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RESUMO

O prion é uma proteina de superficie de membrana, presente no tecido
nervoso da maioria dos mamiferos. E uma proteina de tamanho médio (250
residuos de aminoacidos em sua estrutura primaria) e que ainda possui sua
funcéo biolégica indefinida, apesar de diversos estudos ja realizados. O prion é
responsavel por um conjunto de doengas chamadas Encefalopatias
Espongiformes, onde se incluem a Sindrome de Creutzfeld-Jacob e a
Encefalopatia Espongiforme Bovina (Mal da vaca Louca). Estas patologias
podem estar relacionadas a eventos de mudanga conformacional que ocorrem
na proteina durante o transporte de ions cobre para o neur6nio. Estudos
realizados na ultima década comprovaram a existéncia de uma interagéao entre
o prion e ions cobre(ll), que ocorre em regides definidas do prion: entre os
residuos de aminoacidos 60 e 91, e possivelmente entre os residuos de
aminodcidos 92 e 96 e 180 e 193. Diversas técnicas analiticas tém sido
utilizadas para o estudo da interacédo cobre - prion (EPR, RMN, espectrometria
de massa, espctroscopia CD-UV, Raman), no entanto ainda existe uma
caréncia de dados e uma divergéncia de resultados no que se refere aos
parametros quantitativos. Neste trabalho, utilizou-se a voltametria de
redissolucao anddica para estudar a interacdo do prion com os ions cobre (ll).
Inicialmente, fragmentos peptidicos, correspondentes aos sitios de ligacao do
cobre no prion (PHGGGWGQ: residuos 60 a 91; GGGTH: residuos 92 a 96;
VNITKQHTVTTTT: residuos 180 a 193), foram sintetizados pelo método Fmoc
de fase sélida. Em seguida, realizou-se a clivagem dos peptideos da resina e a
remogao de seus grupos protetores com reagentes orgéanicos. Os peptideos
foram posteriormente purificados utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa e padronizados por espectroscopia UV-Vis utilizando
a Lei de Beer e os métodos de Edelhoch e Murphy & Kies. A espectrometria de
massa foi utilizada para a identificacdo e verificagdo da pureza (determinacéo
da massa molecular e sequéncia) dos peptideos. Para todos os peptideos
estudados, observou-se a formacao de um complexo com os ions cobre(ll). A
estequiometria da reacdo de complexacdo do Cu?* com os peptideos foi de 1
mol de peptideo para 1 mol de ion cobre(ll), em todos os sistemas estudados,
estando em concordancia com a literatura. Duas metodologias foram utilizadas
para o célculo da constante de dissociacao (Kq) dos complexos: Lei da Agao
das Massas (Kg = 4,371 x 10® mol L™ - complexo Cu?*-Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH,; Kg= 4,334 x 10® mol L™ - complexo Cu?*-Ac-GGGTH-NH, e Ky = 5,240 x
10° mol L™ - complexo Cu®*-Ac-PHGGGWGQ-NH,) e Titulagdo Amperométrica
(Kg = 2,683 x 10° mol L - complexo Cu?*-Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,; Ky=
1,830 x 10° mol L™ - complexo Cu®*-Ac-GGGTH-NH, e Ky = 3,500 x 107"° mol
L™ - complexo Cu®**-Ac-PHGGGWGQ-NH;), Com base nestes resultados, foi
proposto um mecanismo para explicar a participacdo dos ions cobre(ll) nos
eventos de mudancga conformacional caracteristicos das sindromes. Os ions
cobre(ll) que se ligam ao prion na regiao entre os residuos 60 e 91 (complexo
mais estavel) teriam participacao direta na mudanca conformacional, enquanto
que os ions cobre(ll) que se ligam as outras regides do prion (residuos 92 a 96
e 180 a 193) atuariam no papel biolégico da proteina, que consiste em
transportar ions cobre até enzimas que previnem danos oxidativos nos
neurdnios.



ABSTRACT

Prion is a protein of membrane surface, which is present in the majority
of the mammalians. It is a protein of average size (250 amino acid residues in
its primary structure) that still has its biological function unclear, although many
studies have been already done. Prion is responsible for a group of diseases
called Spongiforms Encefalopaties, such as Creutzfeld-Jacob Disease and
Bovine Spongiform Encefalopaty (Mad Cow Disease). The occurrence of these
diseases can be related to conformational changes that occur in the structure of
the protein during the transport of copper ions to neurons. Many studies, which
have been carried out in the last decade, demonstrated that there is an
interaction between prion and copper(ll) ions, that occurs at certain peptide
fragments of prion: between 60 and 91 amino acids residues and possibly
between 92 and 96 and 180 and 193 amino acids residues Many analytical
techniques have been used to study the interaction between copper and prion
(EPR, RMN, mass spectrometry, CD-UV spectroscopy, Raman). However, the
quantitative data obtained in the studies differ significatively and there is still
many information about the interaction that remains unclear. In this work, the
anodic stripping voltammetry was used to study the interaction between copper
(I) ions and prion. Initially, peptide fragments, which correspond to cooper
binding sites at prion (PHGGGWGQ: 60 to 91 amino acid residues; GGGTH: 92
to 96 amino acid residues; VNITKQHTVTTTT: 180 to 193 amino acid residues),
were synthesized by Fmoc-solid phase method. Then, the peptides were
cleaved from the resin and its protecting groups removed with organic reagents.
The peptides were then purified by reverse phase high performance liquid
chromatography and their concentrations were determined by UV-Vis
spectroscopy using the beer law, and Edelhoch and Murphy & Kies methods.
Mass spectrometry was used to identify and characterize the peptides
(molecular mass and amino acid sequence determination). The formation of a
complex with cooper(ll) ions was observed for all the three studied peptides.
The stoichiometry rate was found to be 1 mol of peptide to 1 mol of Cu?* ion for
all the three studied systems. These obtained values are in agreement with
literature. Two methodologies were used to determine the dissociation constant
(Kq) of the complexes: Action Law Mass (Kg = 4.371 x 10® mol L — Cu®*-Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH: complex; Kg = 4.334 x 10® mol L™ — Cu®**-Ac-GGGTH-
NH, complex and Ky = 5.240 x 10° mol L' — Cu®-Ac-PHGGGWGQ-NH;
complex) and Amperometric Titration (Kq = 2.683 x 10° mol L - Cu®*-Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH, complex; Ky = 1.830 x 10° mol L™ - Cu**-Ac-GGGTH-
NH, complex and Kq = 3.500 x 10" mol L' - Cu®*-Ac-PHGGGWGQ-NH,
complex). Based on these results, a mechanism was proposed to explain the
involvement of copper(ll) ions in the conformational change events that are
observed in the occurence of the Spongiforms Encefalopaties. The copper(ll)
ions, which bind to the fragment between 60 and 91 amino acid residues (more
stable complex), would have direct participation in the conformational changes,
while the copper(ll) ions, which bind to the others fragments in the prion (92 to
96 and 180 to 193 amino acid residues) would act in the biological function of
the protein, that is to transport the copper(ll) ions to anti-oxidative enzymes in
the neurons.
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l. INTRODUCAO

Dentre o0s elementos quimicos conhecidos, somente treze séao
considerados essenciais para plantas e animais, sendo que quatro (Na, K, Mg
e Ca) estdo presentes nos organismos vivos de forma abundante e os outros
nove (V, Cr, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu e Zn) estdo presentes em pequenas
quantidades e sdo denominados de elementos tragos. Os diferentes papéis
exercidos por estes elementos nos sistemas biolégicos podem ser classificados
como estruturais (onde o ion metalico ajuda a estabilizar a molécula) e
funcionais (quando o ion metélico esta envolvido na reatividade do sitio
biolégico) (1).

O cobre € um dos elementos de transicdo mais abundantes nos
organismos vivos. Este ion metalico esta presente em varias proteinas que
estdo envolvidas em diversos processos essenciais a vida, incluindo a
respiracdo e o controle de espécies radicalares decorrentes da reatividade do
oxigénio. A grande diversidade de estruturas e reatividades apresentadas por
estas proteinas de cobre motivou inUmeros estudos bioinorgénicos, visando
mimetizar aspectos espectroscépicos e magnéticos, além de suas
caracteristicas funcionais (2). O prion é uma proteina presente no tecido
nervoso de mamiferos em geral, e que no homem apresenta 250 residuos de
aminodcidos em sua estrutura (3). Nos ultimos anos, o interesse pelo prion
aumentou bastante devido a seu envolvimento com sindromes denominadas
encefalopatias espongiformes, onde incluem-se no grupo destas doencas, por
exemplo, a Sindrome de Creutzfeld-Jacob (manifestada no homem) e a
Encefalopatia Espongiforme Bovina (manifestada em bovinos), mais conhecida
como Doenca da Vaca Louca. Trabalhos recentes (4,18) tém sugerido que ions
cobre(ll) ligam-se a regides especificas do prion, promovendo mudancas
conformacionais na molécula, as quais estdo diretamente relacionadas as
respectivas sindromes. Porém, a descricao de todos os parametros qualitativos
e quantitativos desta interacéo ainda é questionada e incerta, o que tem aberto
um amplo debate no sentido de investigar quantitativamente as suas

2+

caracteristicas, e com isto elucidar o envolvimento do Cu“" na manifestacao

das encefalopatias espongiformes transmissiveis. Véarias técnicas analiticas



tém sido utilizadas (4), em sua maioria, as espectroquimicas, para estudar o
sistema cobre(ll) -prion. No entanto, os resultados obtidos até o momento ainda
nao explicam definitivamente como ocorre a interacdo e qual seria sua relacéo

com as patologias.

Il. OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como objetivo principal estudar a interacdo dos ions
cobre (ll) com o prion, utilizando técnicas voltamétricas. Para a investigagcéo de

tal sistema, foram propostas as seguintes etapas:

1) Sintetizar os peptideos que representam os possiveis sitios de ligacao
do cobre no prion, pelo método Fmoc de fase sélida;

- Sintetizar os peptideos com as seguintes sequiéncias: Ac-VNITKQHTVTTTT-
NHz, Ac-PHGGGWGQ-NH,, Ac-PQGGGGWGQ-NH:, e Ac-GGGTH-NH,,
utilizando como suporte uma resina.

- Clivar (remover) os peptideos do suporte polimérico e retirar grupos

protetores provenientes da sintese.

2) Purificar os peptideos do prion utilizando a técnica da cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa;

3) Caracterizar os peptideos do prion por espectrometria de massa

(comprovacao da pureza e da seqiiéncia);

4) Padronizar as solucoes dos peptideos do prion por espectroscopia UV-
Vis utilizando os métodos de Edelhoch (para peptideos que contém
Triptofano) e de Murphy e Kies (para os que nao contém Triptofano);

5) Determinar os parametros quantitativos dos sistemas peptideos do
prion — Cu®** (K4, estequiometria, sitios de ligacdo) utilizando a técnica de
Voltametria de Redissolucao Anddica.



ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. O cobre

1.1 Caracteristicas gerais

O ion cobre(ll) (5-6) é uma forma oxidada do elemento de transigdo do
grupo 11, que contém um sub-nivel d incompleto (d°), o que |lhe confere a
capacidade de participar de reacbes redox, além de formar compostos de
coordenacdo com varios ligantes, que apresentam geralmente cor azul. O
cobre(ll) aceita facilmente um par de elétrons (acido de Lewis) e é
moderadamente abundante, sendo o vigésimo-quinto elemento mais
abundante, em peso, na crosta terrestre. O cobre(ll) exerce varias funcoes
estruturais e bioguimicas, regulando alguns sistemas biolégicos (5).

O ion cobre(ll) é uma espécie essencial a vida e uma pessoa adulta tem
no organismo cerca de 100 mg de Cu. E o terceiro elemento de transicdo em
quantidade, sendo superado apenas pelo Fe (4 g) e pelo Zn (2 g). Embora em
pequenas quantidades o cobre seja um elemento essencial, em quantidades
maiores € toxico. Cerca de 4 a 5 mg de Cu sao necessarios na dieta diaria. Em
animais, a deficiéncia desse metal resulta na incapacidade de aproveitar o ferro
armazenado no figado, e o animal passa portanto a sofrer de anemia. Ja
grandes quantidades deste elemento podem causar disturbios, como a Doenca
de Wilson (5-6).

1.2 Proteinas de cobre

O cobre pode estar presente em uma metaloproteina (quando o metal
faz parte da estrutura da proteina, irreversivelmente) ou como um complexo
proteina-metal (quando o metal se liga a proteina de forma reversivel) (6).
Existem basicamente trés tipos de centros de cobre em proteinas: os centros



“azuis” do cobre, os centros normais, chamados “ndo-azuis” e os dimeros de
cobre (Tabela 1).

Em relacdo aos centros cobre-ligantes em uma proteina, estudos mais
recentes tém sugerido combinacdes especiais, além dos modelos classicos
(Tabela 1), onde existem por exemplo trimeros combinando os tipos 2 e 3 (os
dois centros de cobre na citocromo c oxidase). A Tabela 2 mostra algumas
proteinas de cobre e o tipo de centro de cobre caracteristico.

Para muitas proteinas contendo ferro, existem proteinas “paralelas” de
cobre analogas com fungdes compativeis (Tabela 3). A correspondéncia entre
a reversibilidade da ligagdo do O, com hemoglobina e hemocianina é um
exemplo classico: ambos metais estdo envolvidos em processos protéicos de
transferéncia eletrbnica, na fotossintese e respiracao celular, em oxidases e

oxigenases, e na desativacao de intermediarios téxicos da redugao de O (6).

TABELA 1 — CARACTERISTICAS DE CENTROS DE COBRE CLASSICOS
EM PROTEINAS.

Geometria de coordenacao geral |Funcao, estrutura e caracteristica

Tipo 1: centros “azuis” de cobre
Funcdo: transferéncia eletrdnica
reversivel

Estrutura: Fortemente distorcida,
coordenagéo bipiramidal.
Geralmente duas histidinas como

ligantes, uma metionina, uma

cisteina e uma molécula de agua.




TABELA 1 - CARACTERISTICAS DE CENTROS DE COBRE CLASSICOS
EM PROTEINAS (continuacao).

Geometria de Funcao, estrutura e caracteristica

coordenacao geral

Tipo 2: centros “ndo-azuis” de cobre

Nitrogénios de histidina ~ . ~
s et Funcao: ativagao de O, do estado Cu* em

Cu(ll cooperagdo com coenzimas

Estrutura: quadrado-planar, com fraca
coordenacao adicional (efeito Jan-Teller para
agua L ;
Cu?"). Geralmente 3 histidinas e uma molécula

de agua como ligantes.

P Tipo 3: dimeros de cobre
® rirogenio Funcéo: Reducgéo de O, do estado Cu*-Cu”
Estrutura: dimero em ponte, distancia Cu-Cu de
aproximadamente 360 pm. Geralmente
.cm " histidinas como ligantes e um hidréxido em

ponte.

Nitrogénio
(histidina)

Fonte: KAIM, W. SCHWEDERSKI, B., "Bioinorganic Chemistry: Inorganic Elements in the
Chemistry of Life", 1st ed. John Wiley & Sons, USA, 1994.

TABELA 2 - ALGUMAS PROTEINAS DE COBRE REPRESENTATIVAS.

Funcao e proteina tipica Massa Quantidade e tipo Ocorréncia
molecular de centros de
(kDa) cobre

Transferéncia de
elétrons(Cu* —
Cu®* +¢)

Plastocianina 10,5 1 centro tipo 1 Participacao na
fotossintese




TABELA 2 — ALGUMAS PROTEINAS DE COBRE REPRESENTATIVAS
(continuacao).

Funcao e proteina Massa Quantidade e Ocorréncia
tipica molecular | tipo de centros
(kDa) de cobre
Azurina 15 1 centro tipo 1 Partcipacao na
fotossintese bacteriana
Oxidases “azuis” (O2
< 2 H,0)
Laccase 60-140 1 centro tipo 1 | Oxidacéao de polifendis e
(trimero) poliaminas em plantas
Ascorbato oxidase 150 2 centros tipo 1| Oxidacao de ascorbato
em plantas
Transporte e
armazenamento de
Ceruloplasmina 130 2 centros tipo 1 cobre; funcao
antioxidante no plasma
sangliineo
Oxidases “nao-
azuis” (02 « H20,)
Galactose oxidase 68 1 centro tipo 2 | Oxidacao alcodlica em
fungos
Degradacao de aminas
Amino-oxidases >70 1 centro tipo 2 para compostos
carbonilicos
Monooxigenases (O-
— H20 + substrato-
O)
Oxidacéao de cadeia
Dopamina 3 — 280 8 centros tipo 2 | lateral da dopamina para

monooxigenase

norepinefrina no cortex

da adrenal




TABELA 2 — ALGUMAS PROTEINAS DE COBRE REPRESENTATIVAS
(continuacao).

(artrépodos)

Funcao e proteina Massa Quantidade e Ocorréncia
tipica molecular | tipo de centros
(kDa) de cobre
Orto-hidroxilagao de
fendis e subsequente
Tirosinase 42 2 centros tipo 3 | oxidagao para o-quinonas
na pele, polpa de frutas,
etc
Dioxigenases (O-
— 2 substrato-0)
Quercetinase 110 2 centros tipo 2| Clivagem oxidativa de
quercetina em fungos
Oxidases
terminais (O, — 2
H20)
1 centro tipo 1 Ponto final da cadeia
Citocromo-c >100 e 1 centro tipo respiratéria
oxidase 2
Degradacao de
superoéxido (2 0"
— 0y + 0°)
Cu.Zn-superéxido- 32 2 centros tipo 2 | Desprotonagdo de O, em
dismutase eritrécitos
Transporte de
oxigénio
n x50 2 centros tipo 3 Transporte de O, em
Hemocianina (moluscos) por cada hemolinfa de moluscos e
nx75 subunidade (n) atrépodos




TABELA 2 - ALGUMAS PROTEINAS DE COBRE REPRESENTATIVAS

(continuacao).

Funcao e Massa Quantidade e tipo Ocorréncia
proteina tipica molecular de centros de
(kDa) cobre
Funcdes no
ciclo do
nitrogénio
Nitrito-redutase 108 3 centrostipo1e 3| Reducdo de NOy
centros tipo 2
2 centros tipo 1 e 3 Reducéao de N.O
N2O redutase 140 centros tipo 3 para Nz no ciclo do
nitrogénio

Fonte: KAIM, W. SCHWEDERSKI, B., "Bioinorganic Chemistry: Inorganic Elements in the
Chemistry of Life", 1st ed. John Wiley & Sons, USA, 1994.

TABELA 3 - CORRESPONDENCIA DE PROTEINAS DE FERRO E DE

COBRE.

Funcao

Proteina de Fe

Proteina de Cu

Transporte de O,

Hemoglobina

Hemocianina

Hemocianina

Oxigenacao

Citocromo P-450
Metano monooxigenase

Catecol dioxigenase

Tirosinase

Atividade de oxidase Peroxidases Amino oxidases
Laccase
Transferéncia eletrdnica Citocromos Proteinas azuis de Cu
Funcéao antioxidativa Peroxidases Superoxido-dismutase
Dismutases

Reducéao de NOy

Nitrito-redutase

contendo heme

Nitrito redutase
contendo Cu

Fonte: KAIM, W. SCHWEDERSKI, B., "Bioinorganic Chemistry: Inorganic Elements in the
Chemistry of Life", 1st ed. John Wiley & Sons, USA, 1994.




Entretanto, ferro e cobre também mostram algumas diferencas gerais
em sua fungéo fisiologica:
- Contrariamente ao ferro no grupo heme, o cobre bioldégico ndo ocorre em
compostos coordenados com tetrapirrol. Particulamente o cobre liga-se ao
nitrogénio iminico no anel imidazélico da histidina que pode formar, uma forte e
cineticamente inerte ligacdo nos dois estados de oxidagao relevantes, (+l) e
(+I). O cobre pode se manter ligado sem a necessidade de formacao de um
anel especial, como ocorre no grupo heme com o ferro.
- Como regra geral, os potenciais redox para a transicdo Cu* : Cu?* sdo
maiores que aqueles para o par Fe?* :_Fe3+, considerando ligantes fisioldgicos
e nao-fisioldgicos. Proteinas de cobre como a ceruloplasmina (que transporta
de 80 a 95 % do cobre plasmatico) podem inclusive catalizar a oxidacdo do
Fe?* para Fe®' (reatividade da ferroxidase) (6).
- Em solugdes aquosas neutras, e em agua do mar, a forma oxidada Cu®** é
mais esavel que Cu® quando forma compostos com ligantes haletos ou
sulfetos; em contraste, a forma oxidada é menos estavel no sistema Fez*‘:_
Fe®*. Em vista da produgéo biogénica de O, durante a evolugédo primitiva, essa
diferenca também teve implicacbes geoquimicas em termos de aumento da
precipitacao de ferro e mobilizacao de cobre (7).
- Devido ao seu aparecimento e biodisponibilidade mais tardios na evolucéo, o
cobre(ll) é essencialmente encontrado no espaco extracelular (ligado a

proteinas), enquanto que o ferro ocorre principalmente no interior das células

(8).

Considerando que um humano nao requer proteinas de cobre para seu
transporte estequiométrico de oxigénio, a quantidade total de aproximadamente
100 mg no corpo de um adulto é relativamente pequena. Porém, a tolerancia é
também pequena para grandes desvios dessa quantidade, principalmente por
causa da regra essencial deste elemento-traco na desativacao de superoxido e
na cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria. Neste contexto, quatro
patologias relacionadas com o cobre podem ser mencionadas:

- A Doenca de Wilson envolve uma disfuncdo hereditaria da capacidade de

armazenamento de cobre no corpo relacionada a proteina ceruloplasmina. O
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ion metélico é entdo acumulado no figado e no cérebro, levando a deméncia,
faléncia do figado e a morte. O tratamento para esta doenca requer a
administracdo de ligantes quelatos especificos para cobre, como a d-
penicilamina. Este ligante contém sitios de coordenacdo de S (tiolato), e N
(amina) para garantir a especificidade para cobre(l) e cobre(ll)
respectivamente, e uma fungédo carboxilica hidrofilica, que faz com que o
complexo resultante seja excretavel (6).

- A deficiéncia de cobre pode ocorrer, particulamente em recém-nascidos,
quando o transporte e os mecanismos de armazenamento do metal envolvendo
a albumina sérica, ceruloplasmina e metalotioneina se estabilizam somente
alguns meses apo6s o nascimento. Devido ao papel essencial do cobre na
respiracao (envolvendo a citocromo ¢ oxidase), esta deficiéncia pode causar
uma insuficiente utilizacao de oxigénio no cérebro (6).

- A Sindrome de Menke é baseada em uma disfuncao hereditaria do transporte
de cobre intracelular. Os sintomas resultantes da deficiéncia de cobre em
criangas incluem graves disturbios no desenvolvimento fisico e mental,
acompanhado pela ocorréncia de cabelo enroscado: uma terapia efetiva
baseada na administracdo intravenosa de compostos de cobre € necessaria
nestes casos. A ocorréncia de cabelos enroscados devido a desordens no
metabolismo de cobre ilustra que este elemento participa na formacao de
proteinas estruturais (colageno, queratina). O gene responsavel pela Sindrome
de Menke foi localizado no cromossomo X e ja foi clonado, e seis sitios Cys-X»-
Cys foram estabelecidos como possiveis sitios de ligacao de cobre (9).

- Mutagcoes em superdxido-dismutases dependentes de cobre séao
responsaveis pela desordem neurodegenerativa conhecida como Doenca de
Lou Gehrig ou esclerose lateral amiotrofica famlliar (6).

2. O prion

2.1 Caracteristicas gerais

O prion, proteina presente no tecido nervoso de mamiferos em geral,

possui funcédo praticamente desconhecida em sua forma normal — chamada
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Prpc. Experimentos com camundongos que eram deficientes do gene que
codifica a Prpc, mostraram que estes animais viviam normalmente, porém com
uma expectativa de vida de aproximadamente 70 semanas, sendo que 0S
individuos normais apresentavam uma expectativa de vida média de 100
semanas (10-11). Além disso, camundongos deficientes do mesmo gene
codificador de Prpc, apresentaram ritmo cardiaco alterado, mas eram
clinicamente normais e aptos a reproducgéo (12).

A estrutura do prion (forma normal), composta por 250 residuos de
aminoacidos, é fortemente conservada em todas as espécies que apresentam
o Prpc no tecido nervoso. Modificagdes pds-traducionais removem os primeiros
22 residuos; e a proteina livre encontrada na superficie de membrana dos
neurdnios se estende, portanto do residuo 23 até o 231. A estrutura secundaria
do Prpc foi elucidada por RMN multidimensional, onde trés regides de a-hélice
e 2 regides de folha-B foram observadas (13). Na estrutura primaria do Prpc
(Figura 1), observa-se um nonapeptideo seguido de quatro octarepeticoes
(peptideo com oito residuos — PHGGGWGQ - que se repete seguidamente
quatro vezes) préximas a extremidade N-terminal, dois sitios de glicosilacao e
uma ponte dissulfeto. Além disso, a ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) liga
o Prpc a parte externa da superficie da membrana celular (14). Estudos
recentes tém mostrado que a regiao de repeticao da estrutura primaria do Prpc
(residuos 60 a 91) interage com ions cobre(ll) (4). Estes estudos
desencadearam o uso de varias técnicas para investigar e conhecer melhor
esta interacdo, além de propor uma possivel relacdo com as encefalopatias
espongiformes transmissiveis. Mais recentemente, outros trabalhos foram
realizados para estudar as regides entre os residuos 92 e 96 e entre 180 e 193,

consideradas também fortes sitios de ligagdo de ions cobre(ll).
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Figura 1 — Estrutura primaria do Prpc.

Em cinza, regides de peptideo-sinal removidas ainda na biossintese. Em azul, regiées de a-

hélice; em verde, regides de folha-B; em branco, residuos de cisteina participantes de ponte de

sulfeto; em amarelo, regido de possivel interagdo com ions metdlicos. Em laranja, residuos de

histidina que estabelecem possiveis ligacdes com ions metalicos. [Retirado de LEHMANN, S.
(2002) Current Opinion in Chemical Biology 6, 187]

As patologias ligadas ao Prpc sdo do grupo das encefalopatias

espongiformes transmissiveis (TSE’s), doencas raras e neurodegenerativas,

portanto, fatais. Podem se manifestar tanto no ser humano quanto na maioria

dos mamiferos. Este grupo de doencas neuroldgicas inclui, entre outras, a

Sindrome de Creutzfeld-Jacob (CJD),

a Insénia fatal, a Sindrome de

Gerstmann-Straussler (GSS), todas em humanos, assim como a Encefalopatia

Espongiforme Bovina (BSE) em bovinos. O evento patologico esta relacionado

ao fato do Prpc causar um acumulo protéico insoluvel no cérebro (14).

O Prpc é produto de um unico gene, o Pnrp. O gene Pnrp codifica trés

glicoformas de Prpc: mono-glicosilada, di-glicosilada e n&o-glicosilada.

Entretanto, nenhuma modificacdo de sequéncia ou de diferenca poés-

translacional € observada quando da contaminagdo com qualquer patologia do

grupo das TSE’s. A isoforma patolégica, conhecida como Prpsc, envolve

somente uma alteracdo conformacional, na qual os dominios a-hélice diminuem

e os dominios folha-g aumentam (13-14). Os modelos conformacionais do Prpc

e do Prpsc podem ser observados na Figura 2.

Baseando-se nos modelos conformacionais,

alguns especialistas

conferem ao Prpsc similaridades com estruturas de toxinas que formam
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agregados insoluveis. O Prpsc apresenta diferentemente do Prpc, um centro
resistente a protease, consequiéncia do processo de mudanca conformacional
(com detalhes ainda desconhecidos) do Prpc predominantemente a-hélice para
o Prpsc predominantemente folha-B (15-16). Apesar da genética molecular,
metabolismo, bioquimica e estrutura do Prpc serem bem elucidados, muito
pouco € conhecido sobre 0 mecanismo patolégico das “doencas do prion” (as
TSE’s).

Figura 2 — Modelos do Prpc (esquerda) e do Prpsc (direita).

Destacadas em verde, os dominios a-hélice. Em azul, dominios folha-B. [Retirado de

www.cmpharm.ucsf.edu/cohen]

2.2 As “doencas do prion”

Na maioria dos casos, as TSE’s ndo apresentam grandes
anormalidades no cérebro infectado durante um bom tempo. Porém, pacientes
infectados que sobreviveram por muitos anos, apresentaram variados graus de
atrofiamento do cérebro, quando comparados com aqueles observados em
outras doengas neurodegenerativas. Os eventos microscopicos tipicos de uma

TSE séao: desidratagdo dos neurbnios da matéria cinzenta; perda neuronal
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drastica e variado grau de acumulo de agregados de Prpsc. A degeneragéao
espongiforme consiste de um agrupamento difuso ou centralizado, pequeno, de
varios vacuolos arredondados, como se fossem bolhas, que podem tornar-se
rigidos e secos. A perda neuronal ocorre por apoptose (morte programada da
célula) e a disfungao do cérebro ocorre em seguida (14). A Figura 3 mostra um

cérebro, em autdpsia, de animal contaminado.

-

regioes
infectadas

Figura 3 — Cérebro de animal contaminado com BSE. [Retirado de niah.naro.affrc.go.jp]

Todas as TSE’s conhecidas em animais € humanos levam ao acumulo
de agregados de Prpc anormal no sistema nervoso central, as vezes na forma
de placas amildides, similarmente as lesdes causadas por outros processos
neurodegenerativos, como a Doenga de Alzheimer (14).

A origem e o mecanismo infeccioso das TSE's, principalmente no
tocante a conversdo conformacional do Prpc, ainda sdo motivos de
controvérsia. Observa-se que a patologia pode ocorrer por simples perda de
funcéo do Prpc, por atividade toxica do Prpsc, ou pela combinagao desses dois
fatores. Muitos estudos tém sido realizados para elucidar a natureza do agente
infeccioso das TSE’s, mas os mais recentes tém se concentrado em duas
questdes: a funcéo real do Prpc (pois a perda da funcado poderia causar a
mudanca conformacional) € no mecanismo infeccioso das TSE’'s. Estas

investigacées passam pelo estudo de interacdes biolégicas que o Prpc possui
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com outros agentes (ions metalicos, por exemplo), que podem explicar como é
originado o Prpsc, e também pela obtencdo de detalhes de como o Prpsc, ja
presente no organismo, se replica, contaminando outros Prpc’s (14).

Uma das TSE’s mais conhecidas, a BSE, ou simplesmente Doenca da
Vaca Louca, recebeu a atencdo geral da comunidade cientifica pela primeira
vez em novembro de 1986 com o surgimento de uma nova forma de doenca
neuroldgica na Inglaterra. Em 1996, o governo britanico foi alertado por um
comité de cientistas de que uma nova variante da Sindrome de Creutzfeldt-
Jakob (CJD) tinha sido identificada e encontrada no gado, sendo logo
relacionada a BSE. Dois meses depois, 0 governo anunciou o novo surto da
doenca. Em um periodo de 60 dias, foram confirmados 160 mil casos no pais.
A transmissao da BSE para seres humanos através do consumo da carne é
facilitada pelo fato do Prpsc apresentar resisténcia a variagbes drasticas de
temperatura (cozimento, pasteurizacdo, desidratacdo e congelamento). Os
estudos epidemiolédgicos sugeriram que a origem da doenca era a ragao para
gado preparada a partir das carcagas de outros animais ruminantes, e que 0s
processos de fabricacao da racao introduzidos em 1981-1982 poderiam ter sido
uma causa adicional. A interpretacdo dos estudos levou a conclusdo de que
animais mortos portadores da BSE estavam sendo utilizados como alimento de
outros animais, 0 que aponta para uma contaminacdo em larga escala, como
foi realmente observado na Gra-Bretanha. Até outubro de 1996, a BSE foi
encontrada em 10 paises. Em Portugal, Franca, Irlanda e Suica, a doenca
ocorreu em gado nativo. No Canada, Dinamarca, Ilhas Malvinas, Alemanha,
Italia e Oman, houveram casos que foram atribuidos a importacdo de gado da
Inglaterra. Possivelmente, a BSE presente no gado teria causado alguns casos
de CJD em humanos através do consumo da carne. Conseqlentemente,
milhares de cabecas de gado foram sacrificadas na Europa entre 1988 e 1997
(17).

A doenca também chegou a ser registrada nos Estados Unidos, no
estado de Washington, em 2003, devido a uma vaca importada do Canada.
Este caso bloqueou o equivalente a bilhdes de dblares em exportagdes de
carne dos Estados Unidos e levantou duvidas sobre a seguranca dos alimentos
no pais. Mais recentemente, foram também registrados casos em junho de

2005 e em janeiro de 2006, no estado do Alabama, mas as autoridades
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asseguraram que em nenhum dos casos, dentro dos EUA, os animais
contaminados chegaram a entrar na cadeia de alimenta¢cdo humana (18).

A importagcédo de carne americana foi proibida no Japao desde o primeiro
caso registrado em 2003; no entanto, foi revogada em dezembro de 2005, apds
intensa pressao de Washington (O Japao € o mercado mais lucrativo para a
carne americana). Porém, menos de um més apds a revogacao, o Ministério da
Agricultura Japonés voltou a suspender as importagdes, devido aos novos
casos diagnosticados nos EUA e a um carregamento de carne americana que
violou a regras de seguranca, porque continha material da espinha dorsal de
animais, regidao com alto risco de conter a infeccao (18).

2.3 Interacoes prion-cobre

Trabalhos recentes tém mostrado que o Prpc liga-se a ions cobre(ll),
principalmente na regiao entre os residuos 60 e 91, ou seja, na regido das
octarepeticdes (3-4). Desde entdo, diferentes técnicas (EPR, CD, Raman,
espectrometria de massa, cristalografia de raios-X, RMN) tém sido utilizadas
para investigar esta interagcdo e tentar relaciona-la com as alteragcdes na
estrutura secundaria da proteina, que causam as doencas do prion. Mas além
da regido das octarepeticbes, outros possiveis sitios também tém sido
estudados (regido entre os residuos 92 e 96 e regiao entre os residuos 180 e
193) (28,30).

2.3.1 A interacao dos ions cobre(ll) nos sitios das
octarepeticoes do prion

Hornshaw e colaboradores (19) apresentaram as primeiras evidéncias
da existéncia da ligacdo Cu®* - prion, utilizando a espectrometria de massa e os
peptideos sintéticos Ac-(PHGGGWGQ)3-NH,» e Ac-(PHGGGWGQ)4-NH: (regiao
das octarepeticdes no prion). Na presenca de solucdes de sais de cobre,

Hornshaw e colaboradores verificaram o aparecimento de ions com massa
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correspondente aos peptideos ligados a Cu®* no espectro de massa MALDI-
TOF, que indicavam a ligacao.

Miura e colaboradores (3), a partir de dados obtidos por espectroscopia
Raman, sugeriram que a ligacdo do ion cobre(ll) a regido das octarepeticoes
estabilizava, de certa forma, uma estrutura de a-hélice. Desta forma, a regiao
do residuo 84 a 103, poderia ser promotora de formacao de a-hélice, o que de
certa forma impediria a conversao conformacional responsavel pelas patologias
(Figura 4).

PrP(84-103)
=
\;’—\k
= A
= Pri(84-103)
T

oo 000 900 800
WAVENUMBER / cm-

Figura 4 — Espectros Raman referentes ao Prp [84-103] na auséncia (acima) e na
presenca (abaixo) de Cu?. Observa-se um aumento da banda em 921 cm™ relativa a um
estiramento C-C caracteristico de interagcdes de a-hélice. [Retirado de MIURA, HORI-I A.,
TAKEUCHI, H. (1996) FEBS Letters 396, 248].

Apesar dos estudos realizados, ainda era necessério obter informagdes
mais detalhadas referentes a essa interagdo, como por exemplo as regides
onde efetivamente havia ligagdes com Cu?*, a correta estequiometria (quantos
Cu?* para cada proteina) e o Ky destes complexos. Neste sentido, Stockel e
colaboradores inicialmente propuseram um modelo para o complexo Cu?*-prion
(Figura 5), utilizando o prion purificado a partir do tecido nervoso de ratos. Além
disso, lancaram uma possivel funcao para o prion, que ainda ndo era cogitada:
a de ser responsavel pelo transporte de ions cobre(ll) até enzimas cujas
funcdes sdo de prevenir danos oxidativos. Stockel e colaboradores também
introduziram técnicas de espectroscopia UV de Dicroismo Circular (CD) e de

Fluorescéncia no estudo da interacao do prion com o cobre(ll). Baseados nos
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resultados obtidos com essas técnicas, também sugeriram que a ligagdo com o
Cu?* induzia a formagdo de agregados de folhas-B (Figura 6), contrariamente

ao que se pensava até entao (20).

Figura 5 — Primeiro modelo do complexo Cu** - prion, na regido onde se sabia que ligava
o ion metalico. A geometria seria quadrado-planar, ligando-se a dois anéis imidazdlicos de
residuos de histidina, de duas octarepeticdes seguidas. Os demais ligantes seriam grupos
carbonila de residuos de glicina. [Retirado de STOCKEL, J., SAFAR, J. WALLACE, A.C,,
COHEN, F.E., PRUSINER, S.B. (1998), Biochemistry, 37, 7185].
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Figura 6 — Espectro UV de Dicroismo Circular (CD) do prion purificado de ratos na
auséncia (linha continua) e na presenca (linha tracejada) de Cu®. As alteracoes
observadas no espectro quando da presenca de Cu®* mostraram uma diminuicdo da
contribuicdo de a-hélices na estrutura secundaria da proteina (fato observado no diferente
formato da curva no espectro, formato este nao caracteristico de uma estrutura de a-hélice), e
um aumento de contribuicdo de folhas-f3. [Retirado de STOCKEL, J., SAFAR, J. WALLACE,
A.C., COHEN, F.E., PRUSINER, S.B. (1998), Biochemistry, 37, 7185].
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Tomando como base os resultados obtidos por Stockel e colaboradores
(20), poder-se-ia imaginar uma estequiometria de apenas dois Cu?* por
proteina, pois sdo quatro octarepeticdes, cada duas ligando a um Cu?*. Porém,
Viles e colaboradores (21), utilizando peptideos sintéticos, e as técnicas de
Dicroismo Circular (CD), Ressonancia Magnética Nuclear de préton (‘H RMN)
e Ressonancia Eletrénica de Spin (ESR), propuseram uma estequiometria de 4
Cu?* por proteina, a partir de ligacbes cooperativas (Figura 7). Isto foi
observado apés indicacdo da geometria quadrado-planar sugerida pelos dados
de ESR e 'H RMN.

Com os dados espectroscopicos, Viles e colaboradores ndo chegaram a
nenhuma conclusdo a respeito da influéncia do Cu®* na estrutura secundaria do
prion. As alteragdes observadas nos espectros CD sinalizaram uma mudanca
conformacional, quando ocorria a complexacao (Figura 8). No entanto, esta
estrutura ndo seria definida como uma a-hélice ou uma folha-B tipica. As
mudancas conformacionais observadas nos espectros CD (UV e visivel) foram
atribuidas a formacao de um loop simples (21).

o e

Figura 7 — Modelo proposto por Viles e colaboradores. Cada residuo de histidina
participaria da ligacdo com dois Cu**, e o quarto ligante seria uma molécula de &agua.
Geometria seria realmente quadrado-planar. [Retirado de VILES, J.H., et al (1999) Proc. Natl.
Acad. Science 96, 2042.
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Figura 8 — Espectro UV-CD da regidao do prion entre os residuos 58 e 91 na auséncia de
Cu* e em adigoes sucessivas de equivalentes de CuSO, (azul-claro— laranja).
Claramente observa-se a formagdo de uma nova estrutura conformacional, porém néo
podendo classifica-la como a-hélice ou folha-. Observa-se na figura a presenga de um ponto
isosbéstico em aproximadamante 210 nm, indicando um provavel equilibrio de estruturas
[Retirado de VILES, J.H., et al (1999) Proc. Natl. Acad. Science 96, 2042].

Outro parametro importante estudado por Viles e colaboradores foi a
influéncia do pH na interagdo do Cu?* com a regido das octarepeticdes.
Experimentos de espectroscopia CD no visivel mostraram que a formacao do
complexo era extremamente sensivel a variagdo de pH e poderia haver

interacdo em um valor de pH mais baixo que o fisiolégico. (Figura 9).
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Figura 9 — Espectro CD do Ac-(PHGGGWGQ),-NH, apds adi¢do de equivalentes de Cu®*
em pH 5.3, 6.2 e 6.3. Observa-se claramente que a ligagdo ndo ocorre do mesmo modo em
cada pH. [Retirado de VILES, J.H., et al (1999) Proc. Natl. Acad. Science 96, 2042].
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Esta influéncia do pH foi melhor investigada por Whittal e colaboradores
(22), utilizando a espectrometria de massa ESI-TOF e o peptideo sintético Ac-
(PHGGGWGQ)4-NH,. Neste estudo, foi constatado que o pH, além de
influenciar a interacdo propriamente dita, também poderia influenciar
decisivamente a estequiometria da reacao. Observou-se que em valores de pH
mais préximos do fisiolégico, em concentragdes mais altas de Cu?*, eram
registrados ions com massa correspondente ao peptideo complexado com até
5 Cu?* (Figura 10).

Whittal e colaboradores realizaram uma analise da extensdo da
mudanca conformacional causada pelo pH, utilizando espectroscopia CD UV-
Vis. Estudos realizados a pH 6,0 mostraram que a alteracdo conformacional
provocada pela interagdo do Ac-(PHGGGWGQ)s-NH, com fons Cu?,
observada em espectros CD era bem menor que em pH 7,4. Porém, utilizando
espectrometria de massa ESI-TOF, contatou-se que ocorre ligagdoem pH 6,0,
ao contrario do que se imaginava, porém com menor estequiometria.

Outro parametro importante estudado por Whittal e colaboradores foi a
especificidade da ligacdo. Em experimentos de espectrometria de massa ESI-
TOF (22), o comportamento do Ac-(PHGGGWGQ)s-NH2 na presenca de
CuSQOy4, NiSO4 e ZnSO4 (Figura 11) foi investigado e verificou-se que o
peptideo ndo se ligava a outros metais divalentes, ao contrario do que ocorreu
com Cu?".

Burns e colaboradores (23) resolveram a estrutura do complexo Cu?*-
PHGGGWGQ (um peptideo) por cristalografia de raios-X, mostrando que
possivelmente a esfera de coordenacao seria uma piramide de base quadrada,
ou seja, uma pentacoordenacdo (Figura 12). No mesmo estudo, Burns e
colaboradores verificaram que o modelo proposto a partir da cristalografia de
raios-X estava em concordancia com os dados de EPR, que apontavam a
participacao dos primeiros residuos de glicina do peptideo na interacdo com o
centro metalico (23).
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Relatve Intensity 3
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Figura 10 - Estudo da variacio do pH e o numero de ions cobre(ll) ligados Ac-
(PHGGGWGQ),-NH,.(A) Adicdo de 10 uM de CuSO,. (B) Adicdao de 50 pM de CuSO,.
Observou-se que em determinados valores de pH, o numero de ions cobre(ll) complexados
aumenta [Retirado de WHITTAL, R.M., et al (2000) Protein Science, 9, 332].
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Figura 11 — Espectros de massa ESI-TOF do Prp (57-91) livre (A), na presenca de CuSO,
(B), de NiSO, (C) e ZnS0O, (D). Observou-se picos correspondentes a Cu®* ligados, e auséncia
de Prp (57-91) livre em (B), mas em (C) e (D) observou-se o Prp (57-91) livre [Retirado de
WHITTAL, R.M., et al (2000) Protein Science, 9, 332].
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Figura 12 — Representacdo molecular do complexo Cu®* - PHGGGWGQ. Observa-se que a
esfera de coordenacdo é uma piramide de base quadrada, sendo que o ligante axial seria uma
molécula de agua [Retirado de BURNS, C.S., et al (2002) Biochemistry, 41, 3991].

Viles e colaboradores, tomando como base os resultados de
espectroscopia UV-CD, propuseram também uma caracteristica de
cooperatividade entre os sitios de ligagdo de Cu?, na regido das
octarepeticdes. A resposta espectroscopica de um peptideo contendo as quatro
octarepeticdes foi diferente de uma octarepeticao isolada, tendo seu resultado
multiplicado por quatro. Além disso, confirmou-se também a especificidade da
ligacdo, ndo sendo observado nenhum outro ion metdlico divalente ligando-se
aos sitios (24).

Zahn (25) utilizou a Ressonancia Magnética Nuclear para confirmar que
o arranjo dos peptideos das octarepeticbes que se ligavam ao cobre era
diferente antes da formacdo do complexo (Figura 13). Este estudo reforca
hipotese anterior, que postulava que as mudancas conformacionais observadas
em espectros CD ndo eram oriundas de alteragbes de elementos de estrutura
secundarios no prion (a-hélice para folha-B ou vice-versa), mas sim da
formacdo de um simples /loop na regido para que o complexo Cu®*-prion possa

ser formado.
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Figura 13 — Comparacao dos arranjos 3D anterior e posterior a formacao do complexo
com Cu?*. Em verde, a cadeia principal e as cadeias laterais da sequiéncia HGGGW; as
demais cores representam a resolugdo estrutural por cristalografia de raios-X mostrada
anteriormente [Retirado de ZAHN, R. (2003) Journal of Molecular Biology, 334, 477].

A formacao de complexos entre o cobre e peptideos que simulam as
octarepeticdes no prion foi estudada também em pH mais basico, e constatou-
se que em valores de pH acima de oito ja ndo ocorria a interacao da mesma
forma que ocorria em pH fisiol6gico. A figura 14 mostra espectros no visivel, de
Dicroismo Circular, que apresentam o diferente comportamento do peptideo da

octarepeticdo em diferentes valores de pH na presenca de Cu®* (26).

300 400 500 600 700 800

Wavelength
Figura 14 — Espectro de absor¢ao no visivel de Dicroismo Circular para Ac-PHGGGWGQ-
NH, na presenca de Cu®. Observou-se neste espectro que em valores de pH mais basicos a
interagdo entre o peptideo e o Cu®* era mais fraca, devido a elipicidade negativa das bandas
observadas para pH 10,0 e 11,0. [Retirado de PAPPALARDO, G., IMPELLIZZERI, G.,
CAMPAGNA, T. (2004) Inorganica Chimica Acta, 357, 185].

Poucos estudos foram feitos até o momento em termos de célculo de Ky

para os diferentes complexos formados com Cu?* ao longo do prion. O Unico
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que se tem disponivel na literatura é para o complexo Cu(ll)-Ac-
(PHGGGWGQ)4-NH, — peptideo contendo as quatro octarepeticbes em
seqliéncia - , que em pH 6,0 tem o valor 7,0 x 107 mol L™, e em pH 7,4 possui
o valor de 2,0 x 107 mol L. Estes dados foram obtidos de espectros de massa
ESI calculados pela equagao abaixo (22):

Kqn = [peptideo.(n -1)Cu?*|[Cu?'] , onde:
2+
]

[peptideo.nCu

n = namero de ions cobre (Il) ligados.

2.3.2 A interacao dos ions cobre(ll) nos demais sitios de
ligacao do prion

Os diversos estudos realizados para investigar a interagdo Cu®*-prion
(19-22) apontaram para valores de estequiometria entre 2 e 5 ions cobre(ll) por
molécula de prion. No entanto, se até o momento apenas as quatro
octarepeticdes haviam sido identificadas como os sitios de ligacao de cobre no
prion, onde estaria o quinto sitio de ligagdo do Cu?*? Kramer e colaboradores
(27) realizaram um estudo da interacao de diferentes peptideos sintéticos com
fons Cu®* por espectrometria de massa ESI-TOF, e verificaram a possibilidade
da existéncia de um sitio de ligacdo de Cu®* entre os residuos 121 e 231 do
prion (obtido por métodos de engenharia genética), ou seja, em regido mais
proxima da extremidade C-terminal (Figura 15).
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Figura 15 — Espectros de massa ESI para Prp (121-231) (A) e para Prp (23-231) (B) em
concentracdes crescentes de Cu®* (de cima para baixo). Observou-se que em sua extensao
total (23-231) apareciam picos correspondentes a até 5 Cu®* complexados, e em extensdo
correspondente aos residuos 121 ao 231, houve o aparecimento de um pico correspondente a
1 Cu®* complexado. Este resultado indicou que poderia existir um sitio de ligagdo para o Cu**
em regido mais proxima ao C-terminal do prion. [Retirado de KRAMER, M.L., et al (2001) The
Journal Of Biological Chemistry, 276, 16711].

A hipétese de existir um sitio de ligacdo para o Cu?*, além do sitio das
octarepeticoes, foi reforcada pelo estudo realizado por Cereghetti e
colaboradores (28), utilizando a Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR).
Observou-se neste trabalho, outro sitio de ligacdo de Cu?*, localizado préximo
da extremidade C-terminal (residuos 121 a 231), que possivelmente teria uma
esfera de coordenacéo diferente e estaria apto a ligar-se com ions cobre(ll) em
valores de pH mais acidos. Estes resultados deram inicio a uma nova
discussdo, pois um complexo com Cu®* mais préximo da extremidade C-
terminal, com esfera de coordenacéo diferente dos complexos das regides das
octarepeticdes, poderia indicar que os ions cobre(ll) estariam desempenhando

diferentes funcbes para a mesma proteina. A figura 16 mostra espectros de



27

EPR obtidos para diferentes peptideos, representando diferentes regides do
prion, na presenca de Cu®* e em diferentes valores de pH.

m

| | | |
250 275 300 325 350
B (mT)

Figura 16 — Espectros EPR banda X para Prp (23-231) na presenca de cu* em pH3,4,5e
6 (A a D). Espectros sob as mesmas condicoes para o Prp (121-231) (E a H). Observou-se
aqui que havia um complexo formado também na regido préxima ao C-terminal, com esfera de
coordenacéo diferente do complexo formado nas octarepeticdes (pois na regido C-terminal - E
a H - sdo observados sinais de complexacdo em regides diferentes do espectro) [Retirado de
CEREGHETTI, G.M. et al (2001) Biophysical Journal, 81, 516].

Qin e colaboradores (28) realizaram estudos de espectrometria de
massa MALDI, com o objetivo de mapear os sitios de ligacdo do cobre no
prion. Os resultados obtidos indicaram a ligacdo de cinco fons Cu®* ao prion,
entre os residuos 49 e 105. No experimento, utilizou-se dietil-pirocarbonato
(DEPC) que reage especificamente com anéis imidazélicos de histidina, e
observou-se que esses ions de cobre(ll) “protegiam” residuos de histidina
especificos, dentre os quais as histidinas das octarepeticbes e também a
histidina localizada no residuo 96.

Qin e colaboradores, (29) novamente utilizando a espectrometria de
massa MALDI também realizaram estudos que evidenciaram a existéncia de

sitios de ligacdo de Cu?* fora da regido das octarepeticdes (regido do prion
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entre os residuos 92 e 231), que eram também especificos, ou seja, nao se
ligavam a outros metais divalentes, como Ni?*, Zn?*, Mn?*, Ca®*, Fe** ou Mg?".
Burns e colaboradores (30), utilizando a técnica de EPR, investigaram
também a estequiometria da reacdo entre Cu®* e o prion, e constataram, por
meio do método de Job, que o numero de ions cobre(ll) ligados a proteina
poderia ser maior que 5,0 em um valor de pH fisiolégico (7,4) (Figura 17).

B.0 | e

{Cu]/[PrP]

1.0 .
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0.0 2.0 d.0 6.0 &0 1000 1Z.0 14.0

Equivalents of Cu’ " Added
Figura 17 — Grafico da relagdo [Cu)/[Prp] em funcéo dos equivalentes de Cu®** adicionado,
baseado em dados de EPR. [Retirado de BURNS, C.S., et al (2003) Biochemistry, 42, 6794].

Burns e colaboradores propuseram ainda que o peptideo de seqiéncia
GGGTH (residuo 92 a 96) seria a regido de ligacdo no prion do quinto ion
cobre (regido adjacente as octarepeticoes). Foi proposta uma estequiometria
de 1 Cu®** : 1 Ac-GGGTH-NH, para o complexo e uma esfera de coordenacgéo
diferente da proposta para o complexo formado com as octarepeti¢des (Figura
18). A Figura 19 mostra um modelo espacial mais amplo dos sitios de ligacao

de ions cobre(ll) no prion propostos por Burns e colaboradores.
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Figura 18 — Esferas de coordenacdo propostas para Cu®* em diferentes regides do prion.
Observa-se que em GGGTH — Prp(92-96) a coordenacdo é diferente de PHGGGWGQ -
Prp(58-91). Nao se descarta que um dos dois primeiros residuos de glicina presentes em
GGGTH participe de uma interagdo de quinto ligante, através de uma molécula de agua
[Retirado de BURNS, C.S., et al (2003) Biochemistry, 42, 6794].
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Figura 19 — Modelos em 3D propostos para as regioes dos cinco primeiros Cu* no prion.
Observa-se 4 ions cobre(ll) ligados nas regides das octarepeticdes, e mais um ion cobre(ll)
entre os residuos 92 e 96 [Retirado de BURNS, C.S., et al (2003) Biochemistry, 42, 6794].

Novos estudos postularam a hip6tese de que havia um sitio-ligante de
Cu?* mais préximo & extremidade C-terminal do prion do que se imaginava, e
corresponderia aos residuos 180 a 193, de sequéncia VNITKQHTVTTTT. Esta
hipotese foi levantada apds experimentos de espectrometria de massa ESI,
onde a interagdo do peptideo sintético Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, foi
investigada na presenca e na auséncia de Cu®* (Figuras 20 e 21). O resultado



30

foi confirmado por dados de EPR e UV-CD, que foram muito semelhantes aos
conhecidos para o Ac-(PHGGGWGQ)s-NH,, ou seja, a regiao das

octarepeticdes (31).
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Figura 20 — Espectro de massa ESI para Ac-VNITKQHTVTTTT-NH.. [Retirado de BROWN,
D.R., et al (2004) Journal of Inorganic Biochemistry, 98, 133].
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Figura 21 — Espectro de massa ESI para Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, na presenca de
quantidade estequiométrica de CuSO,. Observou-se o aparecimento de picos referentes a
formagéo do complexo Cu-Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, [Retirado de BROWN, D.R., et al (2004)

Journal of Inorganic Biochemistry, 98, 133].

Pode-se dizer entdo, que até o momento, o que se sabe ao certo a
respeito da interacao cobre-prion diz respeito a regido das octarepeticées, onde
ligam-se quatro ions cobre(ll) em pH fisiologico. No entanto, outros trabalhos
sugerem a existéncia de mais dois sitios de ligagdo de Cu®** no prion, um em
regiao proxima as octarepeticdes (entre os residuos 92 e 96), e o outro mais
proximo a extremidade C-terminal (residuo 180 a 193). Apesar das evidéncias
observadas nestes trabalhos, outros resultados ainda sdo necessarios para a
comprovacao de tais sitios. Quanto a fungdo do prion e o papel dos ions
cobre(ll), Burns e colaboradores (23) postularam uma hipétese (atualmente a
mais aceita) para o mecanismo de ag¢ao da proteina. O prion atuaria como um
transportador de ions cobre(ll) para o interior do neurbnio, € no meio
extracelular (pH 7,4), facilmente ligar-se-ia a estes. No interior da célula, seria
captado pelo endossomo, (pH 6,0), e entdo neste pH, algumas coordenacgdes
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se desfariam, ficando ligados apenas dois ions cobre(ll). Ao sair do
endossomo, o prion voltaria para a superficie da membrana plasmatica do
neurénio, e ao ficar mais flexivel (com menos ions metalicos coordenados)
suas cadeias interagiriam entre si e com ions cobre(ll) ainda coordenados,
principalmente na regido entre os residuos 90 e 120 (26-32). Desse modo,
haveria uma reorganizagao estrutural, que acompanhada de eventos raros (néo
muito claros ainda), poderia favorecer a formacao do Prpsc (o responsavel
pelas doencas do prion). Mas ainda nao se sabe ao certo se os ions cobre(ll)
participam decisivamente destes eventos. Burns e colaboradores observaram
que mesmo depois da formacdo do Prpsc ainda haviam quatro ions cobre(ll)
coordenados no prion. Este fato ficou sem explicacdo, pois imaginava-se que
ao sair da célula, restariam apenas dois ions cobre(ll) ligados ao prion. Porém,
esta observacao pode talvez ser explicada pela existéncia de dois sitios cobre
— ligantes fora da regido das octarepeticoes, fato ndo considerado pelo estudo
de Burns e colaboradores (Figura 22).
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Figura 22 — Possivel mecanismo de envolvimento dos ions Cu®* com a mudanca

=

conformacional responsavel pelo aparecimento do Prpsc. (a) Uma vez no citoplasma, o
prion perderia dois ions cobre(ll), em pH 6,0, no interior do endossomo, e retornaria para a
superficie da membrana. (b) Na prépria superficie da membrana, interagées anormais dos ions
cobre (Il) com cadeias laterais livres de glutamina poderiam causar a mudanga conformacional
[Retirado de BURNS, C.S., et al (2002) Biochemistry, 41, 3991].
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3. Voltametria

3.1 Definicao e caracteristicas

A voltametria € uma técnica eletroquimica que estuda as relagdes entre
a voltagem, a corrente e o tempo, durante a eletrélise da espécie quimica de
interesse (analito). Nesta técnica, um potencial variavel (sinal de excitacao) é
aplicado sobre uma célula eletroquimica e uma resposta de corrente, que é
proporcional a concentragdo do analito, se desenvolve em fungédo deste sinal
de excitacdo (1).

O primeiro método voltamétrico a ser desenvolvido foi a polarografia
classica DC, onde o eletrodo de trabalho é um eletrodo gotejante de mercurio.
O diagrama da figura 23 mostra os equipamentos basicos utilizados nesta

técnica.

| Registrador |

Polarégrafo
Capilar de FR |
mercurio (eletrodo W : ¢ :
de trabalho)
Eletrélito
|
suporte
Fio d
Poco de merciirio > l:)tin:
(eletrodo auxiliar e p

de referéncia)

Figura 23 — Equipamentos basicos de polarografia.

A célula eletroquimica (figura 23) é composta por trés eletrodos:
eletrodo de trabalho (onde ocorre a eletrdlise), eletrodo de referéncia
(utilizado para determinar o potencial do eletrodo de trabalho) e o eletrodo

auxiliar (contra eletrodo) imersos numa solugao contendo o eletrélito suporte e
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o analito (1). O sinal de excitacdo e o polarograma caracteristicos para a
técnica DC sdo mostrados nas figuras 24 e 25.

Figura 24 - Sinal de excitacao da polarografia classica DC: varredura linear.

m

Figura 25 — Polarograma caracteristico da técnica DC.

No final da década de 50, a Polarografia classica DC encontrou uma
série de dificuldades que a tornaram uma técnica obsoleta para os trabalhos
analiticos de rotina, frente aos métodos espectroscopicos. Entre essas
dificuldades, podemos citar os baixos limites de deteccao oferecidos por esta
técnica e a dificil interpretacdo dos resultados obtidos. A causa destas
dificuldades estd associada a corrente capacitiva, corrente nao-faradaica
originada da dupla camada, que possui comportamento semelhante ao de um

capacitor. Esta corrente limita a sensibilidade e a exatidao das determinacdes
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quantitativas em baixas concentracdes (da ordem de 10° mol L"), onde a
corrente capacitiva é usualmente maior que a faradaica, corrente originada da
oxidacao ou reducdo das espécies presentes na solucdo. Neste caso, a
precisdo das determinacdes torna-se dependente principalmente da exatidao
com que a corrente capacitiva é estimada, compensada e minimizada no
potencial onde a corrente de difusdo € medida (1).

No final da década de 60, com varias modificacées introduzidas nas
técnicas voltamétricas classicas e o desenvolvimento de amplificadores
operacionais estaveis, rapidos e de baixo custo, a Voltametria se tornou uma
das técnicas de analise mais sensiveis e mais utilizadas por quimicos e
bioquimicos para estudar os processos de oxidagdo e reducao, 0S processos
de adsorcao nas superficies e os mecanismos de transferéncia de elétrons nas
superficies de eletrodos quimicamente modificados (33).

As modificagdes introduzidas nas técnicas voltamétricas classicas, todas
com o objetivo de minimizar a corrente capacitiva e consequentemente
melhorar os limites de deteccdo, deram origem aos diversos métodos
voltamétricos atualmente conhecidos (tabela 4). Cada um destes métodos
possui um sinal de excitagdo e um voltamograma caracteristico (figuras 26 a
33) (1).

TABELA 4 —- METODOS VOLTAMETRICOS

Sinal de excitacao Método voltamétrico
Varredura linear Polarografia classica DC
Pulso normal Voltametria de pulso normal

Pulso diferencial |Voltametria de pulso diferencial

Onda quadrada | Voltametria de onda quadrada

Onda triangular Voltametria ciclica

Voltametria de Pulso Normal:

Na voltametria de pulso normal, uma série de pulsos de amplitudes
crescentes sdo superpostos a um potencial corrente continua (c.c) constante

(figura 26). A corrente € amostrada préximo ao final de cada pulso (16,7 ms).
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Isto fornece tempo para que a corrente capacitiva diminua para um valor
proximo de zero. A corrente faradaica também diminui, mas até o nivel da
corrente de difusdo. O voltamograma resultante é semelhante a um
voltamograma convencional c.c, exceto pela figura serrilhada deste
voltamograma ser substituida por uma curva escalonada (figura 27) (1).

Figura 26 — Sinal de excitacao da Voltametria de Pulso Normal: Pulso normal.
|

A

-
E

Figura 27 — Voltamograma caracteristico da Voltametria de Pulso Normal.
Voltametria de Pulso Diferencial:

Na voltametria de pulso diferencial, uma série de pulsos de amplitudes
constantes (10-100 mV) sao superpostos a um potencial c.c crescente (figura
28). Sao feitas duas amostragens de corrente durante o tempo de vida de cada
gota. Uma é feita logo antes da aplicacao do pulso e a outra nas proximidades
do final do pulso (17 ms finais da duracdo do pulso) e exatamente antes da
gota ser eliminada (figura 28). Para cada ciclo, o 1% Valor de corrente é

instrumentalmente subtraido do 2°. Esta diferenga entre as correntes plotada
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em funcdo do potencial c.c aplicado sera, portanto, uma curva com um pico
(figura 29), cuja altura é proporcional a concentracao do analito, exatamente
como num polarograma derivado (1).

Os limites de deteccao desta técnica podem ser até 1000 vezes
menores que os da Polarografia Clasica D.C. O aumento desta sensibilidade é
atribuido a diminuicdo da corrente capacitiva e um aumento da corrente

faradaica.

FA

17ms

Figura 28 — Sinal de excita¢do da Voltametria de Pulso Diferencial: Pulso diferencial.
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-

E

Figura 29 — Voltamograma caracteristico da Voltametria de Pulso Diferencial.

Voltametria de Ondas Quadradas:

A voltametria de ondas quadradas é um tipo de Voltametria de Pulso que

oferece vantagens como rapidez e alta sensibilidade. Um voltamograma
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completo é obtido em poucos segundos. A figura 30 mostra o sinal de
excitacdao da SQW, o qual é obtido superpondo uma série de pulsos sobre uma
escala de potencial. A corrente (Ai) € a diferenca entre a corrente observada no
ponto 1 e a corrente observada no ponto 2 e é proporcional a concentracao da
espécie de interesse (analito) (figuras 29 e 30). Os limites de deteccado desta
técnica sdo da ordem de 107 e 108 mol L™ (1).

e A

Figura 30 - Sinal de excitacdo da Voltametria de Ondas Quadradas: Ondas Quadradas.

Al A

E

Figura 31 — Voltamograma caracteristico da Voltametria de Ondas Quadradas.

Voltametria Ciclica:

A voltametria ciclica é uma técnica que consiste na ciclizacdo do
potencial de um eletrodo estacionario pequeno imerso em uma solugdo sem

agitacao e na medicao da corrente resultante sob condicdes de transferéncia
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de massa controladas por difusdo. O sinal de excitacao é uma varredura linear
de potencial, de forma triangular (figura 32), que varre o potencial do eletrodo
de trabalho para tras e para frente entre dois valores denominados potenciais
de inversdao. O tridngulo volta na mesma velocidade, e resulta em um
voltamograma completo com formas de onda anddica (oxidacao) e catédica
(redugéo), como mostra a figura 33. Esta técnica ndo é indicada para uso em
determinacdes quantitativas, e tem sido usada no estudo dos mecanismos e

velocidades dos processos de oxidagao-reducao (1).

Figura 32 — Sinal de excitacao da Voltametria ciclica: Onda triangular.

s
E

Figura 33 — Voltamograma caracteristico da Voltametria Ciclica.
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A voltametria apresenta diversas caracteristicas, entre elas podemos

citar:

- A corrente de difusdo maxima (limite) é diretamente proporcional a
concentracédo do analito (i = KCy);

- As relagbes quantitativas entre corrente de difusdo e concentragdo sdo bem
conhecidas:

l=nFAD”?Co(nFv/TRT)y (1)
1=2,69x10°n*2 ADy"?n'"2 C, (2);

Onde:

n = numero de mols de elétrons por mol de analito;
F = constante de Faraday;

A = superficie do eletrodo em cm?;

Dy = coeficiente de difusdo do analito, em cm?s™';
Co = concentragdo do analito em mol cm’®;

R = constante universal dos gases;

T =temperatura, em Kelvin.

- O sinal de corrente € muito sensivel (K tem um valor grande);

- A sensibilidade depende da natureza do analito (coeficiente de difusao e
estequiometria de sua reacao eletroquimica) e ndo é afetada por pequenas
mudancas nas condicdes experimentais;

- E considerada uma técnica nao-destrutiva;

- Util para a caracterizagdo das propriedades redox de complexos metalicos
(Voltametria Ciclica).
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3.2 Voltametria de Redissolucao Anddica

Os métodos de redissolugcdo compreendem uma variedade de métodos
voltamétricos que tém em comum uma etapa inicial caracteristica (etapa de
deposicao). Em todos esses métodos, o analito € depositado no eletrodo de
trabalho, usualmente a partir de uma solucdo sob agitacdo. Depois de um
determinado periodo, a eletrdlise é interrompida, cessa-se a agitagao e ha um
tempo de equilibrio (etapa de equilibrio). Em seguida, inicia-se a varredura de
potencial, para determinacao do analito depositado inicialmente, através de um
dos procedimentos voltamétricos citados no subcapitulo anterior (etapa de
redissolucdo). Durante esta ultima etapa da analise, o analito é redissolvido ou
retirado do eletrodo de trabalho e vem dai 0 nome associado a estes métodos.
A figura 34 ilustra estas etapas gerais da voltametria de redissolucdo anddica.
Nesta técnica, ocorre uma reducao da espécie quimica de interesse no
eletrodo de trabalho durante a etapa de deposicdo e uma oxidacédo durante a
etapa de redissolucdo, quando o analito é re-oxidado de volta a sua forma
original. A etapa de deposicao equivale a uma pré-concentracao eletroquimica
do analito, isto é, a concentracdo do analito na superficie do eletrodo é muito
maior que no restante da solugdo. Devido a essa etapa da pré-concentragao,
os métodos de redissolucao produzem limites de detecgdo muito mais baixos
que os demais procedimentos voltamétricos. Por exemplo, a redissolucao
anddica com varredura de pulso pode alcancar limites de deteccdo da ordem
de nanomolar de espécies importantes para o meio ambiente, como Pb?*, Ca*
e TI" (33-35).

Os eletrodos utilizados nos métodos de redissolucdo tém sido
produzidos a partir de varios materiais que incluem mercurio, ouro, prata,
platina e carbono em varias formas. O eletrodo mais popular é o eletrodo de
mercurio gota pendente (HMDE), que consiste de uma unica gota de mercurio
em contato com um fio de platina. A gota é entdo formada na ponta de um
capilar, por deslocamento do mercurio, em uma seringa, que dispde de um
controle de saida. Para realizar a determinagdo de um ion metdlico por

redissolucdo anoddica, uma nova gota € formada, comeca a agitacdo e €
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aplicado um potencial uns poucos décimos de volt mais negativo do que o
potencial de meia-onda do ion em questdo. Permite-se que a deposicao ocorra
por um tempo cuidadosamente medido e que pode variar de um minuto ou
menos para solugdes 107 mol L™ até 30 minutos ou mais para solucdes 107
mol L. Deve-se enfatizar que esses tempos raramente levam a remocao
completa dos ions. O periodo de eletrélise é determinado pela sensibilidade do
método empregado na varredura, para completar a andlise (33).

Cu" +2e — Cu

|
gs |
Cd +2e —Cd

A

1 | 1 L
-0 -08 -06 -04 -02 00

v

Figura 34 — Etapas em Voltametria de Redissolucao Anoddica. (a) Programacédo E vs t
mostrando os tempos de deposicao (1), potenciais de deposi¢ao (no caso, -1,0 V), para o Ccd*
e Cu®, tempo de repouso (t,) e etapa de redissolugdo. (b) Voltamogramas hipotéticos para cd*
e Cu™.
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3.3 O uso da Voltametria para o estudo qualitativo e

quantitativo das proteinas

Os métodos voltamétricos tém sido utilizados para estudar o
comportamento eletroquimico de proteinas desde 1970. No entanto, somente
apds o advento dos eletrodos de superficie modificada, a voltametria tornou-se
uma ferramenta analitica importante para estudar, manipular e explorar o
centro metalico de proteinas. A caracterizagcdo da transferéncia de elétrons
entre eletrodos e o sitio ativo de metaloproteinas, tais como proteinas haem,
proteinas “azuis” de cobre, proteinas Fe-S e enzimas, tem sido o principal
objetivo desses estudos. A quantificagcdo de proteinas e estudos de interacao
desses polipeptideos com ions metalicos, anions e drogas através da
voltametria comegou praticamente no inicio dos anos 90. Em alguns desses
estudos, a voltametria de pulso diferencial foi utilizada para determinar baixas
concentragdes de albuminas, y-tioninas e metalotioneinas e para estudar a
interacdo do Ca®" com a y-tionina Sla1, de metais pesados e anions com o
citocromo ¢ e da cisplatina com a HSA (1, 36-39, 84). A tabela 5 mostra um
resumo dos principais estudos realizados com diferentes proteinas até entao,

utilizando técnicas voltamétricas.

TABELA 5 - PROTEINAS ESTUDADAS POR TECNICAS VOLTAMETRICAS

Proteina Estudo Epoca
Citocromo c3 Investigacado da capacidade da proteina | Inicio da
(proveniente de em transportar elétrons em baixo década de
bactéria redutora de potencial através do sistema Fe®* + e':_ 70
sulfato) Fe?* (40-42)
Citocromo ¢ Uso do 4,4-bipiridil como modificador de | Final da
(proveniente de superficie de eletrodo de ouro — década de
mitocéndria de cavalo) transferéncia de elétrons entre a 70
proteina e o eletrodo (43,44)
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TABELA 5 - PROTEINAS ESTUDADAS POR TECNICAS VOLTAMETRICAS

(continuacao).

Proteina Estudo Epoca
Plastocianina Estudo da capacidade da proteina em | Metade da
(proveniente da transportar elétrons através do década de
membrana tilacéide, do sistema Cu®* + e :_Cu+ (45) 80
cloroplasto de plantas)
Azurina (proveniente do | Estudo da capacidade da proteina em | Metade da
cloroplasto de plantas) transportar elétrons através do década de
sistema Cu?* + e < Cu* (46,47) 80
Ferridoxina | Estudo do mecanismo de transporte Final da
(proveniente de de elétrons através do sistema Fe®** + | década de
Azotobacter e': Fe?*, para verificacdo da atividade 80
chroococcum) da enzima (48)
Citocromo ¢ peroxidase Investigacado da reducao de Final da
(catalisa a reducao de aminoglicosideos via eletroquimica |década de
H>O5) direta da enzima, para testes de 80
interferéncias (49)
Albuminas (provenientes Determinagdes quantitativas de Década
do leite, plantas, clara do albuminas por meio de suas de 90
OVO OU sangue) interagdes com Hg?* e estudo da
afinidade com Ca?* (50-51)
y-tioninas (extraidas de Determinacbes quantitativas de y- Década
Sorghum bicolor) tionina Sla3 por meio do sistema y- de 90
tionina Sla3/Ca** (52)
Plastocianina (extraida | Estudos com eletrodos de superficie | Década
de espinafre) modificada com lipidios de dupla de 90
camada para testes de interacées em
membranas (53)
B-lactoglobulina Estudo da influéncia da mudanca de Década
temperatura na adsorcao da proteina de 90

em eletrodo de grafite, para

monitoramento da desnaturacéo (54)
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TABELA 5 - PROTEINAS ESTUDADAS POR TECNICAS VOLTAMETRICAS

(continuacao).

Proteina Estudo Epoca

Amicianina (extraida de | Estudo da reatividade do centro de Década

Thiobacillus versutus) | cobre tipo 1 com outras proteinas (55) de 90

Imunoglobulinas Comparacao de comportamento Década
voltamétrico em eletrodo de mercurio de 90
para verificagdo de atividade

eletroquimica (56)

Mioglobinas Estudos de propriedades de Década
transferéncia de elétrons através da de 90
determinacao quantitativa de sitios de

ligacao com metais (57)

Metalotioneinas, Estudos de interagdo com Cd**, Década
(extraidas de Mytilus | obtencao de parametros quantitativos de 90
galloprovincialis) e montagem de modelo molecular (58)

Alcool-desidrogenase Estudos de adsorcao da proteina em | Inicio da

eletrodo de platina por voltametria década
ciclica (59) atual
Ribonucleotideo- Estudos objetivando a reducéo da Inicio da

redutase (extraida de proteina com derivados sollveis de década
Escherichia coli) ferroceno (60) atual

Hemoglobina Estudo do efeito do ATP na proteina, | Inicio da

que pode estabilizar o estado reduzido | década

do ferro (61) atual

Além das proteinas citadas na tabela 5, também foram estudadas por
técnicas voltamétricas a Rusticinina (62), a Laccase (63,64), a D-gluconato
desidrogenase (65), a p-cresol metilhidroxilase (66), e a Fumarato redutase
(67,68).



46

IV. EXPERIMENTAL

A parte experimental do trabalho foi subdividida em cinco etapas:

12, etapa- Experimentos de sintese, clivagem e desprotecao dos
peptideos do prion: sintese de fase sélida dos peptideos do prion (Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH,; Ac-GGGTH-NH,; Ac-PHGGGWGQ-NH,) utilizando
metodologia de acoplamento/desprotecdo Fmoc; clivagem dos peptideos do
suporte polimérico e remocao de seus grupos protetores através de acido
trifluoroacético e reagentes organicos sequestradores de carbocations.

22, etapa- Experimentos de purificacao dos peptideos do prion: purificacao
dos peptideos do prion utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa (RP-HPLC).

32. etapa- Experimentos de caracterizacao e verificacao da pureza dos
peptideos do prion: determinacdo da massa molecular e da seqliéncia dos
peptideos do prion utilizando a espectrometria de massa.

42, etapa- Experimentos de padronizacao dos peptideos do prion:
determinacao da concentracao das solugdes dos peptideos do prion utilizando

a espectroscopia UV-Vis.

52. etapa- Experimentos de investigacao dos sistemas peptideos do prion
— Cu?*: estudo da interagdo do ion Cu?* com os peptidos do prion utilizando a
voltametria de redissolucao anddica.

1. Material

1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados em todos o0s experimentos
realizados sdo mostrados na tabela 6.
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Reagentes Fonte
Acetonitrila (HPLC) J.T.Baker
Acido Nitrico P.A. Quimex
Acido Trifluoroacético (TFA) Sigma
Anidrido acético Merck
Solucao padrao de cobre de 1000 Sigma
ppm
Diclorometano Carlo Erba
Diisopropilcarbodiimida (DIC) Sigma
N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) Sigma
Dimetilformamida (DMF) Carlo Erba
Etanoditiol (EDT) Sigma
Eter diisopropilico P.A. Vetec
Fenol Sigma

Fmoc-Asparagina-OH (N)

Nova Biochem

Fmoc-Glicina-OH (G)

Nova Biochem

Fmoc-Glutamina-OH (Q)

Nova Biochem

Fmoc-Histidina(Boc)-OH (H)

Nova Biochem

Fmoc-Isoleucina-OH (I)

Nova Biochem

Fmoc-Lisina(Boc)-OH (K)

Nova Biochem

Fmoc-Prolina-OH (P)

Nova Biochem

Fmoc-Treonina(tBu)-OH (T)

Nova Biochem

Fmoc-Triptofano-OH (W)

Nova Biochem

Fmoc-Valina-OH (V)

Nova Biochem

1-Hidroxibenzotriazol (HOBH)

Nova Biochem

Hidréxido de sédio P.A. Quimex
Metanol Carlo Erba
Nitrato de potassio P.A. Merck
o-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N,N-
tetrametilurénio tetrafluoroborato Merck
(TBTU)
Piperidina Merck
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TABELA 6 — REAGENTES E SOLVENTES (continuacao)

Reagentes Fonte
Rink Amide Resin Nova Biochem
Tioanisol Aldrich
Triisopropilsilano (TIS) Sigma
Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a- Bruker
ciano)

Ninhidrina Merck

Etanol Carlo Erba
Piridina Merck
Cianeto de Potéassio Merck

1.2 Solucoes

1.2.1 Solucao utilizada na sintese dos peptideos do prion
1. Solugéo de Piperidina 20 % (v/v) em DMF

1.2.2 Solucoées utilizadas no teste de verificacao de
acoplamento/desprotecao durante a sintese

1. Solucao de Ninhidrina 5 % (p/v) em Etanol
2. Solucao de Fenol 80 % (p/v) em Etanol
3. Solucdo de KCN 0,02 mmol L' em Piridina

1.2.3 Solucoes utilizadas na clivagem e desprotecao dos peptideos
do prion

1. Solucao composta por: TFA 81,5 % (v/v) + Tioanisol 5,0 % (v/v) + EDT
2,5 % (V/v) + Fenol 5,0 % (v/v) + TIS 1,0 % (v/v) + Agua 5,0 % (v/v), com
volume total de 10,0 mL (Solucao A)
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2. Solucdo composta por: TFA 95,0 % (v/v) + TIS 2,5 % (v/v) + Agua 2,5 %
(v/v), com volume total de 10,0 mL (Solugéo B)

1.2.4 Solucoes utilizadas na purificacao dos peptideos do prion

1. Solucdo de TFA 0,1 % (v/v)
2. Solucao de TFA 0,1 % (v/v) em Acetonitrila

1.2.5 Solucoes utilizadas na caracterizacao e verificacao da pureza
dos peptideos do prion

1. Solugédo composta por: 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico 0,01 % (p/v)
(Solucao C), como solvente 500 uL de solucao D.

2. Solucao composta por: 50,0 % TFA 0,1 % (v/v) + 40,0 % Acetonitrila +
10,0 % TFA 3,0 % (v/v), com volume total de 500 pL (Solucéo D).

1.2.6 Solucgoes utilizadas nas analises voltamétricas qualitativas e
quantitativas dos sistemas peptideos do prion — Cu**

Solugdo padrdo de cobre 4 x 10° mol L
Solugao de HNO3; 20 % (v/v)
Solugao de nitrato de potassio 0,1 mol L™

e

Solugao de hidréxido de sédio 0,1 mol L™

Para a preparacao das solucdes, utilizou-se agua “quartex” (tridestilada),
agua submetida a um processo de destilagdo “sub-boling”.

1.3 Vidraria

Lavagem:
O procedimento adotado na lavagem de toda a vidraria utilizada nos

experimentos é descrito abaixo:
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- Lavagem com agua de torneira;
- Lavagem com solug¢ao de HNO3 20 % (imersdo em banho por 1 hora);
- Lavagem com agua quartex (imersao em banho por 1 hora);

- Secagem a temperatura ambiente.

1.4 Eletrodo

Lavagem:
O procedimento adotado na lavagem dos eletrodos apds cada analise

voltamétrica é descrito abaixo:

- Lavagem com agua quartex;
- Lavagem com solug¢ao de HNO3 20 %;
- Lavagem com agua quartex, borbulhando-se N, por alguns minutos, ja

anteriormente as analises voltamétricas.

1.5 Instrumentacao

1.5.2 Aparelhagem utilizada nos experimentos de clivagem e
desprotecao dos peptideos do prion

O Liofilizador Labconco C-5 foi utilizado para a realizacdo das secagens
dos peptideos, ap6s o término dos experimentos de clivagem e desprotecao.
Este liofilizador trabalha em pressdes da ordem de 10° a 10 atm.

1.5.3 Aparelhagem utilizada nos experimentos de purificacao dos
peptideos do prion

O cromatégrafo Shimadzu LC-10A foi utilizado nos experimentos de
purificacdo dos peptideos por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa (RP-HPLC). Este cromatdgrafo € um instrumento que pode ser
controlado por microcomputador, e funciona composto por: uma bomba LC-
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10AT, com gradiente de baixa pressdo, um misturador de solventes, um
controlador SPL 10A (que controla um gradiente de eluicao e o préprio sistema
de HPLC) e um detector UV-Vis SPD-10A. A amostra é injetada e arrastada
pelo solvente até a coluna de cromatografia, onde em seguida os componentes
da amostra s&o registrados pelo detector.

As colunas e pré-coluna cromatograficas de fase reversa (onde a fase
estacionaria € fortemente apolar) utilizadas foram: coluna preparativa Vydac
C1s (10um, 2,2 x 25 cm), coluna analitica Vydac Dionex Cqg (5 um, 1,6 x 25 cm)
com pré-coluna Vydac Cig (5 ym, 1,6 x 6 cm).

1.5.4 Aparelhagem utilizada nos experimentos de caracterizacao e
verificacao da pureza dos peptideos do prion

A aparelhagem utilizada nos experimentos de caracterizagdo e
verificacdo da pureza dos peptideos compreendeu os espectrémetros Q-TOF
ultima (Micromass) e Ultraflex Il TOF/TOF (Bruker).

O equipamento Q-TOF ultima é um espectrometro de massa que utiliza
ionizacao electrospray (ESI). Como analizadores, 0 espectrometro possui um
hibrido tempo de vbéo (TOF) e um quadrupolo, com capacidade MS/MS
(espectrometrias de massa em seqliéncia, com fragmentacao). O quadrupolo é
operado como um guia de ions no modo MS e como um dispositivo de selecao
no modo MS/MS. O analizador TOF (com refletor) é localizado de forma
ortogonal ao quadrupolo, e serve como um dispositivo de resolugdo de massas
em ambos os modos, MS e MS/MS. Uma célula de colisdo é localizada entre
0os analizadores, para induzir fragmentagdes nos experimentos no modo
MS/MS. O detector final € um microcanal com alta sensibilidade. O instrumento
€ controlado por microcomputador e utiliza o software Masslynx. A amostra é
introduzida (liquida) por uma bomba infusora, um loop injetor ou uma coluna de
HPLC. Uma interface electrospray (nanoflow) é disponivel para analises com
pequena quantidade de amostra. A alta precisdo do equipamento permite
medidas exatas de massa de pequenas moléculas e seqlenciamento de
peptideos por meio dos espectros MS/MS.

O equipamento Ultraflex Il TOF/TOF é um espectrometro de massa com
ionizacao MALDI, e dois analizadores do tipo TOF. Assim como o equipamento
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Q-TOF ultima, opera no modo MS e MS/MS (fragmentacédo). Trabalha nos
modos linear e refletor, sendo que no primeiro os analizadores se posicionam
em seqgléncia, enquanto que no refletor, ha um angulo de posicionamento
entre os analizadores. Utiliza alto vacuo, tanto na fonte de ions quanto no
detector. A amostra é cristalizada sobre uma placa metalica com uma matriz e

sofre a dessorcao/ionizacao por meio de impacto de um laser de N, de 334 nm.

1.5.5 Aparelhagem utilizada nos experimentos de padronizacao

dos peptideos do prion

A aparelhagem utilizada nos experimentos de padronizacdo dos
peptideos compreendeu o espectrdmetro UV-Vis 911-A (GBC). O equipamento
trabalha com um feixe duplo, onde um atravessa a amostra e o outro é o de
referéncia. Utilizou-se uma lampada de Deutério, no modo pontual, para
leituras em um Gnico comprimento de onda. A cubeta utilizada foi a de quartzo,
com duas faces polidas, com uma espessura (caminho éptico) de 1 cm.

1.5.6 Aparelhagem utilizada nos experimentos de voltametria de
redissolucao anodica

A aparelhagem utilizada nos experimentos de voltametria de
redissolucdo anddica compreendeu o processador de Anadlise Voltamétrica
Metrohm 646. Este é um instrumento de medida controlado por
microprocessador para uso em andlises voltamétricas e polarograficas, que
funciona como uma unidade de controle da célula eletroquimica Metrohm 647.
Ele opera de acordo com o principio dos trés eletrodos potenciostaticos, ou
seja, o eletrodo de trabalho é controlado por um eletrodo de referéncia
descarregado e a corrente flui através de um contra eletrodo.

A célula eletroquimica (Metrohm 647) € composta por um sistema de
trés eletrodos: eletrodo multi-modos (eletrodo de trabalho), que combina o
eletrodo gotejante de mercurio (DME/SMDE) e o eletrodo de mercurio gota
pendente (HMDE) em uma Unica unidade; sistema Ag/AgCl (KCI 3 mol L™
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como eletrodo de referéncia e um eletrodo de Pt funcionando como eletrodo
auxiliar.

Os métodos realizados pelo Processador de Andlise Voltamétrica
Metrohm 646 incluem: Polarografia de Pulso Diferencial: DPN (Pulso Normal
Diferencial), DPI (Pulso irreversivel Diferencial), DPR (Pulso reversivel
Diferencial); Polarografia DC: DCT (polarografia Test) e Polarografia de Onda
Quadrada (SQW).

2. Metodologia

2.1 Sintese dos peptideos Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, Ac-
PHGGGWGQ-NH, e Ac-GGGTH-NH,

A estratégia geral utilizada na sintese de fase soélida 9-
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) dos peptideos (69,70) é descrita na Figura 35. A
estratégia consiste inicialmente na desprotecdo de uma extremidade aminica
do suporte polimérico (utilizando como reagente a piperidina), e posterior
acoplamento de um Fmoc-aminoacido na extremidade aminica desprotegida
(utilizando como reagentes TBTU, HOBt, DIC e DIPEA). Em seguida, ocorre
nova desprotecao (retirada do grupo Fmoc), e acoplamento do préximo Fmoc-
aminoacido. Ao término da sintese, 0 peptideo € submetido a etapa de
clivagem e desprotecdo. Todos os reagentes e solventes desta etapa foram

obtidos comercialmente.
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Figura 35 — Estratégia geral de sintese de peptideos em fase sélida. No procedimento
utilizado, P = grupo protetor Fmoc [Retirado de MERRIFIELD, R.B. (1963) Journal of American
Chemical Society, 85, 2149].

O procedimento utilizado na sintese dos peptideos esta descrito abaixo:

1 — Pesar 0,2 mmol da resina Rink Amide.

2 — Adicionar 5 mL de solucao de Piperidina 20 % em DMF (3 lavagens de 3
minutos cada, seguidas de secagem a vacuo).

3 — Retirar pequena quantidade do material e realizar o teste da ninhidrina
(Passo 4).

4 — Teste da ninhidrina: adicionar a quantidade retirada do material (passo 3),
na proporcao de 1 gota: 2 gotas: 1 gota as seguintes solugdes: solucdo de
Ninhidrina 5% em etanol, solucao de fenol 80% em etanol e solugdo de KCN
0,02 mmol L' em Piridina. Caso a cor resultante seja azul, h4 indicacdo de

desprotecdo, entdo pode-se avancar para que a reagao de acoplamento seja
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iniciada (seguir para passo 5). Caso a cor resultante seja amarela, ha indicacao
de que o material esta “protegido”, ou seja, a extremidade aminica ndo esta
disponivel para a reagao (retornar para o passo 2).

5 — Adicionar 0,9 mmol do Fmoc-aminoécido.

6 — Adicionar os reagentes de acoplamento: 92 mg de TBTU, 180 mg de HOBt
e dissolver a mistura em DMF.

7 — Levar a mistura a um agitador e deixar a reacdo ocorrer por uma hora a
temperatura ambiente.

8 — Retirar a mistura do agitador, e fazer trés lavagens com metanol e trés
lavagens com DMF, intercaladas.

9 — Secar a mistura a vacuo.

10 — Retornar aos passos 3 e 4. Agora, ao chegar ao passo 4, a cor amarela
indicara o sucesso da reagao, pois se a extremidade estiver “protegida”, ha a
indicagdo que o Fmoc-amino4cido foi acoplado.

11 — Retornar ao passo 2 e reiniciar o processo, desta vez para acoplamento
do préximo Fmoc-aminoacido.

12 - Ao término da sequiiéncia desejada, deve-se realizar o procedimento
novamente s6 que desta vez ao invés de Fmoc-aminoacido deve-se adicionar
0,9 mmol de anidrido acético (passo 5) para que ocorra a acetilacdo da

extremidade N-terminal do peptideo.

Observacoes:

- Os passos 2 a 4 correspondem a etapa de desprotecdo, onde uma
extremidade quimica —NH, da resina & preparada para a posterior reacao de
acoplamento do Fmoc-aminoéacido. A sintese se processa no sentido da direita
para a esquerda em uma sequéncia peptidica. Por exemplo, na sintese do
Prp[92-96] (Ac-GGGTH-NH,), o grupo amino da extremidade vem da resina, e

os acoplamentos se iniciam pela Treonina (T).

- Os passos 5 a 8 correspondem a reacao de acoplamento propriamente dita.
No passo 6, quando da adicdo do sexto Fmoc-aminoacido em diante, usa-se
ao invés de TBTU, 150 pL de DIC e 200 pL de DIPEA, e no passo 7, a reagcao

€ processada em duas horas.
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2.2 Clivagem da resina e remocao dos grupos

protetores dos peptideos do prion

O procedimento adotado para a clivagem e remocao dos grupos

protetores dos peptideos é descrito abaixo:

1 — Adicionar, ao produto da sintese, 10 mL de solucao B, no caso de auséncia
de Triptofano (W) na seqiéncia peptidica. No caso da presenca de Triptofano,
adicionar 10 mL de solucao A.

2 — Sob agitacéo, deixar a reacao ocorrer por aproximadamente duas horas.

3 — Borbulhar N, apés a reagao, para a evaporacao do TFA, até que o volume
seja reduzido pela metade.

4 — Realizar seis lavagens com éter diisopropilico gelado e retirar a fase
organica.

5 — Tomar a fase aquosa, adicionar cerca de 50 mL de solugdo 1:1 acetonitrila :
agua e extrair com filtragcao a vacuo.

6 — Realizar mais duas lavagens do material com a solugdo 1:1 acetonitrila:
agua.

7 — Retirar o filtrado e lioflilizar (obtencdo da amostra 1).

2.3 Purificacao dos peptideos do prion

A estratégia geral adotada para a purificacédo dos peptideos esta descrita

abaixo:

1 — Tomar aproximadamente 1 mg da amostra 1 e realizar uma corrida
cromatografica utilizando coluna analitica para a verificagéo do perfil.

2 — Tomar, aproximadamente 5 mg da amostra 1 e realizar uma corrida
cromatografica utilizando coluna preparativa para a purificagao do peptideo.

3 — Repetir 0 passo 2 até o término do material.

4 — Liofilizar as fragdes cromatograficas obtidas no passo 2.
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5 — Analisar as fragdes cromatograficas obtidas no passo 2, utilizando a
espectrometria de massa, para identificar, caracterizar e verificar o grau de
pureza do peptideo de interesse (VIDE item 2.4)

6 — Caso o peptideo de interesse ainda esteja impuro, tomar a fragao
cromatografica correspondente e repetir a corrida cromatografica, desta vez
utilizando coluna analitica (recromatografia).

7 — Repetir o passo 6 até o término do material.

8 — Liofilizar as fragbes cromatograficas obtidas na recromatografia (passo 6).

9 — Analisar as fragdes cromatograficas obtidas no passo 6, utilizando a
espectrometria de massa, para identificar, caracterizar e verificar a pureza do

peptideo de interesse (VIDE item 2.4).

O procedimento adotado na purificacdo dos peptideos esta detalhado a
sequir:
1 — Pesar 5 mg da amostra 1 e dissolvé-la em 250 uL de TFA 0,1%.
2 — Filtrar a amostra com filtro MILIPORE e centrifugar.
3 — Lavar a coluna com solucédo TFA 0,1% em acetonitrila (solvente B), durante
10 minutos.
4 — Equilibrar a coluna com TFA 0,1% (solvente A), durante 10 minutos.
5 — Injetar o sobrenadante resultante da centrifugacéo (passo 2) na coluna
cromatografica.
6 — Acionar programa, o qual consiste de 5 minutos de equilibrio de coluna, 70
minutos de corrida com gradiente linear do solvente B, e 15 minutos finais de
lavagem da coluna (tabela 7).
7 — Registrar cromatograma e coletar pico de interesse.
8 — Liofilizar as fracbes cromatograficas.

Condicoes experimentais do HPLC:

- Comprimento de onda: 216 nm (regiao da ligagdo peptidica) e 280 nm
(regido de anel aromatico).

- Fase estacionaria: coluna Vydac Cyg preparativa (10, 2,2 x 25 cm) e coluna
Vydac Dionex Cig analitica (5u, 1,6 x 25 cm) com pré-coluna Vydac Cqs (5 p,
1,6 X 6 cm).
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- Fase movel: solvente A (TFA 0,1%) e solvente B (TFA 0,1% em acetonitrila).

- Temperatura: 22°.C.

Observacoes:

O programa adotado nas corridas cromatograficas utilizando tanto a coluna
analitica quanto a coluna preparativa foi o mesmo, alterando somente o fluxo
de solvente, que na coluna analitica foi de 1,0 mL minuto™, e na coluna

preparativa foi de 5,0 mL minuto .

TABELA 7 - PROGRAMA DE ELUIGAO/ RP-HPLC

Tempo / min|Fluxo / mL min™ | % solvente B | % solvente A
0,0 1,0 (a) 0 100
5,0 (p)
5,0 1,0 (a) 0 100
5,0 (p)
75,00 1,0 (a) 100 0
5,0 (p)
90,00 1,0 (a) 100 0
5,0 (p)

(a) = coluna analitica

(p) = coluna preparativa

2.4 Caracterizacao e verificacao da pureza dos peptideos
do prion

O procedimento adotado para a caracterizagao e verificacao da pureza

dos peptideos esta descrito abaixo:

1 — Tomar as fracées cromatograficas obtidas no passo 8 da estratégia geral
do item 2.3 e resuspender em 60 pL de TFA 0,1%.
2 — No caso de andlise no espectrometro Q-TOF ultima, diluir 10 pyL das

fracdes cromatograficas com 5 mL de metanol 50%.
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2a — Injetar a solugao resultante no equipamento e registrar espectro MS, para
identificacdo dos componentes da fracdo pela massa molecular.

2b — Ao identificar o pico referente ao peptideo de interesse, registrar espectro
MS/MS para determinacao da seqiiéncia.

3 — No caso de analise no espectrometro Ultraflex Il TOF/TOF, adicionar 3 puL
da fracdo cromatografica a 9 uL da solugdo C (matriz).

3a — Aplicar, em cada poco da placa metalica para leitura no espectrémetro,
0,5 pL da solugao resultante do passo 3 (irés pogos para cada solucao
resultante).

3b — Aguardar a secagem do material sobre a placa (aproximadamente 10
minutos).

3c — Inserir a placa no espectrometro e registrar espectros MS (identificacao) e
MS/MS (seqiienciamento) do peptideo de interesse.

Condicoes experimentais dos experimentos de caracterizacdo e

verificacao da pureza dos peptideos:

a) Q-TOF ultima

- Fluxo: 1 pL min™,

- Voltagem do capilar: 2,8 kV.

- Energia de colisdo: 30 eV.

- Temperatura de desolvatacao: 25° C (ambiente).
- Voltagem do cone: 40 V.

b) Ultraflex Il TOF/TOF

- Modo: Refletor

- Tipo de laser: Nitrogénio, comprimento de onda de 334 nm.

- Pressao do detector: 5,0 x 107 mbar

- Pressdo da fonte: 1,2 x 107 mbar

- Voltagem de aceleracao: 13,8 kV.

- Energia de colisao: cerca de 60% da energia maxima do equipamento.
- Matriz: a-ciano.
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2.5 Padronizacao dos peptideos do prion

O procedimento adotado para a padronizacdo dos peptideos esta
descrito abaixo:

1 — Preparar uma solugédo com aproximadamente 0,5 mg do peptideo.

2 — Medir a absorbancia da agua pura em 205, 215, 225 e 280 nm (branco).

3 — No caso de peptideo contendo Triptofano (W), medir a absorbancia da
solugdo em 280 nm em triplicata.

4 — No caso de peptideo que nao possui Triptofano (W), medir as absorbancias
da solugédo em 205, 215 e 225 nm, em triplicata.

5 — Calcular a concentragdo da solucdo, no caso de peptideo contendo
Triptofano (W), utilizando a Lei de Beer, e usando o método de Edelhoch (71)
para calculo da absortividade molar.

6 — Calcular a concentracédo da solugao, no caso de peptideo que nao possui
Triptofano (W), utilizando o método de Murphy e Kies (72).

Método de Edelhoch para calculo da absortividade molar (em 280 nm) de
peptideos ou proteinas:

e (280 nm) (M" cm™) = (nimero de triptofanos)(5500) + (ndmero de
tirosinas)(1490) + (numero de cistinas)(125) (3)

Lei de Beer, para calculo da concentracao da solucao de peptideo que
possui triptofano na seqiéncia:

C = Azgo /(€280 - D) (4)
Onde:

C = concentracao do peptideo
A = absorbancia da solucao de peptideo medida a 280 nm.
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€ = absortividade molar calculada para o peptideo por meio do método de
Edelhoch
b = caminho éptico.

Método de Murphy e Kies para calculo da concentracao da solucao de

peptideo que nao possui triptofano na seqiiéncia:

(A215 — A225)144 = K (5)
Aogs.31 =T (6)
(K + T)/2 = C (mg/L) 7)
Onde:

A = absorbancia da solucao do peptideo medida a 205, 215 e 225 nm.

C = concentracao da solucao do peptideo em mg/L.

2.6 Estudo da interacao dos peptideos do prion com os

ions Cu®*

A estratégia adotada para o estudo da interacdo dos peptideos com o

fon Cu®* esta descrito abaixo:

1 — Preparar a célula eletroquimica, adicionando 20 mL de eletrélito suporte
(solucdo de nitrato de potassio 0,1 mol L.

2 — Ajustar o pH para 7,4, com hidréxido de sédio 0,1 mol L™.

3 — Borbulhar N2 por 10 minutos.

4 — Iniciar as varreduras de potencial, comecando somente com o eletrdlito
suporte.

5 — Borbulhar N, por 100 segundos.

6 - Adicionar um volume conhecido da solucdo padrdo de Cu?* (Tabela 8).

7 — Tragar voltamograma.

8 — Borbulhar N2 por 100 segundos.
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9 — Adicionar um volume conhecido da solucdo de peptideo padronizada
anteriormente, com o objetivo de titular o Cu?* adicionado (Tabela 8).

10 — Tragar voltamograma.

11 - Continuar as adigcdes de solucao de peptideo, tracando voltamogramas
para cada adicado até a complexacao de todo o cobre (ll).

12 — Repetir os passos de 1 a 11 por mais duas vezes..

13 — Com base nos voltamogramas, calcular o ponto de equivaléncia, a

estequiometria do sistema e o0 Kydo complexo.

TABELA 8 - CONCENTRACOES E VOLUMES UTILIZADOS DE SOLUCAO
PADRAO DE COBRE E DE PEPTIDEO NOS EXPERIMENTOS DE
VOLTAMETRIA DE REDISSOLUCAO ANODICA

Concentracao | Concentracdao | Volume Volume

da solucdo | da solucao do | adicionado | adicionado

Peptideo padrdo de | peptideo/ mol | de solucao | de solucdo

cobre (Il) / L" padrao de | do peptideo
mol L cobre (ll) / / L

ML
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,

4,00 x 107 8,53 x 10 10,0 120
Ac-GGGTH-NH, 4,00x 10° 8,83x10” 5,00 450
Ac-PHGGGWGQ-NH, 8,00 x 10 9,56 x 10° 5,00 990

Condicoes experimentais do Processador de Analise Voltamétrica

Metrohm 646:

- Técnica: Voltametria de Redissolugdo Anddica.
- Amplitude do Pulso: 50 mV.

- Velocidade de varredura: 10 mV s™.

- Tempo de deposicao: 90 s.

- Tempo de equilibrio: 20 s.

- Temperatura: 23° C.

- Potencial inicial e de deposicao: -300 mV.

- Potencial final: 200 mV.
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- Area da gota: 0,4 mm?
- Tempo de vida da gota: 600 ms.

Programa: O programa utilizado nas andlises voltamétricas, elaborado
segundo o Manual de Instrucées do Processador de Analise Voltamétrica
Metrohm 646 € mostrado abaixo:

Operacoes/parametros

1 STIR; PURGE; 58

2 [ADDL; OPURGE;

3 HMDE;

4 MEAS; 90S

4a M.MODE DPN 50mV

4b  T.STEP 600 mS

4c  U.SET -300 mV
0STIR 20 S
SWPO

6a U.END 200 mV

6b  U.STEP 6 mV

6c  SW.RATE 10.0 mV/S

OMEAS; PURGE;STIR
BEEP; ADD1]7; 100 S
OPURGE;

10  END;
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Sintese dos peptideos do prion Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH,, Ac-PHGGGWGQ-NH, e Ac-GGGTH-NH,

A estratégia utilizada nos experimentos de sintese dos peptideos do
prion, apresentada no item 2.1 da metodologia foi a mesma descrita por Fields
e Noble (70). Partindo-se de 0,2 mmol de resina Rink Amide, para cada
peptideo sintetizado, foram obtidas as seguintes massas e rendimentos
(Tabela 9):

TABELA 9 - RESULTADOS OBTIDOS NA SINTESE DOS PEPTIDEOS DO

PRION
Peptideo Massa obtida / mg | Rendimento / %
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH> 1004 75,2
Ac-PHGGGWGQ-NH; 501 66,6
Ac-GGGTH-NH, 115 27,2

2. Clivagem da resina e remocao dos grupos protetores
dos peptideos do prion

A estratégia utilizada nos experimentos de clivagem dos peptideos da
resina e remocao de seus grupos protetores, apresentada no item 2.2 da
metodologia, foi a mesma sugerida por Fields e Noble (70). Partindo-se de
quantidades definidas dos peptideos brutos, foram obtidas as seguintes
massas e rendimentos para as etapas de clivagem e desprotecao (tabela 10):
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TABELA 10 — RESULTADOS OBTIDOS APOS A CLIVAGEM E
DESPROTECAO DOS PEPTIDEOS

Massa Massa
Peptideo utilizada / obtida/ | Rendimento/
mg mg %
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, 932 135 19,31
Ac-PHGGGWGQ-NH; 234 36 25,71
Ac-GGGTH-NH, 102 24 42,86

Obs: Os rendimentos j& consideram o decréscimo de massa devido a remogao de grupos

protetores.

3. Purificacao, caracterizacao e verificacao da pureza dos

peptideos do prion

3.1 Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,

O peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, o qual possui uma massa
molecular de 1485 Da, foi purificado por RP-HPLC para eliminacdao de
impurezas provenientes das etapas de sintese, clivagem e desprotecao.

Inicialmente, realizou-se 26 corridas cromatograficas em coluna
preparativa, utilizando os parametros experimentais definidos no capitulo
anterior, para a purificacao do Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. A Figura 36 mostra
um dos cromatogramas obtidos para o Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, utilizando
coluna preparativa, apés as etapas de clivagem e desprotecdo. Trés picos
principais foram observados no cromatograma, todos apresentando grande
absorcao em 216 nm, e pouca ou nenhuma absorcdo em 280 nm, 0 que era
esperado, pois 0 Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, ndo contém Triptofano (W) nem
Tirosina (Y), aminoacidos que possuem grupos aromaticos em suas cadeias

laterais.
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Figura 36 — Cromatograma obtido para o peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. Em azul,
absor¢do em 216 nm; em verde, absorgdo em 280 nm; em rosa, gradiente de concentragao do
solvente B. Coluna: preparativa Vydac Cig (10y, 2,2 x 25 cm); fluxo: 5,0 ml min'1; Temperatura:

22° C; Fase mével: solvente A (TFA 0,1% em agua), solvente B (TFA 0,1% em acetonitrila).

As fracOes cromatograficas obtidas utilizando coluna preparativa (Figura
36) foram analisadas por espectrometria de massa ESI (Q-TOF). Nestes
experimentos, verificou-se que a fracdo registrada em 29,23 minutos
correspondia ao Ac-VNITKQHTVTTTT-NH.. A Figura 37 mostra o espectro de
massa ESI (Q-TOF) obtido para a fracdo correspondente ao Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH,. Dois picos principais sao observados no espectro de
massa, sendo um correspondente a carga +1 do Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,,
cuja m/z 1485,80 Da, foi coincidente com a massa molecular teérica (1485,91
Da). O segundo pico do espectro corresponde a dupla carga do Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH, (m/z 742,90 Da).

O espectro de massa obtido (Figura 37) indicou um bom grau de pureza
do peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, ndo sendo, portanto, necessaria outra

etapa de purificagao (recromatografia em coluna analitica).
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Figura 37 — Espectro de massa ESI-MS (Q-TOF) para a fracdo cromatografica
correspondente ao peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. Fluxo: 1 L min’™; Voltagem do

capilar: 2,8 kV; Temperatura de dessolvatagdo: 25° C; Voltagem do cone: 40V.

Apés caracterizacao pela massa molecular e verificagdo da pureza do
peptideo, foi registrado o espectro ESI-MS/MS (fragmentacdao) da fragéao
cromatografica  correspondente ao  Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, para
confirmacgéo da sua sequéncia (Figura 38). O método de fragmentacao baseia-
se basicamente em duas séries: a série B e a série Y, que sdo fragmentacdes
em sentidos opostos. Na série B, a fragmentacao ocorre no sentido C-terminal
para o N-terminal (direita para esquerda), enquanto que na série Y, ocorre no
sentido N-terminal para o C-terminal (esquerda para direita). A Tabela 11
relaciona os picos observados no espectro da Figura 38 com suas respectivas
massas, seus fragmentos correspondentes e suas respectivas séries.

Observando o espectro MS/MS (figura 38), verificou-se que a sequéncia

obtida experimentalmente era coincidente com a sequéncia delineada.
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Figura 38 — Espectro ESI-MS/MS para a fracdo cromatografica correspondente ao
peptideo Ac-VNITHQHTVTTTT-NH,. Indicados em pontilhado azul, os fragmentos
correspondentes a série b; Indicados em pontilhado vermelho, os fragmentos correspondentes
a série y. Os fragmentos, representados por letras, estdo caracterizados na tabela 11. Fluxo: 1
pL min'1; Voltagem do capilar: 2,8 kV; Voltagem do cone: 40 V; Energia de colisdo: 30 eV;

Temperatura de dessolvatagéo: 25° C.

TABELA 11 — PICOS OBSERVADOS NO ESPECTRO MS/MS DO PEPTIDEO
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH;

Pico| M/Z Fragmento Série
A [1365,80| Ac-VNITKQHTVTTT | B
B |1343,79|NITKQHTVTTTT-NH| Y
C [1264,74| Ac-VNITKQHTVTT B
D |1229,79| ITKQHTVTTTT-NH, | Y
E [1163,74| Ac-VNITKQHTVT B
F [1116,39| TKQHTVTTTT-NH, | Y
G [1062,74| Ac-VNITKQHTV B
H [101539| KQHTVTTTT-NH, Y
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TABELA 11 - PICOS OBSERVADOS NO ESPECTRO MS/MS DO PEPTIDEO

Ac-VNITKQHTVTTTT-NH; (continuacao)

Pico| M/z Fragmento |Série

| 1963,74| Ac-VNITKQHT | B
J |887,39|QHTVTTTT-NHz| Y
K 862,74 Ac-VNITKQH B
L |759,39| HTVTTTT-NH2 | Y
M |725,54| Ac-VNITKQ B
N [622,19| TVTTTT-NH, Y
O |597,54 Ac-VNITK B
P |521,19| VTTTT-NH; Y
Q |469,54 Ac-VNIT B
R [422,19| TTTT-NH; Y
S |368,54 Ac-VNI B
T 321,19 TTT-NH, Y
U |255,14 Ac-VN B
V 119,19 T-NH, Y

A partir dos resultados apresentados, podemos concluir que a sintese do

peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH: foi eficiente (seqiiéncia e massa molecular

coincidentes) e que 0 mesmo encontra-se puro e adequado para os testes de

interacdo com o Cu?".

3.2 Ac-GGGTH-NH.

O peptideo Ac-GGGTH-NH,, o qual possui uma massa molecular de 469

Da, foi purificado por RP-HPLC para eliminagao de impurezas provenientes das

etapas de sintese, clivagem e desprotegéo.
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Inicialmente, realizou-se 4 corridas cromatograficas em coluna
preparativa, utilizando os parametros experimentais definidos no capitulo
anterior, para a purificacdo do Ac-GGGTH-NH,. A Figura 39 mostra um dos
cromatogramas obtidos para o Ac-GGGTH-NH,, utilizando coluna preparativa,
apds as etapas de clivagem e desprotecdo. Trés picos principais sao
observados no cromatograma, todos apresentando grande absorcdo em 216
nm, e um deles (com tempo de retencdo em 29,09 minutos), apresentando
ainda ligeira absorcdo em 280 nm, o que poderia indicar que este pico nao
seria 0 Ac-GGGTH-NH,, pois este peptideo ndo contém Triptofano (W) nem

Tirosina (Y), aminoacidos que possuem grupos aromaticos em suas cadeias

laterais.
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Figura 39 - Cromatograma obtido para o peptideo Ac-GGGTH-NH,. Em azul, absorgdo em
216 nm; em verde, absor¢do em 280 nm; em rosa, gradiente de concentracdo do solvente B.
Coluna: preparativa Vydac Cqg (104, 2,2 x 25 cm); fluxo: 5,0 ml min'1; Temperatura: 22° C; Fase

mével: solvente A (TFA 0,1% em agua), solvente B (TFA 0,1% em acetonitrila).

As fragdes cromatograficas, obtidas utilizando coluna preparativa (Figura
39), foram analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. Nestes

experimentos, verificou-se que a fracao registrada no cromatograma em 27,99
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minutos, correspondia ao Ac-GGGTH-NH; (fracdo A). No entanto, essa fracao
ainda apresentava certo grau de impureza, conforme pode ser observado no
espectro de massa ilustrado na Figura 40. Este resultado levou a realizacdo de

mais uma etapa de purificagcdo, uma recromatografia em coluna analitica.

E
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Figura 40 — Espectro de massa MALDI-TOF para fracao A - que continha o peptideo Ac-
GGGTH-NH, (469,12 Da). Modo: refletor; Tipo de laser: N,, comprimento de onda 334 nm;
Pressao no detector: 5,0 x 107 mbar; Pressao na fonte de ions: 1,2 x 107 mbar; Voltagem de

aceleracao: 13,8 kV; Matriz: a-ciano.

A Figura 41 mostra o cromatograma obtido na recromatografia da fracéo
A. Quatro picos principais foram identificados no cromatograma, todos com
consideravel absorcao em 216 nm, e praticamente nenhuma absor¢cao em 280
nm, o que era esperado, pois 0 Ac-GGGTH-NH, ndo contém Triptofano (W)
nem Tirosina (Y), aminoacidos que possuem grupos aromaticos em suas
cadeias laterais. Em seguida, registrou-se o espectro de massa MALDI-TOF
para cada fragdo cromatografica obtida na recromatografia, e observou-se que
o peptideo Ac-GGGTH-NH. puro correspondia a fragdo registrada no
cromatograma em 18,89 minutos (fracdo B). A Figura 42 mostra o espectro
MALDI-TOF MS obtido para a fracdo B. Além do pico correspondente ao
peptideo Ac-GGGTH-NH, (469,02 Da), observou-se no espectro de massa 0s
picos de massas 378,84; 440,79; 334,81; 568,00 Da, os quais correspondem a
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matriz utilizada (a-ciano). ldentificou-se ainda no espectro de massa o pico de
massa 491,00 Da, o qual pode ser atribuido a formacao de um aduto de s6dio
com o Ac-GGGTH-NH,, provavelmente devido a presenca de ions Na* na agua
utilizada como solvente nos experimentos cromatograficos. Em seguida, o
espectro de massa MALDI-TOF/TOF (fragmentagédo) para a fracdo B foi
registrado, para verificacdo da sequéncia do peptideo Ac-GGGTH-NH, (Figura
43). A Tabela 12 relaciona os picos observados no espectro da Figura 43 com
suas respectivas massas, seus fragmentos correspondentes e suas respectivas
séries.

Analisando o espectro MS/MS, verificou-se que a seqUéncia obtida

experimentalmente era coincidente com a sequéncia delineada.
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Figura 41 - Cromatograma de recromatografia em coluna analitica para a fracao A - que
continha o peptideo Ac-GGGTH-NH,. Em azul, absorgdo em 216 nm; em verde, absorgéo em
280 nm; em rosa, gradiente de concentragéo do solvente B. Coluna: analitica Vydac Dionex Cyg
(5y, 1,6 x 25 cm) com pré-coluna Vydac Cyg (5y, 1,6 x 6 cm); fluxo: 1,0 ml min™"; Temperatura:

22° C; Fase mével: solvente A (TFA 0,1% em agua), solvente B (TFA 0,1% em acetonitrila).
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Figura 42 — Espectro de massa MALDI-TOF para a fragdao B — que continha o peptideo Ac-
GGGTH-NH, (469. 02 Da). Modo: refletor; Tipo de laser: N,, comprimento de onda 334 nm;

Pressao no detector: 5,0 x 107 mbar; Pressao na fonte de ions: 1,2 x 107 mbar; Voltagem de
aceleracao: 13,8 kV; Matriz: a-ciano.
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Figura 43 — Espectro MALDI-TOF/TOF MS/MS para a fracao B — que continha o peptideo
Ac-GGGTH-NH,. Indicados em pontilhado azul, os fragmentos correspondentes a série B;

Indicados em pontilhado vermelho, os fragmentos correspondentes a série Y. Os fragmentos,

representados por letras, estdo caracterizados na tabela 12. Modo: refletor; Tipo de laser: No,

comprimento de onda 334 nm; Presséo no detector: 5,0 x 107 mbar; Pressdo na fonte de ions:

1,2 x 107 mbar; Voltagem de aceleragéo: 13,8 kV; Energia de colisédo: 60% da energia maxima

do equipamento. Matriz: a-ciano.

TABELA 12 - PICOS OBSERVADOS NO ESPECTRO MS/MS DO PEPTIDEO
Ac-GGGTH-NH-

Pico| M/Z |Fragmento |Série
A |370,09| GGTH-NH.| Y
B |313,81| Ac-GGGT | B
C |313,09| GTH-NH, | Y
D [256,09| TH-NH: Y
E (212,81 Ac-GGG B
F 155,88 Ac-GG B
G |155,86| H-NH: Y
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A partir dos resultados apresentados, podemos concluir que a sintese do
peptideo Ac-GGGTH-NH. foi eficiente (seqléncia e massa molecular
coincidente) e que 0 mesmo encontra-se puro e adequado para os testes de

interacdo com o Cu?".

3.3 Ac-PHGGGWGQ-NH;

O peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH,, o qual possui uma massa molecular
de 836 Da, foi purificado por RP-HPLC para a eliminacdo de impurezas
provenientes das etapas de sintese, clivagem e desprotecéo.

Inicialmente, realizou-se 7 corridas cromatograficas em coluna
preparativa, utilizando os parametros experimentais definidos no capitulo
anterior para a purificacdo do Ac-PHGGGWGQ-NH.. A Figura 44 mostra um
dos cromatogramas obtidos para o Ac-PHGGGWGQ-NH,, utilizando coluna
preparativa, apds as etapas de clivagem e desprotecao. Varios picos foram
observados no cromatograma, todos apresentando grande absorcdo em 216 e
280 nm. Este resultado era o esperado, pois o Ac-PHGGGWGQ-NH, possui
Triptofano (W) em sua seqiéncia, e os reagentes utilizados nas etapas de
clivagem e desprotecao (Fenol e Tioanisol) possuem grupos aromaticos.
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Figura 44 - Cromatograma obtido para o peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH,. Em azul,
absor¢do em 216 nm; em verde, absorgdo em 280 nm; em rosa, gradiente de concentragéao do
solvente B. Coluna: preparativa Vydac Cig (104, 2,2 x 25 cm); fluxo: 5,0 ml min'1; Temperatura:
22° C; Fase mével: solvente A (TFA 0,1% em agua), solvente B (TFA 0,1% em acetonitrila).

As fracoes cromatograficas obtidas utilizando coluna preparativa foram
analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF. Nestes experimentos,
verificou-se que a fracao registrada em 33,74 minutos, correspondia ao Ac-
PHGGGWGQ-NH: (fracao C). No entanto, essa fracao apresentava ainda alto
grau de impureza, conforme pode ser observado no espectro de massa
ilustrado na Figura 45.

Este resultado levou a realizacdo de mais uma etapa de purificacao,
uma recromatografia em coluna analitica. A Figura 46 mostra o cromatograma

obtido na recromatografia da fragao C.
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Figura 45 — Espectro de massa MALDI-TOF/TOF para fracdao C - que continha o peptideo
Ac-PHGGGWGQ-NH; (836,35 Da). Modo: refletor; Tipo de laser: N,, comprimento de onda 334

nm; Pressdo no detector: 5,0 x 10”7 mbar; Pressdo na fonte de ions: 1,2 x 107 mbar; Voltagem

de aceleracao: 13,8 kV; Matriz: a-ciano.
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Figura 46 — Cromatograma de recromatografia em coluna analitica para a fracado C - que
continha o peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH,. Em azul, absorgdo em 216 nm; em verde,

absor¢do em 280 nm; em rosa, gradiente de concentracdo do solvente B. Coluna: analitica

Vydac Dionex Cig (54, 1,6 x 25 cm) com pré-coluna Vydac Cqg (54, 1,6 x 6 cm); fluxo: 1,0 ml

min™"; Temperatura: 22° C; Fase movel: solvente A (TFA 0,1% em agua), solvente B (TFA 0,1%

em acetonitrila).
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Foram observados no cromatograma trés picos principais, todos com
absorgao consideravel em 216 nm e dois deles com absor¢édo consideravel em
280 nm, o que era esperado, pois 0 Ac-PHGGGWGQ-NH, possui Triptofano
(W) em sua seqliéncia. Em seguida, registrou-se o espectro de massa MALDI-
TOF para as fracdes cromatograficas obtidas na recromatografia, e observou-
se que o peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH. puro correspondia a fragao registrada
em 23,89 minutos (fracdo D). A Figura 47 mostra o espectro de massa MALDI-

TOF obtido para a fragao D.
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Figura 47 - Espectro MALDI-TOF/TOF para a fracao D — que continha o peptideo Ac-
PHGGGWGQ-NH,. Modo: refletor; Tipo de laser: N,, comprimento de onda 334 nm; Presséo no
detector: 5,0 x 107 mbar; Pressdo na fonte de ions: 1,2 x 107 mbar; Voltagem de aceleragéo:
13,8 kV; Matriz: a-ciano.

Observou-se no espectro de massa, além do pico correspondente ao Ac-
PHGGGWGQ-NH: (836,52 Da), outros picos com menor intensidade. Os picos
de massa 858,51 e 874,49 Da podem ser atribuidos a adutos de peptideo
formados com ions sddio e potassio, respectivamente, que provavelmente sao

provenientes da 4agua utiizada como solvente nos experimentos
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cromatograficos. O pico observado com massa 779,45 Da corresponde a uma
pequeno peptideo subproduto, com um residuo de glicina a menos. Em
seqguida, o espectro de massa MALDI-TOF/TOF (fragmentacao) para a fracao
D foi registrado, para verificacdo da sequiéncia do peptideo Ac-PHGGGWGQ-
NH. (Figura 48). A Tabela 13 relaciona os picos observados no espectro da
Figura 48 com suas respectivas massas, seus fragmentos correspondentes e
suas respectivas séries.

Analisando o espectro MS/MS, verificou-se que a seqliéncia obtida

experimentalmente era coincidente com a sequiéncia delineada.

—P—t—*H = G6——G G — W— o ——a— thﬂlax
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Figura 48 - Espectro MALDI-TOF/TOF MS/MS para a fracao D — que continha o peptideo
Ac-PHGGGWGQ-NH, (836,35 Da). Indicados em pontilhado azul, os fragmentos
correspondentes a série B; Indicados em pontilhado vermelho, os fragmentos correspondentes
a série Y. Os fragmentos, representados por letras, estdo caracterizados na tabela 13. Modo:
refletor; Tipo de laser: No, comprimento de onda 334 nm; Presséo no detector: 5,0 x 107 mbar;
Pressdo na fonte de ions: 1,2 x 107 mbar; Voltagem de aceleracdo: 13,8 kV; Energia de

colisdo: 60% da energia maxima do equipamento. Matriz: a-ciano.
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TABELA 13 - PICOS OBSERVADOS NO ESPECTRO MS/MS DO PEPTIDEO
Ac-PHGGGWGQ-NH:

Pico| M/Z Fragmento Série
A |697,34 HGGGWGQ-NH; Y
B [690,35 Ac-PHGGGWG B
C [633,35 Ac-PHGGGW B
D |560,14 GGGWGQ-NH: Y
E |503,14 GGWGQ-NH; Y
F 448,04 | Ac-PHGGG e GWGQ-NH, [Be Y
G |390,97| Ac-PHGG eWGQ-NH, [BeY
H |333,97 Ac-PHG B
| 276,98 Ac-PH B
J ]204,97 GQ-NH; Y
K 147,97 Q-NH; Y
L [139,97 Ac-P B

A partir dos resultados apresentados, podemos concluir que a sintese

do peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH> foi eficiente (seqiéncia e massa molecular

coincidente) e que 0 mesmo encontra-se puro e adequado para os testes de

interagdo com o Cu?*

4. Padronizacao dos peptideos do prion

As solucdes dos peptideos do prion para uso nas analises voltamétricas foram

previamente padronizadas através do uso da espectrofotometria UV-Vis.

Para Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, e Ac-GGGTH-NH,,
método de Murphy e Kies (72), foi possivel calcular o valor de suas

concentracdes nas solucdes por meio das seguintes equacoes:

partindo-se do
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K = (Az15 — Asps). 144 (8)
T = (Asgs).31 (9)
(K+T)/2=C(mgL" (10)

A tabela 14 mostra os valores de absorbancia obtidos para as solucoes
dos peptideos Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, e Ac-GGGTH-NH> nos comprimentos
de onda 205, 215 e 225 nm.

TABELA 14 — VALORES DE ABSORBANCIA DETERMINADOS PARA 0OS
PEPTIDEOS Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, E Ac-GGGTH-NH;

Peptideo A205 nm | A215 nm | A225 nm
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, 0,658 |0,302 |0,004
Ac-GGGTH-NH> 0,528 (0,283 (0,109

Substituindo-se os valores de absorbancia descritos na tabela 14, nas
equacgdes 8, 9 e 10, os valores de concentracdo encontrados para as solucoes
dos peptideos foram:

Peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,
C=(K+T)/2=31,655mgL"
Considerando o fator de diluicao (x40), C = 1266,2 mg L™
Fazendo a conversao para mol L™, tem-se: C = 8,527 x 10 mol L.

Peptideo Ac-GGGTH-NH-»

C=(K+T)/2=20,71 mgL"
Considerando o fator de diluicdo (x2), C = 41,42 mg L

Fazendo a conversdo para mol L, tem-se: C = 8,831 x 10° mol L™,

Para o peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH,, partindo-se da Lei de Beer e
determinando-se previamente o valor de sua absortividade molar (g) pelo
método de Edelhoch, foi possivel calcular o valor de sua concentragdo na

solucéo por meio da seguinte equacao:
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A=ebC (11)

A = 0,026 (absorbancia da solucdo de Ac-PHGGGWGQ-NH; a 280 nm)

b =1 cm (espessura da cubeta)

£ =¢ (280 nm) (M cm™) = (nmero de triptofanos = 1)(5500) + (nGmero de
tirosinas = 0)(1490) + (nimero de cistinas = 0)(125) = 5500 L mol™ cm™

Substituindo-se os valores de A, b e € determinados experimentalmente,
o valor de concentragdo encontrado para a solucdo do peptideo Ac-
PHGGGWGQ-NH; foi:
C=A/eb=4,782x10°mol L
Considerando o fator de dilui¢do (x2), C = 9,564 x 10® mol L™.

5. Interacao do cobre com os peptideos do prion

5.1 Sistema Cu?* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,

A Figura 49 mostra os voltamogramas obtidos para 10 pL de Cu?* 4 x 10"
3 mol L' em KNO3 0,1 mol L™ na auséncia (curva 1) e na presencga (curvas 2 a
7) do peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. Observou-se um decaimento
progressivo do sinal da corrente de difusdo do cobre na presenca do peptideo,
indicando a existéncia da interacdo entre o Ac-VNITKQHTVTTTT-NH; e ions
Cu®.
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Figura 49 — Voltamogramas para o Cu2+(2,0 x 10 mol L") na auséncia (curva 1) e na
presenca de Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, (curvas 2 a 7) em KNO; 0,1 mol L. Curva 2:
[peptideo] = 8,527 x 107 mol L''; curva 3: [peptideo] = 1,7054 x 10° mol L™; curva 4: [peptideo]
=2,5581 x 10° mol L'; curva 5: [peptideo] = 3,4108 x 10°®; curva 6: [peptideo] = 4,2635 x 10°
mol L™"; curva 7: [peptideo] = 5,1162 x 10° mol L. Curva 8: KNO; 0,1 mol L. E; = -300 mV; E;
=+200 MV; E4=-300mV;t3=90s;v=10 mV 3'1; Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de
referéncia: Ag / AgCl (KCI 3 mol L™).

Com base nos voltamogramas obtidos para o Cu®* na auséncia e na
presenca do peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, tracou-se a curva de
titulacdo amperométrica, para a determinacao do ponto de equivaléncia (Figura
50).
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Figura 50 — Curva de titulacio amperométrica do Cu®* com o peptideo Ac-
VNITKQHTVTTTT- NH,. Adicdes sucessivas de 20, 40, 60, 80, 100 e 120 pL de Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH, 8,527 x 10 mol L. nq = 3 determinagées.

Tomando como base o grafico da titulagdo amperométrica, que indicou o
ponto de equivaléncia em 39,46 pL de Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, 8,527 x 10

mol L, calculou-se a estequiometria do sistema:

(Nimero de mols de Cu®*) / X = (Nimero de mols de Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH>)

4x10° mol L' x10x10 %L =8,527 x 10*mol L' x 39,46 x 10° L
X

X =1,189 (estequiometria).

Com base neste célculo, pbdde-se dizer que a estequiometria encontrada
para o sistema Cu?* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, foi de 1 Cu : 1 Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH,. Este resultado era o esperado, pois esta coincidente
com a literatura, conforme propés o trabalho de Brown e colaboradores (31).
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A comprovacdo da interagdo entre o fon Cu?* e o Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH. sugere que ocorre a formagédo de um complexo entre o cobre (ll) e o prion
na regido correspondente aos residuos 180 a 193. Devido a afinidade entre o
Cu?** e o nitrogénio do anel imidazélico de histidina, provavelmente este
complexo é formado na regido central do peptideo, com o Cu®** se ligando ao
residuo de histidina da sequéncia VNITKQHTVTTTT. Maiores detalhes em
relacdo a esfera de coordenacao desse complexo ndao estdo disponiveis na
literatura.

Como mencionado anteriormente, uma das etapas do trabalho é a
obtencdo de dados experimentais, que permitam o calculo do valor da
constante de dissociacdo dos complexos peptideos do prion — cobre(ll). A
determinacao deste parametro tem grande importancia na compreensao do
envolvimento dos ions cobre(ll) nas alteracées conformacionais que levam ao
aparecimento do Prpsc.

Sao propostas duas metodologias para o célculo da constante de
dissociacdo (Kq) do complexo Cu®* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,: Lei da acdo
das massas e Titulacao Amperométrica.

Lei da acao das massas

A reacao de complexacao do Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, com o ion

cobre(ll) pode ser representada por:

Ka
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH; + Cu?* < Cu?* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,

e, segundo a Lei da acdo das massas, a constante de dissociacao da reagao

(Kq) pode ser calculada pela seguinte equacao:
Kg = [Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,] [Cu?*] / [Cu?* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,](12)

Considerando que no ponto de equivaléncia [Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,] =
[Cu?*], entdo

Kg = [Cu® P/ [Cu® - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH] (13)
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onde
[Cu?*] = concentragdo de cobre livre no ponto de equivaléncia em mol L™
[Cu?* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,] = concentracdo de peptideo no ponto de

equivaléncia em mol L.

A constante de dissociacdo para o complexo do Cu?®* com o Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH, foi calculada a partir dos dados das titulacbes
amperométricas e da equacao (13). Os resultados obtidos sao apresentados na
tabela 15.

TABELA 15 — CONSTANTES DE DISSOCIACAO OBTIDAS ATRAVES DO
METODO LEI DA ACAO DAS MASSAS

n° | [Cu®™*]/molL" [[Cu®*-Ac-VNITKQHTVTTTT-NH;]| Kg/mol L™

1 2,674 x 107 1,682 x 10°® 4,251 x 10°®

2 2,051 x 107 1,768 x 10°® 2,379 x 10°®

3 3,218 x 107 1,597 x 10°® 6,484 x 10°
Média| 2,648 x 107 + 1,682 x 10® +8,550 x 10°® 4,371 x 10° ¢

5,839 x 10°® 2,055 x 10°®

Titulacao amperométrica

Saroff e Mark (73) estudaram a reagdo de complexacdo do Zn?* e do
Hg®* com a albumina sérica bovina por polarografia de pulso diferencial. A
metodologia baseia-se em titulagdes amperométricas e em experimentos de
didlise. A equacao utilizada para o calculo da constante de associacao (K) das
reagdes foi a seguinte:

(Co—C)/P=(K.C.n)/(1+KC) (14)

onde

Co = concentracao do ion metélico total



C = concentracao do metal livre

P = concentracao de peptideo total

n = numero de sitios

K = constante de associacdo da reagao (inverso de Ky)

Esta relacdo que descreve o método da Titulacdo Amperométrica foi
obtida experimentalmente (73), levando em consideracdo o comportamento
grafico entre diferentes concentragbes de ions metdlicos vs. diferentes
nameros de sitios em proteinas ligantes.

Para o célculo da constante de dissociacdao da reacdao de complexacao

do Cu®* com o peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, utilizou-se a equacéo (14)

adotando os seguintes parametros experimentais:

Co = concentracao de cobre total

C = concentracao de cobre livre no ponto de equivaléncia
P = concentracdo de Ac-VNITKQHTVTTTT-NH no ponto de equivaléncia

n =1 (um possivel sitio para metais, Cu?*)

Os valores de Ky obtidos para as titulagdes amperométricas do cobre

com o peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, sdo mostrados na tabela 16.

TABELA 16 - VALORES DE K4 OBTIDOS ATRAVES DO METODO DE
TITULACAO AMPEROMETRICA

n° [[Col/ mol L [[C]/molL" [[P]/mollL"’ Kq/ mol L™
1 | 2,000x10° | 2,674 x10” 1,682 x 10°® 2,727 x 10°°
2 [2000x10°| 2,051 x10” 1,768 x 10°® 2,072 x 10
3 [2,000x10°| 3,218 x 107 1,597 x 10° 3,251 x 10°°
Média| 2,000 x 10° | 2,648 x 107+ | 1,682x10°+ 2,683 x 107 +
5,839 x 10°® 8,550 x 10°® 5,907 x 10°"°

Os valores médios de Ky obtidos nos dois métodos de calculo sdo

mostrados na tabela 17.
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TABELA 17 — VALORES DE K4

Método Kq / mol L™
Lei da acdo das massas 4371 x10°
Titulagdo amperométrica 2,683 x 107

Os valores de Ky obtidos utilizando a Lei da acdo das massas e titulacao
amperométrica ndao podem ser considerados semelhantes. Neste caso,
devemos levar em consideragdo os baixos valores de Ky (10® — 10®° mol L),
onde uma diferenca relativa de uma ordem de grandeza de 10 é algo
significativo. Enquanto que a Lei da acao das massas leva em consideracéo as
concentracdes das espécies envolvidas, o método Titulacdo amperométrica,
além destas variaveis, consideram parametros fisico-quimicos, tais como

namero de sitios de metais por molécula de peptideo.

Com base nos valores de Kg, outro parametro pode ser calculado para o
sistema Cu®" - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, o potencial padrdo de reducdo do
cobre(ll) na presenca do peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH; (E®):

E”
Cu®* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH: + 2e” <> Cu + Ac-VNITKQHTVTTTT-NH>»

A equacao de Nernst para a reducao do cobre (ll) na presenca do peptideo é
representada por:

E = E® + (0,059/2) log ([Cu® - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,] / [Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,] (15)

Considerando também a reducao do cobre (llI) na auséncia do peptideo:
EO
Cu** +2e & Cu

A equacao de Nernst para a reducao do cobre (ll) na auséncia do peptideo é

representada por:
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E = E° + (0,059/2) log [Cu®*] (16)

Onde E° representa o potencial padrdo de redugdo do cobre (II),
tabelado para 1 atm de pressdo, 25° C e concentracdo de Cu®* de 1 mol L, vs.
eletrodo padrao de hidrogénio, com o valor de + 0,34 V.

Isolando e substituindo o termo [Cu?*] da equagdo (16), na equagao (12)
que descreve a definicdo de Kgy, e posteriormente igualando-se com a equacao
(15), tem-se a relagdo entre Ky e E?:

E® = E° + 0,0295 log K4 (17)
Substituindo os valores de Kqy da tabela 17, o valor de E° (0,34 V) na

equacao (17) e posteriormente convertendo os resultados para o eletrodo de
referéncia utilizado (+ 0,22 V), obtém-se os valores de E” (tabela 18):

TABELA 18 — VALORES DE POTENCIAL PADRAO DE REDUCAO PARA O
SISTEMA Cu?* - Ac-VNITKQHTVTTTT-NH;

Método Kyg/molL|E”/V

Lei da acdo das massas | 4,371 x 10®

0,343

Titulagdo amperométrica | 2,683 x 10
0,307

Os valores de E” (Tabela 18), os quais encontram-se acima de + 300
mV, e portanto fora do dominio de eletroatividade do eletrodo de mercurio,
justificam a auséncia de um sinal voltamétrico caracteristico do complexo Cu —
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH: nos voltamogramas da Figura 49.
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5.2 Sistema Cu®** - Ac-GGGTH-NH,

A Figura 51 mostra os voltamogramas obtidos para 5,0 uL de Cu®* 4 x
10 mol L''em KNO3 0,1 mol L' na auséncia (curva 2) e na presenca (curvas 3
a 8) do peptideo Ac-GGGTH-NH,. Observou-se um decaimento progressivo do
sinal da corrente de difusdo do cobre na auséncia do peptideo, indicando a
existéncia da interacdo entre o Ac-GGGTH-NH; e os ions Cu?*.

300
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1/ nA
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0 - [ [ [ [
-300 -200 -100 0 100 200
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Figura 51 — Voltamogramas para o Cu2+(1 ,0 X 10° mol L") na auséncia (curva 2) e na
presenca de Ac-GGGTH-NH, (curvas 3 a 8) em KNO; 0,1 mol L. Curva 3: [peptideo] =
3,9740 x 107 mol L™; curva 4: [peptideo] = 7,9479 x 107" mol L; curva 5: [peptideo] = 1,1922 x
10 mol L; curva 6: [peptideo] = 1,5896 x 10 curva 7: [peptideo] = 1,9870 x 10° mol L™;
curva 8: [peptideo] = 2,3844 x 10° mol L. Curva 1: KNO; 0,1 mol L. E; = -300 mV; E; = + 200
mV; Eq = - 300 mV; ty = 90 s; v = 10 mV s™'; Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de
referéncia: Ag / AgCl (KCI 3 mol L™).
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Com base nos voltamogramas obtidos para o Cu?®* na auséncia e na
presenca do peptideo Ac-GGGTH-NH,, tracou-se a curva de titulagdo
amperométrica, para a determinagdo do ponto de equivaléncia (Figura 52).
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Volume de Ac-GGGTH-NHz2 / uL

Figura 52 — Curva de titulacdo amperométrica do Cu®** com o peptideo Ac-GGGTH- NH,.
Adicdes sucessivas de 90, 180, 270, 360, 450 e 540 yL de Ac-GGGTH-NH, 8,831 x 10° mol L

' ng = 3 determinagoes.

Tomando como base o grafico da titulagdo amperométrica, que indicou o
ponto de equivaléncia em 172,50 pL de Ac-GGGTH-NH, 8,831 x 10° mol L™,

calculou-se a estequiometria do sistema:
(NUmero de mols de Cu?*) / X = (NGmero de mols de Ac-GGGTH-NH))

4x10° molL"x5x10°L =8,831x10°mol L' x 172,50 x 10° L
X

X = 1,31 (estequiometria).
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Com base neste célculo, pbdde-se dizer que a estequiometria encontrada
para o sistema Cu®* - Ac-GGGTH-NH; foi de 1 Cu : 1 Ac-GGGTH-NH,. Este
resultado era o esperado, pois esta coincidente com a literatura, conforme

propds o trabalho de Burns e colaboradores (30).

A comprovacdo da interacdo entre o fon Cu®* e o Ac-GGGTH-NH,
sugere a formagdo de um complexo entre o cobre(ll) e o prion na regido
correspondente aos residuos 92 a 96. Segundo Burns e colaboradores, este
complexo é formado a partir da ligagdo do Cu®* a quatro atomos de nitrogénio,
sendo um proveniente do anel imidazdlico do residuo de histidina, e outros trés
provenientes da ligacao peptidica entre o segundo e terceiro residuo de glicina;
entre o terceiro residuo de glicina e o residuo de treonina; e entre o residuo de
treonina e de histidina. Estas ligacbes conferem uma geometria quadrado
planar para o complexo (Figura 18), porém suspeita-se que uma molécula de
agua pode estar atuando como um quinto ligante, axialmente, sugerindo entao
uma geometria de piramide de base quadrada (30).

Calculo da constante de dissociacdo (K4) para o sistema Cu?* - Ac-
GGGTH-NH; pelo método da Lei da acao das massas

A reacao de complexacao do Ac-GGGTH-NH, com o ion cobre(ll) pode

ser representada por:

Kq
Ac-GGGTH-NH, + Cu?* <> Cu®* - Ac-GGGTH-NH,

e, segundo a Lei da acdo das massas, a constante de dissociacdo da reacao

(Kq) pode ser calculada pela seguinte equacgéao:
Kg = [Ac-GGGTH-NH;] [Cu®*]/ [Cu®* - Ac-GGGTH-NH;] (17)
Considerando que no ponto de equivaléncia [Ac-GGGTH-NH,] = [Cu?*], entdo

Kg = [Cu®]? / [Cu®" - Ac-GGGTH-NH,] (18)
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onde
[Cu?*] = concentragdo de cobre livre no ponto de equivaléncia em mol L™
[Cu?* - Ac-GGGTH-NH,] = concentragdo de peptideo no ponto de equivaléncia

em mol L.

A constante de dissociagdo para o complexo Cu?* - Ac-GGGTH-NH, foi
calculada a partir dos dados das titulagdes amperométricas e da equacao (18).
Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 19.

TABELA 19 - CONSTANTES DE DISSOCIACAO OBTIDAS ATRAVES DO
METODO LEI DA ACAO DAS MASSAS

n° [Cu*]/molL" | [Cu*-Ac-GGGTH-NH;] Kq / mol L™
1 1,815x 107 7,617 x 107 4,325 x 10°®
2 1,694 x 10”7 7,838 x 107 3,661 x 10°®
3 1,926 x 107 7,396 x 107 5,016 x 10°®
Média| 1,812x107 7,617 x107£2,210x |4,334 x 10° + 6,775 x
1,160 x 10°® 1078 107

Calculo da constante de dissociacdo (Kg) para o sistema Cu®** - Ac-
GGGTH-NH; pelo método da Titulacao amperomeétrica

Para o célculo da constante de dissociacdo da reacdo de complexacéao
do Cu®* com o peptideo Ac-GGGTH-NHp, utilizou-se a equagdo (14), proposta
por Saroff e Mark (73) adotando os seguintes parametros experimentais:

Co = concentracao de cobre total
C = concentracao de cobre livre no ponto de equivaléncia
P = concentracado de Ac-GGGTH-NH2 no ponto de equivaléncia

n =1 (um possivel sitio para metais, Cu?*)
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Os valores de Ky obtidos para as titulagbes amperométricas do cobre

com o peptideo Ac-GGGTH-NH,, sdo mostrados na tabela 20.

TABELA 20 — VALORES DE K4 OBTIDOS ATRAVES DO METODO DE
TITULACAO AMPEROMETRICA

n° |[Co]/ mol [[C]/ mol L™ [P]/ mol L™ Kq/ mol L™
L-1

1 1,000 X 1,815x 10”7 7,617 x 107 1,833 x 10°
10°®

2 1,000 x 1,694 x 10”7 7,838 x 1077 1,711 x 10°
10°®

3 1,000 x 1,926 x 107 7,396 x 10”7 1,945 x 10°®
10°®

Média| 1,000 x 1,812x 107 + 7617 x107 + 1,830 x 107 +

10® 1,160 x 108 2210x 10°® 1,170 x 10"

Os valores médios de Ky obtidos nos dois métodos de calculo sdo

mostrados na tabela 21.

TABELA 21 — VALORES DE K4

Método K4/ mol L™
Lei da acdo das massas 4334 x10°
Titulagdo amperométrica 1,830 x 107

Os valores de Ky obtidos utilizando a Lei da acdo das massas e titulacao
amperométrica ndo podem ser considerados semelhantes. Neste caso,
devemos levar em consideragdo os baixos valores de Ky (10® — 10®° mol L),

onde uma diferenca relativa de uma ordem de grandeza de 10 é algo
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significativo. Enquanto que a Lei da acdo das massas leva em consideragao as
concentracdes das espécies envolvidas, o método Titulacdo amperométrica,
além destas variaveis, consideram parametros fisico-quimicos, tais como
namero de sitios de metais por molécula de peptideo.

Com base nos valores de Kg, outro parametro pode ser calculado para o
sistema Cu?* - Ac-GGGTH-NH,, o potencial padrao de reducgéo (E%) do cobre
(1) na presenca do peptideo Ac-GGGTH-NH>:

E”

Cu?* - Ac-GGGTH-NH, + 2 & <> Cu + Ac-GGGTH-NH..

A equacao de Nernst para a reducao do cobre(ll) na presenga do peptideo é
representada por:

E = E” + (0,059/2) log ( [Cu?" - Ac-GGGTH-NH,] / [Ac-GGGTH-NH;] (19)

Considerando também o sistema na auséncia do peptideo:
EO
Cu* +2e « Cu

A equacao de Nernst para a reducao do cobre (ll) na auséncia do peptideo é
representada por:

E = E° + (0,059/2) log [Cu®*] (20)

Onde E° representa o potencial padrdo de redugdo do cobre (II),
tabelado para 1 atm de pressdo, 25° C e concentracdo de Cu®* de 1 mol L, vs.
eletrodo padrao de hidrogénio, com o valor de + 0,34 V.

Isolando e substituindo o termo [Cu?*] da equagdo (20), na equagao (17)
que descreve a definicdo de Kgy, e posteriormente igualando-se com a equacao
(19), tem-se a relagdo entre Ky e E?:

E® = E° + 0,0295 log Kgq (21)
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Substituindo os valores de Kq da tabela 21, o valor de E° (0,34 V) na
equacao (21) e posteriormente convertendo os resultados para o eletrodo de
referéncia utilizado (+ 0,22 V) tém-se os valores de E” (tabela 22):

TABELA 22 - VALORES DE POTENCIAL PADRAO DE REDUCAO PARA O
SISTEMA Cu® - Ac-GGGTH-NH,

Método Ky/mol L E”/V

Lei da acdo das massas | 4,334 x 10°®

0,343

Titulagdo amperométrica 1,830 x 10
0,302

Os valores de E” (Tabela 22), os quais encontram-se acima de + 300
mV, e portanto fora do dominio de eletroatividade do eletrodo de mercurio,
justificam a auséncia de um sinal voltamétrico caracteristico do complexo Cu —
Ac-GGGTH-NH> nos voltamogramas da Figura 51.

5.3 Sistema Cu?** - Ac-PHGGGWGQ-NH,

A figura 53 mostra os voltamogramas obtidos para 5,0 uL de Cu®* 8 x 10"
* mol L''em KNO3 0,1 mol L™ na auséncia (curva 2) e na presenca (curvas 3 a
8) do peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH,. Observou-se um decaimento
progressivo do sinal da corrente de difusdo do cobre na presenca do peptideo,

indicando a existéncia da interacdo entre o Ac-PHGGGWGQ-NH, e os ions
Cu?,
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Figura 53 - Voltamogramas para o Cu2+(2,0 x 107 mol L'1) na auséncia (curva 2) e na
presenca de Ac-PHGGGWGQ-NH, (curvas 3 a 8) em KNO; 0,1 mol L™. Curva 3: [peptideo] =
3,9740 x 107 mol L™"; curva 4: [peptideo] = 7,9479 x 107" mol L™; curva 5: [peptideo] = 1,1922 x
10 mol L™; curva 6: [peptideo] = 1,5896 x 10 curva 7: [peptideo] = 1,9870 x 10° mol L™;
curva 8: [peptideo] = 2,3844 x 10® mol L. Curva 1: KNO3 0,1 mol L. E; = -300 mV; E; = + 200
mV; Eq = - 300 mV; ty = 90 s; v = 10 mV s™'; Eletrodo de trabalho: HMDE; Eletrodo de
referéncia: Ag / AgCl (KCI 3 mol L™).

Com base nos voltamogramas obtidos para o Cu?* na auséncia e na
presenca do peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH,, tracou-se a curva de titulagao
amperométrica, para a determinagao do ponto de equivaléncia (Figura 54).
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Figura 54 — Curva de titulagdo amperomeétrica para o Cu®** por Ac-PHGGGWGQ- NH,.
Adicoes sucessivas de 165, 330, 495, 660, 825 e 990 uL de Ac-PHGGGWGQ-NH, 9,564 x 10
mol L. ng = 3 determinacdes.

Tomando como base o grafico da titulagdo amperométrica, que indicou o
ponto de equivaléncia em 481,18 pL de Ac-PHGGGWGQ-NH, 9,564 x 10° mol

L™, calculou-se a estequiometria do sistema:
(NUmero de mols de Cu?*) / X = (NGimero de mols de Ac-PHGGGWGQ-NH,)

4x10° molL"x1x10°L =9564x10%mol L' x481,18 x 10° L
X

X = 0,869 (estequiometria).

Com base neste célculo, pbdde-se dizer que a estequiometria encontrada
para o sistema Cu®" - Ac-PHGGGWGQ-NH; foi de 1 Cu : 1 Ac-PHGGGWGQ-
NH.. Este resultado era o esperado, pois esta coincidente com a literatura (22-
29).
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A comprovagao da interagdo entre o ion Cu?* e o Ac-PHGGGWGQ-NH,
sugere a formacdo de um complexo entre o cobre(ll) e o prion na regidao
correspondente aos residuos 59 a 66. Segundo Burns e colaboradores, este
complexo é formado a partir da ligagdo do Cu?* a trés atomos de nitrogénio,
sendo um proveniente do anel imidazélico do residuo de histidina, e outros dois
provenientes da ligacdo peptidica entre o residuo de histidina e o primeiro
residuo de glicina; e entre o primeiro e segundo residuos de glicina. O Cu?*
também liga-se a um atomo de oxigénio, do grupo carbonila do segundo
residuo de glicina. H4 também uma interacdo com uma molécula de agua,
sendo esta um quinto ligante. Estas ligacbes sugerem uma geometria de
piramide de base quadrada para o complexo (Figura 12) (23).

Calculo da constante de dissociacdo (Kg) para o sistema Cu®* - Ac-
PHGGGWGQ-NH: pelo método da Lei da acao das massas

A reacao de complexacao do Ac-PHGGGWGQ-NH, com o ion cobre(ll)
pode ser representada por:

Ka
Ac-PHGGGWGQ-NH, + Cu®** < Cu?* - Ac-PHGGGWGQ-NH,

e, segundo a Lei da acdo das massas, a constante de dissociagdo da reacéao
(Kq) pode ser calculada pela seguinte equacgéao:

Ka = [Ac-PHGGGWGQ-NH;] [Cu**] / [Cu®* - PHGGGWGQ-NH,] (22)

Considerando que no ponto de equivaléncia [Ac-PHGGGWGQ-NH,] = [Cu?'],

entao
Kg = [Cu®]? / [Cu®" - Ac-PHGGGWGQ-NH,] (23)

onde
[Cu?*] = concentracdo de cobre livre no ponto de equivaléncia em mol L
[Cu?®* - Ac-PHGGGWGQ-NH,] = concentracdo de peptideo no ponto de

equivaléncia em mol L.
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A constante de dissociacdo para o complexo Cu?* - Ac-PHGGGWGQ-
NH, foi calculada a partir dos dados das titulacbes amperométricas e da

equacao (23). Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 23.

TABELA 23 - CONSTANTES DE DISSOCIACAO OBTIDAS ATRAVES DO
METODO LEI DA ACAO DAS MASSAS

n° | [Cu®]/molL’ | [Cu**-Ac-PHGGGWGQ-NH,] Kq/ mol L™

1 3,463 x 10°® 2.301 x 107 5212 x107°
2 3,778 x 10° 2,325 x 107 6,139 x 107°
3 3,154 x 10° 2,277 x 107 4,369 x 107°

Média| 3,465x 10°% + 2,301 x 107 +2,400 x 10 5240 x 107 +
3,120 x 10° 8,853 x 107°

Calculo da constante de dissociagdo (K4) para o sistema Cu®* - Ac-
GGGTH-NH; pelo método da Titulacao amperomeétrica

Para o célculo da constante de dissociacdo da reacdo de complexacéao
do Cu?** com o peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH, utilizou-se a equacdo (14)
adotando os seguintes parametros experimentais:

Co = concentracao de cobre total
C = concentracao de cobre livre no ponto de equivaléncia
P = concentracdo de Ac-PHGGGWGQ-NH; no ponto de equivaléncia

n =1 (um possivel sitio para metais)

Os valores de Ky obtidos para as titulagbes amperométricas do cobre
com o peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH, realizadas, sdo mostrados na tabela 24.
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TABELA 24 - VALORES DE K4 OBTIDOS ATRAVES DO METODO DE
TITULACAO AMPEROMETRICA

n° |[Co]/ mol [[C]/ mol L™ [P]/ mol L™ Kq / mol L™
L-1

1 2,000 x 3,463 x 10® 2,301 x 10”7 3,498 x 107"
107

2 2,000 x 3,778 x 10°® 2,325 x 107 3,816 x 107°
107

3 2,000 x 3,154 x 10°® 2,277 x 10”7 3,186 x 107"
107

Média| 2,000x | 3,465x 10° + 2,301 x 107 + 3,500 x 1077 +

107 3,120 x 10 2,400 x 10 3,150 x 107"

Os valores médios de Ky obtidos nos dois métodos de calculo séao
mostrados na tabela 25.

TABELA 25 — VALORES DE K4

Método Kq / mol L™
Lei da acdo das massas 5,240 x 10
Titulacdo amperométrica 3,500 x 107

Os valores de Ky obtidos utilizando a Lei da acdo das massas e titulacao
amperométrica ndao podem ser considerados semelhantes. Neste caso,
devemos levar em consideragdo os baixos valores de Ky (10° — 107° mol L),
onde uma diferenca relativa de uma ordem de grandeza de 10 é algo
significativo. Enquanto que a Lei da acao das massas leva em consideragéo as
concentracdes das espécies envolvidas, o método Titulacdo amperométrica,
além destas variaveis, consideram parametros fisico-quimicos, tais como

namero de sitios de metais por molécula de peptideo.
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Com base nos valores de Kg, outro parametro pode ser calculado para o
sistema Cu®* - Ac-PHGGGWGQ-NH;, o potencial padrao de redugdo do
cobre (I1) na presenca do peptideo Ac-PHGGGWGQ-NH; (E®):

E”

Cu®* - Ac-PHGGGWGQ-NH; + 2 ¢ < Cu + Ac-PHGGGWGQ-NH;

A equacao de Nernst para a reducao do cobre (ll) na presencga do peptideo é
representada por:

E = E* + (0,059/2) log ([Cu® - Ac-PHGGGWGQ-NH,] / [Ac-PHGGGWGQ-NH;)) (24)

Considerando também a reducao do cobre (llI) na auséncia do peptideo:
EO
Cu** +2e & Cu

A equacao de Nernst para a reducao do cobre (ll) na auséncia do peptideo é

representada por:
E = E° + (0,059/2) log [Cu?*] (25)

Onde E° representa o potencial padrdo de redugdo do cobre (II),
tabelado para 1 atm de pressdo, 25° C e concentracdo de Cu®* de 1 mol L, vs.
eletrodo padrao de hidrogénio, com o valor de + 0,34 V.

Isolando e substituindo o termo [Cu?*] da equagéo (25), na equacao (22)
que descreve a definicdo de Kgy, e posteriormente igualando-se com a equacao
(24), tem-se a relagdo entre Ky e E?:

E® = E° + 0,0295 log Kgq (26)
Substituindo os valores de Ky da Tabela 25, o valor de E° (0,34 V) na

equacao (26) e posteriormente convertendo os resultados para o eletrodo de
referéncia utilizado (+ 0,22 V) tém-se os valores de E” (tabela 26):
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TABELA 26 — VALORES DE POTENCIAL PADRAO DE REDUCAO PARA O
SISTEMA Cu* - Ac-PHGGGWGQ-NH,

Método Kqg/ mol L' [E®”/V

Lei da acdo das massas | 5,240 x 10

0,316

Titulacdo amperométrica|3,500 x 107
0,281

Os valores de E” (Tabela 26), os quais encontram-se acima de + 270
mV, e portanto fora do dominio de eletroatividade do eletrodo de mercurio,
justificam a auséncia de um sinal voltamétrico caracteristico do complexo Cu —
Ac-PHGGGWGQ-NH: nos voltamogramas da Figura 53.

5.4 Proposta do papel dos ions Cu** no mecanismo das
doencas do prion

Uma informagéo relevante que os valores de Ky obtidos neste trabalho
revelam é a estabilidade dos complexos formados entre os peptideos do prion
e os fons Cu?*. Os resultados apresentados nos itens 5.1 a 5.3 sugerem que os
complexos de cobre(ll) formados em regides do prion fora das octarepeticoes
(Cu — Ac-GGGTH-NH, e Cu — Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,) sdo mais instaveis
(Kg = 1,830 x 10° mol L e 2,683 x 10° mol L, respectivamente). Este
resultado nos leva a acreditar que os fons Cu?* que permanecem ligados ao
prion sao realmente os que se encontram ligados as octarepticées (Cu — Ac-
PHGGGWGQ-NH,, Kg = 3,500 x 10"° mol L), e consequentemente, estes fons
cobre(ll) é que estariam envolvidos diretamente no evento de mudanca
conformacional. Baseado nessas informagcdes, na hipotese de Burns e
colaboradores e considerando que a estequiometria do complexo Cu?* - prion é
de 6 mols de cobre para um mol de proteina, pode-se propor entdo, um

possivel mapeamento dos ions cobre(ll) envolvidos no evento de mudanca
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conformacional responsavel pelas patologias do prion. A Figura 55 ilustra este
possivel mecanismo, onde o evento de mudanca conformacional envolveria
uma molécula de prion mais flexivel ao sair da célula, por estar carregada com
menor numero de ions cobre(ll).

O Prion, contendo seis ions cobre(ll) ligados em sua estrutura (quatro
ions na regiao do residuo 60 a 91; um ion na regido do residuo 92 a 96; um ion
na regiao do residuo 180 a 193), entra no interior do neurbnio e é capturado
pelo endossomo. Dois ions cobre(ll), um proveniente da regidao 92 a 96 e outro
da regiao 180 a 193, séo transportados para enzimas oxidativas e os outros
quatro permanecem ligados a regido das octarepeticdes (Figura 55A). Ao sair
do endossomo e retornar para a superficie da membrana plasmatica, o prion,
agora mais flexivel, permanece em um estado que favorece a interacao entre
algumas de suas cadeias laterais (de duas moléculas de proteina vizinhas)
provenientes de residuos de glutamina e ions cobre(ll) remanescentes. Desse
modo, haveria uma reorganizacdo estrutural, que acompanhada de eventos
raros (ndo muito claros ainda), poderia favorecer a formacdo do Prpsc (o
responsavel pelas doencas do prion) (Figura 55B). Porém, ainda ndo se sabe
como de fato ocorreria esta interacdo e posterior conversdo para a forma

Prpsc.
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Figura 55 — Possivel mecanismo de envolvimento dos ions cobre(ll) com o evento de
mudanca conformacional do prion. (A) Apds entrar no endossomo, dois ions Cu®* (bolas
pretas) seriam transportados para enzimas antioxidativas, e os demais permaneceriam ligados
ao prion, mesmo apds a saida da célula. (B) Ocorreria uma interacdo, na superficie da
membrana plasmatica, entre alguns residuos de glutamina de moléculas de prion vizinhas, e os
ions cobre(ll) remanescentes, resultando no evento de mudanga conformacional e origem do
Prpsc.
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VI. CONCLUSAO

Para uma melhor compreensdo sobre o papel do cobre na funcéo
biolégica do prion, e na manifestacao das TSE’s, varias técnicas analiticas tém
sido utilizadas para determinar os parametros qualitativos e quantitativos
relacionados a interacdo prion — Cu®* (19-32). Apesar dos varios estudos
realizados, existem discordancias com relacdo a alguns destes parametros,
como a estequiometria da reacgdo (2 a seis fons de Cu?* por molécula de prion)
e os sitios de ligacdo do cobre fora da regidao das octarepeticoes (regido do
residuo 92 a 96 e regido do residuo 180 a 193). Além disso, ha uma enorme
caréncia de informacdes sobre os parametros quantitativos (Ky, estequiometria)
para os possiveis sitios de ligagdo do Cu?* no prion.

Mesmo diante dessas discordancias e lacunas, alguns resultados nao
foram mais contestados e nem investigados. A esfera de coordenacgao para a
interacdo prion — Cu?* na regido das octarepeticdes é uma delas, assim como a
possivel participacdo do cobre(ll) no evento de mudangca conformacional da
proteina, responsavel pelas patologias (74-83).

As técnicas voltamétricas apresentam propriedades favoraveis para o
estudo do sistema prion - Cu?*, tais como: a corrente de difusdo é diretamente
proporcional a concentracdo do analito; o sinal de corrente é bastante sensivel
(o que permite o trabalho em pequenas quantidades, algo desejavel para o
trabalho com peptideos ou proteinas); permite a simulacdo de condi¢des
fisiolégicas; sdo consideradas técnicas nao-destrutivas.

Estas propriedades credenciaram a voltametria como técnica de analise
para o estudo de interacdo prion — Cu®". Pode-se dizer que este estudo
possibilitou o desenvolvimento de um método para a determinagdo de
parametros quantitativos (Ky, estequiometria) para o sistema prion — Cu?",
utilizando peptideos de diferentes regides do prion (provaveis sitios de ligacao).

A partir da metodologia desenvolvida e proposta, chegou-se as

seguintes conclusoes:
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. A metodologia de sintese de peptideos Fmoc de fase sélida é adequada
para a obtencao dos peptideos do prion;

. Os peptideos Ac-VNITKQHTVTTTT-NH. (regido do prion entre o residuo
180 e 193), Ac-GGGTH-NH, (regiao do prion entre o residuo 92 e 96), e
Ac-PHGGGWGQ-NH: (regido de uma octarepeticdo, entre os residuos
60 e 91), formam complexos com o fon Cu®, os quais foram
evidenciados pelo decaimento da corrente de oxidagéo do cobre quando
das adicoes de peptideos;

. A estequiometria da reacdo entre o Cu®* e o Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,
€ de um mol de peptideo para um mol de cobre, estando plenamente de
acordo com o trabalho de Brown e colaboradores (31). O fon Cu?*
provavelmente liga-se ao atomo de nitrogénio imidazolico do residuo de
histidina, no centro do peptideo, segundo 0 mesmo estudo;

. A estequiometria da reacdo entre o Cu** e 0 Ac-GGGTH-NH, é de um
mol de peptideo para um mol de cobre, estando plenamente de acordo
com o trabalho de Burns e colaboradores (30), no qual o ion Cu?* liga-se
aos atomos de nitrogénio da cadeia principal dos trés ultimos residuos
do peptideo, além do nitrogénio imidazdlico do residuo de histidina,
segundo o mesmo estudo;

. A estequiometria da reacgdo entre o Cu®** e 0 Ac-PHGGGWGQ-NH, é de
um mol de peptideo para um mol de cobre, estando plenamente de
acordo com varios trabalhos (22-29). O fon Cu?®* liga-se a dois atomos
de nitrogénio da cadeia principal do peptideo, nos dois primeiros
residuos de glicina, além de ligar-se ao atomo de oxigénio do grupo
carbonila do segundo residuo de glicina, e ao atomo de nitrogénio
imidazélico do residuo de histidina, segundo Burns e colaboradores (23);
. Os valores determinados para os Kq mostram a estabilidade dos trés
complexos estudados, em condigdes fisioldgicas;

. A comparagao entre os valores de Ky sugere que o complexo Cu?* - Ac-
PHGGGWGQ-NH, (Kg = 3,500 x 107° mol L) é mais estavel que os
complexos Cu?* - Ac-GGGTH-NH, (Kg = 1,830 x 10° mol L") e Cu** -
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH; (K4 = 2,683 x 10°mol L) ;

. A estequiometria do sistema Cu?* - prion pode ser considerada como
sendo seis mols de Cu®* para um mol de proteina, visto que no prion
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existem seis sitios de cobre: quatro peptideos PHGGGWGQ (residuos
60 a 91), o peptideo GGGTH (residuo 92 a 96) e o peptideo
VNITKQHTVTTTT (residuo 180 a 193), o que esta plenamente de
acordo com o trabalho de Burns e colaboradores (30).

9. Baseado nos valores obtidos de Ky e na proposta do mecanismo de
Burns e colaboradores (23), os ions cobre(ll) envolvidos no evento de
conversdo conformacional sdo o0s que se ligam a regido das

octarepeticdes no prion.

O desenvolvimento de um método para obtencdo dos parametros
quantitativos do sistema Cu?* - prion utilizando fragmentos peptidicos sintéticos
(sitios de ligagdo de Cu®*) abre novas possibilidades para explicar o papel dos
ions cobre(ll) na fisiologia das doencgas do prion. Pela primeira vez, num
mesmo trabalho, investigou-se todos os provaveis sitios de ligacdo do cobre no
prion e determinou-se os parametros quantitativos desses sistemas, em meio
semelhante ao fisioloégico. Além disso, os resultados obtidos podem ser
utilizados, na proposicdo de uma esfera de coordenacdo para os complexos
Cu?* - prion em regides fora das octarepeticdes (ainda ndo se tem um modelo
tridimensional proposto para estes complexos na literatura).

Os resultados apresentados mostram a viabilidade, a praticidade
operacional e a precisdo da voltametria para o uso em estudos de funcdes
exercidas pelas proteinas nos sistemas bioldégicos através de suas

complexacbes com metais.
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ANEXO 1 — REAGENTES USADOS NA SINTESE DE PEPTIDEOS

A tabela 27 mostra as estruturas dos reagentes utilizados na sintese de

peptideos, durante a etapa de acoplamento.

TABELA 27 — ESTRUTURAS DOS REAGENTES DE ACOPLAMENTO

1-Hidroxibenzotriazol (HOBt)

o p -
{ CH CH
) EJI
P .
M- CH 2l.‘_rl ;

(CH ) CH

N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)

'THa =
CH,CH—N=—=C =N _c,|~

M,

HC

Diisopropilcarbodiimida (DIC)

o-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N,N-
tetrametilurénio tetrafluoroborato
(TBTU)

A figura 56 mostra a estrutura da piperidina, reagente de desprotecéo

usado na sintese de peptideos.
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N
H

Figura 56 — Estrutura da piperidina.

A figura 57 mostra a estrutura da ninhidrina, reagente usado para
realizacdo do teste que evidencia a desprotecdo do material, durante os
acoplamentos seguidos na sintese.

O
/OH

\OH

O

Figura 57 — Estrutura da ninhidrina.

A figura 58 mostra a estrutura do grupo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil),
0 grupo protetor utilizado nos aminoacidos de sintese.

Figura 58 — Estrutura do grupo Fmoc

A tabela 28 mostra as estruturas dos Fmoc-aminoacidos utilizados na

sintese de peptideos.



TABELA 28 - ESTRUTURAS DOS FMOC-AMINOACIDOS

O  ©
O>_N\)LOH

Fmoc-glicina-OH (G)

O
H
O.O Fmoc*"N»:., OH
0 H
=0 —
HN H
HQNMOH BOC’N'\'?N
O O

Fmoc-histidina(Boc)-OH (H)

Fmoc-isoleucina-OH (1)

O
H
Fmoc’N/,, OH
H
HN—Boc

Fmoc-lisina(Boc)-OH (K)
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Fmoc-prolina-OH (P) Fmoc-treonina(tBu)-OH (T)

A ) Q
| NN A N/
o X
o o
HN, H 0

/
HN. H

’H/OH
=y ¢ © e 2. OH
Loy Y

N HeC O

Fmoc-triptofano-OH (W) Fmoc-valina-OH (V)

tBu = grupo t-butil
Boc = grupo t-butiloxicarbonil
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ESTUDO DA INTERACAO ENTRE O PRP[180-193] E IONS
COBRE (II) POR VOLTAMETRIA DE REDISSOLUCAO
ANODICA
Waldemar Pacheco de Oliveira Filho (PG)I, Jurandir Rodrigues de Souza (PQ)1 e
Clarissa Silva Pires de Castro (PQ)Z. pacheco@unb.br
"Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental, Instituto de Quimica, Universidade de
Brasilia, CEP 70910-900, Brasilia — DF. *Laboratdrio de Espectrometria de Massa,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia CP 2372, CEP 70770-900, Brasilia-DF

O prion é uma proteina presente no tecido nervoso, que apresenta 237 residuos
de aminodcidos em sua estrutura e possui uma massa molecular de aproximadamente
24.000 Da. Esta proteina € a responsavel por patologias do grupo das encefalopatias
espongiformes, que deterioram as células nervosas, deixando um aspecto de “esponja”
no cérebro. O prion apresenta alguns sitios de ligacdo para ions metdlicos, sendo o
cobre(Il) o principal metal envolvido. Dentre os sitios de liga¢do, incluem-se 4
octarepeticdes'”’ que se localizam entre os residuos 57 a 91. Outros possiveis sitios estio
localizados entre os residuos 92 e 96 e 180 a 193®. Este trabalho tem como objetivo
obter parametros quantitativos (Kg, estequiometria) do sistema Cu(II)-Prp[180-193], por
meio da voltametria de redissolu¢do anddica, que a ajudem a compreender como ocorre
esta interacdo e qual € a fungdo do cobre. O Prp[180-193] € um fragmento peptidico do
prion, cuja seqiiéncia (Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,) corresponde aos residuos 180 a
193. A sintese do Prp[180-193] foi realizada pelo método F-moc fase sélida, a partir da
resina Rink Amide, da qual o peptideo foi posteriormente clivado e desprotegido
utilizando éter diisopropilico. O Prp[180-193] foi purificado por RP-HPLC utilizando
uma coluna preparativa Vydac C;g (10y, 2,2 x 25 cm) e uma fase mdvel de composi¢ao
ACN/TFA. A identifica¢do do peptideo (massa molecular e seqiiéncia) foi realizada por
espectrometria de massa tandem com ionizacdo electrospray. A concentracdo de
Prp[180-193] foi determinada por espectroscopia Uv-Vis pelo método de Murphy e
Kies®. As andlises voltamétricas foram realizadas utilizado o conjunto voltamétrico
Metrohm 646/7 no modo pulso diferencial. A célula eletroquimica foi composta pelos
eletrodos: HMDE (trabalho), eletrodo Ag/AgCl (KCI 3 mol L'l) (referéncia) e eletrodo
de Platina (auxiliar). Uma solu¢dao de KNO;3 0,1 mol L' foi utilizada como eletrélito
suporte. Nos espectros de massa obtidos para o Prp[180-193] (MS e MS/MS), a massa
molecular experimental (MM = 1485,80 Da) foi coincidente com a massa molecular
tedrica (MM = 1485,91 Da) e a sua fragmentacdo proporcionou a confirmacio de sua
seqiiéncia, o que comprova a eficiéncia da sintese, cujo rendimento médio foi de 75%.
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A figura 1 mostra os voltamogramas

obtidos para o Cu** (4 x 10° mol L) 1,4
na auséncia e na presenca de 19
Prp[180-193] (8,527 x 10 mol L™). ’
Observou-se um  decaimento 11
progressivo na corrente de oxidagdo 0,8 |
do Cu*, quando das adicdes de ;
Prp[180-193]. A eliminagio | — %%
completa da corrente de pico do ion 0,4
metélico foi observada apds a adicao 0.2
de 120 pL da solugdo de Prp[180- ’

193]. Tal fato evidencia a interag¢do 0
do Prp[180-193] com o Cu®* e aponta
para uma estequiometria de 1 Cu: 1
Prp[180-193]. O célculo de K4 para o

complexo foi realizado utilizando-se Fi 1 . —
o método da Lei de Agéo das Massas 1gura 1. Voltamogramas para o Cu™ na agssncm (cur}/a e
na presenca de Prp[180-193] (curvas 2 a 7). Adi¢des sucessivas de

(Ka = 6,036 x 10° mol L") e 0 50,40, 60 80, 100.¢ 120 uL. de Prp[180-193] 8,527 x 10" mol L
método da Titulagdo Amperométrica,

(Kq=1,059 x 107

mol L'l). A estequiometria obtida, 1 Cu : 1 Prp[180-193], estd de acordo com a
literatura® e sugere a ligacdo do cobre ao residuo de histidina, localizado no centro da
seqiiéncia do peptideo. Os valores determinados para o K4 do complexo Cu(I)-Prp[180-
193], pelos dois métodos de cdlculo, ndo diferem significativamente, sdo inéditos pois
ainda ndo existem dados disponiveis na literatura, mostram que o complexo Cu(II)-
Prp[180-193] € bastante estdvel e que possui um potencial padrao médio (E”) médio de

0,3465 V.

(D) R.C. Prince, D.E. Gunson; Trends in Biochemical Science, 23 (1998) 197-198.
2) D.R. Brown et al.; J. Inorg. Biochemistry, 98 (2004) 133- 143.

3) J.B. Murphy, M.W. Kies; Biochem. Biophys. Acta, 45 (1960) 382-384.

CNPq, 1Q/UnB, FAPEMIG e a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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2.2 — OLIVEIRA FILHO, W.P., CASTRO, C.S.P., SOUZA, J.R., “Estudo da
interacao entre a BSA e ions cobre (Il) por voltametria de redissolucéao
anddica”, Anais do 13°. Encontro Nacional de Quimica Analitica, p.37,
UFF — Niter6i-RJ (2005).

ESTUDO DA INTERACAO ENTRE A BSA E IONS COBRE (II)

POR VOLTAMETRIA DE REDISSOLUCAO ANODICA
Waldemar Pacheco de Oliveira Filho (PG)I, Jurandir Rodrigues de Souza (PQ)1 e
Clarissa Silva Pires de Castro (PQ)Z. pacheco@unb.br

"Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental, Instituto de Quimica,
Universidade de Brasilia, Brasilia — DF. *Laboratdrio de Espectrometria de Massa,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF

A BSA (albumina sérica bovina) é uma proteina globular, solivel em dgua, que
apresenta 582 residuos de aminodcidos em sua estrutura e possui uma massa molecular
de aproximadamente 66.000 Da. A BSA apresenta vérios sitios de ligacdo para ions
metélicos'”, dentre os quais se inclui o cobre (II). O cobre se liga geralmente 2 BSA
formando uma esfera de coordenacdo com 2 dtomos de nitrogénio (provenientes da
cadeia imidazdlica de histidina) e 2 dtomos de oxigénio (provenientes de moléculas de
dgua) V. Este trabalho tem como objetivo obter pardmetros quantitativos (Kg,
estequiometria) do sistema Cu(I[)-BSA que ajudem a compreender de que forma ocorre
a interacdo entre a albumina sérica bovina e os ions cobre (II).

Neste trabalho foi estudada a intera¢do de ions cobre (II) com a BSA por meio
de voltametria de redissolucdo anddica. Como equipamento foi utilizado o conjunto
voltamétrico Metrohm 646/7 no modo DPN (pulso diferencial). A célula eletroquimica
foi composta pelos seguintes eletrodos: HMDE (trabalho), eletrodo Ag/AgCl (KCl 3
mol L~ ) (referéncia) e eletrodo de Platina (auxiliar). Uma solu¢do de KNO; 0,1 mol L!
foi utilizada como eletrélito suporte. A concentragdo de BSA foi determinada por
espectroscopia Uv-Vis a 280 nm utilizando a lei de Beer.

A figura 1 mostra os

voltamogramas

obtidos para o Cu** (4 x 10° mol L™) 1,25
na auséncia e na presenca da BSA

(2,684 x 10" mol L. Observou-se 1

um decaimento progressivo na
corrente de oxidagdo do Cu®*, quando < 0,75
das adicoes de BSA. A eliminacio
completa da corrente de pico do ion — 051
metélico foi observada apds a adi¢cdo 0.5
de 300 uL da solucdo de BSA. Tal |
fato evidencia a interacdo da BSA 0
com o Cu™ , e aponta para uma
estequiometria de 1 Cu: 1 BSA. O 200 -100 0 100 200
calculo de Ky para o complexo foi

Figura 1. Voltamogramas para o Cu”* na auséncia (curva
1) e na presenca de BSA (curvas 2 a 7). Adicdes
sucessivas de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 uL. de BSA
2.684 x 10* mol L™,
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realizado utilizando-se dois métodos. Pela lei de acdo das massas, foi obtido um valor
de Ky de 2,079 x10” mol L. Pelo método desenvolvido por Niu e Dong(z), o qual
utiliza a equagdo 12p = K/[BSA] (Izpo - Izp) + I2p0 — [BSA], onde I, e Ip sdo as
correntes de pico para o Cu”* na presenca e na auséncia de BSA, foi obtido um valor de
Kqde 2,390 x 10” mol L™,

Nos voltamogramas, observou-se ainda o aparecimento de um sinal
voltamétrico, na regido de + 150 mV, a direita do pico caracteristico do cobre, apds
adicoes de BSA. Este sinal estd associado ao complexo Cu(Il)-BSA, pois o valor obtido
no célculo do potencial padrao (E") para o complexo (vs. Ag/AgCl), a partir do valor
de Ky, foi da ordem de + 150 mV.

A estequiometria obtida, 1Cu:1BSA, estd de acordo com a literatura®. Os
valores determinados para o Ky do complexo Cu(Il)-BSA, utilizando os dois métodos
de calculo, ndo diferem significativamente e sao inéditos pois ainda ndo existem dados
disponiveis na literatura. Além disso, os K45 obtidos mostram que o complexo Cu(Il)-
BSA ¢ bastante estdvel.

(1) M. Studnikova, J. Pitrinkova, J.M. Kovar; Bioeletrochem. and Bioenergetics,
25 (1991) 109-120.
(2) J. Niu, S. Dong; Electrochimica Acta, 39 (1994) 2455-2460.
(3) LM. Koltoff, B.R. Willeford Jr; J. Am. Chem. Soc. 80 (1958) 5673- 5678.
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