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INTRODUCAO

IMPORTANCIA DO DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PARA A
DETERMINACAO DE PROTEINAS

As proteinas desempenham papéis extremamente importantes
em todos os processos biolégicos verificando-se a participagao delas como
enzimas, hormoénios, neurotransmissores, transportadores através das
membranas celulares, dentre muitos outros.

O desenvolvimento de metodologias para determinar proteinas
tem, cada vez mais, se tornado de fundamental relevincia em varias areas do
conhecimento, como por exemplo na area de andlises clinicas, favorecendo o
diagnéstico de certas doengas correlacionadas com a alteragdo da quantidade
de proteinas nos fluidos biolégicos; em nutri¢do animal, ressaltando-se o
aproveitamento racional de nutrientes e problemas relacionados a nutrigao,
como obesidade, anorexia nervosa, desnutricao, devendo as dietas ter teor
balanceado de proteinas.

Em ciéncia e tecnologia de alimentos, em quimica fina de
purificagdo de proteinas e enzimas, e em culturas de tecidos e de
microrganismos, os mecanismos quimicos e bioldgicos envolvidos
apresentam direto envolvimento com proteinas (1, 2), tendo-se como
exemplo: medidas de atividade enzimatica méxima, de distribuicdo da
atividade enzimaética intracelular e de velocidade de producao e utilizagao de
substratos em um microrganismo, que sdo dadas em reiagdo a quantidade
total de proteinas do mesmo (2, 3), ou determinagdo da concentragao de

neuropeptideos no cérebro, utilizando a técnica de "micropunch" para



microdissecgao do tecido cerebral, que é tomada em relagdo a concentragao de
proteinas totais nos "micropunchs” em estudo (4).

Em anélises clinicas, a mudang¢a na concentragao de proteinas
totais nos fluidos biolégicos pode ser correlacionada com diferentes doengas.
Doengas renais e diabetes mellitus alteram a permeabilidade dos capilares
glomerulares provocando, com isto, um aumento na concentragio da
proteina urindria, 0 que se denomina proteiniria ou, mais comumente,
albumindria. No liquido encéfalo raquidiano (liglior), a concentragdo de
proteinas pode estar aumentada devido a algum dano ocorrido nas meninges,
como na meningite bacteriana. No caso do plasma sangiineo, uma
hipoproteinemia pode ser um indicativo de diversos problemas fisiolégicos,
tais como: hepético, com a sintese de proteina diminuida; renal, com perda de
uma grande quantidade de proteinas pela urina; ou ainda, desnutri¢ao
quando o individuo passa por uma severa e prolongada fome. Outros fluidos
biolégicos tais como saliva e suco pancredtico, também contém proteinas,
porém em menor concentragao (1, 5).

A Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos da
América (6), recomenda um consumo didrio de 0,8 g de proteina por Kg de
peso corpéreo; esta quantidade pode ser suprida por muitas fontes diferentes,
sendo as mais importantes: carnes em geral (aves, gado, peixe, etc.), ovos,
leite, produtos do leite (queijos, iogurtes, etc.) e sementes (feijao, milho, trigo,
soja, etc.).

Obviamente, nos dias atuais, muitos alimentos sdo processados
para prolongar o tempo de consumo ou facilitar o transporte, ou sado
transformados em algum tipo de produto de maior aceitagdo pelo publico. Por
exemplo, carnes em geral podem ser desidratadas e transformadas em muitos
tipos de pratos (sopas, feijoadas, risotos, etc.) ou alimentos como linguigas,
salsichas, presuntos etc. Sementes sao transformadas em farinhas que por sua

vez sdo transformadas em paes, bolos, bolachas, etc., enquanto o leite,



processado, se transforma em queijos, iogurtes, manteigas, etc. Em todos estes
produtos, a concentragdo de proteinas é um item de grande relevancia para o
fabricante, tanto na compra da matéria prima como na venda do produto,
pois a margem de lucro do mesmo estd intimamente relacionada com a
questdo de quanto é possivel fabricar a partir de uma quantidade de matéria
prima utilizada. Para o consumidor, a quantidade de proteinas indica o valor
.nutritivo do alimento e também favorece a fiscalizagdo deste alimento contra
possiveis fraudes (7).

Na &drea de nutri¢gdo humana existe, nos dias de hoje, uma
preocupagao com relagdo ao que ingerir e o quanto ingerir, pois excessos na
ingestdo alimentar podem levar a obesidade e as doengas decorrentes da
mesma; a ingestdo inadequada de nutrientes, por outro lado, também pode ter
conseqiliéncias danosas para o organismo. Assim, em termos de valores
energéticos, o contetido proteico é um item fundamental a ser considerado (1,
5, 8) tanto no planejamento de dietas para seres humanos como na pesquisa
basica de diferentes dietas para animais.

Na area de purificagao de proteinas ou de enzimas provenientes
de animais, microrganismos ou plantas, a quantificagdo das mesmas em cada
etapa do processo se faz necesséria (9). Uma area que atualmente tem grande
interesse em purificar enzimas, visando aplicagdo industrial, é a de
bacteriologia (10), pois as condigdes de proliferagdo das bactérias, é muito
variavel; por exemplo, algumas bactérias proliferam somente a elevadas
pressOes e a temperaturas acima de 100°C, outras sobrevivem a temperaturas
abaixo de 0°C, como as dos mares gelados do Artico, e outras em condicdes de
pH abaixo de 2 ou acima de 11. |

A determinagao de proteinas totais é também importante em
zootecnia e dreas correlatas, pois a concentragdo de proteinas totais de
leguminosas ou de gramineas pode indicar quais sdo as mais aceitdveis e

rentaveis para a alimentagdo animal (11).



A area de ecologia é mais uma das areas beneficiadas com
metodologias para a determinacdo de proteinas totais, pois, é possivel
entender vérios aspectos da vida dos animais silvestres relacionando o
comportamento alimentar com a quantidade de proteinas ingerida dos
alimentos (12).

Estas sdo apenas algumas das mais importantes aplicagoes
Zanaliticas para metodologias de determinagdo de proteinas totais; obviamente,

existem muitas outras de grande relevancia.

METODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO E IDENTIFICACAO DE
PROTEINAS TOTAIS

Os métodos para a determinagdo da concentragdo de proteinas
totais sdao muito variados. As metodologias mais utilizadas sdo as
espectrofotométricas no ultra-violeta/visivel (UV-Vis), que serdo discutidas
em detalhes no préximo item.

Além das metodologias espectrofotométricas no UV-Vis, muitas
outras sdo propostas para a determinacdo e/ou identificagdo de proteinas
totais, como por exemplo, baseadas no método de Kjeldahl, utilizando
algumas das técnicas de cromatografia ou eletroforese, infra-vermelho e infra-
vermelho préximo, espectroscopia de massa, ressonancia magnética nuclear
(RMN), métodos eletroanaliticos, etc.

O método de Kjeidahl (13), apesar dos inconvenientes de ser
demorado e determinar nao somente o conteido proteico, continua sendo,
nos dias de hoje, a metodologia mais utilizada pelas dreas de ciéncias de
alimentos, tecnologia de alimentos e areas correlatas, para a determinagao de

z

proteinas totais. A base do método é a digestdo de proteinas com 4cido



sulfurico na presenga de um catalisador (cobre, selénio, mercurio), dando
como produto de reagdo o ion amodnio; este é neutralizado com base gerando
amodnia que é destilada e recolhida num frasco contendo um excesso de acido,
sendo o restante deste dcido determinado volumetricamente com base.

De maneira geral, verifica-se maior utilizagao das metodologias
cromatograficas para separagdo e purificacdo do que para determinagao
‘quantitativa de proteinas totais.

Das técnicas cromatogrédficas, devemos destacar que a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apresenta, em relagdo a outras
técnicas cromatogréficas, muitas vantagens: analisa uma grande variedade de
substdncias, em uma ampla faixa de peso molecular; é uma excelente técnica
preparativa e analitica, podendo identificar até 50 componentes numa mesma
amostra; e utiliza equipamentos automatizados disponiveis no mercado.
Assim, os equipamentos para CLAE sdo imprescindiveis em laboratdrios
envolvidos, dentre outras aplicagdes, com pesquisas de sintese, purificagdo e
identificagdo de novas substancias (farmacos, polimeros, etc.).

Observa-se, entretanto, alguns inconvenientes nas técnicas
cromatograficas, quando da sua utilizagdo para a determinac¢do de proteinas
totais, sendo estes: tempo de anélise demorado, podendo levar horas (a
espectrofotometria, no UV-Vis, leva poucos minutos); uso de grande
quantidade de solventes de elevada pureza principalmente quando se usa
CLAE (na espectrofotometria, no UV-Vis, a reagao é em meio aquoso);
equipamento de elevado custo, especialmente no caso da CLAE (os
espectrofotdmetros UV-Vis sao relativamente baratos); portanto, as técnicas
cromatograficas sdo, na maioria das vezes, mais adequadas para a separagao e
purificagdo de proteinas do que para a determinacdo quantitativa da mesmas
(9, 14).

A eletroforese é, também, uma técnica que tem sido mais

utilizada para separagdo e purificagdo do que para determinac¢ao quantitativa



de substdncias. A eletroforese capilar, desenvolvida nos ultimos anos,
apresenta diversas vantagens em relagdo as técnicas eletroforéticas
tradicionais: diminui¢do do efeito Joule, uso de volume reduzido de amostra,
automagdo da andilise, compatibilidade com uma grande variedade de
sistemas de deteccao (9, 15). No entanto, com relacio a determinagado
quantitativa de proteinas totais, observa-se para as técnicas eletroforéticas os
“mesmos inconvenientes relatados para as técnicas cromatograficas.

Das técnicas baseadas no infra-vermelho, destacamos a que
utiliza o infra-vermelho préximo (700 a 1.100 nm) como sendo uma das
metodologias mais promissoras para a andlise quantitativa de diversas
substincias, e, conseqiientemente, de proteinas totais, além de atualmente
apresentar muitas aplicagdes na area de robética (16). Esta técnica nao exige,
em muitos casos, preparo das amostras, pois a determinagao analitica pode ser
efetuada sem nenhum tipo de extragdo ou purificagdo prévia e permite, no
mesmo equipamento, a combina¢ao de uma ampla faixa de comprimentos de
onda, desde 200 até 1.100 nm. Contudo, comparada com os métodos
espectrofotométricos no UV-Vis, fornece espectros relativamente complexos
dificultando a interpretacao dos resultados e utiliza equipamentos
relativamente dispendiosos (16).

A espectroscopia de massa é mais uma importante ferramenta
analitica para a identificagdo de proteinas, e inclusive sua aplicagao em
amostras bioldgicas, que era uma limitagdo do método, pois ocorria a
destruicdo da amostra durante o processo de volatilizacdo, foi superado pelo
desenvolvimento da técnica volatilizagdo por "eletrospray” (17). Na drea de
sintese de peptideos e proteinas, assim como em muitas outras areas que
envolvem sintese e purificagdo de novas substancias, o espectrometro de
massa tornou-se um equipamento indispensével. Entretanto, a espectroscopia
de massa serve para identificacdo, ndo sendo utilizada para determinagdes

quantitativas.



A técnica de ressondncia magnética nuclear (RMN) € outra
técnica espectroscépica que tem sido utilizada para a identificagao e,
principalmente, para estudos de conformagdo de proteinas e enzimas (18),
visando compreender como funcionam sitios ativos de enzimas ou processos
envolvendo a ligagdo de peptideos e proteinas na superficie de enzimas (2, 3).
Apesar de ser possivel utilizar a técnica de RMN para determinagdes
-quantitativas, ela é somente utilizada para estudos de identificagao,
conformacgao, etc.

Diversas metodologias eletroanaliticas (potenciometria,
polarografia, amperometria, etc.) tém sido utilizadas para a determinagao
quantitativa de substancias de interesse biolégico (metais, aminoécidos,
proteinas, &cidos graxos, etc.) (19).

A aplicagdo mais conhecida da técnica de polarografia é para a
determinagdo da concentragdo plasmdtica sangiiinea de proteinas que ndo sao
precipitadas pelo acido sulfossalicilico. Através desta andlise, constatagoes de
trocas na concentragdo proteica, quando comparado com um plasma
sangiiineo normal, indicam a presenga de doengas. Tumores, infecgdes e
inflamagbes provocam um aumento na onda dupla devido a proteinas,
enquanto que doengas do figado provocam uma diminuigdo desta onda (20).

Atualmente uma grande revolugdo estd ocorrendo na Quimica
Analitica com a combinagao de técnicas de separagdo e identificagdo; por
exemplo, a espectroscopia de massa com a cromatografia gasosa, ou com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou com a eletroforese sdo exemplos

destas combinagoes.



METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS MAIS UTILIZADOS PARA A
DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A espectrofotometria no ultra-violeta/visivel (UV-Vis) tem sido
uma das técnicas analiticas mais difundidas devido a alguns aspectos que a
tornam muito atraente: a) os equipamentos sdo relativamente baratos,
:quando comparados com outras técnicas; b) os principios envolvidos na
espectrofotometria sdo relativamente simples, nio sendo necessario
despender um longo tempo no treinamento de pessoal técnico; c) o tempo de
medida é rdpido e as metodologias podem ser facilmente automatizadas; d)
tem sido amplamente utilizada para a determinagdo de todos os tipos de
substancias (metais, semi-metais, nio metais, bio-moléculas, substincias
organicas, etc.) em diversos tipos de meios (bioquimica, ciéncias dos
alimentos, andlise clinica, poluigdo, etc.); e) e, por fim, apresenta boa
sensibilidade com ajuda dos métodos de pré-concentragdo ou uso adequado de
corantes e/ou quelantes (21).

Muitos métodos espectrofotométricos, ao longo dos anos, tém
sido propostos para a determinagdo de proteinas totais, mas ndo existe uma
metodologia considerada de uso universal para todos os meios e, desta forma,
vantagens e desvantagens de algumas das metodologias mais utilizadas serdo
discutidas a seguir.

O método baseado na reacao de biureto (22), onde ions cobre
formam um complexo quadrado planar com a ligagdo peptidica (figura 1), tem
sido aplicado para determinar a concentragao de proteinas totais em diversas
matrizes, sendo elas: soro ou plasma sangiiineo (23-25), liquido cérebro
espinhal (liqtior) (26-31), urina (32-34), alimentos (35-38), saliva (39),
fibrinogénio (40) e tecido animal (41). Apesar de ser rdpido, utilizar reagentes
de baixo custo e ndo apresentar grande variagdo da absortividade especifica

para diferentes proteinas (22, 29, 30, 39), este método nao é muito sensivel,
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Figura 1. Complexo quadrado planar formado entre cobre (II) é a ligacao
peptidica (22).
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como foi destacado por diversos autores (27, 29, 34, 39), o que o coloca em
grande desvantagem, em relagdo a outras metodologias, e por isto tem sido,
ao longo dos anos, substituido por métodos com maior sensibilidade.

Verifica-se que o método de biureto estd sujeito as interferéncias
de quaisquer substdncias que, de alguma forma, possam reagir com os ions
cobre (II), sendo alguns destes interferentes a bilirrubina e hemoglobina (30), a
.ampicilina (34), o dextran (42-44) e a melanina (45). Mesmo assim, este
método tem sido recomendado para a determinagdo da concentragao de
proteinas totais em plasma sangiiineo pela Associagdo Americana de Anilises
Clinicas e por diversos autores (23, 24, 42).

O método de Lowry é o mais utilizado para a determinacao de
proteinas (46). O método se baseia no principio de que uma mistura contendo
molibdato, tungstato e acido fosférico, compondo o reagente Folin-Ciocalteau,
reage com proteinas, na presenca do catalisador cobre (II), e produz um
composto com absor¢do mdaxima em 750 nm, sendo a absorbancia
aproximadamente proporcional ao contetido de tirosina e triptofano das
proteinas na reagao.

Chou e Goldstein (47) mostraram que em hidrolisados de
albumina ocorre uma redugio de 2/3 da absorbancia em relagao ao original da
proteina sem hidrolisar, e, também que, dos 20 aminoacidos proteicos,
somente a tirosina, o triptofano, a cisteina e, em menor grau, a histidina
resultam em significante troca na absorbancia, ap6s reagdo com o reagente
Folin-Ciocalteau. Os autores verificaram que o cobre ndo tem nenhum efeito
sobre a reagao dos aminoacidos individuais (tirosina, triptofano e histidina)
mas bloqueia a reagao com cisteina (cobre (IT) reage com o grupo sulfidril). Eles
constataram, ainda, que os dipeptideos estudados desenvolvem alguma
coloragdo com o reagente Folin-Ciocalteau, e 0 mesmo ndo ocorre com o0s
aminoécidos constituintes do dipeptideo. Os autores também sintetizaram

diversas séries de peptideos com os aminodcidos glicina, alanina, valina e
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leucina e descobriram que, quanto maior a cadeia de aminodacidos, maior a
absorbancia e que esta aumenta muito nas séries de peptideos glicina e
alanina, quando colocados os aminoécidos serina, treonina, metionina e
asparagina.

Os resultados obtidos por Chou e Goldstein (47) sugerem que a
redugao do reagente de Folin-Ciocalteau pode ocorrer diretamente através das
:cadeias laterais de alguns aminoécidos (tirosina, triptofano, cisteina e
histidina) ou através da retirada de elétrons das proteinas, que € facilitada com
a formagdo do quelato entre o cobre (II) e peptideos/proteinas. Segundo estes
autores (47), um dipeptideo forma com o cobre (II) um quelato planar
tridentado (figura 2A). Caso o dipeptideo tenha um aminoécido, cuja cadeia
lateral contenha nitrogénio, o quelato formado é quadridentado (figura 2B),
enquanto para tri ou tetrapeptideos o quelato quadridentado é formado mais
facilmente, devido ao segundo nitrogénio da ligagdo peptidica.

Legler e cols. (48), ap6s extensivos estudos, concluiram que a
oxidagao dos complexos de proteinas-cobre pelo reagente Folin-Ciocalteau é
uma desidrogenagao (oxidagdo com dois elétrons) que ocorre em cada unidade
do tetrapeptideo. Outros agentes redutores sdo as cadeias laterais dos
aminodcidos tirosina e triptofano e, em menor grau, os aminoacidos histidina
e asparagina os quais contribuem com quatro elétrons .

No entanto, Smith e cols. (49) sugerem a formagao de cobre (I)
quando da reagao de cobre (II) em meio alcalino com proteinas ou peptideos,
que posteriormente reduz o reagente de Folin-Ciocalteu produzindo o
composto de coloragdo azul. Esta reagdo é a base do método de Smith e cols.
(49), porém Legler e cols. (48) nio detectaram cobre (I), mas sim cobre (III) que
estaria participando da desidrogenacgdo de cada unidade do tetrapeptideo.

A principal vantagem do método de Lowry é a sua alta
sensibilidade e por isto tem sido utilizado para a determinagdo da

concentragao de proteinas totais em diversos meios, tais como: ligiior (27-29),
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Figura 2. (a) Férmula estrutural do complexo formado entre cobre (II) e o
dipeptideo Gly-Gly. (b) Férmula estrutural do complexo formado entre cobre
(IT) e o dipeptideo Gly-Asn (47).



plasma sangiiineo (24, 25), saliva humana (39), tecido animal (50-52), plantas
(53-55), suco biliar (56), membranas (57, 58) e produtos alimenticios (59-61).

Devido ao extenso uso do método de Lowry e cols. (46), 0 mesmo
tem sido automatizado (técnica de anélise por injegao em fluxo - AIF) (62-64) e
usado em "microtiter plates" (52, 65). No entanto, o mesmo possui algumas
desvantagens, tais como: estar sujeito a muitos interferentes, apresentar longo
I.tempo de andlise, apresentar absortividade especifica altamente varidvel para
diferentes proteinas, e fornecer, apenas numa pequena faixa, uma relagao
linear entre os valores de absorbancia e concentragdo de proteinas .

Vérios autores propdem modificagdes no método de Lowry para
resolver os problemas acima citados. Para aumentar a velocidade da reagao,
Shakir e cols. (66) recomendam trés minutos de aquecimento da amostra, a
37°C, ap6s. a adigdo de sulfato de cobre alcalino, e mais trés minutos apoés a
adigdo do reagente de Folin-Ciocalteau. Larson e cols. (67) recomendam a
adig¢do de tri-1,4-dimercaptobutanodiol (DTT), 3 minutos ap6s a adigdo do
reagente Folin-Ciocalteau. Alam (68) sugere o controle do pH para a redugdo
do tempo de analise.

Hartree (69) fez varias modificagdes no método de Lowry
melhorando a faixa de linearidade, diminuindo o tempo de anilise e
uniformizando as absortividades especificas para algumas proteinas; estas
modificagdes (69) sao as mais utilizadas, apesar de tornar o método de Lowry
mais trabalhoso no preparo dos reagentes.

Stauffer (70) recomenda a construg¢do do grafico de log Abs
versus log microgramas de proteina e Hess e cols. (71) recomendam o uso de
alta concentragdo do reagente Folin-Ciocalteau. Tais procedimentos, segundo
estes autores, diminuem o tempo de anadlise, uniformizam as absortividades
especificas para algumas proteinas e/ou aumentam a faixa de linearidade do

método de Lowry e cols. (46).
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Diversas substancias interferentes no método de Lowry sao
citadas na literatura; estas normalmente causam aumento na absorbancia do
branco, diminui¢do da absortividade especifica ou formagdo de algum tipo de
precipitado.

Bensadoun e Weinstein (72) listaram as seguintes substancias
como interferentes: fendis (exceto nitro fendis), glicina (0,5%), hidrazina
(acima de 0,5 mg/100 ml), sulfato de aménio (acima 0,15%), ditioeritritol, 2-
mercaptoetanol, citrato, triton x-100, ions potassio (acima de 12 mM), acido
etilenodiamintetraacético (EDTA), tris-hidroximetil-aminometano/acido
cloridrico (Tris), dcido sulfénico 4-(2-hidroxietil)-piperazinaetano (Hepes),
glutationa, penicilina, bicina, tricina, acetilacetona, sacarose, glucosamina,
glicilglicina, acido succinico, etileno glicol, glicerol, pirrolidina, polivinil,
xilose, manose, glicose, frutose, sorbose, ramanose. Além destes citam-se:
ciclodextrinas (73), 4-metilumbeliferona (56), melanina (45, 74), lipideos (50),
bilirrubina (29), taninos (53) e compostos de enxofre (75, 76).

Verifica-se que a reagcdao de Lowry é fotossensivel (77)
recomendando-se a exposi¢ao dos tubos a mesma quantidade de luz. Para a
eliminagdo da maioria dos interferentes usuais do método de Lowry, sugere-
se a precipitagdo das proteinas com 4cido tricloroacético e co-precipitantes (51,
72, 78) ou misturas de metanol-cloroférmio-dgua (57) ou hexano-isopropanol
(68). Aconselha-se, quando o interferente for composto de enxofre, como
mercaptanas, por exemplo, o uso de iodo acetato (75) ou a secagem a vacuo da
amostra (76) e no caso de lipideos e melanina a adicdo de detergentes (50, 74
79). Sargent (80) prop6s uma modificagdo no método de Lowry que
possibilitou 0 aumento da sensibilidade em cingiienta vezes.

Apesar de todos os esfor¢os para melhorar o método de Lowry,
este continua moroso e sujeito a inimeros interferentes e, ultimos anos, esta
sendo substituido pelo método de Comassie Blue, também conhecido por

método de Bradford (81), que é baseado na interagdo entre a forma anidnica do
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corante G-250 e macromoléculas de proteinas com aminoécidos de cadeias
laterais basicas ou aromaéticas (figura 3) (82). Este método é rapido e tao
sensivel quanto o de Lowry e aplicavel a diversos meios: plasma ou soro
sangliineo (24, 25), liqior (28, 29, 83-86), saliva humana (39), produtos
alimenticios (61, 87, 88), tecidos de plantas (53, 54), suspensoes de células (89-
91), avidina e estreptavidina (92), urina (32, 34, 84, 93-95) e detergentes (96).
Algumas metodologias usando AIF (85, 97-99), "microtiter plates” (100) e
"stopped flow" (101) estao tornando o método mais rapido.

O método de Bradford (81) contudo, apresenta: variagao da
absortividade especifica para diferentes proteinas, devido a pouca
solubilizagao (102, 103) ou baixo peso molecular das mesmas (32, 93-95),
fornece resultados nem sempre reprodutiveis devido ao corante e estd sujeito
a alguns interferentes.

Para tentar tornar mais uniforme a absortividade especifica de
diferentes proteinas, algumas alternativas foram sugeridas: aumentar a
concentragdo do corante (104); aumentar a solubilizagdo das proteinas que vao
reagir com o corante, usando detergentes (34, 84, 89, 91, 105-107), hidréxido de
sodio (108) ou fenol (109) e aquecendo com uréia e 2-mercaptoetanol (110). A
falta de linearidade na lei de Beer (108, 111) tem sido observada, devido a uma
variagdo do pH quando da adigao do reagente BG-250.

Pande e Murthy (90) descrevem que detergentes e lipideos
interferem com o método de Bradford e recomendam a precipitacdo das
proteinas antes da sua determinagdo analitica. Xu e cols. (73) verificaram
sérias interferéncias por ciclodextrinas. Outros interferentes do método sao:
taninos, fendis e polissacarideos (53, 54, 112), flavanéides e SDS (82).

Um método proposto por Smith e cols. (49), ou também
conhecido por método da BCA ("bichinchonic acid method"), se baseia na
reagao de cobre (II) com proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre (I) e

formando um complexo com BCA, que absorve fortemente na regiao de 560
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nm (figura 4). Este método tem a vantagem de ser tio sensivel quanto os
métodos de Lowry e cols. (46) e Bradford (81) e ser relativamente rapido,
sendo aplicado na determinagdo da concentragdo de proteinas totais em saliva
(39), proteinas celulares (113), interferons (102) e determinagdo de grupos
funcionais (114). Esta metodologia também tem sido adaptada para a
determinagdo de proteinas totais por AIF (115) e "microtiter plates” (116).
- Porém, como desvantagens, é muito dependente da temperatura de incubagao
das amostras (49, 115), apresenta variagao da absortividade especifica para
diferentes proteinas (39, 102, 115) e variagdo da absorbancia com o tempo.
Diversas substancias, tais como: aglcares, quelantes e compostos de enxofre
(49, 73, 102, 117), per6xido de hidrogénio (118), lipideos (119), fendis (120) e
algumas drogas (121) interferem neste método.

Um método baseado na absorgdo das proteinas na regido do
ultra-violeta tem sido muito utilizado para quantificagdo das mesmas em
experimentos de purificagao e separagdo de proteinas (122). Es.te método é
baseado no fato de que as proteinas mostram uma absorg¢do na regiao de 280
nm e outra na regido abaixo de 220 nm, sendo que a primeira é devido aos
anéis aromaticos de alguns aminoécidos (fenilalanina, triptofano, histidina e
tirosina) e, a segunda, devido a ligagdo peptidica. Suas principais vantagens
sdo ndo destruir a amostra e ser rdpido, porém, estd sujeito a muitos
interferentes e ¢ dependente de forga i6nica e pH (122, 123).

Os métodos acima discutidos sdo os mais utilizados, porém,
como estdo sujeitos a limitagdes, a todo o momento continuam aparecendo,
na literatura, modificagdes das metodologias ja existentes, além de propostas
de novas metodologias baseadas em compostos do tipo prata-proteina (124,

125), ouro coloidal-proteina (126, 127) e eritrosina B-proteina (128).
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Figura 4. Formagdo de cobre (I) através da reacdo de biureto e do complexo
purpuro entre cobre (I) e 4cido bichinchonico (BCA) (49).
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METODOS DE IDENTIFICACAO E ESPECTROFOTOMETRICOS
QUANTITATIVOS MAIS UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO DE
AMINO GRUPOS LIVRES EM SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

A figura 5 mostra as etapas necessdrias para a sintese de
peptideos em fase sélida (SPFS), desenvolvida por Merrifield (129, 130). Em
.Cada etapa, o peptideo que estd crescendo sobre a resina deve ter cada
aminoécido ligado com um rendimento de acoplamento de pelo menos 99%
do valor original de amino grupos livres disponiveis. Alguns métodos
analiticos espectrofotométricos e analiticos qualitativos tém sido propostos
para monitorar a sintese de peptideos, sendo os mais utilizados discutidos a
seguir.

Gisin (131) propds um método no qual 4cido picrico e amino
grupos livres do peptideo formam um sal que é deslocado por uma base e
determinado espectrofotometricamente (figura 6). Posteriormente, foi
utilizado para a determinagao de amino grupos em sintese automatizada de
peptideos (132, 133). Apesar de ter a sensibilidade requerida para ser usado em
SPFS e ser de facil realizagdo, o mesmo apresenta um sério inconveniente que
€ a necessidade de muitas lavagens para retirar o excesso do acido picrico.

Um método utilizando cloranil foi proposto por Christensen
(134), mas apesar de ser rapido, possuir a sensibilidade requerida e ser sensivel
para todos os aminoacidos, ndo se verifica, na literatura, a sua utilizagao.

Kaiser e cols. (136) desenvolveram um método qualitativo,
baseado na reagdo da ninhidrina (135) que é até hoje o mais utilizado. Este
método tem a vantagem de ser rdpido e sensivel, porém, é pouco sensivel a
prolina e apresenta resultado falso positivo para histidina. Posteriormente, foi
modificado por Sarin e cols. (137) para ser utilizado na determinagao
quantitativa de amino grupos livres. Na figura 7, observam-se as reagdes

envolvidas.
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USOS FARMACOLOGICOS E APLICACOES ANALITICAS DE QUINONAS

A classe das substancias chamadas quinonas é definida como
"dicetonas ciclicas que, em virtude da sua estrutura, podem se transformar,
por meio de reducdo, em hidroquinonas ou fendis e por serem altamente
conjugadas, tém cor (ex: p-benzoquinona amarela)” (138).
| Muitas quinonas sdo utilizadas para a determinagdo analitica de
diversas substdncias em diversos meios e algumas q'uinonas desempenham
importantes papéis nos organismos vivos, sendo, portanto, importante a
determinagdo analitica das mesmas.

Na literatura estdo descritas determinag¢des analiticas de
quinonas que agem como vitaminas (139, 140), drogas anticancerigenas,
antimaldricas (141-143) e antidiarréicas (144), assim como métodos de
determinagdo de quinonas em geral (145, 146).

Algumas quinonas sdo utilizadas nas determinagdes analiticas
de drogas e metabdlitos, tais como: adrenalina (147), drogas cardiovasculares
(148), drogas usadas no tratamento do hipotireoidismd (149), antimicrobianos
antibi6ticos (150-152), antimicrobianos quimioterdpicos (153, 154) e
anfetaminas (155-158). Outras sdo utilizadas para a determinagdo de metais
em diversos meios: magnésio em agua potavel e plasma sangiiineo (159) e
amostras sem aplicagao especifica (160-162); molibdénio em tecidos vegetais
(163); vanadio em agua do mar (164); titinio em amostras geoquimicas e ligas
metalicas (165); aluminio em dgua do mar (166); e paladio em amostras
sintéticas de minérios (167).

Quinonas sio também utilizadas para a determinagdo de: aminas
alifaticas primarias e secundéarias (158, 168); poluenteé atmosféricos devido a
aminas (169) e aminas aromaticas (170); aminoacidos em plasma sangiiineo e
em urina (171, 172); proteinas (173); determinagao simultinea de aminoacidos

e proteinas (174); compostos organicos bromados e iodados (175); cianeto (176);
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diéxido de cloro em agua potédvel (177); além de indicador eletroquimico
indireto em CLAE para aminas (178); e como pré-concentrador de metais
(179).

A produgdo de quinonas em diversas reagdes bioquimicas €
utilizada para fins analiticos, como por exemplo, para medir a oxidagao de
glicose (180) ou a concentragdo de glicose (181) através de um eletrodo feito de
..glicose oxidase-benzoquinona-pasta de carbono.

Hasebe e cols. (182) determinaram, espectrofotometricamente,
catecol e diversas catecolaminas (L-dopa, dopamina, noradrenalina e
adrenalina) baseado no fato de que polifenéis sdao enzimaticamente
convertidos a ortoquinonas pela tirosinase e sdo quimicamente regenerados a
fendis pelo acido ascérbico; este ciclo provoca um aumento do pH que pode
ser medido, em espetrofotébmetro, com azul de bromotimol. Rzpecki e Waite
(183) utilizaram a reagdo entre prolina e quinonas, que é produto de reagao de
catecOis, para a determinagdo de catecoloxidases. Roy e Archibald (184)
descreveram um método para a determinacdo de quinona oxiredutase.

A maioria das metodologias acima citadas utiliza a
espectrofotometria UV-Vis (144-158, 165, 167-172, 175, 177, 182-184), algumas
utilizam a fluorometria (140, 142, 143, 152, 156, 159-163, 176) e metodologias
eletroanaliticas também sido descritas (164, 166, 177, 180, 181).

Na presente tese utilizamos a p-benzoquinona (PBQ), via
espectrofotometria, para a determinacdo da concentragdo de proteinas totais
em diversos meios e para monitorar a quantidade de amino grupos livres em
SPFS. Devemos ressaltar, no entanto, que PBQ ja foi anteriormente utilizada
para diversos fins analiticos, tais como: determinacdo de tiroxina (149),
cicloserina (152), antimicrobianos a base de sulfa (154), aminas primarias e
secundérias (168), aminas aromaticas (170), amino4cidos (171, 172), cianeto

(176) e determinagdo simultdnea de aminoacidos e proteinas (174).
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MECANISMOS DE REACAO PROPOSTOS ENTRE QUINONAS E AMINAS,
AMINOACIDOS E PROTEINAS

A interagdo entre quinonas e aminas, aminoacidos e proteinas ¢é
objeto de controvérsia na literatura. Slifkin (185) e Birks e Slifkin (186),
sugerem a formagdo de um complexo de transferéncia de carga (CTC), no qual
ocorre uma transferéncia de carga do par de elétrons n do doador nitrogénio,
para o aceptor quinona. A transferéncia de carga ocorre mesmo estando quase
todo o aminoécido na forma zwitteridnica e em pH 7,0, porém, cerca de 1,0 %
do aminoacido é neutro e age como uma amina priméria. A forma
positivamente carregada do nitrogénio ndo é apropriada para o complexo de
transferéncia de carga em pH na regiao alcalina.

Birks e Slifkin (186) observaram que a reacdo entre cloranil e
diversas proteinas ocorre em pH alcalino, mas ndo em pH neutro ou éacido.
Em pH bésico ocorre aumento da velocidade de reagdo provavelmente por
facilitar a desnaturagdo das proteinas expondo os grupos aminicos, os quais
podem estar neutros favorecendo a formacao de CTC.

Foster (187), dentre outros, discorda da formacao de CTC e
propde a formagdao de quinonas mono e dissubstituidas dependendo da
relagdo aminoédcido/quinona. Hassan e cols. (168) e Iskander e cols. (170),
estudando a reagao de PBQ e aminas alifdticas primérias e secundarias e
aminas aromaéticas, respectivamente, isolaram compostos mono e
dissubstituidos. Hassan e cols. (168) propuseram um mecanismo de reagao
entre a piperidina e PBQ (figura 8) e Iskander e Medien (172), isolando
compostos monossubstituidos da reagdo entre PBQ e aminoécidos,
propuseram um mecanismo de reagao (figura 9). Segundo diversos autores, a
formagdo de compostos mono ou dissubstituidos depende da relagio de

concentragao entre as substiancias envolvidas (ex. PBQ/amina).
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Figura 9. Mecanismo de reagao entre p-benzoquinona e glicina (172).
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Apesar de todas as evidéncias experimentais, Slifkin (185) e
outros sugerem a formagdo de CTC e, dependendo das condigdes de reagao
(pH, aquecimento, concentragdo relativa dos reagentes, etc.), a posterior
transformagdo deste composto numa quinona mono ou dissubstituida.

A reagdo entre quinonas e aminas, aminodcidos ou proteinas
pode, portanto, resultar em complexo de transferéncia de carga (CTC),
..compostos mono ou dissubstituidos e compostos chamados bases de Schiff.
Porém, os mecanismos envolvidos nestas rea¢des nao estdo ainda bem
estabelecidos necessitando-se maiores estudos.

Na presente tese, também utilizamos a PBQ para identificar
amino grupos livres em SPFS, ja que a PBQ e aminoédcidos reagem em estado
solido (188) formando compostos purpuros que se tornam marrons, sendo o
provavel mecanismo a formagao de um radical livre, como mostrou o sinal
de EPR, e em seguida a decomposicdo para quinonas substituidas ou CTC

(figura 10).

METODOLOGIAS PROPOSTAS NO PRESENTE TRABALHO PARA A
DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS E DETERMINACAO DE AMINO
GRUPOS LIVRES EM SPFS

A presente tese propde metodologias utilizando a PBQ para
determinar a concentragao de proteinas totais em leite em pé desnatado,
plasma sangiiineo e em diversos tecidos de rato, considerando o mecanismo
proposto por Slifkin (185), onde a reagdo entre quinonas e aminas ou
aminoacidos € uma reagdo de CTC cujos elétrons dos amino grupos seriam
utilizados pelas quinonas para formar o complexo. Todas as metodologias

propostas foram comparadas com as recomendadas ou com as mais utilizadas.



PBQ + aa — aa* + PBQ®* — CTC

—  Produtos
de
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Figura 10 Mecanismo de reagdo entre p-benzoquinona e aminoédcido em
estado sélido (188).
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Para determinar a concentragao de proteinas totais em diversos
tecidos de rato, o método da PBQ foi comparado com o método de Lowry e
cols. (46) modificado por Hartree (69) e com o FFDW (free fat dry weight) (189).
Para determinar a concentragdo de proteinas totais em plasma sangiiineo, o
método proposto foi comparado com o método de biureto (22), que é o
recomendado pela Associagdao Americana de Anélises Clinicas (23, 24, 42). O
.método desenvolvido para determinar a concentragdo de proteinas totais em
leite em p6 desnatado foi comparado com os métodos de Kjeldahl (13, 190) e
de Lowry e cols. (46). Para a determinagdo de amino grupos livres em sintese
de peptideos em fase s6lida (SPFS) o método da PBQ foi comparado com o

mais utilizado, que é baseado na reagao de Kaiser e cols. (136).



b)

d)

OBJETIVOS

A presente tese teve por objetivos:

desenvolver metodologia para a determinagdo de proteinas totais em

varias matrizes;

aplicar a metodologia desenvolvida na determinagao de proteinas totais

em diversas matrizes;

comparar a metodologia desenvolvida nas matrizes com as

metodologias recomendadas ou mais utilizadas;

desenvolver uma metodologia para a determinagdo de amino grupos

livres em sintese de peptideos em fase sélida (SPFS);

comparar a metodologia desenvolvida com a metodologia mais utilizada

na determinagao de amino grupos livres em SPFS.
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO DE
PROTEINAS TOTAIS EM PLASMA SANGUINEO

MATERIAIS

EQUIPAMENTOS:
Foi utilizado o espectrofotdmetro Varian UV-Vis DMS-80 para
obten¢do dos espectros e o espectrofotémetro Shimadzu UV-Vis 100-02 para as

determinacoes analiticas.
SOLUCOES:

Solug¢des utilizadas para a determinagao de proteinas totais em plasma

sangiiineo pelo método da p-benzoquinona (PBQ) :

- proteinas: padrdes contendo 1,500 g/l das proteinas albumina de soro
bovino (BSA, fragdo V, INLAB, Sao Paulo), ovoalbumina (OA, grau II,
Sigma), tripsina (tipo I, Sigma), caseina (tipo Hammarsten, Merck), albumina

de soro humano (HSA, fragiao V, Sigma) e pepsina (Sigma) foram usados.

- p-benzoquinona (PBQ): foi preparada, em dimetil sulféxido, uma solugao
0,1 M de PBQ (Riedel, Hannover, GE) (purificada por sublimagdo), podendo
ser utilizada por no méximo uma semana. Cuidado foi tomado com a
sublimagdo de PBQ), pois exposigdo cronica ao seu vapor pode causar danos a

cornea.
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- interferentes: como interferentes no método da PBQ foram estudados o
citrato de sédio, a heparina e o 4cido etilenodiamintetraacético (EDTA), que
sdo usados como anticoagulantes do sangue. Foram usados heparina em
solugdo aquosa ( Liquemine 50 mg/mL, Roche, Rio de Janeiro, R]), e solugdes
de EDTA e citrato de s6dio 1,000 g/L (Reagen, Rio de Janeiro, R]) preparadas
em agua destilada. Momentos antes do uso, as solugdes foram diluidas em

agua destilada em diversas concentragdes.

- tampado: foi usada uma solugdo 0,1 M de fosfato (Na,HPO4/NaH;POy4), pH

6,0 como tampao.

Solugoes utilizadas para a determinagdo de proteinas totais em plasma

sangiiineo pelo método de biureto (22):

- reagente de biureto: foram dissolvidos 3,00 g de sulfato de cobre penta-
hidratado em cerca de 500 mL de dgua destilada e adicionados 9,0 g de tartarato
de sbédio e potéassio e 5,0 g de iodeto de potassio. Apds a solugdo estar clara,
foram adicionados 100 mL de hidréxido de sédio e completado o volume para

1 litro com &gua destilada.

- proteina: albumina de soro bovino (BSA, fracdo V, INLAB, Sao Paulo),

contendo 20 g/L foi preparada com dgua destilada.
METODOS

Amostras de plasma sangiiineo:
Foram utilizados 40 ratos machos, adultos, da linhagem Wistar,
pesando entre 180 e 220 g. Os animais, provenientes do Biotério Central da

Universidade Estadual de Londrina, foram mantidos no Biotério do
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Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas, em gaiolas individuais, em ambiente
de temperatura (23°C) e luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) controladas e com
livre acesso ao alimento (ragdo comercial Purina) e a dgua. Os ratos foram
sacrificados por decapitagao, o sangue foi colhido em tubos contendo heparina
(0,2 mg/mL de concentragdo final) e imediatamente centrifugado (3.000 r.p.m.,
por 30 minutos). Todo o plasma obtido foi separado em aligiiotas de 0,5 mL e

armazenado a -18°C até utilizagdo.

Método de Biureto (22):

Foram transferidos 100 pL de plasma para um tubo de ensaio e
adicionados 900 pL de agua destilada. Uma aliqliota de 200 uL desta solugao
foi transferida para outro tubo e 4,0 mL do reativo de biureto adicionados. A
curva padrdo foi preparada pela diluigdo de BSA (20,0 g/L) nas concentragdes
0,0; 1,0, 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 g/L, com volume final de 4,2 mL, apés a adigdo do
reativo de biureto. As amostras foram mantidas, por 20 minutos, em

temperatura ambiente e as leituras feitas em 560 nm contra o branco (0,0 g/L).

Método da PBQ:

Foram transferidos 100 UL de plasma para um tubo de ensaio e
1,0 mL de tampao fosfato (pH 6,0) foi adicionado. Aliqiiota de 100 pL desta
solucdo foi transferida para outro tubo de ensaio e o volume completado para
5,0 mL com tampao fosfato (pH 6,0). A curva padrao foi preparada pela
dilui¢do de albumina de soro bovino (1,500 g/L) com tampao fosfato (pH 6,0)
nas concentragoes de 0, 60, 120, 180 e 240 ug/mL, sendo 5,0 mL o volume final
para cada tubo. Foram adicionados 50 pL do reagente PBQ (0,1 M) em todos os
tubos, os quais foram agitados, cobertos com pérolas de vidro e aquecidos em
banho-maria, por 20 minutos, a 100°C. Apés resfriamento, na temperatura

ambiente, as leituras foram feitas em 350 nm contra o branco (0,0 pug/mL).
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MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAGCAO DE
PROTEINAS TOTAIS EM DIVERSOS TECIDOS DE RATO

MATERIAIS

EQUIPAMENTOS:
.' Os espectros foram obtidos com o espectrofotdmetro Varian UV-
UV-Vis 100-02. Centrifugas: Incibras, model spin VI e Sorvall e

homogeneizador de tecidos.
SOLUCOES:

Solugdes utilizadas para a determinagao de proteinas totais em diversos

tecidos de rato pelo método da p-benzoquinona (PBQ):

- proteinas: solugdo padrdo de 1,500 g/L de albumina de soro bovino foi

preparada em &gua destilada.

- p-benzoquinona (PBQ): foi preparada, em dimetil sulféxido, uma solugao
0,1 M de PBQ (Riedel, Hannover, GE) (purificada por sublimagao), podendo
ser utilizada por no méximo uma semana. Cuidado foi tomado com a
sublimagdo de PBQ), pois exposigdo cronica ao seu vapor pode causar danos a

cérnea.

- tampao: uma solugdo 0,2 M de fosfato (NaHPO4/ NaH,POy), pH 6,5, foi

usada como tampado.
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Solugdes utilizadas para a determinagao de proteinas totais em diversos

tecidos de rato pelo método de Lowry (46) modificado por Hartree (69):

- solugdo A: foram pesados 2,0 g de tartarato de s6dio e potassio e 100 g de
carbonato de sddio e dissolvidos em 500 mL de hidréxido de sédio 1,0 M; a
solucdo foi diluida para 1.000 mL com agua destilada. A solugao deve ser

armazenada em frasco de polietileno e a temperatura ambiente.

- solugao B: foram pesados 2,0 g de tartarato de sédio e potédssio e 1,0 g de
sulfato de cobre penta-hidratado, dissolvidos em 90 mL de dgua destilada e 10
mL de hidréxido de sédio 1 M foram adicionados. A solugdo deve ser

armazenada em frasco de polietileno e a temperatura ambiente.

- solugao C: foi diluido, um pouco antes do inicio da analise, 1 volume do
reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma) com 15 volumes de agua destilada. Esta
solugao contem entre 0,15 e 0,18 M de acido, quando titulada até pH 10 com
hidréxido de sédio 1,0 M. Caso a concentragdo de acido ultrapasse 0,18 M, a

mesma deve ser ajustada com hidréxido de sédio.

- proteina: albumina de soro bovino (BSA, fracdo V, INLAB, Sao Paulo),

contendo 0,10 g/L foi preparada com agua destilada.

METODOS

Homogeneizacao dos tecidos:

Os ratos foram sacrificados por decapitagao, removendo-se:
coragao, figado, rim esquerdo, bago, todo o cérebro, musculo gastrocnémio e
tecido gorduroso epididimal. Os tecidos foram homogeneizados em solugao

salina fria (4°C) na proporgao de 1/10 (massa/volume), usando um
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homogeneizador de alta velocidade. As amostras foram subdivididas, sendo
uma parte centrifugada em baixa velocidade de rotagao (2.000 r.p.m.) e a outra
em alta velocidade de rotagdo (18.000 r.p.m.), por 15 minutos, a 4°C e o
sobrenadante separado em aliqiiotas, com pipeta Pasteur, armazenadas em

tubos Eppendorf de 0,5 mL a -18°C até o uso.

-Determinagéo de proteinas totais pelo método de FFDW (free fat dry weight)
(189):

O material graxo foi extraido do tecido e o peso seco medido foi
considerado como a quantidade de proteinas totais do tecido. Para extrair o
material graxo, acetona e éter etilico foram usados. Acetona a 4°C foi
adicionada ao tecido homogeneizado, na proporgao de 10 mL de
homogeneizado de tecido e 67 mL de acetona, sendo a mistura agitada por 10
minutos. O precipitado formado foi sedimentado por centrifugagao, a 2.000
r.p.m., por 10 minutos, a 4°C. A acetona foi cuidadosamente retirada com
uma pipeta Pasteur e o sedimento foi homogeneizado e extraido mais duas
vezes, sendo uma das extragdes com acetona e outra com éter etilico. O

precipitado foi seco em estufa a 60°C até peso constante.

Determinagao de proteinas totais pelo método de Lowry modificado por
Hartree (69):

Para os tecidos figado, rim, bago, coragdo, musculo gastrocnémio
e cérebro, 100 uL dos homogeneizados foram diluidos para 1 mL com agua
destilada e uma aliqiiota de 100 pL foi utilizada para a analise; para gordura
epididimal foram utilizados 20 pL sem diluicdo. Todas as amostras foram
posteriormente diluidas para 1 mL com &gua destilada e 0,9 mL da solugao A
foi adicionado. Os tubos foram colocados em banho-maria, a 50°C, por 10
minutos, e depois resfriados em temperatura ambiente; entdo 0,1 mL da

solugao B foi adicionado; ap6s repouso por 10 minutos, foram adicionados 3,0
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mL da solu¢ao C e os tubos aquecidos em banho-maria, a 50°C, por 10
minutos. As amostras foram resfriadas e as absorbancias lidas em 650 nm,
contra o branco (0,0 g/L), em cubetas de 1 cm de caminho 6tico. A curva
padrao foi preparada com BSA nas concentragdes de 0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0

ug/mL e submetidas aos mesmos procedimentos das amostras.

>Determina§50 de proteinas totais em diversos tecidos de rato pelo método da
p-benzoquinona:

Para a gordura epididimal foram wusados 100 pL do
homogeneizado e para todos os outros tecidos foram utilizados 25 puL dos
homogeneizados; a seguir o volume foi completado péra 5,0 mL com tampdo
fosfato (pH 6,5). A curva padrao foi preparada pela dilui¢do de albumina de
soro bovino (1,500 g/L) com tampao fosfato (pH 6,5) nas concentragdes de 0,
30, 60, 90 e 120 pg/mL, sendo 5,0 mL o volume final para cada tubo. Foi
adicionado 50 puL do reagente PBQ (0,1 M) em todos os tubos os quais foram
agitados, cobertos com pérolas de vidro e aquecidos em banho-maria, por 20
minutos, a 100°C. Ap6s resfriamento, a temperatura ambiente, as leituras

foram efetuadas em 350 nm contra o branco (0,0 pg/mL).

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO DE
PROTEINAS TOTAIS EM LEITE EM PO DESNATADO

MATERIAIS

EQUIPAMENTOS:
Os espectros foram obtidos com o espectrofotdmetro Varian UV-
Vis DMS-80 e as determinagOes analiticas com o espectrofotdmetro Shimadzu

UV-Vis 100-02.
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SOLUCOES:

Solugbes utilizadas para a determinag¢do de proteinas totais em leite em po

desnatado pelo método da p-benzoquinona:

- proteinas: uma solucdo de 0,5 g/L de caseina (Riedel) foi preparada em agua
deionizada e usada como padrdao em todas as determinagOes analiticas

espectrofotométricas.

- p-benzoquinona: p-benzoquinona (PBQ) (Riedel, Hannover, GE) foi
purificada por sublimagao e uma solugdo 0,1 M da mesma foi preparada em
dimetil sulféxido, podendo ser esta utilizada por uma semana no maximo.
Cuidados devem ser tomados com a sublimagdao de PBQ, pois exposigao

crénica ao seu vapor pode causar danos a cérnea.

- tampao: solug¢oes 0,2 M de fosfato (Na,HPO4/NaH>PO4) combinados , com

pH 6,0 e 6,5, foram usados como tampdes.

Solugdes utilizadas para a determinagao de proteinas totais em leite em pé

desnatado pelo método de Lowry (46):

- proteinas: uma solugdo de 0,10 g/L de caseina (Riedel) foi preparada em
agua deionizada e usada como padrdo em todas as determinagoes analiticas

espectrofotométricas.

- solugao A: uma solugao 2,0 % de carbonato de sédio foi preparada em 0,10 M

de hidroxido de sddio.
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- solugio B: uma solugdo 0,5 % de sulfato de cobre penta-hidratado foi

preparada em 1,0 % de tartarato de s6édio ou potassio.

- solu¢do C: 50 mL da solucdo A foi misturado com 1,0 mL da solugao B

(solugado valida por 1 dia).

- solu¢ao D: foi preparado pela diluicao (2 vezes) do reagente de Folin-

Ciocalteau (sigma).

Solugdes utilizadas para a determinagdo de proteinas totais em leite em pé

desnatado pelo método de Kjeldahl (190):

- solugao padrao de hidroxido de sddio (0,10 M): foram dissolvidos 4,0 g de
hidréxido de s6dio em 200 mL de 4gua destilada previamente fervida e
completado o volume para 1 litro. Esta solugdo foi padronizada com a
solugdo padrao de acido cloridrico no dia do uso e sempre mantida em frasco

de polietileno.

- solugao padrao de acido cloridrico: foram adicionados 6,2 mL de &acido
cloridrico concentrado P.A. em 200 mL de &gua destilada e o volume
completado para 1 litro. A solugdo foi padronizada com carbonato de sédio

previamente seco a peso constante.

- solugao 30 % de hidréxido de sédio: foram dissolvidos 30 g de hidréxido de
s6dio em 100 mL de agua destilada e a solugao mantida em frasco de

polietileno.

- solugdo 0,6 M de tiossulfato de sédio: foram dissolvidos 9,5 g de tiossulfato

de s6dio em 200 mL de agua destilada e o volume completado para 1 litro.
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METODOS

Determinagao de proteinas totais em leite em pé desnatado pelo método da p-
benzoquinona (curva padrao):

Foi preparada uma solugdo de 0,5 g/L de leite em p6 desnatado
em tampao fosfato (pH 6,0) e 3,0 mL transferidos para baldo volumétrico de 10
mL e completado o volume com tampdo. As concentragbes de caseina da
curva padrao foram: 0; 25; 50; 100; 150; 200 e 250 pg/mL. Foram transferidos 3,0
mL de cada ponto da curva padrdo e da amostra problema para tubos de
ensaio e 20 uL de PBQ (0,1 M) adicionados; os tubos foram selados, aquecidos a
100°C, por 10 a 20 minutos, resfriados e a leitura das absorbancias feita em 350

nm contra o branco (0,0 ug/mL de caseina).

Determinagao de proteinas totais em leite em p6é desnatado pelo método da p-
benzoquinona (adi¢do de padrao):

Foi preparada uma solugdo de 0,5 g/L de leite em p6 desnatado,
em tampao fosfato (pH 6,0), seis aliqiiotas de 3,0 mL desta transferidas para
seis baloes volumétricos de 10 mL, adicionado caseina nas concentra¢oes de 0;
25; 50; 75; 100 e 125 pg/mL e o volume completado com tampao fosfato.
Foram retirados 3,0 mL de cada solugdo, colocados em tubos de ensaios (3,0
mL de tampao fosfato foi usado como branco), adicionados, em cada tubo, 20
uL de PBQ (0,1 M), selados, aquecidos a 100°C, por 10 minutos, resfriados e a

leitura feita em 350 nm contra o branco (0,0 pg/mL de caseina).

Determinagao de proteinas totais em leite em p6 desnatado pelo método de
Lowry (46):

Foi preparada uma solugao de 0,500 ou 1,000 g/L de leite em p6
desnatado em 4gua destilada, 100 uL desta solugao pipetados para um tubo de

ensaio, adicionado 1,0 mL da solugdo C, misturado, deixado em repouso por

2
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10 minutos & temperatura ambiente, 100 pL da solugdo D adicionados,
misturado e deixado em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. As
concentragdes de caseina da curva padrao foram: 0,0; 25; 50; 75 e 100 ug/mL.

As leituras foram feitas em 650 nm contra o branco (0,0 pg/mL de caseina).

Determinagdo de proteinas totais em leite em p6 desnatado pelo método de
Kjeldahl (190):

Foi pesado 1,000 g de leite em p6 desnatado, colocado no frasco
de digestdo, adicionado 0,5 g de sulfato de cobre, 15 g de sulfato de potassio e 25
mL de 4cido sulfurico, misturado, aquecido por 2 h e esfriado; 25 mL de
tiossulfato 0,6 M, em 200 mL de hidrdéxido de sédio, foram adicionados (balao
sempre mantido em banho de gelo), o frasco conectado imediatamente ao
sistema de destilagdo (a saida do condensador sempre mantida imersa em 200
mL da solugao padrdo de &cido cloridrico), agitado e o aquecimento iniciado.
Foram colocadas de 5 a 7 gotas de indicador vermelho de metila na solugao
padrio de acido cloridrico. Amdnia foi destilada até o volume minimo de 150

mL e o excesso de &cido titulado com a solugao padrio de hidréxido de sédio.

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO DE
AMINO GRUPOS LIVRES EM SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

MATERIAIS
EQUIPAMENTOS:

Espectrofotometro UV-Vis Kontroy, placa de aquecimento e

Shaker para sintese foram utilizados.
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REAGENTES E SOLUCOES:

Reagentes utilizadas para a determina¢ao de aminogrupos livres em sintese

de peptideos em fase sélida (SPFS) pelo método da p-benzoquinona (PBQ):

- quinonas: p-benzoquinona (PBQ) [Matheson Coleman e Bell] e 2,6 dicloro-p-
.benzoquinona (2,6 dicloro-PBQ) [Eastman Kodak Company] foram purificadas
por sublimagdo. As quinonas: 2,5 dicloro-p-benzoquinona (2,5 dicloro-PBQ)
[Kodak]; tetracloro-p-benzoquinona (p-cloranil) [Sigma]; 2,5 dicloro-o-
benzoquinona (o-cloranil) [Sigma]; indole-2,3 diona (isatin) [Sigma] e

benz(a)antraceno-7,12 diona [Kodak] foram usadas sem prévia purificagao.
Reagentes e solugdes utilizadas para a sintese de peptideos estudados (130):
- resina: 4 metil benzilhidralamino (MBHA) adquirida da Bachem (Califérnia)

- Boc-aminoacidos: ter-butiloxicarbonil-aminoédcidos (Boc-AA) adquiridos da
Peptide Institute Inc., sendo eles: Boc-Ala-OH, Boc-Asn-OH, Boc-Arg (Tos)-
OH, Boc-Pro-OH, Boc-His (Tos)-OH, Boc-Asp (OcHex)-OH e Boc-Met-OH.

- Fmoc-aminoacidos: 9-fluorenil-metoxicarbonil-aminoacidos (Fmoc-AA)
adquiridos da Peptides International, sendo eles: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Met-
OH, Fmoc-Asn-OH, Ifmoc-Arg (Tos)-OH, Fmoc-Asp (0Bzl)-OH; e Fmoc-Pro-
OH adquirido da Bachem (Califérnia).

- solugdo de acido trifluroacético (TFA): solugdo 50% TFA/50% diclorometano

(V/V) utilizada para remover o grupo BOC.
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- solugao de acido acético anidro: solugdo 50% é&cido acético anidro/50%

piridina (V/V) utilizada para acetilagao.

- solugdo de piperidina: solugido 50% de piperidina/50% de dimetilformamida

(V/V) utilizada para remogao do grupo Fmoc.

- solugdo de diisopropiletilamina: uma solucdo 5% de diisopropiletilamina

foi preparada com diclorometano.

Solugoes utilizadas para a determina¢ao de amino grupos livres em sintese de

peptideos em fase sé6lida (SPFS) pelo método da ninhidrina (137):

- solugdo 1: foram misturados 40 g de fenol com 10 mL de etanol, aquecido até
dissolver, adicionados 4 g de resina Amberlite MB-3, a solugdo agitada por 45

minutos e filtrada.

- solugao 2: foram dissolvidos 65 mg de cianeto de potdssio em 100 mL de
agua. Foram diluidos 2 mL da solugdo de cianeto de potassio para 100 mL com
piridina, adicionados 4 g de resina Amberlite MB-3, a solugado agitada por 45

minutos e filtrada.
- solugao a: as solugdes 1 e 2 foram misturadas.

- solugao b: foram dissolvidos 2,5 g de ninhidrina em 50 mL de etanol

absoluto e a solugdo armazenada em frasco dmbar.
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METODOS

Metodologia utilizada na preparagiao das amostras de Boc-aminoacido (Boc-
AA) e Fmoc-aminoacidos-Resina (Fmoc-AA-Resina) e peptideos-Resina (130):

No preparo das amostras de Boc-AA e Fmoc-AA-Resina foi
utilizada a resina MBHA (0,5 g, 650 umoles/g de resina), que foi colocada em
‘um frasco apropriado (15 mL) para SPFS e o mesmo fixado num "shaker”,
utilizando-se para o acoplamento as misturas de Boc-AAs e Fmoc-AAs, como
segue: Boc-AA; Boc-AA(10 eq) e Fmoc-AA(1 eq); Boc-AA(100 eq) e Fmoc-AA(1
eq), Boc-AA(100 eq) e Fmoc-AA(0.5 eq) na resina. No caso da sintese dos
peptideo-Resina também foi utilizada a resina MBHA (650 pmoles/g de
resina), mas variando a massa de acordo com o peptideo a ser sintetizado. Em
todos os casos, foi utilizada, para o acoplamento, a seguinte relagdo equimolar:
2,5 AA: 2,5 DCC: 2,5 HOBt, considerando a quantidade de amino grupos livres
da resina igual a um. A utilizagdo da mistura DCC/HOBt tem mostrado uma
aceleragdo das reagdes evitando a racemizacgao (130).

Os acoplamentos foram realizados em diclorometano (DCM) ou
misturas de DCM/DMF (dimetilformaamida) dependendo da solubilidade do
aminodcido a ser acoplado. Foram efetuados dois acoplamentos de duas horas
cada, porém para alguns aminoécidos (Val, Thr, Ile) foi necessdrio um maior
numero de acoplamentos. Os aminodcidos acima citados sdo B-ramificados, o
que provoca impedimento estérico dificultando o acoplamento (130).

A tabela 1 mostra o esquema usado para acoplar, lavar e
neutralizar o peptideo-Resina, assim como para retirar o grupo Boc no caso da
sintese dos peptideos-Resina mostrados na tabela 10. Apés cada acoplamento e
lavagem do peptideo-Resina, o teste da ninhidrina, desenvolvido pof Kaiser e
cols. (136, 137), foi utilizado para verificar se algum grupamento amino
permanecia livre. Para a sintese de Boc-AA e Fmoc-AA-Resina (tabela 9), as

etapas de 1 a 5 foram seguidas e, em caso de teste de ninhidrina positivo,
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TABELA 1

‘Procedimento utilizado para a sintese de Boc-AA e Fmoc-AA-Resina e
peptideo-Resina.

N°de  Tempo

Etapa Procedimento ,
vezes (minutos)
1 Acoplamento; AA 2,5/DCC 2,5/HOBt 2,5 1 120
2 lavar com DCM ' 3 1
3 lavar com propanol-2 2 1
4 lavar com DCM 5 1
5 teste da ninhidrina - -
6 retirar grupo Boc; 50 % TFA/50 % DCM 1 1
7 retirar grupo Boc; 50 % TFA/50 % DCM 1 24
8 lavar com DCM 2 1
9 lavar com metanol 2 1
10 lavar com DCM 2 1
11 lavar com metanol 2 1
12 lavar com DCM 2 1
13 neutralizar com 5 % de DIEA em DCM 3 3
14 lavar com DCM 1 1
15 lavar com metanol 1 1
16 lavar com DCM 3 1

DCM: diclorometano; TFA: acido trifluroacético; DIEA: diisopropiletilamino;
DCC: N, N' diciclohexilcarbodiimida; HOBt: 1-hidroxibenzotriazol; AA:
aminoacido; Boc: terc-butiloxicarbonil; Fmoc: N, a-fluorenilmetiloxicarbonil;
R: 4-metil-benzilidralamina (MBHA).
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executadas as etapas de 13 a 16 e, mais uma vez, as etapas de 1 a 5. Para a
sintese dos peptideos-Resina da tabela 10, apés cada acoplamento (etapa 1), e
teste de ninhidrina positivo, foram feitas as etapas de 13 a 16 voltando a etapa
1, porém, se negativo, repetidas as etapas de 6 a 16 e entdo para a etapa 1 com o
novo aminoacido a ser ligado ao peptideo-Resina. A resina, em todos os casos,
passou por um tratamento prévio antes do primeiro aminoacido ser ligado a

mesma, isto €, foi submetida as etapas de 6 a 16.

Acetilagao das amostras Fmoc-AA e Boc-AA-Resina (130):

No caso do preparo destas amostras, mesmo com teste de Kaiser
e cols. (136, 137) negativo, a acetilagdo foi feita utilizando o esquema mostrado
na tabela 2. Todas as amostras mostradas na tabela 9 foram submetidas a

acetilacdo, que foi efetuada no frasco onde a amostra foi sintetizada.

Retirada do grupo Fmoc, das amostras Fmoc-AA e Boc-AA-Resina (130):

Apoés a acetilagao, foi retidado o grupamento Fmoc das amostras
da tabela 9, conforme protocolo mostrado na tabela 3. O procedimento foi
realizado no mesmo recipiente em que a amostra foi sintetizada e acetilada,
sendo esta uma das grandes vantagens da técnica de SPFS, pois nao é
necessario transferir as amostras de um recipiente para outro e, portanto, ndo
hd perda da amostra. Apés este procedimento, as amostras foram secadas a

vacuo, por 12 h, e armazenadas em camara fria para futuro uso.

Determinagao de amino grupos livres em sintese de peptideos em fase sélida
(SPES) pelo método da p-benzoq'.uinona:

Foram pesados em torno de 4 a 6 mg de peptideo-Resina e
colocados em tubo de ensaio de 10 x 75 mm. Foram adicionados 15 mg de PBQ
misturando com uma espatula e aquecendo, a 100°C, por 20 minutos (o

trabalho foi sempre executado dentro da capela). O tubo de ensaio foi esfriado

73
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Procedimento utilizado para a acetilagdo das amostras da tabela 9.

Etapa

Procedimento

N° de Tempo
vezes (minutos)

50 %piridina/50 % acido acético anidro
50 %piridina/50 % &cido acético anidro
lavar com acido acético

lavar com diclorometano

1 1
1 120
5 1
5 1




TABELA 3

Procedimento utilzado para a retirada do grupo Fmoc.
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Etapa Procedimento \Ijzzc:: (rziiﬁ gs)
1 retirar 0 grupo Fmoc com 50% DMF/50% piperidina 2 2
2 lavar com DMF 3 2
3 lavar com DCM 3 2
4 retirar o grupo Fmoc com 50% DMF/50% piperidina 3 2
5 lavar com DMF 3 2
6 lavar com DCM 3 2

DMF: dimetilformamida; DCM: diclorometano.
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a temperatura ambiente e comparado com o branco. O teste foi considerado
positivo quando a coloragao da amostra era vermelha ou amarelo-escura. O
branco, podendo ser PBQ ou Boc-Ala-Resina, foi submetido ao mesmo
procedimento da amostra (a determinagao prévia da ninhidrina nido pode
conter acima de 0,380 umoles/g de resina de amino grupos livres pois, neste
caso, o teste da PBQ podera apresentar resultado positivo e a resina nao

podera ser usada como branco).

Determinacdo qualitativa de amino grupos livres em sintese de peptideos em
fase solida (SPFS) pelo método da ninhidrina (137):

Foram aquecidos 2 a 6 mg de amostra de peptideo-Resina com
100 uL do reagente a e 25 pL do reagente b num tubo de ensaio de 10 x 75 mm,
por 10 minutos, a 100°C. Esfriou-se A soluc¢do foi esfriada em temperatura
ambiente. O teste qualitativo foi considerado positivo quando o peptideo-

Resina ou a solugao era azul.

Determinac¢ao quantitativa de amino grupos livres em sintese de peptideos

em fase s6lida (SPFS) pelo método da ninhidrina (137):

- baixa concentrag¢ao de amino grupos (0-0,1 1. moles):

Foram pesados de 2 a 5 mg de amostra em um tubo de ensaio e
adicionados 100 pL da solugao a e 25 uL da solug¢dao b. Ao branco foram
adicionados somente os reagentes. Os tubos foram agitados e colocados em
uma placa de aquecimento a 100°C, por 10 minutos. Apds resfriados, foi
adicionado 1,0 mL de 60% de etanol em agua e agitados. A mistura foi filtrada.
em uma pipeta Pasteur contendo 13 de vidro, e lavada duas vezes com 0,2 mL
de Et4NCl 0,5 M em diclorometano. O volume foi completado para 2,0 mL
com 60% de etanol e a absorbéncia do filtrado medida contra o branco em 570

nm.
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- elevada concentragiao de amino grupos (0,1-2,0 u moles):

A amostra foi tratada como descrito no item anterior, porém
diluida com 2,0 mL de 60% de etanol. A mistura foi lavada duas vezes com 0,5
mL de Et4NCl 0,5 M em diclorometano. O volume foi completado para 25 mL
com 60% de etanol e a absorbéncia do filtrado medida contra o branco em 570

nm.

TESTES ESTATISTICOS UTILIZADOS NO PRESENTE TRABALHO (191)

As diferengas entre as médias foram testadas em significancia
pelo método de varidncia "ANOVA-one way" e os valores de F obtidos foram
dados. A comparagdo especifica entre as médias individuais foram testadas
através dos testes de multipla faixa, Student-Newman Keuls ou Dunnett, e as

médias foram consideradas estatisticamente diferentes para p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS EM PLASMA SANGUINEO

Diversos métodos tém sido propostos para determinar proteinas
totais e alguns tém sido aplicados em plasma sangiiineo baseando-se nos
métodos de biureto (23, 24, 42-44), Lowry (192), Bradford (89) e infra-vermelho
préoximo (193), sendo que o recomendado é o de biureto (23, 24, 42).

No presente estudo, utilizamos a p-benzoquinona (PBQ) para a
determinagao da concentracdo de proteinas totais em plasma sangiiineo,
sendo que o espectro de absorgdao devido ao produto de reagao entre PBQ e
albumina de soro bovino (BSA) ou plasma sangiiineo, apresenta duas bandas,
uma com méximo de absor¢do em 280 nm e outra em 350 nm, sendo esta
ultima a banda utilizada para fins analiticos (figura 11). A banda de absorgao
com maximo em 350 nm segue a lei de Beer na faixa de 4-240 pug/mL de BSA
(tabela 4), de acordo com o critério de Ringbom (194). A absorgao em 350 nm
deve-se, provavelmente, a uma transigao eletronica por transferéncia de carga
(185), pois em todas as concentragdes de PBQ ou BSA/proteinas plasmaticas e -
tempos de aquecimento estudados (figuras 12 e 13), ndo observamos a
formagdo de um precipitado marrom, o qual, segundo Slifkin e outros (185),
deixaria de ser CTC e passaria a ser um composto mono ou dissubstituido (de
cor marrom) em quinonas. Tal composto marrom foi por nés observado em
pH 7,0, com tempos de aquecimento superiores a 20 minutos, a 100°C, ou com
caseina em pH 6,5 com tempo de aquecimento acima de 60 minutos, a 100°C.

A reagao entre PBQ e BSA foi estudada em diversos tampdes
(tabela 5), sendo que seus espectros mostram que os tampodes fosfato,
fosfato/citrato e citrato apresentam idénticos resultados ou seja, os espectros

obtidos possuem uma banda com méximo em 350 nm e outra com méximo
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Figura 11. Espectro de absorgao dos produtos de reagdo entre 1 mM de PBQ e
BSA (a: 120 pg/ml) ou plasma sangiiineo (b: 2 pul/ml). As amostras foram
aquecidas a 100°C, por 20 minutos, em 0,1 M de tampao fosfato, pH 6,0 e
volume final de 5,0 ml.
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TABELA 4

Absorbancia especifica a 350 nm dos produtos de reaco entre p-benzoquinona e
proteinas.

BSA OA HSA CASEfNA TRIPSINA PEPSINA
Absorbéancia
Especifica 2,61 2,59 3,05 2,11 5,33 1,89
(cm? pg™1103)
Desvio Padrao 0,31 0,26 0,28 0,09 0,24 0,15
(8) (8) 3) (8) (8) (8)
Limite de
Deteccdo 3,8 3,9 3,3 4,7 1,9 53
(Lg/mL)

As curvas padrao, para cada uma das proteinas, foram efetuadas na faixa de 0 a
240 pg/mL e as absortividades especificas (350 nm) calculadas a partir da
inclinagao das curvas, sendo o caminho 6tico igual a 1,0 cm. O coeficiénte de
correlagao para todas as curvas foi sempre maior do que 0,98. Valores expressos
como média, em cm?ug 1103, e desvio padrdao. O nimero de curvas é dado
entre parénteses. Cada curva foi construida com cinco diferentes concentragoes
de proteinas. BSA = albumina de soro bovino; OA = ovoalbumina; HSA =
albumina de soro humano.
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TABELA 5

Estudo do efeito do tampao sobre a absorbancia dos produtos de reagao entre

p-benzoquinona (PBQ) e albumina de soro bovino (BSA).

Concentragao Absorbancia
de
Tampao Tampao Tampao Tampao
BSA fosfato fosfato e citrato ftalato
citrato
(ng/mL)
120 0,321 +£0,020 0,495+0,020 0,306+0,009 0,446+0,017
(4) (4) (4) (4)
180 0,510 ppt 0,468 0,583
(1) (2) 2)
240 0,704 £ 0,019 ppt 0,662+0,004 0,832+0,016
(4) (5) ()
absortividade 3,19 a 297 3,22
especifica

(cm? ugt 103)

As amostras foram aquecidas por 20 minutos, a 100°C, com 1 mM de PBQ em

pH 6,0. () nimero de amostras.
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em 280 nm, porém, o espectro das amostras no tampao ftalato apresentou
apenas uma banda com méiximo em 350 nm. O tampao fosfato/citrato nao foi
utilizado, pois nas concentragdes de 180 e 240 pg/mL de BSA, o produto de
reagao precipitou. Os outros trés tampdes apresentaram resultados de
absortividades especificas semelhantes e, portanto, optamos pelo tampao
fosfato por ser um dos mais utilizados nesses casos.

A figura 12 mostra o efeito de diferentes concentragoes de PBQ
sobre a absorbancia de plasma sangiiineo e de BSA. Para a concentragio mais
elevada de BSA testada (240 pg/mL), a absorbancia aumentou quase que
linearmente com o aumento da concentragdo, que foi de até 2,0 mM de PBQ.
Acima de 4,0 mM ocorreu apenas um pequeno aumento da absorbéncia. Para
as concentra¢des de 60 e 120 pg/mL de BSA, bem como de plasma sangiiineo,
ocorreram pequenos aumentos das absorbancias nas concentragdes de PBQ
maiores do que 2,0 mM. A lei de Beer foi seguida para todas as concentragdes
de PBQ testadas, até mesmo para as tao baixas como 0,2 mM. Deslocamentos
da banda, com méaximo em 350 nm, ndo foram observados para quaisquer das
concentragdes de PBQ testadas. No entanto, para concentragdes de PBQ
maiores do que 2,0 mM, observou-se um significativo aumento da banda com
maximo em 280 nm e o surgimento de uma banda com maximo em 520 nm
(efeitos observados tanto para o plasma sangiiineo como para a BSA).

As absorbancias dos produtos de reagao entre PBQ (1,0 mM) e
proteinas aumentaram acentuadamente durante os primeiros 20 minutos de
aquecimento, a 100°C, porém, pouco aumento foi observado apos este tempo
(figura 13) e, portanto, o tempo de 20 minutos, a 100°C, foi utilizado para
determinar proteinas totais em plasma sangiiineo. O tempo de aquecimento,
das amostras testadas na figura 13, ndo mudou os especfros de absorgao.

Os produtos de reagdo entre PBQ e BSA ou plasma sangiiineo
(figura 14) e reativo de biureto com BSA ou plasma sangiiineo sdo estaveis

por diversas horas. Amostras aquecidas por 20 minutos, a 100°C, e mantidas
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Figura 12. Dependéncia da absorbancia com a concentragcio de PBQ. As
amostras de plasma sangiiineo (A =2 pl/ml) ou BSA (B = 60 pg/ml; A = 120
ug/ml; O = 240 ug/ml) foram aquecidas a 100°C, por 10 minutos, em 0,1 M de

tampao fosfato, pH 6,0.
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Figura 13. Dependéncia da absorbdncia com o tempo de aquecimento. As
amostras de plasma sangiiineo (A =2 pl/ml) ou BSA (M = 60 ng/ml; A =120
ug/ml; 3 = 240 pg/ml) foram aquecidas a 100°C, em 0,1 M de tampao fosfato,
pH 6,0 e contendo 1 mM de PBQ.
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Figura 14. Estabilidade dos produtos de reagao entre PBQ e BSA (120 pg/ml)
ou plasma sangiiineo (2 pl/ml): As amostras foram mantidas a 4°C (A = BSA;
O = plasma sangiiineo) ou a 30°C (A = BSA; @ = plasma sangiiineo). As
amostras, em 0,1 M de tampao fosfato, pH 6,0, 1,0 mM de PBQ, foram

aquecidas a 100°C, por 20 minutos, e as absorbancias, no tempo zero, foram
consideradas como 100%.
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tanto a 4 como a 30°C, mostraram, ap6s 2 horas, somente uma pequena
diminuigao da absorbancia, seguida de um pequeno aumento nas proximas 48
horas; para o método de biureto, observamos, ap6s 2 horas, um pequeno
aumento nas absorbancias das amostras mantidas tanto a 4°C como a 30°C.

Para o método da PBQ, os espectros de absorgao, obtidos nos
mesmos tempos da figura 14, ndo mostraram nenhum tipo de alteragao.
Portanto, o tempo de espera apds o aquecimento nao é um fator critico para
determinar proteinas totais no plasma sangiliineo pelo método da PBQ. A
reagao entre PBQ e soro e PBQ e plasma sangliineo apresentaram o mesmo
comportamento com relacdo a estabilidade (resultados nao mostrados).

A figura 15 mostra que a determinagao de proteinas totais do
plasma sangiiineo, pelo método da PBQ, nao é susceptivel a interferéncia dos
anticoagulantes mais comumente usados e nas concentra¢gdes recomendadas.
Apds diluicao, pelo procedimento da PBQ, a concentragao final de heparina é
cerca de 0,2-0,4 mg/mL. Esta concentragdo de heparina, ou mesmo uma
concentragao 10 a 20 vezes maior, nao interfere com o método da PBQ; o
mesmo € valido para o EDTA e citrato (figura 15).

A tabela 6 mostra uma comparacgdo entre os métodos da PBQ e
biureto (22). O erro padrao da média (EPM) observado com o método da PBQ,
usando volumes de plasma sangiiineo de 10 ou 20 pL, foi menor do que o
observado com o método de biureto. Os resultados mostrados na tabela 6 nao
sdo significativamente diferentes entre si; com isto podemos concluir que a
metodologia proposta estd em boa concorddncia com a metodologia mais
utilizada (22). A equagado da reta relacionando absorbancia (Y) e concentragdes
de proteina no plasma (X), considerando-se de zero a 1.500 pg/mL apés a
diluigdo, foi Y = 0,00233 X + 0,0222 (N=4; coeficiente de correlacao r=0,9987)
para o método da PBQ e Y= 0,000217 X - 0,00819 (N=4; coeficiente de correlacao

r=0,9996) para o método de biureto (22). Embora a relagdo entre absorbéncia e
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Figura 15. Efeito de anticoagulantes sobre as absorbancias dos produtos de
reagao entre PBQ e BSA (120 pg/ml). As amostras foram aquecidas a 100°C,
por 20 minutos, em 0,1 M de tampaéo fosfato, pH 6,0, contendo 1,0 mM de
PBQ, e as absorbancias foram normalizadas com relacdo as absorbancias obtida
com amostra sem anticoagulante (considerada como sendo 100%).



TABELA 6

Proteinas totais em plasma sangiifneo de ratos pelo método da p-
benzoquinona (PBQ) e do biureto (22).

PBQ BIURETO
Plasma de rato Plasma de rato
(UL) (uL)
2,0 5,0 10,0 20,0 20,0
média 66,6 65,6 63,1 65,1 64,0
erro padrdo 5 g 23 1,3 14 23
da média

(10) (12) (11) (12) (6)

Os volumes de plasma de rato (UL) correspondem aos volumes utilizados
no volume total de reagdo, o qual foi de 5 mL para o método da PBQ e 4,2
mL para o do biureto. Valores expressos como média, em g/L, e erro padrao
da média. O numero de ensaios é dado entre parénteses. BSA foi usada

como padrdo. F=1,05 e p=0,399.
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concentracao, obtidos para ambos os métodos, seja linear, a maior inclinagao
obtida pelo método da PBQ indica sua maior sensibilidade.

A tabela 4 mostra a absortividade especifica dos produtos de
reacao entre PBQ e diversas proteinas. O limite de detec¢do, com o uso do
método da PBQ (4 ug/mL), é cerca de dez vezes maior do que com o método
de biureto, (45 ug/mlL, limites por nds obtido). Algumas modificagdes tém
sido propostas para aumentar a sensibilidade do método de biureto, como a
adigdo do reagente de Folin-Ciocalteu (40) e a utilizagdo da técnica de
"stopped-flow" (195); estas metodologias melhoraram o limite de deteccdo do
método de biureto em cerca de dez vezes, o que atribui a ele a mesma
sensibilidade da metodologia aqui proposta, porém, com a desvantagem de
utilizar o reativo de Folin-Ciocalteu (40), que é sujeito a muitas interferéncias
(29, 43, 62-69) e utilizar um equipamento que nao é comum em laboratérios
de analises clinicas, como o usado na técnica de "stopped-flow" (195), cujo uso

dependeria do controle de diversos fatores para ser eficiente.

DETERMINAGCAO DE PROTEINAS TOTAIS EM DIVERSOS TECIDOS DE
RATO

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas para determinar
proteinas totais em tecidos ou partes de células; tais métodos sdo baseados nos
meétodos de Lowry (50, 51, 196), Bradford (90) e turbidimetria (197), sendo o
método de Lowry o mais utilizado.

Observamos que o método de Lowry e cols. (46), modificado por
Hartree (69), € linear para concentra¢des de BSA entre 5 e 115 mg (69), e o
limite de detecgao é de 0,58 pug/mL, nas nossas condi¢des experimentais; o
método da PBQ ¢ linear de 4 a 450 ug/mL e seu limite de detecgdo é de 2,63
png/mL. Apesar do método de Hartree (69) ter maior limite de detecgao, o

método da PBQ ¢ linear numa ampla faixa de concentragao de proteina.



Observamos que (tabela 7) pelo método de Hartree (69), elevada
(18.000 r.p.m.), em relagdo a baixa (2.000 r.p.m.) velocidade de centrifugagao do
homogeneizado, reduziu, acentuadamente, a quantidade de proteinas totais
do figado (25%), rim (24%), bago (45%), coragdo (33%), musculo gastrocnémio
(18%), cérebro (39%) e gordura epididimal (13%). Pelo método da PBQ), por
outro lado, elevada velocidade de centrifugacao do homogeneizado provocou
menor redugdo da quantidade de proteinas totais do figado (3,0%), rim (17%),
bago (46%) e coragdao (27%) e aumento nas concentra¢des do musculo
gastrocnémio (7%), cérebro (17%) e gordura epididimal (24 %). Pelo método da
PBQ, os valores de proteinas totais, com baixa e alta velocidade de
centrifugacdo, nao foram estatisticamente diferentes para figado, musculo
gastrocnémio e cérebro, o mesmo acontecendo somente para o musculo
gastrocnémio pelo método de Hartree (69).

Os resultados indicam que elevada velocidade de centrifugacao
pode causar, por precipitagdo por exemplo, uma substancial remogao das
proteinas ricas em tirosina e/ou triptofano do homogeneizado e,
consequentemente, mudar acentuadamente o conteido de proteinas totais.
Estes resultados mostram mais uma vez a grande inconveniéncia de se
utilizar o método de Lowry e cols. (46) modificado por Hartree (69).

Com excecdo do cérebro e gordura epididimal, a quantidade de
proteina, apds baixa velocidade de centrifugacdo do homogeneizado, foi
sempre menor pelo método de Hartree (69) do que pelo método da PBQ para
figado (34%), rim (47%), baco (42%), coragao (38%) e musculo gastrocnémio
(31%). Os resultados obtidos mostram que o método proposto forneceu
resultados muito mais préximos do método FFDW (189), adotado como
padrao, do que o método de Hartree (69). Para o rim e coragao, com baixa
centrifugacao e para a gordura epididimal, em alta velocidade de
centrifugagdo, a concentragao de proteinas totais pelos métodos FFDW (189) e

PBQ nao foram estatisticamente diferentes entre si. Porém, o método de
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TABELA 7

Conteado de proteina, em mg/g de tecido fresco, pelos métodos da p-
benzoquinona (PBQ), Hartree (69) e FFDW (189).

METODO DA PBQ METODO DE LOWRY FFDW

Tecidos LSC HSC LSC HSC LSC
figado 173 £ 11 168 £ 9 115 £ 2* 8 £ 50* 205 % 8*
rim 155+ 9 128 + 8 # 82 +2# 62+ 08# 165 %2
baco 183 £ 13f 99 + 4 107 £ 2 59 £ 30f 142+ 4¢f

coracao 162 £ 12+ 118 £ 8§ 101 + 3§ 68 + 108§t 142 + 6+

musaulo

gastromémio 72 £ 4¢& 77 £ 5¢& 50 £ 2% 41 + 1,0f 128 + 8%t¢
cérebro 42 + 5 49 + 4 f 36+ 20 22 £ 1,0 £ 101 £ 5 of
gordura 25+ 3A 31 x1+" 23+x1A+ 20 05A" 31 24"
epididimal

A quantidade de proteina dos homogeneizados foi determinada pelos
métodos de Hartree (69) e da PBQ ap6s baixa velocidade de centrifugagao (LSC)
ou alta velocidade de centrifugagdo (HSC) das amostras e pelo método FFDW
(peso seco livre de gordura) (189). Os resultados sdo apresentados como média
e erro padrdo da média de sete e dez determinagdes para LSC e HSC,
respectivamente, e seis determinagbes para FFDW. * significativamente
diferentes (F=38,48;, p<0,0001); # significativamente diferentes (F=58,48;
p<0,0001); f significativamente diferentes (F=61,83; p<0,0001); t §
significativamente diferentes (F=28,39; p<0,0001); & t significativamente
diferentes (F=54,75; p<0,0001); ¢ £ significativamente diferentes (F=62,04;
p<0,0001); A + ' " significativamente diferentes (F=11,11; p<0,0001);
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Hartree (69), em nenhum dos casos, apresentou resultados estatisticamente
iguais (figura 16). Analisando o principio dos dois métodos, podemos sugerir
uma explicagao para os resultados obtidos. Apesar da discordancia (47, 48, 49)
sobre os tipos de intermedidrios formados pela reacdo do método de Lowry, os
grupos laterais dos aminodcidos tirosina e triptofano, que reagem com o
reagente de Folin-Ciocalteau, podem contribuir significativamente para a
absorbancia final da solugao.

Estes aminoacidos conseguem reduzir uma mistura dcido-metal
do reagente, pela remogdo de dtomos de oxigénio do molibdato, e produzir
um composto de cor azul com leitura no visivel (46). Assim, a quantificagdo
de proteinas totais nos tecidos pode variar conforme a quantidade dos
aminoacidos tirosina e triptofano das proteinas a serem determinadas.

Esta é uma desvantagem do método de Lowry e cols. (46) que as
modificagdes de Hartree (69) ndo corrigiram. Em contraste com o reagente de
Folin-Ciocalteau, PBQ reage com todos os aminodcidos proteicos (171, 172,
174), o que torna a PBQ um reagente ideal para detectar protefinas com baixos
teores de tirosina, triptofano, cistina, cisteina e histidina. Portanto, as medidas
de proteinas totais dos tecidos, pelo método da PBQ, sao fnais exatas do que as

obtidas pelo método de Hartree (69).

DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS EM LEITE EM PO DESNATADO

O método de Kjeldahl (13, 190), devido a sua simplicidade,
continua sendo, até os dias de hoje, o mais utilizado nas areas de ciéncias de
alimentos, tecnologia de alimentos e dreas afins, porém, outras metodologias
tém sido estudadas. Para determinar proteinas totais em leite, o0 método de

Kjeldahl (13) é utilizado como referéncia.
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proteinas foi determinada pelos métodos da PBQ e de Lowry (46) modificado

cérebro e gordura epididimal, como mostrado na tabela 7. A concentragdo de
por Hartree (69), sendo considerado como 100% o método de FFDW (189).
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Keller e Neville (61) compararam os métodos de Kjeldahl (13),
Lowry e cols. (46), Bradford (81) e Smith e cols. (49), concluindo ser o método
da BCA o mais aceitavel para determinar proteinas totais no leite. Verheul e
Cornelissen (198) sugeriram a utilizagdo do método de biureto, Bergqvist (87)
o método de Bradford (81); e Lonnerdal e cols. (199) o método de Lowry e cols.
(46). Nao existe, portanto, um concordancia sobre qual o melhor método
espectrofotométrico para determinar proteinas totais em leite.

Church e cols. (200) estudaram a aplicagdo de uma metodologia
baseada na reagdo entre aminodcidos, o-ftaldialdeido e PB-mercaptoetanol
formando um aduto que absorve fortemente em 340 nm, apés hidrélise das
proteinas do leite. O método de biureto (22) também foi usado por Owen e
Andrews (38), assim como o de Lowry e cols. (46) por Patton e Hutson (60).

A figura 17 mostra o espectro de absorgdo dos produtos de reagao
entre a PBQ e a caseina. A banda com maximo em 350 nm, segue a lei de Beer
até o limite superior de 250 ug/mlL de caseina, podendo entdo ser utilizada
para fins analiticos. Para analise das amostras, pelo método da adigdo de
padrao, o periodo de aquecimento foi de 10 minutos, podendo ser extendido
até 40 minutos (pH 6,0), sem ocorrer destrui¢do do composto formado. Pelo
método de curvas padrado, o periodo de aquecimento foi de 20 minutos devido
a maior concentragao de proteinas na amostra.

Pela figura 18 observa-se um grande aumento da absorbancia nos
primeiros 20 minutos de aquecimento, seguido de um pequeno aumento
ap6s mais 20 minutos; a reagao se completa em 25 minutos, a 100°C. Se
aquecermos todas as amostras, inclusive o branco, em tempos iguais, as
absorbancias seguem a lei de Beer. O fator tempo de aquecimento suplanta o
ganho na sensibilidade, pois apenas 10 minutos de aquecimento fornece 0,12
de absorbancia e 20 minutos fornece 0,20.

A figura 19 mostra o efeito da concentragao de PBQ sobre a

absorbancia, onde a lei de Beer foi obedecida e as mesmas bandas observadas
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Figura 17. Espectro de absorc¢ao dos produtos de reagao entre 50 (a), 100 (b) ou
125 (¢) pg/ml de caseina e 20 ul de PBQ (0,1 M), 10 minutos de aquecimento, a
100°C, em tampao fosfato 0,2 M, pH 6,0.



0,2 o

0,1 =

o °
—@ -9
10 20 30 40
Tempo (min)

Figura 18. Dependéncia da absorbancia com o tempo de aquecimento. As
amostras (caseina, 100 pg/ml) foram aquecidas com 20 ul de PBQ (0,1 M) em
tampao fosfato, pH 6,0, a 100°C.
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Figura 19. Dependéncia da absorbancia com a concentragdo de PBQ. As
amostras (caseina, 100 Lg/ml) foram aquecidas com diferentes quantidades de
PBQ (0,1 M) em tampao fosfato, pH 6,0, a 100°C, por 10 minutos.
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para todas as concentragdes de PBQ utilizadas. A reagdo entre PBQ e caseina
foi realizada em pH 6,0 e 6,5, porém, acima de pH 7,0 forma-se um precipitado
marrom, devido a destruigao de CTC, tornando a reagdo inaceitavel para fins
analiticos, como preconizado por Slifkin (185).

Os dados obtidos com o método da PBQ foram comparados com
os métodos de Lowry e cols. (46) e Kjeldahl (13, 190) (tabela 8). Os melhores
resultados com o método da PBQ foram obtidos com a adigdo de padrdo, em
pH 6,0; 0 método de Lowry (46) apresentou um desvio comparavel ao da PBQ,
e pelo de Kjeldahl (190) obteve-se o menor desvio padrdo. O método de
Kjeldahl (190), portanto, forneceu os menores valores de proteinas totais,
sendo estatisticamente diferentes de quaisquer outros valores de proteinas
totais. Em relagdo as metodologias espectrofotométricas, com excegdo da
adigdo de padrao (pH 6,0; 0,5 g/1) e Lowry 1,0 g/1, todos os outros valores sao
iguais entre si. Como o método da adigdo de padrdo nio é pratico para analisar
um grande numero de amostras, a curva padrdo pode ser utilizada (tabela 8).

Possivelmente o leite, embora desnatado, ainda deveria conter
pequena concentragdo de gordura o que pode ter ocasionado interferéncia.
Diversos autores (61, 199) observaram que metodologias espectrofotométricas
superestimam a concentragao de proteinas totais quando comparadas com o

método de Kjeldahl (13, 190).

DETERMINACAO DE AMINO GRUPOS LIVRES EM SINTESE DE
PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA (SPFS)

A quinona, 2,3,5,6-tetracloro-p-benzoquinona (cloranil), foi
utilizada por Christensen (134), para monitorar a sintese de peptideos pela
técnica de SPFS e o método mostrou sensibilidade igual a do método de

Kaiser e cols. (136), o mais utilizado. No presente trabalho, desenvolvemos
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uma metodologia, para tal, baseada na reagdo em estado sélido entre a PBQ e o
peptideo ligado a resina; essa reagdo foi observada em estado sélido entre PBQ
e aminodcidos livres sendo o composto formado um radical livre (188).

A tabela 9 mostra os resultados dos testes qualitativos para
amino grupos livres com oito quinonas, além dos resultados da anélise
quantitativa pelo método baseado na reagdo da ninhidrina (137), indicando
que a PBQ € sensivel a todos os aminodcidos e a todas as concentragdes de
amino grupos livres estudados (10% a 0,5%).

As quinonas 2,6-dicloro-PBQ e 2,5-dicloro-PBQ foram sensiveis a
todos os aminoécidos testados, mas ndo para concentragdes de 1,0% de imino
grupos livres da prolina, mesmo aquecendo por 50 minutos (cor vermelha
ap0s 24 horas).

As quinonas indicadas por nc (p-cloranil, 4cido cloranilico, o-
cloranil, isatin e benz[a]antraceno-7,12-diona) ndo apresentaram nenhuma
troca na coloragao, mesmo quando aquecidas por 24 horas, exceto o p-cloranil
que apresentou reagdo com Boc-Asp[10 eq.]-Fmoc-Asp[1 eq.]-Resina, apds 72
horas (cor vermelha), e com Boc-Met[10 eq.]-Fmoc-Met[1 eq.]-Resina, apos 48
horas (cor amarelo escuro). Mas, ocorréncia de rea¢do ndo é descartada ja que a
propria cor de algumas delas pode ter obscurecido qualquer outra cor formada.

Assim, foi realizada a reagao das quinonas nc com as substancias
MBHA-Resina (625,5 + 12,6 pmoles/g), Boc-Ala-Resina (0,732 = 0,025
umoles/g), Boc-Pro[10 eq.]-Fmoc-Pro[1 eq.]-Resina e Boc-Ala[100 eq.]-Fmoc-
Ala[l eq.]-Resina (9,45 £ 0,03 umoles/g), a 100°C, por 30 minutos, e 0 excesso
de quinona que nao reagiu foi dissolvido: em dicloro-metano, para o-cloranil
e benz[a]antraceno-7,12-diona; em 2-propanol, para dcido cloranilico e isatin; e
em dimetil-sulféxido, para p-cloranil.

O benz[a]antraceno-7,12-diona ndo reagiu com qualquer das
substdncias estudadas; isatin reagiu somente com Boc-Pro[10 eq.]-Fmoc-Pro[1

eq.]-Resina, o que era esperado, pois, é um reagente especifico para prolina



TABELA 9

Determinagao qualitativa de amino grupos livres com quinonas.

aminoacido- Grupos protetores nos aminodcidos-resina
resina Boc Boc 10 eq. Boc 100 eq. Boc 100 eq.
Fmoc 1 eq. Fmoc 1 eq. Fmoc 0,5 eg.
ABCD ABCD ABCD ABCD
Ala-R a/a/a/nc v/ve/ve/nc vc/v/ae/nc ae/ae/ae/nc
0,343 £ 0,044 585+0,4 9,45+ 0,03 3,33+ 0,08
0,055% 9,35% 1,51% 0,53%
Met-R a/a/a/nc v/ve/v/nc ve/v/ve/ne ae/ae/ae/nc
0,384 + 0,025 64,7 +0,1 6,98 +0,12 3,80+£0,03
0,061% 10,3% 1,12% 0,61%
Pro-R a/a/a/nc ve/ve/ve/nc v/a/a/nc v/a/a/nc
Asn-R a/a/a/nc v/ve/v/vc/nc  ve/v/ae/nc vc/v/ae/nc
0,337 £ 0,107 75,0+0,1 6,06 + 0,09 2,74 £ 0,05
0,054% 12,0% 0,97% 0,44%
Arg-R a/a/a/nc v/v/v/nc v/v/ve/nc v/v/ve/nc
0,324 £ 0,018 60,7+1,2 7,46 +0,27 4,26 + 0,06
0,052% 9,7% 1,19% 0,68%
Asp-R a/a/a/nc v/v/v/nc ve/v/v/nc ve/v/ve/ne
0,566 + 0,042 111,2+0,8 10,00+ 0,2 4,55+0,10
0,090% 17,8% 1,60% 0,73%

Os aminoacidos-resina protegidos foram tratados com uma solugado de 50% de
piperidina/50% de dimetilformamida para remover o grupo Fmoc. Apés, em estado s6lido,
uma mistura entre quinona e amostra (4,0 - 6,0 mg) foi aquecida por 20 minutos, a 100°C, e a
cor da amostra foi observada. a = amarelo, ae = amarelo escuro, v = vermelho, ve =
vermelho escuro, vc = vermelho claro, nc = nenhuma troca na coloragdo. A (p-
benzoquinona), B (2,6-dicloro-PBQ), and C (2,5-dicloro-PBQ), and D (p-cloranil, acido
cloranilico, o-cloranil, isatin, ou benzlalantraceno-7,12-diona). A determinagao quantitativa
dos amino grupos livres foi feita pelo método da ninhidrina (137). Todos os valores sao
médias de trés andlises e as unidades sao expressas em umoles/g. As porcentagens dos
valores das aminas foram calculados considerando o teste de ninhidrina para a resina como
100% (6255 £ 12,6 umoles/g).
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(130); o-cloranil, p-cloranil e acido cloranilico reagiram com MBHA-Resina,
mas somente o o-cloranil foi sensivel a concentragdes de amino grupos livres
do Boc-Ala[100 eq.]-Fmoc-Ala[l eq.]-Resina, o-cloranil e &cido cloranilico
foram sensiveis para Boc-Pro[10 eq.]-Fmoc-Pro[1 eq.]-Resina.

A cor vermelha permaneceu, em qualquer das concentragdes de
amino grupos, mesmo com aquecimento por 24 horas, indicando que a
substdncia vermelha da reagdo com amino-acil-resina é estdvel, mas nao para
aminoacidos livres, pois a coloragdo mudou de purpura para marrom, a
temperatura ambiente (188).

A reagao de PBQ com a histidina (His) foi testada, pois o teste de
Kaiser (136, 137) apresenta reagao falso positivo para His. Boc-His(Tos)-Resina
foi preparado pelo acoplamento de Boc-His(Tos) com DCC (por trés vezes, 3
horas cada). A concentragdo de amino grupos livres, pelo teste da ninhidrina
(137), foi 8,77 + 0,41 pmoles/g e a PBQ nido mostrou troca na coloragao apés 20
minutos de aquecimento, porém, ap6s 30 e 40 minutos de aquecimento a cor
apresentada foi amarelo escuro e vermelho, respectivamente.

O Boc-His(Tos)-Resina foi, entdao, acetilado e a concentracao de
amino grupos livres foi de 5,75 + 0,18 pmoles/g, porém, a amostra tornou-se
marrom escuro devido a acetilagdo, porém, quando a amostra foi aquecida
com PBQ, obteve-se a cor amarelo escura. Entretanto, mesmo com o
aquecimento de 3 horas, a cor vermelha nao foi observada. Com estes
resultados podemos concluir que PBQ) ndo apresenta teste falso positivo para
histidina, durante o periodo de até 20 minutos de aquecimento.

A tabela 10 mostra os resultados dos testes da ninhidrina e PBQ
para peptideos e aminoacidos ligados a resina MBHA. Estes resultados
indicam que a metodologia proposta tem sensibilidade suficiente para ser
usada em SPFS e que esta sensibilidade depende do aminoécido envolvido,
pois, para Boc-Ala-Resina foi possivel conseguir um resultado positivo, mas o

mesmo nao ocorreu para Boc-Asn-Resina.



TABELA 10

Determinagao qualitativa de amino grupos livres com PBQ.

amostra teste da PBQ teste da ninhidrina
(umoles/g)

Glucagon des(1-20) vermelho escuro 681,5+ 23,7

A*=0,217
VIP des(1-11) vermelho claro 5,29+ 0,38

A =0,014
Glucagon des(1-10) vermelho 8,88+ 0,35

A =0,018
Boc-Gly-Pro-R % vermelho 134+0,01

A =0,009
Boc-Ala-Ala-Ala-R amarelo 0,267 = 0,060

A =0,002
Boc-Ala-R t vermelho 0,626 £ 0,036

A =0,004
Boc-Asn-R + amarelo 1,13+0,11

A =0,005
Boc-Arg-R amarelo 0,352 £0,028

A =0,002

A mistura da amostra com PBQ, em estado sélido, foi aquecida por 20
minutos, a 100°C, e a cor foi observada apés o resfriamento. A determinagao
quantitativa dos amino grupos livres foi feita pelo método da ninhidrina
(137). Os valores sao médias de trés andlises. A: absorbancia (A/1 mg de
amostra x 2 ml; para A* o volume final foi de 25 ml). + Depois que as amostras
foram mantidas por 15 semanas em cimara fria (em dessecador); a
concentragao de amino grupos livres, que foi feita pelo teste da ninhidrina, se
apresentou aumentada (veja tabela 9 para comparagao) e o teste da PBQ para
Boc-Ala-R tornou-se positivo. 1 teste da ninhidrina apés dois acoplamentos
de Boc-Gly com DCC (primeiro acoplamento de 2 minutos e segundo de 3

minutos).
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CONCLUSOQES

DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS EM PLASMA SANGUINEO

Pelos dados apresentados conclui-se que o método da PBQ ¢ 10
vezes mais sensivel do que o método de biureto; que os produtos de reagao
entre PBQ e proteinas do plasma sao estaveis por varias horas; que as
absorbéancias especificas sdo similares para diferentes proteinas; e que as
substancias comumente usadas como anticoagulantes, ndo interferem com a
reagao da PBQ. Portanto, o método da PBQ é sensivel, simples e conveniente

para determinar proteinas totais no plasma sangiiineo.

DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS EM DIVERSOS TECIDOS DE
RATO

Diversas vantagens podem ser citadas para a utilizagdo do
método da PBQ), apesar de ser 4 a 5 vezes menos sensivel que o de Lowry (46),
modificado por Hartree (69): 1) PBQ reage com todos os aminodcidos proteicos
quantificando proteinas com maior precisao; 2) tem custo quase trés vezes
menor (cdlculo a partir de catdlogos Sigma e Aldrich); 3) utiliza menor

periodo de tempo para fazer o ensaio; 4) é muito facil de ser conduzido.

DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS EM LEITE EM PO DESNATADO

Comparando o método da PBQ com os de Lowry (46) e Kjeldahl
(13, 190), concluimos que, apesar dos desvios padrbes serem um pouco

maiores, 0 método da PBQ é muito mais simples e de rdpida execugao; € feito
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basicamente numa tnica etapa (aquecimento da PBQ com proteina); utiliza
reagentes de menor custo que os outros dois métodos; pode ser usado em

analise de rotina para determinar proteinas totais em leite em p6 desnatado.

DETERMINACAO DE AMINO GRUPOS LIVRES EM SINTESE DE
PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA (SPFS)

Diversas vantagens podem ser citadas para justificar o uso do
método da PBQ ao invés do método de Kaiser (136), em SPFS: 1) nido é
necessario preparar nenhuma solugao; 2) ndo mostra reagao falso positiva
para histidina; 3) é sensivel a prolina; 4) possui a sensibilidade para ser usado
em SPFS. Portanto, podemos concluir que a metodologia proposta é adequada

para deteccao de amino grupos livres em SPFS.

PERSPECTIVAS DE TRABALHOS

A utilizagdo da PBQ para determinagao de proteinas pela
espectrofotometria resultou em uma metodologia que demonstra rapidez e
sensibilidade, sugerindo ser possivel sua utilizagdo na determinagdo de
proteinas em outras matrizes; em outros estudos sistemdticos avaliando,
como por exemplo, a causa de resultados com 15% a menos de proteinas no

método de Kjeldahl; ou a utilizagao do método da PBQ em AIF.
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SUMARIO

O presente trabalho apresenta metodologias utilizando a p-
benzoquinona (PBQ) para a determinagdo de proteinas totais em diversas
matrizes. As metodologias propostas foram comparadas com os métodos
recomendados ou os mais utilizados, conforme o caso.
| O método aqui proposto, para determinagdo de proteinas totais
em plasma sangiiineo, foi comparado com o método de biureto, mostrando-se
adequado e com sensibilidade dez vezes maior que a do biureto.

Para a determinagao de protefnas totais em diversos tecidos de
rato, o método proposto foi comparado com os métodos de Hartree e FFDW, e
apresentou resultados mais préximos do FFDW do que o método de Hartree
e, também, mostrou ser mais rdpido, barato e de fécil realizagdo.

O método desenvolvido para determinagdo de proteinas totais
em leite em p6 desnatado foi comparado com os métodos de Kjeldahl e Lowry
e cols., sendo mais simples e rapido que as metodologias de Lowry e Kjeldahl.

Para determinagdo de amino grupos livres em sintese de
peptideos em fase s6lida, a metodologia proposta foi comparada com o
método de Kaiser e cols. O método proposto apresentou diversas vantagens
sobre o método de Kaiser, sendo estas: o método é sensivel a prolina, nio
precisa preparar nenhuma solugao, ndao apresenta falso positivo para

histidina e é rapido.
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ABSTRACT

The present thesis describes the utilization of p-benzoquinone
(PBQ) for assay of total protein in several samples. The methods presented
here were compared with those mostly used or recommended depending on
the case.
| For determination of total proteins in the blood plasma, the
proposed method was compared with biuret method, and it was 10 times
more sensitive than biuret method and convenient method for
determination of total proteins in plasma.

The assay of total proteins in several rat tissues with the
proposed method, was compared with Hartree and FFDW methods, and it
shows closer proteins content to FFDW method than Hartree method, besides
it was faster, less expensive and easier to be used than Hartree method.

The method developed for determination of total proteins in
skin milk powder, was compared with Kjeldahl and Lowry methods and
showed to be more simple and faster than these methods.

For determination of free amino groups in solid phase peptide
synthesis, the proposed method was compared with Kaiser method. The
proposed method showed several advantages than Kaiser method, such as: it
is sensitive for proline, it is not necessary to prepare any solution and it does

not show a false positive test for histidine.
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