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RESUMO

A catalase € uma enzima responsavel pela reducdo de peréxido de
hidrogénio (H,0;) a agua (H.O) e oxigénio (O), que apresenta alguns sitios de
ligacdo para ions metalicos (Cys, His). A ligacdo entre a enzima e 0s ions metalicos
pode causar mudangas conformacionais ou estabilizar a estrutura da enzima,
resultando na sua inibicdo ou ativacdo. A inibicdo da CAT, que ocorre com excesso
de metal, contribui para o aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio,
levando ao estresse oxidativo. Neste trabalho, foi estudado separadamente a
interacdo dos fons metélicos Zn**, Cu®*, Cd** e Pb®" com a catalase, em meio
semelhante ao fisiologico, por voltametria de redissolucdo anddica de pulso
diferencial (DPASV), voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial
(DPV). Os objetivos principais deste trabalho foram verificar a existéncia de
interacdes entre os ions metéalicos e a CAT, determinar os parametros quantitativos
do sistema (estequiometria, constante de dissociacdo (Kq) e potencial padréo de
reducdo do complexo (E?)) e identificar por meio de estudo teérico os possiveis
sitios de ligacdo dos fons Zn?*, Cu®*, Cd** e Pb®" na estrutura da catalase, com o
propésito de permitir uma melhor compreensdo do papel dos metais no estresse
oxidativo. Os possiveis sitios de ligacédo do Zn**, Cu®*, Cd** e Pb®" na molécula de
CAT foram identificados, considerando apenas o0s sitios sem impedimento estérico
contendo residuos de histidina e cisteina, por meio de comparacdo dos parametros
fisico-quimicos (MM, pl e MH) de peptideos padrdo que se ligam a zinco, cobre,
cadmio e chumbo e dos peptideos gerados na clivagem da CAT com as enzimas
GluC2 e V8-proteinase. A formacéo de um complexo estavel entre 0 Zn?* e a CAT foi
verificada utilizando tanto a DPASV (Kq = 1,62 x 10 mol L) quanto a CV (Kq= 2,98
x 10 mol L™). Uma estequiometria de 20 jons Zn** para uma molécula de CAT foi
determinada para a reacédo, sendo este valor bem proximo do numero de possiveis
sitios de ligacdo do fon Zn?* identificados no estudo tedrico (28 possiveis sitios de
ligacdo). A formacdo de um complexo estavel, com estequiometria de 16 fons Cu?*
para uma molécula de CAT (valor bem proximo do numero de possiveis sitios de
ligacdo do fon Cu?* identificados no estudo teérico - 24 possiveis sitios de ligacao),
foi evidenciada pelo decaimento das correntes de oxidag&do/reducdo do metal com a
adicdo da CAT a solucéo e pelo valor da constante de dissociacdo (Kq= 1,73 x 10™°
mol L™ - DPASV, Kq= 1,25 x 10 mol L™ - CV, Kq= 1,81 x 10" mol L™ — DPV). A
pequena diferenca entre os valores tedrico e experimental das estequiometrias dos
complexos pode ser atribuida ao impedimento estérico de alguns sitios,
considerados aptos nos estudos tedéricos, ocasionada pelo tamanho da enzima e sua
conformacdo na superficie do eletrodo e pelo pH do meio. Os valores de Kg
calculados para os complexos Zn?* — CAT e Cu?* — CAT sugerem a participacéo do
zinco e do cobre na inibicho da enzima catalase pela formagdo de complexos
estaveis, contribuindo desta maneira para o estresse oxidativo. Para os sistemas
Cd?* — CAT e Pb* — CAT néo foi possivel determinar a estequiometria e a constante
de dissociacao, pois foi observado um decaimento pouco expressivo (a corrente nao
foi eliminada completamente) da corrente de oxidagdo do cadmio e do chumbo com
a adicdo de CAT, levando as seguintes hipoteses: os sitios de ligacdo para esses
metais ja estdo ocupados, hd impedimento estérico para as ligagbes, a interagdo
nao é estavel, ou a concentracdo dos metais no meio nao favorece a formacéo dos
complexos com a catalase.



ABSTRACT

Catalase (CAT), which is an important enzyme that catalyzes the
decomposition of hydrogen peroxide (H,O,) to water (H,O) and oxygen (O,), contains
some metal binding sites (Cys, His). The binding of metal ions to CAT can change or
stabilize its secondary structure, resulting in its inhibition or activation, respectively.
The inhibition of CAT, which occurs when metal ions are in excess, contributes to the
increase of the generation of reactive oxygen species, resulting in oxidative stress. In
this work, the interaction of zZn®*, Cu®*, Cd** and Pb*" ions with catalase was
investigated, near physiological conditions, by using differential pulse anodic
stripping voltammetry (DPASV), cyclic voltammetry (CV) and differential pulse
voltammetry (DPV). The developed methodology allows the direct determination of
guantitative data (stoichiometry, dissociation constant (K4) and standard reduction
potential (E”)) of metal ion-CAT systems and the theoretical identification of Zn?",
Cu?*, Cd** e Pb* binding sites. The acquired data will be useful to understand the
role of metal ions in the oxidative stress mediated by catalase. Zn**, Cu®**, Cd** and
Pb?* binding sites were identified in CAT, considering only the sites containing
hystidine and cysteine residues without steric impediment, through comparison of
physical-chemical parameters (MM, pl e MH) of standard peptides that bind zinc,
copper, cadmium and lead ions and those from the peptides generated by the
cleavage of CAT with GluC2 and V8-proteinase enzymes. The formation of a stable
complex between zinc and catalase, with a stoichiometry of 20 Zn?* ions per one
CAT, was attested by using DPASV (Kq = 1,62 x 10 mol L) and CV (Kq = 2,98 x
10" mol L™). The formation of a stable complex between copper and catalase, with a
stoichiometry of 16 Cu®" ions per one CAT molecule, was attested by the decrease of
oxidation/reduction currents of the metal with incremental additions of catalase and
by the dissociation constant (Kq= 1,73 x 10™° mol L™ - DPASV, Ky = 1,25 x 10™° mol
Lt - CV, Kg= 1,81 x 10 mol L™ — DPV). The small difference between theoretical
(28 Zn®*: 1 CAT; 24 Cu®*: 1CAT) and experimental stoichiometry values found for
these complexes can be assigned to the steric impediment of some sites identified in
the theoretical studies, caused by the size of the enzyme and its conformation on the
electrode surface and by the pH of the medium. The calculated Kq4 values for Zn** —
CAT and Cu?* — CAT complexes suggest the involvement of these two metal ions in
the inhibition of catalase by the formation of a stable complex with the enzyme,
contributing in this way to the oxidative stress. For Cd** — CAT and Pb* — CAT
systems, it was not possible to determine the stoichiometry and dissociation
constant, because it was observed a small decrease (the oxidation current was not
completely eliminated) of the oxidation currents of cadmium and lead in the presence
of CAT in the voltammograms, taking to the following hypotheses: the binding sites
for these metals ions have already been occupied, there is a steric impediment for
the bindings, the interactions are not stable, or the concentration of metal ions in
solution does not allow the interactions with catalase.
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mol L™ em 10 mL de tampdo Mclivaine pH = 7,00 com a
catalase.

Localizacdo dos possiveis sitios de ligacdo do fon Cu?* na
estrutura da catalase identificados no estudo teérico.

Voltamogramas de redissolucdo anddica de pulso diferencial
para 200 pL de Cd?** 1 x 10° mol L * em 10 mL de tampé&o
Mcllvaine pH = 7,00 com adi¢des de 5 L de CAT 5,35 x 10
mol L.
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Figura 63.

Figura 64.

Voltamogramas de redissolucdo anodica de pulso diferencial
para 200 pL de Pb* 1 x 10®° mol L * em 10 mL de tampé&o
Mcllvaline pH = 7,00 com adicdes de 5 uL de CAT 5,35 x 10
mol L.

Curvas de titulacdo amperométrica: a) 200 pL de Cd** 1 x 10 °
mol L* em 10 mL de tamp&o Mcllvaine pH = 7,00 com a catalase.
b) 200 uL de Pb* 1 x 10° mol L™ em 10 mL de tamp&o Mcllvaine
pH = 7,00 com a catalase.
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| -INTRODUGAO

Nas ultimas décadas vem aumentando o interesse pelos estudos dos
antioxidantes (enzimaticos e ndo enzimaticos), devido as descobertas dos efeitos
nocivos dos radicais livres, mais conhecidos como espécies reativas de oxigénio, no
organismo. As ERO s&o produzidas naturalmente ou por alguma disfung¢ao biologica,
sendo 0 seu excesso prejudicial, pois podem provocar diversas patologias como o
cancer e a disfuncao cerebral.

Dos antioxidantes enzimaticos destaca-se a enzima catalase, que tem a
funcdo de catalisar a reducédo do perdxido de hidrogénio (H2O,) a agua (H20) e
oxigénio (O;), desempenhando um papel importante no combate ao estresse
oxidativo, evitando possiveis danos celulares causados pelo excesso de H;O..

Alguns estudos que serao discutidos na revisao bibliografica avaliaram a
atividade da CAT, presente em diferentes tecidos de plantas ou animais, na
presencga de alguns metais (cobre, chumbo, cadmio, mercurio, cromo, zinco e prata).
Foi observada, dependendo do metal e de sua concentragcdao no meio celular, uma
reducao da atividade da enzima, tendo como consequéncia o aumento das ERO,
ocasionando o estresse oxidativo. A reducio da atividade da catalase observada na
presenca de metais pode ser atribuida: as mudancgas conformacionais em sua
estrutura, sendo este um fator critico para sua atividade catalitica; ou a ligagado dos
ions metalicos com os grupos tiol e imidazol presentes na molécula da enzima. No
entanto, € muito importante também ressaltar a participagdo dos metais na indugao
do estresse oxidativo por meio da geracdo do radical hidroxila pelas reagbes de
Fenton e Haber-Weiss.

Os estudos realizados até o momento ndo sao conclusivos, principalmente
em relagédo ao papel dos ions metalicos na ativagao ou inibigdo da enzima catalase,
pois ndo se encontra na literatura trabalhos realizados para verificar a complexacao
da catalase com os ions metalicos, nem os parametros quantitativos (Kq e
estequiometria) dos complexos formados com a enzima e nem os possiveis sitios de
ligacdo de ions metalicos em sua estrutura. Estes pardmetros s&o essenciais para

uma melhor compreensao do papel dos metais no estresse oxidativo.



Neste contexto, propde-se o estudo da interacdo dos ions metalicos Zn?*,
Cu?*, Cd* e Pb* com a enzima catalase utilizando técnicas voltamétricas e
softwares. A determinacdo dos parametros quantitativos dos complexos metalicos
(estequiometria, K4 e E®) em meio semelhante ao fisioldgico e a previsdo tedrica dos
sitios de ligacao desses metais na catalase possibilitara uma melhor compreensao
do mecanismo de resposta das enzimas antioxidantes, frente as ERO, na presenca
e na auséncia de metais.

As propriedades que as técnicas voltamétricas apresentam (técnica nao-
destrutiva, excelente sensibilidade, tempo de analise curto e uma teoria
desenvolvida para estimar de forma precisa os valores de parametros
desconhecidos) permitem o seu uso no estudo da interagdo de ions metalicos com
proteinas e peptideos, gerando parametros quantitativos desconhecidos

(estequiometria, Kq e E?).

Il - OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como objetivo principal estudar a interagdo dos ions
Zn**, Cu?**, Cd** e Pb* com a enzima catalase de figado bovino utilizando técnicas

voltamétricas.
Sistemas que serao estudados:

1) Zn®' - Catalase
2
3

4

Cd?* - Catalase

Cu?* - Catalase
Pb?* - Catalase

)
)
)
)



Para a investigagcao destes sistemas, foram propostas as seguintes etapas

de trabalho:

1) Preparacgao da enzima catalase
» Verificar a pureza da enzima.
» Purificar a enzima.

» Padronizar a solugcao de enzima.

2) Estudo tedrico sobre os possiveis sitios de ligagdo dos metais na
catalase
» ldentificar por meio de estudo tedrico e de softwares os possiveis sitios de

ligagdo dos ions Zn?*, Cu?*, Cd** e Pb* na estrutura da catalase.

3) Determinacao das condicées e dos parametros experimentais 6timos
para o estudo voltamétrico dos complexos
» Determinar as seguintes condigdes experimentais: eletrolito suporte, pH,
volumes e concentracdes das solugcdes de metais e da enzima e o tempo
necessario para os complexos M?* — CAT atingirem o equilibrio.
» Determinar os seguintes parametros experimentais: técnica voltamétrica,
tempo de deposicido, tempo de equilibrio, amplitude do pulso, tempo de
vida da gota, area da gota, velocidade de varredura, potencial de

deposicao, potencial inicial, potencial final e potencial de inverséao.

4) Estudo da interagao dos ions metalicos com a catalase
» Realizar titulagdes amperométricas do ion metalico com a enzima.
» Determinar os parametros quantitativos do sistema (estequiometria, Kq4

e EY) utilizando técnicas voltamétricas.



lll - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ESTRESSE OXIDATIVO

1.1 Espécies reativas de oxigénio

Os radicais livres podem ser definidos como atomos ou moléculas que
possuem elétrons desemparelhados na camada de valéncia.! Essa configuragdo faz
dos radicais livres moléculas altamente instaveis e quimicamente muito reativas, o
que possibilita o ataque a lipideos, a proteinas e ao DNA, comprometendo
processos bioldgicos importantes.?>

Moléculas onde o elétron desemparelhado se encontra no atomo de
oxigénio sdo chamadas de espécies reativas de oxigénio; no entanto, o termo ERO
abrange dois grupos, as radicalares: Hidroxila (HO®), superéxido (O,"), peroxila
(ROO’) e alcoxila (RO®); e as nao radicalares: peréxido de hidrogénio (H20,) e acido
hipocloroso (HCIO).?

O radical hidroxila & considerado a ERO mais reativa na inducao de lesdes
em sistemas bioldgicos.?* O ataque intensivo e freqiiente deste radical pode originar
mutacdes no DNA e como consequéncia o desenvolvimento de cancer em seres
humanos.

O peroxido de hidrogénio é gerado in vivo pela dismutagdo do radical
superoxido por enzimas oxidases. Apesar de nao ser um radical livre, o H,O, é
capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por
meio de reagdes enzimaticas, além de participar da reacdo que produz o radical
hidroxila.*®

A geracdo das ERO no organismo ocorre via agao catalitica de enzimas,
pela exposicdo a fatores exdgenos (ozbnio, medicamentos, cigarro e radiagdes
gama e ultravioleta) e por processos patoldgicos.®

O mecanismo mais importante para a geragao do radical hidroxila é a
reacdo de Fenton. Nesta reacdo o ion de um metal de transigdo reage com o

peréxido de hidrogénio para gerar o radical hidroxila e um ion do metal oxidado



(M™"), como mostrado na equacdo 1. Em nosso organismo o Cu®* e o Fe** s&o os

metais de transicdo mais importantes para a ocorréncia dessa reagdo.”®

M" + H,0, —> M""!+°0OH + OH (1)

Um segundo mecanismo para a geragao do radical hidroxila é a reacéo de
Haber—Weiss. Nesta reagdo, um ion metalico oxidado (M™') é reduzido pelo radical
superodxido (Equacdo 2) gerando oxigénio. Na segunda etapa, o ion metalico
reduzido (M"™) reage com peroxido de hidrogénio gerando o radical hidroxila pela

reacdo de Fenton (Equagao 3).”°

M+ 0y — M™ +0, (2)

M™ + H,0, — M™!+°OH +OH (3)

1.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sao agentes protetores das células contra os efeitos das
ERO, que podem ser produzidos pelo organismo ou absorvidos por dieta. Os
antioxidantes produzidos pelo organismo sao classificados em enzimaticos
(Superéxido dismutase, Glutationa peroxidase e Catalase) e ndo - enzimaticos
(Glutationa, peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro como a transferrina e
ferritina). Dentre os antioxidantes absorvidos da dieta podemos destacar o acido
ascorbico, os flavondides e o B-caroteno.>' O uso de medicamentos, o tabagismo, o
consumo de alcool e a poluicdo do ar podem diminuir os niveis de antioxidantes no
organismo, no entanto, esses niveis podem ser restabelecidos com dietas
apropriadas.™’

Os organismos eucarioticos possuem enzimas antioxidantes como a
superéxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase que reagem com as

ERO e protegem, portanto, as células e os tecidos.



A superdxido dismutase esta presente no organismo em duas formas:
SOD - cobre e zinco e a SOD - manganés (Figura 1); ambas atuando como
catalisadores na dismutacdo do radical superdéxido a perdéxido de hidrogénio

(Equacso 4).*

205+ 20 29Dy o, + H,0, (4)

Figura 1. a) Estrutura tridimensional da enzima SOD - manganés; b) Estrutura
tridimensional da enzima SOD - cobre e zinco.
[Retirado de http://www.rcsb.org/pdb]

A glutationa peroxidase (Figura 2) catalisa a reducdo do perdxido de
hidrogénio e perdxidos organicos a agua ou alcool (Equacdo 5).* Esta enzima
remove H,;O, pela oxidagdo da GSH ao dimero GSSG (Figura 3), sendo este
processo complementado pela GR, a qual é responsavel pela redu¢cdo da GSSG a
GSH."

H,0, + 2GSH -9PX» 2,0+ GSSG (5)
(Glutationa reduzida) (glutationa oxidada)


http://www.rcsb.org/pdb

Figura 2. Estrutura tridimensional da enzima GPx.
[Retirado de http://www.rcsb.org/pdb]

NH3" H O
_OM NTU\H O
N
w ° °
glutamato cisteina glicina M %(

GSH GSSG

Figura 3. Estrutura da glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG).

A catalase tem como fungéao catalisar a redugao do perdxido de hidrogénio
a agua e oxigénio (Equacao 6). Esta enzima é encontrada no sangue, na medula

dssea, nas mucosas, no rim e no figado,*'

e pode converter até 6 milhdes de
moléculas de H,0,.2 O tipo mais comum de CAT é uma tetramero com cerca de 240
KDa de massa molecular, possuindo quatro cadeias polipeptidicas idénticas na sua
estrutura (Figura 4). Cada cadeia polipeptidica, com cerca de 60 kDa de massa
molecular, possui um grupo heme com o ion Fe** atuando como centro redox (Figura
5). Algumas CAT sdo ndo-hémicas, possuindo em vez do grupo heme um centro

binuclear de manganés.'*°


http://www.rcsb.org/pdb

2H,0, CAT,

Figura 4. Estrutura tridimensional da enzima CAT hémica.
[Retirado de http://www.rcsb.org/pdb]

HO,C—CH,— CH,

HO,C—CH,—CHj CH;

Figura 5. Estrutura do grupo heme.


http://www.rcsb.org/pdb

Na reacao catalisada pela CAT a desprotonag¢ao do H,O, ocorre em duas
etapas (Equacdes 7 e 8). Na primeira etapa, o H,O, é reduzido a H,O com
concomitante oxidagdo da enzima. O produto desta oxidagdo ( O = Fe(IV)-E ) é
muito oxidante e reage com uma segunda molécula de perdxido de hidrogénio
formando O, e uma segunda molécula de H;O, completando assim o ciclo

catalitico.'®"°

H,0, + Fe(Ill)-E —> H,0 + O=Fe(IV)-E ()
H,0, + O0=Fe(IV)-E ——> H,0 + Fe(ll)}-E + O, (8)

Fe(ll)-E = centro metélico do grupo heme

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na
indugdo de danos celulares pelas ERO é conhecido como estresse oxidativo.? O

estresse oxidativo esta relacionado com varias patologias (Tabela 1).2

Tabela 1. Algumas patologias relacionadas com o estresse oxidativo

Artrite Disfungao cerebral
Aterosclerose Cardiopatias

Diabetes Enfisema

Catarata Envelhecimento

Esclerose multipla Cancer

Inflamagdes crbnicas Doencas do sistema imune

A Figura 6 ilustra a formacgédo das ERO pelas reagbes de Fenton e Haber
Weiss com a participagdo dos ions metalicos e ao mesmo tempo a atuacdo das
enzimas antioxidantes no combate a formagdo das ERO (OH® e H,0;), pela
dismutagao do radical superdxido por meio da SOD e do perdxido de hidrogénio por
meio da CAT e GPx, evitando dessa forma a formacado do radical hidroxila e

consequentemente o estresse oxidativo.



LAY O
SOD lylz"
H202 M2+
CAT e GPx M3+
H,O0 + 2 0, OH-+| *OH

Figura 6. Interacdo das ERO com as enzimas antioxidantes.
M"™ - jon metalico; SOD - Superoxido dismutase; CAT - catalase; GPx - Glutationa
peroxidase.

1.3 Estresse oxidativo e metais

A toxicidade de alguns metais como o cromo, mercurio, vanadio, niquel,
cadmio, chumbo e outros, pode estar relacionada com a sua participacdo nas
reacdes de Fenton e Haber-Weiss (Equagdes 1, 2 e 3), gerando o radical hidroxila.
No entanto, estes metais também podem estar envolvidos na ativagao ou inibicao de
enzimas antioxidantes, contribuindo em ambos os casos para o estresse oxidativo.

O zinco é o componente estrutural da enzima SOD, que catalisa a
dismutagdo do radical superoxido a peréxido de hidrogénio (Equacgédo 4),
desempenhando um papel antioxidante importante ao evitar a producdo das ERO.%
A deficiéncia de zinco resulta no aumento da geragdo das ERO levando ao estresse
oxidativo.?'

O cobre € um componente essencial de varias enzimas antioxidantes, mas
também participa da reacdo de geragcdo das ERO. O excesso de cobre é
responsavel pelo estresse oxidativo que esta relacionado com o processo de
carcinogénise e com mudancas neurodegenerativas.??> A deficiéncia desse metal

também pode causar danos celulares.®
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O chumbo é um metal ndo essencial para o homem e altamente téxico,
mesmo em baixas concentracdes, e a sua toxicidade pode estar relacionada com a
formacao das ERO.?* %

O cadmio é um metal altamente tdéxico e é incapaz de gerar os radicais
livres de forma direta, porém alguns estudos confirmaram a sua participagdo na
geragcdo de perdxido de hidrogénio, que passa a ser uma fonte significante de
radicais livres pela reacéo de Fenton.??*

A seguir serdo discutidos alguns estudos que avaliaram a atividade da
CAT, presente em diferentes tecidos de plantas ou animais, na presenga de alguns
metais (cobre, chumbo, cadmio, mercurio, cromo, zinco e prata). Um método geral
para o estudo da atividade da catalase se baseia na medida do decaimento na
concentracido do H,O, , por espectrofotometria no ultravioleta a 240 nm.

Drazkiewicz e colaboradores® em estudos com folhas de Arabidopsis
thaliana observaram, na presenga de excesso de cobre, a reducéo da atividade da
enzima antioxidante catalase e como consequéncia um aumento das ERO.
Sintomas visuais de fitotoxicidade, como necrose e coloracédo violeta nas folhas

(Figura 7), foram observados como consequéncia do estresse oxidativo.

Figura 7. Sintomas visuais de fitotoxicidade observados nas folhas de
Arabidopsis thaliana. A — planta de controle; B — planta exposta a 70 uM Cu; C —
planta exposta a 300 uM Cu por 7 dias. [Retirado de Drazkiewicz, M.; Skorzynska-
Polit, E. S.; Krupa, Z.; Springer Netherlands 2004, 17, 379.]

Marchlewicz e colaboradores? estudaram em rato, a influéncia do chumbo
na formacao das ERO, e constataram danos celulares em tecidos que podem ser

associados a producao das ERO.
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Fatima e Ahmad®’ avaliaram a atividade das enzimas antioxidantes SOD e
CAT de Allium cepa (cebola) quando expostas a certos metais. A SOD e a CAT nao
apresentaram um aumento muito significativo em suas atividades em baixas
concentracdes de metal, porém em concentragcdes de metal mais elevadas, estas
enzimas apresentaram uma redug¢ao em suas atividades (Figura 8), sendo o cadmio
o metal que mais contribuiu para a reducdo da atividade da CAT, levando ao

estresse oxidativo.

Q
~

450 - BHg++ BCd++ EPb++ BCr(VI)

Atividade SOD (U/min/mg proteina)

0 1 5 7.5 10
Concentragao metal (pM)

O

)

450 - @ Hg++ @ Cd++ EPb++ & Cr(Vl)
400 -
350 -
300 -
250
200 A
150 -

100 A

Atividade CAT (U/min/mg proteina)

7.5 10 40 70 100

Concentragido metal (uM)
Figura 8. Atividade da a) SOD e b) CAT em Allium cepa exposto a diferentes

concentragoes dos metais Hg, Cd, Pb e Cr. [Retirado de Fatima, R.A.; Ahmad, M.;
Sci. Total Environ. 2005, 346, 256.]
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No mesmo trabalho Fatima e Ahmad?’ estudaram a atividade destas
enzimas antioxidantes de Allium cepa em amostras de agua coletadas em um
parque industrial. Estas amostras de agua foram submetidas a uma analise
utilizando espectrometria de absorgao atdbmica, e foi detectado grandes quantidades
de metais como Hg, Cd, Cu, Cr, Pb e Zn. Na Figura 9 observa-se que a atividade da
CAT na solugdo diluida da amostra de agua, ndo apresentou um aumento
significante se comparado com o controle, porém sua atividade sofreu uma redugéo
nas solugdées mais concentradas. A amostra de agua nao diluida reduziu a atividade
da SOD a zero e em solugdo mais diluida a SOD apresentou um aumento da
atividade. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a redugédo ou o aumento
da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD, que leva ao estresse oxidativo,

depende do ion metalico e de sua concentragao.

@ Controle
450+
E Diluido 2000 vezes
—~ 400-
g [ Diluido 1000 vezes
0 1
g 30 @ Diluido 100 vezes
| .
; 300 B Nao diluido
E
E 250-
E
S 2004
S
S 1501
S
>
2 100
<
501
0 : : T

GST SOD CAT

Enzimas antioxidantes

Figura 9. Atividade das enzimas antioxidantes de Allium cepa exposta a
diluicoes consecutivas das amostras de agua coletadas em um parque
industrial. [Retirado de Fatima, R.A.; Ahmad, M.; Sci. Total Environ. 2005, 346,
256.]

Schiitzendiibel e colaboradores® observaram que, apds 48 horas de
exposicao a cadmio, plantas da espécie Populus x canescens apresentaram inibicao
de cerca 50 — 75 % da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT (Figura 10),
o0 que implica no aumento das ERO e consequentemente na ocorréncia de danos

nas células e tecidos das plantas.
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Figura 10. Atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT de Populus x
canescens expostas a cadmio. [Retirado de Schutzendubel, A.; Nikolova, P.;
Rudolf, C.; Polle A.; Plant Physiol. Biochem. 2002, 40, 577.]

Huang e colaboradores® demonstraram que o cadmio reduz a atividade
da SOD, e que esta redugcdo esta relacionada as mudangas conformacionais
provocadas na estrutura da enzima pelo metal. Com a redugao da atividade das
enzimas antioxidantes, mais ERO estardo presentes no organismo para causar o
estresse oxidativo e induzir doengas neurodegenerativas.

Casalino e colaboradores® avaliaram a atividade da CAT, SOD — Mn e
SOD - CuZn de figado e rim de rato, quando expostas a cadmio, e observaram um
efeito negativo na atividade destas enzimas, levando a formagao das ERO. Na CAT,
este efeito foi relacionado a ligagdo do cadmio com o grupo imidazol, no residuo His-
74, sendo este residuo essencial para a decomposi¢cao do perdxido de hidrogénio.
No caso da SOD - Mn, a redugdao da sua atividade foi relacionada com a
substituicdo do manganés pelo cadmio. A redugéo da atividade da SOD — CuZn foi
atribuida a mudancgas conformacionais em sua estrutura, fator critico para a sua

atividade catalitica.
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lkediobi e colaboradores®' também investigaram a resposta da atividade
de enzimas antioxidantes (SOD, GR, CAT e GPx) na presengca de cadmio, em
células de figado de rato, e observaram uma redugdo na atividade da enzima
catalase (Figura 11). A reducédo da atividade da CAT foi atribuida a ligagdo do grupo
imidazol do residuo His-74 (pKa = 6,5), que em meio fisiolégico (pH = 7,00)
encontra-se desprotonado, ao cadmio levando ao estresse oxidativo.

a)
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Figura 11. Efeito de CdCl, em algumas enzimas antioxidantes em células de
figado de rato em tampao fosfato pH = 7,00 (n=3). a) apds 4 h de incubagao; b)
apos 8 h de incubacéo. [Retirado de Ikediobi, C. O.; Badisa, V. L.; Ayuk-Takem, L.T;
Latinwo, L. M.; West, J.; Internacional Journal of Molecular Medicine 2004, 14, 87.]
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No trabalho realizado por Atli e seus colaboradores® foi verificado
primeiramente o efeito do pH na atividade da CAT presente em diferentes tecidos de
peixes da espécie O. niloticus (Figura 12). Foi observado que em pH 7,00, a
atividade relativa da CAT era de 100 % em todos os tecidos. Em seguida, a
atividade da CAT nos diversos tecidos foi verificada, em 75 mM de tampéo fosfato

pH 7,00, na presencga dos metais Cd, Zn, Ag, Cr e Cu (Figura 13).
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Figura 12. Efeito do pH na atividade da CAT em diferentes tecidos de O.
niloticus. [Retirado de Atli, G.; Alptekin, O.; Tukel, S.; Canli, M.; Comp. Biochem.
Physiol. 2006, 143, 218.]

Os resultados obtidos por Atli e colaboradores®? foram os seguintes: a) A
CAT foi estimulada por todos os metais in vivo, exceto a prata; b) Dentro do figado o
aumento mais relevante da atividade da CAT (183%) foi promovido pelo Cd; c¢) No
rim, o cadmio e o zinco nao tiveram nenhum efeito significativo na atividade da CAT,
considerando que a exposigao a Cr causou uma reducao de 44%; d) Na branquia, a
exposicdo a Ag causou um aumento de 66% na atividade da CAT e a exposigcéo a
Cr causou uma redugao de 97% na atividade da CAT; e) Todos os metais, exceto
Cu (41% aumento), causaram redugdes significantes na atividade da CAT no

intestino; f) No cérebro, o Zn promoveu um aumento na atividade da CAT (126%),
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enquanto a exposicao a Ag causou uma reducgao; g) In vitro, todos os metais exceto
Ag e Cu no rim, inibiram significativamente a atividade da CAT em todos os tecidos;
h) A atividade da CAT é dependente dos diferentes tecidos de O. niloticus e das
concentragbes dos metais a que foi exposta (Ag , Cd, Cr, Cu e Zn). A inibigdo da
atividade da CAT, que pode causar o estresse oxidativo, pode estar relacionada
diretamente com a ligacao dos ions metalicos com o grupo tiol (— SH) presente na

molécula da enzima.

1800 4
1600
1400
1200
1000 -
800 -
600 -
400 -

200 -

Atividade CAT (umol H,0O, / mg proteina/ min)

Concentragdo do Metal (ug L )
HcontroleMCu P<0.05 OCd P<0.05 BEZn P<0.05 HAg P<0.05 HCr P<0.05

Figura 13. Atividade da CAT em tecido de figado de O. niloticus in vitro.
[Retirado de Atli, G.; Alptekin, O.; Tukel, S.; Canli, M.; Comp. Biochem. Physiol.
2006, 143, 218.]

Os trabalhos realizados até o momento n&do sao conclusivos, em relagao
ao papel dos ions metalicos na ativacado ou inibicdo da enzima catalase, pois nao
foram realizados estudos para verificar a complexacdo da catalase com os ions
metalicos, nem obter parametros os quantitativos (Ky e estequiometria) dos
complexos formados com a enzima e nem identificar os possiveis sitios de ligagéo
de ions metalicos em sua estrutura, sendo estes parametros essenciais para uma

melhor compreensao do papel dos metais no estresse oxidativo.
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2. COMPLEXO PROTEINA — METAL E PEPTIDEO - METAL

Antes de discutir a complexagcdo de ions metalicos com peptideos e
proteinas, serao definidos a seguir alguns termos importantes para uma melhor
compreensao do texto.

1) Aminoacidos — consistem em moléculas (Figura 14) que contém um
atomo de carbono central ligado a um grupo amino, a um grupo carboxilico, a um

atomo de hidrogénio e a um grupo R (cadeia lateral).

P ‘\\ K // “‘
Grupo ¢ \ . : Grupo
amino H2NJ_ (l-j VN ,," carboxilico
~—— (”k\\: ‘\N-Q,/l

NNNNN

Cadeia lateral

Figura 14. Estrutura geral de um aminoacido.

2) Peptideos — Sao biomoléculas que contém dois ou mais aminoacidos

unidos por uma ligagéo peptidica (Figura 15).

I
...... H C
iR
II-I Ligacao / III\C//
peptidica | [
H OH:-----

Figura 15. Ligacao peptidica.

3) Proteinas — compostos constituidos de uma ou mais cadeias longas de
aminoacidos (polipeptideos), ligados em sequéncias caracteristicas e encontradas
em todos os organismos vivos.

A seguir serao discutidos alguns aspectos importantes da complexagao de

ions metalicos com peptideos e proteinas.
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2.1 Interacao de ions metalicos com peptideos

Cada um dos aminoacidos naturais € capaz de formar um anel quelato
estavel de cinco membros com um atomo metalico. Na estrutura geral de um
aminoacido (Figura 14) existem dois atomos doadores de pares de elétrons (N e O)
separados por trés ligagdes. Alguns aminoacidos possuem ainda doadores de
elétrons na cadeia lateral (R), que participam da formagao do complexo e podem até
competir com 0s grupos a — amino e com a carbonila da cadeia principal.®

As principais cadeias laterais de aminoacidos que interagem com ions
metalicos estao listadas na Tabela 2. Em torno de 65% dos varios tipos de cadeias
laterais dos aminoacidos s&o grupos que permitem uma associagdo a ions

metalicos, em adigao a eles estdo os grupos carbonila e amino da cadeia principal.

Tabela 2. Cadeias laterais de aminoacidos que interagem com ions metalicos

Cadeia lateral Estrutura pK, aproximado

-
Q
N

Carboxila
HKP\
Imidazol NH 6
~
a - Amdnio /NH3+ 6-8
£ - Amonio _NH3' 10
OH
Fendlico /©/ 10
Tiol _SH 10
H
N NH,"
Guanidino / \(/ 12
NH,
Hidroxila ~">S0oH > 14
O

Amida /M > 14
NH,

[Retirado de Chow, E.; Gooding, J.J.; Electroanalysis 2006, 15, 1437.]
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Nos peptideos simples que possuem cadeias laterais que nao interagem
com ions metalicos, a ligagdo com o metal pode ocorrer envolvendo o grupo amino e
0 oxigénio da amida ou o grupo amino e o nitrogénio da amida (Figura 16). A
complexacao envolvendo o grupo amino e o nitrogénio da amida também permite o
envolvimento do oxigénio da carboxila, produzindo um complexo mais estavel (a
direita na Figura 16). Para ocorrer a coordenagdo do metal pelo nitrogénio da
amida, é necessaria a substituicdo da ligagdo N — H pela ligacdo N — M*,
consequentemente os ions hidrogénio competem com o ion metalico pelo ligante,
tornando a complexagao do metal pelo peptideo dependente do pH.*** A habilidade
do ion metalico para provocar a desprotonacdo do nitrogénio da amida possui um
papel fundamental na estabilidade final do complexo, pois esta desprotonacao

aumenta o numero de sitios de coordenagao entre o metal e o ligante.*

O
§ R o
R HN \2&\ O > <
H,N \‘O R _ H,oN N + H
\M’/ M\% R

Figura 16. Complexacao do ion metalico com um dipeptideo com cadeias
laterais ndo complexantes. [Retirado de Chow, E.; Gooding, J.J.; Electroanalysis
2006, 15, 1437.]

Para peptideos maiores (trés, quatro ou mais residuos de aminoacidos)
observa-se uma ligagao significativamente mais forte do metal com cada nitrogénio
da amida ao longo do esqueleto peptidico envolvido na coordenacéo. Esta ligagéao
pode ser ilustrada com o tripeptideo Gly-Gly-His, no qual a coordenacgdo do Cu?*
envolve a desprotonagédo sucessiva dos nitrogénios da amida e do nitrogénio do
imidazol em pH 9-10, resultando na formag¢ao de um complexo tetradentado estavel
(Figura 17). Por outro lado, a complexacdo dos ions Cd** por poli-L-cisteina é
independente do pH no intervalo de 1,0-7,0, devido o grupo tiol da cadeia lateral da

cisteina possuir um valor de pK, alto (Tabela 2).%%
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Figura 17. Complexagio do ion Cu?* com o tripeptideo Gly-Gly-His.
[Retirado de Chow, E.; Gooding, J.J.; Electroanalysis 2006, 15, 1437.]

Diversos fatores influenciam a afinidade do ligante por diferentes metais.
Estes fatores incluem a dureza/moleza do metal, a geometria de coordenagao do
complexo, efeito de estabilizagdo do campo ligante e a dureza/moleza de alguns
sitios de coordenagao da sequéncia de aminoacidos (peptideos).

A predicdo da complexacdo de uma ligante com um metal pode ser feita
tomando como base a classificagdo dos metais como duros, moles ou
intermediarios. Os metais duros (K*, Li*, Na*, Ba*, Ca*, Mg* e AP’*) sdo ndo
polarizaveis, altamente estaveis e formam complexos via ligagdo eletrostatica. A
afinidade desses metais pelo ligante decresce na seguinte ordem O > P > N > S.
Portanto, estes metais se ligam preferencialmente ao carboxilato encontrado nos
peptideos e aminoacidos e a grupos fosfato no DNA. Para os metais moles (Ag”,
Hg*, Cd* Cu®*, Pb?** e Au*) ocorre uma inversdo na preferéncia de ligacdo com os
ligantes (S > N > P > O). Os metais moles sdo toxicos, portanto ndo essenciais para
sistemas biolégicos. Aminoacidos com nitrogénio nas cadeias laterais (histidina,
lisina e arginina) e com enxofre (cisteina) se ligam preferencialmente a metais
moles. Metais que possuem caracteristicas intermediarias entre duro e mole sao
conhecidos como metais intermediarios. Nesta classe estdo incluidos o Mn%*, Fe®*,
Co?*, Ni** e 0 Zn**. O Cu®*" e Pb?* podem ser classificados como metais moles ou
intermediarios.*

O grupo imidazol da histidina (His) € um sitio muito importante para
ligagbes com zinco, cobre e outros ions, enquanto que a cisteina (Cys) seja talvez o

melhor ligante para ligagbes com metais com alta afinidade pelo enxofre. A ordem
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de afinidade dos metais pelo enxofre é: Hg?* = Ag* » Cu®*» Pb* = Cd** > Zn** » Ca*"'
~ Mgz+_38,39

A estabilizacdo do campo ligante, a habilidade do metal de desprotonar o
nitrogénio da amida, o efeito estérico e a presenga de ligantes moles nos
aminoacidos das cadeias laterais, todos estes fatores juntos tornam dificil predizer
precisamente a complexacéo do ligante com o ion metalico.

A seguir na Tabela 3 serdo apresentados alguns exemplos de peptideos e

fragmentos peptidicos que interagem com ions metalicos.

Tabela 3. Peptideos que interagem com ions metalicos

Peptideo Sequéncia Metal Ref.
Cd**, Cu™,
Fitoquelatinas b 1 o4
o (y — GluCys), - Gly Zn“", Hg®', 42-45
(Quelante biolégico) . 2
Ag e As
Cd**, Cu™,
Glutationa Zn?*, Pb%*,
o y - GluCysGly e o 4 46 - 48
(Quelante bioldgico) Hg"', Ag" e
As*
Oxitocina
’ 2+ 2+
(Peptideo hormonal Cys-Tyr-lle-Gln-Asn-Cys- Cu“’, Ni", 49,50
envolvido no ciclo Pro-Leu-Gly Mn%" e Zn*
reprodutivo)
Fragmentos peptidicos do (PrO'HiSé?'Yé?'))/'GW-TFP-
-GIn)n
Prion (presente no tecido Y cu® 51-53
nervoso de mamiferos) His-Gly-Gly-Gly

* Outros exemplos de fragmentos peptidicos que interagem com ions metélicos sao
apresentados na Tabela 16.

2.2 Interacao de ions metalicos com proteinas

Ao longo dos sistemas biologicos, as proteinas sao encontradas
intimamente associadas com cations metalicos, pois estes possuem um papel

importante nos centros cataliticos das metaloenzimas, sendo essenciais para alguns
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processos bioquimicos. No entanto, alguns metais como chumbo, cadmio e mercurio
sao toxicos, pois estes interferem na funcdo das metaloenzimas e em outras vias
bioquimicas.*°

Dois grupos de proteinas que associam-se a metais podem ser
destacados: as metaloproteinas, onde o metal faz parte da estrutura da proteina e
nao pode ser removido sem que a mesma ndo seja destruida e os complexos
proteina — metal, onde o metal se liga & proteina reversivelmente.®**'
Na Tabela 4 s&o apresentados alguns exemplos de proteinas que

interagem com ions metalicos e desempenham fungdes importantes nos organismos

VivOs.
Tabela 4. Proteinas que interagem com ions metalicos
Proteina Fungao Metal Ref.
Armazenar os metais
toxicos em uma forma nao or . o4
. . Zn“", Cu“’,
Metalotioneinas toxica e regular o ot e O4-57
_ . Cd“" e Hg
metabolismo do zinco e do
cobre celular.
Participam do controle
Zinc Fingers regulatério da transcrigao Zn?* 58, 59
genética.
Transportar hormonios, e s
. o ) Cu“’, NI,
Albuminas acidos graxos, farmacos e ot ..  60-65
Ca“" eCd

ions metalicos

Facilitar uma variedade de
reacoes: hidrolise catalisada

por acido (realizada pelas

_ hidrolases); reacdes redox  Zn**, Fe**ou 19,
Metaloenzimas _ _ e
(oxidases e oxigenases); e Cu 66- 68
o rearranjo de ligagbes
carbono-carbono (sintases

e isomerases)
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3. VOLTAMETRIA

A voltametria € uma técnica eletroquimica que estuda as relagcbes entre o
potencial, a corrente e o tempo, durante a eletrolise da espécie de interesse
(analito). Nesta técnica, um potencial variavel (sinal de excitagdo) é aplicado sobre
uma célula eletroquimica e uma resposta de corrente, que € proporcional a
concentracdo do analito, se desenvolve em fungdo do sinal de excitacdo. A
voltametria é amplamente utilizada em analises quimicas de rotina e de
pesquisa.®®"°
O aparato para uma analise voltamétrica consiste em trés eletrodos (de
trabalho, de referéncia e auxiliar) imersos em uma solugado contendo o analito e o
eletrélito suporte. O eletrodo de trabalho consiste em um eletrodo polarizavel que
geralmente € um metal como mercurio, platina ou ouro, mas também pode ser de
carbono vitreo. O eletrodo de referéncia pode ser o eletrodo de calomelano saturado
ou o eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e o eletrodo auxiliar geralmente é
de platina. O potencial € aplicado entre os eletrodos em forma de varredura, € a
curva obtida de corrente versus a diferenga de potencial gerada entre eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia € chamado de voltamograma.

O eletrodo de mercurio € amplamente utilizado em voltametria, pois possui
um intervalo de potencial negativo relativamente amplo, até -1,8 V vs SCE, que se
deve a sobrevoltagem para a redugédo do ion H* na superficie do mercurio. No
entanto, para potenciais positivos, o intervalo € menor, até + 0,25 V vs SCE, devido
a oxidacao do mercurio. Para estudos em potenciais positivos € mais apropriado o
uso dos eletrodos de platina, de ouro ou de carbono vitreo. Outra vantagem para o
uso do eletrodo de mercurio € o fato de que a superficie do eletrodo é renovada pela
producdo de uma nova gota, reduzindo os efeitos de contaminacdo ou de

envenenamento da superficie do eletrodo.

3.1 Técnicas Voltameétricas

As diversas técnicas voltamétricas s&o discutidas a seguir.
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3.1.1 Polarografia classica ou de corrente continua

Os primeiros estudos voltamétricos foram realizados por Heyrovsky em
1922 usando um eletrodo gotejante de mercurio como eletrodo de trabalho e o
sistema Hg® (poco de merctirio/Hg.Cl,) como eletrodo de referéncia.”

Quando o eletrodo de trabalho consiste em mercurio gotejante é utilizado
o termo polarografia.”? O aparelho utilizado nas analises polarograficas é mostrado a

seguir na Figura 18.

Reservatorio de Polaréarafo
Mercirio 9 =
Registrador
ET EA ER
& ® L
N,
e

———— Fio de platina

, Eletrdlito suporte

| e Amostra

Pocgo de Mercurio

Figura 18. Polarografia: aparelhagem basica.

Em andlises polarograficas € necessaria a remog¢ao do O, atmosférico
dissolvido nas solucgdes, pois 0 O, é eletroativo e produz duas ondas polarograficas
na regido catodica (-0,05 V e — 1,00 V vs SCE). A remogao do O; é feita por meio do
borbulhamento (purga) de um gas inerte (N;), diretamente na solugdo por alguns

minutos.
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Na polarografia classica € utilizada, como sinal de excitacdo, uma rampa
de potencial linear (Figura 19a), no qual o potencial € varrido de positivo para
negativo a uma taxa constante. A corrente € medida continuamente a medida que a
gota de mercurio cresce e entdo cai, originando um polarograma oscilante (Figura
19b).

a) b)
A 20T T T T T T T T
A
. Corrente limite
15+ ! max
/ med ——
E i 10 -
= Patencial de meia-onda Corrente de difus3o, i |
5 ]
iy 2
| B
0 x ~
Corrente residual
ﬁ | | ] | E"”l | I
> 0 -0,3 -0,6 -0,9 -1,2
t E /Vvs. SCE

Figura 19. a) Sinal de excitagdo da polarografia classica, varredura linear;
b) Polarograma caracteristico. [Retirado de Skoog, D. A.; Holler, F.J.; Nieman, T.
A.; Principios de Andlise Instrumental, 52 ed., Bookman: Porto Alegre, 2002.]

Do ponto de vista de analise quantitativa, a informacao mais importante do
polarograma € o fornecimento do valor da corrente de difuso (i,), pois esta corrente
€ proporcional a concentragcao do analito. A difusdo € um processo de transferéncia
de massa entre a solugdo e a superficie do eletrodo, no qual o movimento de
espécies quimicas ocorre sob a influéncia de um gradiente de concentragdo, ou
seja, as substancias deslocam-se de regides de concentragdes altas para regides de
concentracdes baixas.

A relacao entre a iy (corrente do tipo faradaica) e a concentragdo do

analito € dada pela equacgao de llkovic (Equacéo 9).

iy= 607 nD"?m?3t"6 C (9)
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onde:
ig = corrente de difusdo (pA);
n = numero de elétrons;
D = coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm? s™);
m = velocidade de fluxo de Hg ( mg s™)
t = tempo de gota (s);
C = concentragdo (mol L™).

Além da difusao, mais dois processos de transferéncia de massa entre a
solugdo e a superficie do eletrodo podem ocorrer. Um desses processos € a
migrag&o, que é provocada pela diferenga de potencial que existe entre a superficie
do eletrodo e a solugdo. A corrente originada deste processo pode ser minimizada
pela adicdo de um eletrdlito inerte, em uma concentracdo pelo menos 100 vezes
maior que a substancia eletroativa. O outro processo € a convecgao, no qual o
transporte de massa da espécie eletroativa para o eletrodo é através do movimento
fisico da solucdo. A corrente de conveccdo pode ser minimizada mantendo-se a
solucao sem agitagao.

A técnica de corrente continua € muito limitada do ponto de vista analitico,
devido ao seu alto limite de deteccédo (da ordem de 10 mol L™). Esta limitagdo se
deve principalmente a corrente capacitiva (ndo faradaica), que €& uma das
componentes da corrente residual mostrada no polarograma da Figura 19b. Essa
corrente é proveniente de fendmenos relacionados a dupla camada elétrica, que
possui comportamento semelhante ao de um capacitor (interface eletrodo/ eletrdlito

suporte).

3.1.2 Voltametria de pulsos

A melhoria instrumental na diferenciacdo entre a corrente faradaica e a
corrente capacitiva, viria a ser conquistada com o desenvolvimento das técnicas de
pulso, principalmente a de pulso diferencial. A instrumentacgao foi desenvolvida de tal
modo que as medidas de corrente e aplicagdes de potencial e pulsos de potencial
fossem realizados em intervalos de tempo muito pequenos durante o tempo de vida

de uma gota.”
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As técnicas de pulso se baseiam na cronoamperometria, ou seja, na
medida da corrente em fungédo do tempo de aplicacdo de um determinado pulso de
potencial. A corrente medida esta relacionada com a largura do pulso e com o
degrau de potencial que é aplicado no eletrodo.” A diferenca na maneira de aplicar

os pulsos de potencial € que caracteriza as diferentes técnicas de pulso.

3.1.2.1 Voltametria de pulso normal

Na NPV, o DME é mantido em um potencial inicial constante durante a
maior parte do tempo de vida da gota, porém nos ultimos 50 a 60 ms, um pulso de
potencial mais elevado € aplicado a gota. A corrente € medida durante os ultimos
20 ms do tempo de vida da gota (Figura 20a). O potencial aplicado a cada gota
sucessiva € aumentado gradualmente para dar a varredura de voltagem necessaria.
A corrente medida no fim da vida da gota é devida essencialmente ao processo de
Faraday e é proporcional a concentragdo do analito. O voltamograma resultante é

semelhante a um polarograma DC (Figura 20b).

a) b)

A Intervalo de A
Aplicagao medida
do pulso 20 ms

50 lms l

Instante de queda
da gota

Figura 20. a) Sinal de excitagao da voltametria de pulso normal;
b) Voltamograma caracteristico da NPV.
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3.1.2.2 Voltametria de pulso diferencial

Na DPV uma série de pulsos de amplitude constantes (10-100 mV) sao
superpostos a rampa linear de potencial. O pulso é aplicado durante os ultimos
50 ms de vida de uma gota, e como mostrado na Figura 21, sédo realizadas duas
medidas de corrente durante o tempo de vida de cada gota, uma (em S4) que € 16,7
ms antes do pulso e outra (em Sy) 16,7 ms antes do final do pulso. A diferenga de
corrente (Ai) por pulso é registrada em fungdo do potencial aplicado. O resultado é
uma curva diferencial (Figura 22), no qual consiste em um maximo cuja altura é

diretamente proporcional a concentragao do analito.

a) b)
A 50 ms A

E E
1
1 S,
le——)
S, ' .
-Tempo de > %empo de >
Gotejamento t Gotejamento t

Figura 21. Sinal de excitagao da voltametria de pulso diferencial. a) usado em
equipamentos analégicos; b) usado em equipamentos digitais.

Al

E

Figura 22. Voltamograma caracteristico da DPV.
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Com a utilizacdo da técnica de DP, os limites de detec¢ao sao duas ou
trés ordens de magnitude mais baixos do que os da polarografia classica, chegando
ao intervalo de 10 7 a 10® mol L. Este aumento da sensibilidade se deve

principalmente a uma reducéo da corrente capacitiva.

3.1.2.3 Voltametria de onda quadrada

A SWV é um tipo de voltametria de pulso que tem como vantagem a
grande velocidade e a alta sensibilidade, sendo possivel obter um voltamograma
completo em poucos segundos. Com o DME, a varredura é feita durante os ultimos
milisegundos de vida de uma unica gota. O sinal de excitagdo da SWV (Figura 23c)
€ obtido superpondo uma escada de potencial (Figura 23a) sobre a onda quadrada
(Figura 23b). A corrente (Ai) é a diferenga entre a corrente observada no ponto 1 e a
corrente no ponto 2, sendo Ai proporcional a concentragdo do analito. O
voltamograma caracteristico da SWV é mostrado na Figura 24. Como nos métodos

de pulso, o limite de detecgdo desta técnica é da ordem de 10" a 10 ® mol L™.

a) A

Ai=i -1,

Figura 23. a) Escada de potencial; b) Onda quadrada c) Sinal de excitagao da
voltametria de onda quadrada.
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- B

Figura 24. Voltamograma caracteristico da SWV.

3.1.3 Voltametria de redissolucao

As técnicas de redissolugao se baseiam na deposicdo do analito em um
eletrodo sob agitagdo. Depois de um tempo medido com precisdo, a etapa de
deposigao € interrompida, cessa-se a agitacado e o analito é determinado por meio
de um dos métodos voltamétricos descritos anteriormente.

Na ASV o eletrodo comporta-se como o catodo durante a etapa de
deposigdo e como anodo durante a etapa de redissolugédo (oxidagdo do analito
depositado na superficie do eletrodo). Na técnica de redissolugdo catddica, o
eletrodo comporta-se como o0 anodo durante a etapa de deposi¢do e como catodo
durante a etapa de redissolugcdo. O eletrodo mais utilizado em métodos de
redissolucao € o HMDE.

A etapa de deposicao corresponde a uma pré-concentracao eletroquimica
do analito, e devido a esta etapa os métodos de redissolugao produzem limites de
detecgdo muito mais baixos, da ordem de 10° mol L™, do que os demais métodos
voltamétricos.

A Figura 25 ilustra o programa de excitagdo de potencial utilizado na

técnica de redissolucdo anddica para a determinagdo do fon metdlico (M**) em
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solucdo aquosa. Inicialmente € aplicado ao eletrodo um potencial catédico constante
(Eq), que provoca a reducdo do M?* sob agitacdo. O eletrodo é mantido nesse
potencial por um determinado tempo (t3), para que uma quantidade significativa do
metal se acumule no eletrodo. Em seguida, a agitagdo é interrompida por alguns
segundos (tempo de equilibrio), enquanto o eletrodo ainda € mantido no Eq4. Apds a
etapa de deposicdo, o potencial € reduzido linearmente para valores menos
negativos e a corrente da célula é registrada em fungao do potencial.

Normalmente apenas uma fragdo do analito é depositada durante a etapa
de deposicao, portanto, o resultado quantitativo depende do controle do potencial do
eletrodo, do tempo de deposicdo e da velocidade de agitagdo da amostra. O

voltamograma caracteristico da DPASV é mostrado na Figura 26.

I

/'T‘\
NP+

|4— Deposigao > !‘ Redissolugao _'I

M% 4+ 2¢ — M
s 7
Ed - //

/l\‘
12 MR M

Pré-concentragao

Figura 25. Sinal de excitacdo para a determinagio do M** por redissolugio
anodica. Eq = potencial de deposicao; E. = potencial de oxidacdo do M**.
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Figura 26. Voltamograma DPASV do zinco, cadmio, chumbo e do cobre.

3.1.3.1 Técnicas de redissolucao adsortivas

As técnicas de redissolugdo adsortivas sdo similares as técnicas de
redissolucao anddica e catddica. A etapa de pré-concentragao é feita por adsorcao
fisica do analito na superficie do eletrodo sob agitagéo, sendo geralmente o HMDE o
eletrodo utilizado. Em seguida, a agitagao € interrompida e o analito depositado é
determinado pelas técnicas voltamétricas de pulso ou de varredura linear. Esta
técnica é aplicada em um numero ilimitado de moléculas organicas, que podem ser
adsorvidas na superficie do eletrodo, e o limite de detecgédo pode chegar a ordem de

10" a 10" mol L.

3.1.4 Voltametria ciclica

A CV utiliza ondas triangulares (Figura 27) como sinais de excitagao para
o eletrodo de trabalho. O primeiro (Figura 27a), que € usado em equipamentos
analdgicos, € uma rampa de potencial linear. O segundo (Figura 27b), que € usado
em equipamentos digitais, € uma rampa de potencial na forma de escada. Apos
aplicar uma rampa de potencial entre os tempos ty e t1, a rampa é invertida para
trazer o potencial ao seu valor inicial no tempo t;. Os potenciais nos quais ocorre a
reversdo sao chamados potenciais de inversdo. O ciclo pode ser repetido diversas

veZzes.
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Figura 27. Sinal de excitagao para a CV. a) usado em equipamentos
analégicos; b) usado em equipamentos digitais.

A Figura 28 mostra o voltamograma caracteristico da voltametria ciclica. O
inicio da curva de potencial versus corrente, comecando em ty;, assemelha-se aos
voltamogramas normais com uma onda catodica. Em seguida a corrente diminui a
medida que o potencial aumenta. Apds ty, o potencial € invertido, porém a corrente
catddica continua a circular por que o potencial ainda é suficientemente negativo
para a reducdo. Quando o potencial se torna suficientemente menos negativo, a
espécie eletroativa anteriormente reduzida comega a ser oxidada, originando uma
onda anddica. Apds a oxidagao da espécie eletroativa, a corrente anddica diminui

para o seu valor inicial em t.

>

Figura 28. Voltamograma caracteristico da voltametria ciclica.
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Os parametros importantes em um voltamograma ciclico sao: o potencial
do pico catodico (Epc); o potencial do pico anddico (Epa); a corrente de pico catédico
(Ioc); e a corrente de pico anddico (lpa). A Figura 28 ilustra como esses parametros
s&o estabelecidos.

A voltametria ciclica fornece essencialmente informagdes qualitativas
extremamente importantes sobre as velocidades e os mecanismos de processos de
oxidagao/reducdo, sendo geralmente empregada no estudo de sistemas
desconhecidos.

Os voltamogramas caracteristicos para processos redox reversiveis
(Equacao 10), quasi-reversiveis e irreversiveis sdo mostrados na Figura 29a, 29b e

29c, respectivamente.

O+nee=—=—R (10)

A O —-R A A

l
Al

E

Figura 29. Voltamogramas caracteristicos para processos redox:
a) reversiveis; b) quasi - reversiveis; c) irreversiveis.

Para processos reversiveis de eletrodo:

» O potencial de redugéo padrao é calculado pela seguinte equacgéo.

:Em+Em
2

E"

(11)
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» As correntes de picos catddicos e anodicos sao aproximadamente iguais em

valor absoluto, porém de sinais opostos (Equacao 12).

= =1 (12)

» A diferenca entre os potenciais de pico é:

0,059

AE, =By, —Ep ==

C

(13)

onde n é o numero de elétrons envolvidos na semi-reacao.

3.2 Titulagao Amperométrica

A voltametria pode ser utilizada para estimar o ponto de equivaléncia de
titulacbes, porém é necessario que pelo menos um dos participantes ou um dos
produtos da reagéo envolvida seja oxidado ou reduzido no eletrodo.

A corrente em um potencial fixo na regido da corrente limite € medida em
funcdo do volume adicionado de titulante. Curvas tipicas de titulagdes
amperometricas sdo mostradas na Figura 30. O ponto final da titulagdo € estimado

por extrapolagao.

a)

&

Volume do titulante

Figura 30. Curvas tipicas de titulagoes amperométricas:
a) o analito é eletroativo e o titulante nao; b) o titulante é eletroativo e o analito nao;
Cc) o reagente e o analito sdo eletroativos.
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4. ESTUDOS DE PROTEINAS E PEPTIDEOS POR VOLTAMETRIA

4.1 Estudos qualitativos

A voltametria vem sendo utilizada como ferramenta de analise para o
estudo direto de proteinas desde 1950, no entanto até o final da década de 80, estes
estudos eram direcionados para a analise qualitativa de metaloproteinas, ou seja, na
caracterizagdo da transferéncia de elétrons entre o centro redox (metalico) da
proteina e o eletrodo. A Tabela 5 mostra um resumo dos estudos voltamétricos

qualitativos de proteinas.

Tabela 5. Utilizagao da voltametria no estudo qualitativo de proteinas

Proteina Estudo Técnica Ref.
Investigagdo da capacidade da
Citocromo c3 , , NPV
proteina em transportar elétrons em
(Bactéria redutora de . . : . DPV 80-82
baixo potencial por meio do sistema
sulfato) CVv
Fe3* + e Fe2*

cit Uso do 4,4 — biperidil como
itocromo ¢
L modificador de superficie de eletrodo
(Mitocondria de o ) Ccv 83,84
de ouro — transferéncia de elétrons

cavalo)
entre a proteina e o eletrodo
Citocromo ¢ Investigacéo da reducédo de
peroxidase aminoglicosideos via eletroquimica DG 85
(catalisa a reducgéao de direta da enzima, para testes de
H205) interferéncias
Caracterizacao eletroquimica por
Citocromo P4502C9 , )
meio do sistema cVv 86
(humano)
Fe3' + e Fe?*
Plastocianina Estudo da capacidade da proteina em
(membrana tilacoide, transportar elétrons por meio do
. CVv 87
do cloroplasto de sistema
plantas) Cu*™ +e¢ Cu”
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Tabela 5. Utilizagcdo da voltametria no estudo qualitativo de proteinas (continuagao)

Proteina Estudo Técnica Ref.

Estudo do mecanismo de

transporte de elétrons por meio do

Ferridoxina | ,
sistema
(Azotobacter CVv 88
Fe3' + e Fe?*
chroococcum)
Para verificagdo da atividade
enzimatica
Estudo da capacidade da proteina
Azurina em transportar elétrons por meio
. Ccv 89-92
do sistema
Cu?t+e Cu’

[Retirado de Filho, W.O.P.; Dissertacdo de Mestrado, Universidade de Brasilia,
Brasil, 2006.]

4.2 Estudos quantitativos

As diversas vantagens que as técnicas voltamétricas oferecem atualmente

(técnica nao-destrutiva, excelente sensibilidade, tempo de analise curto,

determinacao simultanea de varios analitos por meio de uma simples varredura, uma

teoria desenvolvida e por consequéncia a habilidade de estimar de forma precisa os

valores de parametros desconhecidos),”® tornaram-nas uma excelente ferramenta

analitica, a partir da década de 90, para estudos quantitativos (determinacao da

estequiometria do complexo e da constante de dissociagdo) de complexos metalicos

com proteinas ou peptideos. Estes estudos estao resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Utilizagdo da voltametria no estudo quantitativo de proteinas e peptideos

Proteina/ Peptideo Estudo Técnica Ref.

Estudo das interagdes metal-proteina:

, Hg?*-Ovoalbumina e Hg®*-BSA DPV 94
Albuminas
” DPASV e
Zn* - BSA 95
CcVv

o Estudo das interagbes metal-proteina:
y — tionina ot o DPV 96
Ca“'— y —tionina Sla1

Estudo dos complexos metalicos:

Fitoquelatinas Cd** - PC; Pb** —PC; Zn** —=PC e DPV 97-100
Cu®* - PC
o Estudo dos complexos metalicos:
Metalotioneina ot
Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala - Hg DPV e
(fragmento ot 101-104
_ Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala - Cd SQW
peptidico)
Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala - Zn
Estudo da interacao dos ions
Glutationa metélicos Zn?*, Cd** e Pb* coma  DPVeCV 105-108

GSH

Estudo da interacdo dos ions Cu®*
com os seguintes fragmentos
. peptidicos sintéticos da proteina
Peptideos do Prion _ DPASV 109
prion: Ac-PHGGWGQ-NH_;
Ac-GGGTH-NHy;

Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,

Atualmente, ndo se encontra na literatura estudos qualitativos
(caracterizagao da transferéncia de elétrons entre o centro redox) e quantitativos (Kg
e estequiometria de complexos metalicos), realizados com a enzima catalase,
utilizando técnicas eletroquimicas. No entanto, a catalase esta sendo utilizada na

confecgao de biossensores para a detecgédo do perdxido de hidrogénio.
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4.2.1 Biossensores a base de catalase

10114 3 catalase é imobilizada na superficie do

Em diversos trabalhos
eletrodo de trabalho (platina, ouro ou carbono vitreo) e técnicas como a voltametria
ciclica e a de pulso diferencial sao utilizadas para estudar os aspectos
eletroquimicos e cinéticos do eletrodo modificado. Estes biossensores tornaram-se
uma importante ferramenta para a detecgdo do peroxido de hidrogénio em varios
campos como: biotecnologia, aplicagdes médicas, tecnologia de comida, cosmeéticos

€ em processos industriais.

IV - EXPERIMENTAL

A parte experimental do trabalho foi dividida em quatro etapas:

12 Etapa — Experimentos realizados com a catalase: Verificagdo da pureza por
espectrometria de massa, purificagdo por didlise, padronizagao por espectroscopia
UV-Vis.

22 Etapa — Estudo tedrico sobre os possiveis sitios de ligagdo dos metais na
catalase: Estudo tedrico, utilizando cinco softwares, para identificar os possiveis
sitios de ligagdo dos ions metalicos Zn?*, Cu®*, Cd** e Pb®" na estrutura da catalase.
32 Etapa — Experimentos para determinar as condicoes e os parametros
experimentais 6timos para o estudo voltamétrico dos complexos: Estudo para
determinar as condicbes experimentais (eletrélito suporte, pH, volumes e
concentragdes das solugdes de metais e da enzima e o tempo necessario para 0s
complexos M?* — CAT atingirem o equilibrio) e os parédmetros experimentais (técnica
voltamétrica, tempo de deposicéo, tempo de equilibrio, amplitude do pulso, tempo de
vida da gota, area da gota, velocidade de varredura, potencial de deposicéo,
potencial inicial, potencial final e potencial de inversao).

42 Etapa — Experimentos de investigagcdao dos sistemas CAT - ion metalico:
Estudo da interacdo dos ions Zn?*, Cu?*, Cd** e Pb? com a CAT utilizando técnicas

voltamétricas.
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1. MATERIAL

1.1

Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Reagentes

Reagentes Fonte
Acido a-ciano-4-hidroxicinamico HPLC Brucker
Acido citrico PA (HOC(COOH)(CH,COOH),) BDH
Acido Cloridrico PA (HCI) Merck
Acido Nitrico PA (HNO3) Quimex

Borato de Sédio/ Bérax PA (NazB407.10H,0)

Grupo Quimica

Catalase de Figado Bovino Sigma
Fosfato de Potassio Monobasico PA (KH2PO,) Isofar
Fosfato de Sédio Dibasico PA (Na;HPO,4 .7H,0) Vetec
HEPES PA (CsgH1gN204S) Sigma
Hidroxido de Sédio PA (NaOH) Quimex
Nitrato de Potassio PA (KNO3) Merck
Solugao padrao de cadmio 1000 ppm Merck
Solugao padrao de chumbo 1020 ppm Merck
Solugao padrao de cobre 1000 ppm Merck
Solugao padrao de zinco 1002 ppm Merck
Trizma HCI PA (NH,C(CH20OH)3 - HCI) Sigma
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1.2 Solugoes

© N O O K~ WD =

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

19.

20.

21.

Solugdo padréo de Catalase 5,35 x 10° mol L™
Solugdo padrédo de Catalase 5,35 x 10° mol L™
Solugéo de Acido a-ciano-4-hidroxicinamico 10 mg/mL
Solugéo de KNO3 0,1 mol L™

Solugdo padrdo Zn 2* 1 x 10 mol L™

Solugdo padrdo Zn ?* 1 x 10 mol L™

Solugdo padrdo Cu ?* 1 x 10 mol L

Solugéo padrdo Cu ?* 1 x 10 mol L™

Solugéo padrdo Cd ?* 1 x 10 mol L™

Solugo padrdo Cd ?* 1 x 10° mol L™

Solugdo padrdo Pb %* 1 x 10* mol L™

Solucéo padrdo Pb " 1 x 10 mol L™

Solugdo de HNO3 20% (v/v)

Solugdo de HNO3 5% (v/v)

Solugéo de HCI 0,1 mol L™

Solugéo de NaOH 0,1 mol L™

Tampao Borato pH 7,00

Solug&o de NayB407.10 H,0 0,10 mol L™
Tampao Fosfato pH 7,00

Solucdo de KH,PO,4 0,05 mol L™

Solug&do de NaOH 0,03 mol L™

Tampao Mcllvaine pH 7,00

Solugdo de Nay;HPO,. 7H,0 0,2 mol L™
Solucso de Acido citrico 0,1 mol L™

Tampao Trizma HCI pH = 7,00

Solugo de Trizma HCI 0,1 mol L™

Tampao HEPES

Solugéo de HEPES 0,1 mol L™
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1.3 Vidraria

Lavagem:

O procedimento adotado para a lavagem de toda a vidraria utilizada nos

experimentos € descrito abaixo:

NN NN

1.4

Lavagem com agua de torneira;

Lavagem com agua destilada;

Imersdo em cuba contendo solugao de HNO3; 20% por 24 horas;
Imersdo em cuba contendo agua tri-destilada por 24 horas;

Secagem a temperatura ambiente.

Eletrodo

Lavagem:

O procedimento adotado para a lavagem dos eletrodos ap6s cada analise

voltamétrica é descrito abaixo:

v
v

v

1.5

Lavagem com agua tri-destilada;
Lavagem com solugdo de HNO3 5% (borbulhar por alguns minutos);

Lavagem com agua tri-destilada.

Membrana para dialise

Membrana dialise (SPECTRA/POR Thomas Scientific USA)
Vol/cm: 3,2 mL

MWCO (Da): 12-14.000

Diametro: 20,4 mm

Thomas n°: 3787 — D32
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1.6

1.7

1.8

Equipamentos utilizados na verificagdo da pureza e na

padronizacao da catalase

Espectrémetro de Massa UltraFlex Il (BRUCKER) com ionizagdo MALDI e
analisadores do tipo TOF.
Espectrofotdmetro UV-Vis 911-A (GBC) com feixe duplo, lampada de deutério

e cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.

Softwares utilizados no estudo teoérico

Cutter - software gerador de peptideos a partir da clivagem da sequéncia de
residuos de aminoacidos da catalase com a enzima especifica GluC2.

Peptide Cutter - software gerador de peptideos a partir da clivagem da
sequéncia de residuos de aminoacidos da catalase com a enzima especifica
V8-proteinase.

Scale Index — software desenvolvido no Laboratério de Espectrometria de
Massa para o calculo de parametros fisico-quimicos (ponto isoelétrico, massa
molecular e momento hidrofobico - escala CCS).

XLSTAT 2006 - software para plotagem de grafico 3D contendo os
parametros desejados.

RasMol versao 2.7.2.1.1 — software utilizado para localizar os possiveis sitios

de ligagao de ions metalicos na estrutura molecular da catalase.

Aparelhagem utilizada nos experimentos voltamétricos

v" Analisador voltamétrico Metrohm 797;
v' Eletrodo de Trabalho: HMDE;
v Eletrodo de Referéncia: Ag/AgCI (KCI 3 mol L™);

v Eletrodo Auxiliar: Eletrodo de platina.
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Figura 31. Célula eletroquimica utilizada nos experimentos voltamétricos.
ET = Eletrodo de Trabalho; ER= Eletrodo de Referéncia; EA = Eletrodo Auxiliar.

2. METODOLOGIA

2.1 \Verificagao da pureza da catalase

Foi preparada uma solugdo com 0,2089g da enzima catalase para um
volume de 10 mL de agua. A pureza da enzima foi verificada por espectrometria de
massa MALDI-TOF utilizando o espectrdmetro de massa UltraFlex Il (Brucker) e o
acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz. A solucio de catalase foi inicialmente
misturada em uma solugéo saturada da matriz na razdo 1:3 (2 uL da amostra para 6
uL da matriz). Em seguida, a mistura foi depositada em uma placa do tipo
Anchorchip com 600 mm (0,5 uL por spot) e deixada secar a temperatura ambiente.

Apds a secagem da placa foi realizada a analise no espectrdmetro de massa.
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2.2 Dialise da solugao de catalase

A técnica de didlise foi utilizada para a purificagdo (remogédo dos
interferentes: peptideos, proteinas, moléculas de baixa massa molecular) da
catalase. Neste procedimento foi utilizada uma membrana com porosidade de até
14.000 Da e agua tri-destilada como solvente. A solugcdo de catalase foi dialisada
contra agua durante 24 horas a uma temperatura de aproximadamente 4°C. Foram
realizadas trocas de agua de duas em duas horas e durante a noite ndo houve troca,
totalizando cinco trocas de agua durante o procedimento. Apds o término da dialise

foi verificada a pureza da catalase por espectrometria de massa MALDI-TOF.

2.3 Padronizagao da solugao de catalase

Apods a constatagdo da pureza, a solugdo de catalase foi padronizada,
utilizando a espectroscopia UV-Vis, por meio da medida da absorbancia a 280 nm e
da lei de Beer. Devido a dificuldade de encontrar com precisdo o valor da
absortividade molar (¢) da catalase na literatura, o método de Edelhoch' foi
utilizado para o calculo tedrico do ¢ da catalase em 280 nm. Para uma melhor
exatiddo dos valores de concentracdo, as absorbancias também foram medidas a
205, 215 e 225 nm e o método proposto por Murphy e Kies''® também foi utilizado

para a padronizacao da catalase a titulo de comparacao.

Método de Edelhoch para o calculo da absortividade molar em 280 nm de
peptideos ou proteinas:
£ (280 nm) (L mol™ cm™) = (n° de triptofanos) (5500) + (n° de tirosinas) (1490)

+ (n° de cistinas) (125) (14)
Lei de Beer:

A=¢bc (15)
Onde:

A = absorbancia da solucéo de catalase em 280 nm.
¢ = absortividade molar calculado pelo método de Edelhoch (L mol” cm™).
b = caminho optico (1 cm).

¢ = concentragdo (mol L™).
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Método de Murphy e Kies:

(A215 — Azs) 144 = K (16)
(A2s5) 31 =T (17)
(K+T)/2=C (18)
Onde:

A = absorbancia da solucio de catalase em 205, 215 e 225 nm.

C = concentracdo (mg L")

2.4 Estudo tedrico sobre os possiveis sitios de ligacao de ions

metalicos na catalase

A identificagdo tedrica dos provaveis sitios de ligacdo de ions metalicos
(Zn**, Cu*, Cd** e Pb*) na enzima catalase foi realizada por meio de dois
procedimentos:
1) Construgao e utilizacdo de um banco de dados, utilizando informagdes adquiridas
no Swiss-Prot e em artigos cientificos, sobre peptideos descritos que se ligam aos
ions Zn?*, Cu**, Cd*" e Pb*".
2) Por meio do software Cutter foi simulada a clivagem da catalase com a enzima
especifica GluC2 e com o software Peptide Cutter a clivagem com a enzima V8-
proteinase. Os parametros fisico-quimicos (ponto isoelétrico, massa molecular e
momento hidrofobico - escala CCS) dos peptideos foram calculados utilizando o
software Scale index (desenvolvido no Laboratério de Espectrometria de Massa).

Um modelo geral para a clivagem enzimatica esta representado na Figura
32. Neste modelo foi adotada a nomenclatura criada por Schechter e Berger,'"
onde sdo designados residuos de aminoacidos em um substrato que sofre divisdo
P1, P2, P3, P4 na direcdo N-terminal da ligacdo clivada, e igualmente sao
designados os residuos na direcdo C-terminal P1', P2', P3', P4'. A enzima GIuC2
cliva em Asp (D) e em Glu (E) na posigao P1, enquanto que a enzima V8-proteinase

cliva preferencialmente em Glu (E) na posicao P1.
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Substrato Clivagem
Pn--- P4 — P3 — P2 — P1 -|-|-P1’—RZ’—P3’— P4 ---Pm’

$4 — 83 — 82 — $1 —$1"'— 82— 83’ — &4’

Proteinase

Figura 32. Modelo geral para clivagem enzimatica. [Retirado de
http://expasy.org/tools/peptidecutter/peptidecutter enzymes.html#Staph]

Apds a simulagcdo da clivagem, verificou-se por meio de plotagem de
grafico tridimensional das caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos (ponto
isoelétrico, massa molecular e momento hidrofébico), os agrupamentos entre
peptideos que se ligam aos metais citados na literatura, utilizados como padroes, e
os peptideos obtidos pela clivagem com as enzimas especificas (GluC2 e V8-
proteinase). Por comparacdo com os peptideos padrbes, foram identificados na
estrutura da catalase os possiveis peptideos capazes de se ligar aos ions metalicos
Zn**, Cu*, Cd** e Pb™".

2.5 Determinacao das condicoes e dos parametros experimentais
o6timos para o estudo voltamétrico da interagdao dos ions

metalicos com a enzima catalase

Foram realizados diversos ensaios para determinar as condi¢gdes e os
parametros 6timos para o estudo voltamétrico da interacdo dos ions metalicos com a
catalase. Os itens de 1 a 7 mostram as condi¢des e os parametros estudados:
1) pH (faixa estudada: 4 a 9);
2) Volumes das solugdes de metais e da enzima (faixa estudada: 50 a
1000 pL);

3) Concentragdes das solugdes de metais e da enzima (faixa estudada:
1x107 a 1x10™ mol L);

4) Tempo de deposicao (faixa estudada: 30 a 180 s)
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5) Potencial de deposicao, potencial inicial, potencial final e potencial de

inversao (faixa estudada: -1,25a 0,2 V).

6) Eletrolito suporte (ver 2.5.1)
7) Tempo de equilibrio (ver 2.5.2)

2.5.1 Eletrélito suporte

Para o estudo da interacdo dos ions metalicos com a enzima catalase por

voltametria de redissolucdo anddica de pulso diferencial,

foram realizad

0os

inicialmente ensaios com diversos eletrolitos suporte (Figura 33), para verificar em

qual meio seria observado o melhor sinal da corrente de oxidacdo destes metais. A

seguir estdo listados os eletrolitos utilizados:

KNO3 0,1 mol L™ pH 4,00;

Tampao Fosfato pH 7,00;
Tampao Borato pH 7,00;
Tampéao Mcllvaine pH 7,00;
Trizma HCI pH 7,00;
HEPES pH 7,00.

N N N N R A

Pipetar 10 mL
do eletrolito suporte Borbulhar N,

para a célula por 5 min

eletroquimica

KNO3 0,1 mol L™ pH 7,00 ( ajustado com NaOH );

Iniciar programa
de stripping Borbulhar N,

Iy

Iniciar programa
de stripping
e tragar
voltamograma

L 4

F 3

e tragar por 1 min
voltamograma

Pipetar
100 pL das
solugdes padroes

de Zn Z¥, Cu?,

Cd%e Pb?*
1x104 mol L1
para a célula
eletroquimica

Figura 33. Diagrama esquematico do procedimento adotado nos ensaios com

os diversos eletrélitos suporte.
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Os parametros 6timos utilizados nos ensaios com os diversos eletrélitos
suporte sdo mostrados na Tabela 9.

2.5.2 Tempo de equilibrio

Foi realizado o estudo do tempo necessario para que o sistema

M?*— CAT atingisse o equilibrio. O procedimento adotado esta descrito na Figura 34.

Pipetar 10 mL Iniciar programa
do eletrdlito suporte 1 Borbulhar N, 2 de stripping
para a célula por & min - e tragar
eletroquimica voltamograma
3
k4
Iniciar programa 4 Pipetar V pL da
de stripping P 5 Borbulhar N, P solugdo padrao
e tragar K per 1 min h de M2* para a
voltamograma célula eletroquimica
l 6
Pipetar V pL da . =
solugéo padrio 7 R Agitar a solggao 8 | Aguardar 4 min
de CAT para a » dentro dacelua >
célula eletroquimica por10s
9
A 4
11 Iniciar programa
Aguardar 4 min ‘ de stripping < 10 Borbulhar N,
e tragar por 1 min
voltamograma
12
v
Iniciar programa Repetir os
Borbulhar N, 13 de stripping 14 .| Procedimentos
por 1 min e tragar i 11,12 e 13
voltamograma até 30 min

Figura 34. Diagrama esquematico do procedimento adotado no estudo do
tempo de equilibrio. M** = Zn**, Cu**, Cd** ou Pb**
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As condi¢gdes experimentais e os parametros 6timos do estudo do tempo

de equilibrio sdo mostrados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8. Condi¢des experimentais 6timas utilizadas no estudo do tempo de

equilibrio
Condic¢des

Experimg;ntais Zn” cu® cd™ PL™

Eletrdlito Tampao borato  Tampé&o Mcllvaine  Tamp&o Mcllvaine  Tampé&o Mcllvaine

suporte pH 7,00 pH 7,00 pH 7,00 pH 7,00
[M*7/mol L™ 1x 10 ** 1x 10 ** 1x 10 ~° 1x 10 °°
[CAT]/mol L' 5,35x10°° 5,35x10°° 5,35x10°° 5,35x10°°

V w2/ ul 100 100 200 200

V cat/ pL 20 20 5 5

2.6 Estudos voltamétricos

2.6.1 Voltametria de Redissolugcao Andédica de Pulso Diferencial

A voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial foi utilizada
para estudar a interagdo da CAT com os ions Zn?*, Cu?*, Cd?**, Pb%, por meio de

uma titulagdo amperométrica. O procedimento utilizado esta descrito na Figura 35.
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Pipetar 10 mL

do eletrélito suporte
para a célula
eletroquimica

Iniciar programa
de stripping
e tragar
voltamograma

Borbulhar N,
por 5 min

X

Pipetar V pL da

solugio padrao

de CAT paraa
célula eletroquimica

Borbulhar N,
por 1 min

Iniciar programa
de stripping
e tragar
voltamograma

Y

F Y

A 4

Agitar a solugao
dentro da célua
por10 s

Pipetar V pL da
solugao padrao
de M 2* paraa
célula eletroquimica

Iniciar programa
de stripping
e tragar
voltamograma

A 4

Aguardar t min
para o sistema
entrar em equilibrio

A

Borbulhar N,
por 1 min

Figura 35. Diagrama esquematico do procedimento adotado na titulagao
amperométrica do ion M 2* com a CAT. M** = Zn?*, Cu**, Cd** ou Pb**

Os parametros e as condicdes experimentais 6timos da analise por

voltametria de redissolu¢cdo anddica de pulso diferencial sdo mostrados nas Tabelas

9 e 10, respectivamente.

52



Tabela 9. Parametros 6timos utilizados nos ensaios com diversos eletrolitos suporte,

no estudo do tempo de equilibrio e na analise por DPASV

Operagaes e omelOs
Tempo de deposig¢ao / s 60 60 60 60
Tempo de Equilibrio /s 20 20 20 20
Amplitude do pulso / mV 50 50 50 50
Tempo de vida da gota/ ms 600 600 600 600
Area da gota / mm? 0,3 0,3 0,3 0,3
Velocidade de Varredura / mV s™ 60 60 60 60

Potencial de deposicao e
-115 -0,25 -0,75 -0,70
Potencial inicial / V

Potencial Final / V -0,75 005 -045 -0,25

Tabela 10. Condi¢des experimentais 6timas utilizadas na analise por DPASV

Condigoes

_ _ Zn* cu® cd* Pb?*
Experimentais
Eletrdlito Tampéo Tampé&o Mcllvaine  Tampé&o Mcllvaine  Tamp3o Mcllvaine
suporte borato pH 7,00 pH 7,00 pH 7,00 pH 7,00
[M 2]/ mol L 1x10 % 1x10 * 1x10 7 1x10°°
[CAT]/mol L' 5,35x10°° 5,35x 10°° 5,35x 10°° 535x 10°°
V w2/ ul 100 100 200 200
V cat/ ul 20 20 5 5
N° de adicdes
8 8 6 6
de CAT

t equilibric € O tempo necessario para o complexo M<*— CAT estabilizar.

2.6.2 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica, com varredura de potencial na forma de escada, foi
utilizada para estudar a interacdo da CAT com os ions Zn** e Cu?*, por meio de uma

titulacdo amperométrica, e estudar o processo de oxidagao/reducédo do ion metalico
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na auséncia e na presengca da CAT, variando a velocidade de varredura. Os

procedimentos utilizados na CV est&do descritos nas Figuras 36 e 37.

Pipetar 10 mL
do eletrolito suporte Borbulhar N, Tragar

para a célula por 5 min voltamograma

eletroquimica

A 4

h 4

Pipetar V pL da
Tragar Borbulhar N, solucao padrio

voltamograma por 1 min de M2 para a

célula eletroquimica

JF N

Y

Pipetar V plL da

solugao padrao

de CAT paraa
célula eletroquimica

Agitar a solugio Aguardar t min
dentro da célua para o sistema
por 10 s entrar em equilibrio

Y
h 4

Tragar Borbulhar N,
voltamograma por 1 min

Figura 36. Diagrama esquematico do procedimento adotado na titulagao
amperométrica do ion M 2* com a CAT e no estudo do processo de oxidacgao do
M?* na presenca da CAT. M** = Zn** ou Cu®"*

Pipetar 10 mL
do eletrélito suporte N Borbulhar N, Tragar

para a célula g por 5 min voltamograma

eletroquimica

h 4
Pipetar V pL da
Tragar Borbulhar N, solugéo padrao

voltamograma por 1 min de M2* paraa
célula eletroquimica

Figura 37. Diagrama esquematico do procedimento adotado no estudo do
processo de oxidagdo - reducdo do M?** na auséncia da CAT. M** = Zn** ou Cu*
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Os parametros e as condigdes experimentais 6timos da analise por

voltametria ciclica sdo mostrados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.

Tabela 11. Parametros 6timos utilizados na analise por CV

Operagdes Pazi‘aﬁmetros2+
Zn Cu
E; (Potencial inicial) / V -0,1 0,15
Ew (Potencial inversao) / V -1,4 -0,5
N° de varreduras 1 1
Area da gota / mm® 0,3 0,3

Tabela 12. Condi¢des experimentais 6timas utilizadas na analise por CV

Condigées Experimentais Zn* cu®
Titulagdo Amperomeétrica
. Tampao borato pH Tampao Mcllvaine pH
Eletrélito suporte
7,00 7,00
[M %1/ mol L™ 1x 107 1x10°
[CAT]/ mol L™ 5,35x 107 5,35x 107
V w2/ ul 100 100
\ CAT/ j.J.L 20 20
N° de adicbes de CAT 8 8
Velocidade de Varredura/ mV s™ 50 50
t equill’brio/ min 10 15
Estudo do processo de oxidacido-redugio do M ** na auséncia de CAT
[M “*]/ mol L™ 1x10° 1x 107
V w2t/ ul 100 100

Velocidade de Varredura/ mV s™ 5, 10, 20, 50, 100, 150 5, 10, 20, 50, 100, 150

Estudo do processo de oxidacio-redugio do M ** na presenca de CAT

[M %]/ mol L™ 1x10° 1x 107
[CAT]/ mol L™ 5,35x 10™ 5,35x 10™
V w2/ ul 100 100
V cat/ pL 100 100
Velocidade de Varredura/ mV s™ 5, 10, 20, 50, 100, 150 5, 10, 20, 50, 100, 150
t equilibrio/ MIN 10 15

t equilibrio € O tempo necessario para o complexo M= CAT estabilizar.
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2.6.3 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial foi utilizada para estudar a interagao da
CAT com o ion Cu®" por meio de uma titulagdo amperométrica. O procedimento
utilizado esta descrito na Figura 36. Os parédmetros e as condigdes experimentais

6timos da analise por voltametria de pulso diferencial sdo mostrados nas Tabelas 13

e 14, respectivamente.

Tabela 13. Parametros 6timos utilizados na analise por DPV

Operagoes Parametros
Tempo de Equilibrio / s 10
Amplitude do pulso / mV 50
Velocidade de Varredura/ mV s™ 60
Potencial inicial / V 0,1
Potencial Final / V -0,3
Area da Gota / mm? 0,3

Tabela 14. Condigdes experimentais 6timas utilizadas na analise por DPV

Condicoes
¢ cu*

Experimentais

Eletrolito suporte Tampéao Mcllvaine pH 7,00

[M 2*]/ mol L 1x10°
[CAT]/ mol L™ 5,35x 10°
V w2/l 50
V cat/ b 10
N° de adicdes de CAT 8
t equilibrio/ MIN 15

t equilibrio € O tempo necessario para o complexo Cu“*— CAT estabilizar.
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO

1. PREPARAGAO DA ENZIMA CATALASE

A pureza da catalase comercial (sigma) foi verificada por espectrometria
de massa MALDI-TOF, e observou-se a presenca de constituintes de baixa massa
molecular (menores que 14000 Da). Com o objetivo de remover estes constituintes
(moléculas de baixa massa molecular), realizou-se uma dialise contra agua. Apds a
dialise, a pureza da catalase comercial foi verificada novamente por espectrometria
de massa MALDI-TOF (Figura 38b).

a)

] 11544 (VHH)5
250 | 8246 (WHH)™

9619 (WHHH)6*

Intens. [a.u.]

citilg 14425 WHH)"

150 1

19221 WHH)>

100 -

28806 (VHH)>|
60

7500 10000 12500 15000 17500 20000 22500 25000 27500  miz

b)

6902

3000

Intens. [a.u.]

2000

1000 4

11544 iy 14424 HHES 49905 ) 28804 (VHH)>*
i T N A |

7500 10000 12500 15000 17500 20000 22500 25000 27500 miz

Figura 38. Espectro de massa MALDI — TOF para a solugao de catalase: a)
antes da dialise; b) depois da dialise.
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A dialise nao foi suficiente para a remogao de todos os constituintes de
baixa massa molecular, podendo até ter causado a degradagéo da enzima (pico em
6902 Da). No entanto, ndo se pode afirmar que o pico intenso em 6902 Da (Figura
38b), que apareceu no espectro de massa apos a didlise, seja um peptideo
proveniente da degradagdo da enzima. A remogao de sais pela dialise pode ter
favorecido a sua detecgéo, ou seja, este componente ja poderia estar presente antes
da dialise, e sua ionizagao néo foi possivel devido a grande quantidade de sais.

A catalase foi caracterizada por meio do aparecimento de picos no
espectro de massa correspondentes ao seu monémero (MM = 57608 Da) e suas
respectivas cargas (dupla, tripla, até a octa carga). Todos os constituintes de baixa
massa molecular estdo presentes em baixas concentragdes em relagdo a catalase
(picos de intensidade menores), portanto ndo s&o considerados possiveis
interferentes nos estudos voltamétricos. Sendo assim optou-se por nao realizar uma
nova dialise, para evitar uma possivel degradag¢ao da enzima.

A solucao de catalase foi padronizada utilizando a espectroscopia UV-Vis,
a Lei de Beer e o método de Murphy e Kies. Os valores de absorbancia foram

medidos nos comprimentos de onda 205, 215, 225 e 280nm (Tabela 15).

Tabela 15. Valores médios (n =3) de absorbancia da solugéo de catalase
Comprimento de onda (nm) 205 215 225 280
Absorbancia 0,956 0,512 0,275 0,041

Para o calculo da concentracdo de catalase pela Lei de Beer, foi
necessario calcular o valor da absortividade molar (¢) em 280 nm pelo método de
Edelhoch. Neste método foi preciso fazer duas consideragdes quanto ao numero de
cistinas (pontes dissulfeto) na estrutura da catalase, pois ndo foi encontrado na
literatura e em banco de dados o numero exato de cistinas na CAT. Nas duas
consideragdes propostas os valores obtidos para concentracdo da catalase foram
semelhantes, mostrando que o uso de ambas as concentragcdes para os estudos
voltamétricos seria adequada. O valor de 5,35x10° mol L™ da concentracdo de CAT

foi considerado para a determinacao dos parametros quantitativos.
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1) Calculo da absortividade molar em 280 nm pelo método de Edelhoch

1.1) Assumindo que a metade do numero de cisteinas é igual ao numero de
cistinas.

£ (280 nm) (L mol™ cm™) = (n° de triptofanos = 24) (5500) + (n° de tirosinas = 84)
(1490) + (n° de cistinas = 8) (125)

£ (280 nm) = 258.160,00 L mol” cm™

1.2) Assumindo que nao possui cistinas na estrutura da catalase.

£ (280 nm) (L mol™ cm™) = (n° de triptofanos = 24) (5500) + (n° de tirosinas = 84)
(1490) + (n° de cistinas = 0) (125)

£ (280 nm) = 257.160,00 L mol” cm™

2) Calculo da concentragao de catalase pela Lei de Beer

2.1) £ (280 nm) = 258.160,00 L mol™ cm™

A=0,041;b=1cm

A=¢ebc

¢ =5,33x10° mol L' (considerando o fator de diluigdo de 10 mL/ 30 pL)

2.2) € (280 nm) = 257.160,00 L mol™” cm

A=0,041;b=1cm

A=¢ebc

¢ = 5,35x10° mol L' (considerando o fator de diluigdo de 10 mL/ 30 pL)

3) Calculo da concentragao de catalase pelo método de Murphy e Kies:
Aoos = 0,956; Azi5= 0,512; Agzs = 0,275; MMcataiase = 230452,24 Da

(A215 — Azs) 144 = K

K = 34,0800

(Ag5) 31 =T

T =29,6463

(K+T)/2=C

C = 31,8632 mg/L,

Fazendo a convers&o para mol L™

C =4,60x10" mol L™ (considerando o fator de diluicdo de 10 mL/ 30 pL)
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2. ESTUDO TEORICO SOBRE OS POSSIVEIS SiTIOS DE LIGAGCAO
DE IONS METALICOS NA CATALASE

Por meio de pesquisa em banco de dados e artigos cientificos foi montada

a Tabela 16 com os peptideos que se ligam aos ions metalicos Cd**, Cu®*, Pb* e

Zn%*

identificacdo de possiveis sitios de ligacao de ions metalicos na catalase.

Tabela 16. Peptideos que se ligam aos ions metalicos Zn**, Cu®*, Cd** e Pb®*

Estes peptideos foram utilizados como padrées no estudo tedrico para a

SEQ[-] ENCIA PROTEINA METAIS Ref
2+
TNNIFCSNPNHRTPTLTSIYCRGCSKPLCCSC Proteina PML Zguzf 119
ALLDSSHSELKCDISAE
RPLEKCSEHDERLKLYCKDDGTLSCVICRDS Proteina PML ZnZe 119
LKHASHNFLPI cu®
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK Proteina B - Amiléide Zn” 120
GVEFVCCPLAEESDNVDSADAEEDDSDV Prec“SaOr;i‘I’; dp(;Ote'”a zn® 121
AACDICGKNFSQSDELTTHIRTHT Peptideo sintético da Zn?* 122
Zinc Finger
AACDIHGKNFSQSDELTTHIRTHT Peptideo sintético da Zn?* 122
Zinc Finger
YQCQYCEKRAADSSNLKTHIKTKHS Peptideo sintetico da Zn?* 122
Zinc Finger
YQCQYDEKRAADSSNLKTHIKTKHS Peptideo sintetico da Zn?* 122
Zinc Finger
SYGMLLPCGVDQFHGTEYVCCPQTKDY Proteina f - Amiloide Zn?* 123
GSGMLLPCGSDRFRGVEYVCCPPPATP Proteina f - Amiloide Zn” 123
TFAMLLPCGISVFSGVEFVCCPKHFKT Proteina f - Amiloide Zn” 123
DYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPLAEES Proteina B - Amiléide Zn” 123
NQCAYCKEKGHWAKDCPK Peptideo Retroviral Zn** 124
KYACAACAAAFAAKAALAAHAAAHAK Pept'gif]‘é f:'i':]tge;'r‘?,o da Zn? 125
RPYACPVESCDRRFSTRQARRNHRRRHRRG “Zinc Finger’ zZn” 59
KPFQCRICMRNFSTRQARRNHRRRHRRG “Zinc Finger’ zn” 59
KPFQSRISMRNFSTRQARRNHRRRHRRG “Zinc Finger’ zn” 59
AAAATRQARRNHRRRHRRAAAAR “Zinc Finger’ zn* 59
LCEYTTHGHCGVVKDGEIVN Acido delta- Zn*  Swiss-Prot
an)lnolevulmlco
PEMVVVADTCLCEYTDHGHCGLVKDGVILN Acido delta- Zn*  Swiss-Prot
aminolevulinico
MGCDDKCGCAVPCPGGTGCRCTSARSGAA
AGEHTTCGCGEHCGCNPCACGREGTPSGR Metalotioneina zZn?* 126
ANRRANCSCGAACNCASCGSATA
DVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLH Proteina B - Amiléide cu” 121
DKCKFLHQER Proteina 8 - Amiléide Ccu** Swiss-Prot
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Tabela 16. Peptideos que se ligam aos ions metalicos Zn**, Cu®**, Cd** e Pb®*

(continuacgao)

SEQUENCIA PROTEINA METAIS Ref
MDVCETHLHW Proteina 3 - Amiléide cu” Swiss-Prot
HTVAKETCSE Proteina 3 - Amiléide cu* Swiss-Prot
MDAEFRHDSG Proteina 3 - Amiléide cu* Swiss-Prot
YEVHHQKLVF Proteina f - Amildide Zn’* e Cu**  Swiss-Prot
8gﬁgggﬁgggﬁgggﬁggggg$¥% Proteina do Prion humano cu** 127
KGHK SPARC cu?’ 128
TLEGTKKGHKLHLDYIG SPARC cu?’ 128
CQNHHCKHGKVCELDESNTP SPARC cu’ 128
GGGWGQPHGGGWGQP Prion cu?’ 129
HGGG Prion cu?’ 129
HGGGW Prion cu®’ 129
WGQPHGGGWGQPHGGGWGQ Prion cu?’ 129
\(IBV%FAHGGGWGQPHGGGWGQPHGGG Prion ou 129
GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGG . 2+
WGQPHGGGWGQ Prion Cu 129
NPGYPHNPGYPHNPGYP Prion cu* 129
PHGGGWGQ Prion cu*’ 130
GGH - cu*’ 36
ECG - Cu’’ e Pb** 131
PHGGGWGQ Prion Cu”* 131
KCTCCA Metalotioneina cd* 132
GCGCPCGC Proteina LamB cd** 133
GHHPHG Proteina LamB cd*” 133
ECECECG - Cd** 134
ECECECECG - Cd** 134
PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTHTG Peptideo do Consenso Zn’* e Pb** 135
PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTCTG Peptideo do Consenso Zn"" e Pb** 135
PYKCPECGKSFSQKSDLVKCQRTCTG Peptideo do Consenso Zn"" e Pb** 135
VKCFNCGKEGHIARNCRA Proteina HIV Zn"" e Pb** 135
HGH BSA cu®’ 136
EAHKSEIAHRFKDL RSA cu?’ 60
DAHKSEVAHRFKDL HSA cu?’ 60
DTHKSEIAHRFKDL BSA cu®’ 60
DTYKSEIAHRFKDL PSA cu®’ 60
EAYKSEIAHRYNDL DAS cu* 60
DAEHKSEIAHRYNDL CSA cu*’ 60
FLHQERMDVCETHLHWHTVAKE APP cu® 137
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN L 2+
KGA lIGLMVGGVV B - Amiloide Cu 137
PHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWG 2+
QPHGGGWGQ PrP Cu 137
DAH Albumina cu®’ 138
SSH Albumina cu’ 138
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Tabela 16. Peptideos que se ligam aos ions metalicos Zn**, Cu®**, Cd** e Pb**

(continuacao)

SEQUENCIA PROTEINA METAIS Ref
VIHN Albumina cu*’ 138
DAHK Albumina cu’ 138
RTHGN Albumina cu’ 138
GLKALEEKCKALEEKLKALEEKLKALEEKG TRILOC cd* 139
GLKALEEKLKACEEKLKALEEKLKALEEKG TRIL12C Cd* e Pb** 139
GLKALEEKLKALEEKCKALEEKLKALEEKG TRIL16C Cd** e Pb** 139
PHGHGHGHGP - zn* 140
HDHTHDE - Zn“* 140
MKETAAAKFERQHMDPDLGTLVPRGS - Cd** 141
MGKAAAACSCATGGSCTCTGSCKCKECKC ] o 141
NSCKKAAAA
MGKAAAACCSCCPMSCAKCAQGCVCKGAS ] c?* 141
EKCSCCKKAAAA
MGKAAAACSCATGGSCTCTGSCKCKECKC
NSCKKAAAACCSCCPMSCAKCAQGCVCKG - cd* 141
ASEKCSCCKKAAAA

MDPNCSCAAAGDSCTCANSCTCKACKCTSCK

- cd* 141
KSCCSCCPPGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA

Com o software Scale index foram calculados os valores de trés
parametros fisico-quimicos (ponto isoelétrico, massa molecular € momento
hidrofdbico - escala CCS), dos peptideos padrées (Tabela 17) e dos peptideos
obtidos pela clivagem da catalase com as enzimas GluC2 e V8-proteinase (Tabelas
18 e 19), por meio dos softwares ja mencionados anteriormente.

O ponto isoelétrico € o valor de pH onde uma molécula (aminoacido,
peptideo ou proteina) apresenta carga elétrica liquida igual a zero. A massa
molecular é a soma das massas moleculares dos residuos de aminoacidos dos
peptideos ou proteinas. O momento hidrofébico € a hidrofobicidade de um peptideo
medido para diferentes angulos de rotagcédo por residuo de aminoacido e a escala
CCS utilizada é um consenso obtido a partir da normalizagédo das escalas de
diversos autores.

Estes parametros fisico-quimicos foram escolhidos em funcdo de serem
semelhantes as caracteristicas que sao utilizadas para separacao de peptideos e
proteinas por meio das seguintes técnicas: cromatografia de troca ibnica — ponto
isoelétrico; cromatografia de exclusdo molecular - massa molecular; cromatografia

de fase reversa — momento hidrofébico.
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Tabela 17. Parametros fisico-quimicos dos peptideos utilizados como padrdes no

estudo teodrico

SEQUENCIA MM pl MH
TNNIFCSNPNHRTPTLTSIYCRGCSKPLCCSC
ALLDSSHSELKCDISAE 533140 6.9 0,9737
RPLEKCSEHDERLKLYCKDDGTLSCVICRDS
RS 4868,40 7.1 12172
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK 3260,52 5.2 05166
GVEFVCCPLAEESDNVDSADAEEDDSDY 2958 15 2.9 0.7897
AACDICGKNFSQSDELTTHIRTHT 2647 21 6.1 1.6839
AACDIHGKNFSQSDELTTHIRTHT 268126 6.4 16368
YQCQYCEKRAADSSNLKTHIKTKHS 203842 8.7 0.9117
YQCQYDEKRAADSSNLKTHIKTKHS 295043 8.6 0.8508
SYGMLLPCGVDQFHGTEYVCCPQTKDY 3053.30 44 1.0577
GSGMLLPCGSDRFRGVEYVCCPPPATP 2808.28 6.1 0.9255
TFAMLLPCGISVFSGVEFVCCPKHFKT 2960.44 8 0.7510
DYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPLAEES 2990.36 4 1.2351
NQCAYCKEKGHWAKDCPK 2107.93 8.3 1.3599
KYACAACAAAFAAKAALAAHAAAHAK 2442.24 8.9 0.6835
RPYACPVESCDRRFSTRQARRNHRRRHRRG  3778.94 9.2 0.6677
KPFQCRICMRNFSTRQARRNHRRRHRRG 3622.90 9.6 0.8512
KPFQSRISMRNFSTRQARRNHRRRHRRG 3590.95 10,2 0.9743
AAAATRQARRNHRRRHRRAAAAR 2717.60 102 0.6624
LCEYTTHGHCGVVKDGEIVN 267952 10.1 0.7396
PEMVVVADTCLCEYTDHGHCGLVKDGVILN 2172.99 5.2 1.7159
MGCDDKCGCAVPCPGGTGCRCTSARSGAA
AGEHTTCGCGEHCGCNPCACGREGTPSGR 322949 42 1,4846
ANRRANCSCGAACNCASCGSATA
DVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLH 7706.94 75 01173
DKCKFLHQER 2904.32 6.1 1.3865
MDVCETHLHW 1302.65 8.4 10383
HTVAKETCSE 1269.52 5.1 1.9211
MDAEFRHDSG 110349 5.3 16115
YEVHHQKLVF 116346 44 14058
QGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHG
GGWGQPHGGGWGQGGGTHSQ 1298,67 7.6 0.5697
KGHK 4479.91 8.3 0,3085
TLEGTKKGHKLHLDYIG 468.28 9.8 3.3014
CQNHHCKHGKVCELDESNTP 1909,04 8.7 1.8985
GGGWGQPHGGGWGQP 2277.96 6.4 0.5693
HGGG 143362 8 14975
HGGGW 326.13 8 0.5972
WGQPHGGGWGQPHGGGWGQ 512.21 8 1.6956
GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQ 194184 8.1 0.9330
GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQP
HGGGWGA 2532,09 8,2 0.5272
NPGYPHNPGYPHNPGYP 3308,43 8.3 0.1148
PHGGGWGQ 1876.82 75 0.2235
GGH 79434 8 1.8214
ECG 269.11 8 0.6370
PHGGGWGQ 307.08 3.8 1.9423
KCTCCA 794.34 8 1.8214
GCGCPCGC 627.21 8 13470

MM — Massa Molecular; pl — Ponto Isoelétrico, MH — Momento Hidrofébico- escala CCS. Estes
parametros foram calculados utilizando o software Scale Index.

63



Tabela 17. Parametros fisico-quimicos dos peptideos utilizados como padrdes no

estudo tedrico (continuagao)

SEQUENCIA MM pl MH
GHHPHG 698.16 5.6 0.2278
ECECECG 640.28 8.2 1.0482
ECECECECG 771.18 3.4 0.7326
PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTHTG 1003,23 3.3 0.4986
PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTCTG 296043 8.7 0.5359
PYKCPECGKSFSQKSDLVKCQRTCTG 2926.38 8.6 0.5107
VKCFNCGKEGHIARNCRA 2892.33 8.4 0.4601
HGH 2004.95 8.7 1.3951
EAHKSEIAHRFKDL 349,14 8.1 0.3600
DAHKSEVAHRFKDL 1679.87 75 27998
DTHKSEIAHRFKDL 165184 75 2.4770
DTYKSEIAHRFKDL 1695.86 75 2.9686
EAYKSEIAHRYNDL 1721.87 7.3 3.2650
DAEHKSEIAHRYNDL 1707.82 5.4 25372
FLHQERMDVCETHLHWHTVAKE 1796.84 5.2 18346
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKG
POV 274529 6.1 1,2954
PHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPH
o 432714 5.2 0,8278
DAH 3123.35 83 0,2422
SSH 341.13 5.1 15144
VIHN 329.13 8 0.9783
DAHK 48126 8 4.0568
RTHGN 469.22 76 3.2335
GLKALEEKCKALEEKLKALEEKLKALEEKG 583.28 9.4 2.6701
GLKALEEKLKACEEKLKALEEKLKALEEKG 3367.90 6.5 3.2945
GLKALEEKLKALEEKCKALEEKLKALEEKG 3367.90 6.5 3.1373
PHGHGHGHGP 3367.90 6.5 3.1954
HDHTHDE 988,43 8.3 0.2693
MKETAAAKFERQHMDPDLGTLVPRGS 889.33 5.1 11531
MGKAAAACSCATGGSCTCTGSCKCKECKC
NS 2884.43 7.3 0,3902
MGKAAAACCSCCPMSCAKCAQGCVCKGAS
S 3606,48 8.4 0,144
MGKAAAACSCATGGSCTCTGSCKCKECKC
NSCKKAAAACCSCCPMSCAKCAQGCVCKG 393558 8.2 0,5837
ASEKCSCCKKAAAA
MDPNCSCAAAGDSCTCANSCTCKACKCTSCK
KSCCSCCPPGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA 6923,75 8.2 04268
TNNIFCSNPNHRTPTLTSIYCRGCSKPLCCS 6078.18 78 0.4687

CALLDSSHSELKCDISAE

MM — Massa Molecular; pl — Ponto Isoelétrico, MH — Momento Hidrofébico- escala CCS. Estes

parametros foram calculados utilizando o software Scale Index.
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Tabela 18. Parametros fisico-quimicos dos peptideos obtidos pela clivagem da

catalase com a enzima GIluC2

SEQUENCIA MM p! MH
NRD 403,18 6,5 2,4735
TVRD 489,25 6,5 3,6660
VTHD 470,21 5,1 1,5810
GNWD 490,18 3,7 3,6914
MVWD 549,22 3,7 3,0666
PASD 388,15 3,7 1,8940
RIPE 513,29 6,6 5,5329
PSPD 414,17 3,7 1,1400
VHPE 480,23 5,1 0,9008
KYNE 552,25 6,5 3,5961
KANL 444,26 9,5 1,8211
RGIPD 556,29 6,5 5,2790
VVFTD 579,29 3,7 2,8676
YGLRD 622,30 6,4 3,5427
QLAFD 592,28 3,7 1,7964
SGSAD 435,16 3,7 1,7134
MAHFD 619,24 51 3,0913
AARLAHE 766,40 7,5 2,8086
QMKHWKE 985,48 9,1 3,8451
FWSLRPE 933,47 6,6 2,0323
GPMCMMD 783,24 3,7 1,9748
HQPSALE 780,37 5,1 1,9720
QRKRLCE 931,50 8,9 2,7814
IFPFNPFD 995,47 3,7 1,3745
HRTHFSGD 955,42 7,7 0,6464
QRAAQKPD 912,47 9 2,2342
NIAGHLKD 866,46 7,6 4,2765
PSNMPPGIE 940,43 3,8 2,5655
QGIKNLSVE 986,53 6,7 3,0036
VQRFNSAND 1049,48 6,5 2,8067
LTKVWPHGD 1051,54 7,6 3,0625
YGSRIQALLD 1134,60 6,4 3,6862
PRGFAVKFYTE 1313,67 8,8 1,9952
ITRYSKAKVFE 1340,74 9,1 0,6267
SLHQVSFLFSD 1278,62 5,1 2,1839
AVYCKFHYKTD 1373,64 8,4 1,5283
VLTTGGGNPVGD 1085,53 3,7 1,6883
KMLQGRLFAYPD 1437,74 8,8 2,3867
LVGNNTPIFFIRD 1504,80 6,5 0,6350
NVTQVRTFYLKVLNE 1822,99 8,8 2,5716
RVVHAKGAGAFGYFE 1607,82 8,8 1,7908
AQLFIQKKAVKNFSD 1735,96 9,4 1,7359
KLNSLTVGPRGPLLVQD 1806,03 9 0,6531
NQGGAPNYYPNSFSAPE 1811,77 3,8 1,0920
HIGKRTPIAVRFSTVAGE 1938,07 9,3 1,2958
KPKNAVHTYVQHGSHLSARE 2258,16 9,1 1,5203
GHRHMNGYGSHTFKLVYNANGE 2325,08 8,8 1,9290
ALLFPSFIHSQKRNPQTHLKD 2476,33 9,3 1,8816
YPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE 2415,33 8,6 0,8562
LFNAIATGNYPSWTLYIQVMTFSE 2765,34 3,8 1,4017
THRHRLGPNYLQIPYNCPYRARVANYQRD 3506,79 8,9 0,2429

MM — Massa Molecular; pl — Ponto Isoelétrico; MH — Momento Hidrofdbico- escala CCS. Estes
parametros foram calculados utilizando o software Scale Index.
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Tabela 19. Parametros fisico-quimicos dos peptideos obtidos pela clivagem da

catalase com a enzima V8-proteinase

SEQUENCIA MM pl MH
ADNRDPASDQMKHWKE 1926.86 5.4 2.4530
QRAAQKPDVLTTGGGNPVGDKLNSLTVGPR
S T 4458 35 46 11114
MAHFDRE 904,38 5.3 3.2684
RIPE 513.29 6.6 55329
RVVHAKGAGAFGYFE 1607,82 8.8 17908
HIGKRTPIAVRFSTVAGE 1938.07 9.3 12058
SGSADTVRDPRGFAVKFYTE 2202.07 6.5 2.0937
DGNWDLVGNNTPIFFIRDALLFPSFIHSQKRNPQTHLK
DPDMVWDFWSLRPE 6209,07 53 1,1384
SLHQVSFLFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNANGE ~ 4123.98 76 1,3531
AVYCKFHYKTDQGIKNLSVE 234217 8.3 2.0464
DAARLAHE 881.43 5.3 2.7349
DPDYGLRDLFNAIATGNYPSWTLYIQVMTFSE 3696.74 3.7 16738
AE 218.09 3.8 4.0905
IFPENPFDLTKE 133770 6.6 0.9341
VWPHGDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE 3106.63 73 0.3993
VE 246.12 3.8 4.9375
QLAFDPSNMPPGIE 1514,70 3.5 15761

PSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIPVNCPYRA

RVANYQRDGPMCMMDNQGGAPNYYPNSFSAPE 7881,69 8.1 07333
HQPSALE 780,37 5.1 1.9720
HRTHFSGDVQRFNSANDDNVTQVRTFYLKVLNE 3906,91 7.4 19453
EQRKRLCE 1060.54 8.4 3.3488
NIAGHLKDAQLFIQKKAVKNFSDVHPE 3046.63 8.7 17578
YGSRIQALLDKYNE 1668.84 6.5 3.6318
EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE 2387.20 8.7 1.7631

MM — Massa Molecular; pl — Ponto Isoelétrico; MH — Momento Hidrofdbico- escala CCS. Estes
parametros foram calculados utilizando o software Scale Index.

Utilizando os parémetros fisico-quimicos calculados (Tabelas 17 a 19)
foram plotados graficos tridimensionais (Figuras 39 e 40), onde os peptideos da
catalase obtidos pela clivagem com as enzimas GIluC2 e V8-proteinase foram
avaliados por comparagdo com os peptideos padrées. A analise dos graficos
tridimensionais foi feita separadamente para os peptideos padrbes de cada ion
metalico com os peptideos obtidos de cada clivagem com as enzimas GluC2 e V8-

proteinase.
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Figura 39. Grafico tridimensional dos parametros fisico-quimicos dos

peptideos padroes e dos obtidos pela clivagem da catalase com a enzima
GluC2.
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Figura 40. Grafico tridimensional dos parametros fisico-quimicos dos

peptideos padroes e dos obtidos pela clivagem da catalase com a enzima V8-
proteinase.

67



Os agrupamentos dos peptideos observados nos graficos tridimensionais

sao formados por peptideos com parametros fisico-quimicos semelhantes, portanto,

por meio destes agrupamentos foram identificados os possiveis candidatos a sitios

de ligacdo dos fons metalicos Cd?**, Cu?*, Pb** e Zn?** (Figuras 41 a 43 e Tabelas 20

a 23).
10 20 30 40 50 60
MADNRDPASD QMKHWKEQRA AQKPDVLTTG GGNPVGDKLN SLTVGPRGPL LVQDVVFTDE
70 80 90 100 110 120
|MAHFDRERIP ERVVHAKGAG AFGYFEVTHD| ITRYSKAKVF  EHIGKRTPIA VRFSTVAGES
130 140 150 160 170 180
GSADTVRDPR  GFAVKFYTED GNWDLVGNNT PIFFIRDALL FPSFIHSQKR NPQTHLKDPD
190 200 210 220 230 240
MVWDFWSLRP  ESLHQVSFLF SDRGIPDGHR HMNGYGSHTF KLVNANGEAV YCKFHYKTDQ
250 260 270 280 290 300
GIKNLSVEDA ARLAHEDPDY GLROLFNAIA TGNYPSWTLY IQVMTFSEAE  IFPFNPFDLT
310 320 330 340 350 360
KVWPHGDYPL  IPVGKLVLNR NPVNYFAENVE QLAFDPSNMP PGIEPSPDKM LQGRLFAYPD
370 380 390 400 410 420
| [THRHRLGPNY  LQIPVNCPYR| |/ARVANYGRDG PMCMMDNQGG APNYYPNSFS APEHQPSALE|
430 440 450 460 470 480
Q RFNSANDDNV TQVRTFYLKV LNEEQRKRLC ENIAGHLKDA QLFIQKKAVK |
490 500 510 520
| NFSDVHPEYG  SRIQALLDKY NEEKPKNAVH TYVQHGSHLS AREKANL

Figura 41. Sequéncia de peptideos de um monémero da catalase bovina e os

possiveis sitios de ligagao do ion Zn?**. Em vermelho, possiveis sitios de ligacao
do ion Zn?* : em azul, residuos de histidina; em verde, residuos de cisteina.

Tabela 20. Possiveis sitios de ligacdo do ion Zn** na catalase

SEQUENCIA

Clivagem com a enzima GluC2

VTHD

VHPE

MAHFD

HQPSALE

HRTHFSGD

SLHQVSFLFSD

AVYCKFHYKTD

GHRHMNGYGSHTFKLVNANGE

YPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE

LFNAIATGNYPSWTLYIQVMTFSE

THRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRD




Tabela 20. Possiveis sitios de ligacdo do fon Zn** na catalase (continuagao)

SEQUENCIA

Clivagem com a enzima V8-proteinase

RVVHAKGAGAFGYFE

HIGKRTPIAVRFSTVAGE

DPDYGLRDLFNAIATGNYPSWTLYIQVMTFSE

VWPHGDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE

PSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIPVNCPYR
ARVANYQRDGPMCMMDNQGGAPNYYPNSFSAPE

NIAGHLKDAQLFIQKKAVKNFSDVHPE

EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE

10

MADNRDPASD| QMKHWKEQRA

70

MAHFDRERIP

130

[ GSADTVRDPR
190
MVWDFWSLRP
250

| GIKNLSVEDA
310
KVWPHGDYPL
370
THRHRLGPNY
430

Q

490

NFSOVHPEYG

20 30 40 50 60
AQKPDVLTTG GGNPVGDKLN SLTVGPRGPL LVQDVVFTDE
80 90 100 110 120
ERVVHAKGAG _ AFGYFEVTHD  ITRYSKAKVF  EHIGKRTPIA VRFSTVAGHS |
140 150 160 170 180
GFAVKFYTED GNWDLVGNNT PIFFIRDALL  FPSFIHSQKR NPQTHLKDPD
200 210 220 230 240
ESLHQVSFLF__ SDRGIPDGHR HMNGYGSHTF KLVNANGEAV. YCKFHYKTDQ |
260 270 280 290 300
ARLAHEDPDY GLRDLFNAIA TGNYPSWTLY IQVMTFSEAE  IFPFNPFDLT
320 330 340 350 360
IPVGKLVLNR NPVNYFAEVE |QLAFDPSNMP PGIEPSPDKM LQGRLFAYPD
380 390 400 410 420
LQIPVNCPYR ARVANYQRDG PMCMMONQGG APNYYPNSFS APHHQPSALE|
440 450 460 470 480
RFNSANDDNV ~ TQVRTFYLKV ~LNEEQRKRLC ENIAGHLKDA QLFIQKKAVK
500 510 520
SRIQALLDKY NEEKPKNAVH _ TYVQHGSHLS AREKANL

Figura 42. Sequéncia de peptideos de um monémero da catalase bovina e os
possiveis sitios de ligagdo do ion Cu?*. Em vermelho, possiveis sitios de ligacdo
do ion Cu®*; em azul, residuos de histidina; em verde, residuos de cisteina.
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Tabela 21. Possiveis sitios de ligacdo do ion Cu®* na catalase

SEQUENCIA

Clivagem com a enzima GluC2

VTHD

PASD

VHPE

QLAFD

SGSAD

GPMCMMD

HQPSALE

HRTHFSGD

SLHQVSFLFSD

AVYCKFHYKTD

RVVHAKGAGAFGYFE

Clivagem com a enzima V8-proteinase

RVVHAKGAGAFGYFE

AVYCKFHYKTDQGIKNLSVE

HQPSALE

EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE

10 20 30 40 50 60
MADNROPASD| QMKHWKEQRA AQKPDVLTTG GGNPVGOKLN SLTVGPRGPL LVQDVVFTDE
70 80 90 100 110 120
MAHFDRERIP ERVVHAKGAG AFGYFEVTHD ITRYSKAKVF  EHIGKRTPIA VRFSTVAGES |
130 140 150 160 170 180
[ GSADTVRDPR GFAVKFYTED GNWOLVGNNT PIFFIRDALL  FPSFIHSQKR NPQTHLKDPD
190 200 210 220 230 240
MVWDFWSLRP  ESLHQVSFLF SDRGIPDGHR HMNGYGSHTF KLVNANGEAV YCKFHYKTDQ
250 260 270 280 290 300
GIKNLSVEDA ARLAHEDPDY GLRDLFNAIA TGNYPSWTLY IQVMTFSEAE [IFPFNPFDLT
310 320 330 340 350 360
KVWPHGDYPL IPVGKLVLNR _ NPVNYFAENE |[QLAFDPSNMP PGIEPSPOKM LQGRLFAYPD
370 380 390 400 410 420
[THRHRLGPNY  LQIPVNCPYR |ARVANYQRDG PMCMMONQGG APNYYPNSFS APEHQPSALE
430 440 450 460 470 480
HRTHFSGDVQ RFNSANDDNV TQVRTFYLKV LNEEQRKRLC ENIAGHLKDA QLFIQKKAVK
490 500 510 520
NFSDVHPEYG  SRIQALLDKY NEEKPKNAVH TYVQHGSHLS AREKANL

Figura 43. Sequéncia de peptideos de um mondémero da catalase bovina e
possiveis sitios de ligagdo dos ions Pb*" e Cd?*. Em vermelho, possiveis sitios de
ligagdo do ion Pb**; em amarelo, possiveis sitios de ligacdo do ion Cd?**; em azul,
residuos de histidina; em verde, residuos de cisteina.
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Tabela 22. Possiveis sitios de ligacdo do fon Pb?* na catalase

SEQUENCIA

Clivagem com a enzima GluC2
PASD
SGSAD
KLNSLTVGPRGPLLVQD
HIGKRTPIAVRFSTVAGE
Clivagem com a enzima V8-proteinase
RVVHAKGAGAFGYFE
HIGKRTPIAVRFSTVAGE
EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE

Tabela 23. Possiveis sitios de ligacdo do ion Cd** na catalase

SEQUENCIA
Clivagem com a enzima GluC2

PSPD

IFPENPFD

LVGNNTPIFFIRD

NQGGAPNYYPNSFSAPE

THRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRD
Clivagem com a enzima V8-proteinase

VWPHGDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE

QLAFDPSNMPPGIE

PSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIPVNCPYR

ARVANYQRDGPMCMMDNQGGAPNYYPNSFSAPE

O fato de cerca de 70% dos peptideos, utilizados como padrdes, se
ligarem aos ions Zn** e Cu®', pode ter contribuido para o grande numero de
possiveis sitios de ligacdo identificados para estes ions pelo estudo tedrico,
portanto, o inverso cerca de 30% dos peptideos, utilizados como padrdes, se ligarem
aos ions Pb®" e Cd*, também pode ter contribuido para o pequeno numero de
possiveis sitios de ligac&o identificados para estes ions.

Apoés a identificagdo dos possiveis sitios de ligacdo de ions metalicos,
observou-se que alguns sitios foram iguais para dois ou mais ions metalicos (Tabela
24).
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Tabela 24. Sitios de ligagao de ions metalicos iguais para dois ou mais ions

metalicos
Seqiiéncia ions
VTHD Zn“* e Cu**
VHPE Zn** e Cu**
HQPSALE Zn** e Cu®
HRTHFSGD Zn** e Cu**
SLHQVSFLFSD Zn** e Cu®
AVYCKFHYKTD Zn** e Cu**
RVVHAKGAGAFGYFE Zn**,Cu** e Pb**
EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE Zn**,Cu** e Pb**
HIGKRTPIAVRFSTVAGE Zn** e Pb**
THRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRD Zn** e Cd*
VWPHGDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE Zn** e Cd*

PSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIP
VNCPYRARVANYQRDGPMCMMDNQGGAP Zn*" e Cd**

NYYPNSFSAPE
PASD Cu® e Pb?*
SGSAD Cu®* e Pb%*

Como discutido na revisao bibliografica, os residuos de histidina (H) e
cisteina (C) séo os sitios com maior afinidade para ligagdes com zinco e cobre, e
para ligagdes com cadmio e chumbo, respectivamente. Além da presenca destes
residuos o efeito estérico, quando o ion metalico € impedido de se aproximar do sitio
de ligagao, é um fator muito importante que deve ser considerado quando se estuda
a complexacao de ions metalicos com uma enzima.

Para predizer com mais precisao os possiveis sitios de ligagdo dos metais
na estrutura da catalase, foram excluidos primeiramente os peptideos que nao
possuiam os residuos de His e Cys em sua estrutura. Em seguida com os demais
peptideos e utilizando o software RasMol, verificou-se a localizacdo dos possiveis
sitios de ligacao de ions metalicos na estrutura da catalase (Anexo 2).

Apenas os sitios de ligagao listados na Tabela 25, estdo localizados na
parte externa da estrutura da enzima, aumentando desta forma a possibilidade de
ligacdo de ions metdlicos, pois estes sitios estdo acessiveis para ligagbes, nao

havendo a principio impedimento estérico.
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Tabela 25. Sitios de ligagao de ions metalicos localizados na parte externa da

estrutura da catalase

Seqiiéncia ions
VTHD Zn“* e Cu*
HQPSALE Zn** e Cu**
HRTHFSGD Zn** e Cu*
HIGKRTPIAVRFSTVAGE Zn** e Cu**
VWPHGDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFAE Zn** e Cd**
NIAGHLKDAQLFIQKKAVKNFSDVHPE Zn** e Cu**
EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE Zn**,Cu®* e Pb**

O estudo tedrico aqui utilizado foi apenas uma ferramenta para indicar os
possiveis sitios de ligacdes de ions metalicos na estrutura da catalase, portanto um
estudo experimental deve ser realizado para confirmar ou ndo a complexacdo de

ions metalicos com os sitios indicados pelo estudo tedrico.

3. DETERMINACAO DAS CONDIGOES E DOS PARAMETROS
EXPERIMENTAIS OTIMOS PARA O ESTUDO VOLTAMETRICO DA
INTERAGAO DOS iONS METALICOS COM A ENZIMA CATALSE

As condicbes e os parametros experimentais 6timos determinados em
ensaios prévios para o estudo voltamétrico da interagcdo dos ions metalicos com a

catalase sdo mostrados nas Tabelas 8 a 14, na parte experimental.
3.1 Eletrdlito suporte

Para o estudo da interacdo dos ions metalicos com a enzima catalase por
voltametria de redissolucdo anddica de pulso diferencial, foram realizados
inicialmente ensaios com diversos eletrélitos suporte (KNO3, KNO3; pH 7,00 (ajustado
com NaOH); solugbes tampdes pH 7,00 de fosfato, borato, Mcllvaine, Trizma HCI e
HEPES), para verificar em qual meio seria observado o melhor sinal da corrente de

oxidagao dos ions metalicos Zn?*, Cu®*, Cd** e Pb* (Figura 44).
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Figura 44. Voltamogramas de redissolugdo anédica de pulso diferencial para o Zn*,
Cd*, Pb* e Cu** 1x10°molL". E;=-1.15V, t4=60s, E; =-1,15V, E;= 0,2 V, v = 0,06 V
s, Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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O eletrdlito suporte KNO3; 0,1 mol L™ foi o que apresentou os melhores
resultados, porém existe a necessidade de manter o pH da solugéo fixo em 7,0 (pH
fisiologico) durante toda a titulagdo amperométrica, pois em testes prévios observou-
se que em pH acido n&o ocorre a complexacao dos ions metalicos pela catalase.

A utilizagdo do Trizma HCI nao € indicada para o estudo de complexacéao
de ions metalicos, pois consta na literatura estudos que indicam a complexacédo de
jons metalicos por este composto.™? Foi observado nos experimentos realizados
uma redugao do sinal da corrente de oxidacdo dos ions metalicos comparados com
o sinal obtido em meio nitrato, indicando uma interacdo do Trizma HCI com os ions
metalicos.

O tampéo fosfato ndo é indicado para o estudo do sistema com o ion Pb?*,
pois neste meio nao foi observado o sinal da corrente de oxidagdo deste metal. Para
os fons Cd** e Zn** os meios borato e fosfato poderdo ser utilizados para o estudo
da complexacdo com a catalase. No caso do ion Cu®*, com excecdo do nitrato e do
tampao Mcllvaine, todos os meios (Trizma HCI, HEPES, tampao borato e tamp&o
fosfato) ndo apresentaram um sinal de corrente satisfatorio, pois foi observado
nesses meios picos largos ou dois picos juntos, provavelmente devido a oxidagao da
espécie Cu®. No tampéo Mcllvaine, todos o ions metalicos, com excecéo do Zn2+,
apresentaram um sinal de corrente satisfatorio.

Baseando-se nos sinais da corrente de oxidacao do ions metalicos obtidos
em diversos eletrolitos suporte, foi escolhido o tampao borato para o estudo do
sistema Zn?*— CAT e o tamp&o Mcllvaine para o estudo dos demais sistemas. O pH

foi mantido em 7,00 para todos os sistemas.

3.2 Tempo de equilibrio

Apds a escolha do eletrdlito suporte, foi realizado o estudo do tempo
necessario para que os sistemas M?*— CAT atingissem o equilibrio (Figura 45).
Observou-se que o tempo de 10 minutos é o suficiente para que o sinal da corrente
do sistema Zn?**— CAT fique estavel, ou seja ndo ocorrendo diferencas significativas
na medida da corrente apds este tempo. Para os sistemas Cu?*— CAT, Cd*— CAT e
Pb*— CAT o tempo de 15 minutos é o suficiente para que o sinal da corrente fique

estavel.
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Figura 45. Estudo do tempo para o sistema M*— CAT atingir o equilibrio.
Sistema Zn**— CAT — [Zn**] =1 x 10* molIL™, [CAT] = 5,35 x 10° molIL™, Vz,?* = 100
L, Vear = 20 pL, em 10 mL de tampao borato 0,1 mol L™ pH = 7,00; Sistema Cu?*—
CAT — [Cu®1=1x10* molL™", [CAT] = 5,35 x 10° molL™", Vc2* = 100 pL, Vear = 20
uL, em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00; Sistema Cd**— CAT — [Cd*"] = 1 x
10° molL™", [CAT] = 5,35 x 10° molL™, Vcg?* = 200 pL, Vear = 5 pL, em 10 mL de
tampao Mcllvaine pH = 7,00; Sistema Pb%— CAT — [Pb*]=1x 10° molL™, [CAT]
=5,35 x 10”° molL™", Vpp?* = 200 pL; Vcar = 5 pL , em 10 mL de tampao Mcllvaine pH
= 7,00.

4. ESTUDO DA INTERACAO DOS IONS METALICOS COM A

CATALASE

4.1 Sistema Zn? - CAT

4.1.1 Estudo da interagdo do ion Zn* com a CAT por voltametria de

redissolucao andédica de pulso diferencial
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A Figura 46 mostra os voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso
diferencial obtidos para 100 pL de Zn?** 1x10™ mol L™, em 10 mL de tampao borato
0,1 mol L™ pH 7,00, na auséncia e na presenca de CAT 5,35 x 10° mol L. A adicao
da catalase a solugcao provoca o decaimento da corrente de oxidacdo do zinco até
um valor proximo de zero e o aparecimento de um sinal em torno de -0,95 V,

indicando a interacdo do fon Zn®* com a catalase.

3,0x10”
Branco (Tampao borato
0,1 mol L™ pH 7,00)
2,5x107 - —— [2n*11,00x10° mol L"
[CAT] 1,05x10° mol L™
2,0x10”7 —— [CAT] 2,11x10”® mol L
[CAT] 3,15x10° mol L™
< 15x107 L —— [CAT] 4,20x10°® mol L

[CAT] 5,24x10° mol L™

—— [CAT] 6,28x10° mol L
1,0x107 | 8 A
0x —— [CAT] 7,31x10° mol L
—— [CAT] 8,34x10° mol L
5,0x10°

00 - A

L | L | L | L | L | L | L | L
115 1410 105 100 -095 -09 -085 -080 -0,75
E/V

Figura 46. Voltamogramas de redissolugdo anédica de pulso diferencial para
100 pL de Zn** 1 x 10“* mol L ™ em 10 mL de tampao borato 0,1 mol L ™' pH = 7,00
com adicoes de 20 uL de CAT 5,35 x 10 mol L".Eq=-1.15V, t;=60s, E; = -1,15
V E; =-0,75V, v =60 mV s”, Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de referéncia:
Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

A curva de titulagdo amperométrica (Figura 47) foi obtida com base nos
voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso diferencial para o ion Zn** na
auséncia e na presenca de CAT. A adicdo de 94,65 pL de CAT provoca o
decaimento da corrente de oxidagao do zinco até um valor bem préximo de zero. O
volume de CAT adicionado para complexar o Zn?* (P.E.) foi utilizado para calcular a

estequiometria do complexo (20 Zn**: 1 CAT).
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Figura 47. Curva de titulagdo amperométrica de 100 pL de Zn** 1 x 10* mol L ™
em 10 mL de tampao borato 0,1 mol L . pH = 7,00 com a catalase.
Adicdes sucessivas de 20 plL da solucédo de catalase 5,35 x 10° mol L ™
(ng = 3 determinacgdes).

4.1.2 Estudo da interagdo do ion Zn** com a CAT por voltametria

ciclica

Os voltamogramas ciclicos obtidos para 100 pL de Zn** 1x10™ mol I, em
10 mL de tamp&o borato 0,1 mol L pH 7,00, na auséncia e na presenga de CAT
5,35 x 10”° mol L sdo mostrados na Figura 48. Os decaimentos das correntes de
oxidagdo e de redugdo evidenciam novamente a interacdo do ion Zn?* com a

catalase.
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7,0x10° | Branco (Tampéao borato
0,1 mol L™ pH 7,00)
6,0x10° - —— [zn*11,00x10° mol L"
5 0x10° I [CAT] 1,05x107 mol L™
X0 [cATI2,11x107 mol L
4,0x10° [CAT] 3,15x10” mol L™
[ — [CAT] 4,20x10” mol L
< 3,0x10” - [CAT] 5,24x10” mol L™
- s| — [CAT]6,28x10” mol L
2,0x10 | —— [CAT]7,31x10” mol L
1,0x10° - —— [CAT] 8,34x10” mol L"
0,0 -
-1,0x10° |
2,0x10° |
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Figura 48. Voltamogramas ciclicos para 100 pL de Zn** 1 x 10° mol L " em 10
mL de tamp3o borato 0,1 mol L ' pH = 7,00 com adicoes de 20 uL de CAT 5,35
x10°mol L. E;=-0,1V,Ey=-1,14V, v=50 mV s, Eletrodo de trabalho: HMDE,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

Nas curvas de titulacdo amperométrica do ion Zn®** com a CAT (Figura
49), foram utilizados os valores de corrente catédica e anddica, com base nos
voltamogramas ciclicos para o ion Zn®* na auséncia e na presenca de CAT. Por
meio dos volumes de CAT utilizados para complexar o ion Zn?* (P.E.) calculou-se a
estequiometria do complexo (20 Zn**: 1 CAT). Portanto, em ambas as técnicas de
DPASV e CV, a estequiometria encontrada foi a mesma. Este valor determinado

experimentalmente para a estequiometria do complexo esta bem préoximo do numero
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de possiveis sitios identificados para o zinco na catalase por meio do estudo tedrico
(sete possiveis sitios de ligagdo do ion Zn** por mondmero na estrutura da catalase;
total = 28). A pequena diferenca pode ser atribuida ao tamanho da enzima, a sua
conformacao na superficie do eletrodo e ao pH do meio, que juntos ou
individualmente podem ter contribuido para que alguns sitios de ligagao,
identificados no estudo tedrico (Figura 50), tenham se tornado impedidos
estericamente de fazerem ligagbes com ions metdlicos, embora tenham sido
considerados candidatos nas analises visuais realizadas utilizando o software
RasMol. Sao necessarios, portanto, estudos tedricos mais refinados para que as

condigdes experimentais de ligagado sejam o mais fielmente reproduzidas.

a) b)
70
A4
60 |
A3 |+
50 |
a2k
< < 40 |
£ | £
sk P.E.=9347pL
0| -
P.E.=9488,L L
- L
z by 20 |-
9l s T
.8' | | | | | | | | 10 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 8 100 120 140 160 180
Var/bL Vear/nk

Figura 49. Curvas de titulagio amperométrica de 100 pL de Zn** 1 x 10 * mol L™
em 10 mL de tampao borato 0,1 mol L -1 pH = 7,00 com a catalase: a) Corrente
catédica; b) Corrente anddica. Adi¢gdes sucessivas de 20 uL da solugcdo de
catalase 5,35 x10”° mol L ™' (ng = 3 determinacdes).
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Figura 50. Localizagao dos possiveis sitios de ligagao do ion Zn* na
estrutura da catalase identificados no estudo teérico.

O processo de oxidagdo-reducdo do zinco foi investigado por meio de

curva | (corrente de oxidacdo) vs v'?

(raiz quadrada da velocidade de varredura).
Como descrito pela equacdo de Randles-Sevcik (Equagéo 19), l,a € l,c aumentam
com v'?. Esta equacdo fornece uma reta, cuja inclinacdo pode ser utilizada para

determinar o coeficiente de difusdo do sistema, para processo redox reversivel.

i, =(2,69x10°)n%2AD"?Cv "2 (19)

onde

ip = corrente de pico (A)

n = numero de elétrons

A = area do eletrodo (cm?)

D = coeficiente de difusdo (cm?s™)
C = concentragdo (mol cm™)

v = velocidade de varredura (V/s)
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Foi adotada a seguinte convenc&o, uma corrente positiva significa que o
eletrodo de trabalho € um anodo e uma corrente negativa significa que o eletrodo de
trabalho € um céatodo.

Por meio das curvas das Figuras 51 e 52 pode-se dizer que o processo de
reducdo do zinco na superficie do eletrodo de mercurio, em tampéo borato e pH
7,00, é controlado por difusdo tanto na presengca como na auséncia de CAT. No
entanto, para o processo de oxidagao do zinco na presenca € na auséncia de CAT,
a relacédo entre | e v nao foi linear, o que sugere um processo controlado por

adsorgao.

6,0x10° |-

5,0x10° | -

4,0x10° |-

3,0x10° [ ///

2,0x10° |

1,0x10° [ L
0,0 =

1,0x10° |

2,0x10° |

-3,0x10° [

4,0x10° [

-5,0x10° [

8
-6,0X1 0" Iv"‘/(mws)‘“

8 & 8

&

1A

1 A 1 A 1 A 1
-0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2 -1,4

E/V

Figura 51. Voltamogramas ciclicos para 100 pL de Zn** 1 x 10 * mol L™ em 10
mL de tampao borato 0,1 mol L -1 pH 7,00. Velocidades de varredura = 5, 10, 20,
50, 100, 150 mV s, E; = - 0,1V, E, = -1,14 V, Eletrodo de trabalho: HMDE,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Figura 52. Voltamogramas ciclicos para 100 pL de Zn** 1 x 10 * mol L™ em 10
mL de tamp3ao borato 0,1 mol L™ pH 7,00 na presenca de 100 uL de CAT 5,35 x
10° mol L™. Velocidades de varredura = 5, 10, 20, 50, 100, 150 mV s™', E;=- 0,1V,
Ew = -11,14 V, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3
mol L™).

Com base nos voltamogramas ciclicos obtidos para o complexo
Zn%*— CAT, pode-se concluir que o processo redox & quasi-reversivel, pois neste
caso observa-se o0s dois picos correspondentes aos processos de oxidagao e
reducdo na superficie do eletrodo, porém com diferengas entre os potenciais de
reducao e oxidagao superiores a 0,059/n (Equagao 13) e razdes entre correntes de
pico catédica e anddica diferentes de um (Equacdo 12). Consequentemente, o
potencial de reducdo padrao nado pode ser calculado pela Equagdo 11 e néo é
possivel determinar o coeficiente de difusdo do sistema pela Equacgao 19.

Utilizando a Equagao 19 e a inclinagdo da reta obtida para o zinco na
auséncia de CAT (processo redox reversivel), foi possivel determinar o valor do
coeficiente de difusdo para o zinco (0,42 x 107 cm? s'1), em tampao borato e pH

7,00, valor este préximo ao encontrado na literatura (0,70 x 10° cm? s™"). %3
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4.1.3 Calculo da constante de dissociacao (K;) do complexo
Zn**~ CAT e do E”

A reacao de dissociagao para um complexo formado entre o ion metalico

Zn**eo ligante CAT, pode ser representada pela Equacgao 20.

K
Zn2 - CAT =——== Zn2* + CAT (20)
_ [Zn*][CAT]
¢ [Zn* - CAT] D

Para o sistema Zn®** — CAT estudado observou-se a formacgdo de um

complexo de estequiometria 20:1. A constante de estabilidade foi calculada pelo

Kk, 144

meétodo de Saroff e Mar utilizando a seguinte equacgao:

(C,-C) _(K.C.n)
P  (1+K.C)

(22)

onde

Co = concentracao do ion metalico total

C = concentracao do metal livre no ponto de equivaléncia
P = concentracdo de peptideo total

n = numero de sitios de ligagdo do ion metalico

K = constante de associagéo da reacgao (constante de estabilidade)

Para o calculo da constante de dissociacdo da reacdo de complexacéo do
Zn** com a CAT (Equagdo 20), foram adotados os seguintes parametros

experimentais (Tabela 26):

Co = concentragao do Zn** total
C = concentracdo do Zn** livre no ponto de equivaléncia
P = concentracdo de CAT no ponto de equivaléncia

n = 20 (nUmero de possiveis sitios de ligagdo do Zn** na CAT)
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Tabela 26. VValores de Kq calculados para a interagdo Zn?* — CAT utilizando o

método de Saroff e Mark

Técnica Co (mol L) C (mol L™) P (mol L) Kq (mol L)
DPASV 9,80 x 107" 8,96 x 107V 4,96 x 10° 1,62 x 107"
CV 9,80 x 10° 1,49 x 10°® 4,90 x 10”7 2,98 x 10"

Obs: Os valores de Cy, C e P foram calculados por meio da estequiometria encontrada, calculada
pelo P.E. médio das titulagdes amperométricas, utilizando as técnicas DPASV e CV.

Os valores da constante de dissociagdo atestam a grande estabilidade do
complexo formado entre a CAT e o ion Zn?*.

Utilizando os valores de Ky, pode-se calcular o valor do potencial padréo
de reducdo (E”) para o complexo Zn®* — CAT. As reagdes eletroquimicas podem ser
divididas em duas etapas, para um complexo formado entre a espécie eletroativa

Zn*" e a enzima CAT.

EO

Zn?t +2¢ Zn (23)

EY

Zn?t - CAT + 2¢e Zn + CAT (24)

A equacdo de Nernst para a reducéo do Zn?"* (Equacéo 23) é representada
por:

E_E°. 0,059

log [Zn*] (25)

Onde o E° é o potencial padrdo de redugdo do Zn?* (-0,76 V), medido em relagdo ao
eletrodo padrao de hidrogénio a 25 °C, tendo todas as espécies atividade unitaria.
A equacdo de Nernst para a reducdo do Zn** na presenca de CAT

(Equacéo 24) é representada por:

(26)

0,059 [Zn* - CAT]
+ log
2 [CAT]

E=E°

Onde o E? é o potencial padrdo de reducdo do Zn?* na presenca de CAT.

85



A relagdo de Ky e E” (Equacdo 27) é obtida isolando e substituindo o
termo [Zn%*'] da equacdo 21 na equacdo 25, e em seguida igualando-se com a
equacao 26.

E0 _E0 . 0,059
2

logK, (27)

Os valores de E” (Tabela 27), foram calculados substituindo o valor de Kgq
e o valor de E° na equagdo 27 e em seguida convertendo para o eletrodo de
referéncia utilizado (+ 0,22 V). Os valores de E obtidos foram semelhantes aos E”
observados nos voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso diferencial
(~-0,95V).

Tabela 27. Valores de potencial padrao de redugdo para o complexo Zn®" — CAT

Técnica Kq (mol L) E” (V)
DPASV 1,62 x 107" -0,85
CcV 2,98 x 10" -0,85

A estequiometria, o Ky e o E” determinados para o sistema Zn** — CAT
sao inéditos, pois estes parametros ainda nao estao disponiveis na literatura. O valor
de Kg indica a formacdo de um complexo bastante estavel entre o Zn** e a CAT.
Embora o zinco tenha uma atuagao importante no combate a formacao das ERO,
como componente estrutural da SOD, o seu excesso no meio celular pode provocar
a inibicdo da enzima catalase pela formacdo de um complexo estavel, contribuindo
desta maneira para o estresse oxidativo por meio do aumento do peroxido de

hidrogénio no meio.
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4.2 Sistema Cu?*— CAT

4.2.1 Estudo da interagdo do ion Cu** com a CAT por voltametria de

redissolugao anddica de pulso diferencial

A Figura 53 mostra os voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso
diferencial obtidos para 100 pL de Cu®** 1x10™* mol L', em 10 mL de tampao
Mcllvaine pH 7,00, na auséncia e na presenca de CAT 5,35 x 10® mol L. Observa-
se que a adigcao da CAT provoca o decaimento da corrente de oxidagao do cobre,

atestando a interagdo do ion Cu®* com a CAT.

Branco (Tampao
Mcllvaine pH 7,00)

—— [Cu*11,00x10° mol L
[CAT] 1,05x10® mol L
—— [CAT] 2,11x10® mol L
[CAT] 3,15x10°® mol L
—— [CAT] 4,20x10® mol L
[CAT] 5,24x10°® mol L
—— [CAT] 6,28x10™ mol L
—— [CAT]7,31x10® mol L
—— [CAT] 8,34x10® mol L

2,0x10”

1,5x107

1,0x107

I/A

5,0x10°®

0,0 F

-0,25 -0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05
E/V

Figura 53. Voltamogramas de redissolugdo andédica de pulso diferencial para
100 uL de Cu** 1 x 10* mol L ™ em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com
adigdes de 20 uL de CAT 5,35x 10° mol L. E4=-0,25V, t4=60 s, E; = -0,25V; E;
=0,05V, v=0,06 Vs, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl
(KCI 3 mol L™).
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A curva de titulagdo amperométrica (Figura 54) foi obtida com base nos
voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso diferencial para o ion Cu® na
auséncia e na presenga de CAT. Por meio do ponto de equivaléncia da curva de
titulacdo amperométrica, calculou-se a estequiometria do complexo (16 Cu®": 1
CAT).

180 |
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Figura 54. Curva de titulagido amperométrica de 100 pL de Cu** 1 x 10 “* mol L
em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com a catalase. Adicdes sucessivas de
20 pL da solucdo de catalase 5,35 x10° mol L
(ng = 3 determinacgdes).

4.2.2 Estudo da interagdao do ion Cu?** com a CAT por voltametria

ciclica

Os voltamogramas ciclicos obtidos para 100 uL de Cu?* 1x10° mol L™, em
10 mL de tampao Mcllvaine pH 7,00, na auséncia e na presenga de CAT 5,35 x 10
mol L™ sdo mostrados na Figura 55. Os decaimentos das correntes de oxidagdo e

redugdo mostram a interacdo do ion Cu?* com a CAT.
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3,0x10°
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Mcllvaine pH 7,00)

2,5x10° |

—— [Cu*11,00x10° mol L

2,0x10° -_ [CAT] 1,05x1 0': mol L':

I —— [CAT] 2,11x10" mol L

1,5x10° | [CAT] 3,15x10': mol L':

I —— [CAT] 4,20x10” mol L’

< q0x10° [CAT] 5,24x10:: mol L:
- i —— [CAT] 6,28x10” mol L
—— [CAT] 7,31x10” mol L

5,0x10° | . )
i —— [CAT] 8,34x10” mol L’

0,0 - ——— —
-5,0x10° |- V,

-1,0x10°
0,2 0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figura 55. Voltamogramas ciclicos para 100 pL de Cu* 1 x 10 mol L™ em 10
mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com adi¢goes de 20 uL de CAT 5,35 x 10°° mol
L' E = 0,15V, E,=-0,5V,v=0,05V s'1, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

A curva de titulagdo amperométrica (Figura 56) foi obtida com base nos
voltamogramas ciclicos para o ifon Cu?* na auséncia e na presenca de CAT. A
adicao de 109,05 uL de CAT provoca o decaimento da corrente de oxidagado do
cobre até um valor préximo de zero. Este volume de CAT adicionado para complexar
o Cu* foi utilizado para calcular a estequiometria do complexo (16 Cu®": 1 CAT).
Nas técnicas de DPASV e CV, a estequiometria encontrada foi a mesma.

Nos voltamogramas ciclicos nao foi possivel observar o decaimento do
pico de reducdo do cobre até um valor proximo de zero, portanto, experimentos
utiizando a técnica de pulso diferencial foram realizados para verificar este
decaimento da corrente de redugdo do cobre com a adi¢do da CAT (sub-capitulo
4.2.3).
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Figura 56. Curva de titulagdo amperométrica de 100 pL de Cu** 1 x 10 > mol L™
em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com a catalase. Adicbes sucessivas de
20 pL da solugdo de catalase 5,35 x10™° mol L
(ng = 3 determinacgdes).

O processo de oxidagado-reducdo do cobre foi investigado por meio de

curva | (corrente de oxidac&o) vs v'2

(raiz quadrada da velocidade de varredura).
Como descrito pela equagédo de Randles-Sevcik (Equagéo 19), lpa € lp,c aumentam
com v'2,

Por meio das curvas da Figura 57, pode-se dizer que o processo de
reducao do cobre na superficie do eletrodo de mercurio, em tampao Mcllvaine pH
7,00, é controlado por difusdo na auséncia de CAT, e o processo de oxidacdo do
cobre na auséncia de CAT é um processo adsortivo. Na presenca de CAT nao foi
possivel determinar se os processos de oxidacao e reducido do cobre na superficie
do eletrodo de mercurio sdo controlados por difusdo ou adsorgao, e afirmar se o
processo redox € reversivel, quasi-reversivel ou irreversivel, pois nao foram
observados picos de oxidagdo e redugcao bem definidos nos voltamogramas (Figura

58).
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Figura 57. Voltamogramas ciclicos para 100 pL de Cu®** 1 x 10 * mol L™ em 10
mL de tampao Mcllvaine pH 7,00. Velocidades de varredura = 5, 10, 20, 50, 100,
150 mV s, E;= 0,15V, E, =-0,5V, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™7).
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Figura 58. Voltamogramas ciclicos para 100 uL de Cu* 1 x 10 * mol L' em 10
ml de tamp3o Mcllvaine pH 7,00 na presenca de 100 uL de CAT 5,35 x 10° mol
L™. Velocidades de varredura = 5, 10, 20, 50, 100, 150 mV s, E;=0,15V, E, =
- 0,5V, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Utilizando a Equacgédo 19 e a inclinagdo da reta obtida para o cobre na
auséncia de CAT (processo redox reversivel), foi possivel determinar o valor do
coeficiente de difusdo para o cobre (0,95 x 10° cm? s™), em tampao Mcllvaine e pH

7,00, valor este préximo ao encontrado na literatura (0,71 x 10° cm? s™"). 143

4.2.3 Estudo da interagdo do ion Cu** com a CAT por voltametria de

pulso diferencial

Nos voltamogramas ciclicos para o Cu?* com adicdes sucessivas de CAT
(Figura 55), observou-se que a adigdo de 60 uL de CAT 5,35 x 10° mol L™ provocou
o desaparecimento completo do pico de reducdo do metal, este valor ndo é
coincidente com o volume de CAT 5,35 x 10 mol L™ (109,05 uL) que provocou o
desaparecimento do pico de oxidacdo do metal até um valor proximo de zero.
Portanto, para o sistema Cu?* — CAT foi necessario utilizar a técnica de pulso
diferencial para verificar o decaimento da corrente de redugdo do cobre com a
adicdo da CAT, e confirmar a estequiometria encontrada para o complexo com o uso
das técnicas DPASV e CV.

A Figura 59 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 50
uL de Cu?* 1x10™ mol L™, em 10 mL de tampao Mcllvaine pH 7,00, na auséncia e na
presenca de CAT 5,35 x 10° mol L. Nota-se que a adicdo da CAT provoca o
decaimento da corrente de reducdo do cobre até um valor préoximo de zero,

evidenciando a interacdo do ion Cu®** com a CAT.
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Branco (Tampao

5,0x10° - Mcllvaine pH 7,00)
. —— [Cu®]14,97x10° mol L
8 [CAT] 5,31x10° mol L
40107 cAT] 1,06x107 mol L
[CAT] 1,59x107 mol L
30x10° | — [CATI 2,12x10” mol L™

1A

[CAT] 2,65x107 mol L™
- —— [CAT] 3,17x10” mol L™
2,0x10° | — [CAT] 3,70x10” mol L

—— [CAT] 4,22x107 mol L™

00F

Figura 59. Voltamogramas de pulso diferencial para 50 uL de Cu®* 1 x 1073
mol L ' em 10 mL de tampao Mclivaine pH = 7,00 com adigées de 10 uL de CAT
5,35 x 10° mol L. E; = -0,25V; E; =0,05 V, v = 0,06 V s™', Eletrodo de trabalho:
HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

A curva de titulagdo amperométrica (Figura 60) foi obtida com base nos
voltamogramas de pulso diferencial para o ion Cu?* na auséncia e na presenga de
CAT. Por meio do ponto de equivaléncia da curva de titulagdo amperomeétrica,
calculou-se a estequiometria do complexo (16 Cu?*: 1 CAT), sendo coincidente com
os valores obtidos pelas técnicas de DPASV e CV. A estequiometria encontrada
para o complexo, por meio das técnicas voltamétricas, possui um valor bem proximo
do numero de possiveis sitios de ligagdo encontrados para o cobre na catalase no
estudo tedrico (seis possiveis sitios de ligagdo do ion Cu®* por mondmero na
estrutura da catalase; total: 24). A pequena diferenga pode ser atribuida ao tamanho

da enzima, a sua conformagéo na superficie do eletrodo e ao pH do meio, que juntos
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ou individualmente podem ter contribuido para que alguns sitios de ligagao,
identificados no estudo tedrico (Figura 61), tenham se tornado impedidos
estericamente de fazerem ligagbes com ions metdlicos, embora tenham sido
considerados candidatos nas analises visuais realizadas utilizando o software
RasMol. Sao necessarios, portanto, estudos tedricos mais refinados para que as

condigdes experimentais de ligagado sejam o mais fielmente reproduzidas.

1/ nA

P.E. = 58,80 uL

ob— v v oo b
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Vear/vL

Figura 60. Curva de titulagido amperométrica de 50 puL de Cu?* 1 x 10 * mol L™
em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com a catalase. Adi¢cdes sucessivas
de 10 pL da solucgdo de catalase 5,35 x10™° mol L ™
(ng = 3 determinacgdes).
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Figura 61. Localizacdo dos possiveis sitios de ligacdo do ion Cu®** na
estrutura da catalase identificados no estudo teérico.

4.2.4 Calculo da constante de dissociagao (K;) do complexo
Cu”- CAT e do E”

A reacao de dissociacao para um complexo formado entre o ion metalico
Cu?* e um ligante (CAT), pode ser representada pela Equacéo 28.

K4

Cu?™- CAT Cu?" + CAT (28)

« _ICu™1[CAT]
¢ [Cu?* - CAT]

(29)
Para o sistema Cu?* — CAT estudado observou-se a formagdo de um
complexo de estequiometria 16:1 e a constante de estabilidade foi calculada pelo

método de Saroff e Mark (Equagdo 22), adotando os seguintes parametros
experimentais (Tabela 28):
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Co = concentragdo do Cu®" total
C = concentracéo do Cu?* livre no ponto de equivaléncia
P = concentracdo de CAT no ponto de equivaléncia

n = 16 (nUmero de possiveis sitios de ligacdo do Cu?* na CAT)

Tabela 28. Valores de Kq calculados para a interagdo Cu?* — CAT utilizando o
meétodo de Saroff e Mark

Técnica Co (mol L) C (mol L™) P (mol L) Kq (mol L)
DPASV 9,88 x 10 1,05 x 10° 6,21 x 10° 1,73 x 1077
cVv 9,88 x 10° 1,00 x 10”7 6,12x 107 1,25 x 107"°
DPV 4,94 x 10° 2,99 x 10° 3,09 x 107 1,81 x 107

Obs: Os valores de C,, C e P foram calculados por meio da estequiometria encontrada, calculada
pelo P.E. médio das titulagdes amperométricas, utilizando as técnicas DPASV, CV e DP.

Os valores da constante de dissociagcéo indicam a grande estabilidade do
complexo formado entre a CAT e o cobre.
As reacgdes eletroquimicas podem ser divididas em duas etapas, para um

complexo formado entre a espécie eletroativa Cu®** e a enzima CAT.

EO

Cu?™ + 2¢ Cu (30)

EO

Cu?™ - CAT +2¢ Cu+ CAT (31)

Os valores de E” (Tabela 29), foram calculados substituindo o valor de Kq
e o valor de E° (+ 0,34 V) na equagédo 27 e em seguida convertendo para o eletrodo
de referéncia utilizado (+ 0,22 V). Os valores de E% calculados encontram-se fora do
dominio de eletroatividade do eletrodo de mercurio, portanto justificam a auséncia do

sinal caracteristico do complexo Cu?* — CAT nos voltamogramas obtidos.

Tabela 29. Valores de potencial padréo de redugdo para o complexo Cu®* — CAT

Técnica Kq (mol L) E” (V)
DPASV 1,73 x 1077 + 0,27
cv 1,25 x 1070 +0,27
DPV 1,81 x107° +0,27
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A estequiometria, o Kq e o E” determinados para o sistema Cu?* — CAT
também sao inéditos, ou seja, estes parametros ainda ndo estdo disponiveis na
literatura. O valor de Ky indica a formacao de um complexo bastante estavel entre o
Cu?" e a CAT, sugerindo a participagéo do cobre na redugao da atividade da enzima
catalase, dependendo de sua concentragao no meio celular, por meio da formacéao

de um complexo estavel.

4.3 Sistemas Cd?* — CAT e Pb? — CAT

Os voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso diferencial obtidos

para os sistemas Cd** — CAT e Pb?* — CAT s3o mostrados nas Figuras 62 e 63,

respectivamente.
1,2x107 | Branco (Tampéo
Mcllvaine pH 7,00)
1.0x10” | —— [Cd*"] 1,96x10”mol L"
’ [CAT] 2,62x10° mol L™
o —— [CAT] 5,23x10° mol L
8,0x107 I [CAT] 7,85x10° mol L
< . —— [CAT] 1,04x10” mol L
= 60107 F [CAT] 1,30x10” mol L
—— [CAT] 1,56x10” mol L
4,0x10°
2,0x10°
" 1 1 1 1 1

Figura 62. Voltamogramas de redissolugdao andédica de pulso diferencial para
200 pL de Cd** 1 x 10° mol L ™' em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com
adigoes de 5 pL de CAT 5,35 x 10° mol L. E4=-0,75V, ty =60 s, E; = -0,75V E;
= -0,45 V, v = 60 mV s”, Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de referéncia:
Ag/AgCI (KCI 3 mol L™).
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8,0x10®

Branco (Tampao
Mcllvaine pH 7,00)
—— [Pb*]11,96x10"mol L
[CAT] 2,62x10° mol L™
—— [CAT] 5,23x10° mol L™
[CAT] 7,85x10° mol L™
—— [CAT] 1,04x107” mol L
[CAT] 1,30x107 mol L™
—— [CAT] 1,56x107 mol L

6,0x10°®

4,0x10°

/A

2,0x10°®

0,0 F

PR R TR NN TR SR NS [ NS R
-0,70 -0,65 -060 -0,55 -050 -045 -040 -0,35 -0,30 -0,25

E/V

Figura 63. Voltamogramas de redissolugao anédica de pulso diferencial para
200 pL de Pb** 1 x 10° mol L "' em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com
adigdes de 5 L de CAT 5,35 x 10° mol L. E4 =-0,70 V, t4 =60 s, E; = -0,70V E; =
0,25V, v=60 mV s, Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl
(KCI 3 mol L™).

As curvas de titulagdo amperométrica (Figura 64) foram obtidas
separadamente com base nos voltamogramas de redissolugdo anddica de pulso
diferencial para os ions Cd** e Pb** na auséncia e na presenca de CAT. A adigdo de
13,16 pL e 12,54 pL de CAT provoca o decaimento da corrente de oxidagdo do
cadmio e do chumbo respectivamente; no entanto, as correntes nao foram
eliminadas completamente. Estes volumes de CAT adicionados para complexar o
Cd** e o Pb?* foram utilizados para calcular uma suposta estequiometria dos
complexos (3 Cd®*: 1 CAT e 3 Pb?*: 1 CAT). Apesar das correntes de oxidacdo do
cadmio e do chumbo nao terem decaidos até um valor proximo de zero, a suposta
estequiometria encontrada, por meio da técnica de DPASV, é muito semelhante ao
valor de possiveis sitios identificados no estudo tedrico (um possivel sitio de ligagéo

dos ions Cd?* e Pb?* por mondmero na estrutura da catalase; total: 4).
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a) b)

100

80

60 -

1/ nA
1/ nA

40 -

20 -
P.E.=13,16 uL P.E.=12,54 L

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 1 15 20 25 30 0 5 1 15 20 25 30
Vear/uk Vear/ut

Figura 64. Curvas de titulagdo amperométrica: a) 200 pL de Cd** 1 x 10 °mol L™
em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com a catalase. b) 200 pL de Pb?**
1 x 10° mol L™ em 10 mL de tampao Mcllvaine pH = 7,00 com a catalase.
Adicdes sucessivas de 20 puL da solugdo de catalase 5,35 x10° mol L ™' (ng = 3
determinacoes).

Para os sistemas Cd** — CAT e Pb** — CAT néo foi possivel determinar a
estequiometria e a constante de dissociacao, pois em pH = 7,00, observou-se que a
complexacdo destes ions pela catalase ndo era favorecida. Com base nesses
dados, outros estudos foram realizados com diferentes eletrélitos (Tampao borato,
KNOg, Trizma HCIl e HEPES), valores de pH (4 a 9) e concentragcbes dos metais e da
catalase (1x10™ a 1x10°®), porém nos diversos ensaios realizados os resultados ndo
foram coincidentes, potanto ndo conclusivos em relagdo a formagao dos complexos
Cd** — CAT e Pb®" — CAT. Foi observado um decaimento da corrente de oxidagdo
dos metais com a adicdo de CAT, porém pouco expressivo (a corrente nao foi
eliminada completamente), o que nos leva as seguintes hipdteses: os sitios de
ligacdo para esses metais ja estdo ocupados; ha impedimento estérico para as
ligagbes; a interacdo ndo € estavel, ou a concentragdo dos metais no meio nao

favorece a formagao dos complexos com a catalase.
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VI - CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, podemos chegar as seguintes

conclusoes:

1. Por meio da metodologia adotada no estudo tedrico, foi possivel identificar na
estrutura da catalase os possiveis sitios de ligacdo dos ions metalicos Zn?*
(28 possiveis sitios de ligacdo), Cu®* (24 possiveis sitios de ligagdo), Cd** (4
possiveis sitios de ligacdo) e Pb®* (4 possiveis sitios de ligagdo), levando em
consideragdo os residuos com maior afinidade pelos metais (histidina e
cisteina) e de possivel impedimento estérico. No entanto, o estudo tedrico foi
apenas uma ferramenta para indicar os possiveis sitios de ligagdes de ions
metalicos na estrutura da catalase, sendo necessario um estudo experimental
para confirmar ou nao as predi¢cdes teoricas;

2. A catalase forma um complexo com ions Zn®** e Cu?*, os quais foram
evidenciados pelo decaimento das correntes de oxidagao e redugao do zinco
e do cobre na presenga de catalase;

3. Para o complexo Zn?* — CAT, a estequiometria é de vinte mols de zinco para
um mol de catalase, cujo valor estd bem préximo do numero de possiveis
sitios de ligacdo do fon Zn*" identificados no estudo tedrico. A pequena
diferenca pode ser atribuida ao tamanho da enzima, a sua conformagao na
superficie do eletrodo e ao pH do meio, que juntos ou individualmente podem
ter contribuido para que alguns sitios de ligacéo, identificados no estudo
tedrico, tenham se tornado impedidos estericamente de fazerem ligagdes com
jons metalicos. A estequiometria encontrada para o complexo Zn®** — CAT,
utilizando as técnicas voltamétricas DPASV e CV, foram coincidentes. O valor
da constante de dissociacdo (1,62 x 107" mol L™ - DPASV; 2,98 x 10"
mol L™ - CV) indica a formagdo de um complexo estavel entre a CAT e o ion
Zn**. Estes dados s3o inéditos na literatura e sugerem a participagdo do zinco
na inibicdo da enzima catalase pela formagdo de um complexo estavel,

contribuindo desta maneira para o estresse oxidativo;
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4. Para o complexo Cu?* — CAT, a estequiometria é de dezesseis mols de cobre
para um mol de catalase, cujo valor esta bem proximo do numero de
possiveis sitios de ligagdo do ion Cu?" identificados no estudo tedrico. A
pequena diferenga pode ser atribuida ao tamanho da enzima, a sua
conformacao na superficie do eletrodo e ao pH do meio, que juntos ou
individualmente podem ter contribuido para que alguns sitios de ligagao,
identificados no estudo tedrico, tenham se tornado impedidos estericamente
de fazerem ligagbes com ions metalicos. A estequiometria encontrada para o
complexo Cu?* — CAT, por meio das técnicas voltamétricas DPASV, CV e
DPV, foram coincidentes. O valor da constante de dissociagao (1,73 x 10710
mol L™ - DPASV; 1,25 x 10 mol L' - CV e 1,81 x 10" mol L' - DPV) indica a
formacdo de um complexo estavel entre a CAT e o ion Cu?*. Estes dados s&o
inéditos na literatura e sugerem a participacdo do cobre na indugdo do
estresse oxidativo pela inibicdo da enzima catalase, por meio da formagao de
um complexo estavel, dependendo de sua concentragdo no meio celular;

5. Os valores de E” observados nos voltamogramas de redissolucdo anddica de
pulso diferencial (~ -0,95 V) foram semelhantes aos valores de E% calculados
para o complexo Zn?** — CAT (-0,85 V) a partir do Ky. Os valores de E”
calculados para o complexo Cu®" — CAT (+ 0,27 V) a partir do Ky encontram-
se fora do dominio de eletroatividade do eletrodo de mercurio, justificando a
auséncia do sinal caracteristico do complexo nos voltamogramas obtidos.

6. Por meio das curvas | (corrente) vs v'?

(raiz quadrada da velocidade de
varredura) pode-se dizer que o processo de reducéo do zinco na superficie do
eletrodo de mercurio, em tampé&o borato e pH 7,00, é controlado por difusdo
tanto na presenca como na auséncia de CAT (D = 0,42 x 10° cm? s™, para o
zinco na auséncia de catalase, valor proximo ao encontrado na literatura) e o
processo de oxidagcdo do zinco, na presenga e na auséncia de CAT, é
adsortivo. Com base nos voltamogramas ciclicos obtidos para o complexo
Zn**— CAT, pode-se concluir que o processo redox & quasi-reversivel. O
processo de reducao do cobre na superficie do eletrodo de mercurio, na
auséncia de CAT em tampao Mcllvaine pH 7,00, é difusional (D = 0,95 x 107
cm? s™', valor préximo ao encontrado na literatura) e o processo de oxidacéo
do cobre é adsortivo. Na presenca de CAT nao foi possivel determinar se os

processos de oxidagcdo e reducdo do cobre na superficie do eletrodo de
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mercurio sao controlados por difusdo ou adsorcéo, e afirmar se o processo
redox é reversivel, quasi-reversivel ou irreversivel, pois ndo foram observados
picos de oxidagao e redugédo bem definidos nos voltamogramas

7. Para os sistemas Cd** — CAT e Pb®" — CAT nao foi possivel determinar a
estequiometria e a constante de dissociagcdo. Foi observado um decaimento
da corrente de oxidagdo do cadmio e do chumbo com a adigcdo de CAT,
porém pouco expressivo (as correntes nao foram eliminadas completamente),
0 que leva as seguintes hipdteses: os sitios de ligacdo para esses metais ja
estdo ocupados, ha impedimento estérico para as ligagdes, a interagdo nao é
estavel, ou a concentracdo dos metais no meio nao favorece a formacao dos
complexos com a catalase. Embora as correntes de oxidagdo do cadmio e do
chumbo ndo terem decaidos até um valor préximo de zero, a suposta
estequiometria encontrada para estes complexos (3 Cd?*: 1 CAT e 3 Pb*": 1
CAT), por meio da técnica de DPASV, é muito semelhante ao valor de
possiveis sitios identificados no estudo tedrico.

8. As técnicas voltamétricas devido a sua sensibilidade, reprodutibilidade,
reprodugao de um meio fisiolégico e a obtencao direta de dados quantitativos,
as tornam uma importante ferramenta para o estudo da interacdo de ions

metalicos com enzimas.

VIl - ETAPAS POSTERIORES

Pode-se propor como etapa posterior, a sintese dos peptideos
identificados como sendo os possiveis sitios de ligagdo na estrutura da catalase
(tabela 25) para um estudo da interacdo dos ions metalicos Zn?*, Cu?*, Cd** e Pb**
com estes fragmentos peptidicos sintéticos, com o objetivo de confirmar ou ndo a

complexacao de ions metalicos com os sitios indicados pelo estudo teodrico.
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IX — ANEXOS

1. ESTRUTURA QUIMICA DOS AMINOACIDOS

Tabela 30. Estrutura quimica dos aminoacidos

Aminoacido Simbolo Estrutura
HO
Acido Aspartico Asp, D >/*>\H
O 1N COLH
(@]
| o4
Acido Glutamico Glu, E RH
H,N~ “CO,H
“H
Alanina Ala, A *>\
H,N~ “CO,H
NH
HzNj//
Arginina Arg, R "\l
H WH
HoN CO,H
HoN
Asparagina Asn, N / wH
H,N~ COLH
HS H
Cisteina Cys, C
H,N~ CO,H
Fenilalanina Phe, F %H
H.N~ “CO,H
H  H
Glicina Gly, G b
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Tabela 30. Estrutura quimica dos aminoacidos (continuagao)

Aminoacido Simbolo Estrutura
0]
HoN J
Glutamina GIn, Q H
HoN COyH
/=N
H—N
Histidina His, H = H
HoN CO-H
Isoleucina lle, | \ﬂg\H
HoN COyH
Leucina Leu, L >3\H
HoN COyH
HoN
Lisina Lys, K \—\XH
HoN COyH
—S
Metionina Met, M \*>\H
H>N CO,H
Prolina Pro, P N COzH
\
H
HO H
Serina Ser, S 3
H,>N COyH
Tirosina Tyr, Y HO@NH
HoN CO-H
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Tabela 30. Estrutura quimica dos aminoacidos (continuagao)

Aminoacido Simbolo Estrutura
Treonina Thr, T
Triptofano Trp, W
Valina Val, V
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2. LOCALIZAGCAO DOS POSSIVEIS SITIOS DE LIGACAO DE iONS
METALICOS NA ESTRUTURA DA CATALASE

Tabela 31. Localizag&o dos possiveis sitios de ligagao de ions metalicos na

estrutura da catalase

SEQUENCIA

VTHD

VHPE

MAHFD

HQPSALE
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Tabela 31. Localizac&do dos possiveis sitios de ligagdo de ions metalicos na

estrutura da catalase (continuagao)

SEQUENCIA

HRTHFSGD

SLHQVSFLFSD

GHRHMNGYGS
HTFKLVNANGE

THRHRLGPNYLQIPV
NCPYRARVANYQRD
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Tabela 31. Localizagédo dos possiveis sitios de ligagao de ions metalicos na

estrutura da catalase (continuacao)

SEQUENCIA

RVVHAKG
AGAFGYFE

HIGKRTPIA
VRFSTVAGE

DPDYGLRDLFNAIATGNYPSWTL
YIQVMTFSE VWPHGDYPLIPVGK
LVLNRNPVNYFAE

PSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLG
PNYLQIPVYNCPYRARVANYQRDG
PMCMMDNQGGAPNYYPNSFSAPE
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Tabela 31. Localizag&o dos possiveis sitios de ligagao de ions metalicos na

estrutura da catalase (continuacao)

SEQUENCIA

NIAGHLKDAQLFIQ
KKAVKNFSDVHPE

EKPKNAVHTYVQHGSHLSARE

GPMCMMD

AVYCKFHYKTDQGIKNLSVE
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Introducao

A catalase (CAT) é uma enzima lespojns'n el
pela redugdo de H,O, a H,O e O que
apresenta alguns sitios de ligacdo para o zinco
(Cys. His). O zinco possui um papel
antioxidante importante. pois evita a produgao
das espécies reativas de oxigénio (ERO).
principais responsaveis pelo estresse oxidativo.
Este trabalho tem como objetivo estudar a
interacio dos fons Zn’~ com a CAT. em meio
semelhante ao fisiolégico. por voltametria de
redissolucdo anddica, para determinar os
parametros quantitativos do sistema
(estequiometria, constante de dissociacdo (Kg) e
potencial padrio de reducio (E)).

Experimental

A concentragdo da solugdo de CAT de figado
bovino foi determinada por espectroscopia Uv-
Vis, a 280 nm. por meio da lei de Beer. As
medidas voltamétricas foram realizadas em
triplicata, utilizando-se o analisador
voltamétrico Metrohm 797, uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos HMDE
(trabalho), Ag/AgCl (KCI 3 mol L7
(referéncia) e platina (auxiliar) e o tampdo
borato pH 7.00 como eletrolito suporte. A
identificacdo tedrica dos sitios de ligacdo de Zn
na CAT foi realizada por comparacdo das
caracteristicas fisico-quimicas. determinadas
com o sofware scale index, de peptideos padrio
que se ligam a Zn~ e dos peptideos gerados na
clivagem da CAT com a GluC2 e V8 proteinase,
utilizando-se o software Peptide Cutter.

Resultados e Discussao

A figura 1 mostra os voltamogramas de
Iedl‘sSOl‘LlCElO '1110dlc'1 obndos para 100 pL de
Zno 1 x 10 mol L} , em 10 mL de tampdo
borato pH 7.00, na auséncia_ e na presenca de
CAT 5.35 x 10° mol L’ Observou-se o
decaimento completo da corrente de oxidacio
do zinco apds a adicdo de 94,65 pL da solucdo
de CAT e o aparecimento de um sinal em torno

de -0,95 V, que pode ser atribuido ao complexo
14° Encontro Nacional de Quimica Analitica

Zn**-CAT. pois o valor calculado para o E”

por meio do valor de K; e da equacio de Nernst,
foi semelhante. Estes resultados evidenciam a
interacdo do zinco com a catalase _& apontam
para uma esteqmomema de 20 Zn*": 1 CAT,
cujo valor € coincidente com os determinados
nos estudos tedricos se considerarmos apenas 0s
sitios de zinco, os quais envolvem histidinas e
cisteinas, favoraveis a ligacdo. O Ky para o
complexo foi calculado utilizando-se o metodo

3
da tlmlacao amperométrica’ (Kq = 1.62x10™
mol L™).
300107
25007
20007
< 1Ear
10u10”
50010°
0.0
-115 1,10 1,05 1.00 -0:35 0,50 0,85 0.80 .75
v
Figura 1. Voltamogramas de redissolucdo anddica

obtidos para 100 pL de Zn™ 1x10* mol L' em 10 mL
de tampdo borato pH 7.0 na auséncia (1) e na presenca de
CAT (2 a 9). Adigdes sucessivas de 20, 40, 60, 80, 100,
120,140 e 160 uL de CAT 5.35x 10 mol L.

Conclusoes

A estequiomema o Kge o E” determinados
para o sistema Zn -CAT sdo inéditos, pois
estes pardmetros ainda ndo estdo disponiveis na
literatura. O wvalor de K4 indica a fopnwao de
complexo bastante estavel entre o Zn* e a CAT
e corrobora a hipotese da atuacdo do zinco no
combate a formacdo das ERO.
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Introducio

A catalase (CAT) apresenta alguns sitios de
ligacdo para cobre, que ao se ligar podera causar
mudancas conformacionais ou estabilizar a
estrutura da enzima, resultando na sua inibicdo
ou ativacdo. A inibicdo da CAT. que ocorre com
excesso de cobre, aumenta a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). levando ao
estresse oxidativo. Este trabalho tem como
objetivo estudar a interagio dos ions Cu”" com a
CAT utilizando a voltametria de redissolucdo
anodica, para determinar a estequiometria, a
constante de dissociacio (K4) e o potencial
padrdo de reducdo (E%") do complexo.

Experimental

A padronizacio da solucio de CAT de figado
bovino foi realizada por espectroscopia Uv-Vis,
a 280 nm, utilizando-se a lei de Beer. Para a
realizacdo das medidas voltamétricas, utilizou-
se o analisador voltamétrico Metrohm 797, uma
célula eletroquimica composta pelos elenodo-s-.
HMDE (trabalho), Ag/AgCl (KCI 3 mol L)
(referéncia) e planm (auxiliar) e o tampao
Mellvaine pH 7,00 como eletrélito suporte. Os
sitios tedricos de ligacdo de Cu foram
identificados na CAT por meio da comparacio
das caracteristicas fisico-quimicas,
determinadas com o sofware scale index, de
peptideos padrdo que se ligam a Cu e dos
peptideos gerados na clivagem da CAT com a
GluC2 e V8 proteinase, utilizando-se o software
Peptide Cutter.

Resultados e Discussao

Os voltampgramas obtidos para 100 pL de
Cu™™ 1 x 10" mol L', em 10 mL de tampdo
Mellvaine pH 7,00, na auséncia e na presenca
de CAT 5,35 x 107 mol L sdo mostrados na
figura 1. Observa-se que a adi¢do de 117,54 puL
da solucdio de CAT a solucdo provoca a
diminuicdo da corrente de oxidagdo do cobre,
mostrando a interacdo do fon Cu~ com a
catalase. Com base neste dado a estequiometria
14° Encontro Nacional de Quimica Analitica

encontrada para o complexo foi de 16 Cu’

1 CAT. valor que comcide com o obtido nos
estudos tedricos se considerarmos apenas os
sitios de Cu, os quais envolvem histidinas e
cisteinas, favoraveis a ligacdo. Utilizou-se o
método da titulacio arnpmouletl1::&13 para a
de‘renmn'lcao do Ky do comple‘{o Cu’™-CAT (K4
= 1,73x10" mol L . 0 E" (027 W)
calculado por meio do valor de Kae da equacao
de Nernst., justifica a ausencn do sinal
caracteristico do complexo Cu”-CAT nos
voltamogramas obtidos.

200107 | 1
1,50107 | /:\\
- .
= 100’ E
a
g
5o’
Wk
1 1 L L
o, UD

EIV
Figura 1. Voltamogramas de redissolugdo anddica
obtidos para 100 pL de Cu™™ 1x10* mol L em 10 mL de
tampdo Mcllvaine pH 7.00 na auséncia (curva 1) e na
presenca de CAT (2 a 9). Adigdes sucessivas de 20. 40,
tISO__ 80. 100, 120. 140 e 160 pL de CAT 5,35x10 mol L-

Conclusoes

A estequiometlia o Kge o E™ determinados
para o sistema Cu”™-CAT sdo inéditos, p01s
estes pardmetros ainda nfo estdo disponivels na
literatura. O valor de Ky indica a formacdo de
complexo bastante estavel entre o Cu™ e a CAT
e sugere a participacio do cobre no mecanismo
de geracio ou protecio contra ERO,
dependendo da sua concentracdo nas células.
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