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Resumo

A dopamina (DA) é um importante neurotransmissor envolvido na doença de Parkinson,

uma desordem neurológica degenerativa. Outras catecolaminas (CA) representativas são a

-metildopamina (MeDA) e a N,-dimetildopamina (diMeDA), metabolitos tóxicos da droga

recreativa 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA ou Ecstasy), conhecida por induzir efei-

tos neurotóxicos graves. O metabolismo da DA, MeDA e diMeDA envolve a produção de

espécies altamente reactivas, nomeadamente o-quinonas, que a pH neutro, podem sofrem

ciclização intramolecular e polimerização. Com o objectivo de estudar as potenciais vias de

toxicidade da DA, utilizou-se como compostos modelo, a N-acetildopamina (NADA) e a N-

benziloxicarbonildopamina (DA-Cbz). A estratégia sintética envolveu a oxidação in vitro das

CA com um oxidante enzimático (mushroom tyrosinase) ou químico (NaIO4, Sal de Frémy e

Ag2O), e subsequente adição de bionucleófilos (aminoácidos, nucleósidos, DNA, péptidos e

proteínas representativas). Verificou-se que as reacções das CA com as biomoléculas são

regioselectivas, sendo a posição de modificação no anel da CA dependente do nucleófilo.

Nas reacções com nucleófilos de enxofre (N-acetil-cisteína, cisteína, glutationa), a modifica-

ção ocorreu maioritariamente na posição 5, enquanto nas reacções com nucleófilos de azoto

(N-acetil-histidina e imidazole) a modificação ocorreu na posição 6 do anel da CA.

Investigou-se ainda a formação de aductos de CA como biomarcadores de toxicidade,

através da modificação das proteínas albumina do soro humano (HSA), hemoglobina

Humana (Hb) e horse heart myoglobin (hhMb). Foi previamente modificado o péptido mode-

lo da HSA, LQQCPF, tendo como objectivo caracterizar os aductos peptídicos obtidos. Estes

foram utilizados como padrões na caracterização, por técnicas de espectrometria de massa

(MS), dos resíduos modificados nas proteínas. As proteínas modificadas foram sujeitas, em

paralelo, a hidrólise enzimática a péptidos e a aminoácidos, e os resíduos modificados foram

caracterizados por MALDI-TOF-MS (Espectrometria de Massa de Tempo de Voo com Des-

sorção e Ionização com Laser Assistida por Matriz) e por LC-ESI-MS/MS (Cromatografia

Líquida – Espectrometria de Massa Tandem com Ionização por Electrospray). Foram identi-

ficados três aductos de NADA com a HSA (Gln204, H321, e V216), dois aductos com a Hb

(His97 na Hb-, e His58 na Hb-), e dois aductos com a hhMb (Phe43 ou Asp44, e Lys45).

A HSA foi ainda modificada com os metabolitos do Ecstasy, MeDA e diMeDA. Este procedi-

mento permitiu identificar os pontos de susceptibilidade reactiva nas proteínas estudadas,

que podem eventualmente determinar as características toxicológicas das diferentes quino-

nas.

Palavras‐chave: Aminoácidos, Catecolaminas, Dopamina, Ecstasy, Proteínas, Quinonas.
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Abstract

Catecholamines comprise a distinct class of biomolecules of which dopamine (DA) is one

of the most familiar. DA is an important neurotransmitter, involved in the pathogenesis of

Parkinson’s disease, a degenerative neurological disorder. Other representatives of this

class, such as -methyldopamine (MeDA) and N,-dimethyldopamine (diMeDA), are toxic

metabolites of the recreational drug 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA or Ec-

stasy).

One of the major metabolic pathways of DA, MeDA and diMeDA is oxidation to ortho-

quinones, which at neutral pH, undergo intramolecular cyclization and polymerization. To

elucidate potential toxicity pathways of DA, N-acetyldopamine (NADA), as well as N-

benzyloxylcarbonyldopamine (DA-Cbz) were used as model compounds. The synthetic

strategy involved the oxidation in vitro of the CA, by enzymatic (mushroom tyrosinase) or

chemical (NaIO4, Frémy’s Salt e Ag2O) methods, with subsequent adition of bionucleophiles

(aminoacids, nucleotides, DNA, peptides and representative proteins). The reaction of CA

with biomolecules, such as N-acetyl-cysteine, cysteine, glutathione, N-acetyl-histidine and

imidazole, proved to be regioselective, with the position of modification dependent on the

nucleophile. On reaction with sufur nucleophiles the CA modification occured mainly at the

5-position, while with nitrogen nucleophiles the modification took place at the 6-position in the

aromatic ring of the CA.

The modification of LQQCPF, a model peptide of Human serum albumin (HSA), with sul-

fur and nitrogen nucleophiles, allowed the isolation and characterization of peptide adducts

that were used as standards in Mass Spectrometry (MS). Protein adducts of CA, which

could be used as biomarkers of toxicity, were obtained by modifying the proteins HSA, Hu-

man hemoglobin (Hb), and horse heart myoglobin (hhMb). The modified proteins were en-

zymaticaly hydrolyzed to peptides and to aminoacids, and the modified residues were identi-

fied by Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight – Mass Spectrometry

(MALDI-TOF-MS) and Liquid Chromatography-Electrospray Ionization-Tandem Mass Spec-

trometry (LC-ESI-MS/MS) respectively. It was possible to identify three NADA adducts in

HSA (Gln204, H321, V216), two adducts in Hb (His97 in Hb-, and His58 in Hb-), and two

adducts in hhMb (Phe43 or Asp44, and Lys45). This procedure allowed the identification of

reactive sites in the tested proteins, which may potentially determine the toxicological charac-

teristics of the different quinones.

Keywords: Aminoacids, Catecholamines, Dopamine, Ecstasy, Protein adducts, Quinone.
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Introdução

3

I.1 A Dopamina

I.1.1 Biossíntese, metabolismo e citotoxicidade da dopamina

A dopamina (1, DA) ocupa um lugar de destaque entre as catecolaminas (CA) mais

conhecidas.1 É um neurotransmissor do sistema nervoso central, envolvido na regulação do

movimento, do comportamento e da emoção,2, 3 actua como intermediário na biossíntese da

adrenalina (2)3 (Esquema I.1), e encontra-se associada a doenças como a esquizofrenia e a

doença de Parkinson (DP).4, 5

A biossíntese da DA (Esquema I.1), realiza-se a partir da fenilalanina (3). A fenilalanina

sofre hidroxilação formando a tirosina (4), que pela acção da enzima tirosina hidroxilase dá

origem ao composto 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina, conhecido como L-DOPA ou levodopa (5).

A actuação da enzima dopa descarboxilase é o último passo da síntese da DA. O composto

1 é precursor do neurotransmissor noradrenalina (6), que por sua vez dá origem à adrenali-

na. A DA é convertida em 6 pela enzima DA -hidroxilase, que ao sofrer metilação pela

enzima feniletanolamina N-metiltransferase origina 2, (Esquema I.1).6

Esquema I.1 – Biossíntese da DA (1).6

Relativamente à metabolização da DA, esta pode formar enzimaticamente o ácido

homovanílico (7, HVA) ou ser conjugada com a glutationa (GSH), após oxidação. O HVA

pode ser produzido por duas vias diferentes, que se iniciam pela actuação das enzimas

MAO (monoamina oxidase) ou COMT (catecol O-metiltransferase).
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Pela acção da MAO a DA dá origem ao 3,4-dihidroxifenilacetaldeído (8), que pela acção

da enzima aldeído desidrogenase (ALDH) forma o correspondente ácido carboxílico, 3,4-

dihidroxifenilacético (9), e que em seguida pela acção da enzima COMT produz HVA. A

outra via metabólica da DA inicia-se pela acção da enzima COMT, em que a DA sofre O-

metilação dando origem ao composto 3-O-metildopamina, que por sua vez pela acção das

enzimas MAO e ALDH dá origem ao composto HVA.7

Esquema I.2 - Vias metabólicas da DA (1), (adaptado).7

A reacção de metabolização da DA pela MAO (Esquema I.2), leva à formação de espé-

cies de oxigénio reactivas (ROS), como radicais superóxido e hidroxilo, que podem levar à

degeneração de neurónios dopaminérgicos, a qual está muitas vezes relacionada com a

idade ou com a DP. Por outro lado, a O-metilação da DA com COMT (Esquema I.2), pode

ser um importante mecanismo de defesa antioxidante.8, 9

A metabolização da DA pela conjugação com a GSH tem adquirido elevada importância

na investigação da DP. A DP é a segunda doença neurodegenerativa mais comum (sendo a

primeira a doença de Alzheimer), e surge como a desordem do movimento que mais indiví-

duos afecta em todo o mundo. Estima-se que 1 a 2 % da população mundial com mais de

65 anos e 3 a 5 % com mais de 85 anos sofre de DP.10 A DP é uma doença neurodegenera-

tiva caracterizada por rigidez, hipocinésia e tremor.11 Estes sintomas estão relacionados com

a deficiência de 1 no corpo estriado, que resulta de uma neurodegeneração dos neurónios

dopaminérgicos (neurónios produtores do neurotransmissor 1) na substância negra (SN)

(Figura I.1).5, 11, 12
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Figura I.1 - Figura de um cérebro humano, (adaptado).13

Uma combinação de factores foi proposta para explicar a neurodegeneração dos neuró-

nios dopaminérgicos na DP, figurando entre eles a deficiência de GSH, e como consequên-

cia uma diminuição na sua capacidade antioxidante, a elevada concentração de ferro na SN,

o aumento do stress oxidativo, e a formação de dopamina-quinona (10, DAQ) e subsequen-

te formação de conjugados com a cisteína (Cys) e a GSH (Esquema I.3).3, 14-17 Contudo, a

causa para a neurodegenaração dos neurónios dopaminérgicos continua por explicar.3, 17

A formação de derivados tioéteres da DA assume particular relevância na DP, uma vez

que foram identificados em concentrações elevadas no cérebro de pacientes que morreram

da doença os compostos 5-S-glutatinonil-dopamina (11, 5-GSH-DA) e 5-S-cisteínil-

dopamina (12, 5-Cys-DA,), este último neurotóxico.3, 14, 18 A pH fisiológico, a DAQ pode rea-

gir com grupos sulfridrilo, que podem estar na forma de aminoácidos (a.a.) livres (Cys), pép-

tidos (GSH) ou proteínas. A adição nucleófilica ocorre maioritariamente na posição 5 do anel

aromático da DA, dando origem aos compostos 11 e 12, (Esquema I.3).3, 14 Jameson et al.

verificaram que a presença de Cys inibe completamente a ciclização intramolecular da DAQ

para o aminocromo, (13).19

Esquema I.3 - Mecanismos de oxidação da DA (1), (adaptado).14

Corpo
estriado

Núcleo
caudado

putamen

substância
negra

neurónios
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Mutações provocadas pela DA no DNA, podem também estar relacionadas com desor-

dens neurodegenerativas, como a DP. A formação de aductos da DA com o DNA foi investi-

gado por Cavalieri et al..20

A elevada toxicidade da DA foi demonstrada em estudos in vitro realizados por Graham

et al.,21, 22 e mais tarde em estudos in vivo executados por Hastings et al.. 23 No modelo

investigado pelos autores foi demonstrado que a citotoxicidade induzida pela DA está asso-

ciada a modificação de proteínas pela DAQ e consequente formação de conjugados de cis-

teína.23 Para que estas modificações de proteínas ou DNA ocorram é necessária a oxidação

da DA à respectiva quinona (Esquema I.3), o que pode acontecer espontaneamente ou por

reacções com enzimas (tyrosinase), ou com metais (cobre, ferro).3, 14 As quinonas são espé-

cies altamente reactivas, e devido à formação do radical semi-quinona podem entrar no ciclo

redox, levando à formação de ROS tais como anião superóxido (O2
-), radical hidroxilo (OH)

ou peróxido de hidrogénio, que podem levar à neurodegeneração dos neurónios dopaminér-

gicos.16

I.1.2 Preparação de conjugados de enxofre da dopamina

A síntese de conjugados da DA com nucleófilos de enxofre, Cys, N-acetil-cisteína

(NAcCys) e GSH, têm envolvido maioritariamente reacções de oxidação electroquímica11, 24-

28 e enzimática18, 29-31 da DA. Uma enzima frequentemente utilizada, é a tyrosinase.18, 29-31 É

uma enzima de cobre que catalisa duas reacções distintas na biossíntese da melanina, a

hidroxilação e a oxidação da tirosina,32 e foi identificada na substância negra de humanos.12

A oxidação da DA à DAQ é um processo de transferência de dois electrões, que pode

ocorrer num único passo, ou em duas reacções de oxidação consecutivas com transferência

de um electrão. Nas reacções com tyrosinase a oxidação da DA à respectiva o-quinona

ocorre num único passo e de seguida adiciona-se o bionucleófilo de enxofre, por exemplo

Cys (Esquema I.4). Consequentemente, duas reacções competem: a reacção de ciclização

intramolecular (com o grupo amino da DA) e a reacção intermolecular com o nucleófilo de

enxofre.31 Tse et al., verificaram que a Cys e a GSH competem favoravelmente com a cicli-

zação intramolecular, reagindo mais rapidamente (três ordens de magnitude superior) com a

DAQ e formando os respectivos tio-conjugados (Esquema I.4).33 Uma vez que a actividade

da tyrosinase é limitada à DA e os tióis como a Cys inibem a enzima, não se verificam reac-

ções de oxidação sucessiva.34
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Esquema I.4 - Reacção de oxidação enzimática da DA (1) com formação de conjugados de cisteína.

Deste modo, utilizando tyrosinase como oxidante e um excesso de nucleófilo de enxofre,

obtém-se os respectivos mono-aductos em 2 (14, 2-Cys-DA) e em 5 (12), (Esquema I.4).18,

29-31 Verifica-se que a reacção é regioselectiva, sendo o composto maioritário o aducto em 5.

Huang et al., propuseram um mecanismo onde explicam que a preferência do ataque

nucleófilo ao C5 da DAQ resulta de uma reacção de adição de Michael 1,6, seguida de uma

catálise básica intramolecular (Esquema I.5). Ou seja, na presença de nucleófilos de enxofre

com um protão no centro nucleófilo, (SH-), o grupo carbonilo na posição C4 da DAQ pode

formar uma ligação de hidrogénio com o nucleófilo aquando o ataque na posição 5 da DAQ

(Esquema I.5). A catálise básica intramolecular aumenta a nucleofilicidade e facilita a forma-

ção de aductos em C5.35 Também Jameson e colaboradores propõem um mecanismo idên-

tico.19

Esquema I.5 - Mecanismo proposto por Hungan et al., para a formação de

aductos em 5, (adaptado).35

Nicolis et al., investigaram a formação de conjugados sulfidrilo (GSH e NAcCys) da DA,

utilizando como oxidantes tyrosinase e lactoperoxidase (LPO), e observaram que os oxidan-

tes seguem mecanismos diferentes para a formação da DAQ. Independentemente do oxi-

dante utilizado, foram isolados e caracterizados os respectivos aductos em 2 e em 5.
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No caso da GSH foi ainda caracterizado o respectivo aducto em 6, 6-glutationil-

dopamina (6-GSH-DA). No entanto, utilizando LPO foram ainda identificados os dímeros dos

nucleófilos de enxofre utilizados, que segundo os autores são uma indicação de que a reac-

ção segue um mecanismo de oxidação radicalar com formação da semi-quinona (Esquema

I.6). Deste modo, para a LPO a formação da DAQ ocorre em dois passos com transferência

sucessiva de um electrão.31 Como exemplo apresentamos a reacção da DA com Cys, tendo

como produtos o aducto em 5 (12) e o dímero da Cys (15).

Esquema I.6 - Mecanismo para a formação de conjugados de enxofre da DA (1) usando LPO. a)

Formação do dímero (15), b) formação do aducto maioritário (12).31

Levadas a cabo por vários autores, as reacções de oxidação electroquímica da DA com

bionucleófilos de enxofre, Cys, NAcCys ou GSH, apresentam um perfil reaccional bastante

complexo, pelo facto de os aductos em 5 e em 2 serem mais facilmente oxidados à respecti-

va quinona do que a DA à DAQ, permitindo a formação de bis aductos (aducto em 2,5 ou

em 5,6). Duas metodologias distintas foram realizadas pelos autores para a síntese de sulfi-

dril-conjugados da DA. Por um lado, realizaram a oxidação electroquímica da DA à DAQ,

adicionando de seguida o bionucleófilo de enxofre. Os compostos isolados foram os corres-

pondentes aductos em 2, 5 (maioritário) e 6 ou 2,5 (minoritário).24-27 Por outro lado, a oxida-

ção da DA à respectiva DAQ foi realizada na presença do nucleófilo de enxofre, e neste

caso o número de aductos isolados aumentou consideravelmente. Para além dos mono-

aductos em 2 e 5 (maioritário), os autores isolaram bis-aductos (em 2,5 e em 5,6), tris-

aductos (em 2,5,6) e, no caso da GSH, um tetra-aducto (2,5,6,7).11, 24, 25, 28 No Esquema I.7

apresenta-se um exemplo dos aductos isolados numa reacção de oxidação electroquímica

da DA na presença de cisteína.
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A saber, os mono-aductos 12 e 14, os bis-aductos 2,5-S,S-di-cisteínil-dopamina (16, 2,5-

Cys-DA), 5,6-S,S-di-cisteínil-dopamina (17, 6,5-Cys-DA), e o tri-aducto 2,5,6-S,S,S-tri-

cisteínil-dopamina (18, 2,5,6-Cys-DA).25

Esquema I.7 - Compostos isolados em reacções de oxidação electroquímica da DA (1),

na presença de Cys.25

De salientar que na presença de Cys a complexidade da mistura de aductos aumenta

consideravelmente, devido à possibilidade de formação de sulfidril-conjugados de dihidro-

benzotiazinas (DHBTs). No Esquema I.8 está representada a formação de um possível

aducto, o composto neurotóxico, o ácido 7-(2-aminoetil)-3,4-dihidro-5-hidroxi-2H-1,4-

benzotiazina-3-carboxílico (19, DHBT-1).11, 24
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Esquema I.8 - Formação do composto DHBT-1 (19), um dos possíveis sulfidril-conjugados de DHBTs

identificados na reacção de oxidação electroquímica da DA na presença de Cys, (adaptado).24

Além dos oxidantes acima expostos, outros têm sido utilizados para a reacção de oxida-

ção da DA à DAQ. Vauzour et al., utilizaram peroxinitrito (ONOO-) para oxidar a DA à DAQ

na presença de cisteína, e isolaram os compostos 2-Cys-DA (14), 5-Cys-DA (12) e DHBT-1

(19).14 Shen e colaboradores utilizaram ferro (II/III) e manganês (II) para catalisar a autoxi-

dação da DA na presença de Cys.36

I.2 A N-acetildopamina

A N-acetildopamina (20, NADA) foi identificada em insectos, estando envolvida no pro-

cesso de endurecimento da cutícula.37, 38 É frequentemente utilizada em estudos que visam

elucidar possíveis reacções que ocorrem durante o processo de endurecimento da cutícula,

nomeadamente a reacção da NADA-quinona com compostos modelo presentes nas proteí-

nas da cutícula, imidazole (Imid) e N-acetil-histidina (NAcHis).37, 39 Produtos resultantes da

conjugação de NADA com bionucleófilos de enxofre foram identificados nos rins e na urina

de humanos.40 Além disso, a NADA é frequentemente utilizada como composto modelo da

DA em reacções com biomacromoléculas.20, 41
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I.2.1 Preparação de conjugados de enxofre da N-acetildopamina

Na literatura por nós consultada sobre a síntese de conjugados de bionucleófilos de

enxofre (Cys, NAcCys e GSH) com NADA observámos que só a NAcCys tinha sido investi-

gada por Huang et al.. Os autores realizaram a oxidação electroquímica da NADA seguida

da adição de NAcCys, e isolaram e caracterizaram os compostos 5-S-(N-acetil-cisteínil)-N-

acetildopamina (21, 5-NAcCys-NADA), 2-S-(N-acetil-cisteínil)-N-acetildopamina (22, 2-

NAcCys-NADA), e 2,5-S,S-di-(N-acetil-cisteínil)-N-acetildopamina (23, 2,5-di-NAcCys-

NADA), (Esquema I.9). À semelhança do descrito para as reacções da DA, a reacção da

NADA com a NAcCys é regioselectiva, dando origem maioritariamente ao aducto em C5.35

Esquema I.9 - Reacção de oxidação electroquímica da NADA (20) com formação

de conjugados de NAcCys.

I.2.2 Preparação de conjugados de azoto de catecolaminas

A reacção de catecolamina-quinonas com bionucleófilos de azoto é pouco mencionada

na literatura, possivelmente devido à fraca nucleofilicidade destes compostos. Xu39 e Huang

et al.,37 descreveram a reacção da quinona da NADA e da N--alanildopamina (24, NBAD),

geradas por oxidação electroquímica, com dois centros de azoto, o imidazole (Imid) e a N-

acetil-histidina (NAcHis). Estes nucleófilos são utilizados como modelos de proteínas que

contêm resíduos de histidina reactivos. No caso da NAcHis os autores referem o aducto em

C6 como o composto maioritário, resultado de uma adição de Michael 1,4 da NAcHis à res-

pectiva quinona, a saber 6-[(N-Acetil)histidin-N1’-il]-N-acetildopamina (25, 6-NAcH-NADA) e

6-[(N-Acetil)histidin-N1’-il]-N--alanildopamina (26, 6-NAcH-NBAD).
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Em menores quantidades, foi também isolado e caracterizado o aducto em C2, 2-[(N-

Acetil)histidin-N1’-il]-N-acetildopamina (27, 2-NAcH-NADA) e 2-[(N-Acetil)histidin-N1’-il]-N--

alanildopamina (28, 2-NAcH-NBAD), formado a partir de uma adição de Michael 1,6 da

NAcHis à quinona (Esquema I.10). Relativamente ao Imid, foi identificado como único produ-

to da reacção o composto em C6, 6-(N-imidazol-N1’-il)-N-acetildopamina (29, 6-Imid-NADA)

e 6-(N-imidazol-N1’-il)-N--alanildopamina (30, 6-Imid-NBAD), (Esquema I.10).37, 39

Esquema I.10 - Representação dos aductos em C6 e C2 obtidos na reacção de oxidação electroquí-

mica da NADA (20) e NBAD (24) com os nucleófilos Imid e NAcHis, (adaptado).37, 39

I.3 Formação de aductos de DNA

I.3.1 Formação de aductos despurinantes de DNA com as orto-quinonas
da DA e NADA

Cavalieri et al., investigaram a formação de mutações no DNA originadas pela DA que

pudessem provocar desordens neurodegenerativas, como a DP. Deste modo, para a obten-

ção de padrões bem caracterizados do DNA, reagiram a DAQ com a 2’-desoxiguanosina

(dG) e a adenina (Ade) e posteriormente com o DNA. Devido à maior facilidade de ocorre-

rem as reacções de ciclização intramolecular na DAQ, os autores investigaram também a

NADA.20
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A metodologia realizada pelos autores para a síntese dos padrões com a dG e a Ade,

envolveu a oxidação química com periodato de sódio (NaIO4) (0,5 eq.) ou com óxido de pra-

ta (Ag2O) (8,3 eq.) da DA e da NADA à respectiva quinona, seguida da adição do nucleófilo.

Foram obtidos com rendimentos moderados os aductos despurinantes da dG, no N-7 da

Guanina (Gua), a saber 6-N7Gua-DA (31) e 6-N7Gua-NADA (32), e os produtos N-3 da Ade

[6-N3Ade-DA (33), 6-N3Ade-NADA (34)], (Tabela I.1 e Esquema I.11), que resultam de uma

adição de Michael 1,4 ao C6 da CA. Salienta-se que no caso da dG ocorreu a perda da

molécula de desoxiribose. Cavalieri e colaboradores tentaram a obtenção de aductos com a

2’-desoxiadenina (dA), a desoxicitidina e a desoxitimidina, mas os resultados foram infrutífe-

ros.20

Tabela I.1 – Reacções da DA e NADA com dG e Ade, aductos obtidos e rendimentos.20

Aductos
Rendimento ( %)

NaIO4

Rendimento ( %)

Ag2O

6-N7Gua-DA 46 -

6-N3Ade-DA 40 -

6-N7Gua-NADA 58 60

6-N3Ade-NADA 51 -

HO

HO

NHR

31 6-N7Gua-DA
32 6-N7Gua-NADAHO

HO

NHR

1 DA, R=H
20 NADA, R=Ac

O

O

NHRNaIO4/Ag2O

dG

Ade
HO

HO

NHR

N

N
NH2

N

N

33 6-N3Ade-DA
34 6-N3Ade-NADA

NH

N

N

O

NH2
N

Esquema I.11 - Reacção da DA (1) e NADA (20) com a dG e a Ade.20
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Relativamente às reacções levadas a cabo por Cavalieri et al., com o DNA, onde utiliza-

ram tyrosinase para a oxidação da DA à DAQ, foram isolados os aductos despurinantes da

dG e da dA, N-7Gua e N-3Ade, respectivamente, formados via adição de Michael 1,4.20 Os

autores sugerem que as mutações provocadas pela DA no DNA podem estar relacionadas

com o processo inicial da DP ou de outras desordens neurodegenerativas.20, 42

Recentemente Cavalieri et al., estudaram a reacção da NADA com a dG e com o DNA.

No primeiro caso observaram por ESI a formação do composto 6-N7dG-NADA precursor do

aducto 6-N7Gua-NADA (32). No segundo caso observaram os aductos despurinantes 6-

N7Gua-NADA (32) e 6-N3Ade-NADA (34). Os autores sugerem que a formação destes

aductos pode estar associada a doenças neurodegenerativas ou a processos iniciais de

cancros.41

I.4 Os metabolitos do Ecstasy

I.4.1 Síntese e citotoxicidade dos metabolitos do Ecstasy

O Ecstasy (35, 3,4-metilenodioximetanfetamina, MDMA) é uma droga de abuso que per-

tence à classe das anfetaminas, sendo alucinogénica e conhecida por provocar danos cere-

brais.43 A metilenodioxianfetamina (36, MDA) é um metabolito da MDMA, sendo também

utilizada como droga de abuso.44 Tanto o MDMA como o MDA apresentam efeitos estimu-

lantes sobre o sistema nervoso central, provocam uma sensação de bem-estar e de euforia

e aumentam a sociabilidade, daí serem drogas tão populares. 45, 46 No entanto, provocam

danos para a saúde, como arritmias cardíacas, convulsões, hipertermia, falta de apetite e

falhas renais.46-48

A injecção directa dos compostos 35 e 36 no cérebro não reproduziu efeitos neurotóxi-

cos, sugerindo que a sua neurotoxicidade está relacionada com o seu metabolismo.43, 49, 50

A metabolização do MDMA envolve a N-desmetilação para formar o MDA e a O-

desprotecção de ambas as moléculas, para originar os compostos N,-dimetildopamina (37,

diMeDA) e -metildopamina (38, MeDA), respectivamente (Esquema I.12). Pode ainda gerar

espécies reactivas, uma vez que os catecóis MeDA e diMeDA podem sofrer oxidação, dan-

do origem às respectivas o-quinonas. Estas podem formar aductos com a GSH ou outros

tióis (Esquema I.12). 43, 44, 49-51
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Por outro lado, a diMeDA e a MeDA podem sofrer O-metilação pela COMT, para formar

os compostos 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina (39, HMMA) e 4-hidroxi-3-metoxianfetamina

(40, HMA), respectivamente (Esquema I.12).51, 52

Esquema I.12 - Mecanismo do metabolismos do MDMA (35), (adaptado).49, 52

Na presença de GSH as o-quinonas da diMeDA (41) e MeDA (42) formam os respecti-

vos conjugados de enxofre, 5-GSH-diMeDA (43) e 5-GSH-MeDA (44), (Esquema I.12), que

podem sofrer oxidação e nova adição nucleófila por parte da GSH, dando origem a bis aduc-

tos. Continuam por elucidar os mecanismos subjacentes à neurotoxicidade induzida pelo

MDMA, tendo sido, no entanto, sugerido que a formação de espécies reactivas no seu

metabolismo esteja relacionada com a sua neurotoxicidade.43, 47
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I.4.2 Reacções com os metabolitos do Ecstasy, MeDA e diMeDA

A preparação de tio-conjugados de Cys, NAcCys e GSH dos metabolitos do Ecstasy

diMeDA (37) e MeDA (38) tem envolvido, maioritariamente, reacções de oxidação enzimáti-

ca (tyrosinase).43, 44, 49-51, 53, 54 No entanto, também existem alguns exemplos de reacções de

oxidação electroquímica destas CA, (Esquema I.13).54, 55 Nas reacções de oxidação enzimá-

tica de 37 e 38 com adição dos nucleófilos GSH e NAcCys, quase todos os autores apresen-

tam, como único produto da reacção o respectivo aducto em 5, a saber 5-S-glutatíonil-N,-

dimetildopamina (43, 5-GSH-diMeDA), 5-S-glutatíonil--metildopamina (44, 5-GSH-MeDA),

5-S-(N-acetilcisteínil)-N,-dimetildopamina (45, 5-NAcCys-diMeDA), e 5-S-(N-acetilcisteínil)-

-metildopamina (46, 5-NAcCys-MeDA), (Esquema I.13).43, 49-51, 54 Segundo procedimento

semelhante, Macedo et al. isolaram além dos compostos apresentados os respectivos aduc-

tos em 2.44

Relativamente às reacções de oxidação electroquímica dos metabolitos, após a forma-

ção da respectiva o-quinona foram adicionados os bionucleófilos. Segundo a metodologia

descrita, Pizarro e colaboradores oxidaram a diMeDA e adicionaram GSH ou NAcCys, e

isolaram os correspondentes aductos em 5 (maioritário) e em 2,5.54 Felim et al., segundo o

mesmo procedimento e utilizando os bionucleófilos GSH, NAcCys e Cys recolheu com bons

rendimentos os respectivos aductos em 5.55

HO

HO

NHR

37 diMeDA, R=CH3
38 MeDA, R=H

O

O

NHR

HO

HO

NHR

NAcCys

Cys

HO

HO

NH

Cys
47 5-Cys-diMeDA

GSH

HO

HO

NHR

43 5-GSH-diMeDA
44 5-GSH-MeDA

SG

NAcCys

45 5-NAcCys-diMeDA
46 5-NAcCys-MeDA

[O]

Esquema I.13 - Representação das reacções de oxidação (enzimática/electroquímica) de diMeDA

(37) e MeDA (38), seguida de adição dos bionucleófilos de enxofre (Cys, NAcCys e GSH).
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I.5 Aductos de proteínas como biomarcadores de toxicidade

A modificação de proteínas por xenobióticos foi referenciada pela primeira vez nos anos

40, por Elizabeth e James Miller; no entanto, só nos anos 80 com os estudos de Ehrenberg,

Tannenbaum e Farmer sobre aductos da hemoglobina como biomarcadores de exposição

cancerígena é que aumentou o interesse na sua investigação.56 Devido às limitações na

tecnologia disponível, a caracterização de aductos de proteínas tornava-se difícil. Com o

aparecimento de equipamento de espectrometria de massa com ionização por electrospray

(ESI) (em 1984–1988) e com desorção e ionização a Laser assistida por matriz (MALDI) em

1988,56, 57 técnicas que permitiram trabalhar a massas superiores a 100 kDa e tiveram um

enorme impacto sobre o uso da espectrometria de massa na biologia e nas ciências da vida,

a identificação dos alvos dos electrófilos nas proteínas tornou-se possível.58, 59 Os avanços

tecnológicos em espectrometria de massa, em conjunto com o desenvolvimento das técni-

cas analíticas de identificação e digestão de proteínas, permitiram a rápida identificação de

proteínas nativas e modificadas por compostos electrófilos.

Ao longo de trinta anos a investigação relacionada com a formação de aductos covalen-

tes de biomacromoléculas com espécies reactivas baseou-se na aplicação destes compos-

tos como: (i) indicadores do nível médio de exposição de indivíduos a determinados produ-

tos químicos, endógenos ou exógenos, (ii) indicadores quantitativos da actividade metabóli-

ca de diferentes compostos a produtos tóxicos, capazes de danificar o DNA ou proteínas, e

(iii) indicadores que relacionem o grau de modificação de determinada proteína com a conti-

nuidade das suas funções biológicas e com o dano específico provocado à saúde humana.60

O espectro de aplicação dos aductos de proteínas é muito vasto, sendo a toxicologia a

área onde têm sido aplicados com maior frequência.60 A formação de aductos do tipo fárma-

co-proteína pode estar relacionada com o mecanismo de toxicidade causado por inúmeros

fármacos. A monitorização destes aductos permite estabelecer uma relação dose-

toxicidade, assim como ajudar no diagnóstico de várias doenças, assumindo assim, uma

importância ao nível clínico, farmacológico e toxicológico.61

A medicina e a toxicologia utilizam frequentemente biomarcadores para o diagnóstico de

inúmeras doenças.62 Os biomarcadores de exposição são usados para controlar os efeitos

e/ou avaliar os riscos causados por xenobióticos. A análise in vivo de espécies electrófilas

reactivas que apresentam períodos de vida muito curtos não é fácil. Assim, o uso de bio-

marcadores torna possível a análise destes electrófilos, ao reagirem com biomacromolécu-

las (proteínas e DNA) e formarem aductos estáveis que permaneçam numa concentração

significativa nos tecidos.57, 63 Entre as proteínas descritas como bons biomarcadores estão a

hemoglobina humana (Hb) e a albumina de soro humano (HSA), uma vez que estão acessí-
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veis em grandes quantidades, levam à formação de aductos quimicamente estáveis e têm

turnovers conhecidos.57 Além da Hb outra proteína globular muitas vezes usada como bio-

marcador é a horse heart myoglobin, (hhMb).31

A formação de aductos de proteínas pode estar relacionada com a patogénese de várias

doenças degenerativas, como a diabetes, a arteriosclerose e a doença de Alzheimer.60, 64 Os

aductos de proteínas formam-se através de ligações covalentes entre uma espécie electrófi-

la reactiva e um grupo nucleófilico da proteína, que pode ser o N-terminal de um grupo ami-

no; o grupo tiol da cadeia lateral da cisteína; os átomos de azoto do imidazole da histidina;

os grupos amino e guanidino da cadeia lateral da lisina e arginina respectivamente; os gru-

pos carboxílicos da cadeia lateral do ácido aspártico e glutâmico e o anel fenólico da tirosina

(Esquema I.14).60

Esquema I.14- Processo geral de modificação de uma proteína e formação de ligações covalentes

entre a proteína e moléculas reactivas, xenobióticos ou seus metabolitos

reactivos (Xen), (adaptado).60

Um tipo de electrófilo com relevância toxicológica e susceptível de reagir com proteínas

são os carbonilos ,-insaturados, entre eles as quinonas geradas por oxidação de fenóis.

As diversas quinonas reagem através de reacções de adição de Michael com grupos

nucleófilos das proteínas ou péptidos.60 Alguns estudos demonstram a reactividade de

variadas quinonas, por exemplo, a 1,4-benzoquinona (47), com proteínas e péptidos modelo

contendo cisteínas (Esquema I.15).65-68

Esquema I.15 - Formação de aductos de proteína através do resíduo de cisteína com

1,4-benzoquinona (47), (adaptado).60
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I.5.1 A HSA como biomolécula de monitorização de espécies
electrófilas reactivas

A HSA é uma proteína muito bem caracterizada, com 585 resíduos de a.a. e 66 kDa. É a

proteína mais abundante no plasma sanguíneo, apresentando uma concentração fisiológica

de ∼600 μM (40 mg/mL), o que representa cerca de 60% do número total de proteínas numa

amostra de plasma.69-71 Cerca de 40% da HSA extravascular encontra-se na pele, sendo por

isso frequentemente usada como proteína modelo na investigação de mecanismos de res-

posta imunitária, causados por compostos alergénicos.72 A HSA desempenha um papel

importante no transporte e distribuição sistémica de compostos exógenos e endógenos.70, 71,

73

A HSA contém 35 resíduos de cisteína, 34 dos quais associados em pontes dissulfureto,

a única cisteína livre é a Cys34, que representa cerca de 80% dos tióis livres no plasma

sanguíneo (Figura I.2).63, 70, 73

Figura I.2 - Representação da estrutura cristalina da HSA obtida por difracção de raios-X.73

A Cys34 está relacionada com a importante capacidade antioxidante desta proteína,

uma vez que reage com os radicais livres. Dentro da estrutura terciária da HSA, a Cys34

encontra-se muito próxima de três resíduos com características básicas, o Asp38, a His39 e

a Tyr84, que lhe aumentam a acidez. Como consequência, o grupo tiol da cisteína tem um

pKa mais baixo (<6,7) do que o normalmente apresentado na maioria das proteínas e pépti-

dos (8,0-8,5), estando principalmente sob a forma de tiolato, altamente nucleófilo.63

Li et al., realizaram estudos in vivo com metabolitos electrófilos do fármaco Zileuton (48),

usado para o tratamento de asma, e demonstraram a formação de ligações covalentes com

a Cys34, (Esquema I.16).70
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Esquema I.16- Formação de aductos entre o resíduo de Cys34 da HSA e um metabolito electrófilo

do Zileuton (48), (adaptado).70

Aldini e colaboradores reagiram diferentes aldeídos ,-insaturados, com a HSA e com o

péptido LQQCPF, isolado da HSA após digestão com a tripsina e contendo a Cys34.74-76

Das reacções de modificação do péptido modelo com diversos aldeídos, entre eles o 4-

hidroxi-trans-2-nonenal (49, HNE), reconhecido produto de peroxídação de lípidos, a Cys34

foi o único resíduo modificado identificado por Liquid Chromatography-Electrospray Ioniza-

tion-Tandem Mass Spectrometry (LC-ESI-MS/MS), o que confirma a elevada reactividade

deste resíduo (Esquema I.17).76

Esquema I.17 - Formação do aducto LQQC(HNE)PF, (adaptado).76

Na reacção de modificação da HSA com HNE (49) realizada por Aldini et al., foram

caracterizados por LC-ESI-MS/MS onze aductos diferentes, oito formados por adição de

Michael (MA) e três por formação de base de Schiff (SB); nomeadamente os resíduos His67

(MA), His146 (MA), His242 (MA), His288 (MA), His510 (MA), Lys195 (SB), Lys199 (MA, SB),

Lys525 (MA, SB) e Cys34 (MA).74 Na HSA o resíduo de Lys199 é considerado, a par da

Cys34, como um dos locais mais reactivos para a formação de aductos, via base de Schiff

ou adição de Michael, respectivamente.74, 75 Já na modificação in vivo da HSA por HNE,

analisada pelos mesmos autores, foram identificados por LC-ESI-MS/MS os a.a. modifica-

dos, a Cys34, Lys195, Lys199, Lys510, His67, His146, His242, His288 e His510.75

Szapacs et al., também utilizaram espécies de carbonilo reactivas, como 49 para a modi-

ficação da HSA, e o LC-ESI-MS/MS para a identificação das sequências peptídicas e res-

pectivos a.a. modificados, tendo caracterizado os seguintes péptidos modificados: LVNEV-

TEFAK*TCVAD (Lys51), SLH*TLFGDK (His67), NECFLQH*K (His105),

AEFAEVSK*LVTDLTK (Lys233), VH*TECCHGDLLECADDR (His242),

VHTECCH*GDLLECADDR (His247), ADLAK*YICENQDSISSK (Lys262),



Introdução

21

CCAAADPH*ECYAK (His367), VFDEFK*PLVEEPQNLIK (Lys378),

EFNAETFTFH*ADICTLSEK (His510). 69

Na literatura podemos encontrar reacções de modificação da HSA por ROS, como é o

caso de diversas quinonas.77,78 Waidyanatha e colaboradores estudaram a modificação da

HSA com o diol epóxido do benzeno (50, BDE), um metabolito tóxico do benzeno, e identifi-

caram aductos com resíduos de cisteína após hidrólise aos aminoácidos (Esquema I.18).77

Esquema I.18 - Reacção de modificação da HSA com o BDE (50), (adaptado).77

Antunes et al., modificaram a HSA com 12-mesiloxi-NVP (51), um mimético do metaboli-

to da nevirapina (52, NVP), o 12-sulfoxi-NVP (53). A NVP é um fármaco utilizado em terapia

combinada anti-HIV (Esquema I.19). Após hidrólise aos a.a. e aos péptidos da proteína

modificada, os resíduos modificados foram detectados por LC-ESI-MS/MS e por MALDI-

TOF-TOF-MS (Matrix‐assisted laser desorption ionization-Time of flight-mass spectrometry).

As duas técnicas de espectrometria de massa mencionadas permitem obter informação

complementar sobre os resíduos modificados. O LC-ESI-MS/MS permitiu a identificação dos

aminoácidos modificados, de Cys, His e Trp, enquanto o MALDI-TOF-TOF-MS possibilitou

especificar a localização exacta do resíduo modificado na sequência dos péptidos AWAVAR

(213-218; Trp214), RHPDYSVVLLLR (337-348; His338), LDELRDEGKASSAK (182-195;

Lys190) e ERQIKKQTALVELVK (520-540; Lys524 ou Lys525).72

Esquema I.19 - Reacção de modificação da HSA com 12-mesiloxi-NVP (51), (adaptado).72
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I.5.2 Hb e hhMb como biomoléculas de monitorização de espécies
electrófilas reactivas

A hemoglobina é a proteína responsável pelo armazenamento e transporte de oxigénio

dos pulmões para os outros órgãos e remoção do dióxido de carbono dos órgãos de volta

para aos pulmões. O hemo, local de ligação do oxigénio e responsável pelo seu transporte,

contém a maioria dos átomos de ferro existentes no corpo humano (ca. 4 g),79 e desempe-

nha um papel fundamental no mecanismo de acção de várias drogas anti-maláricas.80

Nos indivíduos adultos a Hb mais comum encontra-se na forma de tetrâmero denomina-

do HbA ou HbA0, contendo duas subunidades  e duas ; a cadeia contém um resíduo de

cisteína com o grupo tiol livre, enquanto a cadeia contém dois resíduos de cisteína livre.79,

81 A Hb é uma proteína com 68 kDa, onde a subunidade de cadeias tem massa molecular

de 15,127 kDa e a subunidade de cadeias tem 15,868 kDa.60

A modificação da Hb por vários electrófilos resulta na formação de aductos com diversos

resíduos nucleófilos, tais como a cisteína, a lisina e a histidina. Para além disso, existe ainda

a possibilidade de formação de aductos com os átomos de azoto-α dos resíduos N-terminais

das valinas, que são também bons nucleófilos.72, 81-84

Diedrich et al., investigaram a modificação da Hb e de alguns péptidos modelo por diver-

sas quinonas, entre elas a dopamina-quinona, e verificaram que os locais de modificação

foram selectivos para os resíduos de cisteína com tióis livres. No caso da modificação da Hb

pela dopamina-quinona, verificaram que os dois resíduos de cisteína da cadeia  foram

modificados.81

No âmbito do trabalho anteriormente referido com compostos que mimetizam os metabo-

litos da NVP, Antunes e colaboradores identificaram como alvos da 12-mesiloxi-NVP (51) na

Hb os resíduos His20 (VGAHAGEYGAEALER, 17-31; Hb-), Trp37 (LLVVYPWTQR, 31-40;

Hb-) e Ser89 (GTFATLSELHCDKLHVDPENFR, 83-104; Hb-), além da valina N-terminal.72

O 1,3-butadieno (54, BD) é um composto utilizado na indústria da borracha, poluente do

ar e conhecido como potencial cancerígeno. Um método bastante utilizado para avaliar a

exposição ao BD (54) envolve a detecção dos aductos da hemoglobina formados através da

reacção com metabolitos reactivos como o butadieno monoepóxido (55, BMO) ou o hidroxi-

metilvinil cetona (56, HMVK), (Esquema I.20).82, 84
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Esquema I.20- Metabolismo do BD (54). Abreviaturas: EH epóxido hidrolase; Val-Hb, hemoglobina

modificada na valina terminal.84

Moll et al., modificaram a Hb com BMO (55) e identificaram por LC-MS a formação de

aductos peptídicos na cadeia e  da Hb, embora não tenham identificado explicitamente o

aminoácido modificado. Por exemplo, no péptido (61-99) modificado com três moléculas de

55, os autores atribuíram a modificação aos resíduos de His72, His87e His89. Foi ainda

referido que a modificação de resíduos de histidina na Hb é especialmente interessante

devido à importância que estes resíduos assumem em várias propriedades funcionais da

Hb. O resíduo His87 (Hb-), próximo do grupo hemo, desempenha um papel ao nível da

afinidade do oxigénio ao grupo hemo e o resíduo His92 (Hb-) diminui drasticamente a

extensão de ligação deste grupo ao dióxido de carbono. A modificação de histidinas da Hb

por epóxidos apresenta-se bem documentada.82

Foi investigada a modificação da Hb pelo HMVK (56), um aceitador de Michael bastante

reactivo gerado in vivo pela oxidação do 3-buteno-1,2-diol (57, BDD) catalisada pelo cito-

cromo P450 (Esquema I.21). Técnicas de espectrometria de massa, permitiram a identifica-

ção do aducto da HMVK com a Cys125 (Hb-), como o local onde ocorreu o maior grau de

modificação. No entanto, foram também identificados outros resíduos modificados de Cys,
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His, Lys e Arg (Esquema I.21). Os autores estudaram ainda a modificação da Hb com 1,2-di-

hidroxi-3,4-epoxibutano (58, EBD), outro metabolito do BD formado in vivo, e detectaram

alguns péptidos modificados.84

Esquema I.21 - Formação de aductos da Hb com HMVK (56), (adaptado).84

Na modificação da Hb pelo anidrido hexa-hidroftálico (59, HHPA) (Figura I.3), realizado

por Kristiansson e colaboradores, foram identificados seis resíduos de lisina modificados na

cadeia  (Lys8, Lys17, Lys59, Lys66 e Lys144) e quatro na cadeia  (Lys7, Lys11, Lys16 e

Lys40). Esta investigação foi desenvolvida para compreender a origem dos efeitos alérgicos

provocados pela exposição de trabalhadores a anidridos.83

Figura I.3 – HHPA (59).

Em 1962 John Kendrew partilhou o Prémio Nobel da Química pela determinação da

estrutura cristalina da hhMb obtida por difracção de raios-X. Desde então a mioglobina tem

sido muito investigada com o objectivo de perceber quais as funções que realiza no corpo.79

A hhMb é uma proteína globular de tamanho pequeno, com 153 a.a. e 16,9 kDa, conten-

do um grupo hemo. Está muito bem caracterizada, sendo muitas vezes usada como proteí-

na modelo (Figura I.4).31, 85
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Figura I.4 - Estrutura da hhMb obtida por difracção de raios-X. Podemos observar os resíduos chave

(marcados com nome e número), o grupo hemo (a azul) e quatro átomos de xénon, que representam

as cavidades internas da proteína.85

Vários estudos têm demonstrado o papel desempenhado pela hhMb no armazenamento

de oxigénio nos tecidos musculares, tendo sido caracterizada como hemoglobina muscular.

Esta proteína encontra-se no citoplasma das células dos músculos esqueléticos e cardíacos,

onde armazena o oxigénio,79, 85 e desempenha ainda funções ao nível fisiológico do cora-

ção.86, 87

A modificação da hhMb por electrófilos reactivos ocorre maioritariamente ao nível dos

vários resíduos de histidina e lisina.88, 89 Liu et al., investigaram a modificação da hhMb com

dois aldeído reactivos, o HNE (49) e o 4-oxo-2-nonenal (ONE). Com o composto 49 detecta-

ram aductos, como os resíduos de histidina (His24, His36, His64, e His113) e de lisina

(Lys16, Lys42, Lys45, Lys145, e Lys147). No caso da molécula ONE, identificaram o aducto

ONE-HIS, no resíduo de His24 e dois aductos de ONE-Lys nos resíduos de Lys16 e

Lys145.88

Alderton e colaboradores também realizaram reacções de modificação da hhMb com

HNE e identificaram por LC-MS/MS seis resíduos de histidina modificados (24, 64, 93, 116,

119 e 152). A modificação da His64 e His93, que se encontram próximas do grupo hemo,

pode alterar a estrutura da proteína à volta do hemo e consequentemente ter um impacto na

estabilidade redox da proteína.90 Na modificação da apomioglobina com HNE realizada por

Bolgar e colaboradores foram identificados por ESI-MS, após digestão com a tripsina, os

péptidos modificados no resíduo de histidina HKIPIK e VEADIAGHGQEVLIR.89
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A citotoxicidade de catecóis tem sido atribuída a ligações covalentes de quinonas a pro-

teínas. Nesse sentido, Nicolis et al. modificaram duas proteínas globulares, a hhMb e a

human myoglobin (HMb), pela dopamina-quinona. Os autores compararam a ocorrência de

modificação no resíduo de cisteína e nos resíduos de histidinas e lisinas nas duas proteínas,

uma vez que a hhMb não contem resíduos de cisteína e a HMb contém um único resíduo, a

Cys110. Verificaram que espécies altamente reactivas como as quinonas só reagem com

determinados a.a. da proteína, sendo a Cys110 da HMb o resíduo mais reactivo. Foram ain-

da caracterizados por LC-ESI-MS/MS outros resíduos da hhMb modificados, a His81 e/ou a

His82.31

Recentemente, Szuchman-Sapir e colaboradores investigaram a modificação da HMb

pelo ácido hipocloroso (HCOCl). Os autores identificaram o péptido YLEFISECIIQVLQSK

(103-118), modificado no resíduo de Cys110, e verificaram uma considerável selectividade

para este a.a..91

I.5.3 Métodos de identificação de aductos de proteínas/péptidos

Em 2002 o Prémio Nobel da Química foi partilhado por investigadores, que trabalharam

em duas importantes técnicas de análise química aplicadas a biomacromoléculas: a espec-

trometria de massa (MS) e a ressonância magnética nuclear (RMN). Os laureados foram

John B. Fenn, Koichi Tanaka (MS) e Kurt Wüthrich (RMN).92

A espectroscopia de RMN é uma importante ferramenta no estudo da estrutura tridimen-

sional de uma proteína, da dinâmica e das interacções de biomacromoléculas em solução

aquosa.92 Em comparação com a MS, a maior limitação da espectroscopia de RMN para o

estudo de macromoléculas biológicas é a menor sensibilidade. No entanto, muitos esforços

têm sido investidos para melhorar esta limitação, como por exemplo o uso de campos mag-

néticos mais elevados. A investigação de RMN de proteínas implica a aquisição de um

grande número de espectros, o que impõe uma elevada estabilidade das amostras e pode,

por isso, constituir uma limitação. Todavia, a aquisição de espectros de RMN por técnicas

multidimensionais num curto intervalo de tempo pode permitir a investigação em tempo real

de processos bioquímicos, como por exemplo o enrolamento de proteínas. Os espectros de

RMN de correlação heteronuclear permitem a caracterização de biomacromoléculas, que

não seria possível recorrendo apenas aos espectros de 1H-RMN e 13C-RMN unidimensionais

devido à sobreposição de sinais. No final dos anos oitenta a introdução do enriquecimento

isotópico de proteínas na espectroscopia de RMN, com 13C e 15N, facilitou o estudo de pro-

teínas de maiores dimensões, uma vez que aumentou selectivamente os sinais dos resíduos
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marcados, facilitando a identificação destes e o estabelecimento de correlações.92 93 Os

espectros de correlação 1H-15N de proteínas são conhecidos como “a impressão digital da

proteína”, pela sua eficácia na identificação destas espécies.92-95 A espectroscopia de RMN

tem vindo continuamente a evoluir, de modo a adaptar-se aos novos desafios das ciências

da vida, tendo como foco a caracterização de biomoléculas, as interacções moleculares, as

transições de enrolamento-desenrolamento de proteínas e as ligações de pequenas molécu-

las, como por exemplo fármacos a proteínas.93, 96, 97

A difracção de raios-X é outra técnica utilizada para determinar a estrutura tridimensional

de biomacromoléculas. Contudo, o processo de cristalização de proteínas nem sempre é

fácil, e obter cristais que difractam é um desafio.98, 99 A cristalização de proteínas é normal-

mente realizada sob condições não fisiológicas, de pH e temperatura, e na presença de adi-

tivos, como por exemplo soluções tampão, o que pode alterar a conformação da amostra

face à apresentada nas suas condições biológicas.99, 100 Outra questão a considerar ao nível

das limitações da difracção de raios-X é o facto das estruturas cristalinas, que representam

a estrutura termodinamicamente mais estável das proteínas no estado sólido, poderem não

representar a conformação que a proteína possui nas células.100

John B. Fenn e Koichi Tanaka partilharam o Prémio Nobel da Química, devido à aplica-

ção da MS a biomacromoléculas. Para o efeito utilizaram duas metodologias de ionização

inovadoras, desenvolvidas nos anos oitenta: a desorção e ionização a Laser usada por

Tanaka, e a ionização por electrospray utilizada por Fenn. O ESI e o MALDI tornaram-se

numa ferramenta indispensável à análise de biomacromoléculas, em particular as proteí-

nas.92 A aplicação destas técnicas permite a identificação de proteínas, assim como a

determinação da massa molar e ainda a identificação de qualquer modificação covalente

que altere a sua massa. Estas técnicas tornaram-se comercialmente disponíveis no início

dos anos noventa e revolucionaram o uso da MS;96, 101 que desde então assumiu um papel

relevante na investigação em ciências biomédicas.59

O sucesso da espectrometria de massa no estudo de biomacromoléculas resulta da con-

jugação de vários factores, tais como o tipo de ionização, os analisadores utilizados, como

por exemplo o analisador por tempo de voo (Time-Of-Flight, TOF) e o analisador de armadi-

lha de iões (ion-trap), bem como a eficácia das várias estratégias de separação e digestão

de biomacromoléculas.101

O MALDI foi desenvolvido quase simultaneamente por dois grupos de investigação:

Karas e Hillenkamp na Alemanha e Tanaka e colaboradores no Japão.59 Numa análise por

MALDI-TOF-MS a amostra é inicialmente misturada com a matriz e colocada numa placa de

MALDI onde co-cristaliza, sendo posteriormente irradiada por centenas de shots de Laser.
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Desta irradiação resulta a amostra e a matriz vaporizadas e simultaneamente ionizadas

(Figura I.5).

Figura I.5 - Irradiação por um feixe de laser de uma amostra co-cristalizada com a matriz, e conse-

quente sublimação e ionização das mesmas, (adaptada).102

Os iões gerados são acelerados para o analisador por tempo de voo. Os iões pequenos

atravessam rapidamente o analisador e são registados em primeiro lugar no detector, que

só depois detecta os iões de maiores dimensões, conhecido como modo linear (Figura

I.6a).59, 101, 103 A resolução dos instrumentos a funcionar em modo linear é relativamente

pobre, uma vez que valores de m/z muito próximos não são distinguidos. Este problema foi

resolvido pela introdução de um reflector no equipamento, que permitiu que os iões com a

mesma razão m/z atingissem o detector ao mesmo tempo, Figura I.6b.103 104

Figura I.6 - Representação esquemática de um MALDI-TOF-MS a funcionar em modo linear (a), ou

em modo reflector (b).103
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Uma limitação da técnica é a análise de massas abaixo dos 500 Da, uma vez que os

iões da amostra podem ser mascarados pelos iões da matriz.101

As vantagens do MALDI-TOF-MS na análise de biomacromoléculas prendem-se com a

facilidade de manuseamento do equipamento, que permite a rápida realização de análises,

a utilização de analisadores TOF, que possibilitam a obtenção de análises com elevada pre-

cisão e resolução, e a elevada sensibilidade das análises realizadas, que permite a análise

de péptidos em quantidades femtomolares.103 Contudo, o grande potencial do MALDI deriva

da sua eficiência na análise de misturas complexas, sendo uma técnica bastante promisso-

ra, em diagnóstico de fluidos biológicos como a urina e o soro.105

O ESI assume um papel de relevo na caracterização de biomacromoléculas, sendo apli-

cado a uma ampla gama de amostras na fase líquida. De uma forma simples, a técnica con-

siste na produção de um spray fino de gotas fortemente carregadas quando no capilar a

amostra é sujeita a um campo eléctrico intenso. O solvente contido nas gotas é evaporado

por exposição a uma contra corrente de azoto aquecido libertando-se os iões que passam

para o analisador de massa onde são separados de acordo com o valor m/z. O electrospray

pode ser utilizado em modo de infusão directa ou acoplado a um cromatógrafo líquido de

alta pressão (HPLC). A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS),

(Figura I.7) é uma técnica de rotina utilizada em muitos laboratórios para a análise de pro-

teínas e péptidos, uma vez que permite a separação eficiente de compostos biológicos por

eluição na coluna cromatográfica seguida da identificação de cada molécula.101, 106

Figura I.7 - Representação esquemática de um LC-MS, (adaptado).102

O MALDI-TOF-MS e o LC-ESI-MS/MS são técnicas utilizadas com bastante frequência

na análise de aductos de proteínas.57, 69 A utilização da MS para a identificação dos resíduos

de proteínas e/ou péptidos modificados por electrófilos reactivos envolve a determinação do

número de moléculas de electrófilo ligadas covalentemente à proteína e/ou péptido, a identi-
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ficação dos resíduos modificados, e a determinação da sua posição na sequência da proteí-

na e/ou péptido.60

O MALDI pode ser utilizado para determinar a massa intacta de uma proteína e o núme-

ro de moléculas de electrófilo ligadas covalentemente à proteína, por subtracção das mas-

sas da proteína modificada e nativa obtidas nos espectros de MALDI-TOF-MS (Esquema

I.22).56, 72

A tripsina é a enzima normalmente utilizada para converter proteínas a péptidos. Esta

protease realiza o corte exclusivo no carbonilo terminal dos resíduos de arginina e lisina. Os

péptidos obtidos, com massas entre 600–2500 Da, são adequados para identificação por

MALDI-TOF-MS, peptide mass fingerprinting.57, 102, 107 São utilizados na identificação dos

péptidos programas de pesquisa de base de dados como o Expasy,108 que possuem valores

teóricos de massa de péptidos originados por digestões in silico de proteínas conhecidas.59

A digestão enzimática com a tripsina, de proteínas modificadas por espécies electrófilas

reactivas permite a identificação dos péptidos que sofreram modificação por MALDI-TOF-

MS. Para além disso, é possível realizar a fragmentação dos péptidos com massa consis-

tente com a modificação pelo electrófilo usando MALDI-TOF-TOF-MS, de modo a especifi-

car a localização exacta do resíduo modificado na sequência do péptido (Figura I.8 e

Esquema I.14).56, 72, 102

Figura I.8 - Representação esquemática, de uma aproximação para identificação dos resíduos modi-

ficados de uma proteína por MALDI-TOF-TOF-MS.59

Antunes e colaboradores realizam a aproximação descrita acima para a identificação dos

péptidos e dos resíduos modificados nas reacções de modificação da HSA e Hb com a 12-

mesiloxi-NVP (51). Nesse sentido, após hidrólise com a tripsina das proteínas nativas e

modificadas, os autores realizaram os respectivos espectros de MALDI-TOF-MS.
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A presença de novos picos nos espectros das proteínas modificadas com valores de m/z

compatíveis com a modificação de 51 foi atribuída a possíveis aductos peptídicos, como por

exemplo, o péptido AWAVAR (213-218) da HSA a m/z de 937,55 ( Figura I.9a). De modo a

especificar a localização exacta do resíduo modificado na sequência do péptido modificado,

realizaram a fragmentação por MALDI-TOF-TOF-MS dos potenciais aductos peptídicos,

permitindo uma identificação inequívoca do péptido modificado. A Figura I.9b apresenta o

espectro de MS/MS do péptido modificado da HSA, AWAVAR (213-218).72

Figura I.9. - a) Espectro de MALDI-TOF-MS da HSA nativa e modificada com 12-mesiloxi-NVP (51).

b) Espectro de MS/MS do pico a m/z 937,55 da HSA modificada com 51.72

Uma outra abordagem consiste na hidrólise das proteínas modificadas aos a.a. usando,

por exemplo, duas enzimas: a pronase E (EC 3.4.24.31) e a LAP (EC 3.4.11.1). A pronase E

é constituída por um conjunto de enzimas com múltiplas especificidades, sendo utilizada

para realizar a hidrólise completa de proteínas. A LAP hidrolisa sequencialmente o terminal

amino dos resíduos de a.a. numa cadeia polipeptídica, e deste modo assegura a completa

acção hidrolítica da pronase E, garantindo a hidrólise total da proteína.109 Os aductos liber-

tados são analisados por LC-ESI-MS/MS. No caso de se dispor de padrões sintéticos bem

caracterizados, é possível, por comparação do tempo de retenção e da razão m/z, identificar
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os resíduos de a.a. modificados e a regioselectividade da modificação em cada resíduo

(Esquema I.22).56, 57, 72

Esquema I.22 - Aproximação possível para a identificação de resíduos de proteínas modificados.

Com este trabalho pretendeu-se modificar as proteínas HSA, Hb e hhMb e o péptido

modelo da HSA, LQQCPF, por reacções in vitro com as quinonas derivadas da DA, NADA,

MeDA e diMeDA. As proteínas modificadas com CA foram sujeitas a hidrólise enzimática a

péptidos e a a.a, e os resíduos modificados foram caracterizados por MALDI-TOF-MS e por

LC-ESI-MS/MS. Este procedimento permitiu identificar os pontos de susceptibilidade reacti-

va nas proteínas modificadas, que podem eventualmente determinar as características toxi-

cológicas das diferentes quinonas, levar a mecanismos de toxicidade e induzir efeitos

adversos. Este conhecimento poderá vir a ser aplicado em estudos de biotransformações

das CA-quinonas, in vivo, pelas proteínas investigadas, de modo a prever os possíveis resí-

duos passíveis de modificação, e possíveis indutores de toxicidade.

PROTEÍNA
MODIFICADA

Digestão a
péptidos com

tripsina

Análise dos
péptidos por

MALDI-TOF-MS

Análise dos
fragmentos

peptídicos por
MALDI-TOF-TOF-

MS
e  identificação dos

resíduos de a.a.
modificados

Digestão a a.a.
com pronase E e

LPA

Análise dos aductos  de
a.a. por LC-ESI-MS/MS.

Comparação do tempo de
retenção  e da razão m/z
com padrões de aductos

bem caracterizados

Determinação da massa
intacta por MALDI-TOF-MS



Capítulo II– Discussão de Resultados





Discussão de Resultados

35

II.1 Síntese e caracterização de derivados N-substituídos da DA

De modo a investigar reacções com a.a., proteínas e DNA, foram utilizados como com-

postos modelo da DA, os derivados N-substituídos, NADA (20) e N-benziloxicarbonil-3,4-

dihidroxifeniletilamina (60, DA-Cbz).

A NADA foi preparada através da reacção de acetilação da DA. Para tal, foi utilizado

anidrido acético (Ac2O) e acetato de sódio (NaOAc), em N,N-dimetilformamida (DMF) duran-

te 3 h e 30 min à t.a. (Esquema II.1). O método é simples, e o produto foi obtido com 77 %

de rendimento, através de um mecanismo típico de uma acetilação.110

Esquema II.1 – Reacção efectuada para preparação da NADA (20).

Na literatura encontram-se alguns métodos de preparação da NADA, cujos rendimentos

variam entre os 31-90 %.37, 111-113 Relativamente à caracterização da NADA, Mueller et al.,

realizaram a atribuição por 1H e 13C-RMN.,114 e Cambie et al., apresentaram apenas a identi-

ficação por IV.113

Na Figura II.1, podemos observar os espectros de 1H e 13C-RMN da NADA, com as res-

pectivas atribuições, realizadas por comparação com a literatura,114 e com os respectivos

espectros da DA. No espectro de 1H-RMN os protões dos grupos metileno H7 e H8 surgem

como tripletos a 2,55 e 3,23 ppm, respectivamente. Os protões H8 surgem num campo mais

baixo devido à desblindagem por parte do grupo amida adjacente. Relativamente aos pro-

tões aromáticos H6 e H5 surgem como dupletos com constantes de acoplamento típicas de

protões orto a 6,57 ppm (J=7,8 Hz) e 6,73 ppm (J=8,0 Hz), respectivamente. O H2 aparece

como singleto a 6,66 ppm. Os dados espectroscópicos encontram-se na Tabela II.1, e os

valores nos espectros de 1H, 13C-RMN e IV estão concordantes com os da literatura.113, 114
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Figura II.1 - Espectros de 1H e 13C-RMN da NADA (20).

Tabela II.1 - Dados espectroscópicos da NADA (20).

Estrutura

IV (KBr)

max (cm-1)

1H-RMN (D2O)
δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

3391 (MF*, OH)

1646 (m*, C=O)

1557, 1435,

1373 (C=C)

1291 (C-O)

1,79 (3H, s, COCH3)

2,55 (2H, t, J= 6,5 Hz, H7)

3,23 (2H, t, J= 6,5 Hz, H8)

6,57 (1H, d, J= 7,8 Hz, H6)

6,66 (1H, s, H2)

6,73 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5)

22,1 (CH3)

34,1 (C7)

41,1 (C8)

116,6 (C2/5)

116,9 (C2/5)

121,5 (C6)

132,5 (C1)

142,7 (C3/4)

144,2 (C3/4)

174,3 (CO)

218 [M + Na]+

196 [MH]+

154 [DAH]+

* Para o significado das abreviaturas cf. secção III.1.2, pág. 150.

COCH3
H7H8

H6

H2

H5

CH3

C7C8C2/5C6

C1C3/4
CO

1H-RMN

13C-RMN

ppm

ppm
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A DA-Cbz (60), foi sintetizada a partir da DA (Esquema II.2), com modificações ao pro-

cedimento experimental de Fernández et al..115 O produto foi obtido sob a forma de um sóli-

do branco, com 89 % de rendimento, superior ao obtido por Fernández et al. (70 %).

Esquema II.2 - Preparação da DA-Cbz (60).

A análise dos resultados obtidos nos espectros de 1H e 13C-RMN foi realizada por com-

paração com a literatura,115 e sustentada pela experiência bidimensional de HMBC, Figura

II.2. Os protões aromáticos H5 e H6 foram distinguidos inequivocamente pela análise do

espectro de HMBC. A correlação com H7 e H8 permitiu a identificação do C1 a 130,5 ppm,

que também tem correlação com H5, que surge com um desvio de 6,78 ppm. Assim sendo,

a 6,59 ppm foi atribuído H6 que correlaciona com C2, que surge a 115,6 ppm, e com C4 (a

143,0 ppm). Os dados espectroscópicos do composto DA-Cbz estão apresentados na Tabe-

la II.2.

Figura II.2 - Espectro de HMBC do composto DA-Cbz (60).
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Tabela II.2 - Dados espectroscópicos da DA-Cbz (60).

Estrutura

IV (KBr)

max (cm-1)

1H-RMN (D2O)
δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (EI)
m/z

3479 (F*, OH)

3338 (F, OH)

3025 (f*, N-H)

1686 (F, C=O)

2,69 (2H, t, J= 6,4 Hz, H7)

3,40-3,42 (2H, m, H8)

5,09 (2H, s, Cbz-CH2)

6,59 (1H, d, J= 7,2 Hz, H6)

6,68 (1H, s, H2)

6,78 (1H, d, J= 7,6 Hz, H5)

7,34 (5H, s, Cbz-HAr)

35,2 (C7)

42,2 (C8)

66,3 (Cbz-CH2)

115,3 (C5)

115,6 (C2)

120,2 (C6)

127,9 (Cbz-CAr)

128,3 (Cbz-CAr)

130,5 (C1)

136,6 (Cbz-CAr)

143,0 (C4)

144,5 (C3)

156,2 (CO)

287

HRMS-EI
(calc.) obtido
C16H17NO4 [M]+

(287,1158)

287,1152

* Para o significado das abreviaturas cf. secção III.1.2, pág. 150.

II.2 Síntese dos metabolitos do Ecstasy

A síntese dos metabolitos do Ecstasy, diMeDA (37), MeDA (38), HMMA (39) e HMA (40),

encontra-se bem documentada na literatura.44, 116, 117 Foi realizada no nosso laboratório,44

tendo com material de partida os respectivos benzaldeídos e nitroetano, segundo os proce-

dimentos de Borgman et al. e Pizarro et al. (Esquema II.3).116, 117 Assim sendo, por conden-

sação do grupo carbonilo dos compostos 61 e 62 com o nitroetano (63) formam-se os produ-

tos 64 e 65. Destes compostos divergem duas vias sintéticas distintas para a síntese dos

metabolitos. Para os produtos HMA (40) e MEDA (38) (com a amina livre) realiza-se a redu-

ção de 64 e 65 com hidreto de alumínio e lítio (LiAlH4) à amina, e subsequente formação dos

hidrocloretos correspondentes, 40 e 66.
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Para obter o metabolito MeDA (38), realiza-se ainda com HBr a O-desmetilação do com-

posto 66. Para a preparação dos produtos, HMMA (39) e diMeDA (37) (com a amina metila-

da), os compostos 64 e 65 são convertidos com ferro metálico às cetonas correspondentes

67 e 68. De seguida realiza-se uma aminação redutiva com metilamina na presença de

Pd/C, e utilizando uma solução de éter etílico saturada com HCl (g), são obtidos os respecti-

vos hidrocloretros 69 e 39. Para a obtenção do metabolito diMeDA (37) a remoção dos gru-

pos metoxilos de 69 realiza-se na presença de HBr.

Esquema II.3 - Síntese dos metabolitos do Ecstasy diMeDA (37), MeDA (38),

HMMA (39) e HMA (40).

Os metabolitos do Ecstasy, diMeDA (37), MeDA (38), HMMA (39) e HMA (40), foram na

grande maioria caracterizados por 1H-RMN, 13C-RMN e IV.44, 116, 117 Os dados espectroscópi-

cos de 1H-RMN dos compostos MeDA (38) e diMeDA (37), utilizados como padrões em

diversos ensaios subsequentes, estão apresentados na Tabela II.3. Relativamente ao

espectro do metabolito 38, o protão aromático H5 surge a 6,79 ppm, como um dupleto fino

resultado de um acoplamento orto, e H6 aparece a 6,62 ppm, como um dupleto largo, devi-

do ao acoplamento meta com H2. No espectro do composto 37, não foi possível a atribuição

dos protões H5 e H6 porque os sinais não se encontram bem resolvidos (Tabela II.3).
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Tabela II.3 - Dados de 1H-RMN dos compostos MeDA (38) e diMeDA (37).

Estrutura 1H-RMN (D2O)
δ (ppm)

1,18 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9)

2,64-2,76 (2H, m, H7)

3,45 (1H, sx, J = 6,8 Hz, H8)

6,62 (1H, d, J = 6,4 Hz, H6)

6,71 (1H, s, H2)

6,79 (1H, d, J = 7,6 Hz, H5)

1,16 (3H, d, J= 6,8 Hz, H9)

2,58 (3H, s, N-CH3)

2,68 (1H, dd, J = 13,6 e J= 8,0 Hz, H7a)

2,81 (1H, dd, J = 13,6 e J = 6,0 Hz, H7b)

3,36 (1H, sx, J = 6,8 Hz, H8)

6,62 (1H, d, J = 7,6 Hz, H5/6)

6,71 (1H, s, H2)

6,79 (1H, d, J = 7,6 Hz, H5/6)

II.3 Preparação e caracterização de derivados sulfidrilo de CA

II.3.1 Preparação por oxidação enzimática de derivados sulfidrilo da DA,
NADA e DA-Cbz

Tendo como base a investigação desenvolvida no nosso laboratório sobre a oxidação da

diMeDA (37) e MeDA (38) com mushroom tyrosinase, e subsequente adição dos nucleófilos

de enxofre GSH e NAcCys,44 realizou-se uma aproximação idêntica na síntese enzimática

de tio-conjugados da DA, NADA e DA-Cbz. A metodologia envolve uma oxidação biomiméti-

ca, na qual se utiliza mushroom tyrosinase e os bionucleófilos de enxofre, NAcCys, Cys, e

GSH (Esquema II.4) em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM). Trata-se de uma aproximação já

investigada para a DA,18, 29-31 no entanto, segundo a literatura por nós consultada, é aqui

apresentada pela primeira vez para as restantes CA.
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Esquema II.4 - Esquema geral de preparação de derivados sulfidrilo da DA, NADA e DA-Cbz.

A purificação dos produtos das reacções foi realizada por cromatografia de fase reversa,

RP-18, e utilizou-se o espectrofotómetro de UV para verificar a presença de aducto. Na lite-

ratura o UV é frequentemente utilizado para caracterizar os conjugados sulfidrilo da DA e da

NADA. O max de ~ 257 e 293 nm evidencia uma aromaticidade típica de aducto com um

resíduo de Cys, NAcCys ou GSH ligado ao anel aromático.11, 24, 25, 27-31, 35 Desta forma, as

fracções com o max referido, foram evaporadas à secura e purificadas no HPLC semi-

preparativo, utilizando o programa HPLC-FCT-1 (Para o significado da abreviatura cf. sec-

ção III.1.2, pág. 150).

O composto maioritário das reacções forma-se por adição do nucleófilo de enxofre à

posição 5 do anel da CA (Tabela II.4), através de uma reacção de adição de Michael 1,6.

Embora em menores quantidades, possivelmente devido a impedimentos estereoquímicos,

foi também isolado o aducto em 2 (Tabela II.4). As reacções são regioselectivas e de um

modo geral os rendimentos são bastante satisfatórios (36-90%), (Tabela II.4).

Tabela II.4 - Rendimento dos aductos isolados, nas reacções de oxidação enzimática da DA, NADA e

DA-Cbz com os bionucleófilos, GSH, NAcCys e Cys.

CA Nuc Aductos isolados  (%)

DA GSH
2-GSH-DA (70)

5-GSH-DA (11)

11

78

DA NAcCys

2-NAcCys-DA (71)

5-NAcCys-DA (72)

2,5-di-NAcCys-DA (73)

6-NAcCys-DA (74)

4

83

residual

residual

DA Cys
2-Cys-DA (14)

5-Cys-DA (12)

8

82

NADA GSH 5-GSH-NADA (75) 83

NADA NAcCys 5-NAcCys-NADA (21) 79

NADA Cys 5-Cys-NADA (76) 72

DA-Cbz GSH 5-GSH-DA-Cbz (77) 63

DA-Cbz NAcCys 5-NAcCys-DA-Cbz (78) 36

DA-Cbz Cys 5-Cys-DA-Cbz (79) 50
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No Esquema II.4, está apresentado a preparação de derivados sulfidrilo das CA, onde

podemos observar que primeiro ocorre a formação da o-quinona, gerada pela mushroom

tyrosinase. A reacção de oxidação ocorre num único passo, através de um processo de

transferência simultânea de dois electrões. De seguida, duas reacções competem, uma

reacção intramolecular, de cicilização pelo grupo amino no caso da DA e uma reacção

intermolecular com o nucleófilo de enxofre.31, 118, 119 Tse et al. verificaram que a velocidade

da reacção intermolecular com a Cys e a GSH é três ordens de magnitude superior à reac-

ção intramolecular na DA, e deste modo, ocorre a formação dos respectivos tio-conjugados,

os mono-aductos em 2 e 5 (maioritário).33 A salientar que a Cys inibe a tyrosinase impedindo

reacções de oxidação sucessiva.34

Como podemos observar pelos aductos isolados na Tabela II.4, a reacção é regioselec-

tiva, sendo o composto maioritário, aducto em 5, formado a partir de uma adição de Michael

1,6. Huang et al., propõem um mecanismo onde explicam a preferência do ataque nucleófilo

ao C5 da DAQ, uma vez que seria de esperar que a adição nucleófila ocorresse no C6, áto-

mo mais electropositivo. Segundo os autores, a regioselectividade da reacção para o C5

resulta de uma catálise básica intramolecular, que ocorre devido ao protão ligado ao átomo

de enxofre (cf. Esquema I.5, pág 7).35 Também Jameson e colaboradores, propõem um

mecanismo idêntico.19 O mecanismo proposto pelos autores não explica a preferência do

ataque nucleófilo ao C5, uma vez que um efeito semelhante pode ocorrer em C2. Contudo,

como os bionucleófilos de enxofre são nucleófilos moles, numa adição de Michael 1,6, seria

de esperar o ataque nucleófilo no C5 (carbono  relativamente ao carbonilo), independente-

mente de ocorrer catálise intramolecular. Além disso, o C5 é estereoquimicamente mais

desimpedido, favorecendo a formação do produto cinético, ou seja, o aducto em 5.

Em relação à caracterização dos produtos das reacções, foram realizados espectros de
1H-RMN e 13C-RMN, e nalguns casos experiências bidimensionais de HMQC e HMBC.

Foram ainda caracterizados por ESI-MS. A atribuição dos sinais nos espectros de protão foi

confirmada, por comparação com a literatura.11, 24, 25, 27, 31, 35 A título de exemplo representati-

vo, os dados espectroscópicos dos produtos 5-GSH-DA (11) e 2-NAcCys-DA (71), estão

apresentados na Tabela II.5, e serão devidamente discutidos. De referir que, no espectro de

protão o perfil na zona aromática é característico dos aductos formados. Para os aductos

em 5 os protões aromáticos H6 e H2, surgem com um singleto a ~ 6,68 e 6,77 ppm, respec-

tivamente (Tabela II.5 e Figura II.3). Relativamente aos aductos em 2, os protões aromáticos

H5 e H6 sofrem acoplamento orto, e aparecem como um dupleto a ~ 6,71 e 6,82 ppm, res-

pectivamente, com constantes de acoplamento de ca. 8,2 Hz (Tabela II.5 e Figura II.4).

Embora em quantidades vestigiais, foi isolado um bis aducto em 2,5 e um aducto em 6
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(Tabela II.4), o protão H6 do bis aducto aparece como um singleto, a 6,91 ppm e os protões

H5 e H2 do aducto em 6 surgem como singleto a 6,76 e 7,01 ppm, respectivamente.24, 27, 31

Figura II.3 - Espectro de 1H-RMN do aducto 5-GSH-DA (11).

Figura II.4 - Espectro de 1H-RMN do aducto 2-NAcCys-DA (71).

ppm

H6H2

Cys-H

Glu-H

Gly-H

Cys-H b

H8 + Cys-H a

H7
Glu-H

Glu-H

H7 +H8 + Cys-H a

NAcCys-CH3

Cys-H b
Cys-H

H6 H5
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Tabela II.5 - Dados espectroscópicos dos aductos 5-GSH-DA (11) e 2-NAcCys-DA (71).
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

1,98-1,99 (2H, m, Glu-H)

2,34 (2H, t, J= 6,7 Hz, Glu-H)

2,72 (2H, m, H7)

3,10-3,12 (3H, m, H8 + Cys-Ha)

3,23-3,27 (1H, m, Cys-Hb)

3,42-3,52 (2H, m, Gly-H)

3,63-3,64 (1H, m, Glu-H)

4,30 (1H, m, Cys-H)

6,68 (1H, s, H6)

6,77 (1H, s, H2)

Estrutura

26,5 (Glu-C)

31,8 (Glu-C)

32,3 (C7)

35,1 (Cys-C)

40,9 (C8)

43,7 (Glu-C)

53,6 (Cys-C)

54,5 (Gly-C)

117,1 (C2/6)

119,7 (C5)

126,0 (C2/6)

129,5 (C1)

144,4 (C4)

145,0 (C3)

171,8, 174,3, 175,1,

176,4 (4×CO)

459 [MH]+

1,78 (3H, s, NAcCys-CH3),

3,04-3,12 (5H, m, H7 + H8 + Cys-Ha)

3,30 (1H, dd, J= 14,1 e 3,4 Hz, Cys-Hb)

4,27-4,28 (1H, m, Cys-H),

6,71 (1H, d, J= 8,2 Hz, H5),

6,82 (1H, d, J= 8,2 Hz, H6)

Estrutura

21,7 (NAcCys-CH3),

31,4 (C7),

34,5 (Cys-C),

40,6 (C8),

53,2 (Cys-),

117,0 (C5),

117,9 (C2),

121,8 (C6),

132,5 (C1),

43,3 (C3/4),

146,6 (C3/4),

173,8 (NAcCys-CO),

174,3 (Cys-CO)

337 [M + Na]+,

315 [MH]+
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Além dos protões aromáticos cujos desvios e acoplamentos são típicos do aducto for-

mado, existem outros protões relevantes na caracterização dos produtos, como é o caso

dos protões H da Cys. No espectro de 1H do composto 5-GSH-DA (11), o desvio químico

dos protões da Cys surgem como dois multipletos, a 3,10-3,12 (Cys-Ha) e a 3,23-3,27

(Cys-Hb) ppm (Figura II.3). No espectro de 1H RMN do produto 2-NAcCys-DA (71) o protão

Hb da Cys aparece como duplo dupleto a 3,30 ppm com constante de acoplamento de 14,1

e 3,4 Hz (Figura II.4 e Tabela II.6). A diferença observada nos desvios químicos dos protões

Ha e Hb da Cys, pode ser explicado tendo em conta que estes protões não se encontram

no mesmo plano, sendo afectados de maneira diferente pelo efeito de corrente criado pelo

anel aromático na sua proximidade. Assim, o protão Hb da Cys apresenta maior desblinda-

gem relativamente ao protão Ha, por estar localizado no plano do anel. Outro protão impor-

tante em aductos da GSH, é o H da Gly, uma vez que relativamente à GSH, onde apresen-

ta um desvio de 2,75 ppm, aparece a campo mais baixo ~3,42-3,52 ppm, muito provavel-

mente porque encontrando-se na zona de desblindagem do anel.

Não é frequente na literatura a caracterização por 13C-RMN dos aductos sulfidrilo da

DA.11, 24, 25, 27, 31, 35 Contudo, salvo as excepções dos produtos 2,5-di-NAcCys-DA e 6-

NAcCys-NADA, isolados em quantidades residuais, os aductos foram caracterizados por
13C-RMN. Como exemplo, apresentamos o espectro de carbono do aducto 5-GSH-NADA

(75), (Figura II.6), cuja análise foi sustentada pelas experiências bidimensionais de HMQC

(Figura II.5) e HMBC (Figura II.7). Os dados espectroscópicos estão apresentados na Tabe-

la II.6.

O espectro de protão foi identificado por analogia ao espectro da 5-GSH-DA (11). Para a

interpretação dos carbonos, numa primeira aproximação, recorreu-se ao espectro de

HMQC, o que permitiu a atribuição da grande maioria dos carbonos. Ou seja, formam atri-

buídos os carbonos referentes à NADA C2 (126,0 ppm), C6 (117,3 ppm), C8 (40,9 ppm), C7

(34,0 ppm) e o carbono do metilo do grupo acetilo (22,2 ppm). E os carbonos referentes à

GSH, C da Cys (53,6 ppm), C da Glu (52,7 ppm), C da Gly (41,4 ppm), C da Glu (31,3

ppm) e C da Glu (25,8 ppm). Os restantes carbonos foram identificados pela análise do

espectro de HMBC. Assim sendo, C1 foi atribuído a 132,4 ppm pela correlação com H7 e

H8, e C5 foi identificado a 119,4 ppm devido à correlação com os protões H da Cys. Não

se conseguiu distinguir inequivocamente, os carbonos C3/C4, que surgem com um desvios

de 143,6 ou 144,6 ppm. Os grupos carbonilo presentes na molécula foram de seguida atri-

buídos. A correlação entre os protões H e H da Glu e o grupo carbonilo do ácido carboxí-

lico permitiram a sua atribuição a 171,9 ppm. Em relação ao grupo carbonilo da Cys, foi atri-

buído a 172,8 ppm, com base na correlação com os respectivos protões H e HO carboni-

lo da Gly surge a 173,2 ppm e foi identificado devido à correlação com o H. O carbonilo do
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grupo acetilo apresenta correlação com os protões H8 e metilo do acetilo, sendo atribuído a

174,3 ppm. Por último foi identificado o carbonilo da Glu, por correlação com o respectivo

protão H.

Figura II.5 - Espectro de HMQC do aducto 5-GSH-NADA (75).

Figura II.6 - Espectro de 13C-RMN do aducto 5-GSH-NADA (75).
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Figura II.7 - Espectro de HMBC do composto 5-GSH-NADA (75).

Tabela II.6 - Dados espectroscópicos dos aductos 5-GSH-NADA (75).
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

1,80 (3H, s, COCH3)

2,06 2,07 (2H, m, Glu-H)

2,34 (2H, t, J= 7,2 Hz, Glu-H)

2,54 (2H, t, J= 6,4 Hz, H7)

3,08 (1H, dd, J= 14,3 e 8,4 Hz, Cys-Ha)

3,23 (3H, dd, J= 14,3 e 8,4 Hz, H8 + Cys-Hb)

3,75 (2H, m, Gly-H)

3,94 (1H, t, J= 6,4 Hz, Glu-H)

4,32 (1H, dd, J= 7,3 e 4,8 Hz, Cys-H)

6,66 (1H, s, H6)

6,74 (1H, s, H2

Estrutura

22,2 (COCH3)

25,8 (Glu-C)

31,3 (Glu-C)

34,0 (C7)

35,2 (Cys-C)

40,9 (C8)

41,4 (Gly-C)

52,7 (Glu-C)

53,6 (Cys-C)

117,3 (C6)

119,4 (C5)

126,0 (C2)

132,4 (C1)

143,6, (C3/4)

144,6 (C3/4)

171,9 (Glu-CO)

172,8 (Cys-CO)

173,2 (Gly-CO)

174,3 (NADA-CO)

174,4 (Glu-CO)

539 [M + K]+

501 [MH]+

HRMS-ESI
(calc.) obtido

C20H29N4O9S [MH] +

(501,1655) 501,1650

H2/C6

H6/C2

H2 e H6 /C3/4

CysH /C5

H8/C1 H7/C1

Cys-H /CO

Glu-H CO
Gly-H CO

Cys-H /CO

GluH CO

Glu-H CO

COCH3/CO
H8/CO

C5

C1
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Os conjugados sulfidrilo das CA em estudo, foram preparados através de uma metodo-

logia simples e eficaz, que permitiu obter num único passo reaccional e com um rendimento

bastante razoável o mono-aducto em 5. A aproximação por nós utilizada para a síntese de

derivados sulfidrilo da NADA e da DA-Cbz, utilizando a mushroom tyrosinase como oxidan-

te, é aqui apresentada pela primeira vez. Contudo, Huang et al., prepararam anteriormente

aductos da NADA com a NAcCys, mas via oxidação electroquímica da CA.35

Em colaboração com um grupo do departamento de Toxicologia da Faculdade de Far-

mácia da Universidade do Porto, foram realizados estudos in vivo e in vitro sobre a neuroto-

xicidade dos compostos 5-GSH-DA, 5-Cys-DA e 5-NAcCys-DA. A investigação encontra-se

a decorrer e não foi objecto desta tese.

II.3.2 Preparação por oxidação enzimática de derivados sulfidrilo da
MeDA e diMeDA

Nos ensaios com diMeDA (37) e MeDA (38) para preparação de conjugados sulfidrilo, foi

utilizado como nucleófilo de enxofre a Cys. A escolha da Cys, deve-se à sua presença em

proteínas como a HSA, que foi utilizada em reacções de modificações subsequentes. Foram

preparados e caracterizados padrões, que permitiram a monitorização das reacções de

modificação de proteínas in vitro, por técnicas de espectrometria de massa.

A metodologia utilizada na síntese de aductos da Cys com diMeDA (37) e MeDA (38), foi

semelhante à descrita na secção anterior. A purificação dos aductos, foi realizada no HPLC

semi-preparativo, com o programa HPLC-IST-1 (Para o significado da abreviatura cf. secção

III.1.2, pág. 150). A tR de ~ 5 min os compostos apresentavam max de ~ 253 e 294 nm,

característico de um mono-aducto. Através da análise de 1H-RMN e de ESI-MS comprovou-

se tratar-se dos aductos 5-Cys-diMeDA (47) e 5-Cys-MeDA (80), realizando de seguida os

espectros de 13C-RMN e HSQC. Os dados espectroscópicos dos produtos 47 e 80 encon-

tram-se na Tabela II.7.

O espectro de protão do composto 5-Cys-diMeDA (47), (Figura II.8), evidencia um

padrão aromático típico de um aducto em 5, com dois singletos a 6,74 ppm e 6,89 ppm,

referentes a H6 e H2, respectivamente. Os protões do grupo metilo H9 e N-CH3 surgem a

1,18 ppm e 2,60 ppm, respectivamente; como seria de esperar o protão do grupo metilo

adjacente à amina é mais desblindado e aparece a campo mais baixo. À semelhança da

multiplicidade apresentada no composto diMeDA (37), o protão H7 aparece como duplo

dupleto a 2,71 ppm (H7a) e 2,82 ppm (H7b). Os protões H e H da Cys e o protão H8

foram atribuídos com base nos desvios químicos característicos a 3,69 (Cys-H), 3,19 (Cys-
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Ha), 3,33 ppm (Cys-Hb) e 3,38-3,41 ppm (H8). Os carbonos foram atribuídos pela correla-

ção no espectro de HSQC. Os dados espectroscópicos do produto 47 foram ainda compa-

rados com os apresentados na literatura.55 O aducto 5-Cys-MeDA (80), foi atribuído de

modo análogo ao exposto para o composto 47.

Tabela II.7 - Dados espectroscópicos dos aductos 5-Cys-MeDA (80) e 5-Cys-diMeDA (47).
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

1,20 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9)

2,64-2,77 (2H, m, H7)

3,16-3,23 (1H, m, Cys-Ha)

3,32 (1H, dd, J = 14,8 e 3,7 Hz, Cys-Hb)

3,45-3,51 (1H, m, H8)

3,70 (1H, dd, J = 7,1 e 3,7 Hz, Cys-H

6,72 (1H, s, H6)

6,87 (1H, s, H2)

17,6 (C9)

35,0 (Cys-C)

39,2 (C7)

49,0 (C8)

53,5 (Cys-C

117,6 (C6)

119,1 (C5)

126,4 (C2)

128,9 (C1)

144,1 (C3/4)

144,7 (C3/4)

172,2 (Cys-CO)

287 [MH]+

HRMS-ESI
(calc.) obtido

C12H18N2O4S [MH] +

(287,0907) 287,1073

Estrutura

1,18 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9),

2,60 (3H, s, N-CH3)

2,71 (1H, dd, J= 14,0 e 7,2 Hz, H7a)

2,82 (1H, dd, J= 12,0 e 6,8 Hz, H7b)

3,19 (1H, dd, J= 14,8 e 8,0 Hz, Cys-Ha)

3,33 (1H, dd, J= 14,8 e 4,0 Hz, Cys-Hb)

3,38-3,41 (1H, m, H8)

3,69 (1H, dd, J= 7,6 e 4,0 Hz, Cys-H

6,74 (1H, s, H6)

6,89 (1H, s, H2)

14,8 (C9)

29,9 (N-CH3)

35,1 (Cys-C)

37,9 (C7)

53,6 (Cys-C

56,3 (C8)

117,6 (C6)

119,2 (C5)

126,4 (C2)

128,4 (C1)

144,4 (C3/4)

144,8 (C3/4)

172,3 (Cys-CO)

301 [MH]+

HRMS-ESI
(calc.) obtido

C13H20N2O4S [MH] +

(301,1144) 301,1205

Estrutura
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Figura II.8 - Espectro de 1H-RMN do aducto 5-Cys-diMeDA (47).

A metodologia aqui apresentada para a síntese dos composto 47 e 80 visa mimetizar as

condições fisiológicas. Deste modo a oxidação das CA realizou-se na presença de mush-

room tyrosinase em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM). Segundo a literatura por nós consulta-

da, o composto 5-Cys-MeDA (80) é aqui apresentado pela primeira vez, e o aducto 5-Cys-

diMeDA (47) foi anteriormente sintetizado por oxidação eletroquímica.55 Os produtos 80 e 47
foram isolados com um rendimento 55 % e 18 %, respectivamente. Verificou-se uma menor

eficiência nas reacções, em comparação com os rendimentos de 82 % e 72 %, dos aductos

5-Cys-DA (12) e 5-Cys-NADA (21), respectivamente. No entanto, a eficiência foi próxima da

apresentada na preparação da molécula 5-Cys-DA-Cbz (79), 50 %. Estes resultados indi-

cam que os metabolitos MeDA (38) e diMeDA (37), e a DA-Cbz (60) são menos reactivos.

Dada a semelhança estrutural entre os electrófilos, a diferença de eficiência observada

poderá estar relacionada com o maior impedimento estereoquímico dos electrófilos.
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II.3.3 Preparação por oxidação química de derivados sulfidrilo de CA

Foi investigada a preparação de aductos da GSH, NAcCys e Cys com as CA, DA (1),

NADA (20) e DA-Cbz (60), usando os oxidantes químicos NaIO4 (1 eq.), Sal de Frémy (1

eq.) e Ag2O (10 eq.). Os ensaios realizados estão apresentados na Tabela II.8 e permitiram

comparar a eficiência selectiva dos oxidantes utilizados.

Tabela II.8 - Produtos das reacções de oxidação química da DA, NADA e DA-Cbz com os

nucleófilos GSH, NAcCys e Cys.

CA Ox./Nuc. Produtos identificados )

DA NaIO4/GSH 5-GSH-DA (11) 7

DA NaIO4/NAcCys 5-NAcCys-DA (72) 11

DA Sal de Frémy/GSH -*

DA Sal de Frémy/NAcCys 5-NAcCys-DA (72)

dímero NAcCys (81)

1

DA Sal de Frémy/Cys -*

DA Ag2O NAcCys 5-NAcCys-DA (72) 2

NADA NaIO4/GSH 2-GSH-NADAa) (82)

5-GSH-NADA (75)

2,5-GSH-NADA a) (83)

dímero GSH (84)

6

17

10

NADA NaIO4/NAcCys 5-NAcCys-NADA (21)

2,5-NAcCys-NADA (23)

dímero NAcCys (81)

6

2

NADA NaIO4/Cys 5-Cys-NADA (76)

dímero Cys (15)

4

NADA Sal de Frémy/GSH 5-GSH-NADA (75)

dímero GSH** (84)

11

NADA Sal de Frémy/NAcCys 5-NAcCys-NADA (21)

dímero NAcCys (81)

24

NADA Sal de Frémy/Cys 5-Cys-NADA (76)

2,5-Cys-NADA a) (85)

3

2

NADA Ag2O/NAcCys 5-NAcCys-NADA (21) 3

DA-Cbz NaIO4/GSH 5-GSH-DA-Cbz (77) 13

-* A presença de aducto não foi detectada no HPLC analítico, - ** Composto identificado por ESI.

-a) Composto novo.
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A aproximação utilizada foi semelhante à realizada para a oxidação com mushroom tyro-

sinase, num primeiro passo realizou-se a oxidação da CA, e de seguida adicionou-se o

nucleófilo de enxofre. De modo a detectar a formação do aducto, as reacções foram segui-

das no HPLC analítico, usando o programa HPLC-IST-2 (Para o significado da abreviatura

cf. secção III.1.2, pág. 150). No final as reacções foram purificadas no HPLC semi-

preparativo, utilizando o programa HPLC-IST-1. Foi isolado como produto maioritário o

mono-aducto em 5 (Tabela II.8); no entanto, nalgumas reacções foi ainda recolhido o aducto

em 2 ou o bis aducto em 2,5, o respectivo dímero do nucleófilo de enxofre, e material de

partida (Tabela II.8). Os compostos foram caracterizados por 1H-RMN e por ESI-MS.

Na reacção da NADA (20) na presença de NaIO4 e GSH, foram isolados os produtos 2-

GSH-NADA (82) (6 %), 5-GSH-NADA (75) (17 %), 2,5-GSH-NADA (83) (10 %), o dímero da

GSH (84), e ainda material de partida. De referir que o aducto em 2 e o bis aducto, são aqui

apresentados pela primeira vez. Os espectros de protão foram atribuídos por comparação

com espectros de aductos semelhantes apresentados na secção anterior ou descritos na

literatura (Tabela II.9).31 De salientar que os sinais da zona aromática foram determinantes

para a atribuição da estrutura. No aducto em 2 (82), H5 e H6 surgem como dupleto a 6,85

ppm (J= 8,0 Hz) e 6,84 ppm (J= 8,4 Hz), com constantes de acoplamento típicas de protões

orto (Tabela II.9). E no bis aducto (83) o protão H6 aparece como singleto a 6,85 ppm. Na

reacção da NADA (20) com Sal de Frémy e Cys, foi isolado outro composto novo o bis aduc-

to 2,5-Cys-NADA (85).



Discussão de Resultados

53

Tabela II.9 - Dados de espectroscópicos dos aductos 2-GSH-NADA (82) e 2,5-GSH-NADA (83).
1H-RMN (D2O) δ (ppm) MS (ESI) m/z

1,81 (3H, s, COCH3)

1,90-2,19 (2H, m, Glu-H)

2,34-2,38 (2H, m, Glu-H)

2,70-3,38 (6H, m, Cys-H + H7 + H8)

3,62-3,89 (3H, m, Glu-H + Gly-H)

4,24-4,25 (1H, m, Cys-H)

6,85 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5)

6,84 (1H, d, J= 8,4 Hz, H6)

501 [MH]+

Estrutura

1,80 (3H, s, COCH3)

2,00-2,06 (4H, m, Glu-H + Glu-H’)

2,34-2,44 (4H, m, Glu-H + Glu-H’)

2,75-3,31 (8H, m, Cys-H + Cys-H’ + H7 + H8)

3,73-3,88 (6H, m, Glu-H + Glu-H’ +

Gly-H + Gly-H’) 

4,19 (1 H, dd, J= 8,8 e 4,4 Hz, Cys-H ou

Cys-H’)

4,31 (1 H, dd, J= 8,4 e 4,8 Hz, Cys-H’ ou

Cys-H)

6,85 (1H, s, H6)

828 [M + Na]+

806 [MH]+

Estrutura

O dímero da Cys, NAcCys e GSH, não foi identificado aquando as oxidações com mush-

room tyrosinase. Nestas reacções a transferência de dois electrões, para a formação da o-

quinona, ocorreu num único passo. Segundo Nicolis et al., a formação de espécies diméri-

cas é uma indicação que o mecanismo da reacção é radicalar.31

Os resultados apresentados na Tabela II.8, podem ser explicados através de um proces-

so de transferência de dois electrões, onde ocorre primeiro a transferência de um electrão,

com formação da semi-quinona, e depois outro, com a concominante formação da o-

quinona. No Esquema II.5, encontra-se exemplificado o mecanismo proposto para a reacção

de oxidação da NADA (20) com NaIO4, seguida da adição de Cys. Assim sendo, num primei-

ro passo ocorre a formação da semi-quinona (Esquema II.5), podendo depois ocorrer a for-

mação da respectiva o-quinona, que ao sofrer ataque da Cys forma o respectivo aducto em
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5 (21), (Esquema II.5a). Por outro lado, a semi-quinona pode oxidar uma molécula Cys for-

mando-se o respectivo dímero (15) e regenerando-se material de partida (Esquema II.5b).

NHAcHO

HO

NaIO4
NHAcO

HO

Cys-SH
NADA O

OH

S

H2N

Cys-S

Cys-S
Cys-S-S-Cys

NHAcO

O

NADA

NADA

NADA

Cys-SH
5-Cys-NADA

Aducto maioritário

b)

a)
20

21

15

Esquema II.5 - Mecanismo proposto para a formação de conjugados de enxofre de CA usando NaIO4

ou Sal de Frémy, exemplificado para a NADA (20) e a Cys, via a) Formação do dímero (15),

b) formação do aducto maioritário (21).

Suportando, o mecanismo por nós proposto para o NaIO4 Esquema II.5, onde ocorre a

formação da semi-quinona. Jameson et al., estudaram a oxidação da 6-hidroxi-dopamina na

presença de NaIO4, e verificaram que apesar do NaIO4 ser um oxidante de transferência de

dois electrões, a transferência não ocorre em simultâneo.120

Land e colaboradores observaram que a NADA semi-quinona é uma espécie bastante

instável, uma vez que, em poucos milisegundos (ca. 10 ms) origina a respectiva o-

quinona.119 Deste modo, detectar a semi-quinona por 1H-RMN ou UV/Vis, torna-se imprová-

vel (secção II.5, pág. 68). Reacções entre a semi-quinona e o radical da Cys não podem ser

excluídas, contudo tendo em conta os produtos isolados a probabilidade de tal reacção ocor-

rer é baixa.

Nas reacções da NADA com NaIO4/NAcCys, Sal de Frémy/Cys e NaIO4/GSH foram iso-

lados como resultado da re-oxidação do mono-aducto em 5 os respectivos bis aductos (83),

(23) e (85). A formação dos bis aductos assim como do dímero da Cys, NAcCys ou GSH,

apontam para o baixo rendimento destas reacções, em comparação com o processo enzi-

mático, claramente mais satisfatório (Tabela II.4).

Entre os oxidantes químicos utilizados, NaIO4, Sal de Frémy e Ag2O, o Ag2O revelou-se

o menos eficiente, uma vez que os produtos isolados tiveram um rendimento substancial-

mente mais baixo (Tabela II.8).



Discussão de Resultados

55

II.3.4 Em Resumo:

Na preparação de tio-conjugados de CA, a oxidação foi realizada por um oxidan-

te químico (NaIO4, Sal de Frémy e Ag2O) ou enzimático (mushroom tyrosinase),

em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) com subsequente adição de 5 eq. de nucleó-

filo (GSH, NAcCys e Cys).

O mono-aducto em 5 foi o composto maioritário das reacções, contudo nalguns

casos foram isolados aductos em 2 e/ou bis aductos em 2,5.

Os rendimentos apresentados nas reacções de oxidação enzimática da CA, para

preparação de conjugados de enxofre, variaram entre moderados e bons,

demonstrando uma maior eficiência destas reacções, face às reacções de oxida-

ção química da CA.

É proposto um mecanismo para as reacções de oxidação química das CA, onde

a oxidação da CA ocorre em dois passos, com formação da semi-quinona (por

transferência de um electrão) e posteriormente formação da o-quinona (nova-

mente por transferência de um electrão). Este tipo de mecanismo justifica o baixo

rendimento das reacções, assim como a formação de produtos laterais, tais como

os que resultam da dimerização do nucleófilo de enxofre, a formação de bis

aducto e a recuperação de material de partida.

Dos oxidantes químicos utilizados, NaIO4, Sal de Frémy e Ag2O, este último foi

aquele que apresentou rendimentos inferiores para o aducto em 5.



Discussão de Resultados

56

II.4 Preparação e caracterização de derivados de azoto de CA

II.4.1 Preparação e caracterização de derivados de azoto da DA e NADA

Numa primeira aproximação para a síntese de conjugados de azoto, realizou-se a reac-

ção entre a DA e a NAcHis. A estratégia sintética foi semelhante à realizada para os nucleó-

filos de enxofre: após a formação da quinona adicionou-se o nucleófilo de azoto. No entanto,

minutos depois a mistura reaccional adquiriu uma coloração negra, cor característica do

polímero da melanina, originado a partir da reacção de ciclização intramolecular na DA

(Esquema II.6).

Esquema II.6- Reacção da DA (1) com os nucleófilos de azoto, NAcHis e Imid.

O mesmo procedimento foi executado para os nucleófilos de azoto Imid, NAcLys, His e

Lys, e uma vez mais, não houve reacção intermolecular. Tse et al., verificaram que a reac-

ção de ciclização intramolecular na DA é mais rápida que a reacção intermolecular, com

excepção para os nucleófilos de enxofre Cys e GSH.33 Nicolis e colaboradores, referem ain-

da que a velocidade da reacção entre a DAQ e a NAcCys é ~106 vezes superior à velocida-

de da reacção entre a DAQ e a NAcHis.31

Assim sendo, uma nova estratégia sintética seria necessária para a preparação de deri-

vados de azoto de 1. De modo a evitar as reacções de ciclização intramolecular que ocor-

rem com a DA, foi investigado o derivado N-substituído a NADA (20). Realizou-se a reacção

entre a NADA-quinona, gerada com mushroom tyrosinase, NaIO4 (1 eq.), Sal de Frémy (1

eq.), ou Ag2O (10 eq.), e os nucleófilos de azoto NAcHis e Imid (Esquema II.7 e Tabela

II.10). No final, adicionou-se àc. fórmico 88 %. Para retirar o excesso de nucleófilo realizou-

se uma c.c. RP-18 usando como gradiente H2O (100 mL) e H2O/MeOH (1:1) (100 mL), e o

produto foi purificado por HPLC semi-preparativo, com o programa HPLC-FCT-1. Na Tabela

II.10, estão apresentados os aductos isolados, com os respectivos rendimentos. Foram ain-

da investigados os nucleófilos de azoto, Lys, His e NAcLys, mas independentemente dos
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oxidantes utilizados, os resultados não foram promissores, uma vez que, não foram isolados

aductos destas reacções.

Esquema II.7 - Reacção entre a NADA (20) e os nucleófilos de azoto NAcHis e Imid.

Tabela II.10 - Produtos das reacções entre a NADA-quinona e os nucleófilos NAcHis e Imid.

Ox./Nuc. Produtos identificados )

Ty/NAcH (10 eq.) 2-NAcHis-NADA (27)

6-NAcHis-NADA (25)

2

16

NaIO4/NAcH (10 eq.) 6-NAcHis-NADA (25) 10

Sal de Frémy/NAcH (5 eq.) 6-NAcHis-NADA (25) 4

Ag2O/NAcH (5 eq.) 6-NAcHis-NADA (25) 2

Ty/Imid (10 eq.) 6-Imid-NADA (29) 15

NaIO4/ Imid (10 eq.) 6-Imid-NADA (29) 10

As reacções da NADA com NAcHis e Imid, são regioselectivas, sendo o composto maio-

ritário o aducto em 6 (Tabela II.10), formado através de uma reacção de adição de Michael

1,4 (Esquema II.8). Na reacção da NADA com a NAcHis, usando mushroom tyrosinase

como oxidante, foi também isolado o aducto em 2. De referir, que independentemente do

oxidante utilizado, os rendimentos das reacções são baixos (Tabela II.10), indicando que o

mecanismo de formação da o-quinona, via transferência simultânea de dois electrões (tyro-

sinase) ou por duas transferências sucessivas de um electrão, com formação da semi-

quinona, não influencia o rendimento da reacção. Provavelmente o baixo rendimento deve-

se aos nucleófilos utilizados.

Esquema II.8 - Mecanismo de adição de Michael 1,4 entre a NAcHis e a NADA-quinona.
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Os compostos 6-NAcH-NADA (25), 2-NAcH-NADA (27) e 6-Imid-NADA (29), foram

caracterizados por 1H-RMN, 13C-RMN, e ESI-MS. Foram ainda realizadas experiências bidi-

mensionais de HMQC e HMBC. A interpretação dos espectros foi realizada por comparação

com a literatura, uma vez que Xu et al. caracterizaram estes compostos preparados por oxi-

dação electroquímica da NADA.37, 39 NA Tabela II.11 estão apresentados os dados espec-

troscópicos dos aductos 6-NAcH-NADA (25), e 6-Imid-NADA (29), e na Tabela II.12 do pro-

duto 2-NAcH-NADA (27).

A primeira evidência da formação do aducto 6-NAcH-NADA (25) foi obtida pelo espectro

de protão (Figura II.9). Os protões da zona aromática, que indicam o tipo de aducto formado,

surgem como singleto a 6,80 ppm, integrando para dois protões, em conformidade com a

adição do nucleófilo na posição 6 do anel aromático. O protão do grupo metileno da NADA,

H7, aparece como um multipleto, a campo característico (2,36-2,44 ppm). Foram ainda atri-

buídos os protões da NAcHis, H5 e H2, que surgem como um singleto a 7,38 e 8,74 ppm,

respectivamente. No espectro de HMQC a correlação destes protões, permitiu a atribuição

dos respectivos carbonos (Figura II.10). A atribuição dos restantes protões foi suportada

pela análise dos espectros de HMQC (Figura II.10) e HMBC (Figura II.11).

Figura II.9 - Espectro de 1H-RMN do aducto 6-NAcHis-NADA (25).

No espectro de HMQC (Figura II.10), a correlação do sinal do carbono a 39,9 ppm (C8),

permitiu a atribuição do protão H8, integrado dentro do multipleto a 3,05-3,15 ppm. O carbo-

no C da NAcHis atribuído a 26,8 ppm apresenta correlação com os sinais a 3,05-3,15

(NAcHis-Ha) e 3,30 ppm (NAcHis-Hb), demonstrando um carácter diastereotópico destes

protões metilénicos. A correlação entre o sinal do C da NAcHis a 52,2 ppm permitiu a iden-

NAcHis-H2 NAcHis-H5

H2 + H5

NAcHis-H b

H8 + NAcHis-H a

NADA-COCH3
NAcHis-COCH3

ppm

H7
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tificação do respectivo protão a ca. 4,70 ppm, não detectado no espectro de protão, por se

encontrar na zona de irradiação do sinal da água.

Figura II.10 - Espectro de HMQC do aducto 6-NAcHis-NADA (25).

No espectro de HMBC (Figura II.11), a correlação de H7 com C2, permitiu distinguir os

carbonos C2 e C5 detectados a 117,9 ppm e 114,7 ppm, respectivamente. A correlação do

H da NAcHis com COCH3 (NAcHis), e a correlação de H8 com COCH3 (NADA) permitiu

distinguir estes carbonilos com ressonâncias de 173,4 ppm e 174,3 ppm, respectivamente.

Realizou-se ainda um espectro de NOESY, onde foram identificadas com intensidades

semelhantes, as correlações entre os protões H8 e H7 com os protões da NAcHis H5 e H2,

sugerindo que os protões metilénicos da NADA, são equidistantes dos protões H5 e H2 da

NAcHis, indicando uma substituição no N1.

NAcHis-H2/C2
NAcHis-H5/C5

H2/C2

H5/C5

NAcHis-H /C
NADA-COCH3

NAcHis-COCH3

H7/C7

H8/C8

NAcHis-H /C
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Figura II.11 - Espectro de HMBC do aducto 6-NAcHis-NADA (25).

O aducto 6-Imid-NADA (29), (Tabela II.11), foi identificado de modo análogo ao exposto

para o composto 25. Estes compostos foram anteriormente referidos na literatura, prepara-

dos por oxidação electroquímica da NADA.37, 39 Ao confrontar os desvios no espectro de

protão do composto 29 com os da literatura,37 verificou-se que havia um desvio de 1 ppm

no protão H2. Enquanto Xu et al. apresentam só o espectro de protão,37 os espectros de
13C-RMN, HMQC e HMBC aqui apresentados permitiram uma atribuição inequívoca do

composto 29.

O aducto 2-NAcH-NADA (27), (Tabela II.12), foi identificado através da análise dos

espectros de 1H-RMN, 13C-RMN, HMQC, HMBC e ESI-MS, e por comparação com a literatu-

ra.39 O espectro de protão do composto 27 (Figura II.12), revelou um padrão mais complexo

relativamente ao apresentado pelo aducto 6-NAcHis-NADA (25) (Figura II.9). Alguns pro-

tões, estão presentes em pares (Figura II.12), revelando a existência confórmeros. Os pro-

tões afectados são NADA-COCH3, NAcHis-COCH3, NAcHis-H, H6 e NAcHis-H5 (Figura

II.12 e Tabela II.12). De referir que no espectro de HMBC o protão H7 só apresenta correla-

ção para um –CH aromático a 126,4 ppm, o C6, que evidencia que o ataque nucleófilo ocor-

reu no C2 do anel aromático.

H7/C8

H7/C2

H8/C7

H8/NAcHis-C

NAcHis-H /NAcHis-C5

H8/C1NAcHis-H /NAcHis-C4

NAcHis-H /NAcHis-COCH3

H2/C7

NAcHis-H2/NAcHis-C5

NAcHis-H2/NAcHis-C4

NAcHis-H5/NAcHis-C4

NAcHis-H5/NAcHis-C2

H2/5/C3/4

H2/5/C6

H2/5/C1

H8/NADA-COCH3
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Tabela II.11 - Dados espectroscópicos do aducto 6-NAcH-NADA (25) e 6-Imid-NADA (29)
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

1,78 (3H, s, NADA-COCH3)

1,91 (3H, s, NAcHis-COCH3)

2,36-2,44 (2H, m, H7)

3,05-3,15 (3H, m, H8 + NAcHis-Ha)

3,30 (1H, dd, J= 15,4 e 5,0 Hz, NAcHis-

Hb)

ca. 4,70 (NAcHis-H)

6,80 (2H, s, H2/5)

7,38 (1H, s, NAcHis-H5)

8,74 (1H, s, NAcHis-H2)

Estrutura

22,1 (NADA-COCH3 + NAcHis-

CH3)

26,8 (NAcHis-C)

29,7 (C7)

39,9 (C8)

52,2 (NAcHis-C)

114,7 (C5)

117,9 (C2)

123,5 (NAcHis-C5)

126,4 (C6)

127,5 (C1)

130,1 (NAcHis-C4)

135,9 (NAcHis-C2)

143,6, 146,6 (2×C3/4)

163,6 (NAcHis-CO)

173,4 (NAcHis-COCH3)

174,3 (NADA-COCH3)

391

[MH]+

1,78 (3H, s, COCH3)

2,45 (2H, t, J= 6,6 Hz, H7)

3,11 (3H, t, J= 6,5 Hz, H8)

6,84 (1H, s, H5)

6,85 (1H, s, H2)

7,54 (2H, s, Imid-H5/4)

8,82 (1H, s, Imid-H2)

Estrutura

HO

HO

NHAc

N

N

12

5

6
3

4

7 8

29

22,1 (COCH3)

29,6 (C7)

40,1 (C8)

114,7 (C5)

117,8 (C2)

120,1 (Imid-C4/5)

124,4 (Imid-C4/5)

126,4 (C6)

127,6 (C1)

135,9 (Imid-C2)

143,5 (C3/4)

146,6 (C3/4)

174,3 (COCH3)

284

[M + Na]+

262 [MH]+.
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Figura II.12 - Espectro de 1H-RMN do aducto 2-NAcHis-NADA (27).

Tabela II.12 - Dados espectroscópicos do aducto 2-NAcH-NADA (27).
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

1,77, 1,78 (3H, s, NADA-COCH3)

1,83, 1,84 (3H, s, NAcHis-COCH3)

2,12-2,23, 2,39-2,42 (2H, m, H7)

2,74-2,99 (2H, m, NAcHis-H)

3,01-3,14 (1H, m, H8)

4,28 (1H, dd, J= 8,6 e 5,2 Hz, NAcHis-H)

4,38 (1H, dd, J= 8,2 e 4,7 Hz, NAcHis-H')

6,81, 6,87 (1H, s, H6)

6,88 (1H, s, H5)

7,38, 7,41 (1H, s, NAcHis-H5)

8,76 (1H, s, NAcHis-H2)

Estrutura

22,6 (NADA-COCH3 +

NAcHis-CH3)

26,1 (NAcHis-C)

30,3 (C7)

40,7 (C8)

52,8 (NAcHis-C)

116,5 (C6)

118,5 (C5)

119,2 (NAcHis-C5)

123,1 (C1)

127,9 (C2)

131,5 (NAcHis-C4)

135,8 (NAcHis-C2)

143,6 (C3/4)

146,7 (C3/4)

163,6 (NAcHis-CO)

173,8 (NAcHis-COCH3 + NADA-

COCH3)

391

[MH]+

NAcHis-H2 NAcHis-H5

H5

H6

NAcHis-H

H8
NAcHis-H

H7

NADA-COCH3

NAcHis-COCH3

ppm
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De modo a obter os respectivos derivados da DA, os aductos 6-NAcHis-NADA (25) e 6-

Imid-NADA (29), foram sujeitos a condições de hidrólise ácida. Na hidrólise do composto 29
obteve-se o produto (6-N-Imidazol-N1’-il)-dopamina (86, 6-Imid-DA) com 40 % de rendimen-

to, e os dados espectroscópicos estão apresentados na Tabela II.13. Relativamente à hidró-

lise do aducto 25 foram obtidos os produtos (6-Histidin-N1’-il)-dopamina (87, 6-His-DA) e (6-

Histidin-N1’-il)-N-acetildopamina (88, 6-His-NADA) com rendimentos de 27 % e 21 %, res-

pectivamente e cujos dados espectroscópicos estão apresentados na Tabela II.14.

Relativamente ao composto 6-Imid-DA (86), a perda do acetilo foi verificada aquando da

análise do espectro de 1H-RMN, pela ausência dos protões do grupo metilo, que surgem

como um singleto a ~ 1,78 ppm. No espectro de ESI-MS o ião protonado a m/z 220, também

evidência a perda de 42 unidades relativamente ao aducto 6-Imid-NADA (29), característica

da perda do grupo ceteno.

No aducto 6-His-DA (87), o espectro de protão revelou a ausência dos protões dos gru-

pos metilo dos dois grupos acetilo, evidenciando uma hidrólise total. No espectro de ESI, o

aducto protonado a m/z de 307 também demonstra a perda de dois grupos cetenos (84 uni-

dades), relativamente ao composto 6-NAcHis-NADA (25), (391 m/z).

O espectro de massa do aducto protonado 6-His-NADA (88) apresenta m/z de 349, que

está de acordo com a perda de um grupo ceteno relativamente à molécula 6-NAcHis-NADA

(25). Contudo, foi o espectro de protão que permitiu distinguir qual dos acetilos (NADA ou

NAcHis) sofreu hidrólise. O singleto a 1,78 ppm é indicativo da presença do grupo acetilo da

NADA, revelando que a hidrólise ocorreu no acetilo da NAcHis. Tanto quanto nos foi possí-

vel concluir pela consulta exaustiva da literatuta, os compostos 6-Imid-DA (86), 6-His-DA

(87) e 6-His-NADA (88) são aqui apresentados pela primeira vez.

Tabela II.13 - Dados espectroscópicos do aducto 6-Imid-DA (86).

Estrutura
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)
MS (ESI)
m/z

HRMS-ESI
(calc.) obtido

2,64 (2H, t, J= 8,0 Hz, H7)

2,98 (3H, t, J= 7,9 Hz, H8)

6,90 (1H, s, H2/5)

6,91 (1H, s, H2/5)

7,56 (2H, s, Imid-H5/4)

8,86 (1H, s, Imid-H2)

220 [MH]+
C11H14N3O2 [MH]+

(220,1081)

220,1081
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Tabela II.14 - Dados espectroscópicos dos aductos 6-His-DA (87) e 6-His-NADA (88).
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)

13C-RMN (D2O)
δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

2,61 (2H, t, J= 7,7 Hz, H7)

2,98 (2H, t, J= 7,7 Hz, H8)

3,26 (2H, dd, J= 15,5 e 7,4 Hz, His-Ha)

3,35 (2H, dd, J= 15,4 e 5,8 Hz, His-Hb)

4,04 (1H, t, J= 7,7 Hz, His-H)

6,89 (2H, s, H2/5)

6,90 (2H, s, H2/5)

7,48 (1H, s, His-H5)

8,82 (1H, s, His-H2)

Estrutura

26,1 (His-C),

27,6 (C7),

39,9 (C8),

53,7 (His-C),

115,1 (C5),

117,4 (C2),

122,9 (His-C5),

125,0 (C6),

126,3 (C1),

128,9 (His-C4),

136,4 (His-C2),

144,2 (C3/4),

147,1 (C3/4),

163,2 (His-CO)

307 [MH]+

HRMS-ESI
(calc.) obtido

C14H19N4O4 [MH]+

(307,1401)

307,1401

1,78 (3H, s, COCH3)

2,46 (2H, t, J= 6,7 Hz, H7)

3,09 (2H, t, J= 6,6 Hz, H8)

3,34 (2H, d, J= 6,5 Hz, His-H)

4,10 (1H, t, J= 6,6 Hz, His-H)

6,84 (2H, s, H2/5)

6,85 (2H, s, H2/5)

7,48 (1H, s, His-H5)

8,81 (1H, s, His-H2)

Estrutura

22,1 (COCH3)

26,0 (His-C)

29,7 (C7)

40,1 (C8)

55,4 (His-C)

114,8 (C5)

117,6 (C2)

123,1 (His-C5)

126,4 (C6)

127,5 (C1)

128,5 (His-C4)

136,5 (His-C2)

143,6 (C3/4)

146,7 (C3/4)

163,2 (His-CO)

174,3 (COCH3)

349 [MH]+

HRMS-ESI
(calc.) obtido

C16H21N4O5

[MH]+

(349,1512)

349,1506

Nas reacções de oxidação enzimática das CA com os nucleófios de enxofre não se veri-

ficaram reacções de re-oxidação dos aductos, uma vez que estes nucleófilos inibiam a
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enzima, possivelmente por ligação covalente a aminoácidos na proximidade do centro acti-

vo. 34 No entanto, o mesmo não se aplica aos nucleófilos de azoto. De modo a evitar reac-

ções de re-oxidação dos aductos, realizou-se após a oxidação da NADA a remoção da

enzima. Assim sendo, para a remoção da enzima utilizou-se uma coluna HitrapTM desalting

(GE Heathcare®) que se eluiu com água. A enzima foi removida nas primeiras fracções e de

seguida recolheu-se a o-quinona. A presença de enzima (max 280 nm) e o-quinona (max ca.

400 nm) em cada fracção, foi ainda confirmada no UV/Vis. A enzima recuperada em diver-

sas reacções, foi combinada e sujeita a diálise em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM), durante

a noite. No final concentrou-se a solução e mediu-se a absorvância, o que permitiu determi-

nar pela lei de Lambert-Beer (A=cl) a quantidade de enzima recuperada. Para tal, foi

necessário determinar o coeficiente de extinção molar da enzima ( 2,4×105 cm-1M-1). Atra-

vés do kit do BCA (ácido bichiconínico) foi possível realizar a quantificação da enzima e

estabelecer a concentração da proteína, necessária para determinar o coeficiente de extin-

ção molar da enzima. O método foi desenvolvido por Smith et. al.121 no entanto, o protocolo

utilizado foi o descrito no kit do BCA da Sigma. Assim sendo, após conhecermos a quanti-

dade de enzima recuperada foi possível estabelecer o rendimento do processo de recupera-

ção da enzima, ca. de 30 %. Verificou-se ainda que 100 % da enzima recuperada continua-

va activa.

Foram ainda investigados outros nucleófilos de azoto, como é o caso do triptofano (Trp)

(Tabela II.15) e do valinato de etilo (Val). No entanto, os resultados não foram muito satisfa-

tórios uma vez que, no caso das reacções com a Val não foi isolado nenhum aducto e nas

reacções com Trp seria necessário obter maior quantidade de produto para uma identifica-

ção inequívoca.

Tabela II.15 – Reacções da NADA com o triptofano.

CA
Ox.
(eq.)

Nuc.
(eq.)

MS (ESI)
m/z

NADA NaIO4 (1,0) Trp (5) -

NADA Ty Trp (5) 436 [M + K]+

NADA Sal de Frémy (1,0) Trp (5) 398 [MH]+

No ensaio com o Trp, usando mushroom tyrosinase como oxidante, identificou-se por

ESI-MS, o ião a m/z de 436, compatível com o possível aducto [M + K]+, e usando Sal de

Frémy atribuiu-se o ião a m/z 398, ao aducto protonado. Estes resultados sugerem que pode

ter corrido reacções de adição nucleófila com estes a.a. Outro nucleófilo investigado foi a

serina, um nucleófilo de oxigénio, no entanto nenhum aducto foi identificado.
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II.4.2 Preparação e caracterização de derivados de azoto da MeDA e diMeDA

Para a preparação de derivados conjugados da diMeDA (37) e MeDA (38), com nucleófi-

lo de azoto usou-se a NAcHis, uma vez que os aductos poderiam ser utilizados como

padrões em estudos com proteínas. Numa primeira aproximação tentou-se a oxidação com

NaIO4 segundo a metodologia descrita anteriormente para a NADA; no entanto, nenhum

aducto foi isolado. Fazendo uma analogia com as reacções da DA e NADA com a NAcHis,

onde só no caso da NADA (devido à protecção do grupo amina) foi possível o isolamento e

a caracterização de aductos, foi necessário proceder à protecção da amina da diMeDA (37)

e da MeDA (38), segundo a metodologia utilizada para a acetilação da NADA. Os compos-

tos obtidos foram caracterizados por 1H e 13C-RMN, e por espectrometria de massa (ESI e

HRMS-ESI). O produto da acetilação da MeDA (38), foi confirmado no espectro de protão,

com a atribuição do singleto a 1,77 ppm, aos protões metilo do grupo acetilo. No espectro de

carbono os sinais a 21,8 ppm, referente ao carbono do grupo metilo do acetilo (COCH3), e a

172,9 ppm, atribuído ao carbonilo, confirmam uma vez mais a formação do composto N-

acetil-metildopamina (89, Ac-MeDA). Já na acetilação da diMeDA (37), o espectro de protão

do produto isolado apresentou um padrão mais complexo. Verificou-se que, além da acetila-

ção da amina, cujos sinais do grupo metilo do acetilo surgem como singletos a 1,60 ppm e

1,82 ppm, o que evidencia carácter diastereotópico, também tinha ocorrido acetilação nos

grupos álcool do anel, devido ao singleto a 2,22 ppm que integra para doze protões. Os

sinais no espectro de carbono também confirmaram a ocorrência de acetilação nos grupos

hidroxilo (19,9 ppm, O-COCH3). No entanto, para realizar a reacção com o nucleófilo

NAcHis, foi necessária a hidrólise selectiva dos grupos acetilo do anel aromático, realizada

sob condições suaves, (à t.a.), de modo, a não remover o grupo acetilo da amina. Deste

modo, foi obtido o composto N-acetil-N,-dimetildopamina, (90, Ac-di-MeDA), cujo espectro

de protão e carbono confirmam a existência de um único grupo acetilo.

Partindo dos compostos Ac-MeDA (89) e Ac-di-MeDA (90), e segundo a metodologia

anteriormente descrita para a NADA, usando como oxidante NaIO4, foram isolados como

compostos maioritários das reacções os respectivos aductos na posição 6 do anel aromáti-

co, 6-(N-acetil-histidin-N1’-il)-N-acetil--metildopamina (91, 6-NAcHis-Ac-MeDA) e 6-(N-

acetil-histidin-N1’-il)-N-acetil-N,-dimetildopamina (92, 6-NAcHis-Ac-diMeDA), (Tabela II.16),

segundo a literatura por nós consultada, aqui apresentados pela primeira vez.

Tabela II.16 - Produtos da reacção entre as CA, Ac-MeDA (89) e Ac-diMeDA (90) com a NAcHis.

CA Ox./Nuc. Produtos identificados )

Ac-MeDA NaIO4/NAcH (5 eq.) 6-NAcHis-Ac-MeDA (91) 5

Ac-diMeDA NaIO4/NAcH (10 eq.) 6-NAcHis-Ac-diMeDA (92) 8
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Os aductos 6-NAcHis-Ac-MeDA (91) e 6-NAcHis-Ac-diMeDA (92), foram caracterizados

por 1H-RMN e ESI-MS, e os dados espectroscópicos estão apresentados na Tabela II.17. A

atribuição dos sinais no espectro de protão dos compostos 91 e 92, foi realizada por compa-

ração com o espectro de protão do aducto 6-NAcHis-NADA (25). De referir que o sinal a

6,87/6,82 ppm que surge como um singleto confirma a adição à posição 6 do anel aromáti-

co. O protão Hda NAcHis não foi identificado, muito provavelmente porque, à semelhança

do espectro de protão do composto 25, encontra-se na zona de irradiação do sinal da água.

Tabela II.17 - Dados espectroscópicos dos aductos 6-NAcHis-Ac-MeDA (91)
e 6-NAcHis-Ac-diMeDA (92).

Estrutura
1H-RMN (D2O)

δ (ppm)
MS (ESI)
m/z

0,99 (3H, d, J= 7,1 Hz, H9)

1,81 (3H, s, COCH3)

1,99 (3H, s, NAcHis-COCH3)

2,84 (2H, s, H7)

2,99 (2H, s, NAcHis-H)

3,33 (1H, m, H8)

6,87 (2H, s, H2/5)

7,43 (1H, s, NAcHis-H5)

7,91 (1H, s, NAcHis-H5’)

8,80 (1H, s, NAcHis-H2)

405 [MH]+

0,99-1,02 (3H, m, H9)

1,15 (3H, m, H9’)

1,89 (3H, s, COCH3)

1,97 (3H, s, NAcHis-COCH3)

2,18 (2H, s, H7)

2,52 (2H, s, NAcHis-H)

2,75 (1H, s, N-CH3)

3,30 (1H, m, H8)

6,82 (2H, s, H2/5)

7,46 (1H, s, NAcHis-H5)

8,74 (1H, s, NAcHis-H2)

419 [MH]+



Discussão de Resultados

68

II.4.3 Em Resumo:

A preparação de derivados de azoto da NADA envolveu a oxidação química

(NaIO4, Sal de Frémy e Ag2O) ou enzimática (tyrosinase) da CA, com subsequen-

te adição do nucleófilo (NAcHis e Imid). Foi isolado como composto maioritário

das reacções o mono-aducto em 6; no entanto, na oxidação com tyrosinase foi

também isolado o aducto em 2.

Estão aqui apresentados pela primeira vez os compostos, 6-NAcHis-Ac-MeDA

(91) e 6-NAcHis-Ac-diMeDA (92), sintetizados por oxidação com NaIO4 das res-

pectivas CA.

Independentemente do oxidante utilizado, os rendimentos das reacções foram

baixos, entre 2 e 18 %.

Da hidrólise ácida dos aductos 6-NAcHis-NADA (25) e 6-Imid-NADA (29), foram

obtidos os compostos 6-His-DA (87), 6-His-NADA (88) e 6-Imid-DA (86).

II.5 Estudos de RMN e espectofotométricos das CA-quinonas

O estudo da estabilidade das quinonas da DA (1), NADA (20) e DA-Cbz (60), envolveu

duas aproximações, estudos de 1H-RMN e espectofotométricos. Na investigação de RMN,

foram utilizados dois oxidantes, um químico (NaIO4) e um enzimático (mushroom tyrosina-

se), e nalguns ensaios foi adicionado à mistura reaccional GSH ou NAcHis (Tabela II.18).

Nos espectros de protão a formação das respectivas o-quinonas foi observada pela

mudança instantânea na ressonância dos protões aromáticos, de ~6,5-6,8 ppm para ~6,2-

7,2 ppm,118 como podemos observar, na Figura II.13, referente à oxidação da DA com NaIO4

(2 eq.). Os protões da quinona, H5 e H6, surgem a 7,09 ppm como um dupleto, com cons-

tante de acoplamento de 10,0 Hz (típica de o-quinonas),122 ou a 6,43 ppm, como um dupleto,

(J= 10,1 Hz). O protão H2 aparece como um singleto a 6,39 ppm (Figura II.13b).
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Figura II.13 - Espectros de 1H-RMN da DA (a) e da DAQ (b), gerada com 2 eq. de NaIO4.

Tabela II.18 - Estudos de 1H-RMN das respectivas quinonas da DA, NADA e DA-Cbz.

CA Ox. Nuc. Solv.

DA NaIO4 (1 e 2 eq.) - D2O

DA-Cbz NaIO4 (1 e 2 eq.) - D2O

NADA NaIO4 (1 eq.) - D2O

DA tyrosinase - tampão fosfato deuterado (pH 7,4; 50 mM)

DA tyrosinase GSH tampão fosfato deuterado (pH 7,4; 50 mM)

NADA tyrosinase - tampão fosfato deuterado (pH 7,4; 50 mM)

NADA NaIO4 (1 eq.) NAcHis D2O

Nos ensaios com DA na presença de NaIO4 verificou-se que para a conversão total da

DA à respectiva orto-quinona, são necessários 2. eq. de oxidante (Figura II.13), uma vez

que, com 1 eq. foi observado no espectro de protão DA por reagir. Relativamente à mesma

experiência mas usando NADA e DA-Cbz, verificou-se que 1 eq. de NaIO4 foi suficiente para

a conversão total às respectivas o-quinonas. A necessidade da utilização de excesso de

periodato aquando a oxidação da DA, deve-se possivelmente à presença de DA sob a forma

de hidrocloreto (DA.HCl). Quanto à oxidação da DA e NADA realizada na presença de

mushroom tyrosinase (Tabela II.18), assim que se adicionou a enzima, verificou-se uma

mudança de cor para vermelho ou amarelo, respectivamente, característica da formação da

respectiva o-quinona. No entanto, no espectro de protão, os sinais típicos das o-quinonas

não aparecerem, mantendo-se o espectro idêntico ao do material de partida (Figura II.13a).

Efectuou-se um novo ensaio com DA, onde após a adição da enzima e aquisição do espec-

34567

a ) DA

b) DAQ

H2

H6

H2

H8
H7

H5/6
H5/6

H5
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tro de 1H-RMN, juntou-se GSH (5 eq.). De imediato verificou-se uma alteração de cor para

amarelo, e realizou-se um novo espectro, onde se observou uma alteração no padrão da

zona aromática. Continuou-se a monitorização com a realização de mais dois espectros,

com 30 min e 60 min de reacção. No final a mistura reaccional foi purificada por HPLC semi-

preparativo, utilizando o programa HPLC-FCT-1, e o produto 5-GSH-DA (11) foi isolado,

confirmando a formação da DAQ. O facto de não haver alteração no espectro de protão

após a adição da tyrosinase, não é de todo clara, uma explicação pode estar relacionada

com a formação da DAQ através da ligação ao centro activo da enzima. A DAQ pode asso-

ciar-se fortemente ao centro activo da tyrosinase, com um tempo de residência na proteína

mais longo do que a escala de tempo de medição por RMN. 123, 124 Bisaglia et al., justificam a

DAQ não ser visível no espectro de RMN devido à baixa concentração e à sua natureza

transiente.125

Em paralelo, foram realizados estudos espectofotométricos de monitorização da forma-

ção da DAQ após a adição da tyrosinase. Contudo, devido à rapidez das reacções de cicli-

zação intramolecular, a DAQ com absorvância de 390 nm não foi detectada, mas sim o ami-

nocromo (13) com max de 475 nm.19, 27, 125

No ensaio onde se adicionou NAcHis (10 eq.) à NADA-quinona gerada com NaIO4 (1

eq.), (Tabela II.18), foi possível identificar os sinais do aducto 6-NacHis-NADA (25) Figura

II.14, logo após a adição do nucleófilo. Foi ainda realizado um novo espectro passado 15 h,

onde se verificou novamente os sinais referentes ao aducto.

Figura II.14 - Espectro de protão obtido após a adição de NAcHis (10 eq.) à NADA-quinona,

gerada com NaIO4 (1 eq.).

Borovansky et al., realizaram estudos espectofotométricos com a NADA, onde investiga-

ram a estabilidade da o-quinona e respectiva isomerização à para-quinonametileno (93), que

serviram de ponto de partida à nossa investigação.119 Deste modo, realizou-se a oxidação

da NADA, com uma concentração de 0,47 e 1,39 µM com mushroom tyrosinase 62,3 e 187

U, respectivamente, em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM). O desenvolvimento da reacção

monitorizou-se espectofotométricamente, pela aquisição de espectros com intervalos de

tempo de 1 min, durante 1 h, Figura II.15a e Figura II.16a.

NAcHis NAcHis
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Esquema II.9 - Oxidação da NADA à respectiva o-quinona e isomerização à para-quinonametileno.

Figura II.15 - Oxidação da NADA (1,39 µM) com tyrosinase. a) Espectros de UV/Vis obtidos com um

intervalo de 1 min. b) Dependência da absorvância a 300, 392 e 500 nm como tempo.

A formação de o-quinona foi de imediato observada a ca. 400 nm (Figura II.15a e Figura

II.16a), no entanto, com a diminuição progressiva da o-quinona observa-se a formação da

para-quinonametileno, caracterizada pelo aumento da absorvância a 500 nm. A mesma aná-

lise pode ser efectuada através dos gráficos b das Figura II.15 e Figura II.16, a 392 e 500

nm.

Figura II.16 - Oxidação da NADA (0,47 µM) com tyrosinase. a) Espectros de UV/Vis obtidos com um

intervalo de 1 min. b) Dependência da absorvância a 300, 392 e 500 nm como tempo.
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Observa-se que tanto a velocidade conversão da NADA em o-quinona, como a conver-

são de o-quinona em para-quinonametileno depende da concentração, sendo tanto mais

rápidas quanto maior a concentração (1,39 µM). Observa-se que com a NADA não ocorrem

reacções de ciclização intramolecular, mas sim de isomerização (Esquema II.9).

Os estudos espectofotoméricos da oxidação enzimática da DA e da NADA com mush-

room tyrosinase, mostraram que as quinonas são espécies instáveis, que rapidamente

sofrem reacções de ciclização intramolecular ou de isomerização, respectivamente. No

entanto, revelam que a quinona da NADA apresenta uma maior estabilidade. Não é possível

comparar os resultados dos estudos espectofotoméricos com os de RMN, uma vez, que

neste caso a o-quinona não foi observada.

II.5.1 Em Resumo:

Utilizando NaIO4 como oxidante, foi possível caracterizar por 1H-RMN as respec-

tivas o-quinonas da DA, NADA e DA-Cbz, com base na ressonância dos protões

aromáticos a ~6,2-7,2 ppm. O mesmo não se verificou quando a tyrosinase foi

utilizada como oxidante, possivelmente devido à forte associação da DAQ ao

centro activo da enzima. O tempo de residência da DAQ na proteína deve ser-

mais longo do que a escala de tempo de medição por RMN.

Os estudos espectofotoméricos de oxidação enzimática da DA e da NADA com

tyrosinase, mostraram que as quinonas são espécies muito instáveis que sofrem

reacções de ciclização intramolecular ou de isomerização, respectivamente.

Revelaram ainda uma maior estabilidade por parte da NADA-quinona.

II.6 Reacções da DA e NADA com os bionucleófilos
2’-desoxiguanosina e 2’-desoxiadenina e com o DNA

As reacções da DA e NADA com os bionucleófilos dG e dA, revelaram-se um desafio,

porque as tentativas para reproduzir as condições experimentais descritas na literatura por

Cavalieri et al., Tabela II.19 e Figura II.17, foram infrutíferas.20 Recentemente, os autores

voltaram a estudar a reacção da NADA com a dG, e observaram por ESI a formação do

composto 6-N7dG-NADA (94) precursor do aducto 6-N7Gua-NADA (32).41
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Tabela II.19 – Reacções da DA e NADA com dG e Ade, aductos obtidos e rendimentos.20

Aductos
Rendimento ( %)

NaIO4 (0,5 eq.)

Rendimento ( %)

Ag2O (8,3 eq.)

6-N7Gua-DA (31) 46 -

6-N3-Ade-DA (33) 40 -

6-N7Gua-NADA (32) 58 60

6-N3-Ade-NADA (34) 51 -

Figura II.17 – Estrutura dos aductos 6-N7Gua-DA(NADA) e 6-N3-Ade-DA(NADA).

Além da metodologia realizada pelos autores,20 que envolveu a oxidação química com

NaIO4 ou Ag2O, da DA e da NADA à respectiva quinona, seguida da adição do nucleófilo,

outras metodologias foram realizadas, (cf. secção III.10 pág. 180). No entanto, como referido

anteriormente foi impossível reproduzir os resultados obtidos por Cavalieri et al., pelo que,

os resultados obtidos por estes autores são encarados com bastante reserva. Além disso,

qualquer tentativa para obter aductos nestas reacções revelou-se infrutífera. Estes resulta-

dos não são de todo surpreendentes, dado a dificuldade observada em obter aductos de

azoto com a NADA, isolados apenas para a NAcHis e Imid.

Cavalieri et al., também investigaram as reacções da DA com o DNA, utilizando mush-

room tyrosinase como oxidante, e isolaram os aductos despurinantes da dG e da dA, N-

7Gua (31) e N-3Ade (33), respectivamente, obtidos por reacções de adição de Michael 1,4.20

Recentemente, Cavalieri et al., estudaram, a reacção da NADA com o DNA, usando uma

vez mais tyrosinase, e observaram por ESI os aductos despurinantes 6-N7Gua-NADA (32) e

6-N3Ade-NADA (34). 41 No entanto, nesta última publicação nada é referido sobre o rendi-

mento destas reacções, o que leva a considerar com bastante reserva os bons rendimentos

apresentados na primeira vez.20

Investigou-se as reacções da NADA e da DA com o DNA, Tabela II.20, mas os resulta-

dos uma vez mais não foram reprodutíveis com os apresentados por Cavalieri et al..20, 41

Contudo, no ensaio com NADA, usando NaIO4 como oxidante, após hidrólise térmica, foi
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possível identificar por ESI um possível aducto protonado da NADA com a Gua, a m/z de

345. No entanto, não foi possível obter o aducto em quantidade suficiente para proceder a

uma caracterização estrutural mais completa.

Tabela II.20 - Reacções da DA e NADA com o DNA.

CA Ox. Aductos

NADA ty -a)

NADA ty* -a)

NADA NaIO4 m/z 345 -b)

DA ty -a)

* Remoção da enzima. -a) Nenhum aducto identificado,

-b) Compatível com o aducto protonado da NADA com a Gua,

(identificado por ESI).

Verificamos assim que as quinonas da DA e da NADA têm bastante dificuldade em rea-

gir com a dG e o DNA. O significado da formação de produtos destas reacções na iniciação

de tumores ou doenças neurodegenerativas afigura-se questionável. 20, 41

II.6.1 Em Resumo:

A reacção das o-quinonas da DA e da NADA com dG e DNA, foi investigada, e

nenhum aducto foi isolado em quantidade suficiente para a realização da sua carac-

terização estrutural total, revelando a dificuldade de reacção entre estas moléculas.

Nas reacções da NADA com o DNA foi isolado em quantidade vestígial e identificado

por ESI, um possível aducto da guanina.

O significado da formação de aductos das o-quinonas DA e da NADA com dG e DNA

que possam estar envolvidos em processos de iniciação de tumores ou outras doen-

ças é encarado com reserva.
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II.7 Modificação das proteínas HSA, Hb e Mb e do péptido
LQQCPF por CA

II.7.1 Notas prévias:

 Na contagem dos aminoácidos das sequências das proteínas HSA, Hb e hhMb, o

programa de pesquisa de base de dados Expasy, inclui os aminoácidos que repre-

sentam a porção pró-peptídica de sinalização, que não são observados na proteína

transcrita, traduzida e transportada, mas estão presentes no gene. Na HSA são os

24 primeiros aminoácidos, enquanto na Hb e hhMb é o primeiro, a Met terminal.

Tendo em conta que na literatura a sequência pró-peptídica inicial não é considerada

na numeração dos resíduos, procedeu-se do mesmo modo no presente trabalho,

para possibilitar uma comparação directa.

 Os a.a. podem ser identificados com várias designações, por exemplo pelo nome

(cisteína), símbolo (Cys) ou abreviatura (C). De modo, facilitar a leitura ao longo da

tese, nos aductos de a.a. será utilizado o símbolo, e nos aductos de péptidos a abre-

viatura. 76, 84, 88

 Para a identificação de fragmentos peptídicos protonados, a nomenclatura clássica

utiliza as designações iões a, b e y (Figura II.18). Da quebra de uma ligação peptídi-

ca resulta a formação de iões b e y. Num fragmento peptídico de um ião-b a carga é

retida na amina terminal, enquanto num fragmento peptídico de um ião-y a carga

permanece no carbonilo terminal. Através da perda do grupo carbonilo dos iões b,

formam-se os iões a. 59, 102, 103

Figura II.18 - Representação esquemática da nomenclatura clássica de fragmentos de

iões peptídicos.
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Tabela II.21 – Tabela de aminoácidos: nome, símbolo, abreviatura e estrutura.

Nome Estrutura Nome Estrutura Nome Estrutura

Glicina

Gly

G

Treonina

Thr

T

Triptofano

Trp

W

Alanina

Ala

A

Asparagina

Asn

N

Serina

Ser

S

Leucina

Leu

L

Glutamina

Gln

Q

Arginina

Arg

R

Isoleucina

Iso

I

Tirosina

Tyr

Y

Histidina

His

H

Metionina

Met

M

Cisteína

Cys

C

Ácido

aspártico

Asp

D

Prolina

Pro

P

Lisina

Lys

K

Ácido

glutâmico

Glu

E

Valina

VAL

V

H2N
H
C C

HC
OH

O

CH3
CH3

Fenilalanina

Phe

F
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II.7.2 Introdução geral

Da investigação das reacções das catecolaminas DA (1), NADA (20), MeDA (38) e

diMeDA (37) com os diversos a.a., foi possível verificar a reactividade das quinonas, carac-

terizar os aductos formados e a regioselectividade da modificação. Além disso, os aductos

de a.a. podem ser utilizados como padrões, em reacções de modificação de biomacromolé-

culas in vivo ou in vitro, assim como, na identificação dos aductos formados.

Foi investigada a modificação covalente das proteínas HSA, Hb e hhMb e do péptido

LQQCPF, por incubação com as quinonas da DA (1), NADA (20), MeDA (38) e diMeDA (37).

Nesse sentido, monitorizou-se a extensão da modificação na HSA e na Hb, em função da

concentração de NADA quinona. Utilizaram-se dois oxidantes para formar as quinonas, um

químico (NaIO4) e um enzimático (mushroom tyrosinase), o que permitiu relacionar a exten-

são da modificação nas proteínas com o oxidante.

A estimativa do grau de modificação de uma proteína/péptido, foi realizada por análise

dos espectros de MALDI-TOF-MS, por subtracção da massa da proteína/péptido nativa e

modificada (Esquema II.10).

Para identificação dos resíduos modificados nas proteínas foram utilizadas duas aborda-

gens. Numa realizou-se a hidrólise enzimática das proteínas modificadas aos a.a. com pro-

nase E e LAP, e os aductos foram identificados por LC-ESI-MS/MS. Para isso, foram utiliza-

dos padrões previamente sintetizados no nosso laboratório e bem caracterizados. A compa-

ração do tempo de retenção e da razão m/z, dos padrões com o dos aductos de proteínas,

foi determinante para identificar os resíduos de a.a. modificados e a regioselectividade da

modificação (Esquema II.10).

Noutra abordagem, realizou-se a digestão enzimática das proteínas modificadas a pépti-

dos utilizando a tripsina, seguida de análise por MALDI-TOF-MS. Os fragmentos peptídicos

foram identificados segundo a sua razão m/z, por comparação com valores teóricos de mas-

sa dos péptidos da proteína em estudo, originados por digestões in silico, no programa

Expasy108. Foi realizada por MALDI-TOF-TOF-MS, a fragmentação dos péptidos, com

incremento de massa consistente com a modificação pela CA, e assim, especificou-se a

localização exacta do resíduo modificado na sequência do péptido (Esquema II.10).
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Esquema II.10 - Resumo da aproximação realizada para identificação dos resíduos

modificados nas proteínas/péptido.

Os aductos resultantes da modificação do péptido modelo foram identificados por técni-

cas de MS e de RMN. Deste modo, obteve-se informação adicional, quanto ao resíduo

modificado na sequência proteica.

A reprodutibilidade das análises realizadas, para identificação dos resíduos modificados

nas proteínas, pelas várias técnicas de espectrometria de massa, foi assegurada. Para isso,

as reacções foram repetidas e realizadas novas análises cujos resultados se revelaram

reprodutíveis.

II.7.3 Reacção de CA com o péptido LQQCPF

II.7.3.1 Estudos prévios

Foi investigado o péptido modelo da HSA, LQQCPF, que contém o resíduo mais nucleó-

filico da proteína, a Cys34.63 O péptido foi caracterizado por 1H-RMN (Figura II.19), 13C-

RMN, HSQC (Figura II.20) e por ESI-MS. Os dados espectroscópicos (Tabela II.22), consti-

tuem pontos de partida para a caracterização dos aductos peptídicos das CA. Foi ainda

determinado o tempo de retenção do péptido, tR = 13,2 min, no HPLC semi-preparativo utili-

Proteína Modificada

Análise por LC-ESI-MS/MS

Identificação dos aductos com
a.a., após hidrólise  com pronase

E e LPA , por comparação do
tempo de retenção  e da razão

m/z com padrões bem
caracterizados

Análise por MALDI-TOF-MS

Identificação dos
péptidos, após

hidrólise com  tripsina

Análise por MALDI-TOF-TOF-MS

Identificação dos resíduos de a.a.
modificados e sua localização na

sequência proteica

Determinação
da massa
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zando o programa HPLC-IST-1, que permitiu monitorizar as reacções de modificação com

as CA e respectivas purificações.

A atribuição dos sinais do péptido LQQCPF nos espectros de 1H-RMN e 13C-RMN

(Tabela II.22), foi sustentada pela análise dos resultados obtidos na experiência bidimensio-

nal de HSQC (Figura II.20). Através da análise do espectro de 1H-RMN, atribuiu-se os sinais

com desvios químicos característicos. Assim sendo, foram atribuídos os protões do grupo

metilo terminal do iso-butilo da leucina (Leu), que se apresentam como multipleto a 0,84-

0,86 ppm e o H integrado no multipleto a 1,53-1,99 ppm. Os protões H da Cys, surgem

como multipleto a 2,74-2,76 ppm e o H aparece como tripleto a 4,23 ppm; os protões H e

H da glutamina (Gln) surgem no multipleto a 1,53-1,99 ppm e a 2,24-2,27 ppm, respectiva-

mente. Foram ainda atribuídos os protões Hda fenilalanina (Phe), que surgem como duplo

dupleto a 3,01 e a 3,11 ppm e os protões do anel aromático, que aparecem como multipleto

a 7,18-7,30 ppm. Os respectivos carbonos foram atribuídos por correlação dos sinais de

cada protão no HSQC e os valores obtidos apresentaram-se, dentro dos valores esperados.

No espectro de carbono o sinal a 60,6 ppm foi atribuído ao C, da prolina (Pro), pois tra-

ta-se de um sinal típico deste monómero. No espectro de HSQC a correlação deste carbo-

no, permitiu a atribuição do H no espectro de 1H-RMN, como multipleto a 4,27-4,32 ppm.

Ainda no espectro de HSQC a correlação entre o sinal de cada C da Gln a 53,7 e a 53,9

ppm permitiu a identificação dos respectivos protões a ca. 4,70 ppm, não detectados direc-

tamente no espectro de protão, por se encontrarem na zona de irradiação do sinal da água.

No espectro de 1H-RMN, faltava atribuir na região característica dos CH os sinais do mul-

tipleto a 4,27-4,32 ppm e do tripleto a 3,93 ppm (Figura II.19), e os protões H da Phe e da

Leu. Atribuiu-se o sinal a 4,27-4,32 ppm ao Hda Phe uma vez que este protão é ligeira-

mente mais desblindado que o H da Leu devido à vizinhança do anel aromático Os pro-

tões metilénicos H e H da Pro e H da Leu surgem integrados no multipleto a 1,53-1,99

ppm. Com os dados espectroscópicos que temos não conseguimos distinguir inequivoca-

mente os protões H e H da Pro; seria necessário um HMBC, mas infelizmente não foi pos-

sível adquirir um espectro deste tipo com boa qualidade. Ao analisarmos o HSQC para a

atribuição dos respectivos carbonos, observou-se na correlação entre o sinal a 1,75 ppm e o

respectivo carbono, uma correlação adicional para um protão a 2,08-2,12 ppm, o que evi-

dencia carácter diastereotópico num destes grupos metileno. Os protões metilénicos H da

Pro aparecem como multipletos 3,63-3,67 ppm. Estes protões surgem tipicamente a um

campo mais baixo que a maioria dos protões deste tipo, pois encontram-se adjacentes a um

azoto e muito próximo de um grupo carbonilo. O carbono C da Pro, foi atribuído a 48,1 ppm

através da análise do HSQC.
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Figura II.19 - Espectro de 1H-RMN do péptido LQQCPF.

Figura II.20- Espectro de HSQC do péptido LQQCPF.
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Tabela II.22 - Dados espectroscópicos obtidos para o péptido LQQCPF.

1H-RMN (D2O) δ (ppm) 13
C-RMN (D2O) δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

0,84-0,86 (6H, m, Leu-CH3iBu)

1,53-1,99 (10H, m, 2× Gln-

HLeu-H + Leu-H + Pro-Ha

+ Pro-Ha)

2,08-2,12 (1H, m, Pro-H/b)

2,24-2,27 (4H, m, 2× Gln-H)

2,74-2,76 (2H, m, Cys-H)

3,01 (1H, dd, J = 14,0 Hz e J = 8,4

Hz, Phe-Ha)

3,11 (1H, dd, J = 14,0 Hz e J = 5,8

Hz, Phe-Hb)

3,63-3,67 (2H, m, Pro-H)

3,93 (1H, t, J = 7,1 Hz, Leu-H)

4,23 (1H, t, J = 7,2 Hz, Cys-H)

4,27-4,32 (2H, m, Pro-Hα + Phe-

H),

ca. 4,70 (Gln-H)

7,18-7,30 (5H, m, Phe-HAr)

21,1; 21,6 (2×Leu-CH3iBu)

23,8 (Pro-C/)

24,3 (Leu-C)

24,7 (Cys-C)

26,8 (2×Gln-C)

29,2 (Pro-C)

30,9; 31,0 (2×Gln-C)

36,5 (Phe-C)

39,8 (Leu-C)

48,1 (Pro-C)

51,7 (Leu-C)

52,9 (Phe-C)

53,0 (Cys-C)

53,7; 53,9 (2×Gln-C

60,6 (Pro-C)

127,2 (Phe–CAr4)

128,7; 129,3 (Phe–CAr2,6/3,5)

136,5 (Phe–CAr1)

166,4 (CO)

170,2; 170,4 (2×Gln-CO)

172,5;173,5; 174,8 (3×CO),

177,7 (2x amidaCO)

757

[M + Na]+

735 [MH]+

II.7.3.2 Reacções de modificação de CA

Foi investigada a reacção das catecolamina-quinonas da DA (1), NADA (20), MeDA (38)

e diMeDA (37), na presença do péptido LQQCPF da HSA. Nesse sentido, as CA foram oxi-

dadas, com mushroom tyrosinase, de forma a gerar a respectiva o-quinona e 2 eq. do pépti-

do modelo foram adicionados. As reacções permaneceram sob agitação à t.a. durante 3 h.

Os produtos foram isolados por HPLC semi-preparativo, utilizando o programa HPLC-IST-1

e analisados por MALDI-TOF-MS, ESI-MS e RMN.
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A análise do péptido modificado pelas CA quinonas, envolveu a utilização da metodolo-

gia descrita na análise do péptido não modificado. Sendo assim, na presente secção são

apenas pormenorizadas as observações relevantes para a caracterização do resíduo modi-

ficado.

Da reacção de modificação da NADA-quinona com o péptido modelo, a análise de HPLC

da mistura reaccional evidenciou a formação de uma espécie nova e maioritária a 13,3 min,

com max de 255 e 294 nm, evidenciando uma aromaticidade típica de aducto com um resí-

duo de cisteína ligado ao anel aromático. O composto foi isolado, e caracterizado por 1H-

RMN (Figura II.21), 13C-RMN, HSQC (Figura II.22), MALDI-TOF-MS (Figura II.23), e por ESI-

MS (Tabela II.23).

Uma evidência mais conclusiva sobre a formação do aducto entre o péptido LQQCPF e

NADA, foi obtida através da análise de 1H-RMN (Figura II.21). No espectro, observam-se os

protões típicos da NADA, como o acetilo que surge como singleto, integrado dentro de um

multipleto, a 1,80 ppm e o protão H7 do grupo metileno, que aparece como tripleto a 2,55

ppm. Relativamente ao protão H8, surge integrado no multipleto a 2,83-3,23 ppm. Este pro-

tão no espectro de HSQC correlaciona com o sinal a 40,7 ppm (C8). Os protões aromáticos

da NADA, fundamentais na atribuição deste composto, surgem como singletos a 6,71 e a

6,76 ppm, sendo atribuídos a H6 e a H2, respectivamente. O desvio químico e a multiplici-

dade destes protões, são característicos de um ataque nucleófilo ao C5 do anel aromático

da NADA por um nucleófilo de enxofre, ou seja, o resíduo de Cys do péptido. Esta observa-

ção é consistente com os resultados obtidos nas reacções da NADA com a Cys ou a

NAcCys, (cf. II.3.1 pág. 40). Como atrás referido, identificou-se como compostos maioritários

nestas reacções os aductos 5-Cys-NADA (76) e 5-NAcCys-NADA (21), e observou-se um

perfil característico na zona dos aromáticos nos espectros de 1H-RMN, do mesmo tipo, do

apresentado pelo aducto peptídico.

Ainda no espectro de protão, observam-se alguns sinais cujos desvios químicos apre-

sentam modificações relativamente aos desvios no péptido modelo (Tabela II.22 e Figura

II.19). É o caso dos protões metileno H da Pro e H da Cys, que surgem integrados junta-

mente com os protões H8 e H da Phe, no multipleto a 2,83-3,23 ppm. Devido ao desvio

químico observado nos protões H da Pro, é plausível que a geometria tridimensional do

aducto peptídico, leve a uma orientação destes protões na vizinhança do cone de blindagem

do anel do NADA, ocasionado uma blindagem superior à observada no péptido. Os protões

H da Cys no aducto peptídico aparecem ligeiramente mais desblindados em relação ao

péptido, sendo o desvio químico apresentado consistente com a ligação através do átomo

de enxofre. Os carbonos foram atribuídos através da análise do espectro de HSQC. O C da

Cys foi atribuído a 36,8 ppm por comparação com os valores obtidos nos aductos monomé-
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ricos. O C da Pro, foi atribuído a 34,4 ppm ou a 47,2 ppm, uma vez que, não se conseguiu

distinguir inequivocamente do C da Phe. Os dados espectroscópicos analisados, sugerem

a formação do aducto 5-LQQCPF-NADA (95).

Figura II.21 - Comparação entre os espectros de 1H RMN (D2O) do aducto 5-LQQCPF-NADA (95) e
do péptido LQQCPF.

Figura II.22 - Espectro de HSQC do aducto 5-LQQCPF-NADA (95).
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Tabela II.23 - Dados espectroscópicos obtidos para do aducto 5-LQQCPF-NADA (95).

1H-RMN (D2O) δ (ppm) 13
C-RMN (D2O) δ (ppm)

MS (ESI)
m/z

0,81-0,82 (6H, m, Leu-CH3iBu)

1,56-1,97 [14H, m, 2× Gln-H+

COCH3 (1,80) +Leu-H + 2× Pro-H/

+ Leu-H

2,22-2,26 (4H, m, 2× Gln-H)

2,55 (2H, t, J= 6,8 Hz, H7)

2,83-3,23 (8H, m, Phe-H+Cys-H +

H8 + Pro-H)

3,92-3,94 (1H, m, Leu-Hα)

4,23-4,46 (5H, m, Cys-Hα + Pro-Hα +

Phe-Hα + 2× Gln-Hα)

6,71 (1H, s, H6)

6,76 (1H, s, H2)

7,12-7,23 (5H, m, Phe-HAr)

Estrutura

21,0; 21,1 (2×Leu-CH3iBu)

21,6 (COCH3),

23,8 (Pro-C/),

24,2 (Leu-C),

26,9 (2×Gln-C),

29,1 (Pro-C/),

30,9 (Gln-C),

34,0 (C7),

34,4 (Pro-C/ Phe-C)

36,8 (Cys-C

39,8 (Leu-C),

40,7 (C8)

47,2 (Pro-C/ Phe-C)

51,7 (Leu-Cα),

53,0 (Cys-Cα + Phe-Cα),

54,9 (Gln-Cα

60,6 (Pro-Cα),

117,2 (C6), 126,0 (C2),

126,9 (Phe–CAr4),

128,6; 129,3 (Phe–CAr2,6/3,5)

136,8 (Phe–CAr1),

167,8 (CO),

170,3;172,3 (2×Gln-CO),

172,9; 173,1; 175,8 (CO),

177,5 (3x amidaCO)

950

[M + Na]+

928 [MH]+

Realizou-se o espectro de MALDI-TOF-MS, do aducto peptídico 5-LQQCPF-NADA (95)

(Figura II.23). O pico a m/z de 928, corresponde à adição de uma molécula de NADA ao

péptido, ou seja, o aducto protonado, [MH]+, e os picos a m/z de 950 e 966, aos iões [M +

Na]+ e [M + K]+, respectivamente. O pico a m/z de 559 é um ião y3 (para informação sobre o

significado das siglas a/b/y na nomenclatura de iões de fragmentos peptídicos, consultar a

nota prévia do capítulo II.7), e corresponde à massa de NADA com os resíduos de Cys, Pro

e Phe incorporados (Tabela II.24). Identificou-se o ião y4 a m/z de 687 e o ião b4 a m/z de
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666 (Tabela II.24). Os iões y3, y4 e b4 complementam a informação espectroscópica adquiri-

da, relativamente à identificação da Cys como o resíduo modificado na sequência do pépti-

do. Foi ainda identificado o pico a m/z de 1467, que corresponde ao dímero proveniente do

péptido não modificado.

Figura II.23 - Espectro de MALDI-TOF-MS do aducto 5-LQQCPF-NADA (95).

O ião proveniente do aducto 95 protonado, a m/z de 928, foi sujeito a fragmentação, e

obtido o respectivo espectro de MALDI-TOF-TOF-MS (Figura II.24). Foram identificados os

iões não modificados b2, b3 e y2 a m/z de 242, 370 e 263, respectivamente e os iões modifi-

cados com NADA, b4, y3 e y4, a m/z de 666, 559 e 687, respectivamente (Tabela II.24). O

incremento de massa observado nos iões b4 e y3, comprova uma vez mais, a modificação no

resíduo de Cys.
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Figura II.24 - Espectro de MALDI-TOF-TOF-MS do ião a m/z de 928, correspondente ao

aducto 5-LQQCPF-NADA (95) protonado.

Tabela II.24 - Análise de MALDI-TOF-TOF-MS do péptido LQQCPF modificado com NADA.

Sequência peptídica
L Q Q C P F

ião 1 2 3 4 5 6

b 114 242 370 666 764 910

y 166 263 559 687 816 928
Os iões identificados no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.

À semelhança do que havia sido efectuado com a reacção da NADA com o péptido

modelo, os aductos das reacções de modificação do péptido com a DA, a MeDA e a diMe-

DA, foram isolados no HPLC semi-preparativo, seguidos de análise por 1H-RMN e ESI-MS

(Tabela II.25). Assim sendo, da reacção da DA foram isolados dois produtos, o 2-LQQCPF-

DA (96) com tR de 9,8 min e max de 257 e 293 nm e 5-LQQCPF-DA (97) com tR 10,3 min e

max 256 e 293 nm. Relativamente às reacções de modificação do péptido com os metaboli-

tos do ecstasy MeDA, diMeDA, foram isolados dois compostos, o 5-LQQCPF-MeDA (98)

com tR de 10,5 min e max de 256 e 294 nm, e o 5-LQQCPF-diMeDA (99) com tR = 10,6 min

com max 256 e 294 nm. A caracterização dos aductos foi realizada por 1H-RMN, e ESI-MS e
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os dados espectroscópicos obtidos estão apresentados na Tabela II.25. A atribuição dos

sinais nos espectros de 1H-RMN dos aductos peptídicos 96, 97, 98 e 99 (Tabela II.25), foi

efectuada recorrendo à atribuição realizada para o péptido não modificado e para o aducto

5-LQQCPF-NADA (95), (Tabela II.22 e Tabela II.23). Os espectros de 1H-RMN dos aductos

peptídicos 96, 97, 98 e 99, apresentam o mesmo tipo de perfil espectroscópico (Figura

II.25). Assim sendo, os protões referentes às CA, H7 e H8, aparecem integrados num multi-

pleto a ca. de 2,82-3,35 ppm. Nos espectros dos produtos da MeDA e diMeDA, são obser-

vados os sinais dos protões H9 do grupo metilo num multipleto, a ca. 1,20-1,22 ppm. A pre-

sença do grupo metilo ligado ao grupo amina na diMeDA é identificada pelo singleto a 2,74

ppm. Relativamente aos protões aromáticos, determinantes para a atribuição da estrutura, à

semelhança do efectuado no espectro de 1H-RMN do composto 5-LQQCPF-NADA (95)

foram detectados como singleto a ca. de 6,73 e 6,87 ppm, sendo por isso atribuídos a H6 e

H2, respectivamente, e aos aductos em 5 da DA, MeDA e diMeDA. No entanto, na reacção

da DA foi ainda isolado um aducto com tR de 9,8 min, cujo espectro de 1H-RMN (Figura

II.25), apresenta na zona aromática dois dupletos com desvios químicos de 6,73 e 6,86

ppm, e constantes de acoplamento de J= 8,2 Hz e J= 7,9 Hz, típicas de um acoplamento

orto, sendo por isso atribuídos a H6 e H5, respectivamente, concordante com a presença do

aducto 2-LQQCPF-DA (96). Os desvios químicos dos protões do péptido nos aductos, são

concordantes com os descritos para o composto 5-LQQCPF-NADA (95), e apresentam o

mesmo tipo de modificação relativamente ao péptido modelo, ou seja, os protões H da Pro

e H da Cys surgem integrados no multipleto a ca. 1,50-2,50 ppm (Figura II.25).

No espectro de 1H-RMN do aducto 5-LQQCPF-diMeDA (99), os protões CH3iBu da Leu,

aparecem separados no multipleto a 0,91-1,02 ppm, demonstrando duas orientações dife-

rentes devido a uma menor mobilidade conformacional, relativamente aos restantes aductos

peptídicos caracterizados.
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Tabela II.25 - Dados espectroscópicos obtidos para os aductos 2-LQQCPF-DA (96),

5-LQQCPF-DA (97), 5-LQQCPF-MeDA (98), 5-LQQCPF-diMeDA (99).

Estruturas

Atribuição

1H-RMN (D2O) δ (ppm)
Compostos

96 97 98 99

Leu-CH3iBu

H9

(2× Gln-H+Leu-H + 2× Pro-

H/ + Leu-H + 2× Gln-H)

N-CH3

(H7 + Phe-H+Cys-H

+H8 +Pro-H)

Leu-Hα

(Cys-Hα + Pro-Hα +

Phe-Hα + 2× Gln-Hα)

H6

H5

H2

Phe-HAr

0,81

-

1,56-2,28

-

2,89-3,24

3,93

4,21-4,31

6,73

6,86

-

7,13-7,23

0,84-0,87

-

1,59-2,79

-

2,74-3,25

3,93-3,95

4,25-4,41

6,77

-

6,87

7,12-7,24

0,81-0,83

1,15-1,17

1,31-2,60

-

2,66-3,45

3,93

4,23-4,42

6,73

-

6,83

7,15-7,24

0,91-1,02

1,23-1,27

1,55-2,24

2,74

2,99-3,47

4,04

4,25-4,41

6,84

-

6,89

7,12-7,37

MS (ESI) m/z 909 [M + Na]+

887 [MH]+

925

[M + K]+

909

[M + Na]+

887 [MH]+

901 [MH]+ 915 [MH]+
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Figura II.25 - Comparação entre os espectros de 1H RMN (D2O) dos aductos 2-LQQCPF-DA (96),

5-LQQCPF-DA (97), 5-LQQCPF-MeDA (98) e 5-LQQCPF-diMeDA (99) e o péptido LQQCPF.

Nas reacções de modificação do péptido com as catecolamina quinonas da MeDA e da

diMeDA, foram ainda isolados por HPLC dois aductos, com tR de 10,2 min e 9,9 min, respec-

tivamente, que apresentavam max de 256 e 293 nm, típico de uma modificação por um resí-

duo de cisteína ao anel aromático. O perfil cromatográfico observado na purificação destes

compostos é semelhante ao apresentado na reacção do péptido com a DA, onde o aducto

2-LQQCPF-DA (96) foi purificado com o tR de 9,8 min. Os compostos foram analisados por
1H-RMN, mas a quantidade reduzida de cada composto não permitiu a aquisição de um

espectro com qualidade suficiente para a atribuição das estruturas. No entanto, através da

análise de ESI-MS, obteve-se evidência da formação dos aductos peptídicos com a MeDA e

a diMeDA, uma vez que os espectros apresentam um sinal com m/z 901 e 915, respectiva-

mente, compatível com a massa do aducto protonado. Contudo os dados espectroscópicos
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obtidos são insuficientes para a atribuição das estruturas destas moléculas, que muito pro-

vavelmente resultam de um ataque do resíduo de Cys do péptido ao carbono 2 do anel aro-

mático da CA, devido às semelhanças observadas no tR entre estes aductos e o composto

96.

Os rendimentos das reacções de modificação do péptido com as catecolaminas, NADA,

DA, MeDA e diMeDA, foram cerca de 50 %, no entanto é plausível que possam ser melho-

rados com a optimização das reacções.

II.7.3.3 Em Resumo:

Da reacção de modificação do péptido LQQCPF com as CA-quinonas geradas enzi-

maticamente, foram isolados por HPLC sete aductos peptídicos. O composto 5-

LQQCPF-NADA (95) foi caracterizado por MALDI-TOF-MS, ESI-MS, 1H-RMN, 13C-

RMN e HSQC, e os produtos 2-LQQCPF-DA (96), 5-LQQCPF-DA (97), 5-LQQCPF-

MeDA (98) e 5-LQQCPF-diMeDA (99) por ESI-MS e 1H-RMN. Relativamente aos

restantes dois compostos foram analisados por ESI-MS, que confirmou ter ocorrido

reacção, sendo as estruturas atribuídas a possíveis aductos em dois por comparação

quer do perfil do espectro de UV quer do tR com o aducto 2-LQQCPF-DA (96).

Verificou-se nas diversas reacções de modificação do péptido um perfil cromatográfi-

co análogo, e uma regioselectividade semelhante nos aductos peptídicos.

A caracterização do péptido modelo por 1H-RMN, 13C-RMN, e HSQC foi fundamental

para a caracterização dos produtos 95, 96, 97, 98 e 99. Em comparação com o pép-

tido não modificado, as alterações mais significativas ocorreram nos desvios quími-

cos dos protões metileno H da Pro e Hda Cys.
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II.7.4 Determinação da massa intacta das proteínas modificadas HSA, Hb,
hhMb por MALDI-TOF-MS

II.7.4.1 Análise de massa intacta da HSA

A primeira aproximação para a modificação da HSA in vitro com NADA-quinona oxidada

por mushroom tyrosinase, teve como base as reacções de modificação com 12-mesiloxi-

NVP (51) realizadas por Antunes et al..72 Assim sendo, 10 mg de HSA foram incubados com

5 mg de NADA-quinona, em condições fisiológicas durante a noite, e obteve-se o espectro

de MALDI-TOF-MS (Figura II.26b). A extensão de modificação da proteína, foi determinada

por subtracção da massa intacta da proteína modificada (Figura II.26b) e nativa (Figura

II.26a), atribuídas pelos respectivos espectros de MALDI-TOF-MS, realizados nas mesmas

condições. Para o efeito, no espectro de MALDI-TOF-MS da HSA (Figura II.26a), observa-

ram-se dois picos com m/z de 66572 e 33331 Da, que correspondem à molécula protonada

(+1) e diprotonada (+2).

Figura II.26 - Espectro de MALDI-TOF-MS da a) HSA não modificada e b) modificada, numa razão

NADA-quinona/HSA de 1:2.

No espectro de MALDI-TOF-MS da proteína modificada (Figura II.26b), foi observado um

pico de massa 72866 m/z, referente à espécie protonada, que corresponde ao incremento

de 6294 Da, em relação à massa da HSA nativa (66572 m/z). Isto equivale a trinta e dois

resíduos de a.a. modificados por mg de proteína, uma vez que a massa da NADA

(C10H12NO3) é 194 Da. Uma vez que a HSA possui uma Cys livre muito reactiva,63 esperava-

se que este fosse um resíduo modificado, no entanto, a elevada taxa de modificação obtida

indica que ocorreu modificação em muitos outros resíduos da HSA.

De modo a obter uma menor taxa de modificação da HSA, fez-se reagir 10 mg de HSA

com diferentes quantidades de NADA-quinona, gerada enzimaticamente. Assim sendo, a
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razão NADA-quinona/HSA utilizada nos ensaios foi de 1:4, 1:10 e 1:20. Os espectros de

MALDI-TOF-MS estão apresentados na Figura II.27 e a taxa de resíduos modificados na

Tabela II.26.

Figura II.27 - Espectros de MALDI-TOF-MS da HSA modificada com diferentes concentrações de

NADA-quinona gerada por mushroom tyrosinase. A razão NADA-quinona/HSA foi de:

a) 1:4, b) 1:10 e c) 1:20.

Tabela II.26 - Massa intacta da HSA modificada por diferentes quantidades de NADA-quinona,

usando tyrosinase como oxidante.

NADA-HSA aductos

razão
NADA/HSA

massa
(obs.)/(m/z)

incremento
de massa

resíduos de a.a.
modificados

1:2 72866 6294 32

1:4 70823 4251 21

1:10 68519 1947 9

1:20 67873 1301 6

Pela análise dos espectros de MALDI-TOF-MS das Figura II.26b e Figura II.27, verifica-

mos uma relação de dose-efeito entre a quantidade de NADA-quinona usada por mg de

proteína e a extensão de HSA modificada. O grau de modificação da HSA diminui com a

quantidade de quinona. No ensaio com uma razão NADA-quinona/HSA de 1:20, obteve-se

uma taxa de modificação na ordem dos seis resíduos, bastante aceitável para realizar hidró-

lise enzimática e identificar os alvos alterados na proteína, proporção esta a utilizada em

futuros ensaios. Na verdade uma modificação excessiva da proteína poderia afectar a efi-

ciência da hidrólise subsequente, por afectar a capacidade de reconhecimento dos resíduos

por parte das hidrolases.
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A relação de dependência entre a quantidade de NADA-quinona usada por mg de pro-

teína e o grau de modificação da HSA, foi também observada quando a quinona foi formada

pelo oxidante químico, NaIO4, Tabela II.27.

Tabela II.27 - Análise de massa intacta da HSA modificada por NADA, usando NaIO4 como oxidante.

NADA-HSA aductos

razão
NADA/HSA

massa
(obs.)/(m/z)

incremento
de massa

resíduos de a.a.
modificados

1:2 77289 10717 54

1:20 68902 2330 11

Ao compararmos as reacções de modificação da HSA, usando a mesma quantidade da

NADA, com diferentes oxidantes (NaIO4 e mushroom tyrosinase), verificamos que a exten-

são de modificação da HSA é superior no caso do oxidante químico (Tabela II.26 e Tabela

II.27). Possivelmente devido ao mecanismo das oxidações ser diferente, uma vez que a oxi-

dação NADA a NADA-quinona é um processo de transferência de dois electrões, que pode

ocorrer num só passo (tyrosinase) ou em duas oxidações sucessivas com transferência de

um electrão (NaIO4). Nos estudos por nós desenvolvidos, sobre as reacções de CA com

estes oxidantes e os bionucleófilos de enxofre, verificámos que o NaIO4 segue um meca-

nismo radicalar, com formação do radical semi-quinona, que possibilita uma série de outras

reacções.31

Foram posteriormente estudadas outras CA para a modificação da HSA, numa razão

electrófilo/HSA de 1:20, visto ter sido a proporção mais adequada como acima descrito.

Especificamente, foram estudadas a quinona da DA (1) e dos metabolitos do Ecstasy, MeDA

(38) e diMeDA (37), geradas por oxidação enzimática. A análise do espectro de MALDI-

TOF-MS da reacção com 1 revelou um incremento de massa de 58 Da relativamente à

massa da HSA nativa, inferior à massa da DA (152 Da). Verificamos que, nenhuma molécu-

la de DA está covalentemente ligada à proteína. Houve possivelmente a formação de polí-

meros, aquando a oxidação da DA, uma vez que a cor da reacção mudou de vermelho (o-

quinona) para preto (cor característica dos polímeros de melanina), e deste modo, não exis-

te em solução DA livre para reagir com a proteína. Além disso, estes compostos podem ain-

da ter danificado a proteína. No entanto, para os metabolitos MeDA (38) e diMeDA (37),

verificou-se um incremento de massa de 334 e 360 Da respectivamente, em relação à mas-

sa da HSA não modificada, correspondendo a uma média de dois resíduos de a.a modifica-

dos por molécula de proteína (Figura II.28).
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Figura II.28 - Espectros de MALDI-TOF-MS da HSA modificada com os metabolitos do Ecstasy

a) MeDA, b) diMeDA.

Ao compararmos a taxa de modificação da HSA com os metabolitos MeDA e diMeDA,

com a obtida com NADA na mesma proporção (2 versus 6), verificamos que os metabolitos

são menos reactivos. Esta observação é consistente com os menores rendimentos obtidos

para a reacção de MeDA e diMeDA com os a.a. Cys e NAcHis, quando comparados com os

rendimentos obtidos para as mesmas reacções quando se utilizou NADA.

II.7.4.2 Análise de massa intacta da Hb

A Hb é uma proteína complexa, com duas subunidades  e 

com massa molecular distinta.79, 81 Na Figura II.29, está representa-

do o espectro de massa da Hb não modificada, onde podemos

observar, dois picos maioritários de m/z 15124 e 15865 Da, corres-

pondentes à massa da cadeia  e , respectivamente e de acordo,

com os valores apresentados na literatura.82, 83 Para controlo foi

realizado o espectro de massa da apohemoglobina (apoHb), e os

valores obtidos apresentaram-se, como esperado, dentro da ordem

de grandeza dos valores da Hb.
Figura II.29 - Espectro de MALDI-TOF-MS da Hb.

Os espectros de massa intacta das reacções de modificação da Hb com NADA-quinona,

mostram o aparecimento de uma série de novos picos, que correspondem a modificações

na cadeia  e . Com o objectivo de avaliar a proporção mais adequada para estudos de

hidrólise subsequentes e verificar a influência da concentração da quinona no grau de modi-
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ficação da proteína, foram realizados ensaios de modificação da Hb com diferentes concen-

trações de NADA-quinona gerada por tyrosinase. Os ensaios foram efectuados numa pro-

porção de NADA-quinona /Hb de 1:2, 1:4, 1:10 e 1:20 (Figura II.30).

Figura II.30 - Espectros de MALDI-TOF-MS da modificada Hb com NADA-quinona numa

razão (NADA/Hb), de: a)1:2 b) 1:4, c) 1:10, e d) 1:20.

Na reacção entre a NADA-quinona e Hb, realizada numa razão de 1:2, foram observa-

dos no espectro de massa (Figura II.30a), picos com m/z de 15318 e 15419 Da, que corres-

pondem à adição de uma molécula de NADA na cadeia  e picos com m/z de 15511, 15705

e 15893 Da, que correspondem à incorporação de duas e três moléculas de NADA, respec-

tivamente na mesma cadeia. Relativamente à cadeia , foram obtidos os picos com m/z de

16248, 16294, 16417, que correspondem à adição de duas moléculas de NADA e os picos

16447, 16464, 16619 e 16639 Da, que correspondem à adição de três moléculas de NADA.

Na Figura II.30a, estão apresentados alguns dos picos mencionados, os picos maioritários.

Pela análise dos espectros da Figura II.30a-d, verificamos que a extensão de modifica-

ção na cadeia  da Hb é sempre superior à da cadeia  Ou seja, a quinona apresenta

maior tendência para modificar resíduos de a.a. da cadeia , possivelmente porque esta

cadeia possui dois resíduos de cisteína com o grupo tiol livre, enquanto que, a cadeia 

possui um resíduo.79, 81 A Tabela II.28, apresenta a média de a.a. modificados na Hb pelas

diferentes concentrações de NADA-quinona.
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Tabela II.28 - Taxa de resíduos de a.a. modificados na cadeia  e  da Hb, utilizando diferentes

proporções de NADA-quinona.

taxa de resíduos modificados
razão NADA/Hb Hb- Hb-

1:2 1-3 2-3

1:4 - 3-6

1:10 1-3 1-5

1:20 - 2-5

As análises de massa intacta da Hb modificada com NADA numa razão de 1:2 e 1:20,

usando NaIO4 como oxidante, revelaram uma taxa de modificação de 7 resíduos e de 4 (Hb-

) e 1-19 (Hb-), respectivamente.

II.7.4.3 Análise de massa intacta da hhMb

O espectro de MALDI-TOF-MS da hhMb, apresenta um único pico de massa m/z 16954

(Figura II.31a), muito próxima da massa apresentada na literatura, m/z 16948.90 Foi também

realizado o espectro de massa da apohhMb (apomioglobina), cujos valores obtidos apresen-

taram-se numa proporção consistente com os da hhMb.

Para modificação de hhMb com NADA-quinona oxidada enzimaticamente, a proporção

electrófilo/proteína utilizada foi de 1:2. O espectro resultante, exibe o pico da hhMb não

modificada e uma série de novos picos, que correspondem à incorporação de 1-6 moléculas

de NADA em resíduos da proteína (Figura II.31b).

Tabela II.29 - Legenda da Figura II.31b.

Legenda m/z

1 16954

2 17153

3 17341

4 17534

5 17719

6 17923

7 18091

Figura II.31 - Espectros de MALDI-TOF-MS da a) hhMb, e b) hhMb modificada.
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Realizou-se a modificação da hhMb utilizando NaIO4 como oxidante da NADA, e obteve-

se o respectivo espectro de MALDI-TOF-MS. Ocorreu a adição de 1 a 5 moléculas de NADA

à hhMb. Este resultado revelou-se muito semelhante ao acima descrito para a reacção com

tyrosinase. Contudo, para determinar se os resíduos modificados são os mesmos será

necessário aplicar outras estratégias. É interessante notar que a hhMb, não possui resíduos

de cisteína livre, e que nas modificações com DA, descritas na literatura, foram identificados

resíduos de histidina e lisina modificados.31

II.7.4.4 Em Resumo:

A análise de massa intacta das proteínas HSA, Hb e hhMb modificadas com NADA

quinona, indica que ocorreu modificação covalente.

Os espectros de MALDI-TOF-MS obtidos após na modificação das proteínas HSA/

Hb/ hhMb com NADA quinona, mostraram um número mais elevado de moléculas de

NADA incorporadas na HSA, revelando uma maior tendência desta proteína para

reagir com a espécie electrófilica.

Nas reacções de modificação da HSA com as CA quinonas da NADA, MeDA e

diMeDA, para a mesma concentração de proteína/electrófilo verificou-se na reacção

da NADA quinona, um maior número de resíduos modificados, indicando uma maior

eficiência deste electrófio. Dada a semelhança estrutural entre os electrófilos, a dife-

rença de eficiência observada poderá estar relacionada com o maior impedimento

estereoquímico nos electrófilos metilados.

Ao compararmos as reacções de modificação da HSA, usando os oxidantes NaIO4

ou tyrosinase, e a mesma quantidade da NADA, verificamos que a extensão de

modificação da HSA é superior no caso do oxidante químico.

O grau de modificação da hhMb, utilizando os oxidantes NaIO4 ou mushroom tyrosi-

nase, e com quantidade de NADA idêntica, revelou-se muito semelhante.
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II.7.5 Identificação dos aductos peptídicos por MALDI-TOF-TOF-MS

Para identificação dos resíduos modificados nas proteínas foi adoptada a seguinte apro-

ximação, (i) no serviço de espectrometria de massa da Faculdade Nova de Lisboa, efectuou-

se a digestão com a tripsina das proteínas nativas, HSA, Hb e hhMb a péptidos, e os res-

pectivos espectros de MALDI-TOF-MS. Realizou-se ainda a identificação dos péptidos, no

motor de busca Mascot,126 por comparação dos valores de m/z experimentais e teóricos

existentes em programas de bases de dados, como o SwissProt. Os resultados obtidos

permitiram confirmar a identidade das proteínas e verificar a eficiência das hidrólises. (ii) O

mesmo procedimento foi realizado para as proteínas modificadas. (iii) A identificação dos

péptidos modificados envolveu a comparação entre os espectros de MALDI-TOF-MS das

proteínas nativas e modificadas. A presença de novos picos, no espectro da proteína modifi-

cada, foi atribuída a possíveis aductos peptídicos. (iv) Os valores de m/z dos prováveis

aductos peptídicos, foram analisados admitindo um incremento de massa consistente com a

modificação pelo electrófilo, e comparados com a massa teórica de péptidos originados por

digestões in silico da proteína em estudo, no programa de pesquisa de base de dados

Expasy108. (v) Os potenciais aductos peptídicos foram seleccionados para fragmentação por

MALDI-TOF-TOF-MS, de modo a especificar a localização exacta do resíduo modificado na

sequência do péptido; permitindo a sua identificação inequívoca.

II.7.5.1 Identificação dos péptidos por MALDI-TOF-TOF-MS das proteínas HSA,
Hb e hhMb

As proteínas HSA, Hb e hhMb foram hidrolisadas aos péptidos, por digestão com a trip-

sina, e obtidos os respectivos espectros de MALDI-TOF-MS (Figura II.32). Realizou-se ainda

a identificação dos péptidos utilizando o motor de busca Mascot e o programa de base de

dados SwissProt (Tabela II.30, Tabela II.31 e Tabela II.32). Na HSA, foram identificados, 47

péptidos (Tabela II.30), o correspondente a 63 % da sequência da proteína, enquanto na

Hb, foram identificados, 13 péptidos (Tabela II.31), o correspondente a 76 % da sequência

da proteína, e na hhMb, 15 péptidos (Tabela II.32), o correspondente a 81 % da proteína.
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Figura II.32 - Espectros de MALDI-TOF-MS das proteínas HSA, Hb e hhMb hidrolisadas a péptidos

com a tripsina. (a) Região do espectro da HSA, entre os 600 e os 2920 m/z. (b) Região do espectro

da Hb, entre os 600 e os 2340 m/z. (c) Região do espectro da hhMb, entre os 600 e os 2050 m/z.
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Tabela II.30 - Péptidos da HSA identificados.

Posição
Sequência

HSA
Massateo

(Da)
Massaobs

(Da)

29 - 34 SEVAHR 697,4 698,4

35 - 44 FKDLGEENFK 1225,6 1226,7

66 - 75 LVNEVTEFAK 1148,6 1149,7

89 - 97 SLHTLFGDK 1016,5 1017,6

98 - 105 LCTVATLR 932,5 933,6

106 - 117 ETYGEMADCCAK 1433,5 1434,6

106 - 117 ETYGEMADCCAKª 1449,5 1450,4

118 - 130 QEPERNECFLQHK 1713,9 1714,9

123 - 130 NECFLQHK 1074,4 1075,6

123 - 138 NECFLQHKDDNPNLPR 1995,9 1997,1

131 - 138 DDNPNLPR 939,4 940,5

139 - 160 LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLK 2649,3 2650,4

139 - 161 LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKK 2777,4 2778,5

161 - 168 KYLYEIAR 1054,6 1055,7

162 - 168 YLYEIAR 926,5 927,6

170 - 183 HPYFYAPELLFFAK 1741,9 1743,0

170 - 184 HPYFYAPELLFFAKR 1897,9 1899,1

187 - 198 AAFTECCQAADK 1370,5 1371,7

206 - 214 LDELRDEGK 1073,5 1074,6

224 - 233 CASLQKFGER 1194,6 1195,6

237 - 246 AWAVARLSQR 1156,6 1157,7

265 - 281 VHTECCHGDLLECADDR 2085,8 2086,9

265 - 286 VHTECCHGDLLECADDRADLAK 2584,1 2585,3

287 - 298 YICENQDSISSK 1442,6 1443,8

287 - 300 YICENQDSISSKLK 1683,8 1684,9

299 - 310 LKECCEKPLLEK 1545,7 1546,9

301 - 310 ECCEKPLLEK 1304,6 1305,7

342 - 347 NYAEAK 694,3 695,4

361 - 372 RHPDYSVVLLLR 1466,8 1467,9

362 - 372 HPDYSVVLLLR 1310,7 1311,8

362 - 375 HPDYSVVLLLRLAK 1622,9 1623,9

376 - 383 TYETTLEK 983,5 984,6

384 - 396 CCAAADPHECYAK 1551,5 1552,7
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Posição
Sequência

HSA (continuação)
Massateo

(Da)
Massaobs

(Da)

397 - 413 VFDEFKPLVEEPQNLIK 2044,1 2045,3

414 - 426 QNCELFEQLGEYK 1656,7 1657,9

427 - 434 FQNALLVR 959,6 960,6

438 - 452 KVPQVSTPTLVEVSR 1638,9 1640,1

439 - 452 VPQVSTPTLVEVSR 1510,8 1511,9

509 - 524 RPCFSALEVDETYVPK 1909,9 1911,1

525 - 543 EFNAETFTFHADICTLSEK 2259,0 2260,2

525 - 545 EFNAETFTFHADICTLSEKER 2544,2 2545,3

544 - 548 ERQIK 672,4 673,4

549 - 558 KQTALVELVK 1127,7 1128,8

500 - 508 CCTESLVNR 1137,5 1138,6

550 - 558 QTALVELVK 999,6 1000,7

570 - 581 AVMDDFAAFVEK 1341,6 1342,7

585 - 597 ADDKETCFAEEGK 1498,6 1499,8

ª Oxidação

Tabela II.31 - Péptidos da Hb identificados.

Posição
Sequência

Hb
Massateo

(Da)
Massaobs

(Da)

1 – 18 MVHLTPEEKSAVTALWGK 1996,0 1997,1

2 – 9 VHLTPEEK 951,5 952,6

10 – 18 SAVTALWGK 931,5 932,6

19 – 31 VNVDEVGGEALGR 1313,7 1314,7

32 – 41 LLVVYPWTQR 1273,7 1274,8

42 – 60 FFESFGDLSTPDAVMGNPK 2057,9 2059,1

42 – 60 FFESFGDLSTPDAVMGNPKª 2073,9 2075,1

42 – 62 FFESFGDLSTPDAVMGNPKVK 2285,1 2286,5

67 – 83 KVLGAFSDGLAHLDNLK 1796,9 1798,1

68 – 83 VLGAFSDGLAHLDNLK 1668,9 1669,9

84 – 96 GTFATLSELHCDK 1477,7 1478,8

97 - 105 LHVDPENFR 1125,6 1126,6

122 - 133 EFTPPVQAAYQK 1377,7 1378,8

ª Oxidação
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Tabela II.32 - Péptidos da hhMb identificados.

Posição
Sequência

hhMb
Massateo

(Da)
Massaobs

(Da)

2 - 17 GLSDGEWQQVLNVWGK 1814,8 1815,9

18 - 32 VEADIAGHGQEVLIR 1605,8 1606,9

33 - 43 LFTGHPETLEK 1270,6 1271,7

33 - 46 LFTGHPETLEKFDK 1660,8 1661,9

44 - 48 FDKFK 683,4 684,4

65 - 78 HGTVVLTALGGILK 1377,8 1378,9

65 - 79 HGTVVLTALGGILKK 1505,9 1506,9

80 - 97 KGHHEAELKPLAQSHATK 1981,0 1982,1

81 - 97 GHHEAELKPLAQSHATK 1852,9 1854,0

104 - 119 YLEFISDAIIHVLHSK 1884,0 1885,1

120 - 134 HPGDFGADAQGAMTK 1501,7 1502,7

120 - 134 HPGDFGADAQGAMTKª 1517,7 1518,7

135 - 140 ALELFR 747,4 748,5

147 - 154 YKELGFQG 940,5 941,5

149 - 154 ELGFQG 649,3 650,3

ª Oxidação

II.7.5.2 Modificação da HSA, Hb e hhMb com NADA, numa razão
NADA/proteína 1:2

As proteínas HSA, Hb e hhMb foram modificadas com NADA, numa razão

NADA/proteína 1:2, sendo a quinona, gerada com mushroom tyrosinase (Ensaio: “Proteína-

A”) ou com NaIO4 (Ensaio: “Proteína-B”). Após digestão com a tripsina, realizou-se os

espectros de MALDI-TOF-MS, e no motor de busca Mascot, foram identificados os péptidos

que não sofreram modificação.

Foram efectuadas duas condições de hidrólise com a tripsina (Tabela II.33). Na digestão

enzimática clássica (cf. secção III.17.1.1 pág. 191), realizou-se a redução das cisteínas e

respectiva acetilação, antes de adicionar a tripsina numa razão tripsina/proteína de 1:20. Na

outra hidrólise, não foi realizado qualquer tratamento prévio da amostra antes da adição da

tripsina e a proporção tripsina/proteína utilizada foi de 1:200 (método geral B, cf. secção

III.17.1.1 pág.191).
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Tabela II.33 - Resultados do motor de busca Mascot da HSA, Hb e hhMb não modificadas e modifi-

cadas com NADA, numa razão NADA/proteína 1:2, após hidrólise com a tripsina realizada segundo o

método geral B ou por digestão enzimática clássica (*).

Resultados Mascot

Ensaio Base de
dados

Péptidos
identificados

% de proteína
identificada

HSA* SwissProt 47 63

HSA-A MSDB 22 31

HSA-A* MSDB 22 39

HSA-B proteína não identificada

HSA-B * SwissProt 36 55

Hb SwissProt 16 93

Hb* SwissProt 13 76

Hb-A SwissProt 7 54

Hb-A* proteína não identificada

Hb-B proteína não identificada

Hb-B* proteína não identificada

hhMb SwissProt 17 90

hhMb* SwissProt 15 81

hhMb-A SwissProt 15 77

hhMb-A* SwissProt 15 78

hhMb-B SwissProt 13 84

hhMb-B* SwissProt 15 84

Para a hhMb (Tabela II.33), verificou-se que a eficiência dos dois métodos de hidrólise é

muito semelhante, uma vez que o número de péptidos e a respectiva % de proteína identifi-

cada, são praticamente idênticos. Assim sendo, o tratamento prévio realizado antes da adi-

ção da tripsina na digestão clássica, não é necessário nesta proteína, o que não surpreende

visto que, na sua sequência não existe nenhum resíduo de cisteína. Deste modo, para a

hidrólise a péptidos da hhMb nativa ou modificada por espécies electrófilas o método geral B

é suficiente, sendo frequentemente utilizado por outros autores. 31, 64, 89, 127, 128 A salientar

ainda que a quantidade de enzima utilizada no método geral B foi 10 vezes menor que na

hidrólise enzimática clássica, reforçando a eficiência do método.

Na HSA a tripsinização clássica (Tabela II.33) apresentou resultados mais eficientes do

que o método geral B, dado permitir a quebra das pontes de disulfureto com bloqueamento

dos tióis libertados, que impede a reoxidação. Por esta razão trata-se do método frequente-

mente utilizado para a digestão da HSA modificada por electrófilos reactivos.69, 75
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Relativamente à Hb, os resultados obtidos demonstram que o método geral B revelou-se

ligeiramente mais eficaz que a digestão enzimática clássica. Possivelmente porque o núme-

ro de cisteínas na Hb, uma na cadeia  e duas na cadeia , não justifica o tratamento prévio

antes da tripsinização. Outros autores, também realizaram a digestão da Hb modificada por

BMO (55) ou HHPA (59), segundo este método.82, 83

Nas reacções de modificação da HSA, verificou-se um decréscimo significativo no núme-

ro de péptidos identificados relativamente à proteína nativa (Tabela II.33). Este decréscimo,

resulta possivelmente de uma elevada modificação da proteína, 32 resíduos no ensaio HSA-

A e 54 no ensaio HSA-B (cf. secção II.7.4.1 pág. 91), que provavelmente condicionou a

acção da tripsina, realizando uma hidrólise menos eficiente. Além disso, segundo Aldini et

al. a tripsina não reconhece os resíduos de Lys modificados.74

Nas reacções realizadas com as CA quinonas e os monómeros (por exemplo a Cys, a

Lys e a His), verificamos uma eficiência muito superior do nucleófilo de enxofre em compa-

ração com o azoto. A HSA contém 35 resíduos de cisteína, 34 dos quais em pontes dissulfu-

reto, sendo a única cisteína livre a Cys34,63, 70, 72, 73 frequentemente identificada como resí-

duo modificado por vários tipos de electrófilos.72, 75 Tendo em conta a existência de uma úni-

ca cisteína livre na proteína nativa, foi algo surpreendente a elevada modificação obtida.

Uma possível explicação será a ocorrência de redução nas pontes de disulfureto, tendo em

conta a natureza redox do par quinona/catecol, que terá libertado um número substancial de

átomos de enxofre para ataque nucleófilo. Na Tabela II.34, onde se apresenta os péptidos

da HSA que possivelmente sofreram modificação pela NADA quinona, podemos observar

que muitos possuem resíduos de Cys (por exemplo: CCTESLVNR, CASLQKFGER,

QNCELFEQLGEYK, EFNAETFTFHADICTLSEK), o que vem ao encontro da nossa hipóte-

se. Dado o elevado grau de modificação da proteína, é no entanto plausível que tenha ocor-

rido modificação de outros resíduos.

Na hhMb identificou-se um número de péptidos semelhante, estando a proteína modifi-

cada ou não (Tabela II.33), significando que a modificação da proteína foi pouco extensa.

Para identificação dos péptidos modificados, comparou-se os espectros de MALDI-TOF-

MS das proteínas não modificadas e modificadas (Figura II.33). Nos espectros das proteínas

modificadas, a presença de novos picos com valores de m/z compatíveis com um incremen-

to de massa até 3× 194 Da, foi atribuída a possíveis aductos peptídicos (Tabela II.34). Os

valores de m/z dos prováveis aductos peptídicos, foram comparados com a massa teórica

de péptidos originados por digestões in silico da proteína em estudo, no programa de pes-

quisa de base de dados Expasy108. Foram excluídos da análise, os picos da auto-digestão

da tripsina, com valores de m/z de 842,5, 1045,6, 2211,11, e 2225,1 Da. Foram também
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excuídos os picos da digestão da queratina (um contaminante frequente) com m/z de 973,5,

1033,5, 1179,6; 1265,6; 1277,7; 1302,7; 1316,5; 1332,5; 1357,7; 1383,7; 1475,8 e 2383,9

Da.

Figura II.33 - Espectro de MALDI-TOF-MS dos péptidos das proteínas (a) HSA (b) Hb e

(c) hhMb modificadas com NADA, numa razão NADA/proteína 1:2 e nativas.

Para identificação inequívoca dos potenciais aductos peptídicos apresentados na Tabela

II.34, realizou-se a fragmentação por MALDI-TOF-TOF-MS, possibilitando especificar a loca-

lização exacta do resíduo modificado na sequência peptídica.
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Tabela II.34 - Identificação dos possíveis aductos peptídicos das proteínas HSA, Hb e hhMb com a

NADA.

Ensaio Massaobs

(Da)
Massateo

(Da)
 massa

(Da)
Sequência

HSA-A 867,2 672,4 194,8 ERQIK

1085,6 890,5 195,1 LKCASLQK

1194,7 999,6 195,1 QTALVELVK

1218,5 1024,4 194,1 CCTESLVNR

1277,3 1083,5 193,8 YLYEIARR

1332,6 1138,5 194,1 CASLQKFGER

1852,1 1656,7 195,4 QNCELFEQLGEYK

HSA-B 867,1 672,4 194,7 ERQIK

1085,8 890,5 195,3 LKCASLQK

1126,5 932,5 194,0 LCTVATLR

1154,5 959,6 194,9 FQNALLVR

1277,2 1083,5 193,7 YLYEIARR

1331,6 1137,5 194,1 CCTESLVNR

1536,7 1341,6 195,1 AACLLPKLDELR

1794,9 1600,7 194,2 QNCELFEQLGEYK

1816,9 1622,9 194,0 HPDYSVVLLLRLAK

1851,9 1656,7 195,2 QNCELFEQLGEYK

Hb-A 833,2 639,4 193,8 VKAHGK

1320,6 1126,6 194,0 LHVDPENFR

Hb-B 720,5 526,3 194,2 GHGKK

833,5 639,4 194,1 VKAHGK

1320,7 1126,6 194,1 LHVDPENFR

1365,6 1171,7 193,9 VLSPADKTNVK

1765,9 1571,8 194,1 FLASVSTVLTSKYR

hhMb-A 1071,6 684,3 387,3 FDKFK

1256,2 1062,6 193,6 FDKFKHLK

1329,9 941,5 388,4 YKELGFQG

hhMb-B 2050,1 1661,8 388,3 LFTGHPETLEKFDK

2203,2 1815,9 387,3 GLSDGEWQQVLNVWGK

2241,1 1853,9 387,2 GHHEAELKPLAQSHATK
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Nas reacções de modificação da HSA, os resultados da análise de massa intacta revela-

ram 32 resíduos modificados no ensaio HSA-A e 54 no ensaio HSA-B, e através da compa-

ração dos espectros de MALDI-TOF-MS das proteínas modificadas e nativas, foram identifi-

cados 6 e 10 possíveis péptidos modificados, respectivamente (Tabela II.34). Em ambas as

reacções de modificação da HSA, foi observado um pico com m/z de 940,7 (ião omitido da

Tabela II.34 face ao apresentado), compatível com o aumento de 193,3 Da no péptido com

m/z de 747,4 (ASSAKQR), ou com o péptido da HSA não modificado DDNPNLPR. Este ião

foi sujeito a fragmentação por MALDI-TOF-TOF-MS (Figura II.34). Foram observados

pequenos fragmentos a m/z 175, 317 e 624, potencialmente consistentes com iões y1, b4 e

y3, do péptido ASSAKQR. No entanto, as observações são mais consistentes com uma

fragmentação do péptido não modificado DDNPNLPR, já que foi possível atribuir os iões b2

(m/z 231), b3 (m/z 345), b5 (m/z 556) e b6 (m/z 669) e os iões y1 (m/z 175), y5 (m/z 596), y6

(m/z 710), e y7 (m/z 825), (Tabela II.35), com uma intensidade substancial. Pelo número de

fragmentos identificados e pela intensidade dos mesmos, conclui-se que o pico com m/z de

940,7 corresponde ao péptido não modificado, DDNPNLPR. Em resultado do exposto, o

pico com valor de m/z de 940,7 foi omitido da Tabela II.34.

Figura II.34 - Espectro de MS/MS do péptido da HSA não modificado, DDNPNLPR, com os

respectivos fragmentos peptídicos a preto. A verde os iões b/y do possível péptido

modificado da HSA, ASSAKQR.
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Tabela II.35 - Análise de MALDI-TOF-TOF-MS do péptido da HSA, DDNPNLPR.

Sequência peptídica
D D N P N L P R

ião 1 2 3 4 5 6 7 8

b 116 231 345 442 556 669 766 922

y 175 272 385 499 596 710 825 940
Os iões identificados no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.

Na Figura II.33a, referente à HSA, verificamos que no espectro da proteína modificada,

surgem dois novos picos com m/z de 1794,9 e 1851,9 com um incremento de massa de ca.

194 Da, compatível com a modificação pela NADA. A modificação foi atribuída aos péptidos

com valores de m/z de 1600,7 e 1656,7, respectivamente, com a seguinte sequência peptí-

dica de QNCELFEQLGEYK e QNC*ELFEQLGEYK (C*- artefacto resultante da reacção da

cisteína com a iodoacetamida durante o processo pré -tripsinização). Para identificação ine-

quívoca dos péptidos modificados, tentou-se a fragmentação por MALDI-TOF-TOF-MS dos

picos com m/z de 1794,9 e 1851,9, mas a análise foi inconclusiva. Tendo em atenção que a

eficiência do processo de fragmentação foi confirmada pela análise do péptido, acima des-

crita, é plausível que a baixa intensidade dos péptidos modificados tenha inviabilizado a

obtenção de resultados inequívocos.

No espectro de MALDI-TOF-MS da Hb modificada (Figura II.33b), observou-se um novo

pico com m/z de 720,5; que corresponde ao incremento de 194,2 Da no péptido com m/z de

526,3 (GHGKK). Na Figura II.33c, referente à modificação da hhMb, o espectro mostra um

novo pico com m/z de 1071,6; correspondente ao aumento de 387,3 Da em relação ao pép-

tido FDKFK, com m/z de 684,3; ou seja muito provavelmente duas moléculas de NADA

foram adicionadas. Ambos os iões (m/z 720,5 e 1071,6) foram sujeitos a fragmentação por

MALDI-TOF-TOF-MS (Figura II.35 e Figura II.36).
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Figura II.35 - Espectro de MS/MS do péptido da Hb modificado, GHGKK.

No espectro de MS/MS do pico da Hb com m/z de 720,5; compatível com a modificação

do péptido GHGKK, na posição 57-61 da Hb-, identificaram-se os iões não modificados y2

(m/z 275) e y3 (m/z 333) e os iões modificados com NADA, b2 (m/z 389), b4 (m/z 573) e y4

(m/z 663), (Tabela II.36). O resíduo de Gly59 e ambos os resíduos de Lys60 e 61, não sofre-

ram modificação, pois não se observa um aumento de massa em y2 e y3. No entanto, o ião

y4 apresenta um incremento de massa compatível com a modificação com NADA, sugerindo

que a modificação ocorreu no resíduo de His58. Esta observação é suportada pela identifi-

cação do ião b2 modificado, no resíduo de His58, concluindo-se que o péptido GHGKK foi

modificado no resíduo de histidina.

Tabela II.36 - Análise de MALDI-TOF-TOF-MS do péptido modificado da Hb-, GH(NADA)GKK.

Sequência peptídica
G H G K K

ião 1 2 3 4 5

b 58 389 445 573 702

y 147 275 333 663 720
Os iões identificados no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.
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A Figura II.36, apresenta o espectro de MALDI-TOF-TOF-MS do ião com m/z de 1071,6;

compatível com uma adição de duas moléculas de NADA no péptido FDKFK, na posição 43-

47 da hhMb. Identificou-se o ião y1 não modificado (m/z 147) e o ião y3 modificado (m/z 615)

com uma molécula de NADA, ou seja, uma das espécies de NADA reagiu com o resíduo de

Lys45. A outra espécie, teria necessariamente de reagir no resíduo de Phe43 ou de Asp44,

no entanto, não foram detectados iões com valores de m/z compatíveis. Os dados apresen-

tados sugerem a modificação do péptido FDKFK da hhMb, no resíduo de Lys45, e num dos

resíduos de Phe43 ou de Asp44.

Figura II.36 - Espectro de MS/MS do possível péptido da hhMb modificado, FDKFK.

Tabela II.37 - Análise de MALDI-TOF-TOF-MS do péptido modificado da hhMb, FDKFK.

Sequência peptídica
F D K F K

ião 1 2 3 4 5

b 148/341* 456* 777** 924** 1154

y 147 294 615 730/923** 1072
Os iões identificados no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.

* Ião com incremento de massa de 194 Da. ** Ião com incremento de massa de 2×194 Da.

À semelhança do descrito acima para os iões com m/z de 1794,9 e 1851,9 do ensaio

HSA-B, a maioria das análises de MS/MS dos possíveis péptidos modificados apresentados
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na Tabela II.34, revelou-se inconclusiva, possivelmente devido à baixa intensidade dos pép-

tidos modificados, que inviabilizou a obtenção de fragmentos peptídicos, fundamentais para

uma identificação inequívoca.

No entanto, o espectro de MS/MS do pico com m/z de 720,5; no ensaio Hb-, apresen-

tou um padrão de fragmentação que permitiu a identificação do péptido, GH(NADA)GKK, e

do resíduo modificado, a His58. O mesmo sucedeu com o ião com m/z de 1085,6; no ensaio

HSA-, e o ião com m/z de 1320,8; no ensaio Hb-. No espectro de MS/MS do pico com m/z

de 1085,6; observou-se os iões b1 (m/z 114), b3 (m/z 345), b5 (m/z 503) e b7 (m/z 938) e os

iões y3 (m/z 581), y6 (m/z 842), consistentes com a modificação do péptido LKCASLQK (198-

205). Os iões b7, y3 e y6 apresentam um valor de m/z compatível com um incremento de 194

Da, possivelmente modificados com NADA. Uma vez que, o aumento de massa nos iões b

foi no fragmento b7, a modificação ocorreu no resíduo de Gln204, visto a Leu203 não ser

nucleófila (Tabela II.38).

Tabela II.38 - Análise do péptido modificado LKCASLQK da HSA, no resíduo de Gln204.

Sequência peptídica
L K C A S L Q K

ião 1 2 3 4 5 6 7 8

b 114 242 345 416 503 616/809* 937 1067

y 147 275/468* 581 668 739 842 971 1085
Os iões identificados no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.

* Ião com incremento de massa de194 Da.

O pico com m/z de 1320,8; exibiu no espectro de MALDI-TOF-TOF-MS os fragmentos a

m/z 175, 444, 659 e 1146, consistentes com os iões y1, b2, b4 e b8 do péptido LHVDPENFR,

na posição 96-104 da Hb-. Os fragmentos b2, b4 e b8 apresentam um valor de m/z compatí-

vel com a modificação com NADA, que provavelmente ocorreu no resíduo de His97 (Tabela

II.39).

Tabela II.39 - Análise de MALDI-TOF-TOF-MS péptido da Hb- modificado, LH(NADA)VDPENFR.

Sequência peptídica
L H V D P E N F R

ião 1 2 3 4 5 6 7 8 9

b 114 444 543 659 755 884 998 1146 1302

y 175 322 436 565 662 777 876 1207 1320
Os iões identificados no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.
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Nos ensaios de modificação das proteínas HSA, Hb e hhMb com NADA, numa propor-

ção NADA/proteína 1:2, os resultados obtidos nos espectros de MALDI-TOF-TOF-MS reve-

laram alguns péptidos possivelmente modificados, após comparação com os espectros das

respectivas proteínas nativas. Numa análise mais detalhada, verificou-se que os péptidos

LKCASLQK da HSA, LHVDPENFR da Hb-, GHGKK da Hb- e FDKFK da hhMb apresen-

tavam uma fragmentação compatível com uma modificação por NADA (Tabela II.40).

Tabela II.40 - Sequências peptídicas e resíduos modificados com NADA.

Ensaio Massaobs

(Da)
Sequência Resíduo

modificado

HSA-B 1085,8 LKCASLQK (198-205) Q204

Hb-A 1320,6 LHVDPENFR (96-104; Hb-) H97

Hb-B 720,5 GHGKK (57-61; Hb-) H58

hhMb-A 1071,6 FDKFK (43-47) F43 ou D44 e K45

O péptido LKCASLQK (198-205) modificado com NADA no resíduo de Gln204, foi tam-

bém identificado por Carini e colaboradores, modificado em resultado de reacção com HNE

(49); contudo estes autores verificaram que o aminoácido modificado foi a Lys199, que

sofreu ataque nucleófilo via adição de Michael e formação de base de Schiff.74, 75 É de notar

que na HSA, o resíduo de Lys199 é considerado a par da Cys34 um dos locais mais reacti-

vos para a formação de aductos.75 Não são claras as razões para a ocorrência de ataque

por resíduos tipicamente menos nucleófilos (Gln204), mas não é de excluir que a selectivi-

dade seja determinada por factores de orientação do electrófilo na vizinhança dos aminoáci-

dos em causa.

Nas reacções de modificação da Hb identificou-se o péptido LHVDPENFR (96-104; Hb-

), modificado com uma molécula de NADA no resíduo de His97 e o péptido GHGKK (57-61;

Hb-), modificado no resíduo de His 58. Antunes et al., identificaram um péptido de maiores

dimensões, englobando o resíduo 96-104, [GTFATLSELHCDKLHVDPENFR (83-104; Hb-],

modificado com 12-mesiloxi-NVP (51) no resíduo de Ser89.72 Também, Moll e colaboradores

detectaram modificação do péptido KLHVDPENFR (96-104; Hb-) com BMO (55), embora

não tenham identificado explicitamente o aminoácido modificado.82 Barshteyn et al., caracte-

rizaram o péptido GHGKK (57-61; Hb-), modificado nos resíduos de His58 e Lys60 e Lys

61 com HMVK (56), um derivado metabólico do BMO (55). A salientar que a His58 modifica-

da, foi o mesmo resíduo identificado nas reacções de modificação com NADA.84
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Tanto quanto nos foi possível verificar na literatura sobre reacções de modificação da

hhMb com espécies electrófilas, é a primeira vez que o péptido FDKFK (43-47) é identifica-

do como alvo de modificação, tendo esta ocorrido nos resíduos de Phe43 ou Asp44 e Lys45.

As análises dos espectros de MALDI-TOF-TOF-MS dos péptidos das proteínas HSA, Hb

e hhMb modificadas com NADA, permitiram a identificação de alguns péptidos e resíduos

modificados (Tabela II.34). No entanto, o número de péptidos identificados face ao grau de

modificação das proteínas revelou-se reduzido (Tabela II.40). Foram posteriormente realiza-

dos outros ensaios de modificação das proteínas HSA e Hb utilizando uma menor proporção

de NADA/proteína (1:20). O objectivo foi obter um menor grau de modificação da proteína,

que não dificultasse a acção da tripsina e consequentemente permitisse a identificação dos

péptidos e resíduos modificados.

A modificação da Hb e da hhMb com a DA foi realizada por Diedrich81 e Nicolis31, respec-

tivamente. Contudo, as reacções de modificação da HSA, Hb e hhMb com NADA, são apre-

sentadas pela primeira vez neste trabalho. Os nossos resultados sugerem que a neurotoxi-

cidade associada a estas espécies pode resultar de mecanismos similares envolvendo reac-

ções de proteínas com quinonas.

II.7.5.3 Modificação da HSA, Hb com as CA numa razão CA/proteína 1:20

As proteínas HSA e Hb foram ainda modificadas numa proporção de 1:20. Utilizou-se

como electrófilo a NADA (20), e investigou-se também os metabolitos do Ecstasy MeDA (38)

e diMEDA (37), (Tabela II.41). Segundo a literatura por nós consultada as modificações

apresentadas na Tabela II.41 são referidas pela primeira vez.

Tabela II.41 - Massa intacta das proteínas modificadas numa proporção de 1:20 por CA.

(Ensaio: “Proteína-A”) oxidante mushroom tyrosinase e (Ensaio: “Proteína-B”) oxidante NaIO4

razão CA/Proteína 1:20 Taxa de modificação

NADA/HSA-A 6

NADA/HSA-B 11

MeDA/HSA-A 2

diMeDA/HSA-A 2

NADA/Hb-A 2-5 (Hb-)

Com o objectivo de identificar os a.a. modificados, as proteínas modificadas foram sujei-

tas a hidrólise enzimática clássica pela acção da tripsina, e obtidos os respectivos espectros

de MALDI-TOF-MS. A metodologia realizada para identificação dos aductos peptídicos, foi
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semelhante à realizada para os ensaios anteriores (cf. secção II.7.5.2 pág.102). Na Tabela

II.42 estão apresentados os possíveis péptidos modificados, que para uma atribuição ine-

quívoca foram sujeitos a fragmentação por MALDI-TOF-TOF-MS. Foram ainda identificados

outros iões com razão m/z compatível com a modificação pelas CA, esses iões não constam

na Tabela II.42, uma vez que a sua fragmentação revelou tratarem-se de péptidos não modi-

ficados; no entanto, estão apresentados na Tabela II.43, juntamente com os fragmentos

identificados que permitiram a sua atribuição.

Tabela II.42 - Identificação dos iões com m/z compatível com possíveis aductos peptídicos

das proteínas HSA e Hb modificadas com CA.

CA/Proteína
Massaobs

(Da)
Massateo

(Da)
 massa

(Da)
Sequência

NADA/HSA-A 1575,9 1381,5 194,3 CCAAADPHECYAK

1697,9 1503,9 194,0 AFKAWAVARLSQR

2563,2 2175,0 388,2 EQLKAVMDDFAAFVEKCCK

2585,1 2391,3 193,8 AWAVARLSQRFPKAEFAEVS

K

2650,2 2456,2 194,0 NYAEAKDVFLGMFLYEYARR

NADA/HSA-B 1575,9 1381,5 194,3 CCAAADPHECYAK

MeDA/HSA-A 1639,9 1307,8 332,1 HKPKATKEQLK

1956,2 1623,9 332,3 HPDYSVVLLLRLAK

diMeDA/HSA-A 1681,0 1320,5 360,5 ETYGEMADCCAK

1932,2 1570,7 361,5 ADDKETCFAEEGKK

1956,3 1776,7 179,6 CCKADDKETCFAEEGK

NADA/Hb-A 1126,7 932,5 194,2 SAVTALWGK

Todos os iões apresentados na Tabela II.42, foram sujeitos a fragmentação, contudo

nem todos revelaram fragmentações compatíveis com possíveis aductos peptídicos. A frag-

mentação dos iões 2563,2, 2585,1 e 2650,2; (ensaio NADA/HSA-A), revelou-se inconclusi-

va, devido à baixa intensidade dos iões precursores que impossibilitou a obtenção de frag-

mentos com intensidade significativa. Os espectros de MALDI-TOF-TOF-MS dos restantes

iões apresentaram fragmentos concordantes com possíveis aductos peptídicos.
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Tabela II.43 - Péptidos não modificados identificados nas reacções de modificação da

HSA e Hb com CA e respectiva fragmentação.

CA/Proteína
Massaobs/teo

(Da) Sequência - Iões b/y identificados (m/z)

NADA/HSA-A 1742,9/

1742,9

HPYFYAPELLFFAK - b2 (627,3), b9 (1118,6), b10

(1231,6), b11 (1378,5), b12 (1526,0), y6 (738,4), y8 (964,5),

y9 (1035,5), y11 (1346,8), y12 (1508,7), y13 (1606,9)

1899,1/

1898,9

RHPYFYAPELLFFAK - b1 (157,1), b7 (935,5), b9 (1161,5),

b11 (1388,2)

2045,2/

2045,1

VFDEFKPLVEEPQNLIK - b8 (976,5), b9 (1075,5), b10

(1204,6), b11 (1333,6), b15 (1785,9), b16 (1900,0), y6

(712,4), y7 (841,5), y8 (970,5), y11 (1279,7), y12 (1407,8),

y13 (1554,8), y14 (1683,9)

NADA/HSA-B 1899,1/

1898,9

RHPYFYAPELLFFAK - b8 (1033,3), b9 (1161,5), b13

(1682,5), y1 (147,1), y13 (1605,8)

2045,2/

2045,1

VFDEFKPLVEEPQNLIK - b7 (863,3), b10 (1205,6), b15

(1785,9), y6 (712,4), y7 (841,6), y8 (970,5), y9 (1069,6), y11

(1279,7), y12 (1407,8), y13 (1554,8)

MeDA/HSA-A 1467,9/

1467,8

RHPDYSVVLLLR – b4 (506,3), b11 (1293,6), y8 (962,5),

y11 (1311,7)

2045,2/

2045,1

VFDEFKPLVEEPQNLIK - b2 (247,9), b4 (491,2), b9

(1075,6), b10 (1204,6), b11 (1333,6), b14 (1672,8), b16

(1900,4), y6 (712,5), y7 (841,5), y9 (1069,6), y11 (1279,7),

y12 (1407,8), y13 (1554,9), y14 (1683,9)

diMeDA/HSA-
A

1311,9/

1311,7

HPDYSVVLLLR - b7 (799,5), y6 (711,8), y8 (962,5)

1468,0/

1467,8

RHPDYSVVLLLR - b4 (506,2), b11 (1293,7), y5 (612,4), y6

(712,5), y7 (799,7), y8 (962,6), y10 (1174,6), y11 (1311,7)

1623,9/

1623,8

DVFLGMFLYEYAR - b3 (362,1), b5 (532,2), b6 (664,2), b7

(810,4), y1 (175,1), y3 (409,2), y4 (537,5), y5 (701,3), y8

(1093,5), y9 (1149,6), y12 (1508,8)

1743,1/

1742,9

HPYFYAPELLFFAK b6 (779,3), b10 (1231,7), b11 (1380,3),

b12 (1525,8), y9 (1035,6), y11 (1346,0), y12 (1508,9)

NADA/Hb-A 2059,2/

2058,9

FFESFGDLSTPDAVMGNPK y5 (546,3), y7 (716,4), y9

(928,5), y10 (1029,6), y11 (1116,5), y12 (1229,7), y14

(1401,8), y16 (1636,9)



Discussão de Resultados

116

A modificação do ião com m/z de 1575,9, (ensaio NADA/HSA-A, Tabela II.42), foi atri-

buída ao péptido CCAAADPHECYAK (314-372), com m/z de 1381,5, compatível com a

modificação por uma molécula de NADA. No espectro de MALDI-TOF-TOF-MS do ião com

m/z de 1575,9, foi detectado o ião não modificado b6 (m/z 535,5), e os iões modificados b9

(m/z 1091,6) y6 (m/z 957,5), e y12 (m/z 1471,6), (Tabela II.44). Pela análise dos iões b identi-

ficados, a modificação não ocorreu até ao resíduo de Asp319 (b6), tendo ocorrido entre os

resíduos de Pro320, His321 e Glu322, dado a identificação do ião b9. Contudo, a atribuição

do ião y6 modificado, sugere que a modificação no péptido CCAAADPHECYAK (314-372),

ocorreu no resíduo de His321.

Relativamente à fragmentação do ião com m/z de 1575,9, mas no ensaio NADA/HSA-B

(Tabela II.42), os iões b/y identificados, [b3 (m/z 278,6), b4+NADA (m/z 542,3), b6 (m/z 535,5),

b11 (m/z 1165,7), y1 (m/z 147,4), y6 (m/z 763,8), e y7 (m/z 847,9), (Tabela II.44)], confirmaram

a modificação do péptido CCAAADPHECYAK (314-372), mas não permitiram atribuição do

local de modificação, uma vez que a informação retirada é inconclusiva. Ou seja, os iões b

não modificados sugerem que a modificação ocorreu no resíduo de Ala371 ou Lys372, não

compatível com a identificação do ião b4 modificado, que sugere que a modificação ocorreu

até ao resíduo de Ala317, e também não compatível com os iões y identificados (y1, y6, y7),

que sugerem que a modificação ocorreu entre os resíduos de Cys 314, Cys 315 e Glu 319.

Ainda no ensaio NADA/HSA-A (Tabela II.42), mas relativamente ao ião com m/z de

1697,9, compatível com a modificação do péptido AFKAWAVARLSQR (210-222) com uma

molécula de NADA, foi possível identificar no espectro de MALDI-TOF-TOF-MS, os fragmen-

tos não modificados b3 (m/z 347,7), b5 (m/z 605,8), y1 (m/z 175,1), y3 (m/z 309,8), e os frag-

mentos modificados b7 (m/z 966,5), e b8 (m/z 1039,9). A identificação do ião não modificado

b5 (Trp214), e do ião modificado b7 (Val216), sugere que a modificação ocorreu no resíduo

de Val216, [AFKAWAVARLSQR (210-222)], uma vez que o a.a. anterior não é nucleófilo,

(Ala215).

Em relação à reacção da HSA com MeDA, foram identificados como potenciais aductos

peptídicos os iões com m/z de 1639,9 e 1956,2 (Tabela II.42). O ião com m/z de 1639,9 é

compatível com o incremento de duas moléculas de NADA no péptido HKPKATKEQLK

(338-351), porém como no espectro de MS/MS o único fragmento identificado foi o ião não

modificado y7 (m/z 817,4), não foi considerado como aducto modificado.

Ainda em relação ao ensaio MeDA/HSA-A, no espectro de MALDI-TOF-TOF-MS (Figura

II.37), do ião com valor de m/z de 1956,2 compatível com a modificação do péptido

HPDYSVVLLLRLAK (338-351) por duas moléculas de MeDA, foram detectados os fragmen-

tos não modificados y1 (m/z 147,2), y8 (m/z 925,8) e os fragmentos modificados com duas

moléculas de electrófilo b13 (m/z 1809,2) e y12 (m/z 1721,7). Os iões identificados indicam
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que a modificação ocorreu entre o fragmento y8 e y12, ou seja, entre os resíduos de Asp340,

Tyr341, Ser342, Val343. No entanto, não temos qualquer evidência em qual destes resíduos

ocorreu a modificação.

Figura II.37 - Espectro de MS/MS do péptido da HSA, HPDYSVVLLLRLAK, modificado com

MeDA, e identificação dos fragmentos peptídicos.

Na reacção da HSA com diMeDA, foram identificados como potenciais aductos os iões

com razão m/z de 1681,0, 1932,2 e 1956,3 (Tabela II.42), que podem corresponder à modi-

ficação dos péptidos ETYGEMADCCAK (106-117), ADDKETCFAEEGKK (561-574) e

CCKADDKETCFAEEGK (588-573), respectivamente.

No espectro de MS/MS do ião com m/z de 1681,0, compatível com a modificação do

péptido ETYGEMADCCAK (106-117), por duas moléculas de diMeDA, foram atribuídos os

iões não modificados y1 (m/z 147,3), y4 (m/z 423,0), y5 (m/z 538,4), y6 (m/z 608,3), (Tabela

II.44), que apontam para a modificação do péptido, mas nada informam sobre os resíduos

alterados, insuficiente para atribuir a modificação por duas moléculas de diMeDA ao péptido

ETYGEMADCCAK.

Em relação ao ião com m/z de 1932,2, (diMeDA/HSA-A), compatível com a modificação

do péptido ADDKETCFAEEGKK (561-574) por duas moléculas de diMeDA, foram detecta-

dos no espectro de MS/MS os iões não modificados b6 (m/z 660,4), y1 (m/z 147,3) e y3 (m/z
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331,6) e os iões modificados b7 (m/z 942,4) e b8 (m/z 1269,4). Os iões b identificados apon-

tam para uma modificação com diMeDA nos resíduos de Cys567 e Phe568 do péptido

ADDKETCFAEEGKK (561-574).

Foi ainda sujeito a fragmentação o ião com m/z de 1956,3 (Figura II.38), compatível com

a modificação do péptido CCKADDKETCFAEEGK (588-573), por diMeDA. Foram identifica-

dos os iões não modificados b2 (m/z 207,5), b3 (m/z 335,6), y7 (m/z 783,7) e os iões modifi-

cados b9 (m/z 1174,3), b15 (m/z 1809,8), y10 (m/z 1318,7) e y13 (m/z 1621,6), que permitiram

a atribuição da modificação no resíduo de Lys 594 no péptido CCKADDKETCFAEEGK.

Figura II.38 - Espectro de MS/MS do péptido da HSA, CCKADDKETCFAEEGK, modificado

com diMeDA, e identificação dos fragmentos peptídicos.

Na reacção de modificação da Hb, foi identificado o ião com m/z de 1126,7, como possí-

vel aducto peptídico. A modificação por uma molécula de NADA foi atribuída ao péptido

SAVTALWGK (9-17; Hb-. Realizou-se a fragmentação do ião por MALDI-TOF-TOF-MS e

foram atribuídos os iões modificados b8 (m/z 978,8), y6 (m/z 807,9), que sugerem que a

modificação ocorreu entre os resíduos de Thr12, Ala13, Leu14, Trp15 e Gly16. Atendendo à

nucleófilicidade dos supostos resíduos modificados acreditamos ser o Trp15, o possível
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local de modificação. Apesar do exposto, o ião com m/z de 1126,7, pode corresponder a um

péptido não modificado, com a mesma razão m/z, o péptido LHVDPENFR (96-104; Hb-.

Deste modo, os iões b/y do péptido LHVDPENFR foram analisados, sendo identificados os

iões b3 (m/z 350,2) e y5 (m/z 662,3), este último com uma intensidade significativa. Face ao

exposto a modificação do péptido SAVTALWGK por uma molécula de NADA é encarada

com reserva.

Tabela II.44 - Sequências peptídicas e resíduos modificados com NADA, MeDA e diMEDA.

Iões b/y identificados.

Proteína/CA Massaobs

(Da)
Sequência - Resíduo modificado I

Iões b/y identificados

HSA/
NADA-A

1575,9 CCAAADPHECYAK (314-372) - H321 - b6 (535,5), b9+NADA

(1091,6), y6+NADA (957,5), y12+NADA (1471,6)

1697,9 AFKAWAVARLSQR (210-222) - V216 - b3 (347,7), b5

(605,8), b7+NADA (966,5), b8+NADA (1039,9), y1 (175,1), y3

(309,8)

HSA/NADA-B 1575,9 CCAAADPHECYAK (314-372) - b3 (278,6), b4+NADA (542,3),

b6 (535,5), b11 (1165,7), y1 (147,4), y6 (763,8), y7 (847,9)

HSA/MeDA-A 1956,2 HPDYSVVLLLRLAK (338-351) - D340 e/ou Y341 e/ou

S342 e/ou V343 - b13+2×diMeDA (1809,2), y1 (147,2), y8

(925,8), y12+2×diMeDA (1721,7)

HSA/diMeDA-
A

1932,2 ADDKETCFAEEGKK (561-574) - C567 e F568 - b6 (660,4),

b7+diMeDA (942,4), b8+2×diMeDA (1269,4), y1 (147,3), y3 (331,6)

1956,3 CCKADDKETCFAEEGK (588-573) - K594 - b2 (207,5), b3

(335,6), b9+diMeDA (1174,3), b15+diMeDA (1809,8), y7 (783,7),

y10+diMeDA (1318,7), y13+diMeDA (1621,6)

Hb/NADA-A 1126,7 SAVTALWGK (9-17) b8 (m/z 978,8), y6 (m/z 807,9),

Na literatura por nós consultada sobre reacções de modificação da HSA com espécies

electrófilas, os péptidos CCAAADPHECYAK (314-372), ADDKETCFAEEGKK (561-574) e

CCKADDKETCFAEEGK (588-573) não foram identificados como alvos de modificação.

Assim sendo, acreditamos ser a primeira vez que estes péptidos são apresentados como

alvos modificados.

Nas reacções de modificação da HSA com NADA identificou-se o péptido AFKAWA-

VARLSQR (210-222), modificado no resíduo de Val216. Na literatura encontrou-se dois

exemplos da modificação de péptidos de menores dimensões que englobam o péptido

AFKAWAVARLSQR (210-222). Alvarez-Sánchez et al., identificaram o péptido AFKAWA-
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VAR (210-220), modificado no resíduo de Lys212 pelo composto 5-[13C]-5-cloro-2-

metilisotiazol-3-ona (100),129 e Antunes et al., identificaram o péptido AWAVAR (213-218),

modificado com 12-mesiloxi-NVP no resíduo de Trp214.

Figura II.39 - Representação da estrutura do composto 100.129

O péptido HPDYSVVLLLRLAK (338-351) modificado com MeDA entre os resíduos de

D340 e V343, foi também identificado modificado por Alvarez-Sánchez et al. e Antunes et

al., mas neste caso englobado no péptido RHPDYSVVLLLR (337-349). Esta modificação

ocorreu no resíduo de His338 por MCI e 12-mesiloxi-NVP.72, 129

Na reacção de modificação da Hb com NADA, foi identificado o péptido SAVTALWGK

(9-17), como possível aducto. Kristiansson e colaboradores, identificaram dois péptidos de

maiores dimensões [VHLTPEEKSAVTALWGK (1-17) e SAVTALWGKVNVDEVGGEALGR

(9-30)], que abrangem o péptido por nós identificado modificados com HHPA (59), no resí-

duo de Val1 e Lys17, respectivamente.83

II.7.5.4 Em Resumo:

Nas reacções de modificação das proteínas com CA, numa razão CA/proteína 1:2 e

1:20, identificaram-se os potenciais péptidos mono e di-modificados.

No espectro de MALDI-TOF-TOF-MS do péptido não modificado da HSA,

DDNPNLPR, identificaram-se vários fragmentos com intensidade significativa, que

permitiram confirmar a operacionalidade das condições de fragmentação.

Na maioria dos possíveis péptidos modificados os espectros de MS/MS apresenta-

ram padrões de fragmentação inconclusivos, possivelmente devido à baixa intensi-

dade dos péptidos modificados.
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Na modificação das proteínas numa proporção NADA/proteína de 1:2, foram identifi-

cados os péptidos modificados LKCASLQK (198-205) da HSA, no resíduo de

Gln204; LHVDPENFR (96-104) da Hb-, no resíduo de His 97; GHGKK (57-61) da

Hb- no resíduo de His58 e FDKFK (43-47) da hhMb nos resíduos de Phe43 ou

Asp44 e Lys45.

Na modificação das proteínas numa proporção CA/proteína de 1:2, foram identifica-

dos os péptidos modificados da HSA com NADA, CCAAADPHECYAK (314-372) no

resíduo de H321, e AFKAWAVARLSQR (210-222) no resíduo de V216; o péptido

modificado da HSA com MeDA HPDYSVVLLLRLAK (338-351) nos resíduos de D340

e/ou Y341 e/ou S342 e/ou V343; e os péptidos modificados da HSA com diMeDA,

ADDKETCFAEEGKK (561-574) nos resíduos de C567 e F568 e CCKADDKETC-

FAEEGK (588-573) no resíduo de K594. Foi ainda identificado o possível péptido

modificado da Hb com NADA, SAVTALWGK (9-17; Hb-.
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II.7.6 Identificação dos aminoácidos modificados por LC-ESI-MS/MS

Nas reacções de modificação da HSA, Hb e hhMb com NADA, para identificação dos

a.a. modificados, realizou-se a hidrólise enzimática aos a.a., com pronase E e LAP, seguida

de análise por LC-ESI-MS/MS. Esperava-se que a comparação do tempo de retenção e da

razão m/z, dos padrões 5-Cys-NADA (76) e 6-His-NADA (88) (Figura II.40 e Figura II.41),

previamente sintetizados no nosso laboratório e bem caracterizados por RMN e MS, com o

dos aductos de proteínas, fosse determinante para a identificação dos resíduos de a.a.

modificados e regioselectividade da modificação.

Figura II.40 – (a) Cromatograma iónico extraído para o ião com m/z 315, e respectivo espectro de

massa, (b). LC-ESI-MS/MS do ião 315 (m/z), cromatograma iónico (c) e MS2, (d).

Para caracterização da fragmentação do aducto 5-Cys-NADA (76), realizou-se o espec-

tro de MS2, e observou-se três picos maioritários a m/z 298; 252 e 226. As estruturas pro-

postas para os iões a m/z 298; 252 estão apresentadas na Esquema II.11. Nos iões identifi-

cados verificou-se ser mais susceptível a sofrer fragmentação, o resíduo de a.a.. Tanto

quanto nos foi possível verificar na literatura é a primeira vez que a fragmentação do com-

posto 76 é interpretada.
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Esquema II.11 – Estruturas propostas para os iões fragmentos do aducto protonado

da 5-Cys-NADA (76), a m/z 315.

Para melhor explicar o padrão de fragmentação do composto 6-His-NADA (88), foi

necessário recorrer à espectrometria de massa tandem (Figura II.41). No MS foi identificado

o ião maioritário, que corresponde ao aducto protonado, [MH]+, a m/z 349, e os iões a m/z

307 e 303, cujas estruturas propostas estão representadas no Esquema II.12. No MS2 obti-

vemos como ião maioritário, o pico a m/z 303, que ao sofrer fragmentação deu origem aos

iões com m/z 286, 262 e 244, cujas estruturas propostas encontram-se no Esquema II.12.
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Figura II.41 - (a) Cromatograma iónico extraído para o ião a m/z 349 e respectivo espectro de

massa, (b). Espectro de LC-ESI-MS/MS do ião 349 (m/z), cromatograma iónico (c),

e espectro de massa, (d). Espectro de LC-ESI-MS/MS/MS do ião 349 (m/z),

cromatograma iónico (e), e respectivo espectro de massa, (f).
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Esquema II.12 - Representação esquemática da fragmentação proposta para o aducto

protonado 6-His-NADA (88), a m/z 349.

Kerwin et al., analisaram por ESI-MS aductos de catecóis com a His, entre eles as molé-

culas 6-NAcHis-NADA e 6-His-DA, tendo verificado que o fragmento mais intenso, em

ambos os compostos, corresponde à descarboxilação relativamente ao pico precursor.130

Nos fragmentos por nós identificados, dos aductos 5-Cys-NADA e 6-His-NADA, a descarbo-

xilação foi consistentemente observada, mas foram detectados outros modos de fragmenta-

ção característicos, que podem ser explicados pelas diferentes condições experimentais

para a obtenção dos espectros de massa.

Realizamos também a fragmentação da NADA (Figura II.42), com o objectivo de identifi-

car os fragmentos característicos da estrutura catecólica que pudessem ser reconhecidos

nos possíveis aductos. Nos cromatogramas iónicos totais (Figura II.42a e b), observam-se

dois picos, que correspondem ao aducto da NADA protonado em diferentes locais.
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Figura II.42 - (a) Cromatograma iónico total do composto NADA e respectivos espectros de

massa, (b). Espectro de LC-ESI-MS/MS do ião 196 (m/z), (c) Cromatograma iónico

total e respectivos espectros de massa, (d).

No MS foram identificados para além da molécula protonada, a m/z de 196, os iões a

m/z 154 e 137, consistentes com as estruturas indicadas no Esquema II.13, tal como ante-

riormente proposto por Kerwin.131 No espectro de MS2 podemos observar novamente os

fragmentos a m/z 154 e 137, mas com uma intensidade bastante significativa, o que indica

que derivam da molécula protonada.

Esquema II.13 - Representação esquemática da fragmentação do composto NADA,

a m/z 196, [MH]+.
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II.7.6.1 Modificação da HSA, Hb e hhMb com NADA, numa razão
NADA/proteína 1:2

As proteínas HSA, Hb e hhMb foram modificadas com NADA, numa razão

NADA/proteína 1:2, sendo a quinona, gerada com mushroom tyrosinase (Ensaio: “Proteína-

A”) ou com NaIO4 (Ensaio: “Proteína-B”) Tabela II.45. Realizou-se a hidrólise aos a.a.,

segundo o procedimento descrito por Antunes et al.,72 e as amostras foram analisadas por

LC-ESI-MS.

Tabela II.45 - Reacções de modificação da HSA, Hb e hhMb com NADA, numa razão NADA/proteína

1:2, usando como oxidante mushroom tyrosinase (Ensaio: “Proteína-A”) ou NaIO4

(Ensaio: “Proteína-B”), seguidas de hidrólise aos a.a. com pronase E e LAP.

razão
NADA/Proteína 1:2

Tratamento
da amostra

HSA-A filtros de crivagem

HSA-B 24 h de diálise

HSA-B 48 h de diálise

HSA-B filtros de crivagem

Hb-A Apoproteína

Hb-B Apoproteína

hhMb-A Apoproteína

hhMb-B Apoproteína

Após as incubações da HSA com NADA, foram realizados diferentes tratamentos às

amostras, filtração ou diálise em 24 h ou 48 h (Tabela II.45), e foram obtidos os espectros de

LC-ESI-MS. Esses espectros (Figura II.43), revelaram-se praticamente idênticos, tendo-se

verificado que tanto a diálise como a filtração, são excelentes procedimentos para recolher

os compostos de maior peso molecular. Contudo, como a diálise é um processo bastante

demorado optou-se pela realização da filtração em ensaios subsequentes.

No cromatograma iónico total do ensaio HSA-A (Figura II.43), observam-se alguns iões

com razão m/z típica de aminoácidos não modificados, com é o caso da arginina Arg (132

m/z), da Phe (166 m/z), e da Cys (122 m/z). Foram ainda detectados iões com razão m/z na

ordem dos 500 e 600 m/z, que podem corresponder a péptidos que não foram completa-

mente hidrolisados.

Anteriormente (cf. secção II.7.4.1, pág. 91), verificámos que numa razão NADA/HSA de

1:2, a HSA sofreu elevada modificação, 32 resíduos no ensaio HSA-A e 54 no ensaio HSA-B
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(tratamento da amostra, filtração (Tabela II.45), que provavelmente condicionou a acção da

tripsina, resultando numa hidrólise menos eficiente. Ao analisarmos os resultados da hidróli-

se aos a.a. com pronase E e LAP, observamos uma vez mais que a digestão não foi eficaz.

Supomos que não se trata de um problema de actividade das próprias enzimas, já que o

mesmo procedimento de hidrólise aos a.a. foi efectuado com sucesso em diversos trabalhos

de investigação desenvolvidos no nosso laboratório.72 Julgamos que a acção das enzimas

pode ter sido limitada pela elevada modificação da proteína, que muito provavelmente alte-

rou a sua estrutura tridimensional, impedindo que as enzimas reconhecessem os resíduos

de corte. Adicionalmente a susceptibilidade dos resíduos de a.a. modificados com NADA a

reacções de oxidação, pode ter levado a reacções intramoleculares com formação de cross-

link.

Figura II.43 - (a) Cromatograma iónico total (LC-ESI-MS) entre os 0-17,5 min, da incubação da HSA

com NADA numa proporção de 1:2 (HSA-A, filtros de crivagem), obtido após hidrolise aos a.a.

com pronase E e LAP. (b) e (c) Representação dos espectros de massa

a tR de 3,9 min e 11,8 min, respectivamente.

Relativamente à hhMb, foram identificados alguns possíveis aductos. No ensaio hhMb-A,

foi identificado com tR de 1,4 min o pico a m/z 327, que pode corresponder à adição de uma

molécula de NADA ao ácido aspártico (Asp), (Figura II.44c). Neste ensaio e no hhMb-B,

foram ainda atribuídos, com tR reprodutível, os picos 269, 283 e 311, que podem correspon-

der aos aductos da NADA protonados com a glicina (Gly), a alanina (Ala), a valina (Val) e o

Asp, respectivamente. No entanto, só a Gly terminal e o Asp através do ácido carboxílico da

cadeia lateral, têm características consistentes com a modificação da proteína intacta. A
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modificação nos resíduos de Ala e Val não é possível na proteína intacta, pelo que, este

resultado é encarado com reserva. Saliente-se aliás que a intensidade dos picos é bastante

baixa, impedindo uma fragmentação dos mesmos e consequentemente uma atribuição ine-

quívoca.

Figura II.44 - (a) Cromatograma iónico total, da reacção da hhMb com NADA numa proporção de 1:2

(hhMb-A), hidrolisada aos a.a. com pronase E e LAP. (b) Espectro de ESI-MS do possível aducto

da NADA com o Asp, e respectiva estrutura proposta (c).

No entanto, realizou-se a fragmentação do ião a m/z 327, (ensaio hhMb-A) e identificou-

se os fragmentos a m/z 310 e de 264, cujas estruturas propostas se encontra no Esquema

II.14. O padrão de fragmentação identificado é compatível com a modificação do resíduo de

Asp, pelo que pensamos estar perante o respectivo aducto. Na estrutura sugerida para o

aducto, assumimos que a regioselectividade do ataque nucleófilo do Asp à molécula de

NADA, ocorreu na posição 6 do anel aromático, uma vez que este é o carbono mais electró-

filico. Foi ainda efectuada a fragmentação do ião a m/z 327, (ensaio hhMb-B) e o resultado

revelou-se reprodutível com o exposto acima. Assim sendo, independentemente do oxidante

utilizado; mushroom tyrosinase, (ensaio A) ou NaIO4 (ensaio B) acreditamos ter identificado

o aducto da NADA com a hhMb no resíduo de Asp.
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Esquema II.14 - Representação esquemática do possível aducto da NADA com o Asp,

com [MH]+ m/z 327, e respectivo fragmento a m/z 310 e 264.

Com o objectivo de obter uma digestão mais eficiente, que nos permitisse identificar um

número mais elevado de possíveis aductos, foi testado o procedimento de hidrólise descrito

por Waidyanatha et al.,77 (cf. secção III.17.2.2, pág. 192), e obtido o respectivo espectro de

LC-ESI-MS. Assim sendo, no ensaio hhMb-A foi identificado o ião a m/z 327, o possível

aducto da NADA com o Asp, e o ião a m/z 283, compatível com a modificação da Ala com

NADA. Este resultado é reprodutível com o observado no LC-ESI-MS obtido após a hidrólise

segundo Antunes et al..72 Ambos os iões foram sujeitos a fragmentação. No MS2 do ião do

provável aducto da NADA com o Asp, foi identificado o fragmento a m/z de 310, cuja estrutu-

ra proposta encontra-se no Esquema II.14 e reprodutível com o observado anteriormente.

Relativamente ao MS2 do possível aducto com a Ala (ião a m/z 283), foi identificado o ião a

m/z 265 que corresponde à perda de água em relação ao ião precursor (m/z 283) (Esquema

II.16). A fragmentação do ião a m/z 283 será discutida com mais pormenor na secção

II.7.6.2, pág. 132. Através da fragmentação dos iões a m/z 327 e 283, foi possível identificar

os aductos da hhMb modificada com NADA nos resíduos de Asp e Ala.

A referir ainda que, na modificação da hhMb com NADA (razão NADA/hhMb de 1:2-A),

foi identificado após digestão com tripsina e análise por MALDI-TOF-TOF-MS, (cf. secção

II.7.5.2, pág. 102), o resíduo de Asp44 muito provavelmente modificado. No entanto, no

caso da identificação por LC-ESI-MS não é possível identificar qual dos 8 resíduos de Asp

da hhMb está modificado (Figura II.45).

Figura II.45 - Sequência da hhMb, com os resíduos de Asp (D) a negrito.

Das incubações da Hb com NADA (Hb-A e B), após digestão aos a.a. e análise por LC-

ESI-MS, foi atribuído com tR de ca. de 1,5 min o pico a m/z 269 e 327, que parece corres-

1 MGLSDGEWQQ VLNVWGKVEA DIAGHGQEVL IRLFTGHPET LEKFDKFKHL
51 KTEAEMKASE DLKKHGTVVLTALGGILKKK GHHEAELKPLAQSHATKHKI
101 PIKYLEFISD AIIHVLHSKH PGDFGADAQG AMTKALELFR NDIAAKYKEL
151 GFQG
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ponder aos aductos da NADA protonados, com a Gly e o Asp, respectivamente, que terão

coeluido. No entanto, como acima referido só o Asp através do ácido carboxílico da cadeia

lateral, tem características para modificar a proteína intacta. Além disso, nesta proteína os

resíduos terminais correspondem a uma Val e a uma His, pelo que a modificação da Gly não

é expectável na proteína intacta. Realizou-se a fragmentação dos picos a m/z 269, e 327

(Figura II.46), no ensaio Hb-B. A análise do espectro de MS/MS do ião a m/z 327 (Figura

II.46), revelou que possivelmente estamos perante o aducto da NADA com o Asp, uma vez

que foram identificados os fragmentos a m/z 222 e 205, cujas estruturas propostas são

compatíveis com a modificação em estudo (Esquema II.15). Como o ião seleccionado (m/z

327) era pouco abundante obteve-se um espectro de iões produto com picos pouco abun-

dantes.

Figura II.46 - Espectro de LC-ESI-MS/MS do ião 327 (m/z). Os iões identificados

no espectro de MS/MS encontram-se a negrito.

Esquema II.15 - Representação esquemática da fragmentação do aducto da NADA com o

Asp, com [MH]+ a m/z 327.

No ensaio Hb-A, realizou-se igualmente a fragmentação do ião a m/z 327, que corres-

ponde ao aducto da NADA com o Asp. Obteve-se como fragmento maioritário, o ião a m/z

222 (Esquema II.15), à semelhança do observado no padrão de fragmentação do aducto no

ensaio Hb-B.
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Esta abordagem para identificação dos a.a. modificados, não nos permite identificar a

localização do resíduo modificado na sequência peptídica. Como a Hb possui 7 resíduos de

Asp, o Asp 21, 47, 52, 73, 79, 94, 99 (Figura II.47), não sabemos qual destes resíduos foi

modificado com NADA.

Figura II.47 - Sequência da Hb, com os resíduos de Asp (D) a negrito.

De referir ainda que os iões fragmentos identificados do possível aducto do ácido aspár-

tico, nos ensaios Hb-A e B (Esquema II.15) e hhMb-A e B (Esquema II.14) não são reprodu-

tiveis. Muito provavelmente porque as condições de fragmentação não foram semelhantes.

Ao analisarmos o espectro de MS/MS do ião a m/z 269, (Hb-A), foi possível identificar o

ião a m/z 251, que corresponde à perda de água. Dado, este ião ter sido o único fragmento

identificado, parece-nos insuficiente atribuir de forma inequívoca o ião a m/z 269 ao aducto

da NADA, com a Gly, além disso, parecíamos muito improvável a modificação deste resíduo

na proteína intacta.

II.7.6.2 Modificação da HSA e Hb, numa razão CA/proteína 1:20

A HSA foi incubada na presença de NADA, numa proporção NADA/HSA de 1:20, tendo-

se utilizado mushroom tyrosinase como agente oxidante. Pela análise de massa intacta,

verificou-se que 6 resíduos de a.a. foram modificados. De modo a identificar os resíduos

modificados, realizou-se a hidrólise aos a.a. com pronase E e LAP,72 seguida de análise por

LC-ESI-MS. No cromatograma iónico total obtido (Figura II.48), foi detectado um potencial

a.a modificado com NADA, a Ala, a tR de 13,1 min, a m/z 283. Como referido anteriormente

a modificação da Ala por NADA na proteína intacta é encarada com reserva, dado na HSA

este resíduo não ser terminal. No entanto, para que não restem dúvidas relativamente à

atribuição deste ião, realizou-se fragmentação do mesmo.

1 MVHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTQRFFESFGDLS
51 TPDAVMGNPK VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD NLKGTFATLS ELHCDKLHVD
101 PENFRLLGNV LVCVLAHHFG KEFTPPVQAAYQKVVAGVAN ALAHKYH
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Figura II.48 – (a) LC-ESI-MS, cromatograma iónico total, da incubação da HSA com NADA numa

proporção de 1:20 (HSA-A), obtido após hidrolise aos a.a. com pronase E e LAP. (b) LC-ESI-MS,

cromatograma iónico extraído para o ião a m/z 283, possível aducto protonado da NADA com a Ala, e

respectivo espectro de massa, (c). Espectros de LC-ESI-MS/MS obtidos para a fragmentação do ião

a m/z 283. (d) Cromatograma iónico total, e respectivo espectro de massa, (e) MS2.

(f) Cromatograma iónico total e (g) respectivo, MS3. (h) Estrutura proposta para o possível aducto

da NADA com a Ala.

No espectro de LC-ESI-MS/MS do ião a m/z 283, obtivemos no cromatograma iónico

total um único pico com tR de 12,7 min e a m/z 265, que corresponde à perda de uma molé-

cula de água, a partir do pico base (Figura II.48d e e). No entanto, este ião é insuficiente

para a atribuição inequívoca do aducto, pelo que executámos a fragmentação do mesmo.

Foram obtidos dois iões a m/z 237 e 223, com estruturas compatíveis, com a modificação da

Ala pela espécie electrófila (Esquema II.16). Assim sendo, pela análise do MS3 foi possível

atribuir inequivocamente o aducto da NADA com a Ala. Uma vez que, na sequência peptídi-

ca da HSA o resíduo de Ala não é terminal, a sua modificação só pode ter ocorrido depois

da reacção de modificação, muito provavelmente a remoção da NADA foi incompleta, e

durante a hidrólise ocorreu a modificação com um resíduo de Ala, ou com um péptido com

uma Ala terminal que foi posteriormente hidrolisado ao a.a..
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Esquema II.16- Representação esquemática da fragmentação do aducto da NADA com o Ala,

com [MH]+ a m/z 283.

Foram ainda fragmentados outros potenciais aductos, como o ião a m/z de 349, possi-

velmente o aducto protonado da NADA com a His, no entanto, o resultado das fragmenta-

ções foi inconclusivo, impossibilitando a atribuição do ião.

Com o objectivo de obter uma digestão mais eficiente, uma vez mais realizou-se o pro-

cedimento de descrito por Waidyanatha et al.,77 (cf. secção III.17.2.2, pág. 192), e obteve-se

o respectivo espectro de LC-ESI-MS (Figura II.49). No cromatograma iónico total obtido

após a hidrólise, foi detectado o pico a m/z 340, compatível com a modificação da NADA por

um resíduo de Lys ou Gln, e o pico a m/z 283, a tR de 13,3 min, compatível com o aducto

protonado da NADA com a Ala. Este possível aducto, foi também identificado no cromato-

grama iónico total acima apresentado, obtido através das condições gerais de hidrólise aos

a.a. (Figura II.48). Ambos os iões foram sujeitos a fragmentação.
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Figura II.49 - (a) Cromatograma iónico total (LC-ESI-MS), da incubação da HSA com NADA numa

proporção de 1:20 (HSA-A), obtido após hidrolise segundo Waidyanatha et al..77 (b) LC-ESI-MS,

cromatograma iónico extraído para o ião a m/z 340, e respectivos espectros de massa.

(c) LC-ESI-MS, cromatograma iónico extraído para o ião a m/z 283 e respectivo MS.

A fragmentação do possível aducto protonado da NADA com a Ala, (m/z 283), foi seme-

lhante à observada na Figura II.48. Assim sendo, no MS2 obteve-se um único pico a m/z

265, e no MS3 os fragmentos a m/z 237 e 223. Cujas estruturas propostas estão apresenta-

das no Esquema II.16. Podemos concluir que, uma vez mais estamos perante o aducto da

NADA com a Ala.

Foi executado o espectro de MS2 do ião a m/z 340, possível aducto da NADA com a Lys

ou Gln (Figura II.50), onde podemos observar dois iões a m/z 196 e 147, que podem corres-

ponder à molécula de NADA protonada e de Lys ou Gln protonada, respectivamente. Aten-

dendo à nucleófilicidade do resíduo de Lys comparativamente ao de Gln, acreditamos que

muito provavelmente foi o resíduo de Lys que sofreu modificação.
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Figura II.50 - (a) Espectro de MS2 do ião a m/z 339,9.

(b) Estruturas propostas para o possível aducto.

Realizou-se numa proporção de 1:20 (NADA/proteína), a modificação da Hb, (ensaio Hb-

A), seguida das duas condições de hidrólise aos a.a, e foram obtidos os respectivos espec-

tros de LC-ESI-MS. Na análise de massa intacta verificou-se um grau de modificação entre

2 a 3 resíduos na cadeia  da Hb.

Nos espectros de LC-ESI-MS obtidos, foi identificado um possível aducto, da NADA com

a Lys ou a Gln a m/z 340. Devido à intensidade do ião no MS adquirido após procedimento

de digestão de Waidyanatha et al.,77 este foi sujeito a fragmentação. No MS2 identificou-se o

ião a m/z 277, cuja estrutura proposta encontra-se representada no Esquema II.17. E uma

vez mais, devido à nucleofilicidade do resíduo de Lys face ao de Gln, acreditamos que o

aducto será no resíduo de Lys.

Esquema II.17 - Estrutura proposta para o possível aducto da NADA com a Lys ou a Gln,

a m/z 340, e correspondente fragmento.
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II.7.6.3 Hidrólise da HSA modificada com MeDA e diMeDA

Para identificação dos aductos de a.a. dos metabolitos do Ecstasy, MeDA e diMeDA, foi

utilizada uma metodologia idêntica à realizada para os aductos da NADA. Deste modo,

foram utilizados como padrões os compostos previamente sintetizados no nosso laboratório,

5-Cys-MeDA (80) e 5-Cys-diMeDA (47) e obtidos os respectivos espectros de LC-ESI-MS.

No cromatograma iónico total do aducto 5-Cys-MeDA (80), foi possível observar a molécula

protonada a m/z 287 e tR de 3,4 min, e a correspondente quinona protonada a m/z 285 e tR
de 3,8 min (Esquema II.18). Relativamente ao cromatograma total iónico do aducto 5-Cys-

diMeDA (47), foi identificado o ião a m/z 301 e tR de 3,5 min, que corresponde à molécula

protonada; e o ião a m/z 299 e tR de 4,0 e 4,4 min que pertence à respectiva quinona proto-

nada (Esquema II.18).

HO

HO

NHR

NH2HOOC

S

80 5-Cys-MeDA, R=H (m/z 287)
47 5-Cys-diMeDA, R=CH3 (m/z 301)

H+
O

O

NHR

NH2HOOC

S

H+

[Ox]

o-quinona 5-Cys-MeDA, R=H (m/z 285)
o-quinona 5-Cys-diMeDA, R=CH3 (m/z 299)

Esquema II.18 - Representação dos aductos protonados dos compostos 5-Cys-MeDA (80) e 5-Cys-

diMeDA (47) e respectivas quinonas.

A hidrólise aos a.a. segundo Waidyanatha et al.,77 foi realizada após a modificação da

HSA com os metabolitos do Ecstasy MeDA (38) e diMeDA (37), numa razão CA/HSA de

1:20, sendo as CA oxidadas com mushroom tyrosinase. Na análise de massa intacta de

ambas as modificações, obteve-se uma média de dois resíduos de a.a modificados por

molécula de proteína, (cf. secção II.7.4.1, pág. 91).

Na análise dos espectros de LC-ESI-MS foi identificado o possível aducto da MeDA (38)

com a Arg, a m/z de 340, compatível com a molécula protonada, e tR de 3,3 min. Realizou-

se a fragmentação do ião (MS2), tendo-se obtido um ião a m/z 296, e tR de 3,3 min, que

pode corresponder à perda de CO2 (Esquema II.19). Deste modo, pensamos que estamos

perante o aducto da MeDA com a Arg.



Discussão de Resultados

138

Esquema II.19 - Representação da estrutura proposta para o aducto da MeDA com a Arg,

e respectiva fragmentação.

Relativamente à modificação do metabolito diMeDA foi atribuído com intensidade signifi-

cativa o presumível aducto protonado com o Trp, a m/z 384 e tR de 2,1 min, que foi sujeito a

fragmentação, dando origem ao ião a m/z 239 e tR de 1,9 min. No entanto, o ião obtido não

evidência uma fragmentação consistente com o aducto protonado, não permitindo a atribui-

ção inequívoca do aducto com o Trp.

II.7.6.4 Hidrólise dos péptidos modificados com as CA

De modo a testar a eficiência das

digestões aos a.a. realizadas nas proteí-

nas modificadas, foi executado o procedi-

mento de hidrólise segundo Antunes et

al.,72 no péptido LQQCPF e nos aductos

peptídicos 5-LQQCPF-NADA (95), 5-

LQQCPF-DA (97), 5-LQQCPF-MeDA (98)

e 5-LQQCPF-diMeDA (99) (Figura II.51), e

obtidos os respectivos espectros de LC-

ESI-MS (Figura II.52).

Figura II.51 - Representação dos aductos pépticos, 5-LQQCPF-NADA (95),

5-LQQCPF-DA (97), 5-LQQCPF-MeDA (98) e 5-LQQCPF-diMeDA (99).

A escolha destes compostos, com uma sequência peptídica conhecida, deve-se com a

possibilidade de identificar os iões nos espectros de LC-ESI-MS, mesmo que a digestão não

fosse completa. Além disso, estes aductos estão caracterizados por RMN, ESI e MALDI-
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TOF-MS, no caso do composto 5-LQQCPF-NADA, (cf. secção II.7.3.2, pág. 81), tendo-se

verificado que a modificação ocorreu no resíduo de Cys.

Figura II.52 - Espectros de LC-ESI-MS; cromatogramas iónicos totais, do péptido LQQCPF (a), e dos

aductos 5-LQQCPF-NADA (95) (b), 5-LQQCPF-diMeDA (99) (c), 5-LQQCPF-DA (97) (d) e

5-LQQCPF-MeDA (98) (e). f) Estruturas propostas para os fragmentos peptídicos identificados.

Como controle realizou-se a hidrólise do péptido não modificado aos a.a., e obteve-se o

respectivo cromatograma iónico total (Figura II.52a), os picos presentes foram excluídos da

análise para identificação do aducto ou dos fragmentos peptídicos. Foi ainda identificado o

pico a m/z 166, correspondente ao ião y1, este pico surge em todos os cromatogramas da

Figura II.52, a tR=5,5 min (Figura II.52a,b e c) e 4,6 min (Figura II.52d,e).

As hidrólises aos a.a., revelaram-se pouco eficazes, uma vez que não foram identifica-

dos, como o esperado no caso de uma digestão completa, os aductos da Cys na posição 5

das CA. No entanto, foram identificados os iões a m/z 392, 378, 364 e 350, correspondestes

aos aductos oxidados da NADA, diMeDA, MeDA e DA, com os resíduos de cisteína e prolina

(Figura II.52f).
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Verificou-se deste modo, a dificuldade que as enzimas têm em hidrolisar os a.a. ligados

ou muito próximos ao anel aromático, muito provavelmente porque o anel aromático dificulta

a aproximação das enzimas, impedido o corte destes resíduos. Talvez o problema no caso

da digestão das proteínas modificadas tenha sido o mesmo.

II.7.6.5 Aductos identificados após hidrólise aos a.a. e análise por
LC-ESI-MS/MS

A hidrólise enzimática das proteínas modificadas aos a.a. com pronase E e LAP, para

identificação dos resíduos modificados revelou-se um desafio, uma vez que as análises de

LC-ESI-MS/MS revelavam hidrólises pouco eficientes, e comprometeram a identificação dos

aductos modificados nas proteínas. Contudo, foram identificados alguns picos com razão

m/z compatível com a modificação da CA, cujos iões apresentaram fragmentação compatí-

vel com possíveis aductos, e estão apresentados na Tabela II.46.

Tabela II.46 - Resultados das análises de LC-ESI-MS/MS realizadas para as reacções de modifica-

ção das proteínas HSA, Hb e hhMb por CA. As quinonas foram geradas com mushroom tyrosinase

(Ensaio: “Proteína-A”) ou com NaIO4 (Ensaio: “Proteína-B”).

Proteína CA
Razão CA:proteina

(oxidante)
Resíduos

modificados

NADA 1:2 (A) -(1)

NADA 1:2 (B) -(1)

HSA NADA 1:20 (A) Lys e Ala*

NADA 1:20 (B) -(1)

MeDA 1:20 (A) Arg

diMeDA 1:20 (A) -(1)

NADA 1:2 (A) Asp

NADA 1:2 (B) Asp

Hb NADA 1:4 (A) -(1)

NADA 1:10 (A) -(1)

NADA 1:20 (A) Lys

NADA 1:20 (B) -(1)

hhMb NADA 1:2 (A) Asp e Ala*

NADA 1:2 (B) Asp

-(1) Não foi identificado nenhum resíduo modificado.

* Resíduo não modificado na proteína intacta.
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II.7.6.6 Em Resumo:

Para identificação dos aductos de a.a. foram utilizados como padrões nas análises

por LC-ESI-MS, os compostos 5-Cys-NADA, 5-Cys-MeDA, 5-Cys-diMeDA e 6-His-

NADA. Estes compostos juntamente com a NADA, foram sujeitos a fragmentação

tendo-se identificado os iões fragmento.

Verificámos que, nos padrões 5-Cys-NADA e 6-His-NADA e nos aductos identifica-

dos, o resíduo de a.a. juntamente com o grupo acetilo da NADA são os locais mais

susceptíveis de sofrer fragmentação.

Efectuaram-se duas condições de hidrólise enzimática, segundo Antunes et al.,72 e

segundo Waidyanatha et al..77

Nas reacções de modificação da Hb e da hhMb com NADA, numa razão

NADA/proteína 1:2, foram identificados após fragmentação os aductos da NADA

com o Asp a m/z de 327.

Nas reacções de modificação da HSA com NADA, numa razão NADA/proteína 1:20,

foi identificado o aducto da NADA com a Lys a m/z de 340, e o aducto da NADA

com a Ala, a m/z de 283, sendo que este resíduo não pode ter sido modificado na

proteína intacta.

Para testar a eficiência das condições gerais de hidrólise aos a.a.,72 realizou-se a

digestão do péptido LQQCPF nos aductos da NADA, da DA, da MeDA e da diMeDA,

e verificou-se que a digestão não foi completa, uma vez que as enzimas apresenta-

ram dificuldade em hidrolisar a.a. ligados ou muito próximos ao anel aromático. Este

facto poderá explicar as dificuldades de identificação inequívoca de um número sig-

nificativo de aminoácidos modificados nas proteínas testadas.
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II.7.6.7 Comparação dos resultados da aproximação realizada para
identificação dos resíduos modificados nas proteínas
HSA, Hb, hhMb por CA

Para identificação dos resíduos modificados nas proteínas HSA, Hb e hhMb com CA,

foram realizadas duas metodologias que envolveram as técnicas de MS, MALDI-TOF-MS e

LC-ESI-MS/MS. Os espectros de MALDI-TOF-MS permitiram a estimativa do número de

resíduos modificados numa proteína, por subtracção das massas da proteína modificada e

nativa. Além disso, após hidrólise com a tripsina, foram identificados os péptidos que sofre-

ram modificação por espécies electrófilas. Por MALDI-TOF-TOF-MS realizou-se a fragmen-

tação dos possíveis aductos peptídicos, possibilitando especificar a localização exacta do

resíduo modificado na sequência do péptido. Por LC-ESI-MS/MS, foram analisados os aduc-

tos de a.a., libertados após hidrólise enzimática com pronase E e LAP.

O resumo dos resultados das análises realizadas por MALDI-TOF-TOF-MS e LC-ESI-

MS/MS para as reacções de modificação das proteínas HSA, Hb e hhMb por CA, está apre-

sentado na Tabela II.47.

As análises de massa intacta permitiram determinar o número de resíduos de a.a. modi-

ficados pelas espécies electrófilas, e demonstraram que as proteínas em estudo reagem

covalentemente com as CA. Porém, verificou-se uma discrepância entre o número de resí-

duo modificados e a quantidade de péptidos e/ou a.a. identificados como aductos. Muito

provavelmente porque as hidrólises foram pouco eficientes; ou porque a intensidade dos

picos dos possíveis aductos identificados não foi suficiente para uma fragmentação condu-

cente à sua identificação inequívoca. No entanto, tanto a aproximação que envolve o MAL-

DI-TOF-MS como a que envolve o LC-ESI-MS/MS, permitiram a identificação de aductos.



Discussão de Resultados

143

Tabela II.47 - Resumo dos resultados das análises de MALDI-TOF-MS e LC-ESI-MS/MS realizadas

para as reacções de modificação das proteínas HSA, Hb e hhMb por CA. As quinonas foram geradas

com mushroom tyrosinase (Ensaio: “Proteína-A”) ou com NaIO4 (Ensaio: “Proteína-B”).

Razão CA/proteina
(oxidante)

Taxa de
modificação

MALDI-TOF-MS

Sequências e resíduos
modificados

MALDI-TOF-TOF-MS

Resíduos
modificados
LC-ESI-MS/MS

NADA/HSA1:2-A 32 -(1) -(1)

NADA/HSA 1:2-B 54 LKCASLQK (198-205) Gln204 -(1)

NADA/HSA 1:4-A 21 -(2) -(2)

NADA/HSA 1:10-A 9 -(2) -(2)

NADA/HSA 1:20-A 6 CCAAADPHECYAK (314-372)

His321

AFKAWAVARLSQR (210-222)

Val216

Lys e Ala*

NADA/HSA 1:20-B 11 CCAAADPHECYAK (314-372) -(1)

MeDA/HSA 1:20-A 2 HPDYSVVLLLRLAK (338-351)

- Aps340 e/ou Tyr341 e/ou

Ser342 e/ou VAl343

Arg

diMeDA/HSA1:20-A 2 ADDKETCFAEEGKK (561-

574) - Cys567 e Phe568

CCKADDKETCFAEEGK (588-

573) - Lys594

-(1)

DA/HSA1:20-A 0 -(2) -(2)

NADA/Hb1:2-A 1-3 (Hb-)

2-3 (Hb-)

LHVDPENFR (96-104; Hb-)

His97

Asp

NADA/Hb 1:2-B 7 GHGKK (57-61; Hb-) His58 Asp

NADA/Hb 1:4-A 3-6 (Hb-) -(1) -(1)

NADA/Hb 1:10-A 1-3 (Hb-)

1-5 (Hb-)

-(1) -(1)

NADA/Hb 1:20-A 2-3 (Hb-) SAVTALWGK (9-17) Lys

NADA/Hb 1:20-B 4 (Hb-)

1-19 (Hb-)

-(2) -(1)

NADA/hhMb1:2-A 1-6 FDKFK (43-47) Phe43 ou

Asp44 e Lys45

Asp e Ala*

NADA/hhMb 1:2-B 1-5 -(2) Asp
-(1) Não foi identificado nenhum resíduo modificado. -(2) Análise não efectuada. * Resíduo não modificado na

proteína intacta.
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Pela análise da Tabela II.47 verificou-se que os resíduos modificados e caracterizados

pela aproximação que envolve o MALDI-TOF-MS ou o LC-ESI-MS/MS, não são idênticos.

Assim sendo, na maioria dos casos, a informação retirada das duas aproximações foi com-

plementar. No entanto, verificou-se uma excepção no caso da reacção de modificação da

NADA/hhMb1:2-A, onde foi identificado a Asp como local de modificação em ambas as téc-

nicas.
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II.8 Conclusões

Com este trabalho pretendeu-se estudar as potenciais vias de toxicidade de CA.

Para tal, utilizou-se como compostos modelo da DA, a NADA e a DA-Cbz, e os metabolitos

do EcstasyMeDA e a diMeDA. Nesse sentido, realizou-se a oxidação in vitro das CA às

respectivas o-quinonas, enzimaticamente (mushroom tyrosinase) ou quimicamente (NaIO4,

Sal de Frémy e Ag2O), e estudou-se a reactividade destas espécies na presença de bionu-

cleófilos (aminoácidos, nucleósidos, DNA, péptidos e proteínas representativas).

As reacções apresentam-se como regioselectivas, sendo a posição de modificação

do anel da CA dependente do nucleófilo. Assim, nas reacções com nucleófilos de enxofre

(NAcCys, Cys, GSH) a modificação ocorreu maioritariamente na posição 5 do anel da CA,

enquanto nas reacções com nucleófilos de azoto (NAcHis e Imid) a modificação ocorreu na

posição 6. Relativamente ao rendimento das reacções verificou-se que, na preparação de

conjugados de enxofre as reacções de oxidação enzimática demonstraram uma maior efi-

ciência, face às reacções de oxidação química; foi proposto uma interpretação mecanística

para estas diferenças. Na preparação de derivados de azoto de CA, verificou-se que inde-

pendentemente do oxidante utilizado, os rendimentos das reacções foram baixos. Já no

caso das reacções da DA e da NADA com a dG e o DNA, nenhum aducto foi isolado em

quantidade suficiente para a realização da sua caracterização estrutural total. Estas obser-

vações demonstram a pouca eficiência das o-quinonas em reagir com este tipo de nucleófi-

los.

Investigou-se ainda a modificação das proteínas representativas, HSA, Hb e hhMb, e

do péptido modelo da HSA, LQQCPF, por reacções in vitro com as quinonas derivadas da

DA, NADA, MeDA e diMeDA. Com a modificação do péptido LQQCPF foram obtidos e

caracterizados os aductos 2-LQQCPF-DA (96), 5-LQQCPF-DA (97), 5-LQQCPF-MeDA (98)

e 5-LQQCPF-diMeDA (99), modificados no resíduo de Cys. Estes aductos constituíram

padrões para a monitorização das reacções in vitro da HSA com as CA, para a caracteriza-

ção dos resíduos modificados por técnicas de espectrometria de massa e para testar a efi-

ciência das digestões aos aminoácidos realizadas nas proteínas modificadas. Relativamente

à modificação das proteínas observou-se uma relação entre a concentração da o-quinona

(espécie potencialmente tóxica) e a extensão de modificação nas proteínas HSA e a Hb,

tendo-se estabelecido uma relação de dose-efeito entre a quantidade de NADA-quinona

usada por mg de proteína e a extensão de modificação na HSA e na Hb. Nas reacções de

modificações de proteínas verificou-se que a hidrólise aos a.a. não foi completa, tendo-se

concluído que as enzimas apresentaram dificuldade em hidrolisar a.a. ligados ou muito pró-

ximos ao anel aromático.
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As proteínas modificadas com CA foram sujeitas a hidrólise enzimática a péptidos e a

a.a, e os resíduos modificados foram caracterizados por MALDI-TOF-MS e por LC-ESI-

MS/MS, respectivamente. Por MALDI-TOF-MS foram identificados três aductos de NADA

com a HSA (Gln204, H321, e V216), dois aductos com a Hb (His97 na Hb-, e His58 na Hb-

), e dois aductos com a hhMb (Phe43 ou Asp44, e Lys45), e ainda dois aductos da diMeDA

com a HSA (Cys567 e Phe568). Por LC-ESI-MS/MS foram identificados os resíduos modifi-

cados com NADA na HSA, (Lys e Ala), na Hb (Lys e Asp), e na hhMb (Asp e Ala). À excep-

ção da reacção de modificação da NADA/hhMb1:2-A, onde foi identificado a Asp como local

de modificação em ambas as técnicas, verificou-se que a informação retirada destas apro-

ximações foi complementar. Apesar das dificuldades encontradas na digestão das proteínas

modificadas, este procedimento permitiu identificar os pontos de susceptibilidade reactiva

nas proteínas modificadas, que podem eventualmente determinar as características toxico-

lógicas das diferentes quinonas, levar a mecanismos de toxicidade e induzir efeitos adver-

sos. Este conhecimento poderá vir a ser aplicado em estudos de biotransformações das CA-

quinonas, in vivo, de modo a prever os possíveis resíduos indutores de toxicidade.
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III.1 Preâmbulo

III.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes adquiridos comercialmente não foram purificados salvo indicação em con-

trário. Nos ensaios foram sempre utilizados (L)--aminoácidos.

O tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) foi preparado dissolvendo 1,8 g de Na2HPO4 e 1,7 g

de KH2PO4 em 250 mL de água destilada, utilizou-se ainda uma solução de NaOH 10% para

acertar o pH. Para o tampão Tris [tris(hidroximetil)aminometano] (pH 7,4, 50 mM) dissolveu-

se 605 mg de Tris em 100 ml de água destilada e acertou-se o pH utilizando uma solução de

HCl 1M. O tampão Phosphate Buffer Saline (PBS), foi preparado por diluição de 1:10 de

uma solução de PBS contendo 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,44 g de Na2HPO4 e 2,7 g de

KH2PO4 para 100 mL de água destilada. Para o tampão Ambic (pH 8, 12,5 mM) dissolveu-

se 24,5 mg de bicarbonato de amónio (Ambic) em 25 mL de água MiliQ.

Para a digestão das proteínas aos a.a. foi utilizada uma solução enzimática de Pronase

E (E.C.3.4.24.31) 0,53 mg/mL em PBS, preparada apenas quando necessário, a partir de

uma solução stock de 10 mg/mL, preparada a partir do produto comercial da Fluka (5,05

U/mg em pó liofilizado. E uma solução de Leucina aminopeptidase M (LAP, E.C. 3.4.11.1)

0,13 mg/mL preparada a partir da solução comercial da Sigma 5,9 mg/mL (24 U/mg em sus-

pensão em 3,5 M (NH4)2SO4 e 10 mM MgCl2).

Para as digestões com tripsina, foram utilizadas diversas soluções. Para a solução de

DL-ditiotreitol (DTT) 100 mM, dissolveu-se 3,4 mg de C4H10O2S2 em 200 µL de Ambic (12,5

mM); para a solução de iodoacetamida (IAA) 600 mM dissolveu-se 3,7 mg de C2H4INO em

33 µL de Ambic 12,5 (mM), esta solução foi mantida ao abrigo da luz e preparada imediata-

mente antes de usar, e preparou-se uma solução de tripsina 0,05 µg/µL, dissolvendo 20 µg

de tripsina em 400 µL de TFA 0,01%.

As cromatografias em camada fina (c.c.f.) foram efectuadas em placas de sílica gel 60

F254 da Merck com 0,2 mm de espessura, em suporte de alumínio. As cromatografias em

camada fina preparativa (c.c.f.p.) foram efectuadas em placas de sílica Merck Kieselgel 60 F

254 com espessura de 0,5 mm. As placas foram observadas por luz ultra-violeta (UV) a 254

nm ou recorrendo a pulverização com o revelador indicado a cada situação. As cromatogra-

fias em coluna (c.c.) “flash” de fase normal foram efectuadas com sílica Kieselgel 60

(Merck), com granulometria de 0,040-0,063 mm, utilizou-se ainda sílica modificada de fase
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reversa RP-18 (Merck). Em todos os casos o eluente será referido, indicando a proporção

volumétrica dos componentes utilizados.

As soluções utilizadas na revelação das c.c.f., a saber reagente de Dragendorff, solução

etanólica de ácido fosfomolíbdico a 5%, DNP (2,4-dinitrofenil-hidrazina), e solução de cloreto

de cobre (CuCl2), foram preparadas de acordo com literatura.132

III.1.2 Equipamento

A purificação por cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) efectuada na FCT-UNL

realizou-se num cromatográfo Merck Hitachi (Tokyo, Japan) equipado com uma bomba L-

7100, um injector Rheodyne, uma interface D-7000, e um detector de fotodíodos L7450A. O

HPLC analítico foi realizado usando um fluxo de 1 mL/min numa coluna de fase reversa da

LichroCART 250-4, enquanto o HPLC semi-preparativo foi executado usando um fluxo de 6

mL/min numa coluna LichroCART 250-10. Em todos os programas foi utilizado um sistema

binário de solventes, solvente A e B. O solvente A foi preparado adicionando ácido trifluora-

cético (TFA) a água desionizada até pH 2,5 e o solvente B consiste numa mistura (1:1) de

acetonitrilo (MeCN) e solvente A. O gradiente linear normalmente usado no HPLC semi-

preparativo foi de 10 min, de 100-65% de solvente A; 2 min de 65-25% de solvente A,

seguidos de 3 min de 25-100% de solvente A, o programa será referenciado ao longo da

tese como HPLC-FCT-1. No IST utilizou-se um HPLC equipado com um sistema Ultimate

3000 da Dionex, uma bomba quaternária (LPG-3400A), um injector automático (Rheodyne

Model 8125) e um detector de fotodíodos (DAD, Ultimate 3000). O HPLC analítico realizou-

se numa coluna de fase reversa Luna C 18(2) (250  4,6 mm, 5 µm) da Phenomenex, com

um fluxo de 1 mL/min, enquanto que o HPLC semi-preparativo realizou-se numa coluna

Phenomenex, C 18(2) (250  10 mm, 5 µm) com um fluxo de 3 mL/min. Em todos os pro-

gramas foi utilizado um sistema binário de solventes, onde o solvente A consistia numa

solução de água em ácido fórmico 0,1% (v/v) e o solvente B MeCN. O gradiente linear nor-

malmente utilizado para purificações no HPLC semi‐preparativo foi de 15 min a 95-62% de

solvente A, 3 min de 62-0% de solvente A, 2 min com 0% de solvente A, 2 min, de 0-95% de

solvente A e 3 min a 95% de solvente A, o programa será referenciado como HPLC-IST-1.

No HPLC analítico foi utilizado o mesmo programa, mas com um fluxo de 1mL/min, o pro-

grama será mencionado ao longo da tese como HPLC-IST-2. Foi ainda utilizado outro pro-

grama no HPLC analítico com a referência HPLC-IST-3, para purificação dos compostos nas

reacções com o DNA: 30 min a 95-30% de solvente A, 2 min de 30-0% de solvente A, 3 min

com 0% de solvente A, 5 min, de 0-95% de solvente A e 5 min a 95% de solvente A.
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Na FCT-UNL os espectros de RMN foram traçados num espectrómetro Bruker ARX 400

e num Bruker Avance III 400, semelhante ao espectrómetro utilizado no IST. Os desvios

químicos  são dados em partes por milhão (ppm) e as constantes de acoplamento J dadas

em Hertz (Hz). Na descrição dos espectros os dados são apresentados da seguinte forma:

Núcleo estudado (solvente): desvio químico (δ, em ppm); [intensidade relativa do sinal

(nH, nº de protões); multiplicidade do sinal (s- singuleto; d- dupleto; t- tripleto; dd- duplo

dupleto; sx- sexteto; m- multipleto…); constante de acoplamento (J, Hz) e atribuição na

molécula]. Em moléculas com protões proquirais, como é o caso de alguns protões em gru-

pos metileno, estes serão atribuídos como Ha e Hb, juntamente com a respectiva atribuição

na molécula. Na atribuição dos protões e carbonos de confórmoros, estes serão designados

com e sem linha (‘) a seguir à atribuição da molécula, no entanto a sua atribuição será arbi-

trária, uma vez que a proporção dos isómeros conformacionais nos espectros é de 1:1.

Os espectros de infravermelho (IV) foram traçados na FCT-UNL num espectrómetro

Perkin‐Elmer, modelo Spectrum 1000 FT‐IR. Na descrição dos espectros são indicadas

apenas as frequências mais intensas ou características. Os dados são apresentados pela

seguinte ordem: suporte de amostra utilizado: KBr (em pastilha de brometo de potássio para

compostos sólidos), NaCl (em discos de cloreto de sódio para compostos dissolvidos, líqui-

dos ou óleos); frequência do máximo de uma banda de absorção (máx em cm‐1), tipo de

banda: MF (muito forte), F (forte), Fl (forte larga), m (média), ml (média larga), f (fraca); e

atribuição a um grupo funcional na molécula.

As análises de LC-ESI-MS/MS foram realizadas no IST, num sistema 500-MS LC Ion

Trap (Varian, Inc., Palo Alto, CA), composto por um amostrador automático ProStar 410,

duas bombas cromatográficas 210-LC, um detector de fotodíodos ProStar 335 e um espec-

trómetro de massa com fonte de ionização por ESI. As amostras foram injectadas numa

coluna Luna C18 (2) (150 mm × 2 mm, 3 μm; Phenomenex, Torrance, CA) através de um

injector Rheodyne com um loop de 20 μL. Como gradiente linear utilizou-se o programa

HPLC-IST-1, com um fluxo de 200 μL/min. O espectrómetro de massa foi utilizado no modo

positivo, estando os parâmetros de utilização optimizados, voltagem da agulha de spray,

+4,8 kV; voltagem do capilar, 20 V; e RF loading, 90%. O azoto foi utilizado como gás nebu-

lizador e de secagem a pressões de 50 e 30 psi, respectivamente e à temperatura de 350 °C

no caso da secagem. Os espectros de MS/MS foram obtidos com uma janela de isolamento

de 1,5 Da, valores de energia de 0,9 and 1,2 V e tempo de excitação de 10 ms. Os dados

processados foram tratados no software Varian MS Control 6,9.
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Para análises de MALDI-TOF-MS as amostras foram colocadas numa placa de MALDI

dissolvidas numa matriz. Foi utilizado como matriz uma solução de ácido sinapinico (10

mg/mL) para proteínas e uma solução de ácido -cyano-4-hidroxicinâmico (10 mg/mL) para

péptidos. Após colocar a mistura amostra-matriz (1:1) na placa de MALDI, deixou-se secar

ao ar até completa cristalização.

Alguns espectros de MALDI-TOF-MS foram realizados na Unidade de Espectrometria de

Masas da Universidade de Santiago de Compostela, usando uma espectrómetro Ultraflex III

TOF/TOF da Bruker, equipado com um laser tipo smartbeam, uma fonte de ionização

scoutMTPTM. O trajecto de voo foi realizado em modo linear de 182 cm e ionização positiva.

Para a aquisição automática de dados utilizou-se o software AutoXecute e WARP-LC.

Para as análises de MALDI-TOF-MS realizadas na FCT-UNL utilizou-se o modelo da

Voyager-DE™ PRO Biospectrometry Workstation da Applied Biosystems (Foster City, CA).

É um espectrómetro de massa com analisador por tempo de voo e uma fonte de dessorção

e ionização a laser assistida por matriz (MALDI), o aparelho vem equipado com um laser de

Azoto (337 nm) e um analisador TOF que permite trabalhar no modo linear utilizado para

determinação da massa intacta das proteínas e no modo reflector utilizado para análise dos

péptidos.

Para a análise de massa intacta da proteína o espectrómetro foi calibrado usando bovine

serum albumin (BSA) tendo-se obtido um pico a m/z de 67081,03 correspondente ao ião

monopositivo. No caso das análises de massa dos péptidos foram efectuadas duas calibra-

ções externas sucessivas com os picos monoisótopicos dos seguintes péptidos e respectiva

fragmentação péptidica: Bradykinin (m/z: 757,3997), Angiotensin II (m/z: 1046,5423), P14R

(m/z: 1533,8582) e ACTH (m/z: 2465,1989).

As medições foram realizadas em modo reflector positivo com os seguintes parâmetros:

accelerating voltage de 20 kV, voltage grid 75,1 %, 0,0002% guide wire e delay time de 80

ns. O espectro obtido para cada amostra resulta da média de 500 disparos de laser. O soft-

ware utilizado para tratamento dos espectro foi o Data Explorer serie 4.

Os péptidos de interesse (i.e., aqueles que têm massa consistente com modificação com

as CA) foram seleccionados para experiências de MS/MS. As análises de MALDI-TOF-TOF-

MS, foram realizadas no modelo Applied biosystems 4700 Proteomics Analyser, da marca

Applied biosystems/MDS SCIEX e utilizou-se o Software 4000 Series Explorer V3.0.

Os espectros de massa de alta resolução (HRMS-ESI) foram obtidos na Unidade de

Espectrometria de Masas da Universidade de Santiago de Compostela (Micromass; modelo:

AutoSpecQ). Na descrição dos espectros os dados são apresentados pela seguinte ordem:

HRMS-ESI (+): razão massa/carga do ião molecular (m/z), fórmula molecular (massa exacta

teórica do ião molecular correspondente) e massa exacta obtida experimentalmente.
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Os espectros de UV/Vis foram traçados num espectrofotómetro modelo HEλIOS UV

Visible spectrophotometers da Thermo Corporation, e utilizou-se o software Vision Pro ver-

são 2,02. Na descrição dos espectros os dados são apresentados pela seguinte ordem:

UV/vis, λ: valor obtido em nm.

Os pontos de fusão, foram determinados num aparelho de placa aquecida Kofler, mode-

lo Reichert Thermoval e não foram corrigidos.

III.1.3 Numeração de compostos

Segundo as regras da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) a

numeração da DA seria 4-(2-aminoetil)bezeno-1,2-diol, no entanto, para simplificar a nume-

ração a utilizar aquando a caracterização estrutural, aplicar-se-á como modelo a numeração

usada para a DA em diversas publicações,20, 31 como apresentado na Figura III.1. Relativa-

mente à numeração dos aductos com a.a. ou péptidos, será aplicada a numeração utilizada

para os a.a. livres, onde o carbono ligado ao substituinte R é denominado carbono . A

numeração apresentada será estendida às diversas CA e respectivos aductos, apresenta-

dos neste trabalho.

123

4
5

6

7 8HO

HO

NHR2

DA 1: R1= H, R2=H
-MeDA 38: R1=CH3, R2=H

N, diMeDA 37: R1=CH3, R2=CH3
NADA 20: R1=H , R2=Ac

R19
NH2CC

RHO

O H

Figura III.1 - Representação de CA e um a.a. geral, com a numeração a utilizar ao longo da tese.

Em relação à nomenclatura de a.a. em péptidos, será apresentada só pela abreviatura

(com uma letra) para facilitar a leitura, e nos restantes compostos, p.e. aductos ou resíduos

modificados, pelo símbolo. Por exemplo, para a cisteína será C (abreviatura) ou Cys (símbo-

lo).
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III.2 Síntese do metabolito do Ecstasy, -metildopamina (38)

III.2.1 Preparação do composto trans-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-nitropropeno (64)

Método geral - Num balão de fundo redondo colocou-se 3,4-dimetoxibenzaldeído (61)

(10,0 g; 60 mmol), nitroetano (63) (99 mL, 1,38 mol) e acetato de amónia (4,6 g, 60 mol), e

deixou-se a reacção sob refluxo. A mistura reaccional foi seguida por c.c.f. (CH2Cl2, DNP, Rf:

0,49), até ao consumo total do material de partida (12 horas). Removeu-se o excesso de

nitroetano (63) por evaporação a pressão reduzida. Dissolveu-se o óleo obtido em éter etíli-

co (100 mL); extraiu-se com água (3 x 20 mL) e BRINE (3 x 20 mL). Secou-se a fase etérea

com sulfato de sódio anidro, filtrou-se e evaporou-se à secura, e recristalizou-se o produto

em etanol.

O composto trans-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-nitropropeno, (64)

foi sintetizado de acordo com o método geral em III.2.1, sendo obti-

do sob a forma de cristais amarelos, (9,5 g, 71 %). P.f.: 69-73 ºC

(Lit 71-72)133. IV (KBr), max: 2931 (f, C-H), 1657 (m, C=Ctrans),

1596 (m, C=CAr), 1513 (F, NO2), 1445 (m, C-H), 1314 (F, NO2), 1257 (F, C-O) cm-1. 1H-RMN
(CDCl3) δ: 2,49 (3H, s, H9), 3,92 (3H, s, OCH3), 3,94 (3H, s, OCH3), 6,94 (1H, d, J= 8,2 Hz,

H5), 6,97 (2H, d, J= 2,8 Hz, H2), 7,09 (1H, d, J= 8,2 Hz, H6), 8,07 (1H, s, H7) ppm. 13C-RMN
(CDCl3) δ: 14,2 (C9), 56,0 (OCH3), 111,2 (C2), 113,1 (C5), 124,0 (C6), 125,0 (C1), 133,8

(C7), 145,9 (C8), 149,1 (C4), 150,8 (C3) ppm. Os dados espectroscópicos estão de acordo

com os apresentados na literatura.133

III.2.2 Preparação do composto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-amino-
propano (101)

Método geral - Num balão de três tubuladoras equipado com um condensador e uma

ampola isobárica em atmosfera inerte, colocou-se LiAlH4 (0,95 g, 25 mmol) e THF anidro (10

mL). Pela ampola de adição adicionou-se lentamente uma solução de trans-1-(3,4-

dimetoxifenil)-2-propeno (64) (2 g, 9 mmol) em THF anidro(15 mL). A mistura reaccional

permaneceu sob refluxo durante 4 h, e foi sendo seguida por c.c.f. (CH2Cl2/ MeOH 95:5;

Dragendorf). O excesso de LiAlH4 foi destruído por adição lenta de água (2 mL) e de uma

solução de NaOH 15 % (2 mL). A mistura resultante foi filtrada, sendo o resíduo lavado com

MeO

MeO

NO2

(64)
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THF. A solução filtrada foi seca com sulfato de sódio anidro, filtrada e evaporada à secura,

tendo-se obtido um óleo acastanhado, destilado num destilador de bolas sob pressão redu-

zida a temperaturas entre 175 ºC – 200 ºC.

O composto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-aminopropano (101), foi

obtido de acordo com o método geral III.2.2, sob a forma de um

óleo amarelo, (1,2 g, 68 %). IV (KBr), max: 3344 (f, N-H), 2958 (m,

C-H), 1589 (m, C=CAr), 1516 (F, C=CAr), 1464 (m, CH2), 1263 (F, C-N), 1237 (m, C-O) cm-1.
1H-RMN (CDCl3) δ: 1,11 (3H, d, J= 6,2 Hz, H9), 2,43 (1H, dd, J= 13,3 e J= 8,2 Hz, H7a),

2,65 (1H, dd, J = 13,3 e J= 5,1 Hz, H7b), 3,09-3,17 (1H, m, H8), 3,84 (3H, s, OCH3), 3,85

(3H, s, OCH3), 6,70-6,72 (3H, m, H2/6/5) ppm. De acordo com a literatura.134 13C-RMN
(CDCl3) δ: 23,5 (C9), 46,1 (C7), 48,5 (C8), 55,8 (OCH3), 55,9 (OCH3), 111,2 (C2), 112,4

(C5), 121,1 (C6), 132,3 (C1), 147,4 (C4), 148,8 (C3) ppm.

III.2.3 Preparação do hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-animo-
propano (66)

Método geral – Dissolveu-se (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-aminopropano (101), (1,2 g,

6,09 mmol) em éter etílico anidro, e adicionou-se Et2O anidro saturado em HCl (g), fazendo-

se precipitar o respectivo hidrocloreto.

O hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-animopropano,

(66) foi obtido segundo o método geral em III.2.3, e obtido sob a

forma de um sólido branco (506,0 mg, 36 %). IV (KBr), max: 3355

(f, N-H), 2935 (F, C-H), 1592 (m, N-H), 1519 (F, C=CAr), 1267 (F,

C-N) cm-1. 1H-RMN (D2O) δ: 1,22 (3H, d, J= 4,0 Hz, H9), 2,75-2,82 (2H, m, H7), 3,49-3,54

(1H, m, H8), 3,76 (3H, s, OCH3), 3,77 (3H, s, OCH3), 6,80 (1H, d, J= 8,0 Hz, H6), 6,86 (1H, s,

H2), 6,94 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 17,5 (C9), 39,7 (C7), 49,1 (C8), 55,7

(OCH3), 112,1 (C2), 112,9 (C5), 122,1 (C6), 129,1 (C1), 147,3 (C4), 148,3 (C3) ppm.

III.2.4 Preparação do composto -metildopamina (38)

Método geral - Num balão com duas tubuladuras, equipado com condensador, colocou-

se 14 mL de HBr 47%, e desarejou-se com Ar durante 1 h. Adicionou-se o hidrocloreto

MeO

MeO

NH2

101

MeO

MeO

NH3Cl

66



Parte Experimental

156

(R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-animopropano (66), (100,0 mg, 0,43 mmol), e a mistura foi man-

tida sob agitação durante 3 h a 125 ºC, e durante 1 h à t.a.. No final evaporou-se à secura

no evaporador de pressão reduzida.

O composto -metildopamina (38), foi obtido de acordo com

o método geral em III.2.4, sob a forma de um óleo castanho

escuro (73,0 mg, 68 %). UV/vis, λ: 231 e 285 nm. 1H-RMN (D2O)
δ: 1,18 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9), 2,64-2,76 (2H, m, H7), 3,45 (1H, sx, J = 6,8 Hz, H8), 6,62 (1H,

d, J = 6,4 Hz, H6), 6,71 (1H, s, H2), 6,79 (1H, d, J = 7,6 Hz, H5) ppm.

III.3 Síntese do metabolito do Ecstasy, N,-dimetildopamina (37)

III.3.1 Preparação do composto 1-(3,4-dimethoxifenil)propan-2-ona (67)

Método geral - Dissolveu-se trans-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-nitropropeno (64) (2,0 g, 8,9

mmol) em etanol (20 mL). Adicionou-se água destilada quente (42 mL) e colocou-se a reac-

ção sob agitação constante e vigorosa, e juntou-se limalhas de ferro (4,3 g), cloreto de ferro

hexahidratado (0,14 g) e ácido clorídrico concentrado (3,16 mL). A mistura reaccional per-

maneceu sob refluxo durante 10 h, sendo seguida por c.c.f. (CH2Cl2/MeOH (9:1), CuCl2).

Retirou-se o óxido de ferro por filtração por celite® e evaporou-se à secura. Dissolveu-se, em

éter etílico e lavou-se a fase etérea com uma solução de ácido clorídrico a 10 %. Recolheu-

se as fases orgânicas, e secou-se com sulfato de sódio anidro, filtrou-se e evaporou-se à

secura. Obteve-se um óleo amarelo.

O produto 1-(3,4-dimethoxifenil)propan-2-ona (67), obtido pelo

método geral III.3.1, foi purificado por destilação a pressão reduzida a

190 ºC e obtido sob a forma de um óleo amarelo (1,1 g, 65 %). IV

(KBr), max: 3000, 2938 (m, C-H), 1710 (F, C=O), 1591 (m, C=CAr),

1516 (F, C=CAr), 1465 (m, CH2), 1262 (F, C-O), 1238 (m, C-O) cm-1. 1H-RMN (CDCl3) δ:

2,13 (3H, s, COCH3), 3,61 (2H, s, H7), 3,85 (6H, s, OCH3), 6,68 (1H, d, J = 1,8 Hz, H2), 6,73

(1H, dd, J = 8,1 e 1,8 Hz, H6), 6,82 (1H, d, J = 8,1 Hz, H5), 13C-RMN (CDCl3) δ: 29,0

(COCH3), 50,5 (C7), 55,8 (OCH3), 111,4 (C2), 112,3 (C5), 121,5 (C6), 126,8 (C1), 148,1

(C4), 149,0 (C3), 206,7 (CO) ppm.

HO

HO

NH2.HBr

38

MeO

MeO
O

67
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III.3.2 Preparação do composto 1-(3,4-dimetoxifenil)-N-metilpropan-2-
-amina (102)

Método geral – Dissolveu-se 1-(3,4-dimethoxifenil)propan-2-ona (67), (1,1 g, 6,0 mmol),

em etanol (20 mL), e adicionou-se metilamina (4,8 mL) e Pd/C (0,38 g). Colocou-se a mistu-

ra reaccional sob atmosfera de hidrogénio. A reacção permaneceu sob agitação durante 20

h, à t.a,, sendo controlada por c.c.f. (CH2Cl2/MeOH (9:1), Dragendorf). O catalisador foi

removido por filtração sob celite® e evaporou-se o solvente. Dissolveu-se em diclorometano

e extraiu-se com uma solução de ácido clorídrico a 10%, juntou-se as fases aquosas, neu-

tralizou-se com carbonato de potássio e extraiu-se com diclorometano. A fase orgânica foi

seca com sulfato de sódio anidro, filtrada e evaporada à secura. O produto foi purificado por

destilação a pressão reduzida a 220 ºC.

O composto 1-(3,4-dimetoxifenil)-N-metilpropan-2-amina
(102), foi preparado segundo o método geral em III.3.2., e obtido sob

a forma de um óleo amarelo (820 mg, 65 %). 1H-RMN (CDCl3) δ:

1,03 (3H, d, J= 8,0 Hz, H9), 2,35 (3H, s, NH-CH3), 2,56-2,58 (2H, m,

H7), 2,69-2,74 (1H, m, H8), 3,82 (3H, s, OCH3), 3,83 (3H, s, OCH3), 6,68-6,79 (3H, m,

H2/5/6). 13C-RMN (CDCl3) δ: 19,6 (C9), 33,9 (NH-CH3), 43,1 (C7), 55,7 (OCH3), 55,8

(OCH3), 56,3 (C8), 111,2 (C2), 112,4 (C5), 120,1 (C6), 131,9 (C1), 147,4 (C4), 148,7 (C3)

ppm.

III.3.3 Preparação do composto hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-N-
metilpropan-2-amina (69)

O hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-N-metilpropan-2-
amina (69), foi preparado de acordo com o método geral em

III.2.3, partindo , 1-(3,4-dimetoxifenil)-N-metilpropan-2-amina (820

mg, 3,92 mmol). O produto apresenta-se sob a forma de cristais

brancos (589 mg, 61 %). IV (KBr), max: 2962 (f, C-H), 1591 (m, N-H), 1519 (F, C=CAr),

1459 (m, CH2), 1273 (F, C-O), 1238 (m, C-O) cm-1. 1H-RMN (D2O) δ: 1,16 (3H, d, J= 6,5 Hz,

H9), 2,58 (3H, s, NH-CH3), 2,72 (1H, dd, J= 13,9 e J= 8,0 Hz, H7a), 2,89 (1H, dd, J= 13,9 e

J= 6,2 Hz, H7b), 3,37-3,42 (1H, m, H8), 3,73 (3H, s, OCH3), 3,74 (3H, s, OCH3), 6,77 (1H, d,

J= 8,0 Hz, H5/6), 6,82 (1H, s, H2), 6,89 (1H, d, J= 8,1 Hz, H5/6) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 15,2
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(C9), 30,3 (NH-CH3), 38,7 (C7), 56,1 (OCH3), 56,8 (C8), 112,5 (C2), 113,2 (C5), 122,5 (C6),

129,2 (C1), 147,7 (C4), 148,7 (C3) ppm.

III.3.4 Preparação do composto N,-dimetildopamina (37)

O composto N,-dimetildopamina (37), foi obtido através do

método geral em III.2.4, partindo do hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-

dimetoxifenil)-N-metilpropan-2-amina (69), (100 mg, 0,41 mmol).

Obtiveram-se 85 mg do produto (37) sob a forma de um óleo casta-

nho escuro, (80 %). UV/vis, λ: 258 e 288 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,16 (3H, d, J= 6,8 Hz, H9),

2,58 (3H, s, N-CH3), 2,68 (1H, dd, J = 13,6 e J= 8,0 Hz, H7a), 2,81 (1H, dd, J = 13,6 e J = 6,0

Hz, H7b), 3,36 (1H, sx, J = 6,8 Hz, H8), 6,62 (1H, d, J = 7,6 Hz, H5/6), 6,71 (1H, s, H2), 6,79

(1H, d, J = 7,6 Hz, H5/6) ppm.

III.4 Síntese do hidrocloreto de (R,S)-4-(2-aminopropil)-2-metoxi-
fenol (40)

III.4.1 Preparação do composto 2–metoxi-4-(2-nitroprop-1-enil)fenol (65)

O composto 2–metoxi-4-(2-nitroprop-1-enil)fenol (65), foi pre-

parado pelo método geral em III.2.1, tendo como material de partida

o composto 3-metoxi-4-hidrobenzaldeído (62), (10 g, 66 mmol).

Para purificação, realizou-se uma c.c. “flash” (CH2Cl2), e o produto

foi obtido sob a forma de um sólido amarelo, (7,0 g, 51 %). P.f.: 77-82 ºC (Lit 97-99)133. IV

(KBr), max: 3432 (F, O-H), 2931 (m, C-H), 1651 (m, C=C), 1613 e 1582 (m, C=CAr), 1503 (f,

NO2), 1462 (m, CH3), 1393 (f, NO2), 1264 (F, C-O-C), 1029 (f, C-OH) cm-1. 1H-RMN (CDCl3)
δ: 2,47 (3H, s, H9), 3,96 (3H, s, OCH3), 5,69 (1H, s, OH), 6,91-7,07 (3H, m, H2/5/6), 8,02

(1H, s, H7) ppm. 13C-RMN (CDCl3) δ: 14,1 (C9), 56,0 (OCH3), 110,7 (C2), 115,7 (C5), 123,8

(C6), 125,6 (C1), 133,6 (C7), 145,8 (C8), 146,2 (C4), 148,1 (C3) ppm. Os dados espectros-

cópicos estão de acordo com os apresentados na literatura.133
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III.4.2 Preparação do composto (R,S)-4-(2-aminopropil)-2-metoxi-fenol (103)

O composto (R,S)-4-(2-aminopropil)-2-metoxi-fenol (103), foi

sintetizado seguindo o método III.2.2, partindo de 2–metoxi-4-(2-

nitroprop-1-enil)fenol (65), (2,0 g, 9,6 mmol). Foi purificado por

recristalização com metanol/éter etílico e obtido sob a forma de um óleo castanho (530 mg,

30 %). 1H-RMN (CDCl3) δ: 1,11 (3H, d, J=6,2 Hz, H9), 2,39 (1H, dd, J= 13,4 e J=4,4 Hz,

H7a), 2,64 (1H, dd, J= 13,4 e J=5,1 Hz, H7b), 3,10-3,30 (1H, m, H8), 3,96 (3H, s, OCH3),

5,69 (1H, s, OH), 6,67-6,83 (3H, m, H2/5/6) ppm.

III.4.3 Preparação do hidrocloreto de (R,S)-4-(2-aminopropil)-2-metoxi-fenol (40)

O hidrocloreto de (R,S)-4-(2-aminopropil)-2-metoxi-fenol
(40), foi preparado segundo o método geral em III.2.3, partindo de

(R,S)-4-(2-aminopropil)-2-metoxi-fenol (103) (530 mg, 2,9 mmol),

e apresenta-se sob a forma de cristais beje (400 mg, 63 %). IV

(KBr), max: 3392 (F, O-H), 2929 (m, C-H), 1591 (m, N-H), 1497 (F, C-H), 1255 (F, C-O),

1027 (f, C-O) cm-1. 1H-RMN (D2O) δ: 1,18 (3H, d, J= 6,5 Hz, H9), 2,51 (1H, dd, J= 8,4 e

J=1,6 Hz, H7a), 2,64 (1H, dd, J= 13,8 e J=6,2 Hz, H7b), 3,26-3,34 (1H, m, H8), 3,67 (3H, s,

OCH3), 6,41 (1H, d, J= 8,0 Hz, H6), 6,50 (1H, s, H2), 6,80 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5) ppm. 13C-
RMN (D2O) δ: 19,1 (C9), 41,4 (C7), 49,2 (C8), 56,5 (OCH3), 113,3 (C2), 117,1 (C5), 118,9

(C6), 131,3 (C1), 149,2 (C4), 153,2 (C3) ppm.

III.5 Síntese do hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-N-
metilpropan-2-amina (39)

III.5.1 Preparação do composto 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propa-2-ona (68)

O composto 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propa-2-ona (68), foi sin-

tetizado de acordo com o método geral em III.3.1, partindo de 2–

metoxi-4-(2-nitroprop-1-enil)fenol (2,0 g, 9,6 mmol) (65). O produto

(68) foi purificado por destilação a pressão reduzida a 220 ºC, sendo obtido sob a forma de

um óleo amarelo (1,10 g, 64 %). IV (KBr), max: 3419 (ml, OH), 2935 (m, C-H), 1706 (F,
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C=O), 1592 (m, C=CAr), 1510 (F, C=CAr), 1442 (f, CH3), 1272 (F, C-O), 1232 (f, C-O) cm-1.
1H-RMN (CDCl3) δ: 2,13 (3H, s, COCH3), 3,59 (2H, s, H7), 3,88 (3H, s, OCH3), 6,68 (1H, d,

J= 8,1 Hz, H5/6), 6,77 (1H, s, H2), 6,68 (1H, d, J= 8,2 Hz, H5/6) ppm. 13C-RMN (CDCl3) δ:

29,0 (COCH3), 50,4 (C7), 55,9 (OCH3), 110,8 (C2), 115,6 (C5), 120,9 (C6), 127,4 (C1), 145,7

(C4), 148,1 (C3), 206,7 (CO) ppm.

III.5.2 Preparação do composto (R,S)-2-metoxi-4-(2-metilaminopropil)fenol (104)

O produto (R,S)-2-metoxi-4-(2-metilaminopropil)fenol (104),

foi obtido através do método geral em III.3.2., partindo de 1-(4-

hidroxi-3-metoxifenil)propa-2-ona (68), (1,6 g, 8,8 mmol), e foi obti-

do sob a forma de um óleo amarelo (1,2 g, 71 %). 1H-RMN (CDCl3)
δ: 1,07 (3H, d, J= 6,2 Hz, H9), 2,39 (3H, s, NH-CH3), 2,59-2,73 (2H, m, H7), 2,74-2,69 (1H,

m, H8), 3,85 (3H, s, OCH3), 6,45 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5/6), 6,74 (1H, s, H2), 6,78 (1H, d, J=

8,2 Hz, H5/6).

III.5.3 Preparação do composto hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-N-
metilpropan-2-amina (39)

O hidrocloreto (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenil)-N-metilpropan-2-
amina (39), foi obtido através o método geral em III.2.3, partindo

de (R,S)-2-metoxi-4-(2-metilaminopropil)fenol (104), (800 mg, 4,09

mmol), e apresenta-se sob a forma de cristais brancos (729,1 mg,

61 %). 1H-RMN (D2O) δ: 1,11 (3H, d, J= 6,0 Hz, H9), 2,40 (3H, s, NH-CH3), 2,57-2,67 (2H, m,

H7), 2,79-2,82 (1H, m, H8), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,65 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5/6), 6,74 (1H, s,

H2), 6,78 (1H, d, J= 8,2 Hz, H5/6) ppm.
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III.6 Preparação de derivados da dopamina

III.6.1 Preparação do composto N-benziloxicarbonil-3,4-dihidroxifeniletil-
amina (60)

A uma solução de hidrocloreto de dopamina (1) (1,00

g, 5,3 mmol) em THF:H2O (1:1, 20 mL) adicionou-se

NaOH (0,5 g, 11,6 mmol). A mistura foi arrefecida a 0ºC

e adicionou-se gota a gota cloroformato de benzilo (1,0

mL, 7,4 mmol). A reacção permaneceu sob agitação em

banho de gelo durante 3 h, sendo seguida por c.c.f. (CH2Cl2/MeOH 9:1; pulverização com

ácido fosfomolíbdico Rf: 0,78). No final adicionou-se água (20 mL), e extraiu-se com EtOAc

(3× 50 mL). Recolheu-se a fase orgânica, secou-se com NaSO4, filtrou-se e concentrou-se.

O resíduo foi purificado por c.c. “flash” (CH2Cl2/MeOH 98:2), tendo-se obtido o produto (60)

sob a forma de um sólido branco (1,4 g, 89 %). P.f.: 133-135 ºC (Lit 133,5-134,0 ºC).135 IV

(KBr), max: 3479 (F, OH), 3338 (F, OH), 3025 (f, N-H) 1686 (F, C=O). 1H-RMN (CDCl3) δ:

2,69 (2H, t, J= 6,4 Hz, H7), 3,40-3,42 (2H, m, H8), 5,09 (2H, s, Cbz-CH2), 6,59 (1H, d, J= 7,2

Hz, H6), 6,68 (1H, s, H2), 6,78 (1H, d, J= 7,6 Hz, H5), 7,34 (5H, s, Cbz-HAr) ppm. 13C-RMN
(CDCl3/DMSO) δ: 35,2 (C7), 42,2 (C8), 66,3 (Cbz-CH2), 115,3 (C5), 115,6 (C2), 120,2 (C6),

127,9 (Cbz-CAr), 128,3 (Cbz-CAr), 130,5 (C1), 136,6 (Cbz-CAr) 143,0 (C4), 144,5 (C3),

156,2 (CO) ppm. MS-EI: m/z: 287 [MH]+. HRMS-ESI(+) m/z calculado para C16H17NO4 [M]+:

287,1158 obtido 287,1152. Os dados espectroscópicos do produto estão de acordo com os

apresentados na literatura.115

III.6.2 Preparação de derivados de CA acetilados

Técnica geral de acetilação

A uma solução de catecolamina (5,28 mmol) em DMF (23 mL), adicionou-se NaOAc

(430 mg, 5,28 mmol) e Ac2O (500 μL, 5,29 mmol). A reacção permaneceu sob agitação

durante 3h 30 min à t.a., sendo seguida por c.c.f. (CH2Cl2/MeOH 9:1, pulverização com áci-

do fosfomolíbdico). O solvente foi evaporado à secura e a mistura bruta purificada por c.c.

“flash” (CH2Cl2/MeOH 9:1).
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III.6.2.1 Síntese do composto N-acetildopamina (20)

O composto 20 foi sintetizado de acordo com a técnica geral de

acetilação descrita em III.6.2, sendo obtido sob a forma de um sólido

branco (0,80 g, 77 %). P.f.: 65–70 ºC (Lit 78-80 ºC).136 IV (KBr), max:

3391 (MF, OH), 1646 (m, C=O), 1557, 1435, 1373 (C=C), 1291 (C-O)

cm-1. 1H-RMN (D2O) δ: 1,79 (3H, s, COCH3), 2,55 (2H, t, J= 6,5 Hz, H7), 3,23 (2H, t, J= 6,5

Hz, H8), 6,57 (1H, d, J= 7,8 Hz, H6), 6,66 (1H, s, H2), 6,73 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5) ppm. 13C-
RMN (D2O) δ: 22,1 (CH3), 34,1 (C7), 41,1 (C8), 116,6 (C2/5), 116,9 (C2/5), 121,5 (C6), 132,5

(C1), 142,7 (C3/4), 144,2 (C3/4), 174,3 (CO) ppm. MS (ESI) m/z 218 [M + Na]+, 196 [MH]+,

154 [DAH]+. Os dados espectroscópicos do produto obtido estão de acordo com os apresen-

tados na literatura.113, 114

III.6.2.2 Síntese do composto N-acetil--metildopamina (89)

A reacção foi efectuada de acordo com a técnica geral de ace-

tilação descrita em III.6.2, partindo de 38 (10 mg, 41 μmol). O

composto foi purificado por c.c.f.p (CH2Cl2/MeOH 9:1, Rf: 0,4),

tendo-se obtido o produto 89 sob a forma de um óleo amarelo (7,4

mg, 45 %). UV/vis, λ: 231, 284 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,02 (3H, d, J= 6,8 Hz, H9), 1,77 (3H,

s, COCH3), 2,45 (1H, dd, J = 14,0 e 8,4 Hz, H7a), 2,61 (1H, dd, J = 14,0 e 5,6 Hz, H7b), 3,91

(1H, sx, J = 6,8 Hz, H8), 6,58 (1H, d, J = 7,6 Hz, H5/6), 6,67 (1H, s, H2), 6,74 (1H, d, J = 8,0

Hz, H5/6) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 19,3 (C9), 21,8 (COCH3), 40,7 (C7), 46,9 (C8), 115,9

(C5/6), 117,0 (C2), 121,6 (C5/6), 131,6 (C1), 142,2 (C3/4), 143,6 (C3/4), 172,9 (CO) ppm.

MS (ESI) m/z: 232 [M + Na]+, 210 [MH]+.HRMS-ESI m/z calculado para C11H15NO3 [MH]+:

210,1052 obtido 210,1129.

III.6.2.3 Síntese do composto N-acetil-di-O-acetil-N,-dimetildopamina (105)

O composto foi sintetizado com alterações à técnica geral descri-

ta em III.6.2. Utilizou-se 37 (30 mg, 114 μmol) e 3 eq. de NaOAc (29

mg, 341 μmol) e Ac2O (36 μL, 341 μmol.). A reacção foi seguida por

c.c.f. (CH2Cl2/MeOH 9:1, Rf: 0,6) e deixou-se sob agitação durante a

noite à t.a. Evaporou-se à secura, e purificou-se o composto por
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c.c.f.p (CH2Cl2/MeOH 9:1), tendo-se obtido N-acetil-di-O-acetil-N,-dimetildopamina (105, tri-

Ac-diMeDA), sob a forma de um óleo amarelo (17,5 mg, 50 %). 1H-RMN (D2O) δ: 1,09 (3H,

d, J= 6,8 Hz, H9), 1,21 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9’), 1,60 (3H, s, N-COCH3), 1,82 (3H, s, N-

COCH3’), 2,22 (12H, s, 2x O-COCH3), 2,71-2,76 (10H, m, 2× H7 + 2× N-CH3), 4,09-4,15 (1H,

m, H8), ca. 4,70 (H8’), 7,00-7,10 (6H, m, H2/5/6). ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 16,7 (C9), 17,8

(C9’), 19,9 (O-COCH3), 20,2 (N-COCH3), 21,1 (N-COCH3’), 26,7 (N-CH3), 29,5 (N-CH3’), 38,1

(C7), 38,5 (C7’), 50,2 (C8’), 56,0 (C8), 123,0 (C5/6), 123,2 (C5’/6’), 123,6 (C2), 123,9 (C2’),

127,9 (C5/6), 128,1 (C5’/6’), 138,6 (C1), 138,7 (C1’), 139,8 (C3/4), 140,2 (C3/4’), 141,1

(C3/4), 141,4 (C3/4’), 171,9 (ester-CO), 172,0 (ester-CO’), 172,1 (ester-CO), 172,2 (ester-

CO’), 173,9 (amida-CO), 174,0 (amida-CO’) ppm. MS (ESI) m/z: 330 [M + Na]+, 308 [MH]+.

HRMS-ESI m/z calculado para C16H21NO5 [MH] +: 308,1420 obtido 308,1475.

III.7 Preparação de conjugados de CA com nucleófilos de enxofre

III.7.1 Por oxidação enzimática de CA

Método geral A- A uma solução de CA (50 mg) em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) (100

mL) adicionou-se mushroom tyrosinase (0,5 mg, 2000 U). Verificou-se uma mudança de cor,

de incolor para vermelho (DA) ou amarelo (NADA e DA-Cbz), indicando a formação da res-

pectiva o-quinona. Adicionou-se 5 eq. do nucleófilo de enxofre (GSH, Cys ou NAcCys). A

mistura reaccional permaneceu sob agitação à t.a. durante 3 h. No final adicionou-se 1 mL

de ácido fórmico 88 % (excepto na GSH). A solução foi concentrada no evaporador rotativo

e o produto purificado por cromatografia de fase reversa, RP-18. A sílica foi activada com

água (100 mL) e utilizou-se o seguinte gradiente: água (200 mL), 10% Metanol (MeOH) (100

mL), 20% MeOH (50 mL) e por último 50% MeOH (50 mL) para lavar a coluna. A presença

de aducto em cada fracção foi verificada usando o detector de UV/vis e as fracções que

apresentaram máximos a ca. de 257 e 293 nm foram evaporadas à secura e purificadas no

HPLC semi-preparativo, utilizando o programa HPLC-FCT-1.

Método geral B- A uma solução de CA (12,5 mg) em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM)

(10 mL) adicionou-se mushroom tyrosinase (0,3 mg, 1250 U), e cisteína (5,0 eq.). A mistura

reaccional ficou sob agitação à t. a. durante 2 h. Adicionou-se 1 mL de ácido fórmico 88 % e

evaporou-se à secura. Os compostos foram purificados no HPLC semi-preparativo usando o

programa HPLC-IST-1.
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III.7.1.1 Reacção da dopamina com a glutationa

A reacção foi efectuada de acordo com o método geral A descrito em III.7.1 e isolaram-

se os produtos:

2-S-Glutatíonil-dopamina (70, 2-GSH-DA): foi

obtido sob a forma de um óleo amarelo (12,7 mg, 11

%) a tR = 7,3 min. UV/vis, λ: 257 e 290 nm. 1H-RMN

(D2O) δ: 1,93 (2H, m, Glu-H), 2,09 (2H, m, Glu-H),

2,31-2,38 (2H, m, H7), 3,03-3,09 (3H, m, H8 + Cys-

Ha), 3,15-3,22 (1H, m, Cys-Hb), 3,75 (2H, m, Gly-

H), 3,88-3,91 (1H, m, Glu-H), 4,30-3,31 (1H, m, Cys-H), 6,69 (1H, d, J= 8,1 Hz, H5), 6,80

(1H, d, J= 8,0 Hz, H6) ppm.13C-RMN (D2O) δ: 25,7 (Glu-C), 30,6 (Glu-C), 31,7 (C7), 35,2

(Cys-C), 40,9 (C8), 41,4 (Glu-C), 52,7 (Cys-C), 54,1 (Gly-C), 117,3 (C5), 118,9 (C2),

122,2 (C6), 132,9 (C1), 143,7 (C4), 146,9 (C3), 172,1 (CO), 172,7 (CO), 173,2 (CO), 174,5

(CO) ppm. MS (ESI) m/z: 459 [MH]+. Os dados espectroscópicos do produto obtido estão de

acordo com os apresentados na literatura.31

5-S-Glutatíonil-dopamina (11, 5-GSH-DA): foi iso-

lado sob a forma de um óleo amarelo com um rendi-

mento de 78 % (94,2 mg) a tR = 8,7 min. UV/vis, λ: 255

e 289 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,98-1,99 (2H, m, Glu-H),

2,34 (2H, t, J= 6,7 Hz, Glu-H), 2,72 (2H, m, H7), 3,10-

3,12 (3H, m, H8 + Cys-Ha), 3,23-3,27 (1H, m, Cys-

Hb), 3,42-3,52 (2H, m, Gly-H), 3,63-3,64 (1H, m, Glu-H), 4,30 (1H, m, Cys-H), 6,68

(1H, s, H6), 6,77 (1H, s, H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 26,5 (Glu-C), 31,8 (Glu-C), 32,3 (C7),

35,1 (Cys-C), 40,9 (C8), 43,7 (Glu-C), 53,6 (Cys-C), 54,5 (Gly-C), 117,1 (C2/6), 119,7

(C5), 126,0 (C2/6), 129,5 (C1), 144,4 (C4), 145,0 (C3), 171,8 (CO), 174,3 (CO), 175,1 (CO),

176,4 (CO) ppm. MS (ESI) m/z: 459 [MH]+. Os dados espectroscópicos do produto obtido

estão de acordo com os apresentados na literatura.31
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III.7.1.2 Reacção da dopamina com a N-acetil-cisteína

Da reacção da dopamina com a NAcCys realizada segundo o método geral A descrito

em III.7.1, foram isolados os produtos:

2-S-(N-Acetil)cisteínil-dopamina (71, 2-NAcCys-DA) sob a

forma de um óleo amarelo (3,3 mg, 4 %) a tR = 8,9 min. UV/vis, λ:
259 e 293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,78 (3H, s, NAcCys-CH3), 3,04-

3,12 (5H, m, H7 + H8 + Cys-Ha), 3,30 (1H, dd, J= 14,1 e 3,4 Hz,

Cys-Hb), 4,27-4,28 (1H, m, Cys-H), 6,71 (1H, d, J= 8,2 Hz, H5),

6,82 (1H, d, J= 8,2 Hz, H6) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 21,7 (NAcCys-

CH3), 31,4 (C7), 34,5 (Cys-C), 40,6 (C8), 53,2 (Cys-), 117,0 (C5), 117,9 (C2), 121,8 (C6),

132,5 (C1), 143,3 (C3/4), 146,6 (C3/4), 173,8 (NAcCys-CO), 174,3 (Cys-CO) ppm. MS (ESI)
m/z: 337 [M + Na]+, 315 [MH]+. Os dados espectroscópicos do produto obtido estão de acor-

do com os apresentados na literatura.31

5-S-(N-Acetil)cisteínil-dopamina (72, 5-NAcCys-DA) sob a for-

ma de um óleo amarelo (69,0 mg, 83 %) a tR = 10,1 min. UV/vis, λ:
257 e 293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,74 (3H, s, NAcCys-CH3), 2,67 (2H,

t, J= 6,8 Hz, H7), 2,94 (1H, dd, J= 14,0 e 8,1 Hz, Cys-Ha), 3,06 (2H,

t, J= 6,6 Hz, H8), 3,22 (1H, dd, J= 14,0 e 3,2 Hz, Cys-Hb), 4,09 (1H,

dd, J= 7,4 e 3,5 Hz, Cys-H), 6,61 (1H, s, H6), 6,72 (1H, s, H2) ppm.
13C-RMN (D2O) δ: 24,6 (NAcCys-CH3), 34,8 (C7), 39,0 (Cys-C), 43,4 (C8), 57,5 (Cys-C),

119,4 (C2/6), 123,2 (C5), 128,5 (C2/6), 132,0 (C1), 146,5 (C4), 147,3 (C3), 176,3 (NAcCys-

CO), 179,3 (Cys-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 353 [M + K]+, 315 [MH]+. Os dados espectroscópi-

cos do produto obtido estão de acordo com os apresentados na literatura.31

2,5-S,S-di-(N-Acetil)cisteínil-dopamina (73, 2,5-NAcCys-
DA) sob a forma de um óleo amarelo em quantidades vestigiais.

UV/vis, λ: 273 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,80 (3H, s, NAcCys-CH3 ou

NAcCys-CH3’), 1,83 (3H, s, NAcCys-CH3’ ou NAcCys-CH3), 3,05-

3,18 (6H, m, H7 + H8 + Cys-Ha + Cys-H’a), 3,30 (1H, dd, J=

14,2 e 3,2 Hz, Cys-Hb ou Cys-H’b), 3,36 (1H, dd, J= 14,0 e 3,8

Hz, Cys-H’b ou Cys-Hb), 4,32-4,33 (2H, m, Cys-H + Cys-H’),

6,91 (1H, s, H6) ppm. Os dados espectroscópicos do produto obtido estão de acordo com os

apresentados na literatura.31
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6-S-(N-Acetil)-cisteínil-dopamina (74, 6-NAcCys-DA) obtido

sob a forma de um óleo amarelo, em quantidade residual. UV/vis, λ:
252 e 288 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,80 (3H, s, NAcCys-CH3), 2,91-2,99

(2H, m, H7), 3,06-3,12 (2H, m, H8), 3,22 (1H, dd, J= 14,7 e 4,2 Hz,

Cys-Ha), 3,31 (1H, dd, J= 14,2 e 3,3 Hz, Cys-Hb), 4,37 (1H, m,

Cys-H), 6,76 (1H, s, H5), 7,01 (1H, s, H2) ppm.

III.7.1.3 Reacção da dopamina com a cisteína

A reacção foi levada a cabo de acordo com o método geral A descrito em III.7.1, e foram

recolhidos os aductos:

2-S-Cisteínil-dopamina (14, 2-Cys-DA) isolado sob a forma

de um óleo castanho (5,8 mg, 8 %) a tR = 5,9 min. UV/vis, λ: 255 e

293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 2,95-3,29 (6H, m, Cys-H + H8 + H7),

3,94 (1H, t, J= 5,6 Hz, Cys-H), 6,73 (1H, d, J= 8,2 Hz, H5), 6,86

(1H, d, J= 8,2 Hz, H6) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 33,7 (C7), 37,7

(Cys-C), 42,9 (C8), 55,4 (Cys-C), 119,9 (C5), 120,4 (C2), 124,6 (C6), 135,4 (C1), 144,9

(C3/4), 149,4 (C3/4), 173,4 (Cys-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 273 [MH]+.

5-S-Cisteínil-dopamina (12, 5-Cys-DA) obtido sob a forma de

um óleo amarelo com um rendimento de 82 % (57,9 mg) a tR = 6,9

min. UV/vis, λ: 255 e 293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 2,87 (2H, t, J= 6,9

Hz, H7), 3,23 (2H, t, J= 6,6 Hz, H8), 3,43 (1H, dd, J= 15,1 e 4,1 Hz,

Cys-Ha), 3,54 (1H, dd, J= 15,1 e 6,3 Hz, Cys-Hb), 4,20 (1H, t, J=

5,1 Hz, Cys-H), 6,88 (1H, s, H6), 6,99 (1H, s, H2) ppm. 13C-RMN

(D2O) δ: 31,3 (C7), 33,2 (Cys-C), 39,9 (C8), 51,5 (Cys-C), 116,9 (C2/6), 117,6 (C5), 126,0

(C2/6), 128,7 (C1), 144,2 (C3/4), 169,6 (Cys-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 311 [M + K]+, 273

[MH]+. Os dados espectroscópicos do produto obtido estão de acordo com os apresentados

na literatura.11
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III.7.1.4 Reacção da N-acetildopamina com a glutationa

A reacção foi efectuada de acordo com o método

geral A descrito em III.7.1, partindo de 10 mg de

NADA. Foi isolado o composto 5-S-glutatíonil-N-
acetildopamina (75, 5-GSH-NADA) sob a forma de

um óleo amarelo (21,1 mg, 83 %) a tR = 11,1 min.

UV/vis, λ: 256 e 293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,80 (3H, s,

COCH3), 2,06 2,07 (2H, m, Glu-H), 2,34 (2H, t, J= 7,2 Hz, Glu-H), 2,54 (2H, t, J= 6,4 Hz,

H7), 3,08 (1H, dd, J= 14,3 e 8,4 Hz, Cys-Ha), 3,23 (3H, dd, J= 14,3 e 8,4 Hz, H8 + Cys-

Hb), 3,75 (2H, m, Gly-H), 3,94 (1H, t, J= 6,4 Hz, Glu-H), 4,32 (1H, dd, J= 7,3 e 4,8 Hz,

Cys-H), 6,66 (1H, s, H6), 6,74 (1H, s, H2). 13C-RMN (D2O) δ: 22,2 (COCH3), 25,8 (Glu-C),

31,3 (Glu-C), 34,0 (C7), 35,2 (Cys-C), 40,9 (C8), 41,4 (Gly-C), 52,7 (Glu-C), 53,6 (Cys-

C), 117,3 (C2/6), 119,4 (C5), 126,0 (C2/6), 132,4 (C1), 143,6 (C3/4), 144,6 (C3/4), 171,9

(Glu-CO), 172,8 (Cys-CO), 173,2 (Gly-CO), 174,3 (NADA-CO), 174,4 (Glu-CO). MS (ESI)
m/z: 539 [M + K]+, 501 [MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para C20H29N4O9S [MH] +: 501,1655

obtido 501,1650.

III.7.1.5 Reacção da N-acetildopamina com a N-acetil-cisteína

Na reacção efectuada pelo método geral A descrito em III.7.1,

na presença de 10 mg de NADA, foi isolado o composto, 5-S-(N-
acetil)cisteínil-N-acetildopamina (21, 5-NAcCys-NADA) sob a

forma de um óleo amarelo (14,4 mg, 79 %). UV/vis, λ: 255 e 293

nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,74 (3H, s, COCH3), 1,81 (3H, s, NAcCys-

CH3), 2,53 (2H, t, J= 6,3 Hz, H7), 2,93 (1H, dd, J= 13,8 e 8,1 Hz,

Cys-Ha), 3,24-3,28 (3H, m, Cys-Hb + H8), 4,28 (1H, dd, J= 7,2 e 3,4 Hz, Cys-H), 6,63

(1H, s, H6), 6,74 (1H, s, H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 22,1 (NADA/NAcCys-COCH3), 22,2

(NADA/NAcCys-COCH3), 34,0 (C7), 36,5 (Cys-H), 40,9 (C8), 55,5 (Cys-H), 117,0 (C2/6),

120,6 (C5), 126,0 (C2/6), 132,4 (C1), 143,4 (C4), 144,6 (C3), 173,9 (NADA-CO), 174,3

(NAcCys-CO), 176,3 (Cys-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 395 [M + K]+. Os dados espectroscópi-

cos do produto obtido estão de acordo com os apresentados na literatura.35
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III.7.1.6 Reacção da N-acetildopamina com a cisteína

A reacção foi realizada segundo o método geral A descrito em

III.7.1, na presença de 20 mg de NADA. Foi isolado o aducto 5-S-
cisteínil-N-acetildopamina (76, 5-Cys-NADA) sob a forma de um

óleo amarelo e com rendimento de 72 % (23,0 mg) a tR = 9,1 min.

UV/vis, λ: 255 e 290 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,80 (3H, s, COCH3),

2,52 (2H, t, J= 6,7 Hz, H7), 3,23 (2H, t, J= 6,5 Hz, H8), 3,26-3,34

(2H, m, Cys-H), 3,94 (1H, dd, J= 4,6 e 2,3 Hz, Cys-H), 6,69 (1H, s, H2/6), 6,79 (1H, s,

H2/6). 13C-RMN (D2O) δ: 22,1 (COCH3), 34,1 (C7), 34,8 (Cys-C), 40,9 (C8), 52,9 (Cys-C),

117,9 (C2/6), 118,4 (C5), 126,5 (C2/6), 132,7 (C1), 143,9 (C3/4), 144,7 (C3/4), 171,0 (Cys-

CO), 174,2 (NADA-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 353 [M + K]+, 337 [M + Na]+, 315 [MH]+. HRMS-
ESI m/z calculado para C13H19N2O5S [MH] +: 315,1015 obtido 315,1009.

III.7.1.7 Reacção da N-benziloxicarbonildopamina com a glutationa

A reacção foi efectuada de acordo com o método

geral A descrito em III.7.1, na presença de DA-Cbz (10

mg) dissolvida em THF (1 mL). Foi isolado o composto

5-S-glutatíonil-N-benziloxicarbonildopamina (77, 5-
GSH-DA-Cbz) como um óleo azul (13,1 mg, 63 %).

UV/vis, λ: 254 e 290 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 2,03-2,05

(2H, m, Glu-H), 2,36 (2H, t, J= 6,9 Hz, Glu-H), 2,54 (2H, m, H7), 3,01 (1H, dd, J= 14,0 e

8,6 Hz, Cys-Ha), 3,14 (1H, dd, J= 14,0 e 3,8 Hz, Cys-Hb), 3,26 (2H, t, J= 5,8 Hz, H8), 3,71

(2H, s, Gly-H), 3,92 (1H, t, J= 6,3 Hz, Glu-H), 4,29 (1H, dd, J= 7,6 e 5,2 Hz, Cys-H), 4,92

(2H, s, Cbz-CH2), 6,66 (1H, s, H6), 6,73 (1H, s, H2), 7,11 (2H, d, J= 5,1 Hz, Cbz-HAr), 7,26-

7,28 (3H, m, Cbz-HAr) ppm 13C-RMN (D2O) δ: 25,8 (Glu-C), 31,3 (Glu-C), 34,7 (C7), 35,2

(Cys-C), 41,4 (Gly-C), 41,8 (C8), 52,7 (Glu-C), 53,5 (Cys-C), 66,8 (Cbz-CH2), 117,5

(C2/6), 119,2 (C5), 126,2 (C2/6), 127,4 (Cbz-CAr), 128,5 (Cbz-CAr), 129,1 (Cbz-CAr), 132,4

(C1), 137,1 (Cbz-CAr), 143,5 (C4), 144,5 (C3), 158,6 (Cbz-CO), 172,0 (Glu-CO), 172,6 (Gly-

CO), 173,1 (Cys-CO) 174,3 (Gly-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 631 [M + K]+, 594  [M + Na]+, 593

[MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para C26H33N4O10S [MH]+: 593,1917 obtido 593,1908.
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III.7.1.8 Reacção da N-benziloxicarbonildopamina com a N-acetil-cisteína

Na reacção executada pelo método geral A descrito em III.7.1,

na presença de 20 mg de DA-Cbz dissolvida em THF (2 mL), foi

isolado o aducto 5-S-(N-acetil)cisteínil-N-
benziloxicarbonildopamina (78, 5-NACys-DACbz) sob a forma

de um óleo violeta com 36 % (11,1 mg). UV/vis, λ: 257 e 293 nm.
1H-RMN (D2O) δ: 1,68 (3H, s, NAcCys-CH3), 2,50 (2H, s, H7), 2,93 (1H, dd, J= 13,8 e 7,9 Hz,

Cys-Ha), 3,19-3,23 (3H, m, H8 + Cys-Hb), 4,13-4,14 (1H, m, Cys-H), 4,88 (2H, s, Cbz-

CH2), 6,61 (1H, s, H6), 6,70 (1H, s, H2), 7,12 (2H, d, J= 5,8 Hz, Cbz-HAr), 7,24 (3H, m, Cbz-

HAr) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 22,1 (NAcCys-CH3), 34,6 (C7), 36,4 (Cys-C), 41,8 (C8), 55,3

(Cys-C), 66,9 (Cbz-CH2), 117,2 (C2/6), 120,5 (C5), 126,3 (C2/6), 127,7 (Cbz-CAr), 128,6

(Cbz-CAr), 129,1 (Cbz-CAr), 132,38 (C1), 137,0 (Cbz-CAr), 143,3 (C4), 144,5 (C3), 158,6

(Cbz-CO), 173,7 (NAcCys-CO), 176,7 (Cys-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 487 [M + K]+, 471 [M +

Na]+. HRMS-ESI m/z calculado para C21H24N2O7SNa [M + Na]+ 471,1202 obtido 471,1196.

III.7.1.9 Reacção da N-benziloxicarbonildopamina com a cisteína

A reacção foi realizada segundo o método geral A descrito em

III.7.1, na presença de 20 mg de DA-Cbz dissolvida em THF (2

mL). Isolou-se o aducto 5-S-cisteínil-N-
benziloxicarbonildopamina (79, 5-CyS-DACbz) como um óleo

violeta (14,2 mg, 50 %). UV/vis, λ: 254 e 293 nm. 1H-RMN (D2O)

δ: 2,53 (2H, m, H7), 3,14 (1H, dd, J= 14,8 e 8,3 Hz, Cys-Ha), 3,29-3,38 (2H, m, H8 + Cys-

Hb), 3,82 (1H, dd, J= 7,5 e 4,0 Hz, Cys-H), 4,96 (2H, s, Cbz-CH2), 6,73 (1H, s, H6), 6,84

(1H, s, H2), 7,18 (2H, d, J= 5,8 Hz, Cbz-HAr), 7,34 (3H, t, J= 7,2 Hz, Cbz-HAr) ppm. 113C-

RMN (D2O) δ: 34,7 (C7), 35,0 (Cys-C), 41,8 (C8), 53,2 (Cys-C), 66,9 (Cbz-CH2), 118,1

(C2/6), 118,5 (C5), 126,7 (C2/6), 127,6 (Cbz-CAr), 128,6 (Cbz-CAr), 129,1 (Cbz-CAr), 132,7

(C1), 137,1 (Cbz-CAr), 143,8 (C4), 144,7 (C3), 158,7 (Cbz-CO), 173,7 (Cys-CO) ppm. MS
(ESI) m/z: 445 [M + K]+, 429 [M + Na]+, 407 [MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para

C19H23N2O6S [MH]+ 407,1277 obtido 407,1271.
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III.7.1.10 Reacção da -metildopamina com a cisteína

A reacção foi efectuada de acordo com o método geral B descrito

em III.7.1, e isolou-se o produto 5-S-cisteínil--metildopamina (80,

5-Cys-MeDA), sob a forma de um óleo castanho (8,1 mg, 55 %) com

tR = 5 min. UV/vis, λ: 253 e 294 nm. 1H-RMN (D2O) : 1,20 (3H, d, J=

6,4 Hz, H9), 2,64-2,77 (2H, m, H7), 3,16-3,23 (1H, m, Cys-Ha), 3,32

(1H, dd, J = 14,8 e 3,7 Hz, Cys-Hb), 3,45-3,51 (1H, m, H8), 3,70 (1H, dd, J = 7,1 e 3,7 Hz,

Cys-H 6,72 (1H, s, H6), 6,87 (1H, s, H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 17,6 (C9), 35,0 (Cys-C),

39,2 (C7), 49,0 (C8), 53,5 (Cys-C 117,6 (C6), 119,1 (C5), 126,4 (C2), 128,9 (C1), 144,1

(C3/4), 144,7 (C3/4), 172,2 (Cys-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 287 [MH]+. HRMS-ESI m/z calcu-

lado para C12H18N2O4S [MH] +: 287,0907 obtido 287,1073.

III.7.1.11 Reacção da N,-dimetildopamina com a cisteína

A reacção do composto diMeDA (37), (12 mg), com a cisteína foi

realizada segundo o método geral B descrito em III.7.1. Obteve-se o

aducto 5-S-cisteínil-N,-dimetildopamina (47, 5-Cys-diMeDA) sob

a forma óleo castanho (2,5 mg, 18 %) a tR = 5 min. UV/vis, λ: 253 e

293 nm. 1H-RMN (D2O) : 1,18 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9), 2,60 (3H, s, N-

CH3), 2,71 (1H, dd, J= 14,0 e 7,2 Hz, H7a), 2,82 (1H, dd, J= 12,0 e 6,8 Hz, H7b), 3,19 (1H,

dd, J= 14,8 e 8,0 Hz, Cys-Ha), 3,33 (1H, dd, J= 14,8 e 4,0 Hz, Cys-Hb), 3,38-3,41 (1H, m,

H8), 3,69 (1H, dd, J= 7,6 e 4,0 Hz, Cys-H, 6,74 (1H, s, H6), 6,89 (1H, s, H2) ppm. 13C-

RMN (D2O) δ: 14,8 (C9), 29,9 (N-CH3), 35,1 (Cys-C), 37,9 (C7), 53,6 (Cys-C 56,3 (C8),

117,6 (C6), 119,2 (C5), 126,4 (C2), 128,4 (C1), 144,4 (C3/4), 144,8 (C3/4), 172,3 (Cys-CO)

ppm. MS (ESI) m/z: 301 [MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para C13H20N2O4S [MH] +: 301,1144

obtido 301,1205. Os dados espectroscópicos do produto estão de acordo com os apresen-

tados na literatura.55

III.7.2 Por oxidação química de CA

Reacções com NaIO4 e Sal de Frémy
Método geral A - Preparou-se uma solução de CA (51 μmol) em tampão fosfato (pH 7,4,

50 mM) (50 mL). De seguida, pesou-se 1 eq. de NaIO4 ou de Sal de Frémy, este último sob
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atmosfera inerte, e adicionou-se à solução anteriormente preparada. Verificou-se uma alte-

ração de cor na mistura reaccional, indicando a formação da o-quinona. Adicionou-se o

nucleófilo de enxofre GSH, NAcCys ou Cys (5 eq.), e controlou-se a reacção no HPLC analí-

tico, com o programa HPLC-IST-2. A mistura reaccional permaneceu sob agitação à t.a.

durante 3 h. No final adicionou-se 1 mL de ácido fórmico 88 %, e evaporou-se à secura. O

produto foi purificado por cromatografia de fase reversa, RP-18, a sílica foi activada com

água (100 mL) e utilizou-se o seguinte gradiente: água (100 mL), 10% MeOH (100 mL), 20%

MeOH (100 mL) e 50% MeOH (100 mL). Foram recolhidas 4 fracções, correspondentes a

cada gradiente utilizado. As fracções foram concentradas no evaporador rotativo e a pre-

sença de aducto foi verificada no HPLC analítico, com o programa HPLC-IST-2. As fracções

que apresentaram máximos a ca de 257 e 293 nm foram purificadas no HPLC semi-

preparativo, utilizando o programa HPLC-IST-1.

Reacções com Ag2O
Método geral B - A uma solução de CA (154 μmol) em 6 mL de DMF adicionou-se 10

eq. de Ag2O. A cor da solução modificou-se para amarelo ou vermelho, dependendo da o-

quinona formada. Colocou-se a mistura reaccional no vortex durante 5 min. Retirou-se a o-

quinona e adicionou-se gota a gota a uma solução de nucleófilo de enxofre GSH, NAcCys

ou Cys (5 eq.), em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) (30 mL). A reacção foi mantida sob agi-

tação à t.a. durante 3 h, no final adicionou-se 1 mL de ácido fórmico 88 %. Concentrou-se a

mistura bruta sob pressão reduzida, e adicionou-se tolueno de modo a co-evaporar a DMF.

Os compostos foram purificados utilizando o programa HPLC-IST-1.

III.7.2.1 Reacção da DA, NADA e DA-Cbz com nucleófilos de enxofre

Na Tabela III.1, estão apresentadas as reacções efectuadas com as CA, DA, NADA e

Da-Cbz e os nucleófilos de enxofre GSH, Cys e NAcCys. Foram utilizados os agentes oxi-

dantes NaIO4, Sal de Frémy segundo o método geral A descrito em III.7.2, e Ag2O segundo

o método geral B descrito em III.7.2. São ainda apresentadas as condições experimentais e

os resultados obtidos. Os compostos com características espectroscópicas de produtos

anteriormente descritos, serão remetidos para os mesmos, e os compostos novos estão

caracterizados a seguir à Tabela III.1.
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Tabela III.1 - Reacções de oxidação química das CA, com nucleófilos de enxofre. Condições experi-

mentais e resultados obtidos segundo os métodos gerais A (reacção com NaIO4 ou Sal de Frémy) e B

(reacção com Ag2O), descritos em III.7.2.

Ensaio CA (mg/µmol) Ox./Nuc.
Produtos identificados

(mg/)

A DA (10,0/53) NaIO4/GSH 5-GSH-DA (1,7/7) ver III.7.1.1

B DA (10,0/53) NaIO4/NAcCys 5-NAcCys-DA (1,8/11)

ver III.7.1.2

C DA (10,9/57) Sal de Frémy/GSH -*

D DA (11,5/60) Sal de Frémy/NAcCys 5-NAcCys-DA (0,2/1)

dímero NAcCys (2,3)

E DA (10,6/56) Sal de Frémy/Cys -*

F DA (50/264) Ag2O NAcCys 5-NAcCys-DA (2,0/2)

descrito em III.7.1.2

G NADA (10,6/54) NaIO4/GSH 2-GSH-NADA (1,7/6)

5-GSH-NADA (4,7/17)

descrito em III.7.1.4

2,5-GSH-NADA (4,4/10)

dímero GSH (46,5)

H NADA

(14,7/75)

NaIO4/NAcCys 5-NAcCys-NADA (1,6/6)

descrito em III.7.1.5

2,5-NAcCys-NADA (2,3/2)

dímero NAcCys (18,4)

I NADA

(12,3/60)

NaIO4/Cys 5-Cys-NADA (0,7/4),

descrito em III.7.1.6

dímero Cys (46,2)

J NADA

(11,2/57)

Sal de Frémy/GSH 5-GSH-NADA (3,0/11)

dímero GSH**

L NADA

(7,5/38)

Sal de Frémy/NAcCys 5-NAcCys-NADA (3,2/24)

dímero NAcCys

M NADA

(11,2/57)

Sal de Frémy/Cys 5-Cys-NADA (0,6/3)

2,5-Cys-NADA (0,4/2)

N NADA (30/154) Ag2O/NAcCys 5-NAcCys-NADA (1,5/3)

O DA-Cbz (10,0/36) NaIO4/GSH 5-GSH-DACbz (2,8/13)

descrito em III.7.1.7

-* A presença de aducto não foi detectada no HPLC analítico (programa HPLC-IST-2)

- ** Composto identificado por ESI.
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III.7.2.1.1Caracterização dos compostos, apresentados na Tabela III.1:

Ensaio G (Tabela III.1):

2-S-Glutatíonil-N-acetildopamina (82, 2-GSH-
NADA): o aducto foi isolado sob a forma de um óleo

verde (1,7 mg, 6 %). UV/vis, λ: 256 e 293 nm. 1H-

RMN (D2O) : 1,81 (3H, s, COCH3), 1,90-2,19 (2H, m,

Glu-H), 2,34-2,38 (2H, m, Glu-H), 2,70-3,38 (6H, m,

Cys-H + H7 + H8), 3,62-3,89 (3H, m, Glu-H + Gly-

H), 4,24-4,25 (1H, m, Cys-H), 6,85 (1H, d, J= 8,0 Hz, H5), 6,84 (1H, d, J= 8,4 Hz, H6) ppm.

MS (ESI) m/z: 501 [MH]+.

2,5-S,S-di-(Glutatíonil)-N-acetildopamina (83,

2,5-GSH-NADA): obteve-se o composto sob a forma

de um óleo verde (4,4 mg, 11 %). UV/vis, λ: 275 e

304 nm. 1H-RMN (D2O) : 1,80 (3H, s, COCH3), 2,00-

2,06 (4H, m, Glu-H + Glu-H’), 2,34-2,44 (4H, m,

Glu-H + Glu-H’), 2,75-3,31 (8H, m, Cys-H + Cys-

H’ + H7 + H8), 3,73-3,88 (6H, m, Glu-H + Glu-H’ +

Gly-H + Gly-H’), 4,19 (1 H, dd, J= 8,8 e 4,4 Hz,

Cys-H ou Cys-H’), 4,31 (1 H, dd, J= 8,4 e 4,8 Hz, Cys-H’ ou Cys-H), 6,85 (1H, s, H6)

ppm. MS (ESI) m/z: 828 [M + Na]+, 806 [MH]+.

Dímero da GSH (84): obteve-se o composto sob a forma de um

óleo incolor (46,5 mg). 1H-RMN (D2O) : 2,07 (4H, q, J= 7,2 Hz, Glu-H

+ Glu-H’), 2,40-2,49 (4H, m, Glu-H + Glu-H’), 2,88 (2H, dd, J= 14,4 e

9,2 Hz, Cys-Ha + Cys-H’a), 3,18 (2H, dd, J= 14,0 e 4,8 Hz, Cys-Hb

+ Cys-H’b), 3,75 (2H, t, J= 6,4 Hz, Glu-H + Glu-H’), 3,89 (4H, s,

Gly-H + Gly-H’), ca. 4,70 (Cys-H + Cys-H’) ppm. MS (ESI) m/z:

613 [MH]+. Os dados espectroscópicos estão de acordo com os apre-

sentados na literatura.31
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Ensaio H (Tabela III.1)

2,5-S,S-di-(N-Acetilcisteínil)-N-acetildopamina (23, 2,5-
NAcCys-NADA): obteve-se o composto sob a forma de um óleo

verde (2,3 mg, 2 %). UV/vis, λ: 274 e 304 nm. 1H-RMN (D2O) :

1,78-1,80 (9H, s, COCH3 + NAcCys-CH3 + NAcCys-CH3’), 2,61

(2H, t, J= 6,6 Hz, H7), 2,84-3,40 (6H, m, Cys-H + Cys-H’ +

H8), 4,22-4,28 (2 H, m, Cys-H + Cys-H’), 6,85 (1H, s, H6)

ppm. Os dados espectroscópicos estão de acordo com os apre-

sentados na literatura.35

Dímero da NAcCys (81): obteve-se o composto sob a forma de um

óleo incolor (18,4 mg). 1H-RMN (D2O) : 1,98 (6H, s, NAcCys-CH3), 2,95

(2H, dd, J= 14,4 e 8,4 Hz, Cys-Ha + Cys-H’a), 3,23 (2H, dd, J= 15,6 e

4,4 Hz, Cys-Hb + Cys-H’b), 4,70 (2H, dd, J= 8,6 e 4,4 Hz, Cys-H +

Cys-H’) ppm. MS (ESI) m/z: 363 [M + K]+, 347 [M + Na]+, 325 [MH]+. Os dados espectros-

cópicos estão de acordo com os apresentados na literatura.31

Ensaio I (Tabela III.1)

Dímero da Cys (15): obteve-se o composto sob a forma de um óleo

incolor (46,2 mg). 1H-RMN (D2O) : 3,44 (2H, dd, J= 12,0 e 6,4 Hz, Cys-

Ha + Cys-H’a), 3,54 (2H, dd, J= 11,6 e 4,0 Hz, Cys-Hb + Cys-H’b),

ca. 4,70 (Cys-H + Cys-H’) ppm. Os dados espectroscópicos estão de

acordo com os apresentados na literatura.31

Ensaio M (Tabela III.1)

2,5-S,S-di-(cisteínil)-N-acetildopamina (85, 2,5-Cys-
NADA): obteve-se o composto sob a forma de um óleo castanho

(0,4 mg, 2 %). UV/vis, λ: 271 e 302 nm. 1H-RMN (D2O) : 1,84

(3H, s, COCH3), 2,89-3,66 (12H, m, Cys-H + Cys-H’ + Cys-H

+ Cys-H’+ H7 + H8), 6,84 (1H, s, H6) ppm. MS (ESI) m/z: 472

[M + K]+, 456 [M + Na]+, 434 [MH]+.
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III.8 Preparação de conjugados de CA com nucleófilos de azoto

III.8.1 Por oxidação enzimática de CA

Método geral - A uma solução de CA (20 mg) em tampão fosfato (1 mL, pH 7,4, 50 mM)

a 25 ºC adicionou-se mushroom tyrosinase (0,2 mg; 1074 units), a solução mudou de cor,

indicando a formação da o-quinona. De modo a remover a enzima colocou-se a mistura

reaccional numa coluna HitrapTM desalting (GE Heathcare®) e eluiu-se com água. As frac-

ções foram analisadas por UV/vis, e aquelas que apresentaram máximos a ca. de 401 nm,

comprimento de onda característico da o-quinona, foram juntas. A o-quinona foi adicionada

gota a gota, a uma solução de nucleófilo de azoto, NAcHis ou Imid (10 eq.) em tampão fos-

fato (15 mL, pH 7,4, 50 mM). A mistura reaccional permaneceu sob agitação à t.a. durante 1

h. No final, adicionou-se 1 mL de àc. fórmico 88 % e evaporou-se à secura, tendo-se obtido

um óleo laranja. Para retirar o excesso de nucleófilo realizou-se uma c.c. RP-18 usando o

seguinte gradiente: H2O (100 mL) e H2O/MeOH (1:1) (100 mL). O produto foi concentrado no

evaporador rotativo e purificado por HPLC semi-preparativo, com o programa HPLC-FCT-1.

III.8.1.1 Reacção da N-acetildopamina com a N-acetil-histidina

A reacção foi efectuada de acordo com o método geral descrito em III.8.1, e isolaram-se

os produtos:

2-[(N-Acetil)histidin-N1’-il]-N-acetildopamina (27, 2-NAcH-
NADA) foi obtido sob a forma de um óleo amarelo obtido com um

rendimento de 2 % (0,5 mg). UV/vis, λ: 283,5 nm. 1H-RMN (D2O)

: 1,77, 1,78 (3H, s, NADA-COCH3), 1,83, 1,84 (3H, s, NAcHis-

COCH3), 2,12-2,23, 2,39-2,42 (2H, m, H7), 2,74-2,99 (2H, m,

NAcHis-H), 3,01-3,14 (1H, m, H8), 4,28 (1H, dd, J= 8,6 e 5,2 Hz,

NAcHis-H), 4,38 (1H, dd, J= 8,2 e 4,7 Hz, NAcHis-H’), 6,81, 6,87 (1H, s, H6), 6,88 (1H, s,

H5), 7,38, 7,41 (1H, s, NAcHis-H5), 8,76 (1H, s, NAcHis-H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 22,6

(NADA-COCH3 + NAcHis-CH3), 26,1 (NAcHis-C), 30,3 (C7), 40,7 (C8), 52,8 (NAcHis-C),

116,5 (C6), 118,5 (C5), 119,2 (NAcHis-C5), 123,1 (C1), 127,9 (C2), 131,5 (NAcHis-C4),

135,8 (NAcHis-C2), 143,6 (C3/4), 146,7 (C3/4), 163,6 (NAcHis-CO), 173,8 (NAcHis-COCH3

+ NADA-COCH3) ppm. MS (ESI) m/z: 391 [MH]+.
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6-[(N-Acetil)histidin-N1’-il]-N-acetildopamina (25, 6-
NAcH-NADA) foi recolhido como um óleo amarelo (6,4 mg,

16 %). UV/vis, λ: 286 nm. 1H-RMN (D2O) : 1,78 (3H, s,

NADA-COCH3), 1,91 (3H, s, NAcHis-COCH3), 2,36-2,44 (2H,

m, H7), 3,05-3,15 (3H, m, H8 + NAcHis-Ha), 3,30 (1H, dd,

J= 15,4 e 5,0 Hz, NAcHis-Hb), ca. 4,70 (NAcHis-H), 6,80 (2H, s, H2/5), 7,38 (1H, s,

NAcHis-H5), 8,74 (1H, s, NAcHis-H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 22,1 (NADA-COCH3 +

NAcHis-CH3), 26,8 (NAcHis-C), 29,7 (C7), 39,9 (C8), 52,2 (NAcHis-C), 114,7 (C5), 117,9

(C2), 123,5 (NAcHis-C5), 126,4 (C6), 127,5 (C1), 130,1 (NAcHis-C4), 135,9 (NAcHis-C2),

143,6 (C3/4), 146,6 (C3/4), 163,6 (NAcHis-CO), 173,4 (NAcHis-COCH3), 174,3 (NADA-

COCH3) ppm. MS (ESI) m/z: 391 [MH]+.

III.8.1.2 Reacção da N-acetildopamina com o imidazole

A reacção foi realizada segundo o método geral descrito em

III.8.1. Foi isolado o aducto 6-(N-imidazol-N1’-il)-N-
acetildopamina (29, 6-Imid-NADA), sob a forma de um óleo ama-

relo (4,0 mg, 15 %). UV/vis, λ: 229 e 283,5 nm. 1H-RMN (D2O) :

1,78 (3H, s, COCH3), 2,45 (2H, t, J= 6,6 Hz, H7), 3,11 (3H, t, J= 6,5 Hz, H8), 6,84 (1H, s,

H5), 6,85 (1H, s, H2), 7,54 (2H, s, Imid-H5/4), 8,82 (1H, s, Imid-H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ:

22,1 (COCH3), 29,6 (C7), 40,1 (C8), 114,7 (C5), 117,8 (C2), 120,1 (Imid-C4/5), 124,4 (Imid-

C4/5), 126,4 (C6), 127,6 (C1), 135,9 (Imid-C2), 143,5 (C3/4), 146,6 (C3/4), 174,3 (COCH3)

ppm. MS (ESI) m/z: 284 [M + Na]+, 262 [MH]+.

III.8.2 Por oxidação química de CA

Reacção com NaIO4 e Sal de Frémy
Método geral A – Preparou-se uma solução de CA (5,5 mg, 1 eq.) em tampão fosfato

(pH 7,4, 50 mM) (10 mL), à qual se adicionou 1 eq. de NaIO4 ou Sal de Frémy (pesado sob

atmosfera inerte), e uma solução de 5 eq. nucleófilo de azoto (NAcHis ou Imid) em tampão

fosfato (pH 7,4, 50 mM) (2 mL). A reacção permaneceu sob agitação à t.a. durante 3 h, no

final adicionou-se 1 mL de ácido fórmico. Evaporou-se à secura e purificou-se utilizando o

programa HPLC-IST-1.
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Reacção com Ag2O
Método geral B - A uma solução de NADA (102 μmol) em 6 mL de DMF adicionou-se 10

eq. de Ag2O, verificando-se que a cor da solução mudou para amarela, típica da respectiva

da o-quinona. A mistura reaccional foi colocada no vortex durante 5 min, e de seguida reti-

rou-se a o-quinona, à qual se adicionou gota a gota uma solução de NAcHis (5 eq.) em tam-

pão fosfato (pH 7,4, 50 mM) (30 mL). A reacção foi mantida sob agitação à t.a. durante 3 h.

No final adicionou-se 1 mL de ácido fórmico 88 % e concentrou-se a mistura sob pressão

reduzida, adicionando tolueno de modo a co-evaporar a DMF. Os aductos foram isolados

utilizando o programa HPLC-IST-1, e estão apresentados na Tabela III.2.

III.8.2.1 Reacção da N-acetildopamina com a N-acetil-histidina e o imidazole

Na Tabela III.2, estão apresentadas as reacções efectuadas com NADA, como descrito

na secção III.8.2, utilizando os oxidantes NaIO4, Sal de Frémy e Ag2O e nucleófilos NacHis

ou Imid. Assim como os aductos isolados, cujas características espectroscópicas serão

remetidas para os anteriormente descritos.

Tabela III.2 - Reacções de oxidação química de NADA com NAcHis e Imid. Condições experimentais

e resultados obtidos segundo os métodos gerais A (reacção com NaIO4 ou Sal de Frémy) e B (reac-

ção com Ag2O), descritos em III.8.2.

Ensaio NADA
(mg/µmol)

Ox.
(eq.)

Nuc.
(eq.)

Compostos isolados(mg/)

Caracterização

A 20/102 NaIO4 NAcHis

(10)

6-NAcHis-NADA (4,0/10)

ver III.8.1.1, pág 175

B 12/61 Sal de

Frémy

NAcHis

(5)

6-NAcHis-NADA (1,0/4)

C 20/102 Ag2O NAcHis

(5)

6-NAcHis-NADA (0,8/2)

D 30/154 NaIO4 Imid (10) 6-Imid-NADA (4,0/10)

ver III.8.1.2, pág 176
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III.8.2.2 Reacção da N-acetil--metildopamina com a N-acetil-histidina

A reacção foi levada a cabo pelo método geral A exposto

em III.8.2., utilizando NaIO4 como oxidante. Foi isolado o

composto 6-(N-acetil-histidin-N1’-il)-N-acetil--

metildopamina (91, 6-NAcHis-Ac-MeDA) sob a forma de

um óleo amarelo (0,5 mg, 5 %), com tR = 7,6 min. UV/vis, λ:
284 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 0,99 (3H, d, J= 7,1 Hz, H9), 1,81

(3H, s, COCH3), 1,99 (3H, s, NAcHis-COCH3), 2,84 (2H, s, H7), 2,99 (2H, s, NAcHis-H)

3,33 (1H, m, H8), 6,87 (2H, s, H2/5), 7,43 (1H, s, NAcHis-H5), 7,91 (1H, s, NAcHis-H5’), 8,80

(1H, s, NAcHis-H2), ppm. MS (ESI) m/z: 405 [MH]+.

III.8.2.3 Reacção da N,-dimetildopamina com a N-acetil-histidina

A reacção foi realizada acordo com o método geral A apresentado em III.8.2, utilizando

NaIO4 e 10 eq. de NAcHis. Foi obtido o aducto 6-(N-acetil-

histidin-N1’-il)-N-acetil-N,-dimetildopamina (92, 6-

NAcHis-Ac-diMeDA) sob a forma de óleo amarelo (2 mg, 8

%) com tR = 8,8 min. UV/vis, λ: 223, 284 nm. 1H-RMN (D2O)
δ: 0,99-1,02 (3H, m, H9), 1,15 (3H, m, H9’), 1,89 (3H, s,

COCH3), 1,97 (3H, s, NAcHis-COCH3), 2,18 (2H, s, H7), 2,52

(2H, s, NAcHis-H), 2,75 (1H, s, N-CH3), 3,30 (1H, m, H8), 6,82 (2H, s, H2/5), 7,46 (1H, s,

NAcHis-H5), 8,74 (1H, s, NAcHis-H2) ppm. MS (ESI) m/z: 419 [MH]+.

III.9 Preparação de conjugados de CA com os aminoácidos valina,
triptofano, N-acetil-lisina, lisina, serina e histidina

Na Tabela III.3 estão apresentadas as condições experimentais realizadas para as reac-

ções das CA com os a.a. valina, triptofano, N-acetil-lisina, serina e histidina. Os compostos

foram isolados no HPLC e analisados por 1H-RMN e/ou ESI-MS.
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Tabela III.3 - Condições experimentais nas reacções das CA com os aminoácidos valina, triptofano,

N-acetil-lisina, serina e histidina.

Ensaio CA (mg/µmol)
Método

geral
Ox.
(eq.)

Nuc.
(eq.)

1 DA (10/53) III.8.1a Ty His (5)

2 DA (10/53) III.8.1a Ty Lys (5)

2’ DA (10/53) A em III.8.2 b NaIO4 (0,5) Lys (5)

3 DA-Cbz (10/35) A em III.8.2 b NaIO4 (1,0) His (5)

3’ DA-Cbz (10/35) III.8.1 a, b Ty His (5) e (10)

4 NADA (10/51) III.8.1 a, b Ty His (5)

4’ NADA (30/154) A em III.8.2 b NaIO4 (1,0) His (10)

5 NADA (10/51) III.8.1 a,b Ty NAcLys (5) e (10)

5’ NADA (10/51) III.8.1 Ty NAcLys (5)

5’’ NADA (20/102) A em III.8.2 NaIO4 (1,0) NAcLys (5)

5’’’ NADA (10/51) A em III.8.2 c NaIO4 (1,0) NAcLys (5)

6 NADA (20/102) A em III.8.2 NaIO4 (1,0) Lys (5)

6’ NADA (10/51) III.8.1 a,b Ty Lys (5)

7 NADA (11/56) A em III.8.2 NaIO4 (1,0) Ser (5)

8 NADA (10/51) A em III.8.2 NaIO4 (1,0) Val* (5)

8’ NADA (10/51) III.8.1 Ty Val* (5)

9 NADA (20/102) A em III.8.2 NaIO4 (1,0) Trp (5)

9’ NADA (20/102) III.8.1 Ty Trp (5)

9’’ NADA (11/56) A em III.8.2 Sal de Frémy (1,0) Trp (5)
a Não se removeu a enzima b Purificação segundo o método geral em III.8.1.
c Utilizou-se H2O como solvente * Hidrocloreto de valinato de etilo

Nestes ensaios não foi possível identificar inequivocamente nenhum aducto, contudo no

ensaio com o Trp 9’ identificou-se por ESI-MS o ião a m/z de 436, compatível com o possí-

vel aducto [M + K]+, e no ensaio 9’’ atribuiu-se o ião a m/z 398 que pode corresponder ao

aducto protonado.
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III.10 Preparação de conjugados de CA com os bionucleófilos
2’-desoxiguanosina e 2’-desoxiadenina

Método geral – Dissolveu-se a CA (1 eq.) e a dG (9.8 eq.) em 2 mL de CH3COOH: H2O

(1:1), e adicionou-se gota a gota durante 10 min uma solução de NaIO4 (0,5 eq.) em 0,4 mL

de CH3COOH: H2O (1:1). A reacção é mantida à t.a. durante 3 h. No final adicionou-se 1 mL

de ácido fórmico 88 %.20 A reacção foi purificada de acordo com o procedimento descrito no

método geral A em III.7.1, e os compostos analisados por 1H-RMN e/ou ESI-MS.

Na Tabela III.4, estão apresentadas as condições experimentais realizadas para as

reacções das CA com os bionucleófilos 2’-desoxiguanosina, 2’-desoxiadenina.

Tabela III.4 - Condições experimentais nas reacções das CA com os bionucleófilos

2’-desoxiguanosina, e 2’-desoxiadenina.

Ensaio CA (mg/µmol)
Método

geral
Ox.
(eq.)

Nuc.
(eq.)

A DA (10/53) A em III.8.2 NaIO4 (0,5) dG (10)a

B DA (10/53) III.10 NaIO4 (2,2) dG (10)

C DA (10/53) III.10 NaIO4 (0,5) dG (10)

D DA (10/53) III.8.1* Ty dG (5)

E NADA (10/51) A em III.8.2 Sal de Frémy (1,0) dG (5)a

F NADA (10/51) A em III.8.2 Sal de Frémy (1,0) dG (5)b

G NADA (10/51) III.8.1 Ty dG (10)a,c

H NADA (10/51) III.8.1 Ty dG (5)a

I NADA (10/51)20 III.8.1 Ty dG (5)d

J NADA (10/51) III.8.1* Ty dG (5)e

L NADA (10/51)f A em III.8.2 NaIO4 (0,5) dG (5)d

M NADA (10/51) A em III.8.2 Sal de Frémy (1,0) dA (5)
a Dissolveu-se em DMF (4 mL) com aquecimento e tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) (2 mL),b Dis-

solveu-se em 2 mL de DMF:CH3COOH (1:1, pH 4), c Dissolveu-se em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM)

(10 mL), e H2O (5 mL), d Dissolveu-se em 3 mL de DMF:CH3COOH: H2O (1:1:1), e Dissolveu-se em

tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) (5 mL), f Dissolveu-se em 1,5 mL de CH3COOH: H2O (1:1), g Dissol-

veu-se DA e dG em 2,6 mL de CH3COOH: H2O (1:1) e de seguida adicionou-se NaIO4 dissolvido em

0,4 mL de CH3COOH: H2O (1:1),* não se removeu a enzima.
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III.11 Estudos de RMN

III.11.1 Oxidação enzimática da CA

A uma solução de DA (2 mg) em tampão fosfato deuterado (pH 7,4; 50 mM), (500 µL)

adicionou-se mushroom tyrosinase (0,1 mg; 537 U). A evolução da reacção foi monitorizada

por 1H-RMN.

O mesmo procedimento foi aplicado ao composto NADA.

Realizou-se um ensaio com DA, onde adicionou-se à solução de o-quinona GSH (5 eq.)

e continuou-se a monitorização. Os produtos correspondentes foram isolados por HPLC

semi-preparativo, utilizando o programa HPLC-FCT-1.

III.11.2 Oxidação química da CA

A uma solução de NADA (0,056 mM) em D2O, adicionou-se NaIO4 (1 eq.). A evolução da

reacção foi monitorizada por 1H-RMN. O mesmo procedimento foi aplicado aos compostos

DA e DA-Cbz, mas com 1 e 2 eq. de NaIO4.

Numas das experiências da oxidação de NADA adicionou-se NAcHis (10 eq.) à solução

e continuou-se a monitorização.

III.12 Estudos espectofotométricos

III.12.1 Oxidação enzimática da CA

Método geral A - Preparou-se uma solução de DA (2 mg) em tampão fosfato (pH 7,4; 50

mM), (5 mL) e mediu-se a absorvância. Adicionou-se mushroom tyrosinase (0,1 mg; 537 U)

e seguiu-se a evolução da reacção no espectofotômetro.

Método geral B – Numa célula de quartzo, apropriada para estudos espectometométri-

cos, colocou-se uma solução de NADA de concentração de 0,47 µM e tyrosinase 62,3 U e

adicionou-se tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) até perfazer um volume total de 2 mL. Monito-

rizou-se espectofotométricamente o desenvolvimento da reacção, pela aquisição de espec-

tros com intervalos de tempo de 1 min, durante 1 h. O mesmo procedimento foi realizado

para a concentração de NADA de 1,39 µM com 187 U de tyrosinase.
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III.13 Hidrólise de conjugados da N-acetildopamina e

N,-dimetildopamina

Método geral A – Dissolveu-se a N-acetil-CA (28 µmol) em 10 mL de HCl (1,0 M), e

aqueceu-se a 90 ºC durante 6 h. Removeu-se o solvente sob vácuo e isolou-se os produtos

no HPLC semi-preparativo, utilizando o programa HPLC-FCT-1.

Método B – Preparou-se uma solução de tri-Ac-diMeDA (14,5 mg, 47 μmol) em 10 mL

de HCl 1M em MeOH. A reacção foi mantida à t.a. durante 5 h. Evaporou à secura e adicio-

nou-se água (2 × 1,5 mL), e evaporou-se novamente à secura, repetiu-se o procedimento.

III.13.1.1 Hidrólise de 6-[(N-Acetil)histidin-N1’-il]-N-acetildopamina (25)

A hidrólise do composto 6-NAcHis-NADA (25) foi efectuada segundo o método geral A

apresentado em III.13. Foram isolados os compostos:

(6-Histidin-N1’-il)-dopamina (87, 6-His-DA): recolhido

sob a forma de um óleo amarelo (2,3 mg, 27 %). UV/vis, λ:
214 e 284 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 2,61 (2H, t, J= 7,7 Hz, H7),

2,98 (2H, t, J= 7,7 Hz, H8), 3,26 (2H, dd, J= 15,5 e 7,4 Hz,

His-Ha), 3,35 (2H, dd, J= 15,4 e 5,8 Hz, His-Hb), 4,04 (1H,

t, J= 7,7 Hz, His-H), 6,89 (2H, s, H2/5), 6,90 (2H, s, H2/5), 7,48 (1H, s, His-H5), 8,82 (1H, s,

His-H2) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 26,1 (His-C), 27,6 (C7), 39,9 (C8), 53,7 (His-C), 115,1

(C5), 117,4 (C2), 122,9 (His-C5), 125,0 (C6), 126,3 (C1), 128,9 (His-C4), 136,4 (His-C2),

144,2 (C3/4), 147,1 (C3/4), 163,2 (His-CO) ppm. MS (ESI) m/z: 307 [MH]+. HRMS-ESI m/z

calculado para C14H19N4O4 [MH]+: 307,1401 obtido 307,1401.

(6-Histidin-N1’-il)-N-acetildopamina (88, 6-His-NADA):

O aducto foi isolado como um óleo amarelo (2,0 mg, 21 %).

UV/vis, λ: 211 e 284 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 1,78 (3H, s,

COCH3), 2,46 (2H, t, J= 6,7 Hz, H7), 3,09 (2H, t, J= 6,6 Hz,

H8), 3,34 (2H, d, J= 6,5 Hz, His-H), 4,10 (1H, t, J= 6,6 Hz,

His-H), 6,84 (2H, s, H2/5), 6,85 (2H, s, H2/5), 7,48 (1H, s, His-H5), 8,81 (1H, s, His-H2)

ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 22,1 (COCH3), 26,0 (His-C), 29,7 (C7), 40,1 (C8), 55,4 (His-C),

114,8 (C5), 117,6 (C2), 123,1 (His-C5), 126,4 (C6), 127,5 (C1), 128,5 (His-C4), 136,5 (His-
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C2), 143,6 (C3/4), 146,7 (C3/4), 163,2 (His-CO), 174,3 (COCH3) ppm. MS (ESI) m/z: 349

[MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para C16H21N4O5 [MH]+: 349,1512 obtido 349,1506.

III.13.1.2 Hidrólise de (6-Imidazol-N1’-il)-N-acetildopamina (29)

A hidrólise do composto 6-Imid-NADA (4, 6 mg, 19 µmol) foi reali-

zado segundo o método geral A descrito em III.13. Isolou-se o aducto

(6-N-Imidazol-N1’-il)-dopamina (86, 6-Imid-DA) como um óleo ama-

relo, com um rendimento de 40 % (4,7 mg). UV/vis, λ: 284 nm. 1H-
RMN (D2O) δ: 2,64 (2H, t, J= 8,0 Hz, H7), 2,98 (3H, t, J= 7,9 Hz, H8), 6,90 (1H, s, H2/5),

6,91 (1H, s, H2/5), 7,56 (2H, s, Imid-H5/4), 8,86 (1H, s, Imid-H2) ppm. MS (ESI) m/z: 220

[MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para C11H14N3O2 [MH]+: 220,1081 obtido 220,1081.

III.13.1.3 Hidrólise de N-acetil-di-O-acetil-N,-dimetildopamina (105)

A reacção foi efectuada de acordo com o método geral B referido

em III.13. O composto N-acetil-N,-dimetildopamina (90), foi obtido

sob a forma de um óleo incolor (Rendimento quantitativo). 1H-RMN
(D2O) δ: 0,99 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9), 1,13 (3H, d, J= 6,4 Hz, H9’), 1,52

(3H, s, COCH3), 1,81 (3H, s, COCH3’), 2,51-2,57 (4H, m, H7 + H7’), 2,67

(3H, s, N-CH3), 2,72 (3H, s, N-CH3’), 3,99-4,00 (1H, m, H8), 4,58-4,62 (1H, m, H8’), 6,47-

6,51 (2H, m, H5/6), 6,59 (1H, s, H2), 6,60 (1H, s, H2’), 6,66-6,69 (2H, m, H5’/6’) ppm. 13C-
RMN (D2O) δ: 16,4 (C9), 17,7 (C9’), 19,7 (N-COCH3), 20,7 (N-COCH3’), 26,8 (N-CH3), 29,7

(N-CH3’), 37,9 (C7), 38,4 (C7’), 50,9 (C8’), 56,5 (C8), 115,9 (C5/6), 116,1 (C5’/6’), 116,5

(C2), 116,7 (C2’), 121,1 (C5/6), 121,3 (C5’/6’), 116,1 (C1), 116,1 (C1’), 142,2 (C3/4), 142,5

(C3/4’), 143,6 (C3/4), 143,7 (C3/4’), 173,9 (CO), 174,0 (CO’) ppm. MS (ESI) m/z: 246 [MH +

Na]+, 224 [MH]+. HRMS-ESI m/z calculado para C12H17NO3 [MH]+: 224,1218 obtido

224,1316.
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III.14 Reacções da dopamina e N-acetildopamina com o DNA

Técnica geral – A uma solução de CA (102 µmol) em tampão fosfato (pH 7,4; 50 mM),

(2 mL) adicionou-se NaIO4 (1 eq.) ou mushroom tyrosinase (0,3 mg; 1200 U) e uma solução

de salmon testis DNA (15 mg) em tampão fosfato (pH 7,4; 50 mM) (10 mL). A mistura foi

incubada durante a noite a 37 ºC.

O volume da amostra foi dividido em metade e para remover o material de partida que

não reagiu, realizou-se uma extracção com AcOEt (2 × 6 mL). Precipitou-se o DNA adicio-

nando 0,6 mL de uma solução de 5 M de NaCl e 6,6 mL de etanol frio, centrifugou-se e reco-

lheu-se o DNA, adicionou-se etanol 70 % frio e recolheu-se o DNA segundo o mesmo pro-

cedimento.

O DNA foi redissolvido em tampão Bis-Tris (5 mM) e 0,1 mM EDTA (pH 7,1), (5 mL) e

sujeito a hidrólise térmica e enzimática. Na hidrólise térmica a amostra foi incubada durante

1 h a 95 ºC. Precipitou-se o DNA como descrito acima e recolheu-se o sobrenadante, tendo-

se concentrado a solução. Na hidrólise enzimática adicionou-se à amostra 50 µL de uma

solução de MgCl2 1M, 0,5 mg de DNase e 0,5 mL de tampão DNase, tendo-se incubado

durante 3 h a 37 ºC. Adicionou-se à solução anterior 50 µL de tampão Tris-HCl, 1 M, pH~8,

50 µL de fosfodiesterase I e 20 µL de fosfatase alcalina, a hidrólise permaneceu durante a

noite a 37 ºC. No final extraiu-se com uma solução saturada de BuOH, e evaporou-se à

secura. As amostras recolhidas tanto na hidrólise térmica como enzimática foram purificadas

no HPLC semi-preparativo usando o programa HPLC-IST-3.137 Na Tabela III.5, estão apre-

sentados os ensaios realizados.

Tabela III.5 - Reacções da DA e NADA com o DNA.

Ensaio CA (mg/µmol) Ox. Aductos

A NADA (20/102) ty -a)

B NADA (18/92) ty* -a)

C NADA (20/102) NaIO4 -b)

D DA (20/105) ty -a)

* Remoção da enzima segundo o procedimento descrito em III.8.1.

-a) não foi identificado nenhum aducto, -b) identificado por ESI com m/z de 345 compa-

tível com o aducto protonado da NADA com a Gua, após hidrólise térmica.
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III.15 Reacções de CA com o péptido LQQCPF

III.15.1 Caracterização do péptido LQQCPF

Leucinil-glutaminil-glutaminil-
cisteínil-prolinil-fenilalanina (LQQCPF) tR
= 13,2 min UV/vis, λ: 258 nm. 1H-RMN
(D2O) δ: 0,84-0,86 (6H, m, Leu-CH3iBu),

1,53-1,99 (10H, m, 2× Gln-HLeu-H +

Leu-H + Pro-Ha + Pro-Ha), 2,08-2,12

(1H, m, Pro-H/b), 2,24-2,27 (4H, m, 2×

Gln-H), 2,74-2,76 (2H, m, Cys-H), 3,01

(1H, dd, J = 14,0 Hz e J = 8,4 Hz, Phe- Ha), 3,11 (1H, dd, J = 14,0 Hz e J = 5,8 Hz, Phe-

Hb), 3,63-3,67 (2H, m, Pro-H), 3,93 (1H, t, J = 7,1 Hz, Leu-Hα), 4,23 (1H, t, J = 7,2 Hz,

Cys-Hα), 4,27-4,32 (2H, m, Pro-Hα + Phe-Hα), ca. 4,70 (Gln-Hα), 7,18-7,30 (5H, m, Phe-

HAr) ppm. 13C-RMN (D2O) δ: 21,1 (Leu-CH3iBu), 21,6 (Leu-CH3iBu), 23,8 (Pro-C/), 24,3

(Leu-C), 24,7 (Cys-C), 26,8 (2×Gln-C), 29,2 (Pro-C/), 30,9 (Gln-C), 31,0 (Gln-C), 36,5

(Phe-C), 39,8 (Leu-C), 48,1 (Pro-C), 51,7 (Leu-Cα), 52,9 (Phe-Cα), 53,0 (Cys-Cα), 53,7

(Gln-Cα53,9 (Gln-Cα), 60,6 (Pro-Cα), 127,2 (Phe–CAr4), 128,7 (Phe–CAr2,6/3,5), 129,3

(Phe–CAr2,6/3,5), 136,5 (Phe–CAr1), 166,4 (CO), 170,2 (Gln-CO), 170,4 (Gln-CO), 172,5

(CO), 173,5 (CO), 174,8 (CO), 177,7 (2x amidaCO). MS (ESI) m/z: 757 [M + Na]+, 735 [MH]+.

III.15.2 Por oxidação enzimática de CA

Técnica geral - Dissolveu-se 1 mg de CA em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM) (15 mL) e

adicionou-se mushroom tyrosinase (0,1 mg, 40 U), tendo-se observado imediatamente uma

mudança de cor para vermelho (DA, MeDA e diMeDA) ou amarelo (NADA) indicando a for-

mação da correspondente o-quinona. Adicionou-se gota a gota uma solução de 2 eq. de

LQQCPF em 1 mL de tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM). A reacção permaneceu sob agitação

à t.a. durante 3 h. No final adicionou-se 1 mL de ácido fórmico, evaporou-se à secura e puri-

ficou-se por HPLC semi-preparativo utilizando o programa HPLC-IST-1.
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III.15.2.1 Reacção com N-acetildopamina

A reacção foi efectuada de acordo com a técnica geral descrita em III.15.2 partindo de

NADA, sendo isolado o composto:

5-S-(Leucinil-glutaminil-glutaminil-cisteínil-prolinil-fenilalanil)-N-acetildopamina
(95, 5-S-LQQCPF-NADA) tR = 13,3 min.

UV/vis, λ: 255 e 294 nm. 1H-RMN (D2O) δ:

0,81-0,82 (6H, m, Leu-CH3iBu), 1,56-1,97

[14H, m, 2× Gln-H COCH3 (1,80) +Leu-

H + 2× Pro-H/ + Leu-H, 2,22-2,26

(4H, m, 2× Gln-H), 2,55 (2H, t, J= 6,8 Hz,

H7), 2,83-3,23 (8H, m, Phe-HCys-H +

H8 + Pro-H), 3,92-3,94 (1H, m, Leu-Hα),

4,23-4,46 (5H, m, Cys-Hα + Pro-Hα + Phe-

Hα + 2× Gln-Hα), 6,71 (1H, s, H6), 6,76 (1H, s, H2), 7,12-7,23 (5H, m, Phe-HAr) ppm. 13C-

RMN (D2O) δ: 21,0 (Leu-CH3iBu), 21,1 (Leu-CH3iBu), 21,6 (COCH3), 23,8 (Pro-C/), 24,2

(Leu-C), 26,9 (2×Gln-C), 29,1 (Pro-C/), 30,9 (Gln-C), 34,0 (C7), 34,4 (Pro-C/Phe-C),

36,8 (Cys-C), 39,8 (Leu-C), 40,7 (C8), 47,2 (Pro-C/Phe-C), 51,7 (Leu-Cα), 53,0 (Cys-Cα

+ Phe-Cα), 54,9 (Gln-Cα 60,6 (Pro-Cα), 117,2 (C6), 126,0 (C2), 126,9 (Phe–CAr4), 128,6

(Phe–CAr2,6/3,5), 129,3 (Phe–CAr2,6/3,5), 136,8 (Phe–CAr1), 167,8 (CO), 170,3 (Gln-CO),

172,3 (Gln-CO), 172,9 (CO), 173,1 (CO), 175,8 (CO), 177,5 (3x amidaCO) ppm. MS (ESI)
m/z: 950 [M + Na]+, 928 [MH]+.

III.15.2.2 Reacção com dopamina

A reacção foi efectuada de acordo com a técnica geral descrita em III.15.2 partindo da

DA, e foram isolados os aductos:

2-S-(Leucinil-glutaminil-glutaminil-
cisteínil-prolinil-fenilalanil)-dopamina (96,

2-S-LQQCPF-DA) tR = 9,8 min. UV/vis, λ: 257

e 293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 0,81 (6H, m, Leu-

CH3iBu), 1,56-2,28 (15H, m, 2× Gln-H 2×

Gln-H +Leu-H +2× Pro-H/ + Leu-H),

2,89-3,24 (10H, m, Phe-HCys-H + Pro-
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H + H7 + H8), 3,93 (1H, t, J= 7,0 Hz, Leu-Hα), 4,21-4,31 (5H, m, Cys-Hα + Pro-Hα + Phe-

Hα + 2× Gln-Hα), 6,73 (1H, d, J= 8,2 Hz, H6), 6,86 (1H, d, J= 7,9 Hz, H5), 7,13-7,23 (5H, m,

Phe-HAr) ppm. MS (ESI) m/z: 909 [M + Na]+, 887 [MH]+.

5 -S-( Leucinil-glutaminil-glutaminil-cisteínil-prolinil-fenilalanil)-dopamina (97, 5-S-
LQQCPF-DA) tR = 10,3 min. UV/vis, λ:
256 e 293 nm. 1H-RMN (D2O) δ: 0,84-

0,87 (6H, m, Leu-CH3iBu), 1,59-2,79

(15H, m, 2× Gln-H 2× Gln-H +Leu-

H + 2× Pro-H/ + Leu-H), 2,74-3,25

(10H, m, Phe-HCys-H + Pro-H +

H7 + H8), 3,93-3,95 (1H, m, Leu-Hα),

4,25-4,41 (5H, m, Cys-Hα + Pro-Hα +

Phe-Hα + 2× Gln-Hα), 6,77 (1H, s, H6),

6,87 (1H, s, H2), 7,12-7,24 (5H, m, Phe-HAr) ppm. MS (ESI) m/z: 925 [M + K]+, 909 [M +

Na]+, 887 [MH]+.

III.15.2.3 Reacção com a -metildopamina

Realizou-se a reacção de acordo com a técnica geral descrita em III.15.2 partindo de

MeDA. Foi isolado o aducto:

5-S-(Leucinil-glutaminil-glutaminil-cisteínil-prolinil-fenilalanil)--metildopamina (98,

5-S-LQQCPF-MeDA) tR = 10,5 min.

UV/vis, λ: 256 e 294 nm. 1H-RMN (D2O) δ:

0,81-0,83 (6H, m, Leu-CH3iBu), 1,15-1,17

(3H, m, H9), 1,31-2,60 (15H, m, 2× Gln-

H 2× Gln-H +Leu-H + 2× Pro-H/ +

Leu-H), 2,66-3,45 (9H, m, Phe-HCys-

H + Pro-H + H7 + H8), 3,93 (1H, t, J=

7,0 Hz, Leu-Hα), 4,23-4,42 (5H, m, Cys-Hα

+ Pro-Hα + Phe-Hα + 2× Gln-Hα), 6,73

(1H, s, H6), 6,83 (1H, s, H2), 7,15-7,24 (5H, m, Phe-HAr) ppm. MS (ESI) m/z: 901 [MH]+.
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III.15.2.4 Reacção com a N,-dimetildopamina

A reacção foi executada pela técnica geral descrita em III.15.2 partindo de diMeDA. Foi

recolhido o composto:

5-S-(Leucinil-glutaminil-glutaminil-cisteínil-prolinil-fenilalanil)-N,-dimetildopamina

(99, 5-S-LQQCPF-diMeDA) tR = 10,6 min.

UV/vis, λ: 256 e 294 nm. 1H-RMN (D2O) δ:

0,91-1,02 (6H, m, Leu-CH3iBu), 1,23-1,27

(3H, m, H9), 1,55-2,24 (15H, m, 2× Gln-

H 2× Gln-H +Leu-H + 2× Pro-H/ +

Leu-H), 2,74 (3H, s, N-CH3), 2,99-3,47

(9H, m, Phe-HCys-H + Pro-H + H7 +

H8), 4,04 (1H, t, J= 7,0 Hz, Leu-Hα), 4,25-

4,41 (5H, m, Cys-Hα + Pro-Hα + Phe-Hα +

2× Gln-Hα), 6,84 (1H, s, H6), 6,89 (1H, s, H2), 7,12-7,37 (5H, m, Phe-HAr) ppm. MS (ESI)
m/z: 915 [MH]+.

III.16 Reacções de modificação de proteínas com CA

III.16.1 Reacções de modificação da HSA

III.16.1.1 Por oxidação enzimática de CA

Método geral - Preparou-se uma solução de CA (30 μmol) em tampão Tris (pH 7,4, 50

mM) (2 mL) e adicionou-se mushroom tyrosinase (0,2 mg, 1000 U). Colocou-se a mistura

reaccional numa coluna HitrapTM desalting (GE Heathcare®) e eluiu-se com água, de modo

a remover a enzima. À solução de o-quinona recolhida foi adicionado gota a gota uma solu-

ção de HSA (10 mg) em tampão Tris (pH 7,4, 50 mM) (10 mL). A mistura reaccional foi incu-

bada com agitação durante a noite a 37 ºC. Extraiu-se com acetato de etilo (2  5 mL), e a

fase aquosa foi transferida para filtros de crivagem (PES 5K, 500 μL), centrifugou-se durante

3 min, a 8000g. Recolheu-se o sobrenadante e concentrou-se sob vácuo. Na Tabela III.6

são apresentadas as condições experimentais utilizadas nos vários ensaios realizados com

a HSA.
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Tabela III.6 - Ensaios de modificação da HSA por diferentes CA.

CA
razão

CA/HSA

NADA 1:2

NADA* 1:4

NADA* 1:10

NADA* 1:20

MeDA 1:20

diMeDA 1:20

DA 1:20

*As concentrações de NADA-quinona apresentadas foram preparadas por diluição da solução de o-

quinona recolhida após remoção da enzima.

III.16.1.2 Por oxidação química de CA

Método geral – Dissolveu-se NADA (5,3 mg, 27,1 μmol) em 2 mL de tampão Tris (pH

7,4, 50 mM). Adicionou-se NaIO4 (1 eq.) e uma solução de HSA (12,5 mL, 1 mg/mL) em Tris

(pH 7,4, 50 mM), e incubou-se com agitação durante a noite a 37 ºC. Na Tabela III.7 encon-

tram-se as proporções NADA/HSA utilizadas nos vários ensaios. Nos ensaios 1 e 2, o res-

tante tratamento das amostras foi realizado como descrito no método geral em III.16.1.1. No

ensaio 3 e 4, após extracção com AcOEt a solução foi dialisada contra 2 L de água desioni-

zada durante 24 h (ensaio 3) e 48 h (ensaio 4).

Tabela III.7 - Ensaios de modificação da HSA com NADA gerada com NaIO4.

Ensaio
razão

NADA/HSA
Tratamento
da amostra

1 1:2 filtros de crivagem

2 1:20 filtros de crivagem

3 1:2 24 h de diálise

4 1:2 48 h de diálise
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III.16.2 Reacções de modificação de Hb e hhMb com NADA

III.16.2.1 Por oxidação enzimática da NADA

Técnica geral – Preparou-se uma solução de NADA-quinona dissolvendo 5,5 mg de

NADA (28,2 μmol) em 2 mL de tampão Tris (pH 7,4, 50 mM) e adicionando mushroom tyro-

sinase (0,2 mg, 1000 U). A enzima foi removida com descrito em III.16.1.1. À solução de

quinona foi adicionado 10 mg de Hb em tampão Tris (pH 7,4, 50 mM) (10 mL), a mistura

reaccional foi incubada durante a noite sob agitação a 37 ºC. Extraiu-se com AcOEt (2  5

mL) e precipitou-se à apoproteína,64 adicionando 2 mL de uma solução de acetona contendo

0,3% de HCl 2N seguido de 5 mL de acetona fria. A apoproteína foi recolhida após centrifu-

gação durante 1 min, a 8000g e secagem no Speed Vac. As condições experimentais utili-

zadas nos vários ensaios realizados encontram-se na Tabela III.8.

Tabela III.8 - Condições experimentais nos ensaios de modificação de Hb e hhMb com NADA.

Proteína
razão

NADA/Proteína
Tampão

(pH 7,4, 50 mM)

Hb 1:2 Tris

Hb* 1:4 Tris

Hb* 1:10 Tris

Hb* 1:20 Tris

hhMb 1:2 fosfato

*NADA-quinona preparada por diluição da solução de o-quinona

recolhida após remoção da enzima.

III.16.2.2 Por oxidação química da NADA

Técnica geral - A uma solução de NADA (6 mg, 30 μmol) em tampão fosfato (pH 7,4, 50

mM) (5 mL) adicionou-se NaIO4 (6,6 mg, 30 μmol) e 10 mL de uma solução de Hb ou hhMb

(1 mg/mL) em tampão fosfato (pH 7,4, 50 mM). O restante procedimento experimental foi

idêntico ao descrito na técnica A em III.16.2.1..
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III.17 Condições de hidrólise das proteínas e do péptido LQQCPF

III.17.1 Digestão aos péptidos das proteínas modificadas

III.17.1.1 Condições de hidrólise

Digestão enzimática clássica - Preparou-se uma solução de proteína-modificada de 1

mg/mL em água MiliQ:MeCN (1:1), e colocou-se 1 min no SONOREACTOR 50%. Retirou-se

20 µL de solução e adicionou-se 2 µL de uma solução de DTT (100 mM em Ambic 12,5

mM), incubou-se 1 h a 37 ºC. Adicionou-se 2 µL de uma solução de IAA (600 mM em Ambic

12,5 mM) e incubou-se ao abrigo da luz durante 45 min à t.a.. A solução foi diluída para 96

µL com Ambic 12,5 mM. Retirou-se 10 µL e juntou-se 2 µL de uma solução de tripsina 0,05

µg/µL em TFA 0,01% e incubou-se durante a noite a 37 ºC, de modo a realizar a digestão da

proteína. A razão tripsina/proteína utilizada é sempre de 1:20, assim sendo 2 µg de proteína

são digeridas com 0,1 µg de tripsina. No final adicionou-se 1 µL de ácido fórmico 50% (v/v)

para parar a actividade da enzima.

Método geral B - As digestões foram realizadas numa proporção de tripsina/proteína de

1:200, em 1 mL de tampão Tris (pH 8, 100 mM) contendo 2 mM CaCl2. As amostras foram

incubadas durante a noite a 37 ºC, e de seguida concentradas no Speed Vac e analisadas

por MALDI-TOF-MS.31, 64, 89

Control com proteínas - As HSA, apoHb, apohhMb foram sujeitas ao protocolo de

digestão enzimática clássica. As apoproteínas (apoHb, apohhMb) foram ainda hidrolisadas

segundo o método geral B.

III.17.2 Digestão aos aminoácidos das proteínas e do péptido modificados

III.17.2.1 Condições gerais

A uma solução de 1 mg de proteína modificada dissolvida em PBS (350 μL) adicionou-se

pronase E (19 μL, 530 μg/mL) e LAP (8 μL, 130 μg/mL). Incubou-se a solução durante a noi-

te e sob agitação a 37 ºC. A solução foi seca e posteriormente analisada por LC-ESI-

MS/MS.72
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III.17.2.2 Ensaio com temperatura a 50ºC

A uma solução de 1 mg de proteína modificada dissolvida em PBS (350 μL) adicionou-se

pronase E (19 μL, 530 μg/mL) durante 4 h a 50 ºC, e uma nova carga de enzima juntamente

com LAP (8 μL, 130 μg/mL) por mais 24 h, a 50 ºC. As amostras foram secas no Speed Vac,

e posteriormente analisada por LC-ESI-MS/MS.77
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