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INTRODUCAO

Microperoxidases sdo hemopeptideos obtidos pela digestdo peptidica e triptica do
citocromo C de coragdo de cavalo. Como o citocromo C, este peptideo exibe o grupo
heme covalentemente ligado a dois residuos de cisteina através de pontes tioeter.
Quando a hidrdlise digestiva do citocromo C € feita com pepsina, o produto da digestdo
¢ um undecapeptideo, ou seja, o grupo heme ligado a uma cadeia de 11 aminodcidos
(MP-11), o qual digerido por tripsina resulta em MP-8. Quando a enzima tripsina ¢
utilizada para digerir o citocromo C, a microperoxidase resultante, ¢ constituida de 9
residuos de aminoacidos (MP-9). Intermediarios de alta valéncia das MPs tém sido
detectados durante a reacdo com peroxidos de hidrogénio e t-butilhidroperoxido (t-
BuOOH) demonstrando que estes hemopeptideos sao um bom modelo para Compostos
0, I e II de peroxidase de raiz forte.” Foi demonstrado um efeito competitivo dos
prétons na reagdo de Fe(IIl) ou Mn(III)MP-8 com perdxido de hidrogénio, sugerindo
que o Composto 0 precede a formacao de intermediarios de alta valéncia de Fe(IIl)- ou
Mn(IIT)-MP-8. Na comparacdo com HRP, MP-8 em meio aquoso ndo exibe um sitio
contendo um residuo distal basico capaz de promover a desprotonagcdo do peroxido e
favorecer a clivagem da ponte O-O do peréxido. Estas caracteristicas podem de algum
modo, ser responsaveis pela baixa reatividade da MP-8 em pH acido. Estudos
demonstraram que a associacdo de Fe(III)MP-8 com um ambiente micelar, como
CTAB, promove um microambiente com uma interface alcalina e um nucleo
hidrofobico, que da caracteristicas especiais para o Fe(IlI)MP-8/peroxido (t-BuOOH e
HOOH) quando comparada ao meio homogéneo. Este agregado micela/hemopeptideo
funciona como uma lipoenzima com especificidade para diferentes substratos.

OBJETIVO

Nesse estudo, nosso objetivo € determinar o efeito das micelas de CTAB e lipossomos
de DODAB e de um doador de protons, a histidina, sobre a reatividade de Mn(III)MP-
11 e analisar os resultados de forma comparativa com nossos prévios estudos
conduzidos com Fe(IIT)MP-11.



METODOLOGIA

Espectrometria - As mudangas espectrais verificadas na presenga e auséncia de histidina
e pela formagdo de intermediarios de alta valéncia foram determinados através do
Espectrofotometro Shimadzu, modelo 1501 MultiSpec (Toquio, Japao).

Preparagdo das micelas de CTAB - As micelas de CTAB foram preparadas pela
diluicdo de CTAB em 5 mM tampao Carbonato ou Histidina a temperatura de 37° C.
Preparacéo dos lipossomos de DODAB - Os lipossomos de DODAB foram preparados
pela diluigdo de DODAB em 5 mM tampao Carbonato ou Histidina a temperatura de
60°C, sob agitagdo por 10 minutos. Apos, agitacao no vortex por 5 minutos.

Sintese do Mn(III)MP - FeMP ¢é convertida em base livre pelo tratamento com HF,
seguida de purificagdo em coluna de gel filtragdo (G-10) em acetato de amoénio 10 mM
pH 5.5. A inser¢do do manganés ¢ feita em solugdo de acetato de manganés 10 mM sob
aquecimento a 40 °C, protegido da luz, por 37 horas e a incorporagdo confirmada pelas
bandas Soret 368 nm e 463 nm, seguida de purificagio em HPLC semipreparativa.’

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com dados da literatura publicados por Primus et al.®, Fe(IIT) e Mn(IIT) MPs,
em tampao bicarbonato, sdo convertidas em Composto II (Fe(IV)=0O e Mn(IV)=0) por
peréxido de hidrogénio em uma reagdo inibida competitivamente pelo aumento da
concentracdo de H' no meio, porque a coordenacio do perdxido com o metal porfirinico
¢ favorecida pelo desprotonamento da dgua coordenada com o mesmo (Esquema 1, Eq.
1). No caso de Mn(IIT)MP, o abaixamento do pH do meio de 10,9 para 10,2 resulta em
uma diminui¢cdo de 50% na eficiéncia catalitica da MP. Nessa condi¢do, a conversao
total das MPs a Composto II ocorre na escala de microsegundos. Em estudo posterior
publicado por nosso grupo’ demonstramos que a associacio de Fe(II)MP com micelas
de CTAB favorece a reacdo em pH mais acido devido ao fato de que as micelas
catidnicas proporcionam uma interface alcalina para a ocorréncia da reagdo. Contudo, a
inclusdo da MP no ambiente micelar onde ha baixa disponibilidade de protons abaixa
significativamente a eficiéncia catalitica da MP e a reacdo passa a ocorrer na escala de
segundos (Esquema 1, Eq. 4)*. Portanto, o aperfeicoamento do catalisador MP/CTAB
requeria a presenga de um doador de protons e passamos a investigar o sistema na
presenca de histidina. Porém, no sistema formado por micelas de CTAB mais MP, a
histidina por coordenar com o ferro heminico no ambiente restrito da micela, funcionou
como um inibidor competitivo da reacdo com peroxidos. Esse problema foi contornado
substituindo micelas de CTAB por lipossomos de DODAB, os quais, sendo igualmente
capazes de proporcionar uma interface alcalina, permitiam que a histidina ficasse
afastada do ferro heminico e pudesse atuar apenas como doadora de prétons.
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No presente estudo comparamos a atividade catalitica de MnMP em meio homogéneo,
em micelas de CTAB e lipossomos de DODAB na presenca e na auséncia de histidina.



Nesse sistema, devido a substituicdo do ferro por manganés que possui menor afinidade
pelo grupo imidazol da histidina, permitiu que a mesma ndo mais atuasse como
inibidora da rea¢do, mas ao contrario, a favorecesse como doadora de protons.

Quando Fe(IIT)-MP ¢ substituida por Mn(IIl)-MP, a adicdo de perdxido de hidrogénio,
na presenca ¢ na auséncia de histidina, leva a mudangas espectrais sugestivas da
conversdo do catalisador para Composto II, com o subseqiiente bleaching parcial do
cromoéforo. Entretanto, a presenca de histidina acelerou a reagdo em ambos 0s meios:
homogéneo e heterogéneo (Fig. 1 A e B), provavelmente porque, nestas condigdes, a
histidina pode atuar como catalisador acido/base. A velocidade de conversdo da
Mn(IIT)MP-11 para Composto II (Kops) em meio homogéneo e monitorado pela
diminui¢io da banda de transferéncia de carga em 463 nm, aumentou de 2,5 ms” para
42 ms™.

A velocidade de conversdo da Mn(III)MP-11 para Composto I (Kops) em micelas de
CTAB e monitorada pela diminui¢do da banda de transferéncia de carga em 463 nm,
aumentou de 5 ms™' to 25 ms™'. Portanto, micelas de CTAB aumentam a velocidade de
reacdo de MnMP-11 com perdxido de hidrogénio e, neste meio, o efeito da histidina ¢
mais acentuado. Este resultado ¢ coerente, uma vez que, em micelas de CTAB, a
histidina fica mais proxima do centro catalitico, sendo um eficiente catalisador
acido/base.

A presenca de histidina acelerou a velocidade da reacdo de MnMP também em
lipossomos de DODAB, porém nesse sistema, o bleaching do cromoforo que
acompanha o ciclo catalitico foi muito menor e isso se deve provavelmente ao maior
distanciamento entre a porfirina, a histidina e os radicais livres gerados na bicamada do
lipossomo.
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Figura 1. A — Espectro da absorbancia de 1.13 uM Mn(II[)MP-11 durante a reagdo com
352 de excesso de HOOH em 20 mM CTAB pH 10.4, tempo inicial (linha grossa), 92 s
(linha fina), 166 s (linha pontilhada) e 15 min (linha tracejada) depois da adigcdo de
perdxido de hidrogénio. B- Espectro da Absorbancia de 1.13 uM Mn(II[)MP-11 durante
a reagdo com 352 de excesso de HOOH em 20 mM CTAB em tampao 5 mM Histidina
pH 10,4, tempo inicial (linha grossa), 102s (linha fina), 170s (linha pontilhada) e 15 min
(linha tracejada) depois da adi¢do de peroxido de hidrogénio.



CONCLUSAO

As micelas de CTAB favorecem a formac¢do de Composto II porque criam uma
interface alcalina com baixa concentracdo de protons que atuam como inibidores
competitivos do catalisador, porém este sistema carece de um catalisador acido base,
papel esse desempenhado pela histidina adicionada. A histidina foi eficiente somente
em condi¢des nas quais a coordenacdo com o metal central foi desfavorecida, isto &,
substituindo micelas de CTAB por lipossomos de DODAB, no caso de FeMP ou
substituindo ferro por manganés que nao coordena com a histidina. As MPs podem ter a
atividade finamente modulada por micelas e lipossomos devido a diferentes particdes
dos substratos e catalisadores nas mesmas.
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