aliada a uma exatiddo muito boa comparada com as concen-
tragBes médias extraidas dos resultados de cinco laboraté-
rios franceses especializados, julga-se estar diante de um mé-
todo promissor para a andlise de tragos por polarografia.

Ha um quarto de século, o Prof. Charlot, emérito rees-
truturador da quimica analftica na Franga, prop0s virios
ataques alcalinos seja com o NaOH concentrado, seja em-
pregando sais fundidos como NaOH e KOH, Na,CO;,
Na, 0,, K, 8,0, e Borax, dependendo do tipo de amostra
e dos elementos a serem determinados (*). No meio de tan-
ta alternativa interessante para eliminar os inconvenientes
do ataque 4cido, acreditamos que a mineralizagdo proposta
com KCI-LiCl merece um lugar, principalmente pela sua
simplicidade e indmeras vantagens na determinagdo de me-
tais pesados por polarografia, gragas a feliz conjungdo do
efeito mineralizante do sal fundido e seu efeito solvante
apos a dissolugfo em agua.
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(PIROMINERALIZACAO DE AMOSTRAS COM
SAIS FUNDIDOS PARA DETERMINACAO
POLAROGRAFICA DE TRACOS)

ABRSTRACT - The method for the digestion of biolo-
gical samples in fused KCI-LiCl is improved by decreasing
the time of the process.

It is also tested the applicability of the method to polaro-
graphic determination of soil samples.
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As reagBes de sintese de DNA sdo catalisadas por enzi-
mas genericamente denominadas DNA polimerases’. Pelo
menos trés DNA polimerases distintas, o, 7y e §, foram iso-
ladas e caracterizadas de organismos eucariéticos®’>. Ou-
tras DNA polimerases induzidas por virus aparecem nas
células apés infecgdo viral; estas enzimas sdo mais conheci-
das como transcriptases reversas *’°. Todas estas enzimas
necessitam de uma matriz ou molde, de um iniciador que
fornega grupamentos 3'—OH livres, a partir dos quais serdo
adicionados desoxinucleosideos trifosfatos e de cofatores.
Além das matrizes naturais, DNA para DNA polimerases e
DNA e RNA para transcriptases reversas, matrizes sintéti-
cas podem também ser utilizadas'™5. Assim, dcido poli
desoxiadenilico, (poli dA), e 4cido poli adenilico, (poli rA),
podem substituir DNA e RNA, respectivamente.

Para derivados de poli A como matrizes os melhores ini-
ciadores s3o oligodesoxitimidilatos, (oligo dT), de 12 a 18
nucleotideos, os quais (matrizes-iniciadores) estaro parea-
dos através de ligagBOes de hidrogénio. Para andlogos do
icido policitidilico, (poli C), que também servem como

matrizes sintéticas, os iniciadores complementares sio
oligo desoxiguanilatos, (oligo dG). Estes duplex matrizes-
iniciadores sio preparados por aquecimento (75°C para
poli A-oligo dT; 90°C para poli C. oligo dG) durante 15
minutos e posterior resfriamento 4 temperatura ambiente®.
Os quatro desoxinucleosideos trifosfatos (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP) s3o necessdrios quando DNA ou RNA sdo
utilizados como matriz; para os sistemas poli A-oligo dT e
poli C-oligo dG, serfo suficientes apenas dTTP e dGTP,
respectivamente. Cdtions bivalentes, geralmente Mg”, s30
utilizados como cofatores nas reagdes de sintese de DNA.
O papel de fons metdlicos nos mecanismos de DNA e RNA
polimerases vem sendo estudado pelo grupo de Loeb’.
Substituindo-se Mg®* por Mn** como cition bivalente
observouse um aumento nas afinidades aparentes de DNA

. polimerase 8 pela matriz DNA e por dTTP®. DNA polime-

rase + pode reconhecer poli rA (matriz sintética do tipo
RNA) com uma eficiéncia maior em presenga de Mn?* que
de Mg?* °. Entretanto, transcriptase reversa, uma DNA
polimerase dependente de RNA, reconhece tanto as matri-
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zes naturais (DNA e RNA) quanto sintéticas (poli 1A e
poli rC) methor em presenga de Mg?* que de Mn?* *5. O
icido poli (2’-O-metilcitidilico), (poli Cm), um anilogo de
poli 1C, tem sido utilizado como uma sonda que permite
distinguir a transcriptase reversa das outras DNA polime-
rases celulares; neste aspecto, apenas a enzima viral pode
reconhecer tal derivado, sendo a reago cerca de 40 vezes
mais eficiente em presenga de Mn?* que de Mg?* '°.

Neste trabalho mostramos os efeitos de dois anilogos de
poli rA, o icido poli (2’-0-metiladenilico), (poli Am), e o
icido poli (2’-desoxi-2-fluoradenilico), (poli dAfl), nas
reagOes catalisadas por transcriptase reversa, de virus de
mieloblastose de aves (AMV).

Cada matriz-iniciador foi preparado previamente, man-
tendo-se uma proporgdo de poli xA:oligo dT de 5:1. A mis-
tura de incuba¢do para um volume final de 0,05 ml consiste
de: tampdo Tris-HCl 50 mM (pH 7.9); ditiotreitol 2mM;
albumina de soro bovino 200 ug/ml; KCl 40 mM; MgCl,
5 mM ou MnCl, 0,5 mM; 0,2 A, , de poli xA; 0,04 A,
de oligo dT; CH)dTTP 10 uM (1.000 cpm/pmol) e 0,65 ug
de transcriptase reversa. A incubagdo era realizada a 37°C
por 30 min. A reagdo era paralizada pela adi¢do de 1 ml
de uma solugio gelada de 4cido tricloroacético (TCA)
10% contendo 0,1 M de pirofosfato de sodio. Os precipita-
dos eram filtrados através de membranas de nitrocelulose,
lavados com TCA 2%, secos, e a radioatividade determinada
em um contador de cintilagdo 1iquida. Os resultados obti-
dos estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1

Andlogos de poli A como matrizes de
' transcriptase reversa

Foram utilizados como abreviaturas de matrizes-inicia-
dores: poli (dA) -oligo dT, ( (dA), -dT,,); poli (rA)-oligo
dT, ( (rA), dT,,); poli (Am) -oligo dT, ( (Am), -dT;,) e
poli (dAfl) -oligo dT, ( (dAfl), -dT,,).

(3 H) TMP incorporado (pmol/30min)

METAL  (dA)4dT,; (tfA)ydT,, (Am),dT,, (dAf) dTI2
(mM) :
Mgt 1 3.3 203 1.1 -
Mgt 2 48 261 14 50
Mg?*s 36 285 22 66
Mn2* 01 36 280 158 -
M2t 0,2 6.0 275 28,7 99
Mn2* 05 7.0 210 41 82

Poli (dA) ¢é uma matriz pouco eficiente na reagdo catali-
sada por transcriptase reversa. Mesmo trabalhando em tem-
peraturas mais baixas (23°C) de maneira a evitar ao miximo
a dissociagdo da matriz-iniciador, alguns autores nio logra-
ram um reconhecimento melhor de poli (dA)-oligo dT*!.
Provavelmente esta baixa eficiéncia seja devido 4 formacdo
de estruturas triplice-hélices desses desoxipolimeros em so-
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lugSo'?. O derivado 2’0-metilado de poli A constituiu-se
também uma matriz de baixa eficiéncia, em presen¢a de
Mg?* como cition bivalente; neste aspecto existe uma di-
ferenga do correspondente derivado de poli C'°. Entre-
tanto, pode-se observar uma similaridade no comportamen-
to desses compostos em presenga de Mn?*, onde a atividade
de transcriptase reversa € bastante elevada. J a substitui¢fio
da hidroxila na posi¢do 2” da ribose de poli A por um dto-
mo de flior resulta em um derivado eficientemente reco-
nhecido como matriz pela transcriptase reversa'?. Poli A
*-fluorado comporta-se assim, mais como poli (rA) do que
como poli (dA). E interessante notar que poli (dUfl) nfo
difere muito do poli U na formagfo de complexo com
poli A'. O polimero poli (C) 2’-fluorado assemelha-se
mais a poli (rC) do que poli (dC) no que se refere aos es-
pectros de dicroismo circular, estabilidades térmicas, e in-
teragdes com o 4cido poliinosinico (poli I)*%*¢. Concei-
tualmente o flior pode formar ligagdo de hidrogénio seme-
Thante ao observado no tRNA ou polirribonucleotideos'”.
A impossibilidade de formagfo de tais ligagSes de hidro-
génio por parte dos polinucleotideos 2’-0-metilados poderia
explicar a baixa eficiéncia desses compostos como matrizes.
O favorecimento das reagles de transcriptase reversa
com poli (Am) e poli (Cm) em presenga de Mn?* ainda nfo
estd bem definido. Para as DNA polimerases em geral acei-
ta-se que Mg?" ¢ o cétion preferido com DNA, enquanto
Mn?" € necessirio para atividade com polinucleotideos e
polidesoxinucleotideos'®. Na realidade Mg?>* ou Mn?* se-
ria um segundo cition bivalente uma vez que DNA polime-
rases e transcriptase reversa contém quantidades estequio-
métricas de Zn?" firmemente ligado’. Este outro cétion
além do Zn?*, denominado de “cdtion ativador” por
Loeb!?, pode ser Mg?*, Mn?* Co?*,Ni®* 7. Foi demons-_
trado através de estudos fisicos que os citions metdlicos bi-
valentes interagem com os fosfatos e as bases nos polinu-
cleotideos®. Estudos de EPR de DNA polimerase em pre-
senca de Mn?* revelaram a existéncia de 1 sitio ativo de
forte ligacdo (Kd = 1 uM); 4 sitios de ligagFo intermedis-
ria (Kd = 29 uM) e cerca de 20 sitios inibitérios, de fraca.
ligag¥o (Kd = 0,8 mM)?!. A atividade enzimitica seria ati-
vada com Mn*" ocupando o sitio de ligagdo forte, e inibi-
da, por ocupaglo do sitio de ligagio fraca; observou-se que
desoxinucleotideos, como dTTP interagem com Mn2* nos
sitios de ligag@o forte e intermedidria?’ . Examinando com
mais detalhes a estrutura e conformagfo do complexo ter-
nirio polimerase-Mn2+ -dTTP, por RNM, Sloan e col®? con-
cluiram que o papel do metal como ativador é o de coorde-
nar a enzima com os grupos fosfatos ae 7y do desoxinucleo-
sideo trifosfato, permitindo liberagdo do grupo pirofosfato.
A utilizagfo de Mn2* ou outros citions bivalentes, em
substituigfo ao Mg?>* pode também ser discutida do ponto
de vista de fidelidade de sintese de DNA?3, com relaggo i
incorporagfo de desoxinucleotideos nfo complementares

- ao produto formado. Estas freqiiéncias de erros s0 bem

maiores para a transcriptas¢ reversa que, diferentemente
das DNA polimerases celulares, nfo possui nenhuma ativi-
dade exonuclease 3’-5°, no sentido de reparar o DNA sinte-

tisado, hidrolizando os desoxinucleotideos terminais nfo
complementares®* . Assim, por exemplo, utilizando-se poli
[d (A-T)] como matriz, em presenga de Mg ", a freqiiéncia



de erros, por incorporagio do desonucleotideo dGTP nio
complementar, é de 1/10.000 para DNA polimerase a de
placenta humana, e 1/3.000 para transcriptase reversa de

AMV’. Observou-se que a freqiiéncia de erros aumentava.

por substituigio de Mg?>* por outros cations bivalentes.
Para a transcriptase reversa e poli [d (A-T)], a freqiiéncia de
erros, por incorporagdo de dCTP, era de 1/1.400, 1/1.100
e 1/600, respectivamente para Mg?*, Co®* e Mn2* 25_Es-
ta fidelidade de sintese de DNA dependente do cition ati-
vador pode estar relacionada com a ligagdo do metal aos
sitos de ligagdo fraca na enzima causando uma mudanga
conformacional no sitio ativo. Neste aspecto € interessante
notar que a ligagdo de transcriptase reversa com Be?*, um
cation bivalente ndo ativador, diminui a fidelidade de sin-
tese de DNA?®. Estes fons metdlicos que causam aumento
na incorporagdo errada de desoxinucleotideos sdo conhe-
cidos como mutagénicos e/ou carcinogénicos. Mostrou-se
que o Mn?* ¢ um agente mutagénico in vivo®” e in vitro*®,
podendo possuir também propriedades carcinogénicas?®.

CONCLUSAO

Algumas matrizes sio mais eficientes em presenga de
Mn?* que de Mg”, como cdtion bivalente, na sintese de
DNA. Devido a sua presenga nas células Mg?* é considera-
do o ativador fisioldgico. Do ponto de vista de mecanismo,
a substituicio de Mg?* por outro cition, por exemplo,
Mn?*, ndo parece envolver uma substituigio simples no
sitio ativo, uma vez que existem virios sitios para ligagio
do metal nas DNA polimerases’. Uma explicagdo possivel
seria que os fons metdlicos se ligariam is bases nas matri-
zes, alterando suas propriedades de formagio de ligacdes
de hidrogénio2?®> 3°. Finalmente, a substituigdo de Mg>*
por Mn?* ou outros citions bivalentes provoca aumento
na freqiiéncia de erros durante a sintese de DNA. Entre-
tanto, esta redu¢do na fidelidade de sintese' de DNA nio
estd bemn definida como sendo a causa de mutagénese pelo
metal. E interessante salientar que virios fons metilicos,
entre os quais Mn?*, s3o elementos essenciais na dieta hu-
mana, existindo uma faixa de concentragdo estreita quan-
to ao nivel essencial e ao toxico.
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