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RESUMO

A hemoglobina é a principal proteina no transporte de Oz em vertebrados. Nos Ultimos
anos, estudos tem relatado sua expressao em locais atipicos como em células produtoras
de dopamina, neurotransmissor responsavel por diversas fungdes, incluindo a regulagéo
do movimento na substancia negra do encéfalo, sua degeneracdo seletiva leva a doenca
de Parkinson sendo o segundo disturbio neurodegenerativo mais comum que afeta 2 a 3%
da populagdo mundial com mais de 65 anos de idade e 3,3 % no Brasil. Neste sentido,
este trabalho teve por objetivo estudar o equilibrio de interacdo da dopamina com a
hemoglobina e seu possivel efeito na resposta bioldgica desta proteina. Para isto foram
realizados ensaios visando compreender e caracterizar termodinamica e
conformacionalmente a interagdo por espectrofotometria uv-vis, espectrofluorimetria e
voltametria ciclica. A formacdo do complexo foi confirmada pelas trés técnicas,
revelando um valor médio para Kq de 273,7 uMol.L™. Anélise por Benesi-Hildebrand,
Scatchard, Maitra e Hill confirmaram a formacédo do complexo Hemoglobina-Dopamina
na proporcdo 1:1, também descartando fenémenos de homocooperatividade ou
heterogeneidade dos 2 sitios de ligacdo encontrados para cada mondmero proteico.
Demais parametros termodinamicos obtidos por fluorimetria apresentaram valores de
AG® = -15,7 ki molta 25°C, AH° +8,8 kJ mol™ e AS°® +82,2 J mol™ K. Isso sugere que
a formacdo do complexo fora espontanea e com modo entropicamente dirigido como
predominante, o que foi reforcado pela baixa contribuicdo de interacdes idnicas e pontes
salinas em ensaios com variacdo de pH e NaCl. Complementarmente, alteracdes
conformacionais significativas induzidas por DA na Hb foram descartadas por ensaios
com sonda hidrofébica ANS, embora a formagdo do complexo sugira influenciar
negativamente no Tm de Hb. A dopamina apresentou um efeito negativo na atividade
peroxidasica de Hb junto a H.O> ao, sugerindo que essa interacdo possa ter impacto nos
mecanismos celulares de estresse oxidativo em neurdnios dopaminérgicos que expressam
Hb.

Palavras-chave: Hemoglobina. Dopamina. Interacdo Ligante-Proteina. Neurdnios

Dopaminérgicos.



ABSTRACT

Hemoglobin is the main protein in the transport of O in vertebrates. In recent years
studies have reported its expression in atypical sites such as dopamine-producing cells, a
neurotransmitter responsible for several functions, including regulation of movement, in
the nigra substance of the brain, its selective degeneration leads to Parkinson's disease,
being the second most common neurodegenerative disorder that affects 2 to 3% of the
world population over 65 years of age and 3.3% in Brazil. In this sense this project aimed
to evaluate the interaction of dopamine with hemoglobin in vitro and its plausible effect
on the biological response the respiratory pigment. Tests were conducted to understand
and characterize thermodynamically and conformationally the interaction of Hb-DA by
uv-vis spectrophotometry, spectrofluorimetry and cyclic voltammetry. The complex
formation was confirmed by the three techniques, revealing an average value for Kq of
275 uMol.L. Analysis by Benesi-Hildebrand, Scatchard, Maitra and Hill confirmed the
formation of the Hemoglobin-Dopamine complex in a 1:1 ratio, also discarding
homocooperativity or heterogeneity for the 2 binding sites found for each protein
monomer. The other thermodynamic parameters obtained by fluorimetry showed values
of AG® = -15.7 kJ mol? at 25 °C, AH® +8.8 kJ mol™? and AS® +82.2 J mol™? K. This
suggests a entropically-directed and spontaneous complex formation, which was
reinforced by the low contribution of ionic interactions and saline bridges in assays with
pH and NaCl changes. Testing the complex formation with ANS as a hydrophobic probe,
no mean conformational change could be identified, although a negative influence of DA
in Hb Tm seems to be happened. Complimentarily, DA had a negative effect on the
peroxidase activity of Hb against H.O> as substrate, thus suggesting that this interaction
may have an impact on the cellular mechanisms of oxidative stress in dopaminergic

neurons that express Hb in brain.

Keywords: Hemoglobin. Dopamine. Ligand-Binding. Dopaminergic Neurons.
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1 INTRODUCAO

A etiologia de doengas neurodegenerativas como o Parkinson ainda ndo é
conhecida, entretanto se sabe que a diminuicdo de dopamina no sistema nervoso central
(SNC) é caracteristico. A dopamina (DA) pertence a familia dos neurotransmissores
catecolaminérgicos, sendo responsavel por fungées como regular o movimento, atuar na
cognicdo, nas emocdes e dentre outras. Entretanto, o que leva a essa diminuicdo ainda é
muito discutido, levando em consideragdo a instabilidade molecular da dopamina em
comparagdo com outros neurotransmissores de sua familia, bem como seu potencial de
oxirreducdo sobre metabdlitos e biopolimeros [1]. Os neurbnios dopaminérgicos
mesencefalicos que sdo as principais fontes de dopamina do cérebro sdo divididos em
dois grupos de células: A9 neurénios da substancia nigra (SN) e A10 na area tegumentar
ventral (ATV). Nos Gltimos anos estudos tém mostrado a expressao de hemoglobinas ou
cadeias a. e B das proteinas em locais atipicos, como nas células dopaminérgicas A9 [2].

Nos vertebrados todo o oxigénio é transportado pela hemoglobina (Hb), uma
proteina presente nos eritrocitos do sangue. Sendo responsavel por transportar oxigénio
dos pulmdes aos tecidos e transportar parte do diéxido de carbono no sentido contrério.
Apresenta uma facilidade significativa de se ligar e desligar facilmente ao oxigénio,
dependendo de sua pressdo nos tecidos, bem como temperatura e pH. A Hb é uma proteina
tetramérica (oi2P32), tendo duas cadeias o idénticas e duas cadeias § também idénticas.
Cada uma contém um grupo prostético heme, ligado de forma covalente. O heme ¢
composto de uma parte organica e um atomo de ferro no estado ferroso [Fe?*] ao centro,
ligado a quatro nitrogénios da estrutura. O 4&tomo ainda apresenta dois sitios de ligacGes
adicionais de cada lado do plano do heme, sendo uma das ligagdes ocupadas com um
residuo de histidina da proteina e o outro para ligacdo ao oxigénio (O2) [3].

Este grupo heme confere as hemoglobinas uma semelhanga com os centros ativos
das peroxidases, atraindo atencdo de diversos estudiosos por ser um bom modelo de
estudo da atividade catalitica dessas enzimas. As peroxidases constituem um grupo de
enzimas que catalisa a oxidacdo de uma variedade de moléculas utilizando o perdéxido de
hidrogénio (H202). A reagdo do H.0. com a hemoglobina resulta na formagéo de

intermediarios altamente reativos que danificam células e tecidos [4].
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Partindo deste ponto, o presente trabalho questiona a possibilidade da interacdo
de hemoglobina com a dopamina, bem como o equilibrio envolvido e os efeitos do
complexo formado. Com base neste questionamento e no conhecimento da facilidade de
interagdo de hemoglobina com outras moléculas, sua interacdo com a dopamina resulta
na formacéo de um complexo cuja fungéo bioldgica da proteina é afetada.

A literatura carece de estudas a respeito da interacdo de hemoglobina com
neurotransmissores, em especial dopaminérgicos, desta forma had uma necessidade de
compreensdo das relagdes entre hemoglobina e dopamina, bem como seus efeitos
bioldgicos associados a eventos neuro, fisio ou patoldgicos, uma vez que ainda é
desconhecido a funcéo desta proteina em células A9. Assim, a avalia¢do da formacéo do
complexo de hemoglobina-dopamina, bem como seus efeitos podem auxiliar numa
melhor compreensdo da origem de respostas ao estresse oxidativo, alteragdes no
metabolismo celular, bem como de doencas neurodegenerativas. Para este fim, foram
utilizadas técnicas de espectrofotometria de uv-vis, espectrofluorimetria, potencial zeta e
voltametria ciclica para caracterizar a interacdo bem como avaliar a atividade biologica

resultante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NEURONIOS DOPAMINERGICOS

Pertencentes a familia dos neur6nios catecolaminérgicos, que tem o aminoacido
tirosina como precursor de trés distintos neurotransmissores aminérgicos e que contém a
estrutura quimica denominada catecol (figura 1), estes neurotransmissores Sao
coletivamente chamada de catecolaminas. Os neurotransmissores catecolaminérgicos sdo
a dopamina, a noradrenalina e adrenalina, também conhecida como epinefrina. S&o
encontrados em regides do sistema nervoso envolvidas no humor, na atengdo e nas
funcgdes viscerais [5]. Os neurbnios dopaminérgicos sdao um grupo de celulas anatbmica
e funcionalmente heterogéneo envolvido em uma ampla gama de atividades e
comportamentos de redes neuronais. Dentre elas, os neurdnios dopaminérgicos
mesencefalicos sdo a principal fonte de dopamina no cérebro. Apresentam dois grupos
principais de células projetadas: os neurénios A9 da substancia negra (SN) e as células
A10 da area tegumentar ventral (ATV) [5, 6].

Figura 1 - Estrutura do grupo catecol presente nos neurotransmissores catecolaminérgicos.

OH
OH

Fonte: ACD/ChemSketch, 2019

Os neur6nios A9 formam a via nigroestriatal e estdo envolvidos na regulagdo dos
movimentos voluntarios e dos reflexos posturais. Sua degeneracéo seletiva leva a doenga
de Parkinson sendo o segundo disturbio neurodegenerativo mais comum que afeta 2 a 3%
da populagdo mundial e 3,3 % no Brasil com mais de 65 anos de idade [7, 8]. Acredita-
se que a perda de sinapses nos neurdnios dopaminérgicos seja a causa primaria para a

interrupgdo da capacidade de controlar os movimentos [9]. As células A10 constituem a
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via mesocorticolimbica, desempenhando um papel fundamental na recompensa e atencao.
Sua funcdo anormal tem sido associada a esquizofrenia, déficit de atencédo e dependéncia,
enquanto a dopamina é relativamente reduzida em Parkinson [10, 11].

A dopamina (3, 4-di-hidroxifenetilamina; DA) representado na figura 2, é um
neurotransmissor derivado do aminoacido tirosina, pertencente a familia das
catecolaminas, e desempenha varios papéis importantes no cérebro e no corpo. Sua
concentragio no plasma sanguineo ¢ menor que 0,7 nmol.L- ! [12]. Os receptores de
dopamina séo subdivididos de acordo com a localiza¢do no cérebro e fungdo. O cérebro
contém vérias vias dopaminérgicas, estando envolvidas no movimento (via nigroestriatal)
e comportamento motivador (via mesolimbica), constituindo-se também um componente
central dos eixos neuroenddcrinos (hipotdlamo). A via mesolimbica desempenha um
papel importante no sistema de comportamento motivado por recompensa.

A maioria das recompensas aumentam o nivel de dopamina no cérebro, e muitas
drogas viciantes aumentam a atividade neuronal da dopamina. A dopamina também esta
envolvida na aprendizado, humor, emocdes, cognico e memoria. E precursora natural da
adrenalina, noradrenalina e outras catecolaminas com funcdo estimulante do sistema
nervoso central [1, 5, 6]. A desregulacdo da dopamina esta relacionada a transtornos
neuropsiquiatricos como a doenca de Parkinson [11, 13], no qual ocorre escassez na via
dopaminérgica nigroestriatal, e na esquizofrenia, no qual ocorre excesso de dopamina na

via dopaminérgica no mesolimbico e escassez na via mesocortical [11].

Figura 2 - Estrutura do neurotransmissor dopamina.
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Fonte: ACD/ChemSketch, 2019

A perda de dopamina pode desencadear alteragdes morfoldgicas secundarias
proeminentes, como a reducdo da densidade das espinhas dendriticas, como também

mudancas na densidade e sensibilidade dos receptores de dopamina [14]. As razdes para
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a perda de dopamina sdo atribuidas a sua instabilidade molecular. Diversos autores [15,
16, 17, 18] investigam algumas causas possiveis da instabilidade da dopamina, dentre
essas causas as anomalias proprias de neurb6nios dopaminérgicos, a degradacdo da
dopamina por monoamina-oxidase A ou auto-oxidacdo, e a reagdo com 0 aminoacido
cisteina.

Mudancas no metabolismo da DA podem conduzir a elevadas concentrac6es deste
neurotransmissor, assim acelerar a sua auto-oxidacéo no interior das células [19]. In vivo
a auto-oxidacdo da dopamina produz: DA-quinonas, radicais superoxidos, radicais
hidroxila e peréxido de hidrogénio, sendo estes extremamente citotdxicos [1, 20]. A
estrutura do catecol contribui para a alta ativacdo oxidativa da dopamina. Além disso, 0s
terminais N na estrutura da dopamina podem representar outro ponto reativo; entretanto,
pouca evidéncia experimental prova isso [14].

A molécula da dopamina é conhecida por possuir propriedades Unicas que tornam
mais provavel a formacdo de metabolitos reativos do que outros neurotransmissores de
mesma classe. Neste sentido, possui uma taxa mais elevada de oxidacdo para uma
quinona deficiente em elétrons e uma taxa mais lenta de ciclizacdo interna (e, portanto,
desintoxicacdo) da estrutura quinona em comparacdo com outras catecolaminas

(epinefrina e norepinefrina) [1].

2.2 HEMOGLOBINA

A maior parte de todo o oxigénio em mamiferos é transportada pela hemoglobina.
A hemoglobina é a principal proteina sollvel que se encontra presente nos eritrocitos do
sangue de diversos organismos (representando cerca de 75% da proteina total do sangue),
cuja capacidade de ligacdo a gases ja foi descrita por varios autores [4,21]. E responsavel
pelo transporte do oxigénio, dos pulmdes até aos tecidos e parte do dioxido de carbono
no sentido inverso [4]. Sua versatilidade reside na capacidade para se ligar e desligar
facilmente ao O, conforme a variacdo de pressdo deste gas nos tecidos [21]. A
coordenagdo do oxigénio é mediada pela estrutura tetramérica 022 pela ligagdo do
mesmo ao atomo de ferro no grupo heme. Essa estrutura é essencial para a sua funcéo no

sangue [2].
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Em humanos podemos encontrar diversos tipos de hemoglobina conforme o
estagio de desenvolvimento. As mais relatadas sdo a hemoglobina F (02y2) encontrada
na fase fetal, e a hemoglobina A (a2p2) em adultos, sendo esta o tipo mais comum,
correspondendo a 95% da hemoglobina total. A hemoglobina pertence a familia das
globinas, que constitui uma ampla familia de proteinas, todas semelhantes no que diz
respeito as estruturas primaria e terciaria. As globinas sdo comumente encontradas em
todas as classes dos eucariotos, e até mesmo em algumas bactérias. A maioria atua no
armazenamento ou no transporte de oxigénio, embora algumas tenham um papel de
sensores de oxigénio, 6xido nitrico ou mondxido de carbono [3].

A hemoglobina constitui um tetramero formado por duas cadeias a idénticas e
duas cadeias [ idénticas, estando presente desde Staphylococcus até Homo sapiens (figura
3). A hemoglobina humana possui alta homologia estrutural em relagdo a bovina, objeto
de estudo deste trabalho [22]. As cadeias o possuem 141 aminoacidos e as cadeias B 146
aminoéacidos. Cada cadeia polipeptidica contém um grupo heme, ligado covalentemente
[4]. As quatro unidades polipeptidicas estdo ligadas entre si por ligagdes ndo covalentes,

ou seja, ligagdes fracas do tipo ligacdes de van der Waals.

Figura 3 - Estrutura da hemoglobina humana, composta de duas cadeias o (em azul) e duas cadeias 3 (em
Vermelho), formando um par de dimeros af, diagrama em fita.

Fonte: HERZIK, 2019. PDB ID 2DN1.
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O oxigénio molecular € pouco soltuvel em solugdes aquosas; evolucionariamente,
seu transporte para os tecidos € otimizado pela presenca de atomos metalicos em
hemoglobinas, sobretudo do ferro, sendo incorporado em um grupo prostético chamado
de heme, ou porfirina ligados a proteina [3]. As cadeias laterais dos residuas de
aminoéacidos das proteinas ndo sdo adaptadas para a ligacao reversivel de moléculas de
oxigénio, e o ferro livre promove a formacao de espécies de oxigénio altamente reativas,
que podem causar danos em diversas macromoléculas no interior das células. Desta
forma, o grupo heme representado na figura 4, que confere a estas proteinas, bem como
ao sangue e aos musculos sua coloracdo caracteristica, € constituido por uma parte
organica e um &atomo de ferro no estado ferroso [Fe?*]. O componente organico,
denominado protoporfirina IX, é constituido de quatro anéis pirrélicos ligados, formando
um anel tetrapirrélico. Sao ligados dois grupos metila, dois grupos vinila e duas cadeias
laterais de propionato [21].

Figura 4 - Estrutura do grupo heme. O 4tomo de ferro tem seis ligagdes de coordenacdo: quatro no plano
do anel e ligadas ao sistema do anel planar da porfirina.
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A sua formula molecular é Cs4H32FeN4O4 e tem uma massa molecular de 616,487
g/mol [4]. A interagdo do atomo de ferro (Fe?*) do grupo heme da-se por seis ligantes,
quatro dos quais 0s nitrogénios tetrapirrélicos do grupo prostético da Hb, um do
nitrogénio do anel imidazdlico da histidina proximal His87 e o sexto ligante o oxigénio
molecular entre o atomo de Fe e a cadeia lateral da histidina distal His58. (figura 5).



22

Complementarmente, Val62 e Phe43 contribuem para o ambiente hidrofobico de
interacdo com o oxigénio molecular. No estado desoxigenado, 0 atomo de Fe do grupo

heme fica apenas pentacoordenado [23].

Figura 5 - Representacéo das ligagGes do ion ferro no centro do grupo heme da cadeia o de Hb com Oy, e a
interacdo da porfirina com os residuos de aminoacidos na regido.

/ P Jmol

Fonte: SCHENEEDOREF FS, 2019.

Quando o oxigénio se liga, as propriedades eletrénicas do ferro sdo alteradas; isso
leva a mudanca da coloracdo de roxo-escuro do sangue venoso pobre em oxigénio, para
o vermelho-brilhante do sangue arterial rico em oxigénio [3]. A hemoglobina deve
capturar o oxigénio tao eficiente quanto o deve liberar facilmente nos outros tecidos em
condicdes fisiologicas Otimas. A ligacdo do oxigénio na hemoglobina se da de forma
cooperativa, ou seja, uma ligacdo cooperativa ocorrera quando uma ligacdo de uma
molécula de oxigénio facilitar a ligagdo da préxima molécula [22]. In vivo, a hemoglobina
pode apresentar duas estruturas quaternarias conformacionais distintas. Uma € a estrutura
T (Tensa), caracteristica da forma desoxi-Hb (ndo ligada), possuindo baixa afinidade ao
oxigénio; a outra € a estrutura R (Relaxada), caracteristica da forma Oxi-Hb (4 moléculas
de oxigénio ligadas) e tem alta afinidade ao oxigénio [3, 4, 21]. Um equilibrio entre T e
R é estabelecido no interior dos eritrécitos, sendo a forma parcialmente ligado encontrada
em baixas concentracfes [21]. Moléculas pequenas, como 0 monoxido de carbono (CO)
coordenam com o ferro do heme com maior afinidade do que o Oz. Quando uma molécula
de CO esta ligada, o O, € excluido. A grande afinidade do monoxido de carbono com a

hemoglobina prejudica o transporte de oxigénio, levando a uma série de efeitos negativos
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ao corpo humano, os quais variam desde sutis alteracdes no comportamento até a morte
dependendo da concentracao [24].

Sendo a hemoglobina uma heme proteina, ela compartilha muitas semelhancas
quimicas, fisicas e espectroscopicas com 0s centros ativos das peroxidases [25].
Tornando-se objeto de interesse de varios investigadores, uma vez que constitui um bom
modelo para o estudo da atividade catalitica de peroxidase de varias heme proteinas pois:
1) possui um tamanho molecular relativamente pequeno quando comparado com a maior
parte das proteinas; 2) apresenta 0 mesmo grupo prostético heme (centro redox e
eletroativo da proteina); e 3) pode reagir in vivo com o H>O; produzido nas células em
varios processos metabodlicos [4, 25]. O peroxido de hidrogénio é um composto de
reatividade consideravel que esta envolvido na disseminacdo de lesGes celulares em
varios casos patoldgicos.

As peroxidases sdao um grupo de enzimas oxirredutases que catalisam a oxidagéo
de uma ampla variedade de moléculas utilizando o H.O> como oxidante [24]. Acredita-
se que o mecanismo pelo qual a hemoglobina exerca sua atividade peroxidativa seja
bastante semelhante ao das peroxidases (sequéncia de reagdes de | a 6), em que o perdxido
de hidrogénio reage primeiro com a enzima nativa e retira dois elétrons, gerando uma
espécie intermediaria comumente referida como Composto 1. Composto | depois reage
com um substrato adequado e retira dois elétrons do substrato, o que pode ser feito de
cada vez. A forma intermediaria da enzima que absorveu um elétron de uma molécula de
substrato é denominada Composto Il. No Composto | e no Composto |1, o ferro heme esta

presente na forma de ferril, isto é, carrega quatro cargas positivas [26].

Hb-Fe #* = Oz + H202 + 2H* — Hb-Fe ** + O, + 2H20 (1)
Hb-Fe 3* + H202 + 2H * — Hb*-Fe ** + 2 H20 (2)
Hb*-Fe ** + AH + OH — Hb-Fe ** + A« + H20 (3)
Hb-Fe ** + AH + OH — Hb-Fe 3* + A« + H20 (4)

Ae+ A — Az (5)
Hb-Fe 4* + Hb-Fe 2* « 02 — 2Hb-Fe ¥ + O (6)

Onde Hb-Fe 2* = Oz e Hb-Fe 3* representam oxihemoglobina e metahemoglobina
respectivamente, Hb*-Fe ** e Hb-Fe ** representam duas formas de hemoglobina ferril e
AH representa diferentes substratos e AH representa diferentes substratos que podem

sofrer oxidagdes de um elétron para formar o radical A..
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De acordo com Celia [27], 0 mecanismo de reacdo da Hb com guaiacol como
substrato pode ocorrer de duas maneiras, na primeira o peroxido de hidrogénio reage com
a forma ferrosa nativa da Hb para gerar a forma oxi-ferril (Hb*-Fe **) (composto 11), que
reage sequencialmente com outra molécula de Hb ferrosa para produzir a forma férrica-
Hb (Hb-Fe %) (figura 6). Esse caminho corresponde a oxidagdo da Hb ferrosa nativa. Na
segunda, na presenca de guaiacol, a reagdo segue um mecanismo ciclico de peroxidase,
envolvendo a formagéo de dois intermediarios proteicos, a Hb (Hb-Fe **) e o composto |
(Hb-Fe #*). Nesta reacdo, a oxidacdo dos centros heme férrico e dos anéis de porfirina
produz dois elétrons que sdo usados para reduzir o H>O> na agua. O composto | reage
com moléculas de guaiacol, doadores de um elétron, reduzindo de volta para a Hb ferril
via composto I1. No entanto, na auséncia de quantidades suficientes de guaiacol, o H.O>
pode atuar como um doador de elétrons (co-substrato), levando a formacéo (a partir do
composto Il) da forma oxi-ferrosa ou dos complexos super-férrico-superdxido (composto
I11). A competicdo de H20. com guaiacol pela oxidagdo da Hb produz um sistema
irreversivelmente inativado, inibindo ou diminuindo a atividade peroxidase da
hemoglobina. O excesso de H2O, também pode oxidar a hemoglobina ou o heme e
produzir a liberagéo de ferro [28].
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Figura 6 - Esquema representativo do mecanismo de peroxidase da Hb com o substrato guaiacol.
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Tipicamente, as hemoglobinas sdo expressas nos eritrocitos, que em condicGes
normais séo pequenos discos biconcavos (6 a 9 mm de didmetro), formados a partir de
células-tronco precursoras, chamadas de hemocitoblastos na medula dssea. No processo
de maturacdo, a célula-tronco produz células-filhas que produzem grandes quantidades
de Hb, cerca de 640 milhdes dessas proteinas [24], perdendo em seguida suas organelas
intracelulares — nucleo, mitocdndrias e reticulo endoplasmaético. Entretanto, estudos [2,
6, 29] tem mostrado a expressdo da hemoglobina em locais atipicos. Transcritos para
cadeias a e B da hemoglobina, bem como imunorreatividade a hemoglobina, foram
mostrados em neurdnios dopaminérgicos [2].

No cérebro, a hemoglobina foi detectada em neur6nios dopaminérgicos A9
mesencefalicos, cuja degeneracdo seletiva é a principal causa da doenca de Parkinson
[30]. E importante ressaltar que niveis alterados de Hb foram observados em doencas

neurodegenerativas ap6s o Obito, tanto de camundongos, ratos e humanos. A expressao
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de Hb é aumentada em neurbnios piramidais no cortex de pacientes com esclerose
maultipla, enquanto esta diminuida em neurénios de cérebros de doenca de Alzheimer e
Parkinson. Niveis elevados de Hb podem ser encontrados em placas amildides
extracelulares e cérebros envelhecidos, possivelmente devido a comprometimento da
barreira hematoencefalica [2]. A funcdo especifica da hemoglobina nos neurdnios
permanece obscura. No entanto, a hemoglobina regula os genes envolvidos na
homeostase do oxigénio e na fosforilagdo oxidativa, ligando a expressdo da hemoglobina
a atividade mitocondrial [6, 31]. No contexto dos neurbnios dopaminérgicos A9
mesencefalicos, isto € muito importante, uma vez que estas células expressam
especificamente genes envolvidos no metabolismo energético e na fun¢do mitocondrial,
e apresentam uma elevada taxa metabolica e estresse oxidativo [2].

Desta forma, como ndo ha estudos da interacdo da presente proteina com a
dopamina bem como caracterizacdo dos produtos desta interacdo, se faz necessario para

que se possa compreender melhor a origem de doencas neurodegenerativas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o equilibrio de interacdo de dopamina com hemoglobina e o possivel

efeito da dopamina na resposta biologica desta proteina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Monitorar a interacdo de dopamina com Hb por técnicas espectroscépicas
(absorcao molecular e fluorimetria) e eletroquimicas (voltametria).

v' Determinar os parametros termodindmicos da interacao;

v Investigar os mecanismos plausiveis da formacdo do complexo (simples,
cooperativo, heterogéneo, entre outros);

v Avaliar o potencial Zeta de carga superficial da solucdo do ligante, da proteina e
do complexo
v" Avaliar conformacionalmente o complexo por sonda fluorescente Acido 8-

anilino naftaleno-1-sulfonato (ANS);

v Avaliar a atividade peroxidasica de Hb e do complexo;
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES

Hemoglobina bovina (BHb), dopamina (DA) e o guaiacol foram adquiridas da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, E.U.A.), sem purificacdo adicional. Todos os outros
produtos quimicos foram de grau analitico PA. Agua bidestilada foi utilizada no preparo
das solugdes. As escolhas das concentracdes dos reagentes foram acertadas com base em

ensaios preliminares.

4.2 DETERMINACAO DE HEMOGLOBINA.

Para a determinacgdo espectrofotométrica da hemoglobina, uma solucéo estoque
de concentracdo 77,4 umol.L em tampéo fosfato 0,1 mol.L™ pH 7,4 foi preparada. A
partir desta, novas solugdes de concentracdes na faixa de 0,387 - 3,096 pmol.L™ em
tampéo fosfato foram preparadas, onde os volumes finais foram iguais a 1 mL. As
determinacg6es das concentracdes foram realizadas em 405 nm para a obtencdo da curva
analitica e o coeficiente de absortividade molar seguindo a lei de Beer com 1 cm de

caminho dptico, em cubeta de quartzo.

4.3 DETERMINACAO DE DOPAMINA.

Para a determinacg&o espectrofotométrica da dopamina foi preparada uma solucéo
estoque na concentragdo de 5,3 mmol.L* em tampéo fosfato 0,1 mol.L™ pH 7,4. A partir
desta solucdo estoque, foram preparadas solugdes de diferentes concentracfes na faixa de
53 — 371 umol.L! em tamp&o fosfato, onde os volumes finais foram iguais a 1 mL. As

determinacgOes das concentracdes foram realizadas em 280 nm para a obtencdo da curva
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analitica e o coeficiente de absortividade molar seguindo a lei de Beer com 1 cm de

caminho optico, e em cubeta de quartzo.

4.4 ENSAIO DE INTERACAO DA HEMOGLOBINA COM A DOPAMINA.

4.4.1 Espectroscopia de absor¢do molecular

O ensaio de complexacdo foi realizado com diferentes volumes de dopamina na
faixa de 10-200 pL a partir da solugdo estoque de 0,01 mol.L™ em tampéo fosfato 0,1
mol.Lt pH 7,4 e um volume fixo de 50 pL de hemoglobina da solugdo estoque de
concentragio 77,4 pmol.L* em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4, onde os volumes finais
foram de 1,05 mL completados com tampé&o. A reacdo foi conduzida a 37°C, por auxilio
de um banho ultratermostatizado (Quimis-Q-242, SP, BR). A varredura espectral deu-se
na faixa de 200-500 nm em espectrofotdmetro Libra S22 UV/Vis (Biochrom Ltda, St .

Albans, UK), utilizando cubetas de quartzo, tendo como branco a solugdo tampéo.

4.4.1.1 Espectro-diferenca da regido UV.

A variacdo de absorbancia foi obtida através da subtracdo da absorbancia da
proteina livre e a absorbancia ap6s a proteina ligada (equacéo 1) [32, 33]. Primeiramente
foi realizado branco com 1 mL de tampé&o, na sequéncia foi acionado 50 uL de Hb e
obtido espectro. Um outro branco com tampéo € realizado, seguida da leitura de diferentes
volumes de DA, sempre atendando para um volume final de 1 mL de solucdo. Estas
solucBes de tampdo-DA cujos espectros ja foram obtidos, foi utilizado para obter um novo
branco, seguida da adigéo de 50 uL de hemoglobina. Um gréfico de AA por concentragdo

de DA foi construido.
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AA = Anp — Anrb-pa (1)

Onde AA representa a variacao de absorbancia, Anb € absorbéancia da hemoglobina
livre e Anbpa é a absorbancia ap6s adicdo de hemoglobina a solugdo de dopamina

utilizada como zero.

4.4.2 Espectrofluorimetria

4.4.2.1 Titulacdo de Hb sobre DA

Para a complexacdo do ligante com a proteina foi utilizado solucdo estoque de
dopamina 0,01 mol.L™* e hemoglobina 77,4 umol.L em tampé&o fosfato 0,1 mol.L™ pH
7,4. A titulacdo de DA com Hb foi conduzida de duas maneiras distintas, em tubos e
titulacdo seriada. Para a primeira, 7 tubos de ensaios com volume fixo de DA foram
preparados e em cada um posteriormente foi adicionado aliquotas crescentes de Hb,
seguindo-se suas leituras emissivas. Na segunda, sobre uma Gnica solucdo de DA foi

adicionado aliguotas crescentes de Hb.

4.4.2.2 Titulagdo de DA sobre Hb

A partir de volumes conhecidos das solugdes estoque dos reagentes o ensaio foi
elaborado variando-se o volume de dopamina na faixa de 10-200 uL e fixando o volume
de hemoglobina em 50 puL com volume final variavel de 1060 — 1250 uL. Utilizando-se
0 instrumento CaryEclipse (Varian Inc, Palo Alto, CA, EUA) a intensidade de
fluorescéncia foi medida com excitacdo de 279 nm e emisséo de 315 nm para as solugdes

amostras.
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45 DETERMINACAO DOS PARAMETROS TERMODINAMICOS DA
INTERACAO

4.5.1 Espectro-diferenca por Absor¢do molecular

Para a determinacdo dos parametros de interacdo, ajuste ndo-linear conforme a
equacdo 2 [34] seré aplicada aos dados da curva de ligacdo produzidas no item 5.4.1.1,
resultando na constante de dissociagéo (Ka), possibilitando calcular a variagdo de energia

de Gibbs pela equacéo 3.

_ Bméx X (2)
y Kd + X
AG® = RT In K, 3)

Onde Bmax = Sitios

R = Constante geral dos gases, 8,314 J K mol*

T = Temperatura absoluta, K (considerar 25°C, ou seja, 298K)
Ka= Constante de associa¢do do complexo, M

Kgq = Constante de dissocia¢ao

AG® = Variagdo de energia de Gibbs da ligacéo, J mol*
4.5.2 Espectrofluorimetria
A determinacdo da constante de associacdo foi realizada pelo ajuste ndo linear dos

dados (como no item anterior) obtidos da variacdo de fluorescéncia emitida (equacéo 4)

por meio da construcdo do grafico de AF por concentracdo de DA.

AF =Fo-F (4)
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Onde Fo e F representam as intensidades de fluorescéncia da dopamina antes e

apos a adicdo de hemoglobina.

4.6 ANALISE CONFORMACIONAL DA INTERACAO DE HEMOGLOBINA COM
DOPAMINA

4.6.1 Sonda hidrofébica 1-Anilino-8-naftaleno-sulfonato (ANS)

Visando obter informacdes sobre o estado conformacional do complexo Hb-DA
(segmentos hidrofébicos e/ou transi¢des conformacionais), foram conduzidos ensaios
utilizando-se a sonda fluorescente 8-anilino naftaleno sulfonato (ANS). Foi preparado
uma soluc&o estoque de ANS a 1x10°3 mol.L™?, a partir desta, foram preparadas duas novas
solugdes na proporgdo 1:1 de Hb-ANS e outra na proporgdo 1:10 de concentragdo, ambas
com volume final de 10ml. Sobre o volume de ImL do complexo Hb-ANS foi adicionado
quantidades crescentes na faixa de 10 — 40 uL de DA na concentracdo de 0,0106 mol.L
. O composto liga-se por adsor¢éo a segmentos apolares em proteinas, especialmente
aqueles préximos a vizinhanca de cargas positivas [35]. O sinal fluorimétrico foi

monitorado na faixa de 400 e 600 nm apds excitacdo a 360 nm.

4.7 ATIVIDADE PEROXIDASICA DO COMPLEXO HEMOGLOBINA-DOPAMINA

Uma solugéo estoque de guaiacol 0,02 mol.L™ foi preparada. 1,5 mL de uma solugéo
de Hemoglobina 2,57x10* mol.L™ foi adicionado a 3 mL de Dopamina 0,01 mol.L? e
completado com tampéo fosfato 0,1 mol.L™ pH 7,4 para um volume final de 5mL de uma
solugéo do complexo Hb-DA. Um solucdo contendo 100uL de guaiacol, 50uL de Hb-DA
e ImL de tamp&o acetato 0,1 mol.L™* pH 5 é preparada, sobre a qual € adicionado volumes

crescentes de peroxido de hidrogénio (H202) 0,22 mol.L™ na faixa de 10-100 uL. Foram
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realizadas leituras em 470 nm antes e apos a adi¢do do H202, no qual foi incubado por 8

minutos para que o produto tetraidroguaiacol fosse medido [36].

4.8 VOLTAMETRIA CICLICA DA INTERACAO.

Ensaios eletroquimicos de voltametria ciclica foram realizados com soluges de
dopamina, hemoglobina e do complexo, visando-se obter informacgdes da interagédo
baseadas na oxidacéo do catecol frente a proteina. Para isso foi utilizado um potenciostato
PG-39 (Omni Metra Ltda, Nova Friburgo, RJ) conectado a PC, e uma célula
eletroquimica composta de solucéo tampdo a 5 mL, onde eram imersos os eletrodos, a
saber: Ag/AgCl para referéncia, disco de ouro (2 mm de didmetro) como auxiliar, e pasta

de carbono como eletrodo de trabalho.

4.9 POTENCIAL ZETA

Para obter-se mais informagdes acerca do potencial referente & carga superficial
do complexo Hb-DA, foi empregado medidas do potencial Zeta como uma funcdo de
cargas superficiais em solucdo. O potencial Zeta mede a diferenca entre o potencial de
superficie de um coloide e sua suspensdo liquida [37]. Assim, foram preparadas solucdes
de DA a 300 umol.L%, Hb a 3,7 umol.L™ e Hb-DA em &gua bidestilada pH 7,4, volume
final para 1 mL. As solugdes foram caracterizadas por meio de medic¢éo do potencial Zeta
e espalhamento dinamica da luz (DLS) usando o dispositivo Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Reino Unido) a 25°C.
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4.10 ANALISE DE DADOS.

Os ensaios foram conduzidos a um minimo de triplicata e os dados apresentados
com média e erro padrdo da média. Os ensaios que ndo foram conduzidos em triplicatas,
serdo informados na legenda com n° (nimero de replicatas). A andlise estatistica bem
como ajustes lineares e nao lineares foi conduzida com auxilio do software de analise e
gréaficos OriginPro 8.5 (Origin Lab Co, Northampton, MA, EUA [38]).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO ESPECTROFOTOMETRICA

5.1.1 Dopamina

A figura 7 mostra o espectrograma da DA que apresenta dois picos em 220 e 280
nm, sendo estas regides de absorbancia caracteristica de compostos aromaticos [39]. A
curva analitica (inserto da figura 7) obtida pelos valores de absorbancia em 280 nm

demonstrou uma forte correlagéo linear, com um coeficiente de Person de 0,99.

Figura 7 - Espectrofotograma de absorcdo molecular da DA a 371 umol.L™, tampéo fosfato 0,1 mol.L* pH
7,4 25°C. Inserto: Curva analitica da dopamina obtida em 280 nm na faixa de 53 a 371 pmol.L L.
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5.1.2 Hemoglobina

O espectro de absorcao da Hb foi registrado entre as regides de comprimento de
onda de 200 e 600 nm, e apresentou dois picos de absorcdo, em 215 e 405 nm (figura. 8).
O primeiro pico € principalmente devido as transi¢fes © — = * dos grupos carbonila (C =
O) dos residuos de aminoéacidos, o outro, refere-se a banda porfirina-Soret também de
transicdo do tipo = — t * [40, 41]. A banda Soret origina-se do espectro do grupo heme
incorporado em uma bolsa hidrofobica formada pelo esqueleto da proteina atraves de
dobramento apropriado [40]. As regides que compreendem picos entre 540 nm e 580 nm,
respectivamente dizem respeito ao estado de oxiemoglobina e desoxiemoglobina. No
primeiro estado é possivel observar a formacédo de dois picos e no segundo estado ambos
0s picos se achatam resultando em apenas um pico amplo [42]. Entretanto, tais

caracteristicas ndo foram observadas em nossos ensaios (inserto da figura 8).

Figura 8 - Espectrofotograma de absorgédo molecular de Hb a 3,7 umol.L?, tampao fosfato 0,1 mol.L pH
7,4 25°C. Inserto: Ampliacdo da regido que compreende de 540 a 580 nm para evidenciar a
distingdo entre os estados oxi e deoxi do pigmento respiratério.
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5.2 INTERACAO HEMOGLOBINA-DOPAMINA

A Hb ja é conhecida por ligar-se reversivelmente a varias moléculas enddgenas
como o 2,3-bisfosfoglicerato [43], glicose [44] e acido Urico [45], bem como a moléculas
exogenas tais como Alprazolam [40], Hesperetina [46], Rodamina 6G [47] e Paraquat
[48]. Com base no espectrograma da figura 9, € possivel observar uma queda da
absorbéncia da Hb quando em contato com a dopamina em solucéo.

Em 215 nm, regido correspondente ao esqueleto carbénico da proteina [47] esta
queda da absorbancia foi mais brusca em relacédo a banda em torno de 280 nm, relativo a
residuos de aminoacidos aromaticos (Trp, Tyr e Phe) [42, 43], um deslocamento
batocémico também pode ser observado na figura 9, de 215nm para 232 nm, sugerindo
uma alteracdo de polaridade do ambiente em torno do ligante.

Em 415 nm, regido que corresponde a banda de Soret do grupo heme da proteina,
ndo foi observado deslocamento do pico, apenas sua reducdo. Desta forma, esses

resultados indicam que houve formagéo do complexo Hb-DA [41, 47, 49, 50].

Figura 9 - Espectrofotograma de absorcdo molecular de Hb a 3,7 umol.Lt, DA a 159 umol.L! e de ambos
(Hb-DA) respectivamente nas mesmas proporcdes anteriores em solugdo de tampdo fosfato 0,1
mol.L apH 7,1a25 °C.
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A interacdo da associacao foi monitorada em diferentes periodos e faixa termal de
15 a 43° C. Apenas em 43° C a intensidade do espectro de absorcdo da mistura teve
aumento em até 10 min, estabilizando-se em seguida, como pode ser observado na figura

10. N&o houve variagdo perceptivel dos espectros entre 15 e 39° C [51].

Figura 10 - Espectrofotograma de absorgdo molecular de Hb a 3,7 umol.L* com DA a 159 umol.L* em
solucdo de tampao fosfato 0,1 mol.L* a pH 7,4 a 43°C ao longo de 10 min.
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A figura 11 apresenta a variacdo do sinal em comprimento de onda de absor¢éo
em 280 nm, na faixa térmica de 37 a 45° C. Pode-se observar que em temperaturas mais
elevadas (43-45°C) parece ter ocorrido maior exposi¢do de residuos aromaticos na
proteina, sugerindo uma pequena transi¢do conformacional nesta [52], frente aos valores

de espectro-diferenca obtidos.



39

Figura 11 - Influéncia da temperatura na formagéo do complexo Hb-DA (Hb a 3,7 umol L e DA a 159
umol L) em solugéo de tampéo fosfato 0,1 mol L%, pH 7,1 ao longo de 10 min nas temperaturas

de 37,39,43,45°C, n°=1.
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Com base na isoterma de ligacdo representada na figura 12 obtida a partir de

diferentes concentra¢fes de dopamina sobre um teor fixo de hemoglobina a 37 °C, os

picos de espectro-diferenca obtidos dos pontos maximos de absor¢do indicam que houve

uma tendéncia de saturacdo do ligante sobre a proteina. Um ajuste ndo linear da equacgéo

2 aos dados resultou em valor de constante de dissociagio, Kqde 270,7 umol.L™! + 24,3
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Figura 12 - Curva de saturacdo de DA sobre Hb a 3,7 umol L para determinacdo de Ky por ajuste ndo
linear por meio da equacdo 2 dos dados de absorcdo obtidos a 25°C em tampao fosfato 0,1

mol.Lt pH 7,4.
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Esses dados também nos auxiliam a compreender possiveis modos de ligacdo para
a formacéo do complexo, em funcéo da distribuicdo do sinal de diferenca e concentracéo
de dopamina (figura 13). Na auséncia de informacéo a respeito da estequiometria da
interacdo, a constante de dissociacdo aparente também pode ser determinada a partir de
um tratamento de linearizacdo proposto por Benesi-Hildebrand [53] (figura 13-A),

conforme a relagdo que segue:

1 1 1 N 1 (5)
AA KBH (AAmax) [L] AAm-’alX




41

onde AA representa a variacdo de absorbancia, AAmax é a variacdo maxima de
absorvancia, e Kgn é a constante de ligacdo Benesi-Hildebrand e [L] é a concentracdo do

ligante livre.

O tratamento de Benesi-Hildebrand [54], assume que a diminui¢cdo na absorgéo
(Amax) € inteiramente devido a formacdo de um complexo 1:1 para um conjunto
homogéneo de sitios de ligacdo na macromolécula; por outro lado um afastamento da
linearidade indica que o complexo formado ndo tem a estequiometria 1:1 esperada. Pelo
tratamento acima foi calculado por ajuste linear ponderado um Kug para a interacdo Hb-
DA de 2,7 x 10 pmol.L%, representando um Kg de 373,1 umol.LL.

Por outro lado, o tratamento proposto por Scatchard (equacdo 6) [55, 56] auxilia,
além da descricdo quantitativa da interacdo proteina-ligante, no diagndstico do
mecanismo de interacdo propriamente dito, podendo identificar situacGes de
cooperatividade ou heterogeneidade de sitios de ligacdo, bem como transicdes

conformacionais no biopolimero.

AA Mg, 1 (6)

Onde AA representa a variacdo de absorbancia, AAmax € a variacdo maxima de

absorvancia, Kq € a constante de dissociacao e [L] é a concentracdo do ligante livre.

O perfil linear do grafico de Scatchard (fig. 13-B) corrobora com os de Benesi-
Hildebrand na formacdo de um complexo 1:1, descartando a ideia de um comportamento
homocooperativo para a interacdo Hb-DA caracteristica da proteina com o oxigénio
molecular (O2). Outra linearizacdo de dados também permite identificar fenémenos
cooperativos para a interacdo, tais como o de Hill. Por esse tratamento a inclinagéo da
representacdo de Hill (fig. 13-C) obtida por meio da equagéo 7 [55] refor¢ca um modelo
nédo cooperativo para o complexo Hb-DA, uma vez que foi obtido um valor de 1,07 para
o coeficiente de Hill.

1 Y = In[L InK ()
nm_an[]_ nKy
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Onde Y é a razdo do sinal de espectro-diferengca AA/AAmax e ny € o coeficiente
de Hill.

Figura 13 - Representacdo de Benesi-Hildebrand (A), Scatchard (B), Hill (C) e Maitra (D) para os dados
de interacdo Hb-DA obtidos a partir da curva de saturacdo a 37°C em tampao fosfato 0,1 mol.L
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O numero total de sitios disponiveis para a interacdo de dopamina a hemoglobina

pode ser determinado pela relacdo de Maitra abaixo [40], representada na figura 13-D

1 I (8)
o=, Kbp

Onde 6 é a raz&o do sinal de espectro-diferenca AA/AAmax, K é a constante de
equilibrio de formacdo do complexo, b é o numero total de sitios disponiveis para

interacdo e p € a concentragdo da proteina.
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Pela equacdo 8 o numero de sitios de ligacdo de dopamina por molécula de
hemoglobina foi de 9,6. Dada a identidade tetramérica de polimeros similares da estrutura
quaternéria da Hb, isso sugere que a interacdo Hb-DA ocorreu com 2 moléculas de DA
para cada monomero de Hb.

A fim de avaliar se a interacdo da DA com Hb o corre em sua interface, um ensaio
nas mesmas condicGes foi realizado com mioglobina, uma proteina monomeérica que se a
semelha estruturalmente com a Hb. Com bases nos resultados apresentados na figura 14

é possivel inferir que o corre ligacdo da DA com a mioglobina, refutando as suspeitas.

Figura 14 - Curva de saturagdo de DA sobre Mioglobina a 3,7 umol.L™* obtidos a 25°C em tampéo fosfato
0,1 mol.L"* pH 7,4,
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5.2.1 Efeito de pH para a formacéo do complexo Hb-DA

A fim de se avaliar a contribuicéo eletrostatica do ligante, (pKa(s) de pKal =8.71;
pKa2 = 10.90; pKa3 = 13.68 [57]) e da hemoglobina (pl = 6,95 [58]) para a interacdo,
foram realizados ensaios com varia¢do de pH. Como € possivel observar na figura 15,
ndo foi observado mudancas significativas na intensidade de absorbancia em 280 e 215
nm que correspondem as regides que evidenciaram a formacgdo do complexo, sugerindo
que as interacOes eletrostaticas tém pouca contribuicdo para o complexo formado [39],
isto com base no teste t-Student de significancia estatistica conduzido para os valores de
variacdo de absorbancia. Os resultados mostraram gue nao houve variacao de absorbancia
dependente de pH, uma vez que foi obtido um tonservavel para 215nm de 0,219 e 0,303 para

280nm, valores bem baixos em relagao ao tiesrico = 2,09.

Figura 15 - Espectro-diferenca da formagdo do complexo Hb a 3,7 pmol L e DA a 159 pmol L em pH
de 5 a 9 avaliados pelos picos em 215 e 280 nm.
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5.2.2 Potencial Zeta

Com o intuito de confirmar a presenca de DA na superficie da Hb, analise por
potencial zeta foi realizado. O potencial zeta é um indicador de cargas superficiais
acessiveis e foi determinado para Hb e DA em concentracOes fixas. A partir da tabela I,
deduz-se que a Hb foi capaz de compensar as cargas negativas da DA, isto com base na
reducdo do potencial zeta de 12,3 + 0,6 para 6,7 £ 0,04 mV, indicando alteragdes nas
propriedades da superficie apds a exposi¢do a DA [59, 60, 61]. Esta observacdo também
é suportada pelos dados de espalhamento dinamico de luz (DLS), em que foi observado

um aumento do didmetro relativo para o complexo Hb-DA em relacédo a Hb [60, 62].

Tabela 1 - Média dos resultados obtidos por potencial zeta em solugéo aquosa pH 7,4 a 25°C.

Condutividade Potencial DLS (d.nm)

(mS/cm) Zeta (mV)
DA 0,142 £ 0,06 -47+0,8 1195 + 1060
Hb 0,05+9,5x10*  12,3+0,6 340,4 + 63,4
Hb-DA 0,08 + 3x107 6,7 + 0,04 1645 + 76,2

Fonte: Autoral
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5.3 CARACTERIZACAO FLUORIMETRICA

5.3.1 Hemoglobina e Dopamina.

A Hb possui 141 residuos de aminoacidos na cadeia o e na cadeia 3 146. Existem
trés fluordforos principais: triptofano, tirosina e fenilalanina. A hemoglobina tetramérica
contém seis residuos de triptofano: dois Trpal4, dois Trppl5 e Trpp37 [63]. Entre os
trés residuos de Trp, apenas o Trpp37 esta situado na interface dimero-dimero, e tem sido
associado como responsavel pela resposta emissiva de fluorescéncia [63]. Esta é a regido
onde as diferengas estruturais e, as sensibilidades a mudanca de estrutura quaternaria sao
maiores [47, 48].

A dopamina possui um Aex de 279 nm [64], enquanto a hemoglobina um Aex de
280 nm [46], com ambas espécies emitindo fluorescéncia na mesma faixa entre 285 a 400

nm como pode ser observado na figura 16.

Figura 16 - Emiss&o de fluorescéncia da Hb 7,04 umol.L? e DA a 481,8 pmol.L"? (Aex = 280 nm) em tampéo
fosfato 0,1 mol.L! pH 7,4 a 25°C.
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5.3.2 Interacdo Hemoglobina-Dopamina

A formagdo do complexo medida por emissdo de fluorescéncia foi conduzida
fixando-se tanto o ligante bem como a proteina, visando-se observar a contribuicéo

individual de cada sinal de diferenca para a formacao do complexo.

5.3.2.1 Titulacdo de Hemoglobina sobre Dopamina

Com base nos resultados representados da figura 17, é possivel observar gue tanto
em 17-A como em 17-B, o sinal da dopamina € reduzido frente a subsequentes adi¢des
crescentes de concentracdes de Hb. Independentemente do modo de titulagdo, tanto em
tubo de ensaio ou seriada, os resultados parecem convergir a uma satura¢do, como
representado nas figuras 17-C e 17-D. Contudo tendo em vista que a DA se apresenta
como um fluoréforo de alta emissividade com excitagdo em 279 nm [64] e que O
complexo Hb-DA parece ndo emitir sinal de fluorescéncia na faixa de onda dos ensaios,
o0 decréscimo da fluorescéncia de DA na presenca de Hb proporcionou um ensaio mais
sensivel para a proteina [65], bem como para a caracterizacdo da formacdo do complexo
[47, 66].

5.3.2.2 Titulacéo de Dopamina sobre Hemoglobina.

Ensaios prévios mostraram que a contribuicdo do sinal emissivo da DA é
significativamente maior que da Hb, embora ambos ocorram em bandas similares (285-
400 nm). A Figura 18 apresenta a isoterma de ligacdo obtida por fluorimetria em 25 °C
para os complexos Hb-DA, bem como o ajuste ndo linear dos dados a uma funcdo
hiperbdlica (equagéo 2), permitindo-se a determinacgdo de Kgy. O valor encontrado para o

complexo foi de Kg=292,2 + 1,2 umol.L?, cerca de duas vezes menor que o encontrado
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para a interacdo de Oz a hemoglobina [67]. Isso sugere uma possivel influéncia de

dopamina sobre as fungdes bioldgicas do pigmento respiratorio.

Figura 17 - Emisséo de fluorescéncia da DA em diferentes concentracdes de Hb.
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Fonte: Autoral
Legenda: A-C) Titulagdo em tubos de ensaio separados da DA com concentragdes crescentes de Hb, 0-6:
de 0 a 24 umol.L. B-D) Titulagdo seriada da DA com concentrag@es crescentes de Hb, 0-8: de 0 a 5,7
umol.L%. C) e D) picos de fluorescéncia em 315 nm, onde Fo representa DA livre e F ligada a Hb, (Aex =
280 nm) n° =1,
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Figura 18 - Curva de saturacdo de Hb sobre DA para determinacdo de Ky por ajuste ndo-linear por meio da
equagdo 2 dos dados de fluorescéncia obtidos a 25°C em tampé&o fosfato 0,1 mol.L! pH 7,4.
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A extingdo de fluorescéncia pode resultar de uma variedade de processos, como
reacOes de estados excitados, rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacao
de complexos no estado fundamental ou interagdes colisionais. Existem dois mecanismos
principais de extin¢do da fluorescéncia: extincdo dinamica e estatica [49]. Os dois
mecanismos de extin¢do podem ser identificados pela tendéncia diferente da flutuacéo da
vida util no estado excitado com o aumento da temperatura [68]. A figura 19 mostra que
houve uma relacdo entre a diminuicdo da fluorescéncia com o aumento da temperatura,
sugerindo que a extincdo da fluorescéncia tenha sido estatica e reforgando a formagéo do
complexo Hb-DA.
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Figura 19 - Variacdo de fluorescéncia maxima do complexo (Fo-F) em funcéo da temperatura: 288, 293,
303, 323, 333 K em tampéo fosfato 0,1 mol.L pH 7,4, n° = 1.
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Na extincdo estatica, a estabilidade do composto formado diminui com 0 aumento
da temperatura [69]. Ja na extincdo dindmica, a elevacdo da temperatura tende a aumentar
0 numero de colisbes efetivas, elevando a transferéncia de energia e o sinal de
fluorescéncia. Os resultados da figura 20 também reforcam que a extincdo de
fluorescéncia entre Hb e DA foi estatica, uma vez que, com 0 aumento da temperatura a

formacdo do complexo foi desfavorecida.
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Figura 20 - Isotermas de interacdo de DA: de 50 a 350 umol.L?, com Hb 7,04 pmol.L'* em distintas
temperaturas: 288, 303 e 333 K.
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5.3.3 Parametros termodinamicos da formagéo do complexo.

Existem essencialmente quatro tipos de interacfes ndo covalentes que podem
desempenhar um papel na interacdo do ligando a proteinas. Estas sdo ligacdes de
hidrogénio, forcas de van der Waals, interacdes eletrostaticas e efeito ou interacoes
hidrofébicas [48]. Para obter tais informacGes os pardmetros termodindmicos podem ser
determinados diretamente por microcalorimetria (titulagdo isotérmica, por ex, [70]) ou
indiretamente, como realizado neste trabalho, a partir da equacdo de Van't Hoff [48, 69,
71]:
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AH®  AS° 9)
RT R

In i5=—

Onde Kgq é a constante de ligacdo na temperatura correspondente, e R é a constante
universal dos gases. A mudanca de entalpia (AH) e a mudanca de entropia (AS) é calculada
a partir da inclinacdo e ordenada do grafico de Van’t Hoff. A mudanca de energia livre

(AG®) é estimado a partir da seguinte relacéo:

AG® = AH° - TAS® (10)

Os parametros termodinamicos da reacdo de ligacdo sdo a principal evidéncia para
confirmar o modo de ligacdo. De acordo com Ross e Subramanian [72], se a mudanca de
entalpia AH = 0 e entropia AS > 0, a for¢a principal € o efeito eletrostatico; se AH>0 e
AS > 0, a interagdo hidrofobica desempenha um papel importante na reagdo; se AH <0 e
AS <0, as forgas principais s@o as interagdes de van der Waals e de liga¢do de hidrogénio
e se AH e AS apresentarem-se muito baixo, positivo ou negativo, as interagdes ionicas
predominam [40].

Com base nos resultados apresentados na tabela 2 obtidos pela linearizacdo do
gréfico da figura 21, o efeito hidrofobico parece desempenhar papel preponderante para
a formacdo do complexo Hb-DA, sugerindo a exclusdo de moléculas do solvente nos
sitios de interacdo do ligante, bem como menor especificidade de grupos polares
envolvidos na macromolécula. O valor de AH pode ser significativo, sendo o efeito
eletrostatico complementar em funcdo da amina da DA. A formagdo do complexo

revelou-se também espontancea, com um AG® de — 15,7 kJ mol™* em 25°C.

Tabela 2 - Parametros termodinamicos da interagdo Hb-DA em tampao fosfato 0,1 mol.L pH 7,4 a 25°C.

AS° (J moltK?1)  AH° (kJ mol?) TAS® (kJ mol?) AG® (kJ molt)*

+82,2 +8,8 +24,5 -15,7

* Temperatura = 298K

Fonte: Autoral
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Figura 21 - Representag¢do de Van’t Hoff para a formagéo do complexo.
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5.3.4 Estabilidade da Hemoglobina complexada a Dopamina

A fim de se avaliar a possibilidade da dopamina estabilizar ou ndo a proteina na
formacdo do complexo, medidas de AG obtidas em diferentes temperaturas foram
contrastadas com a proteina pura e na presenca do ligante. Como pode ser observado na
figura 22 para a hemoglobina livre, um Ty de 55°C foi calculado, ndo muito distante do
relatado na literatura (60°C) [51], entretanto a termoestabilidade do complexo pouco
diferiu da referida proteina isoladamente. Contudo, embora tenha-se obtido maiores
valores para AG ao complexo em temperaturas superiores a 50 °C, o que poderia sugerir

um possivel ganho de estabilidade termodindmica do biopolimero com a formacéo do
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complexo, ndo foi possivel a obtencdo do sinal para 0 complexo na temperatura mais alta
devido a precipitacdo do sistema, evidenciada por inspecao visual da cubeta conte do as
solugbes. Nesse sentido, sugere-se que a dopamina parece desestabilizar a
macromolécula, embora essa hipotese requeira a obtencdo de novos dados experimentais,

tais como sua atividade biologica.

Figura 22 - Estabilidade termodinamica de Hb a 7,04 pmol.L* e do complexo em funcéo da temperatura,
n°=1.
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5.3.5 Analise conformacional da interacdo de Hemoglobina-Dopamina

Com o intuito de avaliar a hipotese de contribui¢fes hidrofébicas preponderante
ao complexo, bem como uma possivel mudanca conformacional a formacéo desse, tal
como sugerido pelos ensaios de espectro-diferenca em 215 e 280 nm, foi utilizado a sonda

hidrofobica 1-anilino-8-naftaleno-sulfonato (ANS).
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A excitacdo do corante ndo ligado a 380 nm resulta numa baixa emisséo
fluorescente com um méaximo a 545 nm. A intensidade de fluorescéncia do ANS aumenta
quando o corante se liga as regides hidrofobicas de uma proteina [73]. O complexo
proteina-ANS possui um espectro de emissdo que é deslocado para um méaximo amplo
em 470 nm.

Para esta analise, dois métodos foram utilizados (figura 23). Num primeiro, 0o ANS
livre foi adicionado a proteina e ao complexo Hb-DA, Ja no segundo método, preparou-
se solucdes de proporcdes 1:1 e 1:10 do complexo Hb-ANS, titulando-as em seguida com
aliquotas crescentes de DA, com o intuito de observar se a DA desloca o0 ANS.

A dependéncia da ligacdo de ANS na interacdo eletrostatica entre o grupo
sulfonato e os grupos catidnicos proteicos indica que a ligacdo de ANS requer locais
hidréfilos preexistentes nas moléculas de proteina para iniciar a reacdo de ligagédo [74].
Além disso, a fluorescéncia do ANS ¢é extinguida pela a4gua, do que se conclui que a
fluorescéncia é profundamente afetada se ocorrer uma mudanca na hidratacao da proteina
ou a acessibilidade do ANS a agua durante a ligacéo [73].

Com base nos resultados apresentados na figura 23-A, a dopamina interferiu na
ligagdo do ANS com a proteina, o que pode ser observado pelo decréscimo de seu sinal
indicativo de uma maior exposicdo do corante ao solvente. Ja na figura 23-B pode-se
observar que o sinal do ANS aumentou conforme dopamina foi adicionada a solucéo,
indicando um deslocamento do mesmo.

Tais resultados reforcam que interagdes hidrofobias estejam envolvidas na ligagéo
Hb-DA, tal como obtido pelo tratamento de Van’t Hoff de dados fluorimétricos, embora
ndo se tenha observado pelo ensaio com a sonda alteracbes conformacionais
significativas. Nesse sentido, essa Ultima observacdo corrobora a pequena variacdo de
sinal encontrada para exposicao de residuos aromaticos na proteina, tal como referenciado

pela figura 10.
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Figura 23 - Emisséo de fluorescéncia dos complexos Hb-DA e Hb-ANS.
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Legenda: A) ANS (5 mmol.L?) sobre o complexo Hb-DA. Concentragdes crescentes de DA, 0-6: de 0 a

370 umol.L. B) concentracéo crescente de DA, 1-5: de 0,1 a 1,04 pmol.L, sobre o complexo Hb-ANS,
(Aex =380 nm) n°=1.
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Para se avaliar complementarmente esse comportamento hidrofébico da interagéo,
foi realizado um ensaio de titulacdo fluorimétrica com variacéo da proporcdo Hb-ANS.
Como pode ser observado na Fig. 24, no complexo Hb-ANS 1:1 houve uma mudanca dos
picos de absorcdo, indicando que houve um deslocamento do ANS pela DA. Ja no
complexo 1:10, ndo houve mudanca significativa, indicando que houve uma saturacédo de
ANS impedindo seu deslocamento pela dopa. Dessa forma, sugere-se que a sonda
hidrofobica ANS foi deslocada pela dopamina, mas apenas em baixa concentracao

daquela.

Figura 24 - Intensidade dos picos em 315 nm na titulagdo do complexo Hb-ANS nas proporcdes de 1:1 e
1:10 em concentragGes crescentes de DA: de 0,1 a 1,04 pmol.L™?, (Aex = 380 nm) n° = 1.
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5.3.2 Efeito salino

Com a interagdo sugerida como entropicamente dirigida, buscou-se avaliar a
participacdo de forgas secundarias ao complexo, tais como interagdes ibnicas, variando-
se a concentracdo NaCl. Pelos resultados ilustrados na Figura 25 é perceptivel que nédo
houve pouca influéncia de interagdes ionicas na formacdo do complexo, entretanto o
aumento da forca idnica pode ter favorecido a interacdo hidrofobica, insto devido a uma

menor quantidade &gua nas interfaces de DA e Hb.

Figura 25 - Titulagdo de Hb com concentragdes crescentes de DA: de 0 a 3,17 umol.L* em diferentes
concentragdes de NaCl: de 0 a 1,35 umol.L ™.
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5.4 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Em paralelo as observacdes espectroscopicas de contribuicdo da proteina
(absorcao molecular) e do ligante (espectrofluorimetria), buscou-se um procedimento
alternativo para a medida da interacdo, posto que nas técnicas anteriores a contribuicdo
respectiva de ligante e proteina podem sobrepor-se aos sinais obtidos, exigindo-se
procedimentos para eliminagdo desses. Dessa forma, utilizou-se a técnica eletroquimica
de voltametria ciclica (VC), capaz de revelar alteragdes na disponibilidade de dopamina
em solucdo, porém sem contribuicdo da proteina, caracteristica da técnica. De fato, a
identificacdo de Hb por esta requer derivativacdo da proteina, uso de membranas

semipermeaveis ou eletrodos modificados [75].

5.4.1 Caracterizacéo eletroquimica de DA e variacédo de pH

A Figura 26 apresenta os resultados dos ensaios de voltametria ciclica de
dopamina. Através do voltamograma foram observados os potenciais de pico de oxidagédo
e reducdo desta molécula orgénica em 233 mV e 11 mV respectivamente, a uma
velocidade de varredura de 100 mV/s. O valor de E° calculado foi de 122 mV. O valor de
Epa encontrado é bem proximo ao encontrado na literatura de 215 mV [76, 77]. Como
um todo a figura sugere um modo quase reversivel para o analito, frente a fuga da relacao

unitaria de Ipa/lpc.
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Figura 26 - Voltamogramas ciclicos de dopamina a 318 pmol.L* em tampéo fosfato pH 7,4 em diferentes

velocidades de varreduras 1-8: 10 a 400 mV/s. Inserto: relacdo linear prevista pelo modelo de
Randles-Sevcic para sistemas difusionais puros, n°® = 1.
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O inserto da figura 26 indica que o processo de oxirreducdo da dopamina foi
difusional, sem fendmenos de superficie, tais como adsorcdo da molécula ao eletrodo ou
formacdo de filmes sobre esse [78]. Além disso, a reacdo de oxirreducdo parece ter
ocorrido com desproporcionamento, com transferéncia de carga ligada a liberacdo de
prétons.

Os resultados de variagao de corrente em fungédo da concentragao hidrogenionica
estdo representados na figura 27. A figura 27-A parece reforgar o que foi obtido pelas
figuras 12 de espectroscopia do complexo, uma vez que se pode identificar a faixa
fisiologica como predominante na formagéo do sistema Hb-DA. Em adi¢éo, e conforme
a figura 27-B, obteve-se uma inclinagdo no ponto médio da curva de variacao de pH de
36 mV, sugerindo a participacao de 2 elétrons e 1 proton para o sistema [79].
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Figura 27 - Corrente (A) e potencial formal padrdo (B) obtidos para a dopamina a 318 umol.L** em
diferentes pHs, n°® = 1.
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5.4.2 Interacdo Hemoglobina-Dopamina

A interacdo da DA com Hb foi também avaliada por VC, dado que o método
permite aferir alteracGes nas reacdes de oxirreducdo do analito frente a proteina, com
eliminacdo de sinal de fundo (background) promovido por essa, contrariamente aos

procedimentos espectrais anteriores, como apresentado na figura 28.

Figura 28 - Ciclovoltamogramas de DA 106 pMol.L%, Hb a 77,4 umol.L* e do complexo Hb-DA.

30

2 B , ........ DA
20 - P ~ Hb-DA

15 S
10 -
5 4

[ (uA)

| T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E (V) vs Ag/AgCl

Autor: Autoral

Titulando-se a dopamina sobre solu¢des de Hb, foi possivel obter os sinais
amperométricos de diferenca que atestam a formacdo do complexo, conforme
apresentado na Figura 29. Por regressdo ndo-linear (equacao 2) aos dados, foi possivel
calcular um Kq=262,4 £ 87,8 uM, bem proximo aos obtidos junto aos dados por absorcéao

e fluorimétricos que séo técnicas bem distintas, confirmando a interagdo Hb-DA.
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Figura 29 - Isoterma de interacdo de DA: de 10 a 252 umol.L™* a com Hb a 77,4 umol.L? tal como
observado pelo sinal de diferenca amperométrica do sistema por voltametria ciclica, n® = 1.

5
"
3 7 -
& 24 ,
= -
] . Alpa= 241
. / 262,4 + [L]
| " m
0 - .
| ! I v | ¥ 1 4 1 ' 1
0 50 100 150 200 250
DA (uM)
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5.5 ATIVIDADE PEROXIDASICA DA HEMOGLOBINA E DO COMPLEXO HB-DA

O conhecimento de que a hemoglobina possui propriedades peroxidasica foi
relatado a primeira vez por Tappel em 1953 que por meio de estudos in vitro mostrou que
a metahemoglobina e a metamioglobina podem reagir com hidroperoxidos lipidicos
preexistentes para produzir radicais livres associados a lipidios [26, 80]. A atividade de
peroxidase de ambas as subunidades (of3) mostrou-se reduzida em rela¢do ao tetramero
o2 e verificou-se que a oxidacdo do heme estava associada a uma diminui¢do dessa
atividade [80].

O uso do guaiacol com substrato doador de elétrons ja descrito por diversos
autores [24, 27 34, 80, 81, 82, 83], por meio de espectro-diferenca do sinal do produto da
oxidacdo de guaiacol em tetraguaiacol em 470 nm. Dessa forma, procedeu-se a
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construcdo de uma curva analitica para ajuste das concentracdes adequadas de guaiacol e
perdxido. O resultado apresentado na figura 30 para atividade peroxidasica da Hb indicou
uma saturacdo da atividade peroxidasica de Hb, com um valor de Kn aparente para a
reacao por regressao ndo-linear (equacgéo 2) de 1,4 mM = 0,5. O ensaio foi conduzido em
tampdo acetato, uma vez que o ’tampao fosfato ¢ conhecido como um potencial inibidor

da atividade da peroxidase, atuando como eliminador de radicais livres” [83].

Figura 30 - Atividade peroxidativa de Hb 3,4 pmol.L"* em funcdo da concentragdo de perdxido de
hidrogénio na faixa de 1,9 a 17,6 mmol.L* em tamp&o acetato 0,1 mol.L? pH 5 a 25°C.
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Os resultados apresentados na figura 31 para o complexo Hb-DA frente a
atividade peroxidativa da Hb indicam que a dopamina afetou sua atividade de redugéo
sobre o peroxido de hidrogénio. Segundo Everse e Fedeli [24, 79] a dopamina também
pode servir como transferidor de carga para Hb na reducédo de H>O2 em H>O, tendo esta

uma afinidade superior ao guaiacol pela proteina.
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Figura 31 - Atividade peroxidativa de Hb-DA em funcdo da concentracdo de perdxido de hidrogénio na
faixa de 1,9 a 17,6 mmol.L* em tamp&o acetato 0,1 mol.L pH 5 a 25°C. Com guaiacol como
substrato.
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Em conjunto esses resultados sugerem que DA pode afetar a atividade biologica
de Hb no estresse oxidativo existente em neurénios dopaminérgicos durante o estresse
oxidativo celular [1, 81].

Com base nisto, tentamos determinar o teor de oxigénio nas soluc6es de Hb, DA
e complexo Hb-DA (concentracdo relativa ao Kg), afim de avaliar se a associa¢do de DA
a Hb poderia também alterar as propriedades de combinacdo ao O pela proteina. Nao
dispondo de um oxigrafo para efetuar a medida, partimos para a construcéo de eletrodo
de Clark para medidas de oxigénio dissolvido por cronoamperometria. Contudo, nédo
obtivemos éxito até o presente para a detec¢do reprodutiva de O> dissolvido pelo método
na presenca de DA, como explicitado ao Apéndice 1.

A dopamina é oxidada a dopacromo na presenca de H»O> (figura 32). O
dopacromo pode entdo reagir com outras moléculas de dopamina e dopacromo, e

eventualmente formar a melanina insollvel, cuja estrutura varia com as condic¢des da
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reacdo. Desta forma tornando dificil se determinar um coeficiente de extin¢do confiavel
por absorcdo molecular para o produto de oxidacdo da dopamina, assim como de muitos

outros dos substratos de peroxidase [26].

Figura 32 - Esquema representativo da oxidacdo da dopamina a Melanina.
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Fonte: Adaptado de EVERSE, J.; JONSON, M.C.; MARINI, M.A, 1994,
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6 CONCLUSAO

A formacdo do complexo Hemoglobina-Dopamina foi confirmada pelos trés
métodos utilizados neste tralhando. Por meio das curvas de saturacao foi possivel calcular
um Kg médio de 273,7 = 12,3 uMol.L? para a interagdo, que ocorre de forma ndo
cooperativa. A espectrofluorimetria se apresentou como um método superior para aferir
a formacdo do complexo, no qual a extincdo da fluorescéncia da interacdo ocorreu de
forma estatica, sendo desfavorecida com o aumento da temperatura, também foi possivel
por meio do tratamento proposto pela equagdo de Van’t Hoff concluir que o efeito
hidrofobico desempenhou papel principal na ligacdo Hb-DA. Variacbes de pH e NaCl
demostraram ter pouco influéncia sobre o0 mesmo, entretanto o aumento da forca idnica
pode ter favorecido a interacdo hidrofébica. A formagdo do complexo aparenta ter tido
efeito negativo na temperatura de desnaturacdo da proteina. Os resultados obtidos com a
sonda hidrofébica ANS nédo evidenciam alteracfes conformacionais significativas para a
estrutura da Hb, entretanto contribuem para afirmar que o efeito hidrofobico desempenha
papel na interacdo. Os dados sobre atividade peroxidasica mostra que a dopamina teve
efeito negativo frente a hemoglobina sob o transferidor guaiacol, sugerindo a que a
dopamina possa interferir na resposta biolégica de Hb em células neuronais
dopaminérgicas. Contudo o presente trabalho abre portas para melhor compreensdo da
interacdo de Hb com o neurotransmissor dopamina bem como seu papel no estresse
oxidativo associado a doencgas neurodegenerativas e a possibilidade de estudo de sua

intera(;éo com outros neurotransmissores.
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APENDICE A - Construcéo do eletrodo de Clark para oxigénio dissolvido.

O sistema consistiu num eletrodo de Pt (catodo, 0,25 mm diametro) soldado em
fio de cobre internamente num fragmento de pipeta de vidro (10 x 1 cm) para contato com
as garras jacaré do potenciostato, e num eletrodo de referéncia de Ag (anodo, fio de prata
0,5 mm). A ponta de Pt foi adicionado 10 ul de solugio 3M de KCI. Uma fina membrana
isolante de teflon (PTFE) permeavel ao oxigénio permitiu o isolamento elétrico da
solucdo a analisar, também impedindo a deposicao de substancias susceptiveis de alterar
a resposta dos elementos ativos do sistema. A membrana foi segura a base por um
pequeno anel dental de borracha de modo a ficar perfeitamente aderente e em estreito
contato com os eletrodos. Quando se polariza negativamente o eletrodo de Pt em relacéo
ao eletrodo de referéncia, o O dissolvido em solugdo sofre uma redugdo eletrolitica no
catodo, gerando-se uma corrente elétrica de baixa intensidade (figura 1). A solugédo
eletrolito foi o tampéo fosfato utilizado neste trabalho, tendo o equipamento PG-39MSCV
(Omnimetra Instrum. Cientificos Ltda, Nova Friburgo, RJ) conectado ao sistema por
garras jacaré (WE e RE2 — fio em contato com Pt; RE1 e CE — fio em contato com Ag).
A resposta elétrica foi monitorada em temperatura ambiente, e sob agitacdo magnética
com auxilio de uma mini barra construida para tal (0,5 cm de diametro). Para o ensaio
cronoamperométrico, foi aplicado um potencial de polarizacdo de -0.7 V, seguindo-se o

monitoramento da corrente resultante.
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Figura 1. Construcdo do eletrodo tipo Clark para determinacdo de O, dissolvido. A-

eletrodo; B — sistema conectado ao potenciostato.

Fonte: Autoral

Resultados preliminares:

Ainda que ndo tenhamos obtido resultados satisfatorios para 0 momento, frente a
montagem e testes recentes do sistema, a figura 2 apresenta a evolucdo da resposta
amperomeétrica em tampéo antes e apos a adigdo de aliquotas de ditionito sodico a 3%,

composto que reagem com o oxigénio dissolvido, reduzindo a resposta amperomeétrica.

Figura 2. Resposta amperométrica em tampao antes e ap0s a adigdo de aliquotas de

ditionito sédico a 3%.
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APENDICE B — Resumo do Artigo publicado
Interacdo Ligante-Proteina Monitorada por Espectrofotometria

Ligand-protein interaction monitored by spectrophotometry

Rafael Junior de Andrade?”, José Mauricio Schneedorf Ferreira da Silva’

" Universidade Federal de Alfenas — Unifal/MG, Alfenas/MG.

*e-mail: rafaeljuniordeandrade@gmail.com

Resumo

Este trabalho descreve a elaboracdo de uma aula pratica simples e de facil realizagdo para uso em aulas de
Bioquimica. A pratica consiste na utilizagdo de um espectrofotdmetro na faixa de luz visivel para obtencédo da
constante de associacdo do complexo formado pelo equilibrio da interacdo de um ligante (vermelho de fenol) com
uma proteina (albumina sérica bovina, BSA). O pardmetro permite o calculo da variacdo de energia de Gibbs da
interacdo, e sua comparagdo com a literatura, permitindo ao aluno vivenciar na préatica conceitos abstratos de dificil
apropriacdo, tais como as quantidades termodindmicas elencadas. A pratica pode ser aplicada no periodo
convencional de uma aula pratica (60 min), incluindo a coleta de dados e quantificacdo dos parametros.

Palavras-chave: Interacéo Ligante-Proteina; Biotermodinamica; Energia de Gibbs.

Abstract

This work describes the design of a simple and easy-to-perform laboratory class in Biochemistry course. This practice
consists of utilizihg a spectrophotometer working in the range of visible light to obtain the
association constant of the complex, obtained by the equilibrium of the ligand interaction (phenol red) with a protein
(Bovine Serum Albumin, BSA). The parameter allows the calculation of the Gibbs energy variation of this interaction,
and its comparison to the literature. This is an opportunity for the students to experience, in practice, abstract
concepts that are difficult to understand, such as the listed thermodynamics quantities. Including the data acquisition
and parameters quantification, this class can be performed in 60 minutes, the same duration as an usual class.

Keywords: Ligand-protein interaction; Biothermodynamics; Gibbs Energy.
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