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Introducao

O excesso de cobre, componente essencial de
varias enzimas antioxidantes, pode provocar
mudancas conformacionais ou estabilizar a estrutura
da enzima catalase (CAT), resultando na sua inibicdo
ou ativacdo. A inibicdo da CAT aumenta a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ERO), levando ao
estresse oxidativo. Este trabalho tem como objetivo
estudar a interacdo dos ions Cu(ll) com a CAT
utilizando a voltametria ciclica (CV), a voltametria de
pulso diferencial (DPV) e ferramentas teéricas, para
determinar os sitios de ligacdo, a estequiometria, o
Kq e 0 E” do complexo.

Experimental

Os possiveis sitios de ligacdo do Cu(ll) na CAT
foram identificados, considerando apenas os sitios
sem impedimento estérico contendo residuos de His
e Cys, por meio de comparagdo dos parametros
fisico-quimicos (MM, pl e MH), determinadas com o
software scale index, de peptideos padrdo que se
ligam a cobre dos peptideos gerados na clivagem da
CAT com as enzimas GIuC2 e V8-proteinase,
utilizando-se os softwares Cutter e Peptide Cultter,
respectivamente. A padronizacdo da solucao de CAT
de figado bovino (Sigma) foi realizada por
espectroscopia UV-Vis, a 280 nm, utilizando-se a lei
de Beer. Para a realizagdo das medidas
voltamétricas, utilizou-se o analisador voltamétrico
Metrohm 797, uma célula eletroquimica composta
pelos eletrodos HMDE /DME (trabalho), Ag/AgCI (KCI
3 mol LY (referéncia) e platina (auxiliar) e o tamp&o
Mcllvaine pH 7,00 como eletrélito suporte.

Resultados e Discussao

Os voltamogramas ciclicos obtidos para 100 pL de
Cu(ll) 1 x 10° mol L, em 10 mL de tamp&o Mcllvaine
pH 7,00, na auséncia e na presenca de CAT 5,35 x
10®° mol L sdo mostrados na Figura 1a. Observa-se
gue a adicdo de 116,92 pL da solucdo de CAT a
solugcdo provoca a diminuicdo da corrente de
oxidacdo do cobre, mostrando a interacdo do ion
Cu(ll) com a catalase. Esta interacdo também foi

31%Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

1A

confirmada pelo decaimento do pico de reducdo do
cobre até um valor proximo de zero nos
voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 50
uL de Cu(ll) 1 x 10° mol L', em 10 mL de tamp&o
Mcllvaine pH 7,00, na auséncia e na presenca de
CAT 5,35 x 10° mol L™* (Figura 1 b). Com base
nestes dados a estequiometria encontrada para o
complexo, em ambas as técnicas, foi de 16 Cu(ll): 1
CAT, valor este que esta de acordo com o nimero de
possiveis sitios identificados para o cobre no estudo
tedrico @4 sitios). Utilizou-se o método da titulacéo
amperométrica® para a determinacdo do Ky do
complexo Cu(ll)-CAT (Kq = 1,25x10° mol L* - CV e
1,81x10™ mol L' - DPV). O E” (+0,27 V), calculado
por meio dos valores de Ky e da equacédo de Nernst,
justifica a auséncia do sinal caracteristico do
complexo Cu(ll)-CAT nos voltamogramas obtidos.
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Figuta 1. af’ Voliaimdgramas ciclicds obtidos para 100 pt”
de Cu(ll) 1 x 10° mol L b) Voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para 50 pL de Cu(ll) 1 x 10° mol L%
em 10 mL de tamp&o Mcllvaine pH 7,0 na auséncia (1) e
na presenca de CAT 5,35x 10°mol L™ (2 a 9).

Conclusdes

A estequiometria, 0 Kye 0 E” determinados para o
sistema Cu(ll)-CAT sao inéditos, pois estes
parametros ainda ndo estao disponiveis na literatura.
O excesso de Cu(ll) no meio celular pode provocar a
inibicio da CAT pela formacdo de um complexo
bastante estavel, contribuindo desta maneira para o
estresse oxidativo.
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