, 8 uM, 24 pM, 4 uM respectivamente.
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4.2.2. Estudo Estrutural

Como mostrado anteriormente o ciclo catalitico da HRP €& acelerado na
presenca de micelas de CTAB, dessa maneira investigamos as alteracées que esse
surfactante promove na estrutura da enzima. A Fig. 23 mostra o efeito da
concentracdo de CTAB na fluorescéncia do Trp 117. Este aminoacido esta
localizado préximo ao bolsdo do heme (WELINDER, 1979), assim mudanca em sua
fluorescéncia € um indicativo do que esta ocorrendo em sua vizinhanca. Essa
Figura mostra que o aumento na concentracdo de CTAB desloca a banda de
fluorescéncia do Trp 117 para o vermelho e aumenta sua intensidade de
fluorescéncia. O turning point em torno de 0,5 mM corresponde a CMC desse
surfactante na presenca de HRP, a literatura mostra um valor de 0,9 mM para o
CTAB em agua (FENDLER, 1982), mas este valor € menor na presenga de tampdes.
Acima de 20 mM de CTAB um novo incremento na fluorescéncia é observado. O
inserto mostra que em altas concentracdes de CTAB o deslocamento batocrémico
do Amax N@o € acompanhado do aumento na intensidade de fluorescéncia. Em altas
concentragdes as micelas de CTAB sofrem alteragcdes conformacionais com uma
disposicdo hexagonal (“worm-like”) (DAVIES et al., 2006) e provavelmente essa

mudanca ocasiona mudancas na fluorescéncia da HRP nessas condicdes.

As alteragbes conformacionais na HRP induzidas pelo CTAB foram também
investigadas por dicroismo circular (CD). A Figura 24 mostra o espectro de CD da
HRP nativa em meio homogéneo e na presenca de micelas de CTAB na regiao UV
(240-320nm). Nessa regido o espectro de CD de proteina reflete principalmente a
contribuicdo de aminoacidos aromaticos e de pontes dissulfeto da estrutura terciaria

da proteina e é muito sensivel a mudanca estrutural. O espectro near-UV de CD da
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HRP é caracterizado por uma banda negativa centrada em 284 nm, a qual é
atribuida a presenca de Trp e Tyr. A presenca de CTAB promoveu um aumento de
intensidade dessa banda em 284 nm quando comparada com a banda obtida em

meio homogéneo.

Os resultados de fluorescéncia e CD sugerem associacdo da HRP com as
micelas de CTAB, esta associacdo promove uma alteracao na estrutura terciaria da
enzima promovendo o empacotamento dos aminodcidos aromaticos. Resultados
similares foram obtidos por MOGHARRAB et al, 2007 utlizando o acido 2
carboxilico antraquinona como modificador quimico de HRP, onde o empacotamento
dos aminoacidos induzido quimicamente promoveu o aumento da eficiéncia

catalitica.
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Figura 23. A A\nsx do Trp da HRP na presenca de diferentes concentracées de CTAB. O
inserto representa o espectro de fluorescéncia obtido nas seguintes concentracdes de
CTAB: 0, 0,5, 2,0, 20 e 60 mM, como indicado pela seta. A reagéo foi conduzida em tampao
fosfato de sddio 5 mM, pH 6,0 a 36°C. A concentracdo de HRP foi de 2 pM.
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Figura 24. Espectro de CD near-UV da HRP na auséncia de CTAB, na presenca de 20 e 60
mM de CTAB, de acordo com a seta. A reacao foi conduzida em tampéo fosfato de sédio 5
mM, pH 6,0 a 36°C. A concentracdo de HRP foi de 70 uM.

Os resultados cinéticos apresentados anteriormente mostram que, na
presenca de micelas de CTAB, a imida DPN retarda a reducao de HRP Composto I
a forma nativa, sendo in6bcua em meio homogéneo. Conforme comentado
anteriormente, existe a possibilidade de que este desfavorecimento da reacao deva-
se a uma competicdo entre a imida duplamente carregada negativamente e a HRP
pela ligacdo a superficie da micela catidbnica de CTAB que favorece a atividade
catalitica da HRP. Com a finalidade de corroborar que de fato existe uma interacao
entre a imida e a micela foi realizado um estudo fluorimétrico de DPN em meio
heterogéneo de micelas de CTAB (Figura 25). Nesta Figura observamos uma
significativa mudanga na raz&o entre as bandas de 348 nm e 412 nm da imida que
acompanha o aumento da concentracao de imida. Este resultado sugere a formacao
de diferentes estados de agregacao da imida na presenca de CTAB (AGARWALL e
BORISSEVITCH, 2006; PARKASH et al., 2008). A Figura 26 mostra a razdo entre as

bandas de fluorescéncia da imida DPN em 348 / 412, percebemos que quantidades
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crescentes da imida interferem na razdo dessas bandas. De fato, esse resultado
nos sugere que a porcao hidrofébica da imida DPN provavelmente fica inserida no
centro hidrofébico da micela, porém, os grupos fosfonatos permanecem na
superficie, convertendo, pelo menos partes das superficies catibnicas em anidnicas.
Como o pH no qual fizemos nossos experimentos estd acima do pl (ponto
isoelétrico) da isoenzima predominante de HRP, deve haver perda significativa de

afinidade da enzima pela micela de CTAB na presenca de DPN.
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Figura 25. Espectro de fluorescéncia da imida DPN na presenca de CTAB. A seta indica
quantidades crescentes de DPN (2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 uM). A reacédo foi conduzida em
tampé&o fosfato de sédio 5 mM, CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36 °C.
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Figura 26. Razéo entre as bandas de fluorescéncia obtida em funcao da concentragéo de
DPN em presenca de CTAB. A reacédo foi conduzida em tampao fosfato de soédio 5 mM,
CTAB 20 mM, pH 6,0 a 36°C.

Para corroborar definitivamente a interacdo da imida nao anfifilica com a
micela de CTAB, partimos de uma concentragao fixa da mesma a qual titulamos com
CTAB numa faixa que se esperava abaixo e acima da CMC do detergente. A Figura
27 mostra que, compativel com uma interacdo com o detergente catibnico, ocorre
uma decréscimo de fluorescéncia da imida DPN na presenca de quantidades
crescentes de CTAB. Pode-se observar que a primeira adi¢do de CTAB j& leva a um
significativo decréscimo da intensidade de fluorescéncia da imida DPN. Adi¢des
subsequientes promovem uma drastica queda na fluorescéncia que finalmente se
estabiliza em torno de 1 mM de CTAB com um turning point ao redor de 0,37 mM
que corresponde a CMC do CTAB nessa condicao experimental, a literatura mostra
a CMC de 0,25 mM em pH 4 (FURTADO, 2005). Portanto esses resultados sugerem
que ha interacdo da imida com os diferentes estados de agregacado do CTAB, ou

seja, de mondémeros a micelas. Cabe ressaltar que esse experimento nos garante
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que as medidas cinéticas, em meio heterogéneo, foram realizadas com o CTAB na

forma de micelas.
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Figura 27. Efeito do CTAB na fluorescéncia maxima da imida DPN (A = 383 nm). A reacao
foi conduzida em tampao fosfato de sddio 5 mM, pH 6,0 a 36°C. A concentracao de imida foi
de 24 M.

Estudos fluorimétricos foram também efetuados para uma melhor analise da
interagdo da imida anfifilica com a HRP. O efeito imida anfifilica, DMPN, fotoativada
foi investigado, uma vez que, na Figura 18 (previamente apresentada), ha uma
diferenca na velocidade de reducdo dos intermediarios de alta valéncia de HRP em
meio homogéneo. A Figura 28 mostra o espectro de fluorescéncia normalizado do
triptofano da HRP em funcdo da concentracdo da imida DMPN em meio
homogéneo. Podemos notar que ha um deslocamento da banda de fluorescéncia
para o azul (Figura 29) sugerindo que a imida ao interagir com a enzima desloca o
triptofano para uma regido mais hidrofébica. Esse deslocamento pode fazer parte da

mudanca estrutural que favorece a catélise.
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Figura 28. Espectro de fluorescéncia do triptofano da HRP na presenca imida DMPN,
normalizado pela intensidade maxima. A seta indica quantidades crescentes de DMPN (0, 2,
4, 8,12, 16, 20 e 24 uM). A reacgéo foi conduzida em tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0
a 36°C.
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Figura 29. Variacdo do A maximo do espectro de fluorescéncia do triptofano da HRP em

funcdo da concentracdo da imida anfifilica, DMPN. A reacdo foi conduzida em tamp&o
fosfato de so6dio 5 mM, pH 6,0 a 36°C.
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4.2.3. Processo de Transferéncia de Elétrons entre a Imida e a

Enzima

Para um melhor entendimento do comportamento do processo de
transferéncia de elétrons entre a imida e a enzima foi realizada a redugéo de HRP
nativa e HRP Composto I, utilizando o anion radical de DMPN gerado quimicamente
por ditionito de sédio (NaxS204) em atmosfera inerte. Na Figura 30 sdo apresentados
os espectros da imida DMPN em seu estado fundamental, e na forma de anion
radical. A formacao de radical livre faz com que a imida absorva em comprimentos
de onda mais longos do que as moléculas ndo reduzidas. A reducéo ocorre como na
equacao 4, o ditionito (doador) doa um elétron para imida (aceptor) e esta é reduzida

a DMPN™ (&nion radical).

DMPN + e — DMPN" (eq. 4)
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Figura 30. Espectro de formacgédo do anion radical de DMPN gerado quimicamente. A linha
fina representa a imida DMPN no estado fundamental, 25 uM. A linha grossa representa o
anion radical formado apéds a adicdo de 25 pL de solucdo de ditionito de sddio 1,0 mM).

A analise dos resultados da reagdo entre o anion radical gerado
quimicamente e a enzima em sua forma nativa (Fe*®) evidencia a formacao de HRP-
Fe*2. A Figura 31 mostra o deslocamento do espectro para o vermelho na regido de
430 nm. O inserto representa a cinética de formacdo de HRP-Fe*? em 438 nm. A
deplecdo da forma HRP-Fe™ e sua regeneracdo & forma nativa podem ser
observadas na Figura 32, nota-se, através do inserto, que este fenbmeno ocorreu
em um tempo muito maior (3000 s) do que a formagdo de HRP-Fe*? (10s),

provavelmente devido a entrada lenta de oxigénio no meio reacional.
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Figura 31. Espectro de formacdo de HRP — Fe®, apds a formacdo do anion radical de
DMPN gerado quimicamente. A linha preta representa a adicdo de HRP nativa no tempo
zero. As linhas verde, azul, ciano, rosa e vermelho, representam & formagdo de HRP — Fe?**
nos tempos 2, 4, 6, 8, e 10 s, respectivamente. O inserto mostra a cinética de absorbancia
em 438 nm em funcdo do tempo. As concentragcbes de HRP e DMPN foram de 2 uM e 24

UM, respectivamente.
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Figura 32. Espectro de regeneracdo de HRP nativa a partir de HRP — Fe** e decaimento do
anion radical de DMPN gerado quimicamente. A linha vermelha representa a HRP nativa no
tempo zero. As linhas Rosa, verde, azul e ciano, representam a formacgéo a regeneragao de
HRP nativa a partir de HRP — Fe?*, nos tempos 500, 1000, 2000, e 3000 s, respectivamente.
O inserto mostra a cinética de absorbancia em 438 nm em funcdo do tempo. As
concentracdes de HRP e DMPN foram de 2 uM e 24 uM, respectivamente.
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Na Figura 33, apds a formacédo do anion radical gerado quimicamente (linha
vermelha), adicionou-se a enzima em sua forma de alta valéncia (HRP Composto II).
Como esperado (Figueiredo et al., 2005), o anion radical gerado quimicamente foi
consumido e a enzima reduzida a sua forma nativa. A equacado 5 representa o

processo.

DMPN + e — DMPN"
DMPN ~ + HRP - Fe'"*=O — DMPN + HRP - Fe " + H,0 (eq. 5)

0,4 -
DMPN"™
© 0,3 -
(&)
C
«3
2
o 0,24 ) -
3 HRP nativa
<C
1| vl |
\./\/\/\
0,0_ MPN ———————

300 400 500 600 700 800
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Figura 33. Espectro do decaimento do anion radical gerado quimicamente na presencga de
HRP Composto Il. A linha preta representa DMPN, 25 uM no estado fundamental. A linha
vermelha representa o anion radical formado apdés a adi¢ao de 25 pL de solucao de ditonito
de sédio 1,0 mM). A linha verde representa a adicdo de HRP Composto Il 2,0 uM.
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4.2.4. Caracterizacao do ferro heminico e do intermediario oxiferril

porfirina mr-cation na presenca das imidas

Com o objetivo de detectar e caracterizar espécies de radical formada, a
reacdo de HRP com HO,, na presenca e na auséncia de imida, em meio
homogéneo e heterogéneo, foi acompanhada por EPR com amostras congeladas
em um tempo limitado como indicado nas Figuras (34, 35 e 36). O espectro de EPR
da HRP nativa revela uma regido de campo baixo, com a presenca de duas
espécies alto spin de Fe(lll) (g = 6,0) com uma simetria quase axial (SOARES et al.,
2007). A adicao de peréxido de hidrogénio promove o desaparecimento do sinal g =
6,0, indicando que ambas conformagdées de HRP foram convertidas em
intermediarios de alta valéncia. Ao mesmo tempo pode ser observado o
aparecimento de um sinal largo de EPR na regido de alto campo (g = 2,0),
caracteristico de HRP Composto |, radical oxiferril porfirina T-cation com
acoplamento antiferromagnético entre os elétrons do ferro do grupo heme e o anel
porfirinico (S='2). Como indicado nas Figuras 34, 35 e 36, no decurso da reagao, o
sinal g = 6,0 do ferro heminico da HRP foi progressivamente recuperado com o
concomitante desaparecimento do sinal g = 2,0.

A Figura 32 mostra o espectro de EPR da reacao HRP no curso da reacao
com peroxido de hidrogénio, na auséncia de imida, sendo 34A, meio heterogéneo
(micelas de CTAB em tampao fosfato de sodio) e 34B, meio homogéneo (somente
tampéao fosfato de sédio). Como indicado na Figura 34A, o CTAB promove o rapido
aparecimento do sinal g = 6,0 com o simultaneo desaparecimento do sinal g = 2,0, o
mesmo n&o ocorre com a reacdo conduzida em meio homogéneo (Fig. 34B), dessa

forma, o CTAB influencia no ciclo catalitico da enzima. Conforme mostrado
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anteriormente o CTAB promove alteracées na estrutura terciaria da enzima que

favorece a catalise.
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Figura 34. Espectros de EPR na auséncia de imida obtidos a 11 K. A - Meio heterogéneo
(tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0 em micelas de CTAB 20 mM). B — Meio homogéneo
(tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0). Espectros de 100 uM de HRP no decorrer da
reacdo com peréxido de hidrogénio 100 uM. Freqiéncia de microondas de 9,44079 GHz,
scanning do campo magnético de 60 G, campo de modulacdo de 0,1 G e energia de
microondas de 5 mW.

Os espectros de EPR no curso da reacdo de HRP com peroxido de
hidrogénio, na presenga da imida, DMPN e DPN, fotoativadas sdo apresentados nas
Figuras 35 e 36, respectivamente. Sendo A, meio heterogéneo e B meio
homogéneo. Analisando as Figuras 35 e 36, notamos que as imidas sdo capazes de
promover mudancas na simetria do ferro heminico da enzima (g = 6,0), quando
comparado com a reagcdo conduzida na auséncia de imida (Fig. 34). A reacdo
conduzida com a imida DMPN favorece o ciclo catalitico da HRP, pois o tempo total
do desaparecimento do sinal g = 2,0 com o concomitante aparecimento do sinal g =
6,0 foi de 5 minutos, enquanto que a imida DPN com 10 minutos de reagédo ainda
apresentava um pequeno sinal em g = 2,0. A recuperacao do sinal g = 6,0 na imida

DPN (Figura 36) mostra que uma das espécies de ferro heminico é privilegiada ao
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longo do tempo. Outro fato relevante na Figura 36 é que o sinal g = 2,0 esta
crescendo até 5 minutos, o que indica que a formacao de HRP Composto | esta

sendo prejudicada nesta condicao.
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Figura 35. Espectros de EPR na presenga da imida DMPN obtidos a 11 K. A - Meio
heterogéneo (tampéo fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0 em micelas de CTAB 20 mM). B — Meio
homogéneo (tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0). Espectros de 100 uM de HRP e 24 uM
de DMPN no decorrer da reacao com perdxido de hidrogénio 100 pM. Freqiéncia de
microondas de 9,44079 GHz, scanning do campo magnético de 60 G, campo de modulacéo

de 0,1
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Figura 36. Espectros de EPR na presenga da imida DPN obtidos a 11 K. A - Meio
heterogéneo (tampéo fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0 em micelas de CTAB 20 mM). B — Meio
homogéneo (tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0). Espectros de 100 uM de HRP e 24 uM
de DPN no decorrer da reagdo com perdxido de hidrogénio 100 uM. Freqiéncia de
microondas de 9,44079 GHz, scanning do campo magnético de 60 G, campo de modulacéo

de 0,1

G e energia de microondas de 5 mW.
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4.3. Parte 3 — Caracterizacao do Intermediario Formado no Ciclo

Catalitico da HRP pela Técnica de EPR Pulsado

A Figura 37 mostra o espectro de RPE de onda continua (CW) obtido a 11K.
A linha vermelha representa o espectro da HRP em seu estado nativo, nota-se na
regido baixo campo, o sinal do Fe*® (S = 5/2). A adicdo de peréxido de hidrogénio
(linha verde) promove o desaparecimento do sinal do ferro, indicando que a HRP foi
convertida em intermediarios de alta valéncia da enzima. Ao mesmo tempo, nota-se
a formacgao de um sinal na regido de alto campo, caracteristico de HRP Composto |,
oxiferril porfirina T cation com acoplamento antiferromagnético (Fe™ (S = 1) +
cation (S = 2)). A Figura 38 representa os espectros de RPE obtidos pela técnica
pulsada, notamos semelhancas com a Figura 37, em ambas as Figuras, o sinal da
HRP nativa (linha vermelha) esta entre 1000 e 3500 G e o sinal da HRP Composto |
(linha verde) apresenta um maximo de intensidade na regido de 3500 G. Como o
espectro da Figura 38, representa a intensidade do eco em cada campo, a curva
obtida é a integral do sinal, sendo um espectro inteiro, que representa de forma mais
clara o sinal obtido. Ao derivar-se o sinal obtido pela técnica pulsada obtém-se o

espectro de onda continua.
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Figura 37. Espectros de EPR CW obtidos a 11 K. As condi¢des experimentais foram 100
UM de HRP e perdxido de hidrogénio 100 uM. A linha vermelha representa a enzima em seu
estado nativo e a linha verde representa a reacao com perdxido de hidrogénio. Freqiéncia
de microondas de 9.44079 GHz, scanning do campo magnético de 60 G, campo de
modulacao de 0.1 G e energia de microondas de 5 mW. A reacao foi conduzida em tampéao
fosfato de s6dio 5 mM, pH 6,0.

A —— HRP
R (5=502) — HRP + H202
~ .
> “‘ “‘ 3+
5 fod Fe* (S =1/2)
o [ 4
3 | 1\
] | \
° J |
ke | |
c | \
£ \_ I\
£ e N ‘\‘ N
Fe*" (S=1)+ \ o
n-cation (S =1/2) A/\_ - R
MQWMM

(anti-ferromagnético)

e

b A o L

T T T T T T T T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Campo Magnético (G)

Figura 38. Espectros de EPR pulsado obtidos a 4 K. As condi¢des experimentais foram 100
UM de HRP e peroxido de hidrogénio 100 uM. A linha vermelha representa a enzima em seu
estado nativo e a linha verde representa a reacdo com perdxido de hidrogénio. A reacao foi
conduzida em tampéao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0.
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Em enzimas, freqlentemente mais de uma espécie paramagnética esta
presente, nestes casos, os espectros de RPE CW apresentardo sobreposicoes e
alargamentos adicionais que dificultam a andlise qualitativa e quantitativa dos
mesmos. Métodos de RPE pulsada ajudam a resolver diferentes contribuicbes e
propriedades destas diferentes espécies paramagnéticas, uma vez que seus tempos

de relaxagdo e momentos magnéticos sao diferentes.

Uma vez obtida a Figura 38, foram selecionados alguns valores de campo
intenso. Nestes valores o eco gerado em funcao do pulso foi medido. Esse eco cai
exponencialmente, porém devido a vizinhanca do centro paramagnético, esta
exponencial apresenta oscilagées. No caso da HRP, os centros paramagnéticos que
influenciam no Fe sdo o H e o N, essa influéncia pode ser medida por transformada
de Fourier, a partir das oscilacdes do decaimento exponencial. As Figuras 39 e 40
representam a HRP em seu estado nativo e as Figuras 41 e 42 representam a
enzima na presenca de perdéxido de hidrogénio. As Figuras 39 e 41 mostram na
parte superior, a intensidade do sinal obtido em funcdo do campo magnético, a partir
de 2 pulsos a 4 K. Na parte inferior, a freqiéncia dos elementos presentes na
vizinhanga do ferro. As Figuras 40 e 42 representam a amplitude do sinal em funcao
da freqUéncia para diferentes valores de campo magnético (ver legenda). A principal
diferenca entre os experimentos sem perdxido e com perdxido € a presenca do H,
na vizinhanga do ferro, quando a enzima esta em seu estado nativo. Na presenca de
peréxido, somente o nitrogénio apresenta sinal, devido a uma mudanca na
distribuicdo eletrénica em volta do ferro, isto é compativel com uma mudanca

estrutural da enzima.
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Figura 39. Medidas de HRP nativa, obtidas a 4 K. As condi¢cdes experimentais foram 100
UM de HRP em tampéo fosfato de soédio 5 mM, pH 6,0. As letras a, b, c, d, e representam os
campos magnéticos 1400, 1670, 2850, 3270 e 3493 G, respectivamente.
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Figura 40. Medidas de amplitude de HRP nativa, obtidas a 4 K. As condigbes experimentais
foram 100 uM de HRP em tampéo fosfato de s6dio 5 mM, pH 6,0. As letras a, b, ¢, d, e
representam os campos magnéticos 1400, 1670, 2850, 3270 e 3493 G, respectivamente.
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Figura 41. Medidas de HRP com H,O,, obtidas a 4 K. As condi¢des experimentais foram
100 uM de HRP, peréxido de hidrogénio 100 uM em tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 6,0.
As letras a, b, ¢, d, representam os campos magnéticos 3527, 4900, 5800 e 6500 G,
respectivamente.
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Figura 42. Medidas de amplitude de HRP com H,0O,, obtidas a 4 K. As condi¢des
experimentais foram 100 uM de HRP, peréxido de hidrogénio 100 uM em tampéo fosfato de
sédio 5 mM, pH 6,0. As letras a, b, ¢, d, representam os campos magnéticos 3527, 4900,
5800 e 6500 G, respectivamente.
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Esses resultados apresentados devem ainda ser analisados para se obter os
parametros hiperfinos, especialmente do nitrogénio por meio de simulagdes
espectrais dos dados de RPE pulsado. Somente apds esse estudo poderdo ser
definidas as caracteristicas que difere o acoplamento antiferromagnético
apresentado pela HRP do acoplamento ferromagnético apresentado por outras

hemoproteinas.
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5. Conclusoes e Sugestoes

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o corante azul de
metileno e a imida aromatica DMPN sao capazes de se ligar a estrutura da HRP, e
na presencga de luz, formar o radical neutro e o anion radical respectivamente, os
quais transferem elétrons as formas de alta valéncia da enzima. Comparando a
imida DMPN fotoativada com o azul de metileno fotoativado notamos que ambos
agem como cofatores enzimaticos sendo capazes de acelerar o ciclo catalitico da
HRP (deplecdo de perdéxido de hidrogénio). Porém o azul de metileno sofre
bleaching durante a reacéo, ja a imida DMPN nao sofre dano em sua estrutura,
sendo significantemente reciclada em sucessivos ciclos redox. Dessa forma, a imida,
DMPN se torna a melhor candidata para aplicagdo em biotecnologia.

Os estudos realizados em meio heterogéneo comprovaram que as micelas de
CTAB aumentam a eficiéncia catalitica da HRP por promover mudancas em sua
estrutura terciaria.

O estudo realizado com a imida DPN fotoativada mostrou que esta nao é
eficiente fotorredutora de HRP Composto Il, mesmo na presenca de micelas de
CTAB.

Visando dar continuidade a este trabalho foram estabelecidas como

perspectivas futuras:

® Caracterizar o ciclo catalitico da peroxidase de raiz forte (HRP) na presenca
dos compostos tiazinicos: tioridazina (TR), flufenazina (FP) e trifluoperazina
(TFP), similarmente ao apresentado para o azul de metileno e para as imidas

aromaticas.
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Obter a forma recombinante da HRP, para em seguida, realizar os
experimentos de cristalizacdo da enzima associada ao corante, MB, e
determinar a estrutura do complexo por meio de cristalografia de Raio-X.
Estudar a interacdo e a capacidade cataliica da HRP em interfaces
nanoestruturadas com a imida DMPN para testes como biossensor de
peroxido de hidrogénio.
Elucidar as caracteristicas que difere o acoplamento antiferromagnético
apresentado pela HRP do acoplamento ferromagnético apresentado por

outras hemoproteinas por meio da técnica de RPE pulsada.
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Paramagnética Eletronica (RPE)
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|. Flash-fotolise

A técnica de flash-fotélise foi introduzida em 1949 pelos ingleses George
Porter e Ronald G.W. Norrish, ao estudarem reacdes rapidas, € um método util para
estudo dos espectros de absorcado de espécies transientes, de estados excitados e a
dindmica da sua transformacdo. Esta técnica utiliza um pulso intenso e curto de
radiagdo Optica, com freqiéncia na qual a amostra absorva, dessa maneira, o
sistema € perturbado o que promove um grande numero de moléculas para o estado
excitado, que pode emitir fluorescéncia, reagir ou dissipar a energia na forma de
calor. Uma luz continua de analise incidindo sobre a amostra, ira monitorar as
mudangas na absor¢cdao enquanto as moléculas ainda se encontram no estado
transiente. Desta forma, o principio basico desta técnica consiste em monitorar a
dependéncia temporal da absorcao éptica do sistema. A técnica permite determinar
espectros, tempos de vida, rendimentos quénticos, niveis de energia e outras

caracteristicas de produtos com curtos tempos de vida induzidos pela luz.

l. 1. Estados Excitados Singletes e Tripletes

Quando ocorre uma transicao eletrénica, o elétron pode conservar ou inverter
seu spin, que € o campo magnético gerado pelo movimento do elétron em torno de
si mesmo. Isto dara origem aos chamados estados excitados singletes, se houver
conservacao de spin, e tripletes, se houver inversdo. Ha dois aspectos importantes
neste ponto:

e estados excitados tripletes possuem menor energia que singletes. A
explicacdo desse fato baseia-se na regra de Hund, que estabelece que
quando os elétrons tém o mesmo spin, eles devem evitar-se, portanto, havera

menor repulsao eletrostatica entre os mesmos;



l. 2.
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as transices onde ocorre mudancga de spin sdo proibidas, ou seja, sdo pouco
provaveis. Isto ocorre porque em uma transicdo deve haver conservagao do
momento magnético produzido pelo elétron (spin). Experimentalmente, esta é
uma propriedade muito interessante, pois reflete diretamente no tempo de
vida das espécies em estado excitado. Para tripletes, o tempo de vida é da
ordem de 10° a 10° s, portanto, muito superior ao tempo de vida de uma

espécie singlete 10° a 10° (TURRO, 1991).

Processos de Desativacao de um Estado Eletronicamente

Excitado

Obviamente, uma molécula em estado excitado é termodinamicamente

instavel e deve desativar-se voltando ao estado fundamental. Abaixo sdo descritos

0S Varios processos que podem acontecer ap0s a excitacao eletrénica:

fluorescéncia: uma molécula em seu estado excitado singlete pode reemitir
a energia absorvida na forma de foton, usualmente de menor energia (maior
comprimento de onda), pois ocorre relaxagao vibracional do estado excitado.

cruzamento inter-sistema: uma molécula em estado excitado singlete pode
ser convertida em triplete. Embora este processo seja termodinamicamente
favoravel, pois a energia singlete € sempre maior que a energia triplete, ele é
proibido pela regra de conservacao de spin. Por outro lado, esta regra pode
ser parcialmente quebrada quando ocorrer o chamado acoplamento spin-
orbital. Neste caso, uma interacdo entre os campos magnéticos gerados
pelos movimentos do elétron em torno de si mesmo (spin) e pelo movimento
no proprio orbital criam uma for¢a capaz de inverter o spin do elétron. Este

efeito é evidenciado quando ha atomos de elevada massa molecular.



114

fosforescéncia: ¢ a desativagado radiativa de um estado triplete para o
estado fundamental singlete. Uma comparacao entre fosforescéncia e
fluorescéncia revela duas caracteristicas principais que distinguem entre
estado excitado tripletes e singletes. Uma delas é o tempo de vida do estado
excitado, sendo para o singlete da ordem de nanosegundos e, para o triplete,
de milissegundos a segundos. A outra € obviamente a mais energia dos
estados tripletes e, portanto, emisséo de luz em comprimento de onda maior;
desativacao térmica: uma molécula em estado excitado pode perder
energia por relaxagdo vibracional, ou seja, convertendo a energia de
excitacao eletrénica em calor (relaxagao vibracional ou conversao interna);
transferéncia de energia: uma molécula pode desativar-se transferindo a
sua energia para outra molécula promovendo a sua excitacao;

foto-reacao: uma vez em estado excitado, uma molécula pode sofrer uma
profunda mudanga em suas propriedades quimicas, assim, reacées que nao
seriam possiveis com 0s reagentes no estado fundamental tornam-se
factiveis. Um bom exemplo sdo as reagcdes com oxigénio excitado singlete,
que perde a sua caracteristica de um birradical e comporta como uma olefina
(dupla ligacao). Outro exemplo importantissimo é a fotossintese, neste caso,
a excitacdo da molécula de clorofila promove um decréscimo no seu
potencial de reducdo, aumentando a sua tendéncia em doar elétrons,
tornando-a, dessa forma, capaz de reduzir o NADP™ a NADPH, que apéds
uma sequéncia de reagdes e juntamente com ATP ira converter o CO2 em

glicose.
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O diagrama da figura A1 esquematiza os processos citados anteriormente

(diagrama de Jablonski) (LOWRY, T. e RICHARDSON, 1987).

E
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T3
V]
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E T2
d
Sy 8 >
al H ic 0 0 P
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/
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Sy : estado fundamental

S4, S, S3: estados excitados singletes

T4, To, Ts: estados excitados tripletes

(a) : absorgao

(b) : ﬂuorescéncia —_— tranSign(‘jeS radiaﬁ vas
(c) : conversdo interna

(d) : relaxago vibracional

(e) : cruzamento inter-sistema
(f) : fosforescéncia

- fransicdes ndo radiativas

Figura A1. Diagrama de Jablonski.
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Il - Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A ressonéancia paramagnética eletrénica (RPE), EPR em inglés, também
conhecida como ressonancia do spin eletrdnico (ESR) tem sido utilizada para
mapear a distribuicdo de um elétron desemparelhado em uma molécula, fornecendo
informagdes nos seguintes processos: reacbes de transferéncia de elétrons,
determinacao da simetria na qual o sitio paramagnético esta envolvido, na indicacao
de radicais produzidos durante reacbes de oxi-reducdo e em mecanismo de
atividades enzimaticas, entre outras (FEHER, 1969).

O spin de um elétron € uma grandeza dada pela orientacdo de seu giro sobre
si mesmo, dando ao elétron uma quantidade intrinseca de movimento angular,
caracterizado pelo numero quantico magnético (ms). Assim, o elétron que gira em
sentido horario (representado pelo vetor voltado para baixo - 1) tem o valor de ms
igual a -1/2, ja o elétron que gira em sentido anti-horario (vetor voltado para cima - T)

tem o valor de mg igual a +1/2.

Figura A2 — Representacao dos valores de spin do elétron.

Os elétrons, pelo principio de exclusdo de Pauli, ocupam cada orbital do

atomo com maximo 2 elétrons, emparelhados, ou seja, com spins de sinais
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diferentes. Naturalmente os elétrons ocupam os orbitais com nivel de energia mais
baixo, passando para os de maior energia, quando os primeiros ja estdo ocupados
ou quando ocorre um estimulo que os lancem para niveis mais energéticos.

De maneira geral, a identificacdo das espécies paramagnéticas € fornecida
por um parametro denominado fator g efetivo, definido como “tensor giromagnético”.
O valor de g pode ser calculado a partir da posicédo da linha de ressonancia no
espectro. Na equacéao abaixo, g € o fator adimensional que caracteriza a relagao das
grandezas energéticas, h.u/ BeH, h é a constante de Planck em Js, v é a freqUéncia
de operacgdo do equipamento em s, Be é o magneton de Bohr em J Gauss™ e H é
0 campo magnético em Gauss.

g=h.u /BH

Em compostos contendo atomos leves, como os de radicais livres, o valor do
fator g é préximo ao valor de fator g do elétron livre (ge = 2,0023), na faixa de
2,0020 a 2,0060. Em espécies quimicas constituidas por atomos paramagnéticos
mais pesados, como os dos ions dos metais de transicdo, os acoplamentos spin —
Orbita sdo maiores e os valores de g sofrem maior variacao (FEHER, 1969).

Nas hemoproteinas o espectro tipico do fon Fe** quando examinada em baixa
temperatura exibe duas linhas, uma muito intensa em campo baixo (gL = 6) e outra
de pequena intensidade em campo alto (g, = 2), caracteristico de uma simetria axial
e de campo cristalino fraco. Mudancas nesse espectro podem ser utilizadas para
descrever variacoes de simetria e de intensidade de campo cristalino na regido onde

o ion ferro esta inserido na proteina.
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4

a, = 2.0

g.= 6.0

Figura A3: Espectro de RPE do ion Fe®** em campo cristalino axial fraco (DRAGO,
1992).

A equacdo acima se refere a uma descricdo muito simples do sistema. Na
realidade, a expressao das energias € mais complexa devido aos acoplamentos do
dipolo magnético do elétron desemparelhado com o dipolo magnético do nucleo do
atomo, e fatores anisotropicos que resultam nas chamadas interagdes hiperfinas. O
namero de linhas da interacao hiperfina é dado pela multiplicidade dos estados de
spin nuclear, 2I+1, onde | é o numero quantico de spin nuclear. No caso, por
exemplo, de | = 1/2, (4&tomo de H), a linha de EPR sera dividida em duas linhas, e a
separacao dessas duas novas linhas corresponde ao valor da interagdo dos dipolos
magnéticos, elétron — nucleo, que, em Gauss, ou outra unidade correspondente, é o
valor da constante de interagéo hiperfina (A).

Nos casos nos quais somente um centro paramagnético é presente na
proteina, um simples experimento unidimensional (1D) de RPE de onda continua
(CW) pode fornecer informacdes detalhadas a respeito das propriedades das
espécies paramagnéticas, tais como seu estado de oxidagcdo, simetria, ligante e
concentragdo. Em casos mais realistas, como em enzimas, a situagdo € bem mais
complexa, pois freqientemente mais de uma espécie paramagnética esta presente
(algumas delas podem ser formadas transientemente dentro de um ciclo catalitico da

enzima), as quais estdo também sujeitas a dindmica interna. Nestes casos, os
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espectros de RPE CW apresentardo sobreposicdes e alargamentos adicionais que
dificultam a analise qualitativa e quantitativa dos mesmos. Métodos de RPE pulsada
ajudam a resolver diferentes contribuicbes e propriedades destas diferentes
espécies paramagnéticas, uma vez que seus tempos de relaxacdo e momentos

magnéticos sao diferentes.

Il. 1. Técnicas de RPE pulsada: Espectroscopia de Modulacao do
Envelope do Eco do Spin (ESEEM) como Ferramenta para o Estudo
de Centros Metalicos

Por mais de 30 anos, técnicas de Ressonancia Paramagnética Eletrdnica tém
sido ferramentas importantes para a caracterizacdo de centros metalicos em
sistemas modelos e/ou sitios ativos de metaloproteinas. Grande parte da informacao
obtida por RPE sobre a composicéo, estrutura e caracteristicas das ligacoes de tais
centros vem da andlise dos acoplamentos hiperfinos e, ocasionalmente,
quadrupolares entre o spin eletrénico e o spin nuclear associado com ligantes ou
nucleos localizados nas imediagdes do centro paramagnético (por exemplo,

H(I=1/2), “N(I=1), 3'P(I=1/2), °F(I=1/2), ®*Na(I=3/2)).

Um objetivo na aplicacdo de RPE para o estudo de centros paramagnéticos é
a determinacdo mais completa possivel dos valores dos diversos acoplamentos
presentes no sistema. Estes, quando devidamente interpretados, fornecem uma
gama de informagdes a respeito da estrutura quimica, eletrébnica e molecular do
sistema em estudo. Para amostras policristalinas ou congeladas, o espectro de RPE
é formado pelo envelope de ressonancias estreitas correspondentes as diversas
orientacbes do centro paramagnético em relacdo ao campo magnético externo. As

caracteristicas de um espectro de RPE desse tipo sdo determinadas por varios



120
parametros, sendo a simetria e os valores das componentes dos tensores ge A, e
as larguras de linhas aqueles mais importantes. Interacées quadrupolares, que estao
presentes no caso de sistemas contendo nudcleos com [>1/2. A principio, 0s
acoplamentos hiperfinos e quadrupolares se manifestam na forma de

desdobramentos das linhas do espectro de RPE.

Entretanto, os espectros de compostos metalicos e metaloproteinas sao
usualmente compostos por linhas alargadas ndo homogeneamente (MIMS e
GESHWIND, 1972a), o que faz com que os acoplamentos hiperfinos e
quadrupolares ndo sejam muitas vezes resolvidos em tais espectros e, por

conseguinte, a informacao dai proveniente fique perdida.

Para recuperar essa informacéo, existem basicamente duas técnicas de RPE:
(1) “electron nuclear double resonance” (ENDOR) (FEHER, 1956; KEVAN e
KISPERT, 1976) e (2) “electron spin echo envelope modulation” (ESEEM) (ROWAN,
1965; DIKANOV e TSVETKOV, 1992). Em ambas, as transi¢des nucleares sao
monitoradas indiretamente através das transi¢coes eletronicas. No experimento de
ESEEM, as transigbes nucleares sdo observadas devido a mistura das freqiéncias
das transicoes permitidas e “semi-proibidas” de RPE (MIMS, 1972b; DIKANOV e
TSVETKOV, 1992), que foram coerentemente excitadas por pulsos curtos e intensos
de microondas. Em contraste, no experimento de ENDOR o sinal € obtido através da
irradiagdo combinada por microondas e radiofreqiiéncia, que excitam diretamente
tanto as transicées de RPE quanto as de RMN.

Embora os espectros obtidos via ESEEM e ENDOR sejam geralmente
diferentes, essas técnicas contribuem com informagdées complementares: ESEEM é
a técnica mais apropriada para a medida de acoplamentos hiperfinos fracos,

enquanto CW-ENDOR funciona melhor para acoplamentos fortes.
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Il. 2. Aspectos Basicos da Espectroscopia de ESEEM

O efeito de modulagcédo do envelope do eco (sinal) de spin foi introduzido por
MIMS, 1972b, sendo um método bastante adequado para a medida de
acoplamentos hiperfinos e quadrupolares fracos. Os principios do método sao
discutidos em detalhes por MIMS e PEISACH, 1981 e DIKANOV e TSVETKOV,
1992. A metodologia envolvida com a técnica de ESEEM baseia-se na utilizacao do
fenbmeno de “electron spin echo” (ESE) para a medida de transi¢cdes de nucleos
magneticamente acoplados ao elétron desemparelhado. Para tanto, ecos de spins
sao formados pela aplicagcdo de dois ou mais pulsos ressonantes de microondas.
Além de induzir transi¢des eletrénicas, os pulsos de microondas também induzem as
chamadas transicbes “semi-proibidas” de spins nucleares magneticamente
acoplados ao spin eletrénico (MIMS e PEISACH, 1981; DIKANOV e TSVETKOV,
1992), dando origem as frequéncias de modulacdo da amplitude do eco
correspondentes ao espectro de ENDOR. Para tanto, os pulsos de microondas
devem ser suficientemente curtos para excitar todo o intervalo de freqténcias

nucleares.

Em experimentos tipicos de ESEEM sado usadas as sequUéncias de dois
pulsos do eco de Hahn (Figura A4a) ou a sequéncia de trés pulsos do eco
estimulado (Figura A4b). No caso de dois pulsos, a amplitude do eco de spin é
medida em funcdo da separacdo t entre os dois pulsos. A amplitude do eco é
modulada pela freqiéncia das transicdes nucleares. Além dessas, a soma e a
diferenca das freqUéncias das transicoes nucleares também sao obtidas nos
experimentos de ESEEM a dois pulsos e, freqlentemente, o curto tempo de

relaxacao spin-spin faz com que a amplitude do ESE decaia apds algumas poucas
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centenas de nanosegundos, fazendo com que a resolucao fique restrita a transi¢cdes
em baixa freqUéncia. Felizmente, tempos de relaxacao spin-spin curtos nao afetam o
experimento de ESEEM a trés pulsos, no qual a amplitude do eco estimulado é
medida em funcédo do tempo de separacdo T entre o segundo e o terceiro pulsos.
Ainda, apenas as freqléncias fundamentais das transicdes nucleares sao
observadas nesse caso, apesar de suas amplitudes dependerem do valor da
separacao t entre os dois primeiros pulsos. Para uma caracterizagdo completa dos
efeitos observados em ESEEM, normalmente séo realizados o experimento a dois

pulsos e mais uma série de medidas a trés pulsos para diferentes valores de .

Na figura A4a, pode-se observar que o decaimento do eco nao € monotonico,
mas sim modulado por uma funcéo claramente periédica. Uma explicacdo qualitativa
pode ser dada para esse fato ao considerarmos a precessao dos nucleos que estao
nas vizinhancas dos spins eletrénicos. Tal precessdo da origem a variacées do
campo local visto pelos elétrons, adiantando ou atrasando a fase dos mesmos de
acordo com o estagio alcangado pelo ciclo de precessao nuclear. Assim, um efeito
de interferéncia ocorre e, em geral, tende a diminuir a amplitude do eco. Entretanto,
se o tempo 1 entre os pulsos compreender um ciclo de precessao nuclear completo,
0os angulos de atraso e adiantamento irdo se compensar fazendo com que a

amplitude do eco tenha seu valor maximo.

Esse modelo simples falha para nudcleos com spin maior que 2 e é
insuficiente para o calculo exato da funcao que modula o decaimento do envelope
do eco. Um calculo completo envolve a utilizagdo do formalismo de matriz
densidade, onde toda a histéria de transicbes permitidas e “semi-proibidas” é

seguida e as fases apropriadas sdo obtidas. Os resultados podem ser derivados em
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geral para um spin nuclear /, com ou sem interagdes quadrupolares, acoplado a

elétrons com spin S através de quaisquer tipos de processos (MIMS, 1972b).

()

2-pulse: E=f(r)

(b)

Figura A4. Sequiéncias de pulsos. (a) ESEEM a 2 pulsos; (b) ESEEM a 3 pulsos. O
envelope do ESE é gerado ao medirmos a amplitude do eco em fung¢do da separagao entre
pulsos. Para a sequéncia de 2 pulsos, o intervalo de separacdo é o tempo t entre o0s pulsos,
enquanto que no experimento a 3 pulsos, o intervalo T entre o0 segundo e o terceiro pulso €
variado e t € mantido constante. Em ambos os casos, o espectro no dominio das
frequéncias é obtido por transformada de Fourier dos decaimentos no dominio temporal
(adaptado da Ref. ROWAN, 1965).

Il. 3. Avancos e Aplicacoes Recentes em ESEEM

Dentre os objetivos principais da técnica de ESEEM estd o aumento da
resolucdo de linhas espectrais, simplificando a interpretacdo de espectros e sendo
uma ferramenta bastante Util para a medida de acoplamentos entre spins nuclear e
eletrénico e o0 seu uso extensivo, no estudo do ambiente em torno de ions metalicos

presentes na estrutura de diversas proteinas.

fons metalicos desempenham uma série de papéis na fungdo de proteinas, o
mais importante sendo o aumento da estabilidade estrutural da mesma na
conformacao necessaria para o desempenho da respectiva funcao biolégica e/ou a
participacao em processos cataliticos (LIPPARD e BERG, 1994; HOLM et al., 1996).

As cadeias laterais de aminoacidos ligantes de metal contém, em geral, grupos
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carboxilicos (acido aspartico e glutdmico), imidazol (histidina), indol (triptofano), tiol
(cisteina), tioeter (metionina), hidroxil (serina, treonina e tirosina) e amida
(asparagina e glutamina). Prétons ('H, I=1/2) e nitrogénios ('*N, I=1) sd0 os Unicos
nacleos presentes naturalmente na estrutura de proteinas e que podem contribuir
para o sinal de ESEEM; outros nucleos com spin nuclear diferente de zero tém
abundancia natural muito baixa (**C, "O) e sua contribuicdo é muito dificil de ser
resolvida. Além disso, nucleos com /=1 e acoplamentos hiperfinos fracos ou
moderados sao, particularmente, apropriados para estudo via ESEEM, pois
permitem a mistura de estados necessaria para induzir as transicbes nucleares

“semi-proibidas”.
Dentre as aplicacdes recentes de ESEEM a metaloproteinas, podemos citar:

e determinacdo do numero de ndcleos acoplados ao centro paramagnético
(KEVAN e KISPERT, 1976), como no caso de grupos imidazol acoplados
a ions de Cu(ll) no complexo Cu(ll)-dietilenotriamina (MCCRACKEN et al.,
1988);

e a comparacao entre espectros de ESEEM obtidos com amostras contendo
YN e com aquelas marcadas seletivamente em uma certa posicdo com
N permite a determinacdo de modulacdes pertinentes, levando a uma
melhor resolucdo, e tem contribuido com importantes informagdes
estruturais como no caso de mioglobina e porfirinas (MAGLIOZZO e
PEISACH, 1992), de amino oxidases contendo Cu(ll) (MCCRACKEN,
1992) e de transferrina (SNETSIGER et al., 1992).

e espectros de ESEEM de xantina oxidase (CAMMARK et al., 1991) e de
2Fe-2S (ferredoxina de C. pasteurianum (SHERGILL et al.,1996)

mostraram um acoplamento fraco com nitrogénios de grupamentos amida,
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similarmente ao que foi encontrado em ferredoxinas de planta. Isso implica
que ndo ha nenhum nudcleo de nitrogénio diretamente acoplado nesses
clusters, mas que pontes de hidrogénio do tipo NH-S sao provaveis. A
troca por 2H.O mostrou que os clusters tém grande acessibilidade ao
solvente;

e identificacdo e caracterizacado de sitios de ligacao de Cu(ll) no dominio N-
terminal da proteina prion (PrP) (ARONOFF-SPENCER et al., 2000);

e estudos de RPE-CW e ESEEM determinaram a presenca de ions Mn(ll)
em varias lectinas da sub-tribo Diocleinae, estando tais ions coordenados
ao nitrogénio de um grupamento imidazol. ESEEM também mostrou a
presenca de duas moléculas de agua em todas as lectinas estudadas

nesse caso (LEE et al., 2000);

ESEEM de nucleos de °N e ®'P em complexos de Mn(ll)-GDP da proteina
ligantes de guanina N-ras p21 marcados seletivamente com >N nas posicdes amida
dos aminoacidos serina e glicina permitiram a determinacao da distancia entre o ion
Mn(ll) e os nucleos °N e P, com o valor final em excelente acordo com aquele
obtido por técnicas de raios-X (LARSEN et al.,1992); Estudo da evolucdo de
complexos de oxigénio no fotosistema II (ZIMMERMANN et al, 1993) e a
caracterizacdo de radicais intermedidrios em amino oxidases contendo ions Cu
(SNETSIGER et al, 1992) tem sido estudados pela ESEEM. Varias outras
aplicacbes de ESEEM podem ser encontradas nas revisbes recentes de
DELIGIANNAKIS et al., 2000 e CAMMACK et al, 1991, ou naquelas mais

tradicionais escritas por MIMS e PEISACH, 1981.



126
lll. Referéncias

ARONOFF-SPENCER, E.; BURNS, C.S.; AVDIEVICH, N.l.; GERFEN, G.J;
PEISACH, J.; ANTHOLINE, W.E.; BALL, H.L.; COHEN, F.E.; PRUSINER, S.B;
MILHAUSER, G.L. Molecular Features of the Copper Binding Sites in the Octarepeat
Domain of the Prion Protein. Biochemistry, n. 39, p. 13760-13768, 2000.

CAMMARK, R.; CHAPMAN, A.; PEISACH, J.; McCRACKEN, J. Electron spin-echo
spectroscopy of the iron—sulphur clusters of xanthine oxidase from milk.
J. Chem. Soc. Faraday Trans., n. 87, p. 3203-3211, 1991.

CAMMACK, R.; GAY, E.; SHERGILL, J.K. Studies of hyperfine interactions in [2Fe---
28] proteins by EPR and double resonance spectroscopy. Coord. Chem. Rev., n.
1003 p. 190-192, 1999.

DELIGIANNAKIS, Y.; LOULOUDI, M.; HADJIILIADI, N. Electron spin echo envelope
modulation (ESEEM) spectroscopy as a tool to investigate the coordination
environment of metal centers. Coord. Chem. Rev., n. 204, p. 102-195, 2000.

DIKANOV, S.A.; TSVETKOV, Y.D. Electron Spin Echo Envelope Modulation
(ESEEM) Spectroscopy, CRC Press, Boca Raton, 1992.

DRAGO, R.S. Physical Methods for Chemists. Mexico: Saunders College
Publishing, 1992.

FEHER, G. Observation of Nuclear Magnetic Resonances via the Electron Spin
Resonance Line Phys. Rev., n. 103, p. 834-842, 1956.

FEHER,G. Electron Paramagnetic Resonance with Applications to Selected
Problems in Biology. New York: Gordon and Breach, 1969.

HOLM, R.H.; KENNEPOHL, P.; SOLOMON, E.l. Iron-Sulfur Clusters: Nature's
Modular, Multipurpose Structures, Chem. Rev., n. 96, p. 2239-2243, 1996.

KEVAN, L.; KISPERT, L.D. Electron Nuclear Double Resonance Spectroscopy.
New York: Wiley, 1976.

LARSEN, R.G.; HALKIDES, C.J.; REDFIELD, A.G.; SINGEL, D.J. Electron Spin-
Echo Envelope Modulation Spectroscopy of Mn2+*GDP Complexes of N-ras p21
with Selective 15N Labeling J. Am. Chem. Soc., n.114, p. 9608-9615, 1992



127

LEE, H.C.; GORONCY, AK.; PEISACH, J.; CAVADA, B.S.; GRANGEIRO, T.B;
RAMOS, M.V.; SAMPAIO, A.H.; DAM, T.K.; BREWER, C.F. Demonstration of a
Conserved Histidine and Two Water Ligands at the Mn?* Site in Diocleinae Lectins by
Pulsed EPR Spectroscopy. Biochemistry, n. 39, p. 2340-2352, 2000.

LIPPARD, S.J.; BERG, J.M. Principles of Bioinorganic Chemistry, University
Science Books, Mill Valey, 1994.

LOWRY, T.; RICHARDSON, K. S. Mechanism and Theory in Organic Chemistry.
3% ed. New York: Harper Collins Publishers, 1987, p.985.

MAGLIOZZO, R.S.; PEISACH, J. Electron Spin Echo Envelope Modulation
Spectroscopic Study of Iron-Nitrogen Interactions in Myoglobin Hydroxide and Fe( I1)
Tetraphenylporphyrin Models. Biochemistry, n. 31, p. 189-196, 1992;

MCCRACKEN, J.; PEMBER, S.; BENKOVIC, S.J.; VILLAFRANCA, J.J.; MILLER,
R.J.; PEISACH, J. J. Am. Chem. Soc., n.110, p. 1069-1074, 1988.

MCCRACKEN, J.; PEISACH, J.; COTE, C.E.; MCGUIRI, M.A.; DOOLEY, D.M.
Pulsed EPR Studies of the Type 2 Copper Binding Site in the Mercury Derivative of
Laccase. J. Am. Chem. Soc., n. 114, p. 3715-3725, 1992.

MIMS, W.B.; GESHWIND, S. Electron Paramagnetic Resonance, Plenum Press,
New York, p. 263-285, 1972a.

MIMS, W.B. Envelope Modulation in Spin-Echo Experiments Phys. Rev., n. 5, p.
2409-2420, 1972b.

MIMS, W.B.; PEISACH, J. em: L.J. Berliner (Ed.), Biological Magnetic Resonance,
vol. 3 Plenum, New York, p. 213-263, 1981.

PORTER, G.; NORRISH, R.G.W. Flash photolysis and spectroscopy: A new method
for the study of free radical reactions. Nature, n. 164, p. 658-668, 1949.

ROWAN, L.G.; HAHN, E.L.; MIMS, W.B. Electron-Spin-Echo Envelope Modulation.
Phys. Rev., n. 137, p. 61-68,1965.

SHERGILL, J.K.; GOLINELLI, M.P.; CAMMACK, R.; MEYER, J. Coordination of the
[2Fe-2S] Cluster in Wild Type and Molecular Variants of Clostridium pasteurianum



128

Ferredoxin, Investigated by ESEEM Spectroscopy. Biochemistry, n. 35, p. 12842-
12844, 1996.

SNETSIGER, P.A.; CHASTEEN, N.D.; CORNELIUS, J.B.; SINGEL, D.J. Static
properties of one-dimensional generalized Landau liquids. J. Phys. Chem., n. 96, p.
7917-7921, 1992.

TURRO, N. J. Modern Molecular Photochemistry. California: University Science
Books, 1991.

ZIMMERMANN, J-I; BOUSSAC, A.; RUTHERFORD, A.W. The Manganese Center of
Oxygen-Evolving and Ca2* Depleted Photosystem Il: A Pulsed EPR Spectroscopy
Study. Biochemistry, n. 32, p. 6265-6272, 1993.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

