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RESUMO

A interaccdo de varios complexos de Pd com o ADN em dupla hélice foi
estudada com um biossensor electroquimico com ADN, com o objectivo de
compreender a ac¢do in vivo sobre o ADN destes possiveis novos farmacos anticancro.
O mecanismo da interaccdo foi investigado in situ com o ADN em dupla hélice
imobilizado na superficie de um eléctrodo de carbono vitreo, o estudo sendo
direccionado para a deteccdo electroquimica de biomarcadores de dano oxidativo,
a 8-oxoguanina e a 2,8-dihidroxiadenina. Através da caracterizagao voltamétrica dos
complexos de Pd e dos seus componentes, nomeadamente palddio e os ligandos
biogénicos acido lipdico, espermidina e espermina, foi mostrado que € necessaria uma
boa compreensdo do comportamento redox destas substancias para avaliar o mecanismo

de interac¢ao com o ADN.

O comportamento electroquimico do paladio ¢ complexo, correlacionado com a
formag¢do de diversas nanoestruturas obtidas através do controlo de diferentes
A . ~ [P 2+ r ’ ;e 7
parametros. A interaccdo dos ides de Pd”" com o ADN ¢ especifica, rapida e estavel,

e relacionada com a desnaturagao local da dupla hélice e mudancas conformacionais.

O estudo electroquimico do acido a-lipdico mostrou a sua oxidagao irreversivel
a acido B-lipéico, um produto bioldgico conhecido também como o protogénio B.
O 4cido a-lipodico actua como ligando num complexo com o Pd, cuja interac¢do com o
ADN nao levou a formagao de residuos mutagénicos. O complexo Pd-acido lipoico foi

dissociado apos a aplicacdo de elevados potenciais positivos € negativos.

Os resultados de voltametria para o estudo das poliaminas biogénicas
espermidina e espermina mostraram uma electro-oxidagdo irreversivel num processo
dependente de pH, encontrando-se completamente protonadas em meio acido.
A sua interacgdo com o ADN ¢ especifica devido as cadeias policatiénicas que
interagem por forcas electrostaticas com a dupla hélice do ADN e a estabilizam.
Complexos multinucleares de Pd com ligandos de poliaminas mostraram uma
interac¢do rapida com o ADN, devido a presenca de multiplos centros de alquilagao,
e a libertacdo da base guanina, o que indica alguma desnaturagao da estrutura de dupla

hélice, mas sem causar danos oxidativos.






ABSTRACT

The interaction of several Pd complexes with DNA was studied using a dsSDNA
electrochemical biosensor, with the aim of understanding the in vivo DNA interaction of
these potential new anticancer drugs. The mechanism of interaction was investigated
in situ with the dsDNA immobilized on the surface of a glassy carbon electrode, the
study being directed to the electrochemical detection of oxidative damage biomarkers,
8-oxoguanine and 2,8-dihydroxyadenine. Through voltammetric characterization of the
Pd complexes and their components, palladium and the biogenic ligands lipoic acid,
spermidine and spermine, it was shown that a good understanding of the redox behavior
of these compounds is necessary in order to assess the mechanism of interaction with

DNA.

The electrochemical behavior of palladium is complex, correlated with the
formation of different nanostructures that can be obtained by the control of certain
parameters. The interaction of Pd*" ions with dsDNA is specific, rapid and stable,

and leads to local denaturation and conformational changes of the DNA double helix.

The electrochemical study of a-lipoic acid showed its irreversible oxidation to
B-lipoic acid, a biological product also known as protogen B. The a-lipoic acid acts as a
ligand in a Pd complex, whose interaction with DNA caused no oxidative damage to
DNA. The Pd-lipoic acid complex was found to dissociate by applying high negative or
high positive potentials.

The results of the voltammetric study of biogenic polyamines spermidine and
spermine showed their irreversible electro-oxidation in a pH dependent process and
complete protonation in acidic media. Their interaction with DNA is specific and due to
the polycationic chains that interact by electrostatic forces and stabilize the DNA
double helix. Multinuclear complexes of Pd with polyamine ligands showed a rapid
interaction with DNA due to the presence of multiple alkylation centers. The release of
the purinic base guanine was also observed, indicating some denaturation of the double

helix structure, but no oxidative damage caused to DNA was detected.
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Notacdo: Simbolos Principais

Unidades
A area m’
C concentracao mol cm™ (M)
e carga do electrao C
E potencial de eléctrodo \Y
EY potencial formal
E, potencial de pico
AE; degrau de potencial
Ex energia de Fermi eV
Eredox energia do par redox eV
f frequéncia Hz
1 corrente eléctrica A
Iy corrente inversa (backward current)
Ic corrente capacitiva
Ir corrente faradaica
I¢ corrente directa (forward current)
1, corrente de pico
I corrente total
k constante de velocidade heterogénea ms’
ko constante de velocidade padrao
k, constante de velocidade de oxidacao
ka constante de velocidade de reducao
n namero de electrdes transferidos —
t tempo S
T temperatura K
Wi largura a meia-altura do pico mV
a coeficiente de transferéncia de carga —
I concentragdo superficial mol m™
v velocidade de varrimento \Y

T tempo S



Subscritos

o r I = VO @] o

—

max

min

anodico
catodico
deposicao
final

inicial

valor maximo
valor minimo

pico

Abreviaturas

8-0x0G
2,8-DHA
A

ADN
AFM
ARN

C

Ccv
dsDNA

DPV

GCE

HOPG
SWV

8-oxoguanina

2,8-dihidroxiadenina

adenina

acido desoxirribonucleico

microscopia de for¢a atomica (Atomic Force Microscopy)

acido ribonucleico

citosina

voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry)

acido desoxirribonucleico de dupla cadeia

(double stranded Desoxyribonucleic acid)

voltametria de impulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry)
guanina

eléctrodo de carbono vitreo (Glassy Carbon Electrode)

grafite pirolitica altamente orientada (Highly Ordered Pyrolytic Graphite)
voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry)

timina



Constantes fisicas fundamentais

F constante de Faraday 9,648 x 10* C mol™

R constante dos gases ideais 8,314 JK ' mol






CAPITULO 1

INTRODUCAO






1. Introdugédo

O papel desenvolvido pelos ides metdlicos na estrutura, estabilidade e
reactividade do acido desoxirribonucleico (ADN) em dupla hélice estd bem
documentado. Também tem sido reconhecido que os 4cidos nucleicos ndo podiam
exercer as suas fungdes biologicas sem a participagdo dos ides metalicos que estdo
envolvidos nos processos de replicacdo e de transcri¢do. Estes factos proporcionaram
um grande interesse na investigacdo da interaccdo entre os i0es metalicos € 0s seus
complexos com os acidos nucleicos. Um outro factor determinante surgiu com a
utilizagdo eficaz de complexos de platina, como a cisplatina, como agentes antitumoral.
Consequentemente, a presente investigacdo estd direccionada para a caracterizagdo
electroquimica de complexos metéalicos, com uso em medicina e outras aplicagdes

bioldgicas, e para a determinacgdo e avaliacdo da sua interacc¢do especifica com o ADN.

Os complexos metalicos interagem com o ADN por intercalacdo, por forcas
electrostaticas e pela coordenagdo directa com os acidos nucléicos e, além de influenciar
a estabilidade da estrutura duplo helicoidal, podem causar danos de natureza oxidativa.
Estes danos oxidativos podem induzir mutagdes pontuais que por fim podem originar
disfungdes celulares e neoplasias. Por isso, o estudo de oxidagdo do ADN e a detec¢do

de danos oxidativos ¢ de uma importancia fundamental.

A investigagdo no desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos conduziu
a sintese de complexos de Pd com ligandos biogénicos, ndo so para uma interac¢ao mais
eficaz com o ADN através de geometrias moleculares Unicas, mas também para

diminuir os efeitos toxicos relacionados com a quimioterapia classica. O trabalho aqui



apresentado insere-se neste contexto, na medida em que apresenta o estudo da

interaccao entre complexos de Pd e o ADN.

O desenvolvimento de biossensores com ADN oferece uma alternativa
promissora para uma analise rapida, pouco dispendiosa e mais simples, sem a
necessidade de purificagdo e amplificagdo das amostras em ensaios complexos, morosos
e propensos a contaminagdo. Os biossensores electroquimicos com ADN sdo
dispositivos que utilizam os d4cidos nucleicos como o agente biologico de
reconhecimento molecular por intermédio de um transdutor, o eléctrodo, em cuja
superficie o ADN ¢ imobilizado. Além disso, as técnicas electroquimicas constituem
ferramentas adequadas para o estudo de sistemas biologicos, devido a capacidade de

analise directa, em tempo real, dos processos de reconhecimento que ocorrem na

superficie do eléctrodo.

O trabalho experimental efectuado e discutido nesta dissertagdo apresenta o
estudo de interac¢do in situ entre varios complexos de Pd com ligandos biogénicos e o
ADN, utilizando um eléctrodo de carbono vitreo modificado com ADN em dupla hélice,

para uma melhor compreensdo do possivel mecanismo de ac¢do in vivo sobre o ADN.

Deste modo, primeiro foi feita uma caracterizacao sistematica dos complexos de
Pd e os seus componentes, nomeadamente paladdio e os ligandos biogénicos acido
lipdico, espermidina e espermina, ¢ em seguida uma avaliacdo voltamétrica do
mecanismo de interac¢do destes complexos com a dupla hélice do ADN, com especial
atencdo para a monitorizagdo ¢ deteccdo dos biomarcadores de dano oxidativo, a

8-oxoguanina ¢ a 2,8-dihidroxiadenina.

1.1 O Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Os compostos de fosforo e nitrogénio foram descritos como acidos nucleicos e
isolados de células pela primeira vez em 1870 por Friedrich Miescher, mas foram
considerados durante muito tempo como uma curiosidade. Em 1909 as estruturas das
unidades monoméricas, os nucleotideos, foram estabelecidas, ¢ em 1935 a estrutura
correcta de um polinucleotideo das cadeias do acido desoxirribonucleico (ADN) e do

acido ribonucleico (ARN) foi proposta por Phoebus Levene e Stuart Tipson [1].
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Apesar do facto de Levene ter deduzido a estrutura correcta para os
polinucleotideos, nao chegou a um entendimento mais profundo desta estrutura devido
as quantidades aproximadamente iguais das quatro bases encontradas no ADN ou no
ARN. Levene assumiu que os acidos nucleicos deveriam ser polimeros repetidos e
regulares para os quais ndo existia qualquer fun¢do biologica obvia. A ideia sobre o
armazenamento da informacdo genética estava associada a arranjos de proteinas,

e ndo de acidos nucleicos, ao longo do cromossoma.

S6 em 1944, com a descoberta de Oswald T. Avery e colaboradores que o acido
nucleico do tipo desoxirribose “€ o principio transformador” responsavel pela
transformagao da forma ndo patogénica na forma patogénica da bactéria Streptococcus

Pneumoniae [2], surgiram provas suficientes que o ADN contém informagao genética.

Alguns anos mais tarde, em 1952, Alfred D. Harshey e Martha Chase
demonstraram definitivamente que s3o os acidos nucleicos, e ndo as proteinas, os inicos
capazes de infectar (transfectar) a bactéria Escherichia Coli [3]. Este trabalho constituiu
o segundo marco decisivo para a identificagdio do ADN como a macromolécula

responsavel pelo armazenamento e transmissdo da informagao genética.

O reconhecimento da estrutura duplo-helicoidal do ADN [4] por James Watson e
Francis Crick em 1953, ¢ o mecanismo de replicacdo que esta estrutura revelou,
foram as evidéncias concretas que prepararam o caminho para o conhecimento

detalhado do ADN, ARN e o mecanismo de codificagao das proteinas.

Watson e Crick propuseram que o ADN ¢é uma hélice dupla com as duas cadeias
de polinucleotideos antiparalelas. A estrutura foi deduzida a partir de um modelo
construido com o conhecimento dos dados de difraccdo de raios-X dos cristais de ADN
obtidos por Maurice F. Wilkins e Rosalind Franklin [5, 6]. Uma informacao adicional
fundamental foi a descoberta de Erwin Chargaff que em todo o ADN em dupla hélice o

conteudo de adenina ¢ igual ao de timina, e o conteiido de guanina iguala o de citosina.

A caracteristica mais significativa da estrutura proposta foi o emparelhamento
das bases no centro da hélice por pontes de hidrogénio. As pontes de hidrogénio
poderiam formar-se dessa maneira apenas no caso da adenina (A) formar duas ligagdes
com a timina (T), e a citosina (C) formar trés ligagdes com a guanina (G). Assim,

a sequéncia de nucleotideos numa cadeia ¢ complementar, mas ndo idéntica, a outra



cadeia. Foi imediatamente aparente que a sucessao de bases numa cadeia de ADN tém
que carregar a informagao genética codificada. A complementaridade das duas cadeias
sugeriu um mecanismo simples para a replicagdo de genes durante a divisdo da célula.
As duas cadeias poderiam separar-se € uma cadeia complementar poderia ser sintetizada
para cada uma delas, resultando duas moléculas de ADN, uma para cada duas

células-filhas. A exactidao do conceito proposto foi assim provada.

Destas descobertas resultaram desenvolvimentos importantes na década de 1970:
foram encontrados métodos para cortar e reunir fragmentos de ADN e para a sua
clonagem em bactérias, como também foram inventados métodos para a determinagado
rapida de sequéncias de nucleotideos. A aplicacao destas técnicas contribuiram para os

avancos surpreendentes de hoje em biologia e medicina.

1.1.1 Nucleotideos e Acidos Nucleicos

Os nucleotideos e os acidos nucleicos sao moléculas bioldgicas que possuem
bases azotadas heterociclicas como componentes principais das suas estruturas.
A importancia bioquimica dos nucleotideos ¢ reconhecida, pois eles participam como
intermediarios essenciais em quase todos os aspectos do metabolismo celular. Os 4cidos
nucleicos servem um propdsito biologico ainda mais central, sendo os elementos da
hereditariedade e os agentes da transferéncia de informagdo genética. Da mesma
maneira que as proteinas sdo polimeros lineares de aminoacidos, os acidos nucleicos sdo
polimeros lineares de nucleotideos [7], € a sucessdo em ordem dos residuos de

nucleotideos codifica a informagao genética.

Os dois tipos bésicos de 4cidos nucleicos sdo o 4acido desoxirribonucleico (ADN)
e o acido ribonucleico (ARN). A hidrodlise completa dos 4cidos nucleicos libera bases

azotadas, um acgucar e acido fosforico em quantidades iguais [8].

As bases azotadas geralmente encontradas nos nucleotideos e nos acidos
nucleicos sdo derivadas de pirimidina ou de purina. As pirimidinas sdo anéis aromaticos
heterociclicos com seis dtomos e cont€ém dois atomos de nitrogénio. Os atomos sdo
numerados no sentido dos ponteiros do reldgio, como mostrado na Fig. 1.1A.
A estrutura da purina ¢ representada pela combinagdo de um anel pirimidinico com um

anel imidazol de cinco atomos, originando um sistema de nove 4tomos numerados de
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acordo com a convengdo mostrada na Fig. 1.1B. O anel pirimidinico ¢é planar, enquanto
que o sistema purinico diverge um pouco da planaridade tendo um angulo entre os seus
anéis imidazol e pirimidinico. Ambos sdo pouco soliveis em agua [8], tendo um carater

aromatico pronunciado.

a) ] b) o
3N/j 5 lN/j[N\>7
g
2 \\N 6 2\\N AN 9
1 3 I|{

Figura 1.1 — a) o anel pirimidinico e b) o sistema purinico.

As pirimidinas naturalmente ocorrentes sdo citosina (4-amino-2-oxopirimidina),
timina (5-metil-2,4-dioxopirimidina) e uracil (2,4-dioxopirimidina), Fig. 1.2. A citosina
e a timina sdo tipicamente as pirimidinas encontradas no ADN, enquanto que a base
uracil ¢ comum apenas no ARN, substituindo o lugar da base timina. A adenina
(6-aminopurina) e a guanina (2-amino-6-oxopurina) sao as duas bases purinicas comuns

tanto no ADN como também no ARN, Fig. 1.2.

Além dos nucleosideos basicos, derivados das bases heterociclicas adenina,
guanina, citosina, timina e uracil, existe uma vasta variedade de nucleosideos
modificados, de ocorréncia natural ou modificados quimicamente, que além do papel

estrutural podem apresentar fun¢des independentes [7].

Os acucares dos nucleotideos e dos acidos nucleicos sdo designados por
pentoses, contendo cinco atomos de carbono. O ARN contém a pentose D-ribose,
enquanto que no ADN encontra-se a 2-desoxi-D-ribose. Nos dois exemplos a pentose
forma o anel conhecido como furanose: D-ribofuranose para o ARN e
2-desoxi-D-ribofuranose para o ADN, Fig. 1.3. Quando estes ribofuranoses
encontram-se no nucleotideo, os atomos sdo numerados como 1°, 2°, 3’ de maneira a

distingui-los dos dtomos das bases azotadas.



H H;C H
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Figura 1.2 — Estrutura quimica das bases do ADN ¢ ARN.

0 b) H

Figura 1.3 — Acucares: a,b) formas planaras da a) D-ribose ¢ b) D-2-desoxirribose ¢

c¢,d) forma ciclica furandsica da €) -D-ribose no RNA e da d) B-D-2’-desoxirribose no ADN.



1. Introdugédo

Os nucleosideos sao formados unindo uma base azotada a um agucar por uma
ligagdo glicosidica, Fig. 1.4. Por defini¢do, a ligagdo glicosidica envolve o atomo de
carbono do grupo carbonil do aglcar, que nas estruturas ciclicas ¢ unido ao atomo de
oxigénio do anel. Estes atomos de carbono sdo designados por anoméricos.
Nos nucleosideos, a ligagdo ¢ N-glicosidica porque conecta o carbono anomérico C1

para o atomo N1 de uma pirimidina ou para o N9 de uma purina.

As ligagdes glicosidicas podem ser de tipo a- ou -, dependendo da orientagdo
relativa ao atomo de carbono anomérico. A ligacdo glicosidica nos nucleosideos e
nucleotideos ¢é sempre na configuragdo (-, como representado na Fig. 1.4.
Os nucleosideos sdo nomeados adicionando o sufixo —idina para a raiz do nome de uma
base pirimidinica (citidina, timidina, uridina ), e o sufixo —osina para a raiz do nome de

uma base purinica (guanosina, adenosina).

5‘ 6\1N
2

4 3)
N

Y
NUCLEOSIDEO

Figura 1.4 — Formagdo de um nucleosideo através de uma ligacéo

a) N1-glicosidica para pirimidinas e b) N9-glicosidica para purinas.

Os nucleosideos sdo mais soliveis em agua do que as bases livres, devido a
hidrofilicidade dos agucares, e s3o relativamente estdveis em meio dalcalino.

Os nucleosideos pirimidinicos também sdo resistentes a hidrdlise acida, enquanto os



nucleosideos purinicos sdo facilmente hidrolisados em meio acido, originando a base

livre e a pentose.

Um nucleotideo, Fig. 1.5, resulta quando um acido fosforico esta esterificado a
um grupo —OH de um aglicar que pertence a um nucleosideo. Dos grupos hidroxil
disponiveis para esterificacdo, no C2’ (s6 no caso dos ribonucleosideos), C3’ e C5’,
a vasta maioria dos nucleotideos monoméricos nas células sao ribonucleotideos com
grupos 5’-fosfato. Nucleosideos 2°- e 3’-fosfato ndo ocorrem naturalmente, mas sdo
bioquimicamente importantes como produtos da hidrolise dos polinucleotideos ou dos

acidos nucleicos [8].

BASE
(adenina)
( A \
NH,
()
'y
| |
O Il) 0]
O
J
Y.
NUCLEOSIDEO
\ (desoxiadenosina) /
NUCLEOTIDEO

(desoxiadenosina - monofosfato)

Figura 1.5 — Exemplo de nucleotideo: a base - adenina, o nucleosideo - desoxiadenosina

e o nucleotideo - adenosina monofosfato.
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1. Introdugédo

Os nucleotideos tém propriedades acidas devido ao valor do pKa para a primeira
dissociacao de um protdo do grupo fosfato, de < 1,0 [8]. Esta acidez estd implicita nos
outros nomes pelos quais estas substancias sdo conhecidas: acido adenilico, acido
guanilico, 4cido citidilico, 4cido timidilico e acido uridilico. Os 4cidos nucleicos, como
polimeros de nucleosideos-monofosfato, derivam os seus nomes da acidez destes grupos

de fosfato.

Grupos de fosfato adicionais podem ser acrescentados ao grupo fosfato de um
nucleotideo criando nucleosideos di- e tri-fosfato com funcdes bem definidas no
metabolismo celular. Virtualmente todas as reagdes bioquimicas dos nucleotideos
envolvem a transferéncia de um grupo fosfato, como fonte principal de energia quimica,

enquanto a pentose € a base nao estdo envolvidas directamente neste processo.

Os varios nucleotideos direccionam processos metabolicos apropriados através
do reconhecimento especifico da base de um nucleotideo, as bases servindo somente
como simbolos de informacgao. Este papel como simbolos de informagao extende-se aos
polimeros de nucleotideos, os 4cidos nucleicos, onde as bases servem como simbolos de
informagdo para o codigo de informagdo genética. Para formar uma cadeia
polinucleotidica as unidades nucleosideo-monofosfato estdo ligadas por intermédio de

ligagdes 3°,5’-fosfodiéster, Fig. 1.6.

BASE BASE BASE
H H H
O 0 o)
0 e 3 0 3 0
/ N N NN
5' /’ \\ 5' ’, \\\\ 5' ’/ \\\\
o -0 O’/ \ o) 0'/ —\ 0)

Figura 1.6 — Estrutura quimica, secundaria, de uma cadeia de ADN.
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A conexao fosfodiéster entre os desoxinucleotideos individuais conecta o grupo
hidréxilo do C5° de um nucleotideo com o grupo hidroxilo do C3’ do seguinte
nucleotideo, introduzindo direccionalidade. Nesta configuragdo, as partes agticar—fosfato
representam o esqueleto dos acidos nucleicos com fungdo apenas estrutural. Os grupos
fosfato estdo carregados negativamente, o que confere ao ADN uma carga global

negativa.

1.1.2 A dupla hélicedo ADN

O modelo tridimensional do ADN, proposto em 1953 por James Watson ¢
Francis Crick [4] a partir dos estudos por difrac¢ao de raios X de cristais de um sal de
ADN, efectuados por Rosalind Franklin e Maurice Wilkins [5], [6], descreve a
estrutura da forma B do ADN (B—ADN), normalmente presente nas células ¢

considerada a estrutura padrao do ADN.

Espinha dorsal
~ aglcarfosfato

Figura 1.7 - Representacdes da hélice dupla do AND. Adaptado de [9].

Neste modelo, Fig. 1.7, o ADN apresenta duas cadeias de polinucleotideos

dispostas ao longo de um eixo comum, enroladas numa dupla hélice dextrogira (rodada

12



1. Introdugédo

sobre o eixo longitudinal da esquerda para a direita) regular, com um didmetro de
20 A e aproximadamente 10 pares de bases por passo da hélice. A estrutura repete-se
em cada 34 A. A hélice faz uma revolugdo completa apds aproximadamente

10 nucleotideos.

As duas cadeias complementares da dupla hélice do ADN sd3o anti-paralelas,
com as duas direcgdes 5°—3° opostas, e sdo mantidas unidas na estrutura de dupla
hélice por pontes de hidrogénio, Fig. 1.8. As pontes de hidrogénio ligam as bases de um
nucleotideo de uma das cadeias com as bases complementares da outra.

Este emparelhamento protege assim as bases no interior hidrofobico da dupla helice.

as bases ligadas por pontes de

hidrogénio no interior hidrofébico esqueleto aciicar—fosfato o

K‘:-":‘;\\ j/~com carga negativa i o B

O-P-O-N j ¥
> -~ |
/17‘/‘/ - e

5)

BASES 0
Purinicas  Pirimidinicas

AT

G C

Figura 1.8 — Representagdo esquematica das ligagdes entre os pares de bases complementares,

a direccionalidade e a polaridade das cadeias na dupla hélice de ADN. Adaptado de [10].

As ligacdes de hidrogénio entre as pares de bases sdo de tal forma que a
configuracdo energeticamente favoravel é encontrada quando a adenina emparelha com
a timina, atravez de duas pontes de hidrogénio, e a guanina com a citosina, com trés
pontes de hidrogénio. Embora os requisitos espaciais para a formacdo do B-ADN
permitam quatro pares de bases (GT, GC, AT, AC), s6 os pares GC e AT sdo

normalmente encontrados no ADN, designadas por pares de bases Watson-Crick.
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A relacao espacial entre as duas cadeias polinucleotidicas cria na estrutura de
dupla hélice do ADN um sulco maior ¢ um sulco menor, Fig. 1.9. Muitas das
interacgoes especificas com o ADN acontecem ao longo do sulco maior por as bases

estarem mais expostas ao longo deste sulco.

SULCO MAIOR

N

Proximo Acicar

Acucar

Acdcar
-~ SULCO MENOR

Vs

A

Proximo Aciicar

Figura 1.9 — Representag@o de uma secgao transversal na dupla hélice de ADN;

orientagdo das bases complementares e dos agticares. Adaptado de [10].

O facto de alguns grupos nas bases estarem suficientemente acessiveis para
permitirem interacgdes com moléculas pequenas, proteinas e outras cadeias
polinucleotidicas é uma caracteristica importante das propriedades e da fungdo do ADN.
O sulco menor apresenta uma densidade de carga negativa elevada devido a

proximidade dos grupos fosfato.

O ADN assume a estrutura ja mencionada, B-ADN, em condi¢des de humidade
alta e encontra-se nesta forma na maioria das células. Porém, os acidos nucleicos
também ocorrem naturalmente em outras formas duplo-helicoidais. O arranjo de
emparelhamento das bases permanece o mesmo, mas os agrupamentos agucar-fosfato
que constituem a coluna vertebral da estrutura sdo inerentemente flexiveis e podem
adoptar conformagdes diferentes em fun¢do da sequéncia das bases, concentragdo de

i0es, temperatura e humidade relativa [7].
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1. Introdugédo

3 3

Lt
e

@ Cadeias
A-ADN (> Bases

Figura. 1.10 — Estruturas de A-ADN, B-ADN e Z-ADN. Adaptado de [11].

Quando o ADN ¢ fortemente desidratado (em condigdes de humidade relativa
inferior a 75%), o B-ADN efectua um transi¢ao estrutural para a forma A-ADN [12].
Esta forma ¢ mais compacta, com 11 pares de bases numa volta completa da hélice e
apresenta uma inclinagdo maior relativamente ao eixo da hélice, Fig. 1.10.
Esta alteracdo conformacional diminui substancialmente o volume delimitado pelo
sulco menor. O ADN também pode adoptar a forma Z [13], que apresenta o sentido de
rotagdo para a esquerda (levogira), sendo mais alongada e mais fina do que o B-ADN.
Para completar uma volta na hélice sdo necessarios 12 pares de bases. As caracteristicas
conformacionais fazem com que o esqueleto agucar-fosfato de cada uma das cadeias
descreva um “zig-zag”, razao por que se designa esta forma por Z-ADN. Em solu¢ao

com alta concentragao de catides, 0 ADN assume a conformagao Z.

Variacdes conformacionais podem aparecer localmente dentro da molécula de
ADN, devido a sequéncia especifica de pares de bases ao longo da cadeia de ADN.
Além dos pares de bases Watson-Crick entre GC, AT (no ADN) e entre AU (no ARN),
podem ocorrer varias outras interligagdes por ligacdes de hidrogénio entre as bases,
como ligagdes Hoogsten, Wobble, Watson-Crick invertidas, tripletos ou quartetos de
bases [7, 14], Fig. 1.11, conduzindo a uma grande diversidade de estruturas de acidos

nucleicos.
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Figura 1.11 — Exemplos de pares de bases existentes no ADN e ARN.

Um exemplo de variagdo conformacional ¢ a tor¢ao das ligagdes de hidrogénio
entre as bases, que permite maior sobreposicao entre bases sucessivas ao longo de uma
cadeia de ADN ¢ diminui a area de contacto entre as bases ¢ o meio exterior [8].
Outras variagdes conformacionais, como uma tensao externa [7], uma inclinagdo no
plano duma base, ou um par inteiro de bases rodando varios graus relativamente ao seu
eixo [15], levam a estruturas pouco usuais que se podem formar localmente no interior

da molécula de ADN [14, 16], Fig. 1.12.

A dupla hélice do ADN ¢ estabilizada por interacgdes hidrofobicas que sdo o
resultado do emparelhamento das bases individuais e do empilhamento das mesmas no
interior hidrofobico. As pontes de hidrogénio, como no caso das proteinas, contribuem
para a estabilidade global da dupla hélice, mas a maior contribuicao ¢ a especificidade
de formar os pares de bases correctamente. Um par de bases formado incorrectamente
ndo vai contribuir com pontes de hidrogénio suficientes e seria muito menos estavel.
As ligagdes van der Waals também contribuem para a estabilidade das estruturas

adoptadas pelos acidos nucleicos.
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o 4

Figura. 1.12 — Estruturas pouco usuais de ADN [14].
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A dupla hélice pode ser desnaturada por aquecimento. O ADN desnaturado,
como uma proteina desnaturada, perde a sua estrutura e as cadeias separam-se.
A desnaturagcdo do ADN ¢ acompanhada por um aumento na absorbancia de luz UV ao
comprimento de onda de 260 nm. Este efeito ¢ conhecido como hipercromicidade e
pode ser usado para observar a desnaturacdo do ADN. Em condi¢des apropriadas a

desnatura¢do do ADN ¢ reversivel e reforma a hélice dupla.

A estabilidade da dupla hélice ¢ também influenciada pelo conteudo de pares
GC. Como um par de bases GC tem trés pontes de hidrogénio, enquanto um par AT tem
s0 duas, sequéncias de ADN ricas em pares GC formam estruturas mais estaveis que as
regides ricas em pares AT. Os grupos fosfato das duas cadeias, carregados
negativamente, tem a tendéncia de se repelir um ao outro, desestabilizando a estrutura
de dupla hélice do ADN. Uma forca ionica alta protege os grupos fosfato, diminui a

repulsdo e estabiliza a dupla hélice.
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Em conclusao, a conformacdo do ADN e do ARN ¢ o resultado das interacgoes
por ligacdes de hidrogénio, do empacotamento das bases, da repulsdo electrostatica

entre os fosfatos carregados negativamente e da interac¢do com o solvente [7].

1.1.3 O polimorfismo do ADN

A forma B-ADN ¢ a estrutura mais estdvel para uma sequéncia ao acaso de
bases no ADN nas condicdes fisiologicas, e constitui a estrutura de referéncia em

qualquer estudo sobre as propriedades do ADN.

Contudo, hoje sabe-se que 0 ADN ndo ¢ uma estrutura linear, estavel, mondtona
e uniforme. O ADN assume também conformacdes tridimensionais superhelicoidais,

sendo definidas como enrolamento das duplas hélices sobre si mesmas [15].

A deformagao e formagao de super-hélices de ADN linear ou circular, Fig. 1.13,
aparecem durante varios processos, como a replicagdo, transcri¢ao e ligagdo com varias

proteinas.

@ O o o O

4 # ' /@
3 8 g 8§ X°

No cromossoma, o ADN ¢ empacotado tdo densamente, Fig. 1.14, que o menor

cromossoma humano contém mais de 50 milhdes de pares de bases [8].
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1. Introdugédo

Figura 1.14 — Etapas de condensagdo do ADN para a formagdo de um cromossoma [8].

O ADN ¢ embrulhado nitidamente ao redor duma proteina resultando
nucleosomas que sdo empacotados para formar um filamento helicoidal, organizado a
volta de uma matriz nuclear. Em seguida, as estruturas assim formadas sdo condensadas

para formar um cromossoma.

1.1.4 Danosno ADN

As lesdes no ADN resultam dos danos que ocorrem espontaneamente por
processos endogenos ou como resultado da accdo de varios agentes externos. Este danos
interferem com processos celulares criticos; as ADN-polimerases podem ser bloqueadas
no local da lesdo ou podem inserir uma base incorrecta no lado oposto da base
danificada, conduzindo a uma mutacdo, ou seja, a uma modificacdo permanente na

estrutura do ADN que produz falhas de informag¢do durante a replicacdo do ADN.

Numa escala maior, o dano no ADN manifesta-se na citotoxicidade, mutagénese
e morte celular, e nos animais superiores, em cancro ¢ envelhecimento. O processo de
carcinogénese ¢ considerado exigir multiplas mutagdes em genes criticos, € o risco de
cancro ¢ reduzido quando o dano potencialmente mutagénico ¢ removido pelo processo
de reparacdo do ADN. Os efeitos destrutivos, mutagénicos e cancerigenos sdo quase

exclusivamente devidos as mudangas induzidas no ADN do nicleo celular. E por esta
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razao que tem havido um interesse continuo para revelar os mecanismos pelos quais

varias espécies de moléculas levam a danos biologicamente visiveis.

Ao nivel molecular uma das questdes que tem atraido mais atencao ¢ se as lesdes
no ADN occorrem em sitios especificos. Existem trés tipos principais de interac¢do
entre as moléculas e o ADN: atracc¢do electrostatica, intercalacdo dos anéis aromaticos
de uma molécula entre os pares de bases do ADN, e ligagao covalente de uma molécula
em qualquer um dos sulcos do ADN. Os agentes que podem danificar o ADN podem
actuar directamente ou necessitar de activagdo metabolica [17]. Provavelmente,
os mecanismos endogenos mais frequentes através dos quais a integridade do ADN esta
comprometida incluem a desaminacao (da citosina ou da guanina para formar uracil ou
xantina) e a depurinagdo [18], Fig. 1.15 e Fig. 1.16. Cada uma das bases alteradas
apresenta propriedades de emparelhamento diferentes comparativamente com a base
original e conduz a mutagdes pois ndo existe maneira de determinar o parceiro correcto

para a base modificada [19],[20].

A formagdo endogena de espécies reactivas de oxigénio (ROS — “reactive
oxygen species”) e de outros radicais livres [21], e a exposi¢do exdgena a radiacdo (luz
ultravioleta, radon, raios X), podem danificar o ADN directamente produzindo ligagdes
cruzadas nas cadeias, fragmentagdo das cadeias, aberragdes cromossomicas € outras
mudancas estruturais [22]. Uma ampla variedade de bases alteradas podem ser
formadas, Fig. 1.17, das quais as mais estudadas sdo: os aneis purinicos abertos, a

timina glicol e a 8-oxoguanina, sendo as duas tltimas implicadas em mutagénese.

Os processos metabolicos enddgenos normais, como a peroxidacao lipidica e
processos redox ciclicos, podem produzir radicais livres de oxigénio e formar aductos
oxidativos no ADN. Os percursos que levam a formacdo de radicais de oxigénio
incluem a degradagdo de perdxidos organicos (catecol, hidroquinona, 4-nitroquinolina-
N-o6xido), agua oxigenada, a peroxidacao lipidica, e a catalisacdo ciclica de algumas
enzimas. A exposi¢dao a promotores de tumores aumenta indirectamente a formagao de
radicais livres, como por exemplo a inflamag¢do mediada pelo 6xido nitrico. Os radicais
livres de oxigénio produzem multiplos aductos no ADN, incluindo a
8-hidroxi-deoxiguanosina, a timina glicol, S5-hidroxiuracil, 5-hidroximetil-uracil,

e 6-hidroxi-5,6-dihidrocitidina.
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Figura 1.15 — Lesdes espontaneas no ADN, resultantes do processo de deaminagio

e o emparelhamento subsequente.
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Figura 1.16 — Depurinagdo da guanosina.
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Figura 1.17 — Bases alteradas no ADN.

Os agentes exogenos que prejudicam directamente o ADN sdo altamente
reactivos e incluem o radon, a luz ultravioleta, as nitrosoureias, algumas nitrosaminas,
o Oxido de etileno e o ozono. No entanto, a maioria dos cancerigenos quimicos
exdgenos sdo inertes, tais como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP),
e requerem a activacdo metabodlica a fim de se tornarem aductos ao ADN. Estes sdo
alterados metabolicamente por enzimas [23], que convertem uma pequena frac¢do da
dose inicial para um metabolito intermediario altamente reactivo que reage directamente

com bases especificas nos acidos nucleicos.

Os exemplos de cancerigenos exdgenos variam desde alguns produtos vegetais e
fungos (aflatoxinas, ocratoxinas, hidrazinas), a produtos de pirdlise (aminas
heterociclicas, HAP), produtos de combustdo industrial (aminas aromaticas, HAP,
nitro-HAP, benzeno, cloreto de vinilo, nitrosaminas, 6xido de etileno), poluentes
urbanos (HAP, nitro-HAP, aminas aromadticas), ¢ o conteudo do fumo de tabaco
(HAP, nitrosaminas, aminas aromaticas). Além disso, a formacao de radicais livres de
oxigénio através de processos redox desnecessarios podem ocorrer depois da activagdo

metabolica de uma forma inerte de quimicos cancerigenos.
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Interacgdo com ioes. Os sitios de ligacdo para ides metalicos oferecidos pelos
acidos nucleicos sdo os atomos de oxigénio e de nitrogénio. Apenas certos tipos de ides
metalicos sdo capazes de se ligar ao ADN: ides metalicos alcalinos, alcalinos-terrosos e
de transicdo. Os i10es podem estabilizar a estrutura tercidria do ADN, se ligam aos
grupos fosfato das cadeias, mas podem também ter efeitos destabilizadores se interagem

com as bases.

Os ides predominantes nas células, K, Na' e Mg2+, sdo atraidos pela carga
negativa do esqueleto agtcar-fosfato do ADN (duas cargas por par de bases) e, embora
permanecem moveis, tém a tendéncia para ocupar um volume restrito [15].
Alguns podem ligar-se em locais bem definidos; segmentos de ADN que podem
pertencer a uma Unica cadeia dobrada, formam estruturas nas quais sdo empilhados
quatro ou mais quartetos de guanina, uns sobre os outros. Os ides monovalentes,
normalmente K" ou Na+, encontram-se no centro desta estrutura, embora nem sempre
no plano das bases [24],[25]. Devido a presenca destes ides positivos as interac¢des dos
acidos nucleicos com grupos de catides das proteinas sdo fortemente influenciadas pela

forca i6nica do meio ambiente.

Os catides organicos, predominante as poliaminas [26], competem com os i0es
simples K™ ¢ Mg®". Estudos revelaram que a espermina se liga no sulco maior do
B-ADN. A espermina também se liga ao sulco do A-ADN, onde interage por pontes de
hidrogénio com as bases na sequéncia GTG das duas cadeias [27], e nas sequéncias
ricas em CG no sulco menor do Z-ADN, onde estabiliza a estrutura ¢ encurta a hélice
[28]. Em altas concentracdes de ADN, como acontece nos nucleos da célula,

a espermidina induz a conversao do ADN para a fase de cristais liquidos [15].

Os i0es de metais pesados e complexos de metais podem encontrar sitios de
ligagdo nos 4tomos de nitrogénio das bases do ADN. Exemplos sdo a cisplatina e o
antibiotico neocarzinostatina, agente de clivagem do ADN [15]. Os metais podem
interagir com os eléctroes das bases do ADN, mesmo sendo empilhadas. Complexos de
ruténio e de rodio, intercalados na estrutura de ADN, conseguiram uma transferéncia de
eléctroes entre Ru(Il) e Rh(IIl) a mais de 4,0 nm de distancia, através das bases

empilhadas aparentemente agindo como semicondutores [29],[30].
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Agentes intercalantes. Os agentes intercalantes sao compostos hidrofobicos, com
estruturas planares que se podem inserir entre os pares de bases no centro da dupla
hélice do ADN. A interac¢do ocorre quer por meio da modificacdo quimica, sendo o
alvo principal a guanina [31], quer por ligacdo a dupla hélice do ADN, por intercalagdo
entre bases adjacentes [32], perturbando as ligagdes de hidrogénio. Estes compostos
ocupam espago na hélice, desenrolando-a e aumentando a distancia entre pares de bases

sucessivos, destabilizando a estrutura de hélice dupla.

O processo de intercalacdo foi observado para muitos antibidticos e outros
farmacos, tintas e poluentes ambientais. Como estes agentes intercalantes podem ser
mutagénicos, a exposicao acidental ou certos tratamentos tém reaccdes e efeitos

secundarios de curto e longo prazo.

A intercalagdo de moléculas planas nas cadeias dos &cidos nucleicos pode
resultar numa fun¢do bioquimica ndo desejada. Nas proteinas, os anéis aromaticos das
cadeias laterais dos aminoacidos sdo projectados para interagir com os acidos nucleicos
em sitios especificos. As mudangas na densidade da super-hélice, causadas por uma
intercalac¢do, podem ser importantes para a manipula¢do ordenada do ADN por enzimas

dentro das células.

Agentes alquilantes. A alquilacdo do ADN ¢ a reac¢dao dos agentes alquilantes
com os centros nucleofilicos, tais como os 4tomos de oxigénio ou de azoto nas bases ou
na espinha dorsal do ADN. O resultado da reaccdo ¢ a formacdo de bases de ADN
modificadas denominadas aductos, ou formagdo de fosfotriésteres [20] no caso da
interaccdo com o oxigénio fosfosdiéstero na espinha dorsal do ADN. O aducto

juntamente com a base oposta ¢ chamado uma lesao.

A primeira prova quimica dos danos ao ADN produzidos por alquilagido foi
relatada em 1962 apds a deteccdo in vivo de 7-metilguanina como produto da
dimetilnitrosamina administrada aos ratos [20]. Desde essa altura, a lista de agentes de
alquilag@o e dos locais de alquilagdo tem aumentado significativamente, de modo que
agora ¢ conhecido que quase todos os atomos de nitrogénio e de oxigénio dos

nucleotideos no ADN podem sofrer modificagdes.

Um dos mecanismos [20] dos agentes alquilantes implica a atribui¢do de grupos

alquilicos as bases do ADN. Esta alteracdo resulta na fragmentacdo do ADN por
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1. Introdugédo

enzimas de reparagdo na tentativa de substituir as bases alquiladas. As bases alquiladas

impedem a sintese de ADN e a transcricdo do ARN a partir do ADN afectado.

Um segundo mecanismo pelo qual os agentes alquilantes podem causar dano no
ADN ¢ a formagdo de ligagdes cruzadas no ADN. Neste processo, duas bases estdo
ligadas entre si por um agente alquilante que possui dois grupos de ligacdo ao ADN.
As pontes podem ser formadas dentro de uma tnica molécula de ADN ou ligar duas
moléculas diferentes de ADN, impedindo assim a separacdo das cadeias para sintese ou

transcrigao.

O terceiro mecanismo de ac¢do ¢ a indugdo do emparelhamento errado das bases
alteradas levando a mutagdes, sendo frequentemente as bases de guanina alquiladas que
formam erroneamente pares com a timina (O6metilG-T) [33]. Se o emparelhamento

errado ndo for corrigido, pode levar a uma mutagdo permanente.

1.2 A electroquimica do ADN

1.2.1 Propriedades electr oquimicas do ADN

Os 4cidos nucleicos sao moléculas electroactivas e, tanto o comportamento
eletroquimico, como a adsor¢do dos 4cidos nucleicos e dos seus componentes tém sido
extensivamente estudados durante as recentes décadas em vdrios tipos de eléctrodos

[34-40].

Provas da condutividade eléctrica do ADN e os seus mecanismos tém sido
evidenciadas dando origem a uma teoria de condugdo de electrdes em biopolimeros
[41]. Foi demonstrado que a conductividade ¢ electronica ou idnica, consoante a
temperatura da amostra e o teor de 4gua, bem como o facto de que a conductividade das
amostras nativas ¢ superior ao das amostras desnaturadas e ocorre através dos pares de
bases correctamente formados e empilhados [42]. O estudo do ADN em hélice dupla ou
em cadeias simples mostrou propriedades electroquimicas interessantes [43],
tornando-se assim necessario analisar e explicar os factores que determinam a afinidade

e a selectividade na ligagdo de moléculas ao ADN.

Os estudos electroquimicos iniciais foram efectuados com eléctrodos gotejantes

de mercurio para o estudo da reducdo [44] e continuados principalmente com eléctrodos
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de carbono para a oxidacao do ADN [45], mas estudos esporadicos em eléctrodos de
ouro, platina, cobre e prata foram também descritos [46]. Dos componentes do ADN, s6
as bases sofrem redu¢ao [47-49] ou oxidagdo [50, 51], Fig. 1.18, embora tenha sido
mostrada recentemente a possibilidade de se observar a oxidacao dos residuos de agucar

utilizando eléctrodos de cobre [46].

A electroquimica dos acidos nucleicos nos eléctrodos gotejantes de mercurio
mostrou que ¢ possivel detectar a reducdo das bases adenina, citosina e guanina
[37, 44, 49], e que a estrutura do ADN (hélice dupla, cadeia simples ou ADN

desnaturado) influencia significativamente a reducdo das mesmas [38].

Nos eléctrodos de carbono (carbono vitreo, fibras de carbono, pasta de carbono
ou diferentes formas de grafite), devido ao intervalo de potencial positivo maior do que
no caso dos eléctrodos de mercurio, todas as bases do ADN podem ser oxidadas

[45, 52, 53], Fig. 1.19, seguindo um mecanismo pH-dependente [50, 51].

Figura 1.18- Emparelhamento de bases Watson-Crick: O - sitios de reducdo da adenina (A),
citosina (C) e guanina (QG); O - sitios de oxidagdo da A e G. Adaptado de [54].
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1. Introdugédo

A oxidagdo electroquimica do ADN num eléctrodo de carbono vitreo, Fig. 1.19,
mostra que as purinas, guanina e adenina, sdo oxidadas a potenciais positivos inferiores
aos das pirimidinas, citosina e timina, que sofrem oxidacdo a potenciais positivos muito
altos, perto do potencial que corresponde a evolugdo do oxigénio, sendo mais dificil de
detectar. As correntes de oxidacdo, obtidas por voltametria de impulso diferencial,
podem ser usadas como sondas individuais dos pares de bases AT e GC na dupla hélice
do ADN. Também foi observado que, para as mesmas concentragdes, as correntes de
oxidagdo das bases pirimidinicas sdo menores em relagdo as correntes das bases

purinicas [51].

Diferengas nos sinais registados para o ADN nativo, Fig. 1.20, evidenciaram a
maior dificuldade para a passagem dos electrdes, do interior da sua forma mais rigida de
dupla hélice para a superficie do eléctrodo, comparativamente com os sinais obtidos
para o ADN de cadeias simples, mais fléxivel, onde os residuos de guanina e adenina se

encontram nas proximidades da superficie do eléctrodo [36, 43].

I
1.0 1.2 1.4

0.4 0.6 0.8
E /V vs. Ag/AgCl

Figura 1.19- Voltamogramas de impulso diferencial obtidos com um eléctrodo de

carbono vitreo, mostrando a oxidacao das quatro bases do ADN [55].
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A mais frequente base alterada no ADN, a 8-oxoguanina (8-oxoGua), ¢ formada
pela oxidagao da guanina no C8 [56]. A presenca da 8-oxoGua leva a codificacao errada
da base adenina durante a sintese do ADN. A actividade correccional das
ADN-polimerases ndo consegue remover a adenina quando esta esta incorporada no

lado oposto de 8-oxodGua, sendo as mutagdes principalmente de tipo G — T [57].

Estudos recentes tém sugerido que outras lesdes poderiam ser tdo importantes
como a 8-oxoGua [58-60]. A oxidagdo da adenina leva a formacao de 2-hidroxiadenina
ou de 8-hidroxiadenina [61], produtos encontrados com actividade mutagénica [31].
Além disso, cada um destes produtos também podem sofrer uma oxidagao irreversivel a
2,8-dihidroxiadenina (2,8-DHA) [61]. Embora a sua formacdo no ADN ndo seja tio
eficiente como a formacao da 2- ou 8-hidroxiadenina, a incorporagdo do 2,8-dihidroxi-
desoxiadenosina monofosfato parece ser o principal caminho para a formacdo da
2,8-DHA no ADN. A presenga da 2,8-DHA no ADN pode induzir mutag¢des de tipo
transversoes A — C e T, e uma transicdo de A para G [59]. Estes tipos de bases

modificadas do ADN foram encontrados em tecido humano canceroso [58].

Por voltametria de impulso diferencial é possivel identificar a presenga dos
produtos de oxidagédo, 8-oxoGua [62, 63] e/ou 2,8-DHA [64] no ADN, Fig. 1.20, apos a
sua oxidacdo prolongada. Isto indica que ¢ possivel detectar simultaneamente num
unico ensaio voltamétrico se o0 ADN se encontra em cadeia simples ou dupla e se sofreu
danos oxidativos. Em consequéncia, o estudo da electrooxidacdo do ADN em eléctrodos
de carbono estd baseado na monitorizacdo de variacdes nas correntes das bases
purinicas ou na detec¢do dos seus produtos de oxidagdo principais, 8-oxoGua [62, 63]

e/ou 2,8-DHA [36, 64], considerados marcadores biologicos de dano oxidativo [9, 36].

Como constituintes do ADN, a adenina ¢ a guanina estdo envolvidas na
transducao de energia e na sinalizacdo celular mediada por reacdes de oxidacdo
enzimatica. Os processos electroquimicos envolvidos na oxida¢do das purinas do ADN
sdo semelhantes aos processos enzimaticos envolvendo reacgdes de oxidagao [65] e s@o
de uma importancia crucial para melhorar a interpretacdo das interac¢cdes do ADN com
farmacos ou metais que levam ao dano oxidativo hereditidrio [36]. Assim, foram
propostos mecanismos para a electrooxidacdo da guanina e da adenina [61, 66],

Fig. 1.21.
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guanina

Figura 1.20 — Voltamogramas de impulso diferencial obtidos com o eléctrodo de carbono vitreo
em solugdes tampdo acetato 0,1 M pH 4,5 com: 60 pg ml™ ssDNA (=) 1° e (=) 10° varrimento,

e 60 pg ml™"' dsDNA (=) 1° e (==) 40° varrimento de potencial.

A oxidacao electroquimica da guanina num eléctrodo de carbono vitreo [63]
ocorre em duas etapas consecutivas, com a formacdo da 8-oxoGua no primeiro passo,
num processo irreversivel que envolve a perda de 2 electrdes e de 2 protdes. A segunda
etapa corresponde a uma oxidagao reversivel da propria 8-oxoGua [62, 63] e a formagao
de dimeros [67] ou de vérios outros produtos, dependente do pH do meio utilizado:
a ureia, 2-amino-4,5,6-trioxipirimidina, 5-guanidinohidantoina, ou mesmo FAPy-dG

[68, 69].

A oxidacdo da adenina ¢ um processo irreversivel que envolve a perda de 2
electrdes ¢ de 2 protdes [63] com a formacdo de produtos intermediarios,
2-hidroxiadenina ou 8-hidroxiadenina, Fig. 1.21B. Na literatura existe alguma
controvérsia [70, 71] sobre os passos seguidos durante a oxidagdo, tal como sobre os
produtos intermediarios e finais, no entanto estudos cinéticos desta reac¢do mostraram
que nenhum dos intermedidrios podera ser excluido. Em seguida, qualquer um destes
produtos intermediarios pode sofrer oxidag¢dao, com a transferéncia de 2 electrdes e de 2

protdes, levando a formacgao da 2,8-DHA.

29



(@] (0] 0]
N H
J NH e -H' /N NH H,0 HO N NH
< | )\ .< | = * | )\
N N~ "NH, N N~ TNH, N N~ ONH,
guanina
e -H'

Py ey

8—oxoguamna
NH, NH,
N
SN 2e o' SN
9 o~ 1
= 7
N N °x

NH,
H
N Ny
no— | P
N
NN on

adenina 8-hidroxiadenina 2,8-dihidroxiadenina

+2¢" +2H" || -2¢7 -2HT

NH,
N X
N
HO—
NN )\
H N OH
Figura 1.21 - Mecanismos de oxidagdo da A) guanina e B) adenina. Adaptado de [61, 66].

O estudo electroquimico deste principal produto mutagénico, resultado da
oxidacdo in vivo da adenina, mostra que a 2,8-DHA sofre oxidacdo e redugdo na
superficie de um eléctrodo de carbono vitreo [64], em processos independentes.
A oxidacao de 2,8-DHA ocorre numa unica etapa com a transferéncia de 2 eléctrdes,
conduzindo a formagdo de um produto também electroactivo. O processo de oxidagdo

pode ainda levar a formagao de dimeros de 2,8-DHA, bem documentados na literatura
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[63, 72, 73], mas com uma vida ttil curta [64]. A redugdo de 2,8-DHA ¢ um processo
que se torna reversivel na auséncia de oxigénio molecular. A presenca do oxigénio nao

sO torna o processo de reducdo da 2,8-DHA irreversivel, mas também o dificulta.

Embora a grande maioria das mutagdes observadas em tumores humanos sejam
grandes insercdes, delecdes e rearranjos, a maioria dos testes de genotoxicidade e
mutagénese ¢ as informagdes acerca de carcindgenos quimicos centram-se na sua
capacidade de causar mutacdes pontuais, especialmente nos eventos de transicao e de
transversdo de um tUnico par bases no ADN. As técnicas electroquimicas, devido a
grande sensibilidade e tempos de ensaio na ordem de segundos, tornam-se importantes
para o desenvolvimento de diagnosticos clinicos baseados na deteccdo destas
modificacdes pontuais para o estudo do mecanismo da interac¢do especifica do ADN

com agentes cancerigenos.

Viérios métodos tém sido utilizados para estudar os acidos nucleicos; métodos
coulométricos, espectrofotométricos e utilizando técnicas de separacdo como a
cromatografia, através dos quais foi possivel determinar e caracterizar os produtos de

oxidagdo de algumas das bases, dos nucleosideos e dos nucleotideos de ADN.

O uso de técnicas electroquimicas em conjunto com novos materiais de
eléctrodo, como o carbono vitreo, pasta de carbono ou grafite pirolitica altamente
orientada, possibilitou o desenvolvimento de novos métodos voltamétricos e
potenciométricos com maior sensibilidade, assim como os eléctrodos modificados com
ADN e biossensores com ADN. Estes tipos de eléctrodos modificados permitem o
estudo do mecanismo de interaccdo do ADN com metais, farmacos e poluentes, e
consequentemente, uma vasta gama de aplicacdes analiticas e biotecnoldgicas podem

ser desenvolvidas.

1.2.2 Biossensor es electroquimicos com ADN

Quando as moléculas de ADN nativo ou sintético interagem com a superficie de
um eléctrodo occorre um processo de adsor¢ao. O conhecimento sobre a adsor¢ao de
acidos nucleicos sobre o eléctrodo conduziu ao desenvolvimento de eléctrodos
modificados com ADN, também chamados biossensors electroquimicos com ADN

[35, 37, 39, 40, 74-78]. Os biosensors electroquimicos com ADN constituem um bom
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modelo para simular as interac¢des dos acidos nucleicos com a membrana celular, com
potenciais compostos carcinogénicos ambientais e para clarificar os mecanismos de

interac¢do com farmacos e agentes quimioterapéuticos.

O estudo da adsorcio do ADN nas superficies de eléctrodo ¢ de interesse
fundamental, uma vez que a interaccdo do ADN com superficies carregadas ocorre em
sistemas bioldgicos. Estudos de adsor¢do do ADN foram realizados em eléctrodos
mercurio [79-86] e de carbono [36, 87], sendo igualmente necessaria a caracterizacao
morfologica da adsor¢@o na superficie dos eléctrodos [88-93] para o desenvolvimento

de metodologias aplicadas ao estudo da interac¢ao de varias moléculas com ADN.

Um biosensor electroquimico com ADN ¢ um dispositivo receptor-transdutor
integrado, que utiliza o ADN como o elemento de reconhecimento biomolecular
(a sonda), imobilizado directamente sobre o transdutor electroquimico, o eléctrodo, para
detectar processos de interac¢do especifica [94, 95]. A interac¢do entre o ADN e
diferentes agentes quimicos ¢ detectada através das alteracdes que ocorrem na camada
de ADN imobilizada na superficie do eléctrodo, e o desempenho, a sensibilidade e a
reprodutibilidade na resposta electroquimica sdo ditados pelo procedimento de

imobilizacdo do ADN.

As propriedades biofisicas do ADN, como a flexibilidade, e as as interac¢des
com varias moléculas, sdo influenciadas pela estrutura do ADN adsorvido na superficie
(ssDNA ou dsDNA), a concentragdo, o pH e o electrélito de suporte [88, 90, 93, 96].
Por isso, uma plena compreensio da morfologia da superficie do biossensor
electroquimico com ADN ¢ necessdria para garantir a interpretacdo correcta dos
resultados experimentais. Para caracterizar a morfologia de adsor¢@o na superficie dos
eléctrodos, o grau de cobertura da superficie e a estabilidade do filme de ADN,
tanto como as conformagdes que o ADN pode adoptar durante o processo de

imobilizacao, foi utilizada a microscopia de for¢a atomica (AFM) [88-90, 93, 96, 97].

Os eléctrodos de carbono, como o carbono vitreo, fibras de carbono, ou grafite,
tém uma larga aplicacdo electroquimica, mas ndo representam um bom substrato para
obter imagens AFM devido a rugosidade. Assim, utilizando a grafite pirolitica
altamente orientada (HOPG), foi possivel visualizar directamente as caracteristicas da

superficie coberta por filmes de ADN.
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A superficie do HOPG ¢ extremamente lisa e permitiu a identificacdo das
alteragdes topograficas apos a modificagdo da sua superficie com filmes de ADN de
varias espessuras [88, 90, 91, 96], Fig. 1.22, evidenciando que a metodologia de
imobilizacdo conduz a diferencas estruturais no filme molecular e consequentemente as

diferengas na resposta do sensor electroquimico.

Um filme fino de ADN adsorvido na superficie do HOPG encontra-se numa
estrutura de rede, com poros que deixam a vista partes da superficie do eléctrodo,
enquanto que um filme espesso de ADN cobre completamente o eléctrodo com uma
multicamada uniforme e apresenta uma estrutura mais rugosa. A rede formada no
eléctrodo pela adsorcdo do filme fino de ADN separa diferentes areas activas da
superficie que podem assim actuar como um sistema de micro- € nano-eléctrodos, no
entanto permitindo a difusdo de moléculas a partir da solugdo e a adsor¢do ndo

especifica das mesmas na superficie.

Figura 1.22 — Imagens topograficas de dsDNA obtidas em ar com 0 modo MAC de AFM.
A) filme fino de dsDNA obtido aplicando um potencial de + 0,30 V vs. AgQRE durante 3 min.
numa solugio de 60 ug ml" dsDNA; B) filme espesso de dsDNA preparado por evaporagio a
partir de uma solugio de 37,5 mg ml™ [90].

Para o estudo da interac¢do de varios compostos com o ADN ¢ preciso evitar a
adsor¢cdo nao especifica, que conduz a dificuldade em discriminar entre o sinal

electroquimico proveniente do ADN modificado pela interac¢do e o sinal da molécula
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adsorvida directamente na superficie do eléctrodo [98]. Uma cobertura completa da
superficie do eléctrodo, como no caso do filme multicamada de ADN, garante que a
contribuicdo no sinal electroquimico ¢ devida apenas ao ADN modificado pela

interac¢do com a molécula de interesse.

Na construcdo de biossensores electroquimicos com ADN geralmente sao
utilizados diferentes tipos de eléctrodos de carbono, como carbono vitreo ou pasta de
carbono, mas verifica-se que a interaccao, a adsorc¢do e o grau de cobertura da superficie
por ADN destes eléctrodos sdo semelhantes com o HOPG. Como o ADN ¢ um
poli-anido, a adsor¢do na superficie de um eléctrodo é condicionada pela carga deste,
ou seja, pelo potencial aplicado, Fig. 1.23. Verificou-se experimentalmente que o ADN
adsorve reversivelmente 4 superficie de um eléctrodo carregado positivamente e pode

sofrer transi¢des conformacionais consoante o potencial aplicado [36, 43, 99].

S

0,0V positivo

Figura 1.23 — Orienta¢do de uma dupla hélice de ADN na superficie de um eléctrodo

consoante o potencial aplicado.

Num eléctrodo de carbono vitreo operando num intervalo de potencial positivo,
o ADN esté adsorvido de forma que o eixo maior da hélice encontra-se orientado numa
posicdo paralela a superficie do eléctrodo. Os pares de bases estdo orientados
perpendicularmente a superficie do eléctrodo assim que a espessura de uma
monocamada de ADN em hélice dupla ¢ de cerca 2 nm [81, 100]. A possibilidade de
controlar a cobertura da superficie do eléctrodo e de seleccionar a orientagdo do ADN,
através de pequenas variagdes no potencial aplicado, abre novas perspectivas para o

desenvolvimento e aplicacdes de biossensores electroquimicos com ADN.
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A transducdo electroquimica, quando comparada com outros transdutores
opticos ou piezoelétricos, tem a vantagem de ser rapida, sensivel e de custo baixo.
O eléctrodo ¢ tanto um reagente com carga eléctrica que modula a intensidade do
fenémeno adsorptivo, como um detector de todos os fendmenos que ocorrem na sua
superficie. E também necessario que o analito seja electroactivo, capaz de sofrer reagdes
de transferéncia electronica a fim de se utilizar um transdutor electroquimico.
A vantagem mais importante de utilizar biossensors electroquimicos com ADN ¢ a
possibilidade da geracdo in situ de radicais intermediarios reactivos e a detec¢dao da

interac¢do dos mesmos com o ADN.

O desenvolvimento de biossensores electroquimicos com ADN abriu uma larga
perspectiva das aplicagdes que precisam meios particularmente sensiveis e selectivos
para a deteccdo de interac¢des prejudiciais especificas no ADN: monitorizagdo directa
do processo de hibridizagdo em protocolos de sequénciacdo ou de identificacdo de uma
sequéncia de genes especificos em acidos nucleicos de proveniéncia humana, bacterial ou
viral, estudo fundamental da interaccdo de inumeras substancias com o ADN, deteccao e
quantificacdo dos danos oxidativos, diagnésticos clinicos e laboratoriais, ¢ também
monitorizagdo de poluentes e metais no ambiente, ¢ de organismos patogénicos nos
alimentos [36, 37, 39, 54, 75, 76, 78]. Neste contexto, um biossensor electroquimico com
ADN foi utilizado no presente trabalho para investigar e detectar o possivel dano
causado ao ADN pela ac¢do de novos farmacos desenvolvidos para o tratamento de

estados neoplésicos.

1.3 Paladio

O paladio pertence ao grupo VIII na tabela periddica, o grupo dos metais de
platina (“Platinum Group Metals”- PGM), ¢ um metal branco prateado com nimero
atdmico 46, peso atdmico 106 e simbolo quimico Pd. O grupo dos PGM ¢ dividido em
dois subgrupos, elementos “leves” e “pesados”, onde o Pd pertence ao subgrupo de
PGM leves junto ao iridio, ésmio, platina, rodio e rutenio. Estes metais também sao

designados por metais "nobres" devido a resisténcia a corrosdo. O grupo tem

propriedades cataliticas excelentes o que conduziu ao seu uso em autocatalizadores

[101].
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O palddio ¢ relativamente inerte no seu estado elementar, com a menor
densidade e o menor ponto de fusdo dos elementos do grupo, sendo mais plastico que a
platina. Quando temperado, o paladio ¢ macio e ductil. A temperatura ambiente o metal
tem a propriedade incomum de absorver até 900 vezes o seu proprio volume de
hidrogénio [102]. O hidrogénio difunde rapidamente no paladio aquecido o que oferece

meios de purificacao do gas [103].

1.3.1 Breve nota historica

O paladio tem uma historia ligada a platina, junto com a qual ¢ encontrado na
"platina nativa", minério no estado natural que contém uma mistura de metais do grupo

de platina, assim que a sua historia ¢ compartilhada.

Rastos de platina foram encontrados entre os artefactos do Egipto antigo, mas ¢
incerto que a platina era reconhecida como metal pelas primeiras civilizagdes. O melhor
exemplo conhecido ¢ uma fita pequena de platina nativa na superficie de uma caixa
entre muitas inscricdes hieroglificas, datada do Séc. VII AC, de Teba. Tinha sido
trabalhada na mesma maneira que os artesdos de Teba trataram a prata, e ¢ provavel que

tenha sido condiderada como tal, por engano.

A primeira exploragdo prospera de platina foi desenvolvida nas Americas, pelo
povo nativo de Esmeraldas na regido litoral do norte do Equador, muitos séculos antes
da conquista espanhola. Foram encontrados pedacos pequenos de joias, anéis,
pendentes, entre outros, executados em platina, ou em platina e ouro combinados,
através de uma técnica de metalurgia de pd — sinterizacdo na presenga de uma fase
liquida, exibindo uma habilidade metalargica significante e sofisticada. A datacdo pelo

carbono radioactivo estableceu a data destes artefactos entre o Séc. [ e IV DC.

S6 depois da conquista espanhola do Mundo Novo, durante os Séc. V e VI,
chegam a Europa noticias de um novo metal branco com propriedades incomuns.
Na realidade, a platina nativa era considerada de pouco valor, como produto nao-
desejado resultado das actividades mineiras do ouro. Os espanhdis chamaram este metal
branco platina, um diminutivo derrogatorio de plata, a palavra para prata. Em breve, a
platina chegou a ser utilizada por falsificadores para adulterar as moedas espanholas de

ouro.
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Os cientistas europeus chegaram a mostrar algum interesse quando notaram as
propriedades extraordinarias do metal: a platina ndo derretia no fogo, pesava mais do
que o ouro e era virtualmente impossivel de ser corroida com gases ou substancias

quimicas. Em 1751 foi reconhecida como um elemento novo [104].

Seguindo com a perfei¢do da técnica para obter amostras puras de platina,
em 1803 William Hyde Wollaston conseguiu isolar o paladio da platina dissolvendo o
minério em aqua regia [105]. O processo consiste ainda na neutralizagdo dos acidos
com hidroxido de sodio e a precipitacdo da platina como cloroplatinato de amonio,
através do tratamento com o cloreto de amoénio. O paladio foi entdo separado como
cianeto de paladio através do tratamento com o cianeto de mercurio. Aquecendo o
cianeto, resultou um novo metal branco que recebeu o nome de paladio, como a Pallas,
a antiga deusa grega da sabedoria cujo nome também tinha sido emprestado em 1802 ao

segundo asterdide descoberto.

Em 1820 Humphrey Davy foi o primeiro a observar o processo de oxidagao
catalitica, descrevendo-o como um principio "perfeitamente novo em combustio."
No entanto, foi o cientista alemdo Johann Wolfgang Dd&bereiner que continuou a
experimentacdo para entender completamente o processo, e verificou que os metais do
grupo da platina em po6 tém o poder de combinar o oxigénio e o hidrogénio até¢ mesmo a

temperaturas baixas.

Nos anos de 1830 foram descobertas vérias propriedades do grupo de metais da
platina. As experiéncias de Michael Faraday em electroquimica levaram a descoberta de
outras utilizagdes deste grupo de metais. Faraday usou frequéntemente placas de platina
como eléctrodos pela sua resisténcia a reaccdo com os outros elementos envolvidos, e
inventou os termos utilizados hoje em electroquimica: anodo, céatodo, electrolise e
electrélito. William R. Grove, quimico e advogado, desenvolveu a primeira pilha de
combustivel baseada nas propriedades cataliticas da platina, mas foi o quimico sueco
Joens J. Berzelius que continuou a investigar as propriedades cataliticas do grupo de
metais da platina e inventou o termo "catalise". Em 1832, o quimico inglés e astronomo
Sir John Herschel fez uma descoberta notavel com a platina relativamente ao efeito da
luz em certas reac¢des quimicas, numa descoberta que colocou o seu nome entre 0s

inventores da fotografia.
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Uma das propriedades mais importantes do paldadio foi descoberta como
resultado das investigacdes do quimico Thomas Graham. Em 1854, ao investigar como
a platina incandescente absorve hidrogénio, descobriu que esta o poderia fazer assim
por um periodo indefinido de tempo, enquanto nenhum outro gas produziu este efeito
notavel. Com o paladio, ele descobriu que o metal pode absorver 5-600 vezes o proprio
volume em hidrogénio. Quando exposto a gas de carvao, s6 o hidrogénio passou através
do paladio. Em 1869, T. Graham teve varios medalhdes feitos no que ele acreditou de
ser uma liga de palddio e hidrogénio que ele chamo hidrogenium. Foi s6 em 1931 que
uma companhia alema, Heraeus, desenvolveu e patenteou ligas de paladio com prata e
ouro. Este tipo de ligas sao materiais excelentes em odontologia e nos dias hoje ainda

sdo usados em pontes e coroas dentarias.

O uso extensivo de paladio comengou nos anos de 1970, devido a introdugao de
padrdes para as emissdes dos automdveis e aumentou a procura para CONversores
cataliticos, nos quais as propriedades notaveis do palddio tém um papel fundamental.
Como estes padroes foram legislados e aplicados globalmente nos anos de 1990,

a procura para o paladio aumentou exponencialmente .

O paladio ocorre na crosta terrestre com uma abundancia relativa de 0,0006 ppm
e as fontes de producdo de paladio estdo bastante limitadas [101]. Mais de 80% da
producdo de palddio mundial estd concentrada em dois paises apenas: a Federacdo
Russa e a Africa do Sul. A Federagdo Russa conta com quase metade da provisdo total
de paladio. O paladio também ¢ minado em depositos menores nos Estados Unidos e

Canada.

Hoje, a maior procura mundial para o paladio vem da industria automoével [101],
mas como catalizador o paladio tem vdarias outras aplicacdes na industria:
no desenvolvimento de pilhas de combustivel, nas etapas de producdao de fibras
sinteticas, poliéster e borracha, na refinagdo do petrodleo e no tratamento das aguas.
Outras aplicagdes importantes sao no desenvolvimento de dispositivos electronicos e na
purificagdo do hidrogénio, como membrana fina, onde o palddio permite ao hidrogénio
permear pela membrana, mas bloqueia todos os outros gases. Além das suas aplicagdes
industriais, o palddio ¢ também utilizado na fabricacdo de joias e nas impressoes

fotograficas de alta qualidade. No que respeita as aplicagdes médicas, a utilizagdo
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1. Introdugédo

principal € na odontologia, mas recentemente o paladio tem sido utilizado no tratamento
do cancro, como fonte radioactiva nos tumores malignos, € no desenvolvimento de

novas drogas quimioterapéuticas.

1.3.2 Paladio nos sistemas biol dgicos

Os metais sdo encontrados em todo o meio ambiente, e embora determinados
metais sejam altamente toxicos, outros sdo essenciais para os sistemas vivos, sendo
exigidos para reac¢des enzimaticas ou outros processos fisiologicos. A base da
interac¢do dos metais tdxicos com os componentes celulares envolve a coordenagdo
com ligandos bioldgicos e o transporte ndo especifico destes metais, que interfere com o
transporte dos metais essenciais. Os estudos epidemiologicos mostraram que a
exposi¢do ocupacional e ambiental a alguns metais estd associada com o risco

aumentado de varios cancros e de efeitos adversos para a saude [106].

Existem varios mecanismos para o transporte de metais toxicos na célula;
a maioria deles envolvem o mimetismo molecular no qual o metal toxico, directamente
ou como complexo, ¢ similar a um composto enddgeno. O transporte ocorre devido a
baixa selectividade dos transportadores de compostos endogenos, permitindo também o

transporte de metais toxicos na célula.

Por muito tempo o palddio ndo suscitou grande interesse por parte dos
toxicologos. Sendo um elemento que pertence ao grupo de metais nobres, o paladio foi
considerado ter uma relevancia toxicologica secundaria. Durante mais de cem anos, o
paladio tinha sido produzido em quantidades limitadas, mas desde os anos de 1970 a
procura de palddio para varias aplicacdes aumentou notavelmente e conduziu ao

aumento das concentracdes de palddio no meio ambiente geral [107-109].

Considerando o uso extenso e diverso do paladio, as possibilidades de exposi¢ao
por todas as rotas (inalagdo, dermal e oral) aumentaram para a populacdo general e
profissional e conduziram a um interesse crescente no perfil toxicologico do paladio nos
seus estados mais comuns: Pd(0), Pd*" e Pd*". Um dos primeiros relatdrios sobre a
possivel ac¢do do palddio como agente nocivo foi publicado nos anos de 1950 e

refere-se a um caso de dermatite de contacto por um anel [110].
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Particulas finas de palddio elementar, quase insoliiveis em agua destilada,
dissolvem-se apreciavelmente em condi¢des fisioldgicas (sangue, suco gastrico,
compostos biogénicos), aumentando a sua bio-disponibilidade [111]. Por exemplo,
solugdes aquosas de aminodcidos ou peptideos aumentaram a solubilidade de pd de
paladio por um factor de 100 quando comparado com a agua pura. Além disso, a
presenca de certos agentes de complexacdo (EDTA, substancias htmicas, bilis)

aumentou a solubilidade do paladio em componentes lipidicos [112].

O paladio e seus compostos, se ingeridos, mostraram uma toxicidade aguda de
nivel baixo a moderado, dependendo principalmente da solubilidade dos mesmos.
O risco de toxicidade do palddio, a partir de alimentos ou agua contaminados, ¢ baixo
para a populagdo geral, mas um estudo conduzido no Reino Unido [113] revelou uma
exposicdo diaria através da agua potavel de 0,03 pg palddio/pessoa/dia, e um conteudo
dietético didrio total de até 2 pg paladio/pessoa/dia. A presenga de proteses dentarias
de/com paléadio leva a uma exposi¢do adicional e a concentracdo de paladio na saliva
pode chegar até 10 pg paladio /L. No ar ambiental a concentragdo de palddio encontrada
¢ geralmente em torno de pg/m’, e consequentemente nio ¢ considerado que cause
problemas de satude sérios para a populacao geral, mas efeitos da sensibilizac¢do, devido
a exposicao ocupacional, tais como a asma bronquica, foram relatados. O contacto da
pele ou das mucosas com joias e massas dentarias pode ser uma rota importante de
exposi¢do, com sintomas que incluem inchamento, estomatite, o planus oral do liquene,
comichdo, vertigem, asma e urticaria cronica. No entanto, deve realgar-se que o uso de
'%Pd como fonte radioactiva implantada directamente em tumores malignos ndo

conduziu as complicagdes relacionadas com a toxicidade do palédio [114].

Embora nenhuns dados estejam disponiveis sobre a carcinogenicidade humana e
a toxicidade reprodutiva do paladio [113], estudos in vitro mostraram que o Pd*" é um
inibidor poderoso interferindo com a actividade de um grupo diverso de enzimas
metabolicas importantes, tais como a creatina quinase, aldolase, desidrogenase
succinica, anidrose carbonica e fosfatase alcalina, e que interfere igualmente com a

sintese de macromoléculas do tecido conexivo, o colagénio [115] e os proteoglicanos

sulfatados [116].
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No que respeita as interac¢cdoes metal-ADN, os 10es dos metais de transicao e de
pos-transicdo [7, 117-121] podem interagir especificamente com a cadeia dupla do
ADN e induzir uma destabilizagdo parcial da conformacdo B-ADN e uma reducdo no
numero de bases empilhadas e emparelhadas. O ADN tem quatro locais potenciais para
ligar ides de metal: os atomos de oxigénio dos grupos de fosfato negativamente
carregados, os hidroxilos da ribose, os atomos de nitrogénio das bases e os grupos ceto
exociclicos das bases [7, 119]. A capacidade destes ides de metal em destabilizar a
hélice do ADN ¢ devida a uma afinidade elevada para formar ligagdes covalentes com
mais de dois locais diferentes [7, 119, 122]. Os locais mais reactivos das bases sdo os
N7 da guanina e da adenina, o N3 da citidina e o oxigénio dos grupos carbonil [7,

117-119].

Varios compostos de paladio foram encontrados para interagir in vitro com o
ADN isolado e a interac¢do pode induzir mudancas conformacionais na estrutura do
ADN [123]. Testes de mutagenicidade efectuados [124, 125] deram resultados
negativos, com a excep¢do do dicarbonato de tetraamino paladio [Pd(NH;3)4](HCO3)a,
que ¢ utilizado como um intermediario na producdo de catalisadores para automodveis
[126]. Resultados recentes mostram que o paladio induz mudangas conformacionais nos
nucleosideos, acopladas com ligagdo ao N7, e possivelmente ao NI, da guanina.
Foi também descrita uma perturbagdo significativa do anel da timina e dos grupos
fosfodioxi do ADN, junto com a desnaturagdo completa da estrutura secundaria de

B-ADN [117, 127].

Devido ao uso de certos compostos com Pt e a efectividade deles na terapia de
cancro, diferentes substincias com Pd também foram testadas em relacdo a
genotoxicidade das mesmas. Para objectivos quimioterapéuticos, compostos de Pt com a
estrutura cis-PtN, X, sdo geralmente usados, sendo fortes mutagénicos [125], enquanto a

mutagenicidade da trans-platina ¢ consideravelmente mais baixa [128].

A genotoxicidade da platina ¢ conhecida por ser determinada pela valéncia,
conformacao e estrutura [129]. Os compostos de coordenacdo planar na forma cis- sdo
0s mais potentes genotdxicos entre os compostos de platina. Além disso, ha indicios de
que a genotoxicidade dos compostos de Pt(IV) surge da reducdo a espécies divalentes

de platina. A replicagdo do ADN e a divisdo celular sdo inibidas pela formagdo de
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aductos ao ADN por complexos de Pt(II), mas apesar do grande conhecimento sobre a
genotoxicidade da platina, pouco se sabe sobre a potencial genotoxicidade dos

compostos de paladio.

Virios sais divalentes de palddio foram testados em relagdo a genotoxicidade,
entre estes cis-complexos divalentes, e ndo mostraram qualquer evidéncia de
mutagenicidade em células bacterianas e mamiferas [129]. Os compostos de palddio
PdClL,, K,PdCls, cis-Pd(NHj3),ln, cis-Pd(NH3)4Cl, e os compostos correspondentes
trans-Pd também ndo mostraram qualquer genotoxicidade em linfécitos humanos. Como
0 raio atdbmico do Pd ¢ menor do que o da Pt, um cis-complexo divalente de Pd vai
dissociar-se mais rapidamente em solu¢io para Pd*" e os respectivos ligandos.
Este pode ser o motivo pelo qual nenhum dos compostos de paladio testados até agora
se apresenta como mutagénico, em contraste com os efeitos bem conhecidos dos cis-
complexos de platina [130]. Em geral, os compostos de Pt ¢ Rh mostram fortes efeitos
genotoxicos (provavelmente mediado também pelo dano oxidativo induzido ao ADN)

comparando com os sais de Pd [131].

No entanto, efeitos genotdxicos de particulas de Pd com um tamanho de 0,25 a
0,5 um, foram recentemente investigados utilizando culturas de células mamiferas
[130]. Estas experiéncias demonstraram uma indu¢do de aductos ao ADN dependente
da dose, apds a exposi¢do das células epiteliais alveolares a particulas de Pd. Esta foi a
primeira prova de que as particulas de PGM podem ser absorvidas por fagocitose, entrar
no nucleo e ligar ao ADN. Sendo que 11 a 36 % das particulas emitidas pelos
catalisadores de automoveis tém um tamanho de < 3,14 pum [107], novos estudos sao
necessarios para estimar o potencial genotoxico de particulas de PGM incluindo o Pd.
Particulas com um tamanho de < 10 pm atingem a regido traqueobrdnquica com uma
probabilidade de 50%, enquanto que as particulas de < 4 pm s3o principalmente
respiraveis, ou seja, depositam-se na regido alveolar do pulmao humano. Portanto, essa
fraccdo de particulas pode representar um risco toxicolodgico para os seres humanos

[130].

42



1. Introdugédo

1.3.3 A eectroquimica do paladio

O palédio e os metais do grupo da platina, ao qual o paladio pertence, ganharam
atencdo renovada a luz de catalise industrial e tecnologias de reducao de poluigao [132,
133]. A pesquisa actual esta direccionada para a exploragdo das caracteristicas primarias
do palddio, com interesse especial em hidrogenagdo [134], catalise [135, 136] e
nanotecnologia [137, 138], mas também em aplicagdes térmicas [139-141] e medicinais
[114, 142]. Sendo uma alternativa um pouco mais barata a platina, intrinsecamente
selectivo ao hidrogénio e um bom catalisador para oxidagdes [143, 144], actualmente o
paladio tem um papel fundamental na pesquisa de pilhas de combustivel e ¢
extensivamente utilizado na combustdo catalitica, na oxidacdo do metanol,

no armazenamento e detec¢do (como sensor) de hidrogénio [134, 145, 146].

Nos tltimos anos, o estudo dos fendmenos e a manipulagido de materiais ao nivel
atobmico e¢ molecular, onde as propriedades podem diferir significativamente das
propriedades a escala macro, conduziu ao desenvolvimento, caracterizacao, produgado e

aplicacdo de nanoestruturas através do controlo de forma e tamanho a escala nano.

Virios materiais, como nanoparticulas, nanofios, nanotubos, nanodots, entre
outros [147-149], t€ém um interesse especial devido as propriedades Opticas, magnéticas,
electronicas e quimicas Unicas. Tais materiais estruturais t€tm um potencial uso na
microelectrénica, optoelectronica e nanodispositivos electronicos. As nanoparticulas de
paladio, em particular, sdo vistas como electrocatalizadores ideais devido a darea
superficial aumentada em conjunto com as propriedades especificas do paladio [150,

151].

Uma variedade de compostos quimicos e métodos fisicos [152-157] podem ser
empregues para a preparacdo de nanoestruturas de metais nobres. O controlo do
tamanho e da forma da nanoestrutura ¢ um das caracteristicas mais importantes da
metodologia de preparacdo, e determina as suas propriedades optoelectronicas e
fisicoquimicas. A formagdo controlada de nanoestruturas de palddio ¢ uma preocupagdo
actual em nanotecnologia aplicada a catalise. A eficiéncia do processo catalitico esta
fortemente dependente da morfologia, tamanho, forma, propriedades cristalograficas e
da distribui¢dao das nanoestruturas de paladio, que em troca sdo afectada pelo método de

preparacdo, precursor e ambiente quimico [154, 158, 159].
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A construgdo controlada de nanoestruturas electrodepositadas numa superficie
de eléctrodo para executar uma tarefa especifica, traz uma série de vantagens quando
comparado com os macroeléctrodos, com énfase especial no transporte efectivo de
massa elevado, que catalisa e controla o ambiente local [160]. Os electrodos
modificados com nanoparticulas também permitem uma difusdo convergente, em vez de
linear, que resulta numa taxa alta de transporte de massa na superficie de eléctrodo
[161]. Por outro lado, as propriedades cataliticas de algumas nanoparticulas causam

uma diminui¢do no potencial necessario para uma reacao redox [162, 163].

Foram investigados muitos metais com respeito aos seus possiveis papéis na
modificagdo de superficies de eléctrodo com nanoparticulas e nanofios [152-154].
Entre outros, metais nobres como ouro [155, 164], prata [153, 156] e platina [152, 153,
157] mostraram uma maior estabilidade, enquanto o niquel [165], cobre [166, 167] e

ferro [168] revelaram alguns problemas devido a facil oxidagdo em solugdo ou ao ar.

A investigagdo do comportamento electroquimico do paladio comecou ha
aproximadamente cinco décadas atras [169-173], utilizando eléctrodos de metal de
paladio [149, 154] ou, mais recentemente, electrodos de ouro [152, 153] ou de carbono
[151, 163] modificados com paladio de maneiras diferentes. Uma primeira tentativa
para a electrodeposicao do paladio em condigdes bem definidas foi feita por Ibl e
colaboradores em 1973, estudando a actividade catalitica do p6 de metal de paladio,
tanto na superficie de um eléctrodo de palddio, como também numa suspensdo de
particulas de carbono activado [169], com o objectivo de obter grandes areas activas
com uma quantidade minima de metal. A electrodeposicao de paladio no electrédo de
carbono vitreo, como modelo para o estudo tridimensional de nucleagdo e crescimento,

foi inicialmente documentada por Bell e Harrison [174].

As técnicas de microscopia, como microscopia de forga atomica (AFM) e
microscopia electronica de varrimento foram utilizadas para investigar a morfologia das
superficies de eléctrodos de grafite modificados com nanoparticulas de paladio
electrodepositado [137, 138, 153] e dos nanofios obtidos através da deposi¢ao

electroquimica nos bordos dos degraus do eléctrodo [171, 175, 176].
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Uma propriedade Unica do paladio entre os metais nobres ¢ sua capacidade
elevada de adsorver hidrogénio molecular, na sua superficie, e de o absorver dentro de
sua rede atdmica, o que confere ao palddio uma importincia fundamental em muitos
processos industriais como catdlise, pilhas de combustivel e eventualmente
armazenamento de hidrogénio [102, 177-179]. Por isso, a pesquisa electroquimica do
paladio pode ser dividida em investigacdes relacionadas com a interac¢ao do hidrogénio
com o paladio e investigagdes relacionadas com a cinética e mecanismo de crescimento
do filme de oxido de palddio. A complexidade do comportamento electroquimico do
paladio em meio aquoso ¢ bem conhecida [135, 180-185]. Entre as possiveis reagdes
envolvidas sdo: a absor¢ao de oxigénio, a formagao de pre-6xidos, a formagao de 6xidos

e a dissolucao do metal [182, 183, 186, 187].

Uma caracteristica importante ¢ a formagdo de pre-6xidos que inicia num
processo designado por formagdo incipiente de pré-6xidos ou pré-oxidacdo
monocamada que ocorre a potenciais significativamente mais negativos que o potencial
exigido para iniciar a forma¢do da monocamada de oOxidos convencionais[188].
Embora a existéncia deste processo seja um assunto controverso, a formag¢ao incipiente
de pré-6xidos torna-se relevante para a electrocatalise. Os baixos potenciais envolvidos
sao atribuidos ao facto de que a formagdo incipiente de pré-oxidos ser limitada na
superficie do metal com um baixo nimero de coordenagdo, i.e. adatomos [189]. A estes
adatomos falta a energia normal de estabilizagdo da rede, tornando-se assim numa

forma activa do metal, o que pode explicar o baixo potencial observado [187, 190-192].

Devido a informagdo controversa relativa ao comportamento do paladio na
superficie dos eléctrodos de carbono, ainda € preciso ter em consideragcdo especial os
parametros de electrodeposicdo, com respeito ao comportamento electroquimico e as

caracteristicas topograficas [159, 163], do ponto de vista das aplicagdes praticas.

Os resultados obtidos e as informagdes recolhidas sobre o comportamento

electroquimico do palddio permitiram a elaboragdo de um estudo sistemdtico para
. . . ~ f i 1 . 2+

explicar o mecanismo de interac¢do de varios ides metalicos, entre quais o Pd™', com a

dupla cadeia do B-ADN, utilizando técnicas voltamétricas e de AFM [193, 194].
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1.4 Complexos de metais como agentes anti-cancro

A existéncia de uma relagdo entre o cancro e os metais ¢ hoje amplamente
reconhecida. No entanto, diversos aspectos desta relacdo precisam ainda de ser
esclarecidos, ndo s6 para uma melhor compreencdo dos mecanismos de ac¢do dos
metais nos sistemas biologicos, mas também para descobrir meios eficientes de proteger
as células contra as mutacdes, como modo de evitar a ocorréncia do cancro.
A maior parte dos danos no ADN parecem ser mediados por radicais livres induzidos
pela presenca de certos metais; além disso, varios metais sdo capazes de inibir a
reparacdo do ADN [195], quer directamente pelos radicais livres ou substituicdo de
zinco nos dominios proteicos, quer indirectamente através da diminui¢do do nivel do

antioxidante glutationa.

Contudo, a importancia dos compostos metalicos na medicina ¢ incontestavel,
como pode ser avaliado pela utilizagdo no tratamento de varias doengas: antimonio
(como anti-protozodrio), bismuto (anti-ulceroso), ouro (anti-artritico), ferro
(anti-malaria), prata (antimicrobiano) e platina (anti-cancro) [196, 197]. Em termos de
actividade anti-tumoral, uma vasta gama de compostos de metais de transicdo e do
grupo de elementos principais foram investigados na busca de um tratamento eficiente.
Um dos primeiros relatorios sobre a utilizagdo terapéutica de metais ou compostos com

metais para o tratamento da leucemia e do cancro data a volta do século XVI [198].

Uma vez que o cancro ¢ o resultado das mutagdes acumuladas no ADN,
o tratamento ao nivel molecular, selectivo e especifico, poderia ser o Unico tratamento
realmente eficaz. Tais terapias estdo apenas a comegar e sO pode ser previsto que irdo
necessitar um longo tempo para atingir a eficicia e a seguranga desejada em ensaios

clinicos.

1.4.1 Complexo de paladio com o &cido lipdico

O complexo de paladdio com o &cido lipdico (Pd-LA — “palladium-lipoic acid”)
foi originalmente concebido como um agente quimioterapéutico ndo-toxico, numa
versdao com prescrigdo médica, chamado “DNA Reductase”. O complexo consiste num

atomo de paladio ligado a uma molécula de 4cido lipdico (LA) proporcao de 1:1 [199].
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Este arranjo ¢ Unico na medida que permite ao complexo ser solivel tanto em agua
como também nos compartimentos lipidicos [200, 201]. A presenga do antioxidante, LA
[202, 203], bem como a adi¢do de uma fonte energética alternativa, o paladio [200, 204,
205], levaram a considerar que o complexo Pd-LA poderia ser usado com succeso no

tratamento de varios cancros [200, 206, 207].

Acredita-se [208] que o Pd-LA pode actuar no complexo I da mitocondria, o
complexo de desidrogenase piruvica. O complexo Pd-LA oscila entre uma forma
oxidada e uma forma reduzida de modo a aceitar eléctrdoes dos radicais livres e doa-los
para o sitio enzimatico, fornecendo energia as mitocondrias para facilitar a produgdo de
ATP em células saudaveis. Também pode actuar como oxidante para os acidos gordos
da membrana, servindo como um interruptor redox para fornecer um fluxo continuo de

equivalentes de redugdo ao ADN, protegendo-o contra a oxidagdo [200].

No entanto, as células cancerigenas mudam para um metabolismo anaerobico e,
portanto, funcionam num ambiente hipoxico [209-211]. Uma vez que hd menos
oxigénio e mais eléctrdes nas células cancerigenas, ocorre a geragdo de radicais livres
na mitocondria [208], o que activa o mecanismo da apoptose. Assim, as células
cancerigenas serdo submetidas aos efeitos toxicos do complexo Pd-LA através da
mitocondria, enquanto as células dependentes da respiracdo aerdbia, submetidas a
isquémia ou hipoxia, serdo protegidas de danos.

O LA, ligando no complexo Pd-LA, ¢ um antioxidante endogeno bem
conhecido; quando suplementado, pode actuar de maneira a atenuar os efeitos
secundarios na terapia do cancro [212], onde os farmacos utilizados sdo promotores de
estresse oxidativo, ou na terapia de doengas relacionadas com estresse oxidativo
[213-216], quer directamente, como antioxidante [217-219], quer indirectamente devido

a sua agdo sinérgica com outros antioxidantes [220].

O Poly-MVA ¢ um suplemento nutritivo liquido com base no complexo Pd-LA.
No Poly-MVA, o Pd-LA encontra-se como polimero obtido pela trimerizagdo do
complexo com uma molécula de tiamina [199]. Além da unidade central, o complexo
Pd-LA, o suplemento Poly-MVA também contém LA livre [221, 222], minerais
(molibdeno, rodio, ruténio), vitaminas (B1, B2, B12) e aminoacidos (N-acetilcisteina e

formilmetionina).
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Foi demostrado que o complexo Pd-LA no Poly-MVA pode regularizar a morte
celular provocada pela isquémia e pode ser um potencial agente neuroprotector para as
victimas de um ataque isquémico transitorio, paragem cardiaca, acidentes anestésicos,
ou afogamento [208]. Estudos toxicologicos mostraram que este ndo provoca
acumulagdes ou quaisquer tipo de danos nos tecidos, e a dose letal média LDsy em ratos
¢ superior a 5000 mg kg (a mais alta dose testada) [208]. O teste de avaliagio do
potencial mutagénico, Ames, confirmou que o complexo esta livre de mutagenicidade

[208].

O Poly-MVA parece oferecer multiplos beneficios terapéuticos como modulador
metabolico selectivo devido aos seus multiplos sitios de accao. Como molécula redox,
tem a capacidade de proporcionar as células uma fonte energética alternativa e mantém
a eficacia da mitocondria através da transferéncia de electrdes para o complexo I,
estabilizando assim a integridade da mitocondria. Enquanto este efeito favorece as
células normais e as células afectadas pelo ataque isquémico, torna-se prejudicial para
as cé¢lulas malignas. Além disso, a sua capacidade como antioxidante torna-o adequado
para eliminar os radicais livres associados com o envelhecimento ou como resultado da
reperfusdo. Contudo, num ensaio de competi¢do foi mostrado que a administragdo
suplementar de LA afecta os beneficios redox do Poly-MVA [208]. No entanto, o LA
sozinho oferece apenas uma frac¢do da prote¢do contra o ataque isquémico oferecido

pelo Poly-MVA [208].

1.4.2 Complexos de platina

Durante os ltimos 60 anos, o foco da investigacdo na area de quimioterapia
oncolédgica tem sido direccionado ndo s6 para compreender melhor o mecanismo de
citotoxicidade, mas também para a descoberta de agentes quimioterapéuticos mais
seguros ¢ mais selectivos. Como resultado, uma variedade de compostos
estruturalmente distintos surgiram, que possuem as propriedades citotoxicas desejadas,
e ainda, em alguns casos, tém drasticamente reduzido a toxicidade. Uma dessas classes
estruturais sdo os agentes alquilantes, e incluem [223]: mostardas de azoto,

oxazafosforinas, triazenes, nitrosoureias, mitomicinas, € complexos de platina.
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Uma caracteristica comum desta classe de compostos ¢ a capacidade de alquilar grupos

nucleofilicos endogenos, principalmente o ADN.

Os agentes alquilantes incluem um grande nimero de moléculas [20] e podem
ser divididos em dois grupos, mono- e bi-funcionais. Os agentes monofuncionis t€ém
apenas um grupo reactivo que esta envolvido na interac¢do covalente com um unico
centro no ADN. Os agentes bifuncionais tém dois grupos reactivos e t€ém a capacidade
de reagir com dois centros no ADN. Se os dois centros encontram-se em cadeias
diferentes no ADN, a reac¢do de um agente bifuncional, como mostardas de enxofre ou
de nitrogénio, pode produzir uma ligacdo cruzada das cadeias. Muitos dos agentes
alquilantes tém um efeito mutagénico e sdo potenciais causadores de doencas

cancerigenas.

O principal mecanismo quimico de alquilagdo ¢ uma rea¢do em que o agente
electrofilo (agente alquilante) reage com as regides ricas em eléctrdes das bases e dos
residuos fosfodiéster da espinha dorsal. Os nitrogénios dos anéis, sendo mais
nucleofilicos do que os oxigénios, sdo conhecidos por serem os mais reactivos na
interac¢do com os agentes alquilantes. Assim, o N7 da guanina e o N3 da adenina sdo os
sitios mais reactivos. A espinha dorsal fosfodiester do ADN também pode sofrer uma
reaccdo de alquilagdo através da interaccdo do agente com o oxigénio, o que resulta na
formag¢do de fosfotriésteres. No entanto, nem todos agentes alquilantes reagem

directamente com o ADN, alguns necessitando uma activa¢cao metabdlica.

Existem diferencas significativas entre a alquilagdo dos nucleosideos e dos
polinucledtidos. A presenca dos grupos de fosfato € a estrutura secundaria influéncia a
disponibilidade dos sitios reactivos no ADN. No caso do ADN em cadeia simples
(ssDNA) os principais sitios de alquilagdo sdo os mesmos que para os nucledsidos, mas
a extensdo da reagdo ¢ diferente. O tipo de base na vizinhanca ou a carga global do
nucleotideo pode afectar o potencial nucleofilico da base no ADN. Se o residuo ¢
guanina ladeada por outra guanina, o potencial electrostatico negativo do N7 da guanina
¢ reforcado, assim proporcionando um melhor ambiente para o ataque electrofilico dos
agentes alquilantes. No entanto, o aumento da carga negativa do agrupamento alquilante

diminui o potencial nucleofilico da base.
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Os efeitos estéricos também desempenham um papel importante na reagao entre
o agentes alquilantes e os sitios nucleofilicos no ADN. Para a conformagao de hélice
dextrogira (B-ADN), o acesso nos locais nucleofilicos do ADN difere entre o sulco
maior e sulco menor. Para os residuos de guanina no B-ADN os atomos O6 ¢ N7
encontram-se no sulco maior e podem ser facilmente acessados pelo agente alquilante.
Em contrapartida, o relativamente reactivo N3 da adenina estd no sulco menor, que ¢
menos acessivel devido ao efeito estérico da forma B-ADN. A alquilagdo directa do
ADN, actuando através da modifica¢do covalente de uma base, tem assim a capacidade

de gerar bases alteradas, que levam a mutagdes, ¢ lesdes que bloqueiam a replicacao.

O mesmo mecanismo que torna toxicos os agentes alquilantes permite-lhes a
utilizagdo como agentes antineoplasicos alquilantes [20]. O ADN danificado exige
mecanismos de reparagdo do ADN, que por sua vez activa a apoptose quando a
reparacgao se revela impossivel. Como as células cancerigenas proliferam de uma forma
ndo restritiva, alguns agentes alquilantes sdo usados clinicamente para parar o
crescimento tumoral através de ligacdes cruzadas das cadeias de ADN. As ligacdes
cruzadas tornam as cadeias incapazes de se separar, processo necessario para a
replicagdo do ADN, e as células ndo conseguem mais a divisdo. Outros agentes
(mono-alquilantes) ndo impedem a separacdo das cadeias do ADN, mas impedem o
acesso de certas enzimas ao ADN. O resultado final ¢ a inibi¢ao da divisao celular ou a
estimulacdo da apoptose. Infelizmente, estas drogas actuam de maneira ndo-especifica,
o alvo sendo tanto o ADN das células tumorais como também o das células saudaveis,

levando a efeitos secundarios graves.

Desde a descoberta acidental dos efeitos da platina na divisdo bacteriana, em
1965 por Rosenberg e colegas [224], uma série de investigagdes e estudos foram
iniciados para esclarecer os efeitos dos compostos de platina sobre a divisao celular, que

culminaram na sintese de cisplatina.

As drogas quimioterdpeuticas a base de platina (denominadas anédlogos de
platina), constituiem uma das mais importantes classes de agentes antineopldsicos
alquilantes, e hoje inclui, além da cisplatina, a carboplatina, oxaliplatina, satraplatina e,

entre os mais recentes, a nedaplatina e a triplatina tetranitrato.
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O mecanismo de genotoxicidade da cisplatina ¢ bem conhecido [129].
As concentracgdes elevadas de ides de cloreto no plasma sanguineo de aproximadamente
100 mM reprimem a actividade da cisplatina, enquanto os baixos niveis intracelulares
de = 4 mM activam a cisplatina, que rapidamente perde os seus anides de cloreto
formando o catido electrofilico final, Pt(NH;),”", altamente reactivo e mutagénico.
Este forma ligagcdes cruzadas principalmente dentro das cadeias, entre guaninas
adjacentes. Em contraste, a transplatina forma crosslinks principalmente entre guaninas

e adeninas pertencendo a mesma cadeia de ADN ou a cadeias diferentes.

A cisplatina tem um ampla utilizagdo numa variedade de tipos de tumores
solidos [223], no entanto, o seu uso leva a importantes efeitos secundarios: nefro- e
neurotoxicidade, ototoxicidade, imunossupressao, radiosensibilizagdo, nausea e vomitos
[225]. Embora a cisplatina seja um agente quimioterapéutico altamente eficaz,
tem como limitagdo a resisténcia, € 0os mecanismos estabelecidos [129, 226] incluem a
reducdo da acumulagdo intracelular de cisplatina, o aumento da reparagdo do ADN,
a alteracao da expressao de genes regulatorios e a tolerancia. O isdmero geométrico da
cisplatina, a transplatina, também forma complexos com o ADN, mas nio ¢ eficaz como

agente quimioterapettico [227, 228].

Viérios complexos de formula geral ML, X, foram sintetizados e caracterizados a
fim de estudar os efeitos do metal e dos grupos L (inerte) e X (de substituigdao) sobre as
propriedades estruturais e cinéticas envolvidas na actividade biologica [229].
No entanto, problemas significativas ainda existem, incluindo os efeitos colaterais,
a toxicidade, a especificidade para certos tipos de cancro e especialmente a resisténcia
adquirida. Consequentemente, a investigacdo para o desenvolvimento de novos
analogos a cisplatina tem sido focalizada para ultrapasar tanto a resisténcia a cisplatina,
como também aliviar alguns dos mais graves efeitos secundarios. Igualmente,

0s compostos mais recentes t€ém procurado atingir a biodisponibilidade oral [223, 230].

1.4.3 Complexos multinuclear es de paladio com poliaminas biogénicas

A direccdo no desenvolvimento de novos agentes quimioterap€uticos levou a
sintetizacdo de compostos fora da esfera habitual de coordenagdo: complexos

organometalicos, complexos com o elemento metalico diferente de platina, como por
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exemplo paladio [231-233], complexos de platina com geometria trans [227, 228, 234],

ou complexos multinucleares [235].

Os complexos multinucleares de platina costituem uma Unica nova classe de
agentes anticancerigenos com propriedades quimicas e bioldgicas distintas das drogas
mononucleares de platina [236, 237]. As interac¢des dos complexos multinucleares com
o ADN s3o notavelmente diferentes das interacgdes da familia de compostos
mononucleares a base de cisplatina em uso clinico [236]. Foi também demonstrado que
os complexos multinucleares produzem adutos ao ADN cujo carécter ¢ diferente quando
comparado com os compostos mononucleares de platina convencionais [238-241],
sugerindo a possibilidade de escapar ao convencional mecanismo de resisténcia a

cisplatina relacionado com o reconhecimento e a repara¢cdo dos danos no ADN.

Ao analisar as relagdes entre a estrutura e a actividade dentro desta classe de
compostos, os complexos multinucleares de platina ligados a poliaminas lineares
representam uma nova sub-classe de compostos multinucleares com promissora
actividade pré-clinica [236, 237]. Uma série de trabalhos tém sido publicados sobre a
sintese de compostos com o centro metalico de Pd(II) [232, 233, 242, 243], como uma
alternativa a platina. Os resultados obtidos com os complexos de paladio indicam que
este tipo de compostos tém uma baixa actividade antitumoral, atribuida a alta labilidade
do centro de palddio e a alta reactividade de paladio com a maioria das moléculas
celulares que pode facilmente resultar numa reducdo da sua capacidade de ligar ao ADN

[232, 233].

Na tentativa de superar estes problemas, diversos autores [232, 233] tém
indicado que o uso de ligandos quelatantes podem reduzir a reactividade do centro de
paladio e que também podem provocar o deslocamento do equilibrio cis <> trans no
sentido da formagdo de isomeros cis. Além disso, o uso de ligandos quelatantes com
actividade biologica relevante e com afinidade para ADN em conjunto com o centro de
metal também poderia conferir propriedades de reactividade especifica aos complexos

de palédio.

As poliaminas biogénicas foram selecionadas porque sdo carregadas
positivamente e também estdo envolvidas na proliferagdo e diferenciagdo de células.

A potencial importancia destes ligandos em complexos de paladio foi sugerida num
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estudo in vitro [232], onde um complexo de paladio com espermidina mostrou maior
actividade antiproliferativa do que a cisplatina. Assim, complexos multinucleares com
dois ou trés centros metalicos andlogos a cisplatina e com poliaminas biogénicas como
ligandos [244-247] tém o potencial de superar a resisténcia a cisplatina e a carboplatina
devido a formagao de aductos maiores ao ADN, flexiveis, ndo-direccionais e capazes de

realizar ligagdes cruzadas das cadeias do ADN.

1.4.4 Ligandos

Os ligandos sdao moléculas que podem doar ou aceitar eléctroes para formar uma
ligacdo covalente coordenada com o atomo de metal central de um complexo de
coordenacdo [248]. Este termo ¢ especialmente usado para designar uma molécula
pequena que liga especificamente a uma molécula maior, por exemplo um antigeno que
liga a um anticorpo, uma hormona ou neurotransmissor que liga a um receptor ou um

substrato que liga a uma enzima.

1.4.4.1 Acido a - Lip6ico

O 4cido a-lipdico (ALA — “alpha lipoic acid”), igualmente conhecido como o
acido tioctico, ¢ uma coenzima natural presente nas células procariotas e eucariotas,
assim como nos animais e nas plantas. O composto foi isolado pela primeira vez em

1951 por Reed e colaboradores [249] dos residuos insoluveis de figado processado.

No corpo humano o acido a-lipdico ¢é sintetizado na mitocondria numa forma
ligada a uma proteina [250], a partir de um acido octanodico [251] e tem um papel
importante na producdo de energia e no catabolismo dos acidos a-ceto e dos
aminoacidos [252]. O ALA tem um centro quiral na posi¢ao 6 e existe como dois
enantiomeros: R (+) e S (-) acido a-lipdico, a mistura racémica sendo igualmente
referida como o acido tioctico [220]. Somente o isomero R do acido a-lipdico ¢

sintetizado endogeno e ligado a proteina.

O anel ciclopentano no 4cido lipdico inclui uma ponte dissulfidica que pode
sofrer uma redugdo reversivel nas células ao 4cido dihidrolipdico (DHLA -

“dihydrolipoic acid”) e transfere atomos de hidrogénio do piruvato ao FAD no sistema
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enzimatico de desidrogenase do piruvato, uma reagdo bioquimica importante na
producao de energia celular [220, 253]. Um produto biologico da oxidacao do ALA foi
identificado como o S-6xido 4cido lipdico (um tiolsulfinato) e ¢ designado por acido
B-lipoico (B-lipoic acid — BLA) ou o protogénio B [254-256]. As estruturas quimicas de

ALA e seus compostos relacionados estdo apresentadas na Fig. 1.25.

m/\/\/COOH KY\/\/COOH
* *

S—S SH SH
acido a-lipéico acido dihidroalipoico
S—S\\ S—S\\
O (@]

isdmer os de &cido B-lipdico
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Figura 1.25 — Estrutura molecular do acido a - lipdico e dos compostos relacionados.

ALA e DHLA sao antioxidantes soltiveis em dgua e em lipidos, sendo capazes
de limpar com muita eficiéncia as espécies reactivas do oxigénio, tal como o anido
superoxido, os radicais hidroxilo, o peroxido de hidrogénio (somente DHLA) [218, 257]
e anides de hipoclorito [217, 258] tanto nos compartimentos aquosos como também nos
compartimentos hidrofébicos da célula. Recentemente mostrou-se que in vitro ALA e
DHLA actuam como antioxidantes também contra os radicais dioxido e carbonato de
nitrogénio, derivados do peroxinitrito, com a forma¢do de um radical catido do acido
lipdico. No entanto, o mesmo seria menos provavel acontecer in vivo devido a
competi¢do com outros antioxidantes presentes em concentragdes elevadas no meio

fisioldgico [219].
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In vitro, ALA e DHLA exibem capacidades de quelagdao formando complexos
estaveis com os metais de transicdo, tais como Mn®", Cu®*", Zn** ¢ Pb*" com ALA e
Co™", Ni*", Cu®", Zn*", Pb*", Hg*", Fe*" ¢ Pd*" [199] com DHLA [259]. Assim, ALA e
DHLA podem proteger duma maneira eficaz contra a peroxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e a toxicidade causada pelos metais em sistemas bioldgicos
[260-262]. Os estudos mostram que somente o DHLA pode regenerar os antioxidantes
enddgenos, tais como as vitaminas C e E, a glutationa e a coenzima Q,, € reparar os
danos oxidativos [220, 263]. Por outro lado, o &cido lipdico na sua forma reduzida pode
mostrar efeitos pro-oxidativos [264, 265] que causam a oxida¢do das proteinas

celulares, mas esta ac¢ao € inibida na presenca de ALA [264].

Tendo em consideracdo as propridades unicas deste par redox, o acido lipdico
¢ésta utilizado como antioxidante em misturas racémicas como suplemento nutritivo
dietético por atletas, na dermatologia para impedir os efeitos do envelhecimento [266],
mas igualmente na terapia das doengas associadas ao dano oxidativo, tal como a
polineuropatia diabética [213], a esclerose multipla [215, 216, 267], a doenca do
Alzheimer e deméncias relacionadas [214]. O &cido lipdico pode também actuar como
tampao na terapia do cancro onde as drogas usadas sdo promotores conhecidos de dano
oxidativo, seja directamente como antioxidante contra os radicais livres,
ou indirectamente devido a sua accdo sinergistica com outros antioxidantes [212].
O ALA mostrou também ter um efeito pré-apoptotico em linhas de células tumorais,

surgindo daqui o seu potencial uso no tratamento de desordens neoplésicas.

Embora o acido lipoico esteja presente numa variedade de plantas (espinafre,
broculos, tomates, ervilhas, couves de Bruxelas, batatas, trigo [259] e nos alimentos
provenientes dos animais (rins, coragdo, figado — 6rgdos com actividade metabdlica
elevada [268]), a informacdo quantitativa sobre o conteido de acido lipdico livre ou a
sua forma ligada a proteina (lipoillisina) ¢ limitada. O consumo de dos alimentos ricos
em 4acido lipdico ndo parece aumentar o acido lipdico livre no plasma ou nas células
[269, 270], mas doses orais da mistura racémica do acido lipdico livre resultou em
aumentos transientes significativos no plasma e nas células, com uma absor¢do de

30-40% da dose oral [269, 271].
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Técnicas diferentes foram empregues para a determinagdo de ALA e de DHLA,
a partir de ensaios microbioldgicos [272] e colorimétricos [273], electroforese capilar
[274], cromatografia de gas [275] e HPLC com deteccdo ultravioleta, de fluorescéncia e
detec¢do electroquimica [259, 276]. Somente a deteccdo eletroquimica parece mais
eficaz por ser menos laboriosa e por conseguir distinguir entre a forma oxidada e
reduzida do acido lipdico. As técnicas electroquimicas foram empregues com sucesso
para a determinacdo do 4cido lipdico [277]. A desvantagem principal em usar métodos
eletroquimicos ¢ a necessidade de uma etapa de hidrolise no caso da forma ligada a
proteina do acido lipdico [276], mas um numero crescente de estudos estd a mostrar que
o acido lipoico livre ¢ a forma terapéutica mais importante [269, 271, 278-281], assim o
desenvolvimento de um procedimento conveniente e rdpido para a avaliacdo do
conteudo em acido lipdico € necessario, preferivelmente sem o uso de mediadores para

modificar a superficie do eléctrodo.

A oxidagdo electroquimica directa do acido a-lipdico num eléctrodo de carbono
vitreo [221] foi executada utilisando as técnicas de voltametria ciclica, de impulso
diferencial e de onda quadrada, num intervalo largo de pH, e serd apresentada no
Capitulo 4. O mesmo método foi empregado para a deteccdo do acido lipdico e a
determinagdo do seu conteudo em duas amostras comerciais, presentes no mercado
como suplementos nutritivos, o xarope Poli-MVA™ ¢ capsulas vegetais de acido

a-lipoico da Solgar (Solgar-ALA).

1.4.4.2 Poliaminas biogénicas. esper midina e esper mina

As aminas biogénicas sdo bases orgdnicas que ocorrem naturalmente em
animais, plantas e microorganismos, com uma gama extensiva de actividades bioldgicas
como neurotransmissoras, hormonas ou biomoduladores. As aminas biogénicas incluem
catecolaminas (dopamina, norepinefrina e epinefrina), indol-aminas (serotonina e
melatonina), imidazol-aminas (histamina) e poliaminas (putrescina, espermidina e
espermina). A acetilcolina também ¢ incluida nas aminas biogénicas. Os precursores das
aminas biogénicas sdo aminodcidos: tirosina (para catecolaminas), triptofano

(para indol-aminas), histidina (para imidazol-aminas) e ornitina (para poliaminas) [282].
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Embora sendo necessarias para muitas fungdes criticas no organismo humano e
animal, o consumo de alimentos que contém um alto teor de aminas biogénicas pode
causar efeitos toxicoldgicos. Nos alimentos, as aminas biogénicas sdo produzidas
principalmente pela quebra de aminoacidos devido a ac¢do de enzimas de origem
microbiana. A dose toxica de aminas biogénicas é fortemente dependente da eficiéncia
do metabolismo que pode variar consideravelmente entre individuos. As enzimas
implicadas no metabolismo destas aminas também podem ser inibidas através de
factores exdgenos. Sintomas podem ocorrer principalmente em conjunto com factores
potencializadores como alcool, outras aminas, medicamentos e doengas
gastrointestinais. Algumas das aminas biogénicas, especialmente as poliaminas
putrescina, cadaverina, espermidina e espermina, foram usadas como indicadores de

decomposi¢do dos alimentos [283].

As poliaminas sdo compostos alifaticos policatiénicos presentes em todas as
células eucariotas em concentragdes relativamente altas, frequentemente ao nivel
milimolar [15, 284], com um papel significante na regulagdo e proliferacao das células
normais e malignas. As poliaminas afectam a proliferacdo da célula, a diferenciacdo, a
réplicagdo do ADN, a sintese de proteinas e a actividade de varias enzimas. O conteudo
de poliaminas em células tende a ser stoiquiométrico com o conteudo do ARN, sendo
concentradas nos ribosomas e também no nucleo. Dois moles de poliaminas estdo

normalmente presentes por cada mol de qualquer tRNA isolado [15].

Em condigdes ionicas fisioldgicas as poliaminas s3o carregadas positivamente.
Os grupos de fosfato negativamente carregados no ADN sao entdo objectivos principais
para a interaccdo de poliaminas por forgas electrostaticas, estabilizando o ADN contra
desnaturacdo térmica [285] e dano por radiacdo [286]. Além disso, as poliaminas sdo
capazes de provocar uma transi¢do conformacional no poly(dG-dC) da sua forma
habitual de B-ADN dextrogira para a forma levogira de Z-ADN [287, 288].
Por exemplo, a espermina ancorada no sulco maior do B-ADN estabiliza o complexo
assim formado, maximizando as interac¢des entre os aceitadores de protdes no ADN e
os doadores de protdes da espermina [289]. As poliaminas também podem estabilizar a

estrutura do ADN dobrado ou condensado em super-hélices [290, 291].
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O interesse no estudo clinico das poliaminas surgiu depois da demonstragao por
Russell em 1971 de uma excrecdo elevada das mesmas na urina de pacientes com
cancro [292, 293]. A investigacdo anterior ja tinha mostrado a presenca das poliaminas
livrtes em doencas como cistinuria, raquitismo e até em urina normal [294-296],
enquanto Perry e colegas mostraram a presenca de formas conjugadas de poliaminas na

urina de pacientes esquizofrénicos [297].

O aumento das poliamnas nos sistemas proliferativos ¢ devido ao facto que a
actividade da enzima ornitina descarboxilase (ODC), que d4 origem a putrescina,
¢ estimulada em qualquer "processo de crescimento” [298]. A biogénese de poliaminas

¢ mostrada em Fig. 1.26.

H, Hy, H
H,N—C —C —C—COOH
Ornitina
NH,
OoDC
-CO,

\

H, H, H, Hy

Putrescina

Espermidina Sintetase

\

H
HoN——(CHy)3——N—(CH2),——NH;
Espermidina

Espermina Sintetase

H H
HaN——(CHajz——N—(CHy);——N——(CHy)3s——NH;
Espermina

Figura 1.26 — Reprezentagdo esquematica da biogénese de poliaminas alifaticas [298].

A putrescina ¢ formada directamente do amino 4cido ornitina,
por descarboxilagdo do mesmo, e em seguida ¢ convertida em espermidina pela

espermidina sintetase por transferéncia de um grupo propilamino. A espermina, a mais
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complexa poliamina encontrada s6 em células eucariotas, ¢ formada por transferéncia de
um segundo grupo propilamino ao espermidina. Como breve nota historica, foi em 1678
que o Anthony von Leeuwenhoek, com um dos primeiros microscopios, observou a

espermina nos cristais de sal de fosfato em s€émen humano [299].

Foi observado que a producdo de espermidina é favorecida por niveis altos de
ODC e de espermidina sintetase, ¢ estd relacionada com o processo de crescimento
efectivo. A producdo e acumulacdo de espermina surge devido a alta actividade da
enzima espermina sintetase, mas actividade baixa da ODC, estando relacionada com o

processo de diferenciacdo da célula [298].

Russell usou o conhecimento da biogénese de poliaminas para avaliar o sucesso
quimioterapéutico no cancro, sendo que o crescimento rapido associado com o estado
neoplasico ¢ caracterizado pelo aumento da produgdo, e excrecdo, de putrescina e
espermidina [300, 301]. Mas a maioria das células contém muito mais espermidina e
espermina do que putrescina [298] e, embora um bom resultado do tratamento fosse
uma diminui¢do da producdo de poliaminas, o efeito imediato da terapia ¢ a libertacdo
de quantidades significativas de espermidina e espermina das células destruidas.
Este mesmo efeito foi mostrado pelo grande aumento de espermidina no protoplasma e

urina durante os primeiros dias de terapia eficaz [300, 301].

Foi também observado que embora os niveis de poliaminas aumentam nos
cancros, outras condigdes patoldgicas que envolvem a proliferacdo celular, morte
celular, condi¢des inflamatorias e infecgdes bacterianas mostram também niveis
elevados de poliaminas. O uso da analise de poliaminas como teste para deteccao do

cancro foi criticado devido aos resultados falso-positivos [298, 302].

. . , . ~ Lt~ + 2+ r
As poliaminas tem vérias fungdes, desde a substitui¢do do K™ e Mg~ nas células
[303] até cumprir um papel essencial na regula¢do da sintese dos acidos nucleicos e
proteinas. As poliaminas também podem modular os canais i6nicos do coragao,

dos musculos e dos neurénios [304].

A sintese de poliaminas ¢ regulada fortemente através da enzima ODC cuja
concentragdo aumenta rapidamente na maioria das espécies com a iniciacdo na
diferenciagdo celular ou com a transformagao para um estado neoplésico. A sintese da

enzima parece ser regulada por repressdo pela espermidina, através de um mecanismo
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de feedback, e por inactivacdo na presenga de um certo nivel de putrescina [15].
Um outro mecanismo de inactivacao ¢ a sintese de um inibidor especifico chamado
antizima com respeito a presenca de putrescina, espermidina ou espermina. Se a sintese
celular de poliaminas for inibida, a divisdo celular ¢ parada ou severamente retardada,

mas o suplemento exdgeno de poliaminas restabelece a taxa de crescimento das células.

Tanto as células procariotas como também as células eucariotas [15] tém um
sistema transportador de poliaminas na membrana que facilita a internalizacdo de
poliaminas exdgenas [305]. Este sistema ¢ altamente activo em células que proliferam
rapidamente e ¢ actualmente o objectivo de alguns estudos para o desenvolvimento de
novas terapias anti-cancro através da combinacdo de varios inibidores da sintese de
espermidina, ou dos precursores de outras poliaminas, que podem reduzir a velocidade

de divisdo celular.

No que respeita ao catabolismo das poliaminas, os mecanismos estdo menos
entendidos do que a biogénese das mesmas. A oxidagdo da espermina a espermidina,
e em seguida a putrescina, parece acontecer no organismo € uma quantidade
significativa destas diaminas ¢ excretada na urina [15]. Em geral, todas as aminas
biogénicas sofrem desaminagdo oxidativa, metilagdo, acetilacdo e/ou hidroxilagdo e os
metabolitos sdo excretados na urina [283]. De ponto de vista clinico, as doencgas
hiperproliferativas sdo caracterizadas por niveis altos de poliaminas na urina e ¢
esperado que a inibicdo adequada da divisdo celular possa permitir o tratamento
quimioterapéutico mais agressivo do cancro. Paradoxalmente, foi também comprovado
que os metabolitos resultantes da oxidacdo de poliaminas funcionam como inibidores

efectivos da proliferagdo das células [303].

Com o objectivo de encontrar novas terapias anticancro, recentemente as
poliaminas foram contempladas no desenvolvimento de novas drogas terapéuticas,
sendo empregadas como ligandos em complexos de metais multinucleares [232, 233,
236, 244-246]. Estes complexos contém mais do que um centro metalico para uma
eficacia maior na ligagdo ao ADN, e foram pensados como alternativas melhoradas para

a cisplatina, cuja actividade anti-cancro, mas também toxicidade, ¢ bem conhecida.

Nestes complexos, as poliaminas, particularmente a espermidina e a espermina,

podem formar um tipo de andaime molecular devido aos grupos catidnicos localizados a
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intervalos regulados, tornando possivel a ligagao selectiva aos grupos electronegativos

do ADN.

A técnica mais comum para a analise de aminas biogénicas ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, que usa a derivatizacdo com varios reagentes para a detec¢ao
por fluorescéncia e/ou absor¢do UV [306-308]. A cromatografia de pares ionicos ¢
também uma técnica frequentemente usada, especialmente para a separagao de aminas
biogénicas ndo-derivatizadas, mas também em conjunto com a derivatizagcao pos-coluna

[309, 310].

A electroforese capilar para a analise de aminoacidos pode ser aplicada para a
analise de aminas biogénicas, com as mesmas técnicas de derivatizagao e modos de
detec¢do, mas os parametros de separa¢do requerem uma optimiza¢do adicional [283].
A detecgao de fluorescéncia induzida por diode laser habilita a deteccdo de analitos com

os métodos de electroforese capilar [311].

Biossensores electroquimicos (amperométricos) para a determinagao do
conteudo de aminas em frutas tém sido fabricados utilizando diamino oxidase (DAO) e
poliamino oxidase (PAO) imobilizadas covalentemente numa membrana polimérica.
As enzimas na presenga de seus substratos produzem H,O, que foi detectado num
eléctrodo de platina, com um limite de deteccdo das poliaminas espermidina e
espermina de 10 mol I'". O intervalo linear para a analise de poliaminas nas amostras
reais foi de 2x10° — 5x10° mol 1! e um tempo de vida de 45 dias [312].
A electrooxidacdo quantitativa das poli(aminas) alifaticas tem sido realizada nos
eléctrodos de (ou modificados com) diamante dopado com boro [313-315] ou eléctrodos
de carbono vitreo modificados com niquel [316], utilizando FIA-EC com detecgdo

amperométrica.

Um estudo electroquimico da oxidagdo directa das poliaminas biogénicas
espermidina e espermina no eléctrodo de carbono vitreo [317] foi efectuado utilizando
as técnicas de voltametria ciclica, de impulso diferencial ¢ de onda quadrada,
num intervalo largo de pH. A técnica de de impulso diferencial foi utilizada também
para seguir a interac¢do das mesmas poliaminas com o ADN, em incubagdes de curta e

longa duragdo, os rezultados sendo apresentados no Capitulo 6.
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1.5 Electroquimica na car acterizacéo e uso de eléctrodos modificados e

biossensor es

1.5.1 Principios de electroquimica

A electroquimica [318] estuda os fendémenos quimicos associados a separagdo de
cargas. A separagdo de cargas pode levar a transferéncia de carga, esta podendo ocorrer
homogeneamente em solu¢do, ou heterogencamente na superficie do eléctrodo.
Para assegurar a electroneutralidade, ocorrem duas ou vérias reacgdes de transferéncia
de carga, em direccdes opostas. Normalmente as reac¢des de transferéncia de carga
estdo separadas no espaco, ocorrendo em eléctrodos diferentes, imersos em solugdo

numa célula electroquimica.

Uma célula electroquimica consiste num recipente com uma geometria variavel
dentro do qual sdo imersos trés eléctrodos independentes numa solugdo, estando estes
ligados por meios condutores, na solu¢do através do electrdlito de suporte,

e externamente através de fios ligados a um potenciostato.

Os eléctrodos sao: o eléctrodo de trabalho, que ¢ o eléctrodo onde ocorre a
reaccdo electroquimica de interesse, o eléctrodo de referéncia, que representa o
eléctrodo ao potencial do qual sdo referidos os outros potenciais em termos de uma
diferenca de potencial, e o eléctrodo auxiliar, sendo entre este e o eléctrodo de trabalho

que flui a corrente dentro da célula electroquimica através da solucao de electrolito.

Quando a soma das variagdes de energia livre em ambos os eléctrodos ¢
negativa, a energia eléctrica libertada pode ser aproveitada (baterias). Se for positiva,
energia eléctrica exterior ¢ fornecida para que as reagdes de eléctrodo ocorram de

maneira a converter as substancias quimicas (electrolise).

O processo de transferéncia de carga, que na maioria dos casos envolve a
transferéncia de electrdes [319], no caso mais simples pode ser representado de seguinte

forma:
O+ne” >R,

onde O ¢ a espécie oxidada e R a espécie reduzida, O recebendo n electrdes para se

transformar em R.
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O par O/R tem associada uma energia, designada por energia redoX, FEredoxs
que pode ser relacionada com o potencial de eléctrodo. Os electrdes no eléctrodo (que ¢
um condutor) t€ém uma energia maxima que ¢ distribuida a volta do nivel Fermi, o nivel
electrénico ocupado mais elevado, Ep, e € sO neste circuito que os electrdes podem ser

fornecidos ou recebidos.

Para uma redugdo, os electroes transferiveis a partir do eléctrodo devem ter um
minimo de energia antes da transferéncia poder ocorrer, o que corresponde a um
potencial suficientemente negativo (em volts). Para uma oxidagdo existe uma energia
maxima que o menor nivel desocupado do eléctrodo pode ter, a fim de receber electroes
a partir das espécies na solucao, correspondente a um potencial suficientemente positivo

(em volts).

Quando se aplica um potencial conhecido ao eléctrodo de trabalho durante uma
experiéncia  electroquimica, as espécies electricamente carregadas  serdo
electrostaticamente atraidas para a superficie do eléctrodo; as espécies ndo carregadas
também podem ser atraidas para a superficie do eléctrodo por adsorcdo. Portanto,
quando se descreve um processo de eléctrodo deve ter-se em conta tanto o transporte

das espécies para a superficie do eléctrodo como a propria reacgdo do eléctrodo.

Na célula electroquimica, o movimento de material designa-se por transporte de
massa [320]. Os trés tipos de transporte mais importantes na electroquimica sdo:
a difusdo, a convecg¢do e a migragdo. A difusdo representa o transporte das espécies
devido a um gradiente de concentragdo, a convec¢dao deve-se a0 movimento mecanico
do fluido e a migragdo ¢ o movimento das espécies carregadas devido a sua interac¢ao

com um campo eléctrico.

Para efeitos electroanaliticos sdo criadas condigdes especiais na solucdo através
da adicdo do electrolito de suporte para que a migragdo possa ser negligenciada.
Se existir convec¢do, normalmente controlada do exterior, € provavel que ocorra a uma
distancia da superficie do eléctrodo conhecida por espessura da camada de difusdo.
Na proximidade da superficie do eléctrodo (camada de difusdo) as espécies sdo
transportadas s6 através de difusdo. Uma representagdo esquematica dos processos de

eléctrodo esta na Fig. 1.27.
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Figura 1.27 — Esquema de transferéncia de electrdo num eléctrodo [318].

Desta figura distinguem-se alguns parametros importantes:

(1) O coeficiente de transferéncia de massa, Ky, que descreve o processo de difusdo
da solugdo fora da camada de difusdo. O processo de difusdao ¢ descrito pelas leis do
Fick, sendo a primeira lei que descreve a difusdo e a segunda lei descrevendo a variagao

da concentragdo com o tempo.

(i1) As constantes de velocidade de transferéncia de carga anddica e catddica, k,, k.,
que descrevem a cinética da reac¢ao do eléctrodo. Estas constantes sdo descritas pelas

equagdes de Butler-Volmer [321, 322]:

ka = ko explaanF(E-E° )/RT]

ke = ko exp[-acnF(E-E” )/RT),

onde ko ¢ a constante de velocidade padrdao da reaccdo electroquimica; a, € o, sdo os
. n . , qe . , qe 0
coeficientes de transferéncia de carga anddica e respectivamente catddica; £ € o

potencial formal do sistema. As constantes de velocidade de transferéncia de carga &, e
k. dependem do potencial e da constante de velocidade padrdo, o que conduz aos

seguintes casos extremos:

64



1. Introdugédo

° kq << ko, corresponde ao caso em que a cinética da reagdo do eléctrodo ¢ muito
mais rapida que o transporte. Entdo, para qualquer potencial ha sempre
equilibrio na superficie do eléctrodo. A corrente ¢ determinada s6 pelas
diferengas de energia electronica entre o eléctrodo e as espécies na solucdo e a
sua velocidade para alcangar a superficie do eléctrodo. Isto ¢ o caso de uma

reacgao reversivel.

. kq >> ko, corresponde ao caso em que sdo atingidos potenciais muito elevados
para que a reacgdo ocorra. O transporte de massa ndo tem qualquer influéncia
para a velocidade do processo que € governado pela cinética lenta da reacgao.

Isto é o caso de uma reacgao irreversivel.

(iii) A dupla camada electrolitica, e a regido interfacial em solu¢do onde ocorrem as
reaccdes electroquimicas e onde o valor do potencial electrostatico difere daquele do
interior da solucdo. A designagdo de “dupla camada” reflecte os primeiros modelos
desenvolvidos para descrever esta regido. O conceito basico consistia num ordenamento
de cargas positivas ou negativas na superficie do eléctrodo e num ordenamento em
quantidade igual e de carga oposta na solugdo para neutralizar a carga do eléctrodo.
A fungao do eléctrodo destinava-se apenas a fornecer/remover electroes a/da interface,
dependendo da carga na interface e do potencial aplicado. A constante de
proporcionalidade entre o potencial aplicado ao eléctrodo e a carga devida as espécies

ordenadas na regido interfacial na solugdo ¢ a capacidade da dupla camada.

Em todas as experiéncias electroquimicas considera-se que durante a reac¢do de
oxidacdo o eléctrodo de trabalho funciona como receptor de electrdes transferidos e a
corrente tem um valor positivo, a corrente anoddica, I,. Ao contrario, durante uma
reac¢do de reducdo o eléctrodo de trabalho funciona como dador de clectrdes ¢ a

corrente registada tem um valor negativo, a corrente catddica /..

1.5.2 Eléctrodos de carbono

A escolha de um material de eléctrodo depende em principal do intervalo util de
potencial do eléctrodo no solvente utilizado, e da qualidade e pureza do material.

O carbono existe em diversas formas condutoras. As reagdes electroquimicas sao
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normalmente mais lentas no carbono do que nos eléctrodos metélicos, a cinética da
transferéncia electronica sendo dependente da estrutura do material e da preparagao da
superficie. O carbono tem uma grande actividade superficial, o que explica a sua
susceptibilidade ao bloqueamento do eléctodo por compostos organicos. Na superficie
de carbono podem ser realizadas ligagdes com hidrogénio, grupos hidroxilo e carbonil,

o que significa que o comportamento desses eléctrodos pode ser sensivel ao pH [318].

Diversos tipos de carbono sdo utilizados como eléctrodos. Estes incluem
carbono vitreo, fibras de carbono, carbono negro, e varias formas de grafite e de pasta
de carbono, constituido por particulas de grafite em contato incorporadas numa matriz

inerte. Todos estes tipos de carbono sio de configuracio sp”.

Nos estudos electroquimicos provavelmente o mais utilizado é o carbono vitreo,
que € isotropico. Mas o carbono vitreo ndo deve ser confundido com carbono amorfo.
A TUPAC afirma: " O carbono de tipo vitreo ndo pode ser descrito como carbono
amorfo porque ¢ constituido por elementos estruturais bi-dimensionais € ndo apresenta
ligagdes pendentes" [323]. Devido a sua dureza e fragilidade, a fabricacdo dos
eléctrodos de carbono vitreo ¢ dificil. A fabricacdo consiste na carbonizagdo por
aquecimento de polimeros fenol / formaldeido ou de poliacrilonitrilo entre 1000 e
3000 °C e sob pressao. O carbono vitreo ¢ impermeavel a liquidos e gases, facil de polir
e compativel com todos os solventes comuns. Estas propriedades tém conduzido a sua
utilizagdo generalizada na electroquimica para determinar o mecanismo de vérias

reaccdes e na analise voltamétrica.

A resisténcia do carbono vitreo ¢ suficientemente baixa para ser insignificante na
maioria das aplicagdes electroanaliticas. A estrutura de poros desconexos impede a
entrada de solvente, mas foi descrita a insercdo pouco profunda de ides de electrdlito
nos poros localizados na superficie do eléctrodo. As cavidades ocasionais, originadas
pela formagdo de bolhas de gas durante o tratamento térmico, cobrem uma pequena
fragdo da 4rea do eléctrodo e ndo parecem afectar significativamente a resposta
electroquimica. A rugosidade da superficie depende assim da técnica de preparacdo, e
foram relatados factores de rugosidade no intervalo de 1,3 a 3,5, [324, 325].

Noédulos com diametros de 50 a 300 nm foram também observados por microscopia
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electronica de varrimento (SEM) e microscopia de tinel de varrimento (STM), com

uma contribui¢do adicional a rugosidade da superficie [324].

A capacitancia observada apos o tratamento térmico do carbono vitreo ¢ bastante
baixa, 10 — 20 pF/cm?. Este ¢ a que mais se aproxima do valor para uma dupla camada
classica, sem o caracter anomalo de semi-metal do eléctrodo. Para a grande maioria dos
eléctrodos de carbono vitreo polidos, a capacitancia observada ¢ maior, variando de
30 4 70 pF/cm®. Parte deste aumento deve-se a rugosidade, mas também aos processos
superficiais faradaicos ou de adsor¢@o. A corrente basal do carbono vitreo ¢ geralmente
maior do que nos compositos de grafite, porque toda a superficie ¢ activa. Embora a
capacitincia observada para o carbono vitreo seja geralmente maior do que para a Pt,
a oxidacdo do carbono ¢é cineticamente lenta, e o intervalo anddico do carbono vitreo ¢
significativamente mais positivo do que da Pt. Esta propriedade tornou o carbono vitreo
num eléctrodo atractivo para os estudos de oxidacdo, particularmente em solugdes

aquosas [320].

1.5.3 Técnicas de voltametria

A voltametria [318] consiste na medicdo da corrente que flui através do
eléctrodo de trabalho em fun¢do de um potencial aplicado. A aplicagdo de um potencial
ao eléctrodo origina uma corrente faradaica, /r - directamente relacionada a transferéncia
de carga, e uma corrente capacitiva, Ic - necessaria para organizar as moléculas e os i0es

presentes na dupla camada. A corrente total registada ¢:

I, =1.+1,

Em cada experiéncia voltamétrica o potencial aplicado, tal como a corrente
medida, variam com o tempo. A curva de corrente em func¢do de potencial, / = I (E), que
¢ registada no decorrer de um ensaio voltamétrico ¢ designada por voltamograma.
A variagdo do potencial com o tempo ¢ designada por velocidade de varrimento, v.
A corrente registada mede a velocidade da reacdo electroquimica que ocorre na regiao
interfacial entre o eléctrodo € a solugdo e da informacdes sobre o mecanismo de reac¢ao
electroquimica. Dos métodos disponiveis para estudar os processos de eléctrodo, os

métodos de varrimento de potencial sdo provavelmente os mais usados.
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As técnicas de varrimento de potencial t€ém sido utilizadas para identificar as
espécies presentes em solucdo, para obter dados qualitativos e quantitativos e para
estudar a natureza e os mecanismos das reagdes electroquimicas que ocorrem no sistema
[326, 327]. A andlise e a interpretacdo dos voltamogramas permite a determinagdo de

parametros cinéticos e termodinamicos.

No presente trabalho foram empregues trés técnicas de voltametria:
a voltametria ciclica (CV - “cyclic voltammetry”), a voltametria de impulso diferencial
(DPV - “differential pulse voltammetry”), e a voltametria de onda quadrada (SWV -

“square wave voltammetry”).

1.5.3.1 Voltametriaciclica (CV)

A voltametria ciclica ¢ a técnica mais utilizada para a aquisi¢do de informagdes
qualitativas sobre as reacdes electroquimicas. Esta técnica é muitas vezes a primeira
experiéncia realizada num estudo electroanalitico devido a sua capacidade de fornecer
rapidamente informacgdes consideraveis sobre a cinética das reacdes de transferéncia de
eléctrdes e sobre as reagdes quimicas acopladas ou processos de adsorgdo.
Em particular, a voltametria ciclica oferece uma rapida localizagdao dos potenciais redox
da espécie eléctroativa, e uma avaliagdo imediata do efeito do meio sobre o processo

redox.

Nesta técnica, o potencial aplicado ao eléctrodo varia de forma linear a uma
velocidade de varrimento constante v = dE/d¢ entre um potencial inicial (£j) e um
potencial final (Ey), previamente escolhidos, Fig. 1.28. Ap6s o inicio do varrimento de
potencial, quando se atinge o valor En.x 0 sentido do varrimento € invertido e ¢ varrido
até Enin, € assim sucessivamente, de uma forma ciclica que d4 o nome a técnica.

O sentido de varrimento de potencial pode ser positivo ou negativo.

Para uma reaccdao descrita pela equacdo O + ne'— R, s6 com espécies O
inicialmente  presentes na solucdo, durante o varrimento sdo geradas
electroquimicamente espécies R, quando o potencial aplicado se torna suficientemente
“negativo”. Esta redugdo ¢ acompanhada por uma corrente catddica cujo valor aumenta
até que a concentracao de O ¢ praticamente zero. Neste instante, a corrente comega a

diminuir com a conversdo de O para R.
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1. Introdugédo

EA

min

Figura 1.28 — Representacdo esquematica da aplicagdo de potencial com o tempo em
voltametria ciclica; E; — potencial inicial, Er— potencial final, £, — potencial maximo,

Ein — potencial minimo [318].

Ap6s a inversao da direc¢dao do varrimento para o sentido positivo, as espécies R
sdo oxidadas de volta para O, conforme indicado pela corrente anddica [328].
Assim, a voltametria ciclica ¢ capaz de gerar rapidamente uma nova espécie durante o
varrimento e, em seguida, analisar a espécie gerida no varrimento em sentido contrario,

um aspecto muito importante desta técnica [320].

Na voltametria ciclica, os parametros importantes que permitem a caracterizacao
do processo de eléctrodo sdo: o potencial do pico anddico (E£p,), a intensidade maxima
de corrente que resulta da reac¢do de oxidagdo ou pico de corrente anddica (Zpa),
o potencial de pico catodico (Ep) € a intensidade maxima de corrente que resulta da
reacgdo de redugdo ou pico de corrente catodica (I,c), Fig. 1.29. As correntes de pico
tém uma relagdo de proporcionalidade com a velocidade da reacgao de transferéncia de

carga e com a concentragdo da espécie electroactiva em solucao que sofre essa reacgao.

Existem vdrias relagdes entre os parametros definidos e a velocidade de
varrimento de potencial que fornecem informagdes de natureza termodindmica e
cinética, que permitem caracterizar o sistema. Um par redox na qual ambas espécies
trocam rapidamente electrdes com o eléctrodo de trabalho ¢ denominado como par

electroquimicamente reversivel.
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Figura 1.29 — Voltamograma ciclico para um sistema reversivel.

As condi¢des necessarias para diagnosticar um sistema reversivel através de

voltametria ciclica sdo:
. I,~v
. E, independente de v
o AE, = |Ep — Epl = 57/n (mV)
o |Ey, — Epp| = 56,6/n (mV)

o [pa/Ipe| = 1

A irreversibilidade electroquimica ¢ causada pela lentidao da troca de electrdes
das espécies redox com o eléctrodo de trabalho. Se as condi¢cdes acima mencianadas nao
sdo verificadas, o sistema pode ser considerado como quasi-reversivel ou irreversivel.
A extensdo da irreversibilidade de um sistema intensifica-se com o aumento da
velocidade de varrimento, € o valor da razao /,./I,. torna-se diferente de 1. Verifica-se
ainda, em comparacdo com o caso reversivel, uma diminui¢do das correntes de pico e

uma maior separagdo entre picos anodicos e catddicos.
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1. Introdugédo

Para um sistema irreversivel o voltamograma ciclico apresenta picos de corrente
que ndo tém associados picos inversos no varrimento em sentido oposto. Os critérios

para identificar um sistema irreversivel sdo:

. | E,— Eyn | =47,7/(an’) (mV)
. | dE,/d 1g v =29,6/(an’) (mV)
o E, dependente de v.

sendo n' o namero de electrdes transferidos no passo determinante da velocidade, € « o
coeficiente de transferéncia de carga electroquimica. Para um sistema quasi-reversivel a
cinética das reaccoes de oxidacao e de reducao tem de ser considerada simultaneamente.

A solu¢ao matematica ¢ mais complexa, contudo, ha solugdes tedricas numéricas.

As espécies adsorvidas levam a mudangas na forma do voltamograma ciclico,
uma vez que elas nao precisam difundir para a superficie do eléctrodo. Em particular,
se sO as espécies adsorvidas sdo oxidadas ou reduzidas, Fig. 1.30, no caso de uma
cinética rapida o voltamograma ciclico é simétrico, com o potencial dos picos de

oxidagao e reducao coincidentes [329].

10 nA ]

50 mV >

90)6 mV

Figura 1.30 — Voltamograma ciclico para Pyjive. adsorvido na superficie do carbono vitreo em

tampao fosfato 0,1 M pH 7,2. Velocidade de varrimento 25 mV s™ [329].
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No caso da adsor¢dao de um reagente ou de um produto de uma reaccao de
eléctrodo, a forma da curva voltamétrica ¢ modificada e podem ocorrer duas situagdes

distintas:

(1) a velocidade de reaccdo das espécies adsorvidas ¢ muito maior do que a das
espécies em solugdo, entdo considera-se apenas a reaccdo das espécies

adsorvidas;

(i1) ¢ necessario considerar as reac¢des tanto as espécies adsorvidas, como das que

se encontram em solugao.

Na Fig. 1.30 esta representado o voltamograma ciclico de uma reaccdo
reversivel em que sé as espécies adsorvidas O e R contribuem para a reacgao total.
A curva corrente-potencial para a espécie O adsorvida inicialmente e para uma cinética

de eléctrodo rapida ¢ dada por:
I, = nFAvI'/ 4RT

onde /"¢ a concentracdo de superficie da espécie adsorvida, R € a constante dos gases
ideais, T ¢ a temperatura absoluta, [, ¢ o valor da corrente de pico, n ¢ o numero de
electrdes transferidos, /' ¢ constante Faraday, 4 ¢ a superficie do eléctrodo e v € a

velocidade de varrimento.

Esta equacdo ¢ valida s6 para velocidades de varrimento inferiores a 10 mV s,
e a partir dela pode calcular-se, para sistemas reversiveis, que a largura a meia altura do
pico de corrente ¢ W;, = 90,6/n (mV), o que permite determinar o numero de electrdes

transferidos.

Com o aumento da velocidade de varrimento, o sistema perde a sua
reversibilidade e a curva corrente-potencial ndo continua simétrica devido a um
afastamento progressivo dos picos, anodico e respectivamente catddico. Nesta situagdo

¢ possivel determinar a constante de velocidade padrao, ko, utilizando a equagao:
ko = (an)Fve/ RT

onde v, ¢ a velocidade de varrimento para a qual o sistema perde a sua reversibilidade.
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1. Introdugédo

Um sistema electroquimico pode apresentar varios picos anddicos e catddicos se
houver diferentes passos na mesma reaccdo ou uma outra reacgdo electroquimica.
O aparecimento e a posicao dos picos seguintes sdo dependentes da facilidade desta
segunda reaccdo electroquimica em relacdo a primeira, ¢ ndo ¢ sempre facil obter a
resolucdo do mecanismo. No entanto, através da escolha do intervalo de potencial ou dos
potenciais de inversao do varrimento, ¢ possivel identificar os picos que aparecem no
varrimento inverso ou nos varrimentos seguintes, e relaciona-los com os que ocorrem no
varrimento inicial. A partir destas informagdes, um mecanismo redox para uma éspecie

dada pode ser proposto.

1.5.3.2 Voltametria de impulso diferencial (DPV)

A Dbase de todas as técnicas de impulso ¢ a diferenca na velocidade de
decaimento das correntes capacitivas e faradaicas depois de se aplicar um degrau de
potencial (ou "impulso"). Um degrau na aplicagdo de um potencial ou corrente
representa uma modificacdo instantdnea do sistema electroquimico. A andlise da
evolucao do sistema apos a perturbacdo permite avaliar as reac¢des no eléctrodo e a

velocidade de reacgao.

Depois da aplicacdo de um impulso de potencial, a corrente capacitiva decai
exponencialmente com o tempo, enquanto que a corrente de origem faradaica,
proveniente da reaccdo electroquimica decai a uma velocidade inferior, proporcional a
1/¢", a corrente total sendo medida no final do impulso. Este tipo de amostragem tem
a vantagem de um aumento na sensibilidade e melhores caracteristicas para aplicagdes
analiticas. Em eléctrodos so6lidos [318], hd uma vantagem adicional de discriminag¢do

contra o bloqueamento do eléctrodo por adsorg¢ao.

A técnica de voltametria de impulso diferencial, Fig. 1.31A, mede a diferenga
entre duas correntes depois de aplicar impulsos de potencial sucessivos com uma
amplitude de impulso AE, em intervalos periodicos de tempo t. O potencial base €
incrementado entre os impulsos, resultando uma rampa ou escada de potencial, com o
valor do incremento sendo sempre o mesmo, AE;. A corrente ¢ medida imediatamente
antes da aplicacdo do impulso, /;, e no final do impulso, I, e a diferenca entre as duas

correntes ¢é registrada, Fig. 1.31B.
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Figura 1.31 - A) Esquema de aplicagdo de potenciais; B) Resposta tipica [318].

O tempo t, durante o qual o impulso de potencial ¢ aplicado define a largura do
impulso. O tempo 1’ ¢é o intervalo entre duas aplicagcdes sucessivas de impulso e
determina conjuntamente com o valor de AE; a velocidade de varrimento v = t AE.

Em voltametria de impulso de potencial v varia normalmente entre 1 ¢ 10 mV s™,

Como esta técnica ¢ um método diferencial, a resposta ¢ semelhante a da
primeira derivada de um voltamograma convencional [318], ou seja, um pico.
O potencial do pico, E,, pode ser identificado com o Ej, para um sistema reversivel,
mas com o aumento da irreversibilidade o E, afasta-se do Ej, € a0 mesmo tempo a

largura do pico aumenta e a sua altura diminui.

Quando a amplitude de impulso AE, — 0, a largura a meia altura W;,, do pico de
corrente € inversamente proporcional com o nimero de electrdes transferidos (91/n),
0 que permite caracterizar o mecanismo da reac¢do de transferéncia de carga para
amplitudes de impulso pequenas. A escolha da amplitude para o impulso de potencial
AE,, deve ter em consideragdo a reac¢do em estudo e a sensibilidade exigida, uma vez
que grandes amplitudes geram correntes capacitivas residuais que podem diminuir a
possibilidade de detectar a corrente faradaica. A corrente do pico I, é proporcional a

concentragdo do analito, mas também depende da velocidade da reacgao electroquimica.
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1. Introdugédo

1.5.3.3 Voltametria de onda quadrada (SWV)

Com avancos na instrumentagdo, a voltametria de onda quadrada (SWV -
“square wave voltammetry”) tornou-se uma importante técnica analitica. Nesta técnica
o potencial aplicado € constituido por uma onda quadrada de amplitude constante AE,
sobreposta a uma escada de potencial com degraus de amplitude AEs e com um periodo
7, Fig. 1.32A, [318, 330]. Durante cada ciclo de frequéncia f = v, um impulso de
potencial positivo ¢ aplicado ao eléctrodo durante metade do ciclo a que se segue,

na restante metade, a aplicacdo de um impulso de potencial negativo.

A corrente ¢ medida antes do fim de ambos os impulsos, positivo ¢ negativo,
ap6s cada metade do ciclo. A corrente total, Al ou /; que ¢ registada, corresponde a
diferenca entre a corrente /(1) registada no final do impulso de potencial directo —
corrente directa (/r - “forward current”), e a corrente /(2) registada no final do impulso
inverso — corrente inversa (I, - “backward current”), com a corrente /(2) de sinal
contrario a corrente /(1). Esta diferenca de correntes ¢ mostrada como uma fung¢ao do
potencial aplicado, Fig. 1.32B, e dela resulta que, para sistemas reversiveis

Al =1(1)—I(2) ¢ maior do que /(1).

A B

A=1D-1Q

Fig. 1.32- A) Esquema de aplicacdo de potenciais; B) Resposta tipica [318].
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A maior sensibilidade apresentada pela voltametria de onda quadrada
relativamente a voltametria de impulso diferencial, no caso de sistemas reversiveis,
resulta do tipo de amostragem e tratamento da corrente apresentado acima. A técnica
também permite uma maior rapidez de analise, sendo possivel utilizar velocidades de
varrimento efectivas da ordem de 1,0 V s™', o que diminui o consumo das espécies a

analisar e elimina practicamente o bloqueamento da superficie do eléctrodo.

Uma vez que a corrente ¢ amostrada em ambos os sentidos, positivo e negativo,
as correntes correspondentes a oxidacdo ou reducdo da espécie electroactiva na
superficie do eléctrodo podem ser obtidas na mesma experiéncia, e por subtracdo a sua
diferenca. Outra vantagem, que resulta da subtragdo das correntes, ¢ o facto de permitir
a realizacdo de determinagdes electroanaliticas sem necessidade de desoxigenagdo da

amostra, tornando a analise menos morosa € menos dispendiosa.

Em termos conceptuais, as técnicas de DPV e SWV s3o muito semelhantes
[318]. A voltametria de onda quadrada pode ser considerada como um caso especial de
uma onda de impulso diferencial, com o intervalo entre os impulsos igual a largura do
impulso. A diferenca importante consiste no facto que o potencial base, a qual a

corrente esta registrada no voltamograma, esta deslocado na dire¢do de varrimento com

‘AEA‘ no caso da voltametria de impulso diferencial.
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EXPERIMENTAL






2. Experimental

Neste capitulo descrevem-se os materiais ¢ os reagentes utilizados, a célula
electroquimica, os instrumentos de medida, o tratamento dos dados, as metodologias
envolvidas na modificacdo da superficie de eléctrodo e as condi¢des experimentais

utilizadas ao longo deste trabalho.

2.1 Reagentes e solugdes

Todas os compostos, Tabela 2.1, foram utilizados sem purificagdo adicional.
As solucdes padrao de cada uma das substancias e todas as solugdes tampao foram
preparadas em 4gua purificada (conductividade < 0,1 uS cm™) pelo sistema Millipore
Milli-Q System, Millipore S.A., Molsheim, Franga. As concentragdes especificas
utilizadas durante as medidas voltamétricas estdo referidas no texto e foram obtidas na
célula electroquimica através da diluicdo da respectiva substdncia no electrélito

desejado. As solugdes padrao foram armazenadas no frigorifico a 4°C.

As solugdes padrao dos sais de paladio foram preparadas nos acidos
correspondentes: 0,1 M PdCl, em 3 M HCI e 0,085 M PdSO4 em 3 M H,SO..
As solugdes foram lentamente aquecidas sob agitagcdo continua a fim de garantir uma
completa dissolucdo, e seguidamente foram armazenadas a temperatura ambiente.
A solucdo padrao de 0,5 M Pd(NOs;), em 1,8 M HNOs foi utilizada de imediato. As
solucdes padrdo de 0,2 M K,PdCly foram preparadas directamente em tampao acetato

0,1 M pH 4,5 ou em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.

79



No caso do acido lipdico a solucao padrao foi preparada em agua /etanol 1:1.

Solugdes padrao de ADN dupla hélice (dsDNA), proveniente do timo de vitela
(calf thymus), foram preparadas em 4gua desionizada e a concentragdo foi determinada

por espectrofotometria: 1u Asgonm = 50 pg ml™' dsDNA.

As solucdes padrdo no caso da espermina, a espermidina ¢ os complexos de

paladio das mesmas foram preparadas em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.

Tabela 2.1 — Reagentes e as concentragdes das solugdes padrio utilizadas

Substancia Abreviatura | Concentracéo Proveniéncia
PdCl, — 0,1 M Sigma-Aldrich
PdSO4 _ 0,085 M Sigma-Aldrich
Pd(NO3), _ 0,5M Sigma-Aldrich
K,PdCl, — 2%x10° M Sigma-Aldrich
Acido lipéico LA 5% 10*M Sigma-Aldrich
Paladio-acido 2 Garnett McKeen Laboratory,
lipdico Pd-LA 10°M Inc. USA
Garnett McKeen Laboratory,
Poly-MVA — wa Inc. USA
Solgar Alpha 60 mg / Solgar Vitamin and Herb,
Lipoic Acid Solgar-ALA capsula Leonia, New Jersey
Espermina Sp 50 pg ml™! Sigma-Aldrich
Espermidina Spd 50 pg ml™! Sigma-Aldrich
Research Unit “Molecular
Paladio-espermina Pd(ID)-Sp 0,1M Physical-Chemistry”, Coimbra,
Portugal
o Research Unit “Molecular
Palad.1 o Pd(11)-Spd 0,1 M Physical-Chemistry”, Coimbra,
espermidina Portugal
dsDNA — n/a Sigma-Aldrich
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2. Experimental

As solucdes tampao de electrolito de suporte de diferentes valores de pH, com

for¢a idnica igual a 0,1 M, foram preparadas em conformidade com a Tabela 2.2,

a partir de reagentes de pureza analitica.

Tabela 2.2 - Composigao das solugdes de electrolito de suporte.

Electrdlito de  Suporte pH
Diluigdes  para 100 ml

0,2M KCI(25ml) + 0,2M HCI (42.5 ml) 1,4
0,2M KCI(25ml) + 0,2M HCI (6.5 ml) 2,0
0,2M NaOAc (3.7 ml) + 0,2M  HAcO (46.3 ml) 3,1
0,2M NaOAc(13.2 ml) + 0,2M  HAcO (36.8 ml) 4,1
1,0M NaOAc (7.2 ml) + 1,OM HACcO (12.5 ml) 4,5
0,2M NaOAc (41.2 ml) + 0,2M HACcO (8.8 ml) 5,5
0,2M Na,HPO4 (6.15 ml) + 0,2M NaH,POj4 (43.85 ml) 6,1
0,2M Na,HPO4 (30.5 ml) + 0,2M NaH,POy4 (19.5 ml) 7,0
0,2M NaHPO4 (47.35 ml) + 0,2M NaH;POj4 (2.65 ml) 8,0
20M NH; (3 ml) + 2,0M  NH4CI (7 ml) 9,0
20M NH; (9ml) + 2,0M  NH4CI (1 ml) 10,6
0,2M KCI(25ml) + 0,2M NaOH (6 ml) 12,0

A determinag¢do do valor de pH das solugdes foi efectuada a temperatura de

25 °C, utilizando o medidor de pH Crison 21, Crison Instruments S.A., Barcelona,

Espanha, com um eléctrodo de vidro combinado Crison.

Para dosear os volumes de solugdo preparados e utilizados ao longo das

experiéncias, foram usadas pipetas ajustaveis Pipetman P1000, P200 e P20 da Gilson
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S.A., Villiers-le-Bel, Franga, e micropipetas computadorizadas EP-100 e EP-10 Plus da

Rainin Instruments Co. Inc., Woburn, USA.

As solugdes saturadas com N, foram preparadas pela passagem do fluxo de gés
de elevada pureza através das solugdes durante 10 minutos antes do inicio do ensaio

voltamétrico. Durante o ensaio um fluxo do gas foi mantido sobre as solugdes.

2.2 Instrumentacao

As medidas de voltametria foram  efectuadas utilizando um
potenciostato/galvanostato Autolab, da Autolab Electrochemical Instruments, Utrecht,

Holanda, funcionando no modo potenciostatico, Fig. 2.1.

Figura 2.1 —Imagem do potenciostat Autolab

O controlo dos parametros voltamétricos, a aquisi¢ao e o tratamento dos dados
obtidos, foi efectuado por intermédio do software GPES (General Purpose

Electrochemical System) versdo 4.9, da Echo-Chemie, Utrecht, Holanda.

Para as medidas voltamétricas por voltametria ciclica (CV) foi sempre utilizado
um degrau de potencial AE; =2 mV. Em todos os ensaios realizados em voltametria de
impulso diferencial (DPV), foram sempre mantidos constantes os seguintes parametros:
largura do impulso a 70 ms, amplitude de impulso a 50 mV e velocidade de varrimento
v =5 mV s, Durante as medidas por voltametria de onda quadrada (SWV) foram
sempre mantidos constantes os seguintes parametros: o degrau de potencial a
AE; =2 mV e a amplitude de impulso a 50 mV. A frequéncia do impulso foi modificada

em funcdo da experiéncia efectuada. Alguns CV ou DPV foram previamente sujeitos a
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2. Experimental

subtrac¢ao com o voltamograma obtido nas mesmas condi¢cdes mas s6 em solugdo de
electrolito de suporte. Outros DPV foram sujeitos a correccao de linha de base através
de um algoritmo matemadtico “moving average” utilizando um degrau de 1 mV. Quando

usadas outras condigdes, elas serdo devidamente referidas no texto.

No decorrer de todas as experiéncias do trabalho experimental, os ensaios foram
efectuados numa célula electroquimica de um unico compartimento com uma
capacidade volumétrica maxima de 2 ml, Fig. 2.2. Utilizou-se como eléctrodo de
trabalho um eléctrodo de carbono vitreo - GCE (® = 1,5 mm). O eléctrodo de referéncia
foi um eléctrodo Ag/AgCl e o eléctrodo auxiliar um fio de platina. Todas as medidas

experimentais foram efectuadas a temperatura ambiente de 25 + 1 °C.

Célula electroquimica
Eléctrodo auxiliar

Pt
Eléctrodo de referéncia
Ag/AgCl { Eléctrodo de trabalho
' GCE
. p

Figura 2.2 — Imagem da célula electroquimica e

dos eléctrodos utilizados nos estudos electroquimicos.

Todos os graficos e figuras de voltamogramas foram efectuadas utilizando o
software ORIGIN versdo 6.0 da Microcal Software, Inc., USA. O algoritmo de
Savitsky-Golay foi utilizado sempre que houve necessidade de eliminar ruido de fundo

sobreposto ao sinal voltamétrico.
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Os programas CHEMDRAW ULTRA e CHEM3D ULTRA, versao 8.0, de
Cambridge Soft Corporation, foram utilizados para desenhar as estruturas das

moléculas.

As medidas espectrofotométricas, utilizadas para a determinacdo de
concentragdo das solucdes de ADN, foram executadas utilizando um espectrofotometro

UV-VIS SPECORD S 100 da Analytik Jena GmbH, Jena, Alemanha.

2.3 CondicOes experimentais

As solugdes utilizadas ao longo deste trabalho foram obtidas por diluigdo directa
da respectiva solu¢dao padrio, Tabela 2.1, no electrdlito de suporte desejado.
As concentragdes e os electrolitos de suporte utilizados estdo referidos no texto.

Todavia, existem alguns procedimentos especiais que vao ser descritos.

2.3.1 Preparacéo da superficiedo GCE

Antes de cada utilizagdo a superficie do eléctrodo de trabalho foi limpa
mecanicamente e electroquimicamente. A limpeza mecanica do GCE envolve o
polimento sequencial com spray de grao de diamante de varios tamanhos, de 6 a 1 pm,
numa placa de polimento, seguida duma lavagem com 4gua desionizada. Depois desta
limpeza mécanica o eléctrodo ¢ colocado na célula electroquimica, com o electrolito de
suporte a ser utilizado, e sdo efectuados varios varrimentos de potencial entre valores
pré-determinados até a resposta voltamétrica permanecer estavel, comprovando-se

assim a limpeza da sua superficie.

2.3.2 Modificacdo da superficie do GCE com ADN

Durante o estudo da interaccdo entre o Pd*", Pd-LA, Poly-MVA ™ Pd(I1)-Sp,
Pd(I1)-Spd, espermina e espermidina ¢ o ADN, o eléctrodo de carbono vitreo foi
modificado pela imobilizagdo de ADN na sua superficie, conduzindo a construcao de
um biossensor com ADN. A modifica¢do superficial do eléctrodo de carbono vitreo
com ADN consiste na imobilizacdo de ADN na superficie do GCE, previamente limpa e

condicionada em electrolito de suporte. Dependente da concentragdo da solugdo de
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2. Experimental

ADN e do método de imobilizagdo, por deposi¢ao mecanica ou electrodeposicao, foram
obtidos varios tipos de eléctrodos modificados. A aplicagdo de um método de
imobilizacdo ou do outro depende do uso final do eléctrodo modificado e da sua

interac¢do com as espécies e analitos utilizados.

Filme de dsDNA. O GCE modificado com um filme de dsDNA ¢ obtido
depositando na sua superficie um volume determinado duma solugdo de dsDNA em
tampado acetato 0,1 M pH 4,5. Apos a secagem desta primeira camada de dsDNA,
o mesmo procedimento foi repetido mais duas vezes. A operacdo deixa a superficie
coberta com um filme de ADN cuja espessura varia com o grau de hidratagdo.
Este procedimento foi utilizado para avaliar as interacgdes de curta duracdo de varios
compostos com 0 ADN, sendo que o filme multicamada de dsDNA garante que o sinal
electroquimico ¢ devido apenas ao ADN modificado e ndo a adsor¢do ndo-especifica do

composto.

Monocamada de dsDNA. O GCE modificado com uma monocamada de dsDNA
¢ obtido pela deposi¢do de uma tnica gota de 5 pul de dsDNA e a adsorc¢ao espontanea
do mesmo por 10 minutos. Apds a modificacdo, o eléctrodo foi lavado com um jacto de

agua desionizada para assegurar a remocao das moléculas ndo adsorvidas.

Filme fino de dsDNA. A imobilizacdo do dsDNA na superficie do GCE ¢
realizada por electrodeposicao, aplicando um potencial de + 0,30 V durante 300 s
numa solucdo de dsDNA (de vdarias concentracdes). O potencial escolhido,
+ 0,30 V vs. Ag / AgCl, foi selecionado para reforgar a adsor¢do de ADN na superficie
do eléctrodo, mas estd abaixo do potencial de oxidacdo das bases do ADN ou do

produto de oxidacdo de qualquer base [64].

Os ultimos dois procedimentos foram utilizados também para a imobilizagdao do
ADN a partir de solu¢des incubadas com varios compostos, para uma avaliacao directa

da interac¢do dos mesmos com o ADN apds longos tempos de incubagao.

2.3.3 Procedimentos experimentais

Ap6s a limpeza do eléctrodo realiza-se a medi¢ao voltametrica das espécies que

se pretendem estudar. A diluicdo do composto foi efectuada na propria célula
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electroquimica a partir da solucdo padrdo. A escolha do electrdlito de suporte ¢ a
concentracdo da solucao foi estudada para cada caso. Aplicaram-se as técnicas de
voltametria ciclica, impulso diferencial e de onda quadrada nas condigdes indicadas
anteriormente. Depois de cada técnica limpou-se a superficie do eléctrodo para retirar o
composto que poderia ter ficado adsorvido, ou os possiveis produtos de oxidag¢do das
espécies estudadas, de maneira a ndo influenciar o primeiro varrimento da técnica a
seguir.

No caso das interagdes com o ADN, solugdes de controle de dsDNA foram

preparadas no tampao escolhido para a interac¢ao, armazenadas nas mesmas condi¢des

e analisadas apos os mesmos periodos de tempo que as solugdes incubadas.

No caso dos eléctrodos modificados com ADN foram sempre realizadas
experiéncias de controle com os biossensores de dsDNA seguindo as mesmas etapas

que as usadas para o estudo da interac¢do com os compostos de interesse.

2.4 Analise das amostras comerciais

Neste trabalho foram analisadas duas amostras comerciais, sendo estas amostras
suplementos nutricionais, o suplemento liquido Poly-MVA™, e suplementos

antioxidantes, capsulas de Solgar-ALA vegetal e o Poly-MVA™,

Tanto para as experiéncias de caracterizacdo voltametrica e determinacao
analitica do 4cido lipoico (Solgar-ALA e Poly-MVA™) como também para as
experiéncias de interagdo com o ADN (Poly-MVA™), utilizando os métodos de
modificacdo do eléctrodo acima mencionados, nao foi necessdrio uma preparacao

especial das amostras.

No caso do suplemento nutricional Poly-MVA ™ as amostras foram directamente
adicionadas a solucdo tampao resultando num factor de diluicdo da amostra de 50 para a

determinagdo do 4cido lipoico.

O conteudo das capsulas Solgar-ALA foi dissolvido em agua / etanol 1:1 ¢ a
solucdo foi agitada mecanicamente utilizando um agitador para uma melhor

solubilidade. A solucdo foi entdo filtrada para remover o estearato de magnésio

86



2. Experimental

(ndo soluvel) utilizado como agente antiaglomerante. A solu¢ao limpida foi utilizada
para a determinag¢dao do acido lipdico misturando-o com a solugdo de electrolito de

suporte, com um factor de diluicdo da amostra de 50.

Para a determinacdo analitica do 4cido lipdico nos suplementos mencionados
utilizou-se o método de adi¢ao de padrao para minimizar o efeito de matriz. A validacao
dos resultados obtidos por voltametria foi realizada através do calculo do valor de
recuperagdo aparente [281]. A analise das amostras foi realizada ndo sendo necesséria a

remocao do oxigénio.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

r

Neste capitulo ¢ feita uma caracterizagdo sistematica do comportamento
electroquimico do palddio e dos processos envolvidos nas reacgdes redox das
nanoestruturas de paladio eletrodepositadas em eléctrodos de carbono. A caracterizagdo
foi realizada por técnicas de voltametria ciclica, de onda quadrada e de impulso
diferencial, de maneira a permitir esclarecer o mecanismo de formagdo de diversas

nanoestruturas, com respeito a varios parametros de electrodeposigao.

Sera também apresentado um estudo da interacgdo do Pd** com o ADN,
utilizando eléctrodos de carbono modificados com dsDNA, para detectar possiveis

mudangas conformacionais e/ou danos oxidativos causados ao ADN.

3.1 Introducéo

O comportamento electroquimico do paladio em meio aquoso ¢ complexo e

estdo envolvidas vdarias reacdes, entre estas as mais importantes sdo: a redugdo da
. + R ~ ~ . , .

especie de Pd*" para paladio metal, adsor¢io e absorcio de hidrogénio molecular,

adsorcdo e absorc¢do de oxigénio, formagao de 6xidos e a dissolugdao do metal [182].

Devido a habilidade do paladio de absorver hidrogénio molecular [177, 178] o
sistema hidrogénio-paladio € um importante toépico de interesse om grandes implicacoes
praticas. A absorcdo de hidrogénio leva a formagdo de hidretos, processo de particular

interesse na aplicacao do paladio como material de armazenamento de hidrogénio.
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Nas experiéncias de electroquimica, quando o eléctrodo funciona como catodo,
os i0es de hidrogénio na solugdo sao reduzidos a hidrogénio molecular, que ¢ absorvido

pelo eléctrodo de (ou modificado com) paladio:
H'+¢ — Pd-H

Quando o eléctrodo funciona como anodo, o hidrogénio absorvido ¢ oxidado e

os 10es de hidrogénio sdo libertados para o electrélito de suporte:
Pd-H > H +¢
E considerado [183] que a dissolugdo e absor¢do do hidrogénio no paladio
procede da seguinte forma:
H' + e <> Hu
Hag <> Hais
Hais <> Hap

onde H,q sdo os atomos de hidrogénio adsorvido, Hgis sdo os atomos de hidrogénio
dissolvido imediatamente por debaixo da superficie, e 0 Ha, € 0 hidrogénio adsorvido
nas primeiras camadas de atomos de palddio. Os atomos de hidrogénio, pelo seu
pequeno tamanho, t€ém uma elevada mobilidade dentro da rede do palddio e difundem
rapidamente através do metal. De maneira semelhante [186], a oxidagdo do palddio

procede num mecanismo em trés etapas:

o 0 oxigénio adsorvido na superficie do paladio ¢ dissociado e forma oxigénio

chemiabsorvido e 6xidos na superficie;

o 0 oxigénio atdmico difunde através da camada fina de 6xidos na superficie no

paladio metal;

o a formacgdo de PdO, quando uma concentragdo critica de oxigénio foi atingida na

regido imediatamente debaixo da superficie.

Foi sugerido que os ides de CI" ou de HSO4 [182], quando presentes nas
solucdes, podem ser implicados na formacao de complexos intermedidrios na superficie
do eléctrodo de Pd, de tipo [PdCI]" e PAO(HSO,), e que participam na dissolugdo do
paladio.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

3.2 Cloreto de paladio

3.2.1 A voltametria do paladio em solucéo

As reagdes redox de paladio no GCE foram investigadas por voltamétria ciclica
numa soluc¢ao de 0,1 mM PdCl, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, saturada com Nj.
Os voltamogramas foram registados entre o limite de potencial positivo de + 1,40 V e
limites de potencial negativo varidveis, com a velocidade de varrimento de

v=100mV s’

O primeiro varrimento tem como origem o potencial de £; = 0,00 V e segue no
sentido positivo para o limite de potencial de £; = + 1,40 V, onde foi invertido para os
seguintes limites de potencial negativo: - 0,30, - 0,60, - 0,80 ou - 0,90 V, Fig. 3.1.
Quando o varrimento chega aos limites de potencial negativo de -0,30 e -0,60 V,
nenhuma reaccdo de transferéncia de carga foi observada nos primeiros dois

voltamogramas registados.

2.5 pA

10 -08 06 -04 02 00 02 04 0.6 08
E/Vvs. Ag/AgCl

| 1
10 12 14

Figura 3.1 — Voltamogramas ciclicos succesivos numa solugdo de 0,1 mM PdCl, em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,0, entre o limite de potencial positivo de + 1,40 V ¢ o limite de potencial
negativo de: (***) - 0,30, (===) - 0,60, (==) - 0,80 e (==) - 0,90 V.
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Apos ter atingido o limite do potencial de -0,80 V, ao inverter o varrimento para
o sentido positivo, um pequeno pico 1, ocorreu ao potencial Epa1 =-0,35 V. No
voltamograma seguinte, o varrimento foi invertido a - 0,90 V e observou-se o aumento
da corrente do pico 1,. Dessa forma, os voltamogramas registados mostram que o pico

1, ocorre s6 apés a aplicagdo de um potencial suficientemente negativo: £ <- 0,80 V.

Numa outra experiéncia, voltamogramas sucessivos foram registados na mesma
solugdo entre £, = +1,40 V e E; = -1,00 V. No primeiro voltammograma obtido nestas

condigdes, Fig. 3.2, observou-se apenas o pico de oxidagao 1, ¢ nenhum pico catddico.

50 pA

02 00 02 04 0.6 08 10 12 14
E/Vvs. Ag/AgCl

r T T T
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4

Figura 3.2 — Voltamogramas ciclicos numa solu¢ao de 0,1 mM PdCl, em tampao fosfato 0,1 M
pH 7,0: (=) 1°, (***) 2°, (===) 5° (==) 10° varrimento.

No segundo varrimento, um pico catdédico 2, foi observado ao potencial
2 . . . J4
Ep.” =-0,10 V. Varrimentos sucessivos levaram a um aumento consideravel da corrente

do pico 2., estabilizando-se apos cinco varrimentos consecutivos.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

No entanto, mais dois picos de reducao 3. e 4. foram observados a potenciais
mais negativos € com correntes menores. Além disso, apds a inversao do varrimento no
sentido positivo, foi observado que o pico 1, agora corresponde a um pico de oxidagdo
1., Epal’ = - 0,31 V, seguido para potenciais mais positivos por outro pico 1,”,

En =-021V.

Com o aumento do niimero de varrimentos, o pico anddico 1,” tornou-se mais
largo, enquanto o pico 1,”” se tornou mais alto e mais estreito. Foi também observado o
aumento da corrente capacitiva para potenciais muito positivos e muito negativos com o

aumento do niumero de voltamogramas registados.

Apos varrimentos sucessivos registados numa solucdo de 0,1 mM PdCl,,
o eléctrodo foi lavado com um jacto de 4gua desionizada e transferido para o electrdlito
de suporte. Os varrimentos registados no intervalo de potencial — 1,00 V — + 1,40 V
mostraram 0s mesmos picos observados na solug¢do, Fig. 3.3, embora ligeiramente

deslocados para potenciais mais negativos.

| L L L L L L
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0 12 14
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.3 — Voltamogramas ciclicos: (==) 10° varrimento numa solug¢do de 0,1 mM PdCl,,

(==) 10° e (*+*) 20° varrimento em tampao fosfato pH 7,0.
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Foi também observado que as correntes dos picos diminuiram apds a
transferéncia do eléctrodo para o electrolito de suporte, mas ficaram constantes mesmo
com o aumento do nimero de varrimentos realizados. Estes resultados sugerem que o
paladio adsorve fortemente na superficie do eléctrodo, e foi de facto dificil ser

removido, conseguindo-se uma superficie limpa s6 apos varias etapas de polimento.

As experiéncias de voltametria ciclica utilizando um eléctrodo de carbono vitreo
imerso numa solu¢do de PdCl, mostram claramente a ocorréncia de varios processos
redox. Com base nos resultados ja relatados na literatura [135, 143, 182, 183, 192],
os picos observados estdo relacionados com os diferentes estados de oxida¢do do
paladio, Pd(0), Pd(II) e Pd(IV), que sofre varias reacdes redox, tais como a deposicao de
Pd(0), a oxida¢dao do Pd(0) para o Pd(II) e o Pd(IV) que leva a formagdo de oxidos de

paladio, e a redug¢dao dos mesmos.

Devido a complexidade dos processos redox que ocorrem na superficie do GCE
e para obter informacdes sobre a origem destas reagdes redox, foram realizadas
experiéncias complementares de microscopia de forca dtomica (AFM) [163], utilizando
um eléctrodo de grafite pirolitica altamente orientada (HOPG), sendo que as
experiéncias electroquimicas de controle utilizando qualquer um dos eléctrodos (HOPG
e GCE) numa solucdo de PdCl, mostraram um comportamento voltamétrico

semelhante.

A primeira abordagem foi analisar o paladio depositado no HOPG a partir de
uma solucao concentrada de 1 mM PdCl, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 apds realizar
cinco varrimentos no intervalo de potencial de -0,50 V a 0,00 V, vs. AgQRE [163],

com uma velocidade de varrimento de v=100 mV s™'.

Nas imagens de AFM, Fig. 3.4A, foram observados pequenos nanoaglomerados
de Pd(0) com um arranjo linear na superficie d¢ HOPG, demonstrando a predisposi¢@o
das nanoparticulas de metal em serem depositadas preferencialmente nos defeitos da

superficie de eléctrodo [163].

Aumentando o nimero de varrimentos consecutivos para 15 voltamogramas, ndo
foram observadas diferengas significativas na distribui¢do de nanoparticulas na
superficie do eléctrodo. No entanto, as dimensdes dos nucleos tridimensionais

aumentaram de 12 — 26 nm a 25 — 40 nm de altura e 120 — 150 nm de largura a meia
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altura. Quando os varrimentos foram efectuados no intervalo de potencial de -0,50 V a
+ 0,90 V, Fig. 3.4B, as nanoestruturas de paladio foram depositadas tanto nos defeitos
do HOPG, bem como nos terragos do eléctrodo. Considerando o intervalo de potencial
utilizado nestas experiéncias de varrimentos succesivos, os resultados sugerem que as

nanoestruturas observadas por AFM sao uma mistura de Pd(0) e de 6xidos de paladio.

Figura 3.4 — Imagens de AFM [163] das nanoparticulas de paladio depositado duma solugdo de
0,1 mM PdCl, em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0: A) ap6s 5 varrimentos no intervalo de potencial

-0,50 V—-0,00 V, e B) ap6s 15 varrimentos no intervalo de potencial - 0,50 V =+ 0,90 V.

Por isso, prosseguiu-se com a caracterizagdo electroquimica por voltamétria
ciclica das nanoestruturas de palddio depositadas no eléctrodo. O GCE assim
modificado foi imerso no electrolito de suporte. Esta experiéncia apresenta a vantagem
de que todos os processos redox registados sdo provenientes das nanoestruturas de
paladio electrodepositadas na superficie do GCE, sem a contribui¢do adicional das
espécies de palddio presentes na solugdo. O GCE modificado com as nanoestruturas de
paladio possibilitou o estudo das reagdes redox apenas do paladio depositado,

sem a contribuicao das espécies presentes em solucgao.
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3.2.2 Nanoestruturas de paladio electrodepositado nos eléctrodos de carbono
O paladio foi depositado na superficie do GCE a partir de uma solugdo de
100 uM PdCl, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 apds a aplicacdo de um potencial

condicionamento de -1,00 V por diferentes periodos de tempo: 5, 15 e 30 minutos,

Fig. 3.5.
Os voltamogramas registados mostraram claramente a deposi¢do de

nanoestruturas de palddio na superficie do GCE. Foi observado que apo6s periodos

longos de deposicao foram registadas correntes de picos mais elevadas, de acordo com

uma maior quantidade de Pd(0) depositado na superficie do GCE.
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E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos em tampao fosfato pH 7,0 apds a aplicagdo do

potencial de — 1,00 V durante (=) 5, (==) 15 € (***) 30 min. numa solucao de 0,1 uM PdCl,.

Os varrimentos na solu¢do tampao foram iniciados em 0,00 V no sentido

positivo, num intervalo de potencial de -0,50 V a + 1,00 V. A corrente comegou

aumentar para Epa2 =+ 0,20 V, dando origem ao pico 2,, correspondente a formagao de
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oxidos de paladio; para potencias mais positivos, também foi observado um pequeno

Pico 54, Epa” =+ 0,55 V.

No varrimento inverso, ocorreu o pico de reducdo 2, Epc2 =-002 YV,
correspondente a redu¢do dos 6xido de paladio formados no varrimento em sentido
positivo. Um outro pico catddico 4., foi observado para Epc4 =-0,45V, e apos ter sido
invertida a dire¢ao do varrimento em - 0,50 V, também foram observados mais dois

picos de oxidag¢do, o pico 1, em Epa1 =-0,50 V e o pico 4, em Epa4 =-0,30V.

Para clarificar os processos redox envolvidos na ocorréncia dos picos 1, e 4,,
foi realizada outra experiéncia apos a electrodeposi¢do de paladio na superficie do GCE
aplicando o potencial de + 1,00 V durante 30 minutos, para ocorrer a formagdo dos
oxidos de paladio, Fig. 3.6. Os varrimentos foram registrados a partir de 0,00 V, entre o
limite de potencial positivo de + 1,00 V e limites de potencial progressivamente mais

negativos de: - 0,25, - 0,55,- 0,60 ¢ - 0,65 V.

C

Uz |5

06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 3.6 — Voltamogramas ciclicos sucessivos obtidos em tampéo fosfato pH 7,0 apds a
aplicagdo do potencial de + 1,00 V numa solugdo de 0,1 mM PdCl,, registados entre o limite de
potencial positivo de + 1,00 V e o limite de potencial negativo de:

(=) -0.25V, (=) - 0.55 V, (===) - 0.60 V & (++*) - 0.65 V.
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Os voltamogramas registados nestas condi¢cdes mostraram a formagdo e a
redu¢do dos oxidos de paladio, o par redox 4,-4. € o pico 5,. Quando a direccdo do
varrimento foi invertida em - 0,25 V, antes da ocorréncia dos picos 4, e 4., nenhum dos
picos de oxidacdo foi observados para potencias negativos. No voltamograma seguinte,
apos a inversao do varrimento em - 0,55 V, os picos 4.-4, apareceram, formando um par

redox reversivel.

Os voltamogramas seguintes, registados para limites negativos de - 0,60 e de
- 0,65 V, mostraram a ocorréncia do pico de oxidagao 1,, cuja corrente aumentou com o

aumento do potencial negativo aplicado.

Este efeito sugere que o pico 1, ¢ devido a oxidacao do hidrogénio adsorvido
pelas nanoestruturas de paladio presentes na superficie do GCE durante os varrimentos
no sentido negativo. No entanto, os varrimentos invertidos para limites de potencial
progressivamente mais negativos ndo afectaram as correntes dos picos 4, ¢ 4., que

permaneceram praticamente constantes.

Com base nos resultados obtidos por voltametria ciclica, imagens de AFM foram
obtidas apos a aplicacdo de um potencial negativo de - 1,00 V, vs AgQRE, durante 30
minutos, para investigar a formagao dos nanoestruturas de Pd(0) no HOPG, Fig. 3.7,

a partir de uma solugdo de 100 uM PdCl..

Figura 3.7 —Imagens de AFM [163] das nanoestruturas de paladio depositado pela aplica¢do do
potencial de — 1,00 V durante 30 min. numa solu¢do de 0,1 mM PdCl,:
A) nanofios de Pd(0) e B) filamentos circulares de Pd(0).
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Este procedimento levou a formagdo de varios nanofios até 7 pum de
comprimento, ¢ com ramificagdes que seguem os defeitos ao longo da superficie do
eléctrodo. As imagens de alta resolu¢do mostram claramente a morfologia dos nanofios
de Pd(0), Fig. 3.7A, sendo cada um formado por uma sequéncia de pequenas
nanoparticulas de 20 — 60 nm em didmetro. Quando multiplos defeitos estdo presentes
na superficie do eléctrodo, o Pd(0) estd depositado como agregados e filamentos
circulares, Fig. 3.7B. Sendo que a superficie de um eléctrodo de carbono vitreo
apresenta uma maior rugosidade (rms 2,10 nm para o GCE e 0,06 nm para o HOPG
[163]), ou seja, mais defeitos, os resultados de AFM levam a concluir que no GCE estes

nanoestuturas, nanofios e também agregados, encontram-se com uma maior frequéncia.

Numa outra experiéncia, os voltamogramas foram registados na solugao tampao
entre o limite constante de potencial negativo de - 0,55 V, e limites de potencial
progressivemente mais positivos: + 0,25, + 0,30, + 0,35, + 0,55, + 0,80 e + 1,00 V,
Fig. 3.8 e Fig. 3.9, de maneira a estudar as diferengas nas etapas de formagao de 6xidos

de palédio.

1pA

06 04 02 00 02 04
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.8 — Voltamogramas ciclicos sucessivos obtidos em tampéo fosfato pH 7,0 apds a
aplicagdo do potencial de - 1,00 V numa solucio de 0,1 mM PdCl,, registados entre o limite de
potencial negativo de - 0,55 V e o limite de potencial positivo de:

(=) + 0,25V, (+++) + 0,30 V & (=) + 0,35 V.
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Quando o varrimento foi realizado até ao limite de potencial positivo inferior a
+ 0,40 V, o potencial de redugdo dos oxidos de palddio, pico 2., esta ligeiramente

deslocado para potenciais mais positivos, Epc2 =+ 0,16 V, Fig. 3.8. Os resultados

sugerem que no inicio da formagdo dos 6xidos, os nlicleos de paladio depositados na

superficie do eléctrodo tém um comportamento redox reversivel, pico 2,

En'=+020V.
No entanto, nos varrimentos registados para limites de potencial positivo mais
elevados, Fig. 3.9, o potencial do pico 2. tornou-se consideravelmente mais negativo

2 . vy eqe
Ep.” =- 0,02 V, mostrando o aumento na irreversibilidade do processo, bem como um

aumento significativo nas correntes de pico.
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E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.9 — Voltamogramas ciclicos sucessivos obtidos em tampéo fosfato pH 7,0 apds a
aplicacao do potencial de - 1,00 V numa solugdo de 0,1 mM PdCl,, registados entre o limite de
potencial negativo de - 0,55 V e o limite de potencial positivo de:

(=) + 0,55 V, (++*) + 0,80 V & (=) + 1,00 V.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

Voltamogramas ciclicos foram também registrados em electrélitos de suporte
com diferentes valores de pH, quer directamente em solugdes de 100 uM PdCl,,
Fig. 3.10, quer depois da electrodeposi¢do do Pd na superficie do GCE, Fig. 3.11,

mostrando claramente que todos os processos redox do paléddio sdo dependentes do pH.

Dos resultados obtidos em solugdo, dois aspectos importantes devem ser
concluidos. Primeiro, o voltamograma obtido em meio acido mostrou um pico de
oxidac@o no primeiro varrimento, Ep, =+ 0,60 V em Fig. 3.10. Este pico também ocorre
quando o varrimento ¢ iniciado em 0,00 V no sentido positivo e corresponde a oxidagao
do Pd*" da solugdo com a formagdo das especies de Pd*". Em segundo lugar,
nos voltamogramas obtidos em meio alcalino, um pequeno pico catéodico ocorreu no
primeiro varrimento, Ey,. = - 0,95 V em Fig. 3.10, devido a redugdo do Pd* e

electrodeposi¢ao de nanoparticulas de Pd(0) na superficie do GCE.

_J

pH 1.4

pH 7.0 T

pH 10.6

50 pA

12 08 -04 00 04 08 12
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.10 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdes de 0,1 mM PdCl,,

saturadas com N,, a diferentes valores de pH.
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Voltamogramas ciclicos obtidos para diferentes valores de pH apds a
electrodeposi¢do das nanoparticulas de Pd(0) na superficie do GCE, Fig. 3.11, mostram
os processos redox do palddio de maneira muito mais clara. O comportamento
electroquimico em meio acido ¢ semelhante aos resultados obtidos em meio neutro.
No entanto, foram obtidas correntes de pico maiores em solucdes acidas, provavelmente

. . ~ +
devido a uma maior concentracdao de H (aq).

pH 1.4
pH 7.0
pH 10.6

10 pA

08 04 00 04 08 12

E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.11 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes electrolitos de suporte, saturados

com Ny, ap6s a aplicagdo do potencial de - 1,00 V numa solugdo de 0,1 mM PdCl,.

Uma diferenga notdvel foi observada em electrélito de suporte alcalino onde
todas as correntes registadas sdo menores. A formagdo dos oxidos de paladio é bem
definida, para um potencial de = + 0,40 V, mas no varrimento em sentido negativo a
redu¢do dos mesmos ocorre com uma corrente de pico menor em relagao aos resultados

obtidos em meio 4cido e neutro. Além disso, o pico 4. ocorre a um potencial mais
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

negativo ¢ sem evidéncia da oxidacao reversivel correspondente, como observado em
meio acido. Estes resultados podem ser explicados com base na formagdao de uma
camada de 6xido/hidroxido de paladio na superficie do eléctrodo, mais estavel em meio

alcalino devido a elevada concentracdo de OH na interface eléctrodo/solugao.

Embora a presenca dos ides de CI" ou de HSO4™ nos electrélitos de suporte possa
ter contribuido para as altas correntes de oxidagdo registadas em meio acido e neutro,
pela formacdo de complexos intermedidrios soluvéis [182], ¢ dificil de avaliar a
natureza e o estado de oxidagao destes complexos. A redugdo dos complexos formados
deveria ter facilitado a dissolu¢do do paladdio da superficie do eléctrodo, o que nao foi
confirmado nos resultados em meio acido e neutro. Ao contrario, os voltamogramas
registados a pH 7,0, Fig. 3.3, mostraram que uma vez o paladio depositado no eléctrodo
¢ muito dificil ser removido, e pode sofrer varrimentos continuos sem uma diminui¢ao

notavel nas correntes de pico.

Em conclugao, apesar de ndo se observar nenhuma reac¢ao de transferéncia de
carga nos primeiros varrimentos catodicos na Fig. 3.1 e Fig. 3.2, a ocorréncia do pico
anddico 1, pode ser explicada com base num processo de reducdo que ocorre
anteriormente a este processo de oxidacio, ou seja, a redugdo de Pd*" a partir da solucio
para o Pd(0), num mecanismo que envolve a transferéncia de dois electrdoes. Devido ao
elevado potencial negativo, apenas no electrélito de suporte de pH 10,6, Fig. 3.10, foi
observado um pequeno pico catdédico no primeiro voltamograma registado, como prova
da redugdo dos ides de Pd*". A reducdo e deposicio do paladio nas superficies de
eléctrodos de carbono foi claramente mostrada por AFM pela formacdo de

nanoparticulas e nanofios na Fig. 3.7A ¢ B.

A ocorréncia do pico anodico 1,, € dos picos 1’, e 1”°, na Fig. 3.2 foi associada a
uma das mais importantes propriedades do paladio: a capacidade de adsorver o
hidrogénio molecular, na sua superficie, e de o absorver, dentro da sua rede cristalina.
Durante os varrimentos catddicos nanoestruturas de Pd(0) sdo formadas na superficie do
eléctrodo, e quando o potencial atinge valores suficientemente negativos, Fig. 3.1 ¢
Fig. 3.6, os protdes sdo reduzidos a hidrogénio, que entdo é adsorvido na superficie do
paladio e absorvido na sua rede. Ao inverter o sentido do varrimento, o pico 1, surge

devido a oxidagdo dos atomos de hidrogénio. Com a aplicagdo de potenciais mais
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negativos e aumentando o niimero de varrimentos na solu¢io de Pd*", mais Pd metal é
depositado na superficie do GCE que permite a incorporacao de mais hidrogénio na sua
rede, Fig. 3.2. A consequéncia ¢ a possibilidade de uma boa separagdo do pico 1, em
dois picos, 1’, e 1°’,, correspondentes a oxidagdo do hidrogénio adsorvido, pico 1°,,

e absorvido, pico 1°’,, pelas nanoestruturas de paladio.

Este efeito ndo foi observado quando os varrimentos foram realizados apenas no
intervalo de potencial negativo 0,00 V — -1,00 V, ou quando E < + 1,20 V, Fig. 3.9.
Assim, pode concluir-se que a separacdo do pico 1, esta directamente relacionada com
um disturbio na rede cristalina do paladio quando sdo aplicados elevados potenciais

positivos [184].

Nos varrimentos anodicos, quando o potencial atinge valores suficientemente
positivos, as nanoparticulas e os nanofios de Pd(0) depositados na superficie do GCE
sofrem oxidagdo para Pd*" ou Pd*" e formam um camada de 6xidos de palédio.
Adicionalmente, os voltamogramas registados em meio acido indicam que um maior
estado de oxidacdo do Pd, muito provavelmente Pd*", estd também envolvido, Fig. 3.10,

levando a formacao de uma segunda camada de PdO; [192].

Apos a inversdo do sentido do varrimento para + 1,00 V ou + 1,20 V, os 6xidos
de paladio sao reduzidos a Pd(0). Dependendo do limite de potencial positivo, a redugcao
da camada de 6xidos ocorre duma forma reversivel ou irreversivel. Para os varrimentos
realizados até ao limite de potencial positivo £ > + 0,40 V, a reducdo da camada de
oxidos de paladio ocorre de maneira irreversivel, num processo que pode ser explicado
devido a formacdo da camada adicional de PdO,. As imagens de AFM confirmaram a
presenca de uma camada de 6xidos, formada nos teragos planos do HOPG, Fig 3.4,
que também pode oferecer locais de nucleagdo para o crescimento adicional de
nanoestruturas de Pd(0). Este fendémeno explica a distribuicdo mais uniforme das
nanoparticulas na superficie do eléctrodo formadas durante varrimentos sucessivos até
E =+ 0,90 V, quando comparando com as nanoparticulas e os nanofios de Pd(0)
formados pela aplicagdo do potencial £ = - 1,00 V, que sdao depositados

preferencialmente nos defeitos do eléctrodo, Fig. 3.7.

As experiéncias realizadas com as nanoparticulas de Pd(0) depositadas na

superficie do GCE em electrolito de suporte, ou seja, sem a difusdo de espécies a partir
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

da solugdo, indicaram claramente que a formag¢dao da camada de 6xidos de paladio
comega a potenciais negativos, os picos 4,-4. na Fig. 3.6 ¢ Fig. 3.9. Este fendmeno esta
relacionado com a existéncia de addtomos de paladio metal fortemente reactivos, que
podem levar a formacao reversivel de adatomo/6xido incipiente na regido de adsorcdo
do hidrogénio no palddio. O fendomeno foi postulado anteriormente [189], mas s
trabalhos experimentais recentes evidenciaram a formacao de uma monocamada de

pré-oxido na superficie do metal de paléddio e também de outros metais nobres [184].

A formacao de pré-oxidos nas superficies metalicas pode ser explicada com base
nas propriedades em nanoescala das particulas metalicas [189]. Uma caracteristica
importante ¢ que, uma vez que estas particulas sdo extremamente pequenas, o potencial

redox ¢ dependente do seu tamanho.

Este fenomeno foi explicado tendo em conta que um atomo de metal isolado ¢
uma espécie altamente electropositiva, um efeito atribuido a diminui¢do da energia de
estabilizacao da rede ou a presenga de efeitos quanticos de confinamento [189, 192].
Desta maneira, ¢ sugerido que os atomos de metal de paladio dispersos na superficie do

eléctrodo sdo responsaveis pelos efeitos de pré-oxidacao.

Assim, a formacgdo da camada de 6xidos ¢ iniciada com a formagdo duma
monocamada de pré-6xidos na superficie do eléctrodo numa rapida descarga de H,O ou
OH' para produzir espécies de PAOH. Ao nivel de monocamada, os filmes de 6xido nas
superficies de metais nobres podem ser irreversivelmente transformados em estruturas
mais estaveis, quer através de um processo de dismutagdo chamado mecanismo de
cambio do local [185] ou através de um processo electroquimico que envolve a

transferéncia de electrdes e protdes com a participagdo de OH™ [188].

Independentemente do mecanismo, o resultado destes processos ¢ a formagao de
uma camada éstavel de oxidos na superficie do eléctrodo, Fig. 3.6, representada pelo
aumento da corrente perto do potencial de + 0,20 V. Nas imagens de AFM realizadas
apo6s varrimentos no intervalo de potencial de -0,50 — 0,00 V, foi confirmada a presenca
de depodsitos muito pequenos de paladio no plano basal do HOPG, Fig. 3.4,
provavelmente relacionados com a formacao dos pré-6xidos de paladio para potenciais

negativos.
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3.3 Sulfato de paladio

3.3.1 A voltametria do paladio em solucéo

As reagdes redox do paladdio no GCE foram investigadas por voltametria ciclica,
numa solu¢do de 0,1 mM PdSO,, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 saturada com Np.
O varrimento foi iniciado em E; = 0,00 V, em sentido positivo no intervalo de potencial

de Ey=+1,00VaE,=-1,00V.

Apesar de ndo observar uma transferéncia de carga no primeiro varrimento,
Fig. 3.12, um pequeno pico 1, ocorreu a Epa1 = — 0,35 V apos ter sido invertido o
sentido do varrimento em E, = — 1,00 V. Varrimentos sucessivos registados na mesma

solugdo levaram a um aumento consideravel da corrente do pico 1,.

.......

20 pA

10 08 -06 -04 02 00 02 04 06 08 10
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.12 — Voltamogramas ciclicos registados numa solugdo de 0,1 mM PdSO4 em tampao

fosfato 0,1 M pH 7,0: (=) 1°, (¢**) 5° ¢ (==) 10° varrimento.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

Depois de varios voltamogramas consecutivos foi observado que o pico 1,,
corresponde agora aos picos de oxidagao 1,’, EpaP =-0,31V,el,”, Epaln =-0,22 V.
Foram também observados o pico de oxidagdo 2,, no Epa2 =+ 0,30 V, e dois picos de
reducgao 2, Epc2 =+0,02V,e3, E][,c3 =— 0,63 V. Estes picos ocorreram somente apos
uma extensa ciclagem, e um aumento significativo da corrente base negativa foi
observado com o aumento do nimero de varrimentos. A mesma experiéncia foi repetida
em solu¢des mais concentradas de 0,62 mM ¢ de 1,0 mM PdSO,, Fig. 3.13 ¢ Fig. 3.14,

e um novo par redox, os picos 4. — 4,, foi observado nestas condigdes.

50 pA

I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1
-10 -08 06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs. Ag/AgCl
Figura 3.13 — Voltamogramas ciclicos registados numa solugdo de 1 mM PdSO,

em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0: (==) 1°, & (***) 5° varrimento.

Na Fig. 3.15 sdo apresentados os voltamogramas registados em 0,62 mM
PdSO4, comecando o varrimento em E; = 0,00 V entre o limite de potencial positivo
Ey =+ 1,00 V, e aplicando progressivamente limites de potencial mais negativo,

E,=-030V,-0,45Vou-0,65V.
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30 pA

I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' |
-10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs. Ag/AgCI
Figura 3.14 — Voltamogramas ciclicos registados numa solugdo de 0,62 mM PdSO,

em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0: (==) 1°, € (*=*) 5° varrimento.

10 pA

06 04 02 00 02 04 06 08 10
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.15 — Voltamogramas ciclicos succesivos numa soluc¢ao de 0,62 mM PdSO, registados

até o limite de potencial negativo de: (==) — 0.65 V, (¢¢¢) = 0.45 Ve (=) - 0.30 V
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

No primeiro varrimento registado, com o limite de potencial negativo de
- 0,30 V, o voltamograma mostra claramente a reversibilidade do par redox 4. — 4,,
Epc4 =-0,21 Ve Epa4 =-0,13 V. Com o aumento do limite de potencial negativo para
- 0,45 Ve - 0,65 V foram observados os picos catodicos 1. e 3., e apds a inversdo do

sentido de varrimento, os picos anddicos 1,” ¢ 1,”’.

Foram também realizados voltamogramas numa solucao de 1,0 mM PdSOy,
a partir de £;= 0,00 V e aumentando sucessivamente o limite de potencial positivo para
Ei=+0,70V,+ 1,00 Vou+ 1,40 V, Fig. 3.16A. Quando o varrimento foi invertido em
+ 0,70 V, logo apds o pico 2,, Epa2 =+ 0,64 V, o voltamograma mostrou o pico catoédico
P. em EpcP = + 0,53 V. No seguinte voltamograma foi registado um novo pico de
oxidacao 5,, Epa5= + 0,72 V, e quando o varrimento foi invertido em + 1,00 V o pico P,

foi deslocado para um potencial mais negativo, EpcP =+0,45V.

No voltamograma a seguir, até ao limite de + 1,40 V, foi observado um pequeno
pico para potenciais positivos elevados, Ep.f =+ 1,30 V, enquanto o pico P, ocorreu
para EpcP = + 0,32 V. As técnicas voltametricas de onda quadrada e de impulso
diferencial também foram utilizadas, realizando varrimentos no intervalo de potencial
0,00 V — + 1,40 V de maneira a elucidar os processos implicados na ocorréncia destes

picos de oxidagdo, Fig. 3.16B e C.

Na imagem de AFM, Fig. 3.17, obtida apds dez varrimentos de voltametria
ciclica numa solugdo de 0,1 mM PdSO4 no intervalo de potencial — 1,00 V — + 1,00 V,
foi observada a formagdo de duas estruturas diferentes: nanoparticulas de paladio com
forma irregular, de ~12 - 26 nm de altura, posicionadas aleatoriamente no plano basal
do eléctrodo, indicado na figura pela seta preta, e fragmentos muito pequenos de
1 — 5 nm de altura, uniformemente distribuidos no eléctrodo entre as nanoparticulas de

paladio, assinalados por setas vermelhas na mesma figura.

As experiéncias de electroquimica na solugdo de PdSO, mostraram um
comportamento redox complexo. Todos os picos estdo relacionados com os diferentes
estados de oxidagdo do paladio que sofre varias reagdes redox, como a deposi¢dao de
nanoestruturas de Pd(0), a oxidacdo destas e a formag¢do de oOxidos de paladio.
Também foi observado que o potencial ao qual esses processos ocorrem ¢ dependente

da concentracgao.
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E/V vs. Ag/AgCI

00 03 06 09 12 15
E/Vvs. Ag/AgCl

00 03 06 09 12 15
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.16 — Voltamogramas numa solugio de 1,0 mM PdSOy:
A) trés varrimentos sucessivos até o limite de potencial positivo de (==) + 0,70 V, (¢¢*) + 1,00 V
e(=)+140V,v=100 mV s B) voltamograma de impulso diferencial, v=5 mV s'e

C) voltamograma de onda quadrada, v=15mV s’
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

Figura 3.17 —Imagem de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do

eléctrodo apos 10 varrimentos de voltametria ciclica numa solucao de 0,1 mM PdSO,.

Considerando os processos redox observados em solugdo, Fig. 3.13, durante o
varrimento no sentido negativo até ao potencial £, = - 1,00 V, os protdes foram
reduzidos a hidrogénio, o pico 1.. Quando o potencial chega a valores suficientemente
mais negativas os ides de Pd*" sio reduzidos a Pd(0) [163], o pico 3. em
Epc3 = - 0,63 V, correspondente a formagdo de nanoestruturas de paladio.
E bem conhecido que o H, é adsorvido com facilidade na superficie do Pd(0) e
absorvido na sua rede cristalina [163, 178, 179, 192]. Ao inverter o sentido do
varrimento em - 1,00 V, ocorreram dois picos anodicos 1,’e 1,”’, devido a oxidagdo dos
atomos de hidrogénio adsorvido, pico 1,’, e absorvido, o pico 1, [177-179],
nas nanoestruturas de Pd(0) electrodepositado na superficie do eléctrodo durante o

varrimento em sentido negativo.

Registando varrimentos sucessivos numa solugdo de concentragdo baixa de
0,1 mM PdSO4, Fig. 3.12, ou utilizando solugdes de concentragdo mais elevada,
0,62 mM ou 1,0 mM PdSO4, Fig. 3.13 — Fig. 3.15, mais Pd(0) ¢ electrodepositado na
superficie do GCE, permitindo assim a incorporacdo de mais hidrogénio. O efeito da
incorporacdo de hidrogénio, na superficie e na rede das nanoestruturas de paladio,
foi estudado registando varrimentos entre um limite de potencial positivo fixo e limites

de potencial sucessivamente mais negativo, Fig. 3.15. Nestas condigdes, foi observado
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que a corrente do pico 1, aumentou, ¢ o potencial do pico foi deslocado para valores
mais positivos apos a aplicagdo de limites de potencial mais negativo, devido a
reorganizacdo estrutural das nanoestruturas de Pd(0). Quando o sentido do varrimento
foi invertido em - 0,45 V, ou seja, logo apds a reducdo dos protdes, as correntes de
oxidagdo dos picos 1,’¢ 1,”” diminuiram, Fig. 3.15. Como esperado, estes picos
desapareceram completamente quando o varrimento foi invertido em - 0,30 V, pouco
antes de ocorrer a reducdo dos protdes, o que confirma que os picos 1,’e 1, estdo
relacionados com a oxidacdo dos atomos de hidrogénio, adsorvido e absorvido na rede

das nanoestruturas de Pd(0) electrodepositado na superficie do eléctrodo.

Para potenciais positivos, o Pd(0) depositado na superficie do eléctrodo sofre
oxidacdo, formando uma camada de 6xidos de paladdio [163, 192], que corresponde a
ocorréncia dos picos de oxidacdo 2,, 5, ¢ 6,, Fig. 3.15 ¢ Fig. 3.16. Estes oxidos de
paladio sdo reduzidos nos varrimentos em sentido negativo, correspondete ao pico P..
As diferentes etapas de formacdao da camada de 6xidos de paladio sdo mostradas nos
voltamogramas registrados com inicio em £; = 0,00 V e sucessivamente aumentando o
limite de potencial positivo, Fig. 3.16A. Foi observado que o pico 2, foi seguido pelos
picos de oxidagdo 5, ¢ 6,, ¢ que aumentando o limite de potencial positivo o pico de
reducdo P, foi deslocado para potenciais menos positivos. O aumento da corrente de
pico e a irreversibilidade do processo de reducdo dos 6xidos de palddio sugere que o
pico P, ja ndo corresponde apenas a reducdo das espécies oxidadas no pico de 2,, mas a
todas as espécies de Oxidos de paladio formadas até £, = + 1,4 V no varrimento em
sentido positivo. A presenga do pico 6,, apenas ligeiramente visivel por voltamétria
ciclica, foi confirmada nos varrimentos de impulso diferencial, Fig. 3.16B, ¢ a sua
reversibilidade foi estabelecida pela voltamétria de onda quadrada, Fig. 3.16C.
O voltamograma de onda quadrada também confirmou a reversibilidade do par redox
2, - 2. e airreversibilidade do pico 5,, sem as interferéncias de outras espécies de 6xidos

de Pd.

3.3.2 Adsor ¢do esponténea do paladio nos eléctrodos de carbono

Numa outra experiéncia, foi testada a possibilidade duma adsor¢do espontinea

do palddio nos eléctrodos de carbono, a partir duma solucdo concentrada de 1,0 mM

114
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PdSO,4, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. Os eléctrodos de carbono, tanto o GCE como
também o HOPG, foram imersos na solu¢do acima mencionada durante 30 minutos.
O procedimento conduziu a adsor¢do espontdnea de palddio nas superficies dos

eléctrodos, que foram investigados por voltametria ciclica e por AFM [159].

5 pA

S T I s m e e e e e A B
-06 -04 -02 00 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.18 — Voltamogramas ciclicos em electrolito de suporte pH 7,0, ap6s 30 min. de

adsor¢do espontdnea numa solucdo de 1,0 mM PdSOy: (==) 1° e (***) 2° varrimento.

Os varrimentos registrados em electrdlito de suporte a pH 7,0 mostraram picos
menos definidos, Fig. 3.18, mas um comportamento electroquimico semelhante aos

resultados obtidos em solu¢do de PdSO4, confirmando assim a adsor¢do espontanea no

GCE.

Figura 3.19 — Imagens de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do

eléctrodo apos 30 min. de adsor¢do espontanea duma solugdo de 1,0 mM PdSO,.
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As 1imagens de AFM mostraram a presenca do paladio adsorvido
espontaneamente no HOPG pela formagdao de uma rede incompleta na superficie do

eléctrodo, Fig. 3.19, com 0,5 — 1,5 nm de espessura.

3.3.3 Nanoestrutur as de paladio electr odepositado nos eléctr odos de carbono

O estudo das nanoestruturas de paladio electrodepositado a diferentes potenciais
a partir de solugdes de 0,1 mM ou 1,0 mM PdSO, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0,
foi efectuado na superficie de dois eléctrodos de carbono, GCE e HOPG, utilizando
métodos voltamétricos e AFM [159]. A electrodeposi¢do no GCE e no HOPG, durante
30 minutos, foi realizada aplicando os seguintes potenciais: - 1,00 V, em regime de
OPD -“overpotential deposition”, para a deposicao de paladio, - 0,45 V, em regime de
UPD -“underpotential deposition”, para evitar a evolucao do hidrogénio, - 0,20 V apds a
formagao de pré-oxidos, + 0,15 V antes da formagdo de 6xidos e + 1,00 V apods a
formagao de 6xidos. Os voltamogramas foram obtidos em tampao fosfato, registando os

varrimentos a partir de £; = 0,00 V no intervalo de potencial + 1,00 V —- 0,55 V.

A electrodeposicio de paladio em Ege = - 1,00 V. Os voltamogramas obtidos
em electrdlito de suporte mostraram, para as duas concentragdes estudadas, os picos de
oxidacdo 2,, 5, € o pico de redugdo P, e a potenciais mais negativos foram detectados o
par redox 4. - 4, ¢ o pico 1,, Fig. 3.20. Foi observado que para as nanoestruturas
depositadas a partir da solugdo mais concentrada, de 1,0 mM PdSOs, as correntes de
pico foram menores em relacao as correntes registadas para as nanoestruturas obtidas a

partir da solucao de 0,1 mM PdSOs..

As imagens de AFM mostraram diferengas significativas entre as nanoestruturas
obtidas a partir das concentragdes utilizadas. A electrodeposicao efectuada em 0,1 mM
PdSO;4 levou a formacdo de nanoparticulas pequenas e de nanofios curtos até 6 um de
comprimento, Fig. 3.21A, cada nanofio de Pd(0) sendo composto por uma sequéncia de
pequenas nanoparticulas de 10 a 40 nm de didmetro. A partir da solugdo de 1,0 mM
PdSO4, as imagens de AFM mostraram nanoparticulas de Pd(0) muito bem distribuidas
no eléctrodo, Fig 3.21B, de 17 nm de altura, com a tendéncia para estarem organizadas
em pequenos aglomerados, e varios nanofios curtos e descontinuos nos defeitos do

eléctrodo.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

UP 10 pA

C
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-06 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V vs. Ag/AgCI
Figura 3.20 — Voltamogramas ciclicos obtidos em electrolito de suporte pH 7,0 apds a

aplicacdo do potencial de — 1,00 V durante 30 min numa solucao de:

(=) 0,1 mM e de (=) 1,0 mM PdSOs.

Figura 3.21 — Imagens de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do
eléctrodo apos a aplicacdo do potencial de — 1,00 V durante 30 min numa solugao de:

A)0,1 mM e B) 1,0 mM PdSO..
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A co-evolugdo do hidrogénio em - 1,00 V provoca a formacao e acumulacao de
um grande numero de bolhas de H, perto do eléctrodo durante o processo de deposicao,
efeito observado tanto para o GCE, bem como para o HOPG. A formacao destas bolhas,
cobrindo grande parte da superficie do eléctrodo, impedem o crescimento continuo e

regular das nanoestruturas de Pd(0).

As diferencas de correntes observadas nos voltamogramas obtidos para as duas
concentragoes utilizadas e as variagdes de potencial para o par redox 4. - 4,, Fig. 3.20,
podem estar relacionadas com a presenca de diferentes estruturas na superficie do
eléctrodo, nanoparticulas ou nanofios de Pd(0), Fig. 3.21, e/ou com a influéncia da
co-evolucao do H; nestas condi¢des experimentais. Por isso, foi escolhido um outro

potencial de eléctrodeposi¢do de - 0,45 V, de maneira a evitar a evolugdo do hidrogénio.

A electrodeposicio de paladio em Ege = - 0,45 V. Os varrimentos registados em
tampao apos a electrodeposi¢do em 0,1 mM PdSO,, Fig. 3.22, mostraram o pico de
oxidagdo 5,, o pico de redu¢ao P, e o par redox 4. - 4, enquanto que apds a
electrodeposi¢ao de 1,0 mM PdSO, foram detectados também os picos de oxidagdo
l,e 2,

deposicéo

1 a

a

Up S pA

C

06 04 -02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.22 — Voltamogramas ciclicos obtidos em electrdlito de suporte pH 7,0 apds a
aplicagdo do potencial de — 0,45 V durante 30 min. numa solugédo de:

(=) 0,1 mM e de (—) 1,0 mM PdSO.,.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

Na solug@o de 0,1 mM PdSO4 foram obtidos nanofios continuos até¢ 7 um de
comprimento e perfeitamente regulares, Fig. 3.23A e B, e foram observados também
nanoparticulas, aglomerados e fragmentos muito pequenos na superficie do eléctrodo.
A partir da solugdo de 1,0 mM PdSO4, as imagens de AFM mostraram o aumento da
cobertura do eléctrodo pelas nanoestruturas de paladio, Fig. 3.23C e¢ D, mas com

nanofios menores € menos uniformes.

~70nm

Figura 3.23 — Imagens de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do
eléctrodo apos a aplicagdo do potencial de — 0,45 V durante 30 min. numa solugdo de:

A,B)0,1 mM e C, D) 1,0 mM PdSO..

O regime de UPD corresponde a deposi¢do do Pd(0) metal a um potencial mais
positivo do que o previsto pela equacdo de Nernst para a deposi¢do. A aplicagdo do
potencial de - 0,45 V, em regime de UPD para evitar a co-evolucao do H,, leva a
formag@o de nanofios de Pd(0) mais compridos e mais espessos, Fig. 3.23, do que os
nanofios formados por OPD, mas para ambos os regimes os nanofios depositados a
partir da concentragdo menor, 0,1 mM PdSO,4 apresentaram alturas maiores e
morfologias mais regulares e homogéneas. Pelo contrario, a electrodeposi¢ao na solucao
de concentragdo maior, aumenta o nimero de pontos de nucleacdo na superficie e

consequentemente aumenta também a distribuicdo das nanoparticulas no eléctrodo.

A electrodeposicdo de paladio em Egep = - 0,20 V. Sendo que o par redox 4. - 4,
associado com a formagdo dos pré-oxidos de paladio ocorre em =~ - 0,25 V, Fig. 3.20,
na presen¢a de nanoparticulas de Pd(0) na suferficie do eléctrodo, Fig. 3.21B, ¢ em

~ - 0,40 V, para os nanofios de Pd(0), Fig. 3.21A, foi escolhido um potencial de
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deposicao mais positivo, - 0,20 V, apos a formagdo dos pré-6xidos, para investigar as

nanoestruturas depositadas nestas condigdes.

Os voltamogramas registados apos a electrodeposicdo em 0,1 mM PdSO4
mostraram correntes de pico pequenas, Fig. 3.24 Inserto. As imagens de AFM obtidas,
Fig. 3.25A, mostraram nanoparticulas globulares, de 20 nm de altura, depositadas nos
defeitos do eléctrodo, e aglomerados muito pequenos nos terracos planos do HOPG.
Apés a electrodeposicdo a partir da solugdo de 1,0 mM PdSO4, Fig. 3.24,
nos voltamogramas registados foram observados todos os picos caracteristicos para o
intervalo de potencial escolhido, muito bem definidos. As imagens de AFM, Fig. 3.25B,
mostraram um filme muito espesso de =100 nm de altura, com aspecto granulado, que
encobre todo o eléctrodo. A interpretacdo dos picos voltamétricos 4. - 4, ndo ¢
consensual, e tem sido relacionada na literatura tanto com um processo de pré-oxidagao

monocamada [187] ou com o hidrogénio adsorvido [178].

deposicédo

P 0,5 pA
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-04 0.0 0.4 038
P E/Vvs. Ag/AgCl
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T T — T 77—
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.24 — Voltamogramas ciclicos obtidos em electrdlito de suporte pH 7,0 apds a
aplicacdo do potencial de — 0,20 V durante 30 min. numa solu¢ao de:

(=) 0,1 mM e de (=) 1,0 mM PdSO,.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

Figura 3.25 — Imagens de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do
eléctrodo apos a aplicagdo do potencial de — 0,20 V durante 30 min. numa solugdo de:

A)0,1 mM e B) 1,0 mM PdSOy,.

Os depositos visualizados no plano basal do eléctrodo, Fig. 3.25A, evidenciaram
a formagao dos pré-oxido de paladio, que por sua vez actuam como pontos de nucleacao

adicionais para a deposi¢ao do paladio.

A electrodeposicéo de paladio em Eqe = + 0,15 V. A electrodeposi¢do neste
potencial permitiu uma melhor avaliagdo dos pré-6xido de palddio formados na
superficie do eléctrodo. Os voltamogramas registrados no electrélito de suporte apos a
eléctrodeposicdo em 0,1 mM PdSO,; mostraram correntes de pico muito pequenas,
Fig. 3.26, enquanto que nas imagens de AFM foi possivel observar agregados muito
pequenos na superficie, mas cobrindo praticamente todo o eléctrodo, Fig. 3.27A.
ApoOs a electrodeposicdo a partir de 1,0 mM PdSO,, foram observados nos
voltamogamas os picos caracteristicos para o paladio eléctrodepositado, muito bem
definidos. As imagens de AFM, Fig. 3.27B, mostraram um filme formado por

agregados globulares grandes, e com poros.

Com base nos resultados experimentais obtidos apos a electrodeposi¢ao do
paladio em — 0,20 Ve em + 0,15 V, o par redox 4. - 4, foi relacionadao com o processo
de formagdo de pré-oxidos, sendo que as nanoestruturas observadas nestas condigdes,
agregados e filmes, tém uma aparéncia muito diferente das nanoestruturas de Pd(0),

regulares, obtidas pela aplicacao de potenciais muito mais negativos.
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Figura 3.26 — Voltamogramas ciclicos obtidos em electrdlito de suporte pH 7,0 apds a

aplicac@o do potencial de + 0,15 V durante 30 min. numa solugao de:

(=) 0,1 mM e de (==) 1,0 mM PdSO,.

Figura 3.27 — Imagens de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do
eléctrodo apos a aplicacdo do potencial de + 0,15 V durante 30 min. numa solugdo de:

A)0,1 mM e B) 1,0 mM PdSOy.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

A electrodeposicéo de paladio em Egep = + 1,00 V. Nos voltamogramas obtidos
apos a electrodeposi¢ao de 0,1 mM PdSO4 foram observadas correntes de pico muito
pequenas, Fig. 3.28, ¢ as imagens de AFM mostraram apenas algumas particulas de
1,2 nm de altura, Fig. 3.29A.

deposicéo
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E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.28 — Voltamogramas ciclicos obtidos em electrdlito de suporte pH 7,0 apds a
aplicacao do potencial de + 1,00 V durante 30 min numa solugao de:

(==) 0,1 mM e de (=) 1,0 mM PdSO,.

A partir da solugdo de 1,0 mM PdSO,, foram observados picos muito bem
definidos nos voltamogramas registadas. De facto, nestas condigdes, o pico 1, surgiu
melhor definido e bem separado do par redox 4, — 4,. As imagens de AFM mostraram
que o eléctrodo foi coberto por uma fina pelicula uniforme, Fig. 3.29B, com apenas

alguns poros de cerca de 1.5 nm de profundidade.

Ficou assim evidenciado que o crescimento da camada de 6xidos de paladio
comeca a potenciais negativos com a formacdo de filmes de pré-oxidos de paladio,
e o potencial onde este filme comeca a ser formado depende directamente das

caracteristicas morfologicas das nanoestruturas de Pd(0) electrodepositado.
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Figura 3.29 — Imagens de AFM [159] das nanoestruturas de paladio depositado na superficie do
eléctrodo apos a aplicag@o do potencial de + 1,00 V durante 30 min. numa solugéo de:

A) 0,1 mM e B) 1,0 mM PdSO,.

Com a aplicagdo de potenciais positivos elevados, as nanoparticulas e os
nanofios de Pd(0) sofrem oxidacdo e conduzem a formacdo de uma camada mista de
oxidos, que por sua vez proporciona pontos de nucleacdo para o crescimento adicional

de Pd metal, aumentando a cobertura da superficie de eléctrodo.

No que respeita a formagao de nanoestruturas regulares, bem definidas, ficou
mostrado que o potencial aplicado influéncia significativamente as caracteristicas
morfoldgicas das nanoestruturas de paladio, o controle do tamanho e da forma sendo

conseguido através da variagdo dos parametros de electrodeposi¢do

As dimensodes e as formas dos nanofios de Pd(0) podem ser controlados através
da reducdo da taxa de crescimento do Pd(0) utilizando o regime de UPD (- 0,45 V) e
diminuindo a concentragdo da solug¢do de paladio. Como resultado, o processo de UPD
¢ um procedimento simples para a producdo de nanofios de palddio uniformes em
condi¢gdes ambientais de pressdo e temperatura. Pelo contrério, a formagao de pequenas
nanoparticulas de Pd(0) com uma distribuicdo uniforme no eléctrodo requer uma
electrodeposi¢do rapida que pode ser alcancada em regime de OPD (- 1,00 V) e

concentragdes altas de Pd*".
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

3.4 Nitrato de paladio e tetraclor opaladato de potassio

O comportamento electroquimico do paladio foi também investigado por
voltamétria ciclica numa solugdo de 1,0 mM Pd(NOs3), em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0,
saturada com N,. Os voltamogramas foram registados no intervalo de potencial
- 1,0 V- + 1,00 V, com uma velocidade de varrimento de v = 100 mV s,
Os varrimentos sucessivos registados na solugdo de Pd(NOs), mostraram o
comportamento electroquimico tipico do paladdio observado também para o PdCl; e o
PdSO,, Fig 3.30. Apds 10 varrimentos em solugdo, o eléctrodo foi lavado e transferido

para uma solucdo s6 de tampao fosfato a pH 7,0.

O primeiro varrimento registado em electrolito de suporte mostrou os mesmos
picos observados em solucdo, mas deslocados para potenciais mais negativos € com
correntes de pico menores, uma vez que o signal electroquimico é proveniente s6 do
paladio electrodepositado na superficie do GCE, sem a contribuicdo adicional das

espécies presentes na solucao.

100 pA

I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1
1.0 -08 06 04 -02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.30 — Voltamogramas ciclicos: (==) 10° varrimento numa solugdo de 1,0 mM Pd(NO;),

e (==) 1° varrimento apo6s a transferéncia do GCE em electrélito de suporte pH 7,0.
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Na Fig. 3.31 esta apresentado o ultimo varrimento registado na solugdo de
K,PdCly, e o primeiro varrimento registado em electrolito de suporte pH 7,0 apds a
transferéncia do eléctrodo. Neste caso foi observada a auséncia do deslocamento de
potencial dos picos e uma diferenga menor entre as correntes registadas em solucao e
apods a transferéncia em electrélito de suporte, devido a utilizacdo de uma solucio de
K,PdCly menos concentrada do que para os estudos anteriores. Contudo,
os voltamogramas mostram os picos caracteristicos do palddio depositado na superficie
do eléctrodo, ou seja, a formacdo dos 6xidos de palddio nos potenciais positivos, a
reducdo dos mesmos para o Pd(0) e a evolugdo do hidrogénio. Os resultados obtidos
com Pd(NOs;), e com K;PdCly; mostraram que uma vez o palddio depositado na
superficie do eléctrodo, por varrimentos sucessivos ou pela aplicagdo de um potencial
fixo, o comportamento electroquimico ¢ semelhante para todas as solugdes precursoras

utilizadas.

08 -06 -04 02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.31 — Voltamogramas ciclicos: (==) 10° varrimento numa solugdo de 100 uM K,PdCl,

e (==) 1° varrimento ap0s a transferéncia do GCE em electrolito de suporte pH 7,0.

O tetracloropaladato de potéssio € o unico sal de paladio que ndo necessita a
solubilizagdo em acido e, sendo bem soluvél em meio aquoso, foi utilizado em seguida

A . . " N
nas experiéncias de interac¢do dos ides de Pd*" com o dsDNA.

126



3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

3.5 A interaccdo dosides de Pd** com o ADN

Diferentes ides metalicos interagem especificamente com o dsDNA, nos grupos
de fosfato carregados negativamente da dupla hélice ou nas bases azotadas expostas nos
sulcos [7, 121]. A interacgdo entre o dsDNA e os ides metéalicos de Pd*" foi estudada
por voltametria de impulso diferencial para investigar a ac¢do destes ides metalicos na
possivel indugdo de clivagem das pontes de hidrogénio no ADN, na deconformacao da

dupla hélice e / ou de provocar danos oxidativos as bases do ADN.

Foram utilizadas duas concentracdes de Pd*", que foram incubadas por
diferentes periodos de tempo com dsDNA, e a interac¢do foi avaliada tanto em solucdo,
como utilizando uma de camada fina do complexo Pd-ADN imobilizada na superficie
do GCE por electrodeposi¢do a + 0,30 V durante 300 s, como descrito na Sec¢do

Experimental 2.3.2.

O efeito da interaccdo paladio-ADN foi seguido por voltametria de impulso
diferencial. As alteragdes observadas nas correntes dos picos de oxidagdo do dsDNA, as
bases purinicas desoxiguanosina (dGuo), E,, = + 1.03 V, e desoxiadenosina (dAdo),
Ep =+ 1.30 V, foram comparadas com os resultados obtidos para uma solugdo de
dsDNA de controle. Foi monitorizada a ocorréncia dos picos associados aos produtos de
oxidacdo da guanina e / ou adenina, ou seja, 8-oxoguanina e 2,8-dihidroxiadenina no
potencial £, ~+ 0.45 V vs. Ag/AgCl, em tampao acetato 0,1 M pH 4,5, como indicador
de dano oxidativo [62, 64] causado ao ADN. A solugdo de controle, de 60 mg mL™"
dsDNA, foi preparada também em tampao acetato ¢ analisada ap6s os mesmos periodos

de tempo que as solucgdes incubadas de Pd-ADN.

O potencial aplicado, + 0,30 V vs Ag / AgCl, ¢ utilizado para a preparagao de
um filme fino de complexos Pd-ADN e foi seleccionado para reforgar a adsor¢do de
ADN na superficie do eléctrodo. Contudo, o potencial aplicado ¢ um potencial positivo
abaixo do potencial de oxidacdo da qualquer base ou dos produtos de oxidacdo das

bases [64] do ADN.

O complexo Pd-ADN foi preparado pela incubacdo de 60 mg mL™ de dsDNA
com solugdes de 10 e 100 uM Pd*". Primeiro, a interac¢do de Pd*" com o ADN foi

estudada directamente nas solugdes incubadas, Fig. 3.32 e Fig. 3.33.
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Figura 3.32 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) dsDNA de controle ap6s 24 h da
preparagio, e complexo de Pd-ADN apos (=) 24 h e (++*) 60 h de incubagio com 10 pM Pd*".
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Figura 3.33 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) dsDNA de controle apos 24 h da

preparacdo, e complexo de Pd-ADN apo6s (==) 24 h e (e**) 60 h de incubagdo com
A) 10 uM e B) 100 uM Pd*".
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

O voltamograma de impulso diferencial obtido em solu¢ao para o complexo de
Pd-ADN apos 24 horas de incubagio do dsDNA com 10 uM Pd*, Fig. 3.32, foi uma
sobreposi¢do quase perfeita com os resultados obtidos na solucdo de dsDNA de
controle. Quando o voltamograma de impulso diferencial foi registrado na solugao apos
60 horas de incubag¢io com 10 uM Pd**, ocorreu uma diminuicdo consideravel nas
correntes dos picos de oxidacdo dGuo e dAdo, quando comparado com os resultados

obtidos para a solu¢do de dsDNA de controle.

A mesma experiéncia foi realizada utilizando uma solu¢do mais concentrada de
100 uM Pd**. Os picos de oxidacdo do ADN, tanto dGuo como dAdo, desapareceram
nos voltamogramas registados apds 24 e 60 horas de incubagédo, Fig. 3.33, sugerindo
uma interacgdo muito forte entre os ides de Pd*" e o dsDNA. No entanto, como nos
voltamogramas de impulso diferencial ndo foram observados picos correspondentes aos
produtos de oxidagcdo do dGuo ou dAdo, a 8-oxoguanina ou a 2,8-dihidroxiadenina,

concluiu-se que para as condi¢des experimentais utilizadas nao houve dano oxidativo.

Numa outra experiéncia, foi preparado um filme fino do complexo Pd-ADN,
como descrito na Sec¢do Experimental 2.3.2, a partir duma solucdo de dsDNA incubada
com 10 uM Pd*" durante 24 e 60 horas, Fig. 3.34. Os voltamogramas registrados em
electrolito de suporte confirmaram a tendéncia das experiéncias anteriores nas solugdes
incubadas, ou seja, uma diminui¢do notavel dos picos de oxidagdo dGuo e dAdo apods
24h, no caso de solugdes de dsDNA incubadas com 10 pM Pd**, a auséncia de picos
ap6s 60horas e¢ para as solu¢des de dsDNA incubadas com 100 puM Pd*" (ndo

apresentado), mas nenhum dano oxidativo no ADN foi detectado.

Foram também efectuadas experiéncias com tempos curtos de incubacao,
utilizando o eléctrodo modificado com um filme de 60 pug mL"' dsDNA, preparado
como descrito na Sec¢do Experimental 2.3.2. O eléctrodo assim modificado foi imerso
nas solucdes de 10 pM e de 100 uM Pd*" em tampéo fosfato 0,1 M pH 7.0, e os efeitos
da interaccdo foram seguidos por voltametria de impulso diferecial apos 3, 5 e 10
minutos de incubagdo. Os voltamogramas obtidos no electrélito de suporte pH 4,5,
mostraram que para as incubag¢des com 10 uM Pd*", Fig. 3.35, os picos de oxidacio
dGuo e dAdo diminuiram com o aumento do tempo de incubagdo, relativamente aos

picos registados para o filme de dsDNA de controle.
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Figura 3.34 — Voltamogramas de impulso diferencial em electrolito de suporte pH 4,5
obtidos com um filme fino de: (=) dsDNA de controle apos 24 h da preparacio, ¢

complexo de Pd-ADN com 10 pM Pd*" apds (=) 24 h ¢ (+++) 60 h de incubagio.
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Figura 3.35 - Voltamogramas de impulso diferencial em electrolito de suporte pH 4,5 com
filme de dsDNA: (=) de controle, ¢ incubado por
(=) 10 min, (===) 5min e (+**) 3 min. com 10 pM Pd*".
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

No caso das incuba¢des com 100 uM Pd**, Fig. 3.36, os voltamogramas
mostraram a auséncia dos picos de oxidagdo do ADN logo apos 3 e 5 minutos de
incubagdo. Quando o filme de dsDNA foi incubado por 10 minutos com 100 pM Pd*",

o voltamograma registado apresentou um Unico pico de oxidagdo, Ep, =+ 1,15 V.

3 nA

_ AN

I v I v I v I v I v I v !
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.36 — Voltamogramas de impulso diferencial em electrolito de suporte pH 4,5 com
filme de dsDNA: (=) de controle, ¢ incubado por (=) 10 min. ¢ (===) 5 min. com 100 pM Pd**
¢ (=+=) 10 min. adsorgéo livre de 100 uM Pd*".

Para esclarecer a ocorréncia deste pico, foi efectuada uma experiéncia adicional
na qual o eléctrodo previamente limpo foi imerso por 10 min numa solugdo de 100 uM
Pd*" em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0. O voltamograma registado em tampdo acetato
0,1 M pH 4,5, nas mesmas condigdes como para o filme de dsSDNA incubado com pd*,
mostrou a presenca do signal anédico em + 1,15 V. Foi assim concluido que este pico ¢
devido a oxidagdo do paladio adsorvido na superficie do eléctrodo, o que levou a
identificacdo do pico registado no caso do filme de dsDNA incubado por 10 minutos
com 100 pM Pd*". Todavia, também nestas experiéncias ndo foi detectado nenhum
signal a Ep, =+ 0,45 V que poderia indicar o dano oxidativo causado ao ADN pelos

ides de Pd*".
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Os resultados obtidos mostraram que os ides de Pd*" interagem com o dsDNA e
que esta interaccao ¢ significativa, mesmo para concentragdes muito baixas de 10 uM
Pd*", quando comparado com a interac¢io do dsDNA com Pb*", Cd*" e Ni*", que exigiu

concentragdes maiores destes i0es metalicos [193].

Devido a uma elevada afinidade para formar ligagdes covalentes com as bases
azotadas, varios catides metalicos tém a capacidade de induzir mudangas estruturais no
B-ADN [193], maiores no caso do dsDNA de alto peso molecular. A interac¢do das
bases do ADN com Pd* * mostrou ser mais forte do que com Ni*" ¢ Cd*". De facto,
a ligacdo dos ides de Pd*" ao ADN foi relatada a ser entre as mais fortes, em
comparagio com Pb*" que é considerado de ter uma forca de ligacio de nivel

intermediério, ¢ o AI’* e Ce’” de nivel baixo [117, 122].

As experiéncias complementares de AFM [193] mostraram que os catides de
Pd*" induziram grandes mudangas morfologicas no padrio de adsor¢io do ADN,
quando comparado com o dsDNA de controle, Fig. 3.36A, nas mesmas condigdes
experimentais. As imagens do complexo de Pd-ADN adsorvido no HOPG,
Fig. 3.36B ¢ C, mostraram uma rede constituida por filamentos espessos e enrolados
que se uniram para formar agregados, deixando grandes partes da superficie do
eléctrodo descoberta. A espessura da camada do complexo Pd-ADN apresentou valores
que variaram entre 2,0 e 13,0 nm, maiores do que a altura do dsDNA de controle de
2,0 nm [193], o que significa que varias camadas de hélices de ADN estdo envolvidas

num processo de condensacao.

Figura 3.36 — Imagens de AFM [193] de: A) dsDNA controle, ¢ B, C) complexo Pd-ADN.
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3. Estudo voltamétrico do paladio e da interac¢do com o0 ADN

Os resultados voltamétricos, confirmados também por AFM, sdo coerentes com
o modelo proposto [117, 118, 127] para descrever as interacgdes do dsDNA com os
catides metalicos, baseado na ligacdo especifica com as bases do dsDNA. Estes catides
metalicos interagem com os grupos fosfato do dsDNA e com as bases, sendo o N7 das
purinas o local mais provavel de ligacdo. A ligacdo dos catides metalicos nestes sitios
primarios destabiliza localmente o0 dsDNA, causando o desenrolamento da dupla hélice,
com as bases deslocadas em relag@o ao eixo da hélice, e perturbando o emparelhamento
e o empilhamento das bases no ADN. Na sequéncia deste mecanismo, a dupla hélice de
ADN torna-se localmente desnaturada. Como resultado, sitios secundarios de ligacao
estdo disponiveis para reagir, como o N1 da adenina, o N1H da guanina, o N3 da

citosina e 0 N3H da timina, permitindo a ligacao adicional dos ides metalicos.

A separacdo local das cadeias do ADN pode induzir também um estado de
agregacdo parcial na presenca de catides metdlicos. As cadeias parcialmente abertas,
com as bases desemparelhadas devido a perturbagdo, podem realizar ligacdes cruzadas
com as cadeias presentes na vizinhanga através de pontes de ides metalicos. Na presenca
de alguns metais de transicdo, a agregacdo do ADN de alto peso molecular foi
anteriormente observada mesmo a temperatura ambiente [121, 127]. A agregacdo do
ADN esta dependente da desnaturacdo local e, consequentemente, os catides metalicos
que exibem uma maior afinidade para as bases do ADN, especialmente para o N7 das

purinas, favorecem uma maior agregacao.

Devido a desnaturacdo local da dupla hélice, as bases que inicialmente foram
protegidas no interior da hélice sdo mais expostas para a solucdo e sofrem mais
facilmente interagdes hidrofobicas com a superficie hidrofobica dos eléctrodos de
carbono, quando comparado com o dsDNA de controle. A forte interaccdo dos ides de
Pd*" com o dsDNA leva a desnatura¢io que é rapidamente seguida pela agregagio do
ADN, devido a formagdao de pontes de ides metdlicos entre as bases das cadeias

vizinhas.

Os resultados de voltametria obtidos com o complexo de Pd-ADN mostraram a
diminuigo dos sinais de tanto dGuo e dAdo nas solugdes incubadas com 10 uM Pd*’,
e a auséncia de sinais quando uma concentragio maior de 100 uM Pd*" foi utilizada.

Isto ¢ consistente com os fendmenos descritos de condensacdo e agregacdo do ADN.
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O efeito significativo da interaccdo do dsDNA com os ides de Pd*", observado por
voltametria ¢ AFM, demonstra uma modificacao total da forma secundaria de estrutura
B-ADN, de acordo com um fenomeno observado anteriormente na presenca de Pd*" por

espectroscopia Raman [117].

As estruturas de Pd-ADN muito compactas observadas por AFM [193], ¢ os
resultados voltamétricos, sugerem que as interagdes do Pd*” com o ADN estio
localizadas no interior da dupla hélice, o que conduz a uma interac¢do forte e estavel
entre Pd*" ¢ as bases do ADN. A interac¢do ¢ dependente do tempo de incubacio e das
concentracdes de Pd*" utilizadas, e altera completamente a forma secundaria de

estrutura B-ADN, mas ndo causando dano oxidativo.

3.6 Conclusdes

A caracterizagdo voltamétrica do palddio em solugdo e electrodepositado em
substratos de carbono, a partir de solu¢des de PdCl,, PdSO4, PA(NOs), e K,PdCly,
mostrou um comportamento electroquimico complexo, envolvendo varios processos
redox, correlacionados com a formacgdo de nanoestruturas. Através do controlo de
diferentes parametros, tais como o potencial aplicado e a concentracdo das solugdes
utilizadas, foram obtidas varias nanoestruturas (nanoparticulas, nanofios e filmes), com

possiveis aplicagdes em electrocatalise e em nanotecnologia.

Os ides de Pd*" interagem especificamente com o dsDNA e os resultados
voltamétricos mostram que a interac¢ao ¢ muito rapida e estavel, relacionada com a
inducdo de desnaturacdo local da dupla hélice e mudangas estruturais da forma de

B-ADN, mas sem causar danos oxidativos.
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico

Neste capitulo sera descrito o acido a-lipdico, antioxidante e ligando, e sera
efectuada uma caracterizagdo por voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e
voltametria de impulso diferencial. Serd descrito o mecanismo de oxidagdo do acido
a-lipdico e serdo optimizadas as condi¢des para determinar o seu conteudo em duas

amostras comercias.

O conteudo em acido lipdico em dois suplementos nutritivos, um xarope que
contem o acido a-lipdico e capsulas de acido a-lipoico, serd determinado directamente
no eléctrodo de carbono vitreo pela voltametria de impulso diferencial utilizando o

método de adigdo padrio.

4.1 Introducao

O 4cido a-lipdico, cuja estructura esta representada no Esquema 4.1, tem um
anel ciclopentano que inclui uma ponte dissulfidica, uma curta cadeia aquil com quatro

unidades CH,, e uma terminagao carboxilica.

COOH

S—S

Esquema 4.1 — Formula estrutural do acido a-lipdico

137



A reaccdo bioquimica do acido lipdico envolve a redugdo reversivel da ponte
dissulfidica do anel ciclopentano a um ditiol, resultando o &cido dihidrolipdico

(DHLA — “dihydrolipoic acid”):
Acido Lipéico + 2 H" + 2 ¢ — Acido dihidrolipéico E’h=-0,290 V

As propriedades especiais do acido lipdico devem-se as propriedades do acido
lipdico na sua forma oxidada. A configuracdo de anel fechado ¢ energeticamente
superior a forma de cadeia aberta, o que resulta num forte potencial negativo de reducao
de cerca de -0,30 V. A forma oxidada oxida facilmente cianetos e grupos sulfidril [8].
A reacgdo de reducdo do acido lipoico € reversivel no eléctrodo de mercirio ou nos
eléctrodos modificados com sais organicos de metais com quais o acido lipdico pode

realizar complexos [278].

O 4cido lipoico na forma oxidada também pode sofrer oxidagdo nos atomos de
enxofre. Esta oxidagdo conduz a formacdo de um tiosulfinato, produto biologico

identificado como acido B-lipdico [254], ou de um tiosulfonato [257, 266].

O comportamento electroquimico do acido a-lipdico foi estudado num largo
intervalo de valores de pH, de 1,4 — 10,6. A resposta voltamétrica foi registrada num
intervalo de potencial — 1,00 V — + 1,40 V, e estudou-se também a influéncia do pH no

processo de transferéncia de carga envolvido na sua oxidagao.

4.2 \Voltametria ciclica

O comportamento electroquimico de oxida¢cdo do acido a-lipdico foi estudado
inicialmente em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. Os voltamogramas ciclicos obtidos numa
solugdo de 100 pM acido a-lipoico, registados a uma velocidade de 25 mV s,

estdo apresentados na Fig. 4.1 e mostram um Unico pico anddico em Ep,=+ 0,80 V.

Varrimentos sucessivos na mesma solu¢do mostraram uma diminui¢cdo da
corrente nos voltamogramas e de seguida uma estabilizacio da corrente do pico.
Os voltamogramas mostram também a auséncia de quaisquer outros picos devido a

formagao de produtos de oxidagao electroactivos nos varrimentos seguintes.
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico

—
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 4.1 — Voltamogramas ciclicos succesivos de uma solug@o de 100 uM acido a-lipdico

em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0; v=25 mV s

I ' I ' I ' I ' I ' I ' T T 1
04 05 06 07 08 09 10 11
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 4.2 — Voltamogramas ciclicos sucessivos de uma solugao de acido 100 uM a-lipdico em

tampao acetato 0,1 M pH 4,5; v=25 mV s
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O mesmo comportamento foi observado nos voltamogramas ciclicos registados a
pH 4,5 numa solug@o de acido a-lipdico 100 uM em tampao acetato 0,1 M, Fig. 4.2,

mas com o pico de oxidagcdo mais definido € com uma corrente maior.

O efeito do pH no potencial do pico de oxidagdo, Ey,, Fig. 4.3, foi estudado em
diferentes electrolitos de suporte com forca ionica de 0,1 M para uma larga gama de
valores de pH, de 1,4 a 10,6. Os resultados mostram correntes do pico maiores em meio
acido e diminuindo em meio neutro e alcalino. A largura do pico aumentou com o
aumento dos valores de pH, enquanto o potencial de oxida¢do se manteve com o mesmo

valor.

500 nA

ﬁ

I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 4.3 — Voltamogramas ciclicos numa solugdo de 100 uM acido a-lipdico em diferentes

electrolitos de suporte 0,1 M: (=) pH 1,4, (=) pH 7,0 ¢ (=) pH 10,6; v=25mV s™.

Voltamogramas ciclicos obtidos a pH 7,0 numa solu¢do de 100 uM 4acido
a-lipdéico em tampao fosfato 0,1 M foram registrados a diferentes velocidades de
varrimento, entre 10 mV s ¢ 1 V s”'. Com o aumento da velocidade de varrimento foi
observado um deslocamento do pico de oxidacdo para potencias mais positivos,

tanto como o aumento da corrente capacitiva, Fig. 4.4.
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico
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Figura 4.4 — Voltamogramas ciclicos numa solug¢do de 100 uM acido a-lipdico em tampio

fosfato 0,1 M pH 7,0 a diferentes velocidades de varrimento, v = 10; 50; 200; 400 ¢ 750 mV s,

Para um sistema irreversivel controlado pela difusdo:

5 0122 12 12 ; . T

Ia =299 x 10° n (azn’)"" A [0l Dy % , onde a, € o coeficiente anodico de

transferéncia de carga electroquimica, n’ ¢ o numero de electrdes transferidos na etapa
. , - 3 . .

determinante, [O], ¢ a concentragdo em mol cm™, e v a velocidade de varrimento

em Vs [318].
O valor do coeficiente de difusdo determinado para o acido a-lipdico foi

Dy=1.1x10" cm’ s, muito proximo do valor encontrado por Rogers e Mallett [277].
A area do eléctrodo de carbono vitreo foi previamente determinada ser
A = 0,010 cmz, obtida atraves da voltametria ciclica de uma solucao de 0,5 mM

K4[Fe(CN)s] em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, onde o coeficiente de difusdo do

hexacianoferato de pétassio ¢ 7,35 x 10° cm® s [331].
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4.3 Voltametria de impulso diferencial

O processo de oxidacdo electroquimica do acido a-lipdico foi estudado na
mesma escala do pH por voltametria de impulso diferencial. A resposta voltamétrica foi
obtida em solugdes de 5 uM 4cido a-lipdico em diferentes electrdlitos de suporte com a
forca i6nica de 0,1 M. Os resultados mostraram somente a presenca de um pico anodico
em todas as solugdes de electrdlito de suporte utilizados, Fig. 4.5, e confirmaram que o

processo de oxidagdo do acido a-lipdico ¢ independente de pH, Fig. 4.6.

Figura 4.5 — Voltamogramas de impulso diferencial de 5 uM acido a-lipdico

em funcao de pH e do potencial de oxidagdo [221].

O nuamero de eléctroes foi calculado da largura na meia-altura W, = 3,52 RT/nF
(Brett, 1993) dos voltamogramas de impulso diferencial gravados, onde W, = 87 mV;

resulta que ocorre a transferéncia de carga de um s6 eléctrdo e nenhum protio estd
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico

envolvido na oxidagao, sendo um processo independente de pH. O gréafico da variagao
da corrente do pico com o pH, Fig. 4.6, mostra que as correntes mais elevadas foram
registadas em meio acido, na solucdo do electrdlito suporte de KCl1 + HC1 0,1 M pH 1,4,

e que as correntes diminuiram com o aumento de pH.
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Figura 4.6 — Dependéncia de (m) E,, e () I, do pico de oxidagdo com o pH para uma

solucdo de 5 uM acido a-lipdico [221].

Voltamogramas de impulso diferencial sucessivos foram registados numa
solucdo de 5 uM em tampao acetato de 0,1 M pH 4,1, a fim de confirmar o
comportamento observado pela voltametria ciclica, ou seja, uma diminui¢do na corrente
do pico de oxidagdo nos primeiros trés varrimentos consecutivos, mas depois o pico
manteve a mesma altura Fig. 4.7A. O comportamento sugere que o acido o-lipdico
adsorve na superficie do eléctrodo de carbono vitreo, mas sem a formacao de produtos
de oxidagdo, sendo que ndo foram observados quaisquer picos correspondentes a

produtos de oxidagao electroactivos.
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Figura 4.7 — Voltamogramas de impulso diferencial: A) (==) primeiro, (***) segundo e (*—*)

terceiro varrimento na solugdo de 5 uM acido a-lipdéico em tampao acetato pH 4,1, e

(B) (==) primeiro e (***) segundo varrimento no electrolito de suporte pH 4,1.

A adsorc¢do do acido a-lipdico na superficie do eléctrodo de carbono vitreo foi
confirmada apés a transferéncia do eléctrodo para uma solucdo somente de electrdlito
suporte. Depois de alguns varrimentos na solu¢do do acido a-lipdico, o eléctrodo foi
lavado com 4agua desionizada e transferido para a solugdo tampao onde os
voltamogramas de impulso diferencial foram registados. Os voltamogramas mostraram
a presenca do pico de oxidagdo do acido a-lipdico no mesmo potencial que na solugdo
de acido a-lipdico, mas com uma corrente de pico muito pequena. O segundo

varrimento registado mostra a auséncia do pico da adsor¢do do &cido a-lipoico,

Fig. 4.7B.

O comportamento electroquimico em electrolito de suporte do acido a-lipoico
adsorvido na superficie do eléctrodo ¢ consistente com o comportamento do acido
a-lipdico na solugdo, tendo correntes de pico mais elevadas em meios 4cidos e
diminuindo com o aumento das valores de pH. Ja para o pH neutro o pico ¢ visivel
somente apds o tratamento matemdtico dos voltamogramas, com a subtracdo e a

correcao da linha de base (ndo apresentado).
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico

4.4 Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas de onda quadrada mostraram resultados semelhantes aos de
voltametria ciclica e de impulso diferencial, ou seja, um pico de oxidagao irreversivel e

a independéncia de pH do processo de oxidacao do acido a lipdico.

O voltamograma registado numa solugdo de 5 pM écido a-lipdico em tampao
acetato 0,1 M pH 3,1 mostrou o pico da oxidag¢do a Ep,= + 0,76 V, e nenhum pico
reversivel foi observado na corrente inversa Fig. 4.8. Ao transferir o eléctrodo para o
electrélito de suporte, os voltamogramas mostraram a presenca do pico de oxidacdo do

acido a-lipdico adsorvido e a irreversibilidade do mesmo.

Figura 4.8 — Voltamograma de onda quadrada numa solugdo de 5 uM acido a-lipdico em
tampao acetato 0,1 M pH 3,1. I, — corrente total, /r — corrente directa, [, — corrente inversa.

Frequéncia 13 Hz, amplitude 50 mV, velocidade efectiva do varrimento 15 mV s™.

Os dados adquiridos conduzem a conclusdo que, durante o varrimento para
potenciais positivos elevados, o acido lipdico ¢ oxidado de maneira irreversivel a acido
B-lipdico. O pico corresponde a oxidagdo de um dos atomos de enxofre da ponte

dissulfidica a um tiosulfinato, sendo que nenhuns protdes estdo envolvido na reacao,
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mas nao ao thiosulfonato, tendo em consideracdo que o processo de oxidagdao ocorre

com transferéncia somente de um eléctrao.

S——S S——S

Esquema 4.2 — Mecanismo de formagao do acido f3 - lipdico

4.5 Deter minagdo analitica do acido a-lipdico

A deteccdo do acido a-lipdico no eléctrodo de carbono vitreo oxidando-o
irreversivelmente ao acido [-lipdico poderia ser uma maneira simples € menos
demorada para determinar a sua presen¢ca em suplementos nutritivos, sendo que ndo

exige solugdes desaeradas ou eléctrodos modificados.

Embora em meios acidos o acido a-lipdéico adsorva na superficie do eléctrodo,
ndo ¢ uma adsor¢do forte e o acido lipdico é removido facilmente lavando o eléctrodo
com o alcool etilico, seguido por uma limpeza electroquimica de poucos varrimentos no

electroélito de suporte.

Para a determinagdo analitica, voltamogramas de impulso diferencial da
oxidagdo do 4cido a-lipdico foram registados na mesma superficie do eléctrodo de
carbono vitreo em solu¢des com diferentes concentragdes de acido a-lipdico, de 1 uM a

150 uM, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.

Antes de cada medida a superficie do eléctrodo foi lavada com alcool etilico e
ciclado no electrélito de suporte, entre 0os mesmos potenciais que os da medida, até ser
obtida uma linha de base limpa e constante. Voltamogramas de impulso diferencial

obtidos para varias concentragdes do acido lipoic sao mostrados na Fig. 4.9.
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico
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Figura 4.9 — Voltamogramas de impulso diferencial do acido a-lipoico de 2,5 a 75 uM

em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 e curva de calibragdo (inserido).

Para obter a precisdo do método, trés medidas para cada concentragdao foram

executadas. Os dados permitiram o célculo da curva de calibragao:
/A =-1,18x 10%+0,0133C/M (R = 0,9997; SD=8,12x 107 A; N =12 ¢ P < 0.0001).

Uma boa linearidade para a oxidacdo do acido a-lipdico foi encontrada para
concentragdes abaixo de 75 uM. O limite de deteccao (LOD), baseado em trés vezes o
nivel de ruido, foi determinado a ser 1,8 x 10° M, e o limite da quantificagio (LOQ),

baseado em dez vezes o nivel de ruido, foi 6,1 x 10° M.

A unica desvantagem em determinar o acido a-lipdico nos alimentos e
suplementos nutritivos por meios electroquimicos num eléctrodo de carbono vitreo seria
a possivel interferéncia com outros componentes presentes nas amostras naturais que

também tém uma resposta anddica.
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4.6 Deteccao do acido a-lipdico em amostras comer ciais

O conteudo de acido lipdico em dois suplementos nutritivos, Poly-MVA™ e
Solgar-ALA, foi determinado pela voltametria de impulso diferencial utilizando o

método de adicdo padrio. Os resultados estdo apresentados na Fig. 4.10 ¢ na

Tabela4.1.

05 06 07 08 09 10 1106 07 08 09 10 11
E/V vs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

Figura 4.10 — Voltamogramas de impulso diferencial: (¢+*) adi¢ao de acido a-lipdico padrio e

A) (==) Poly-MVA ™, B) (==) Solgar-ALA.

O Poly-MVA™ ¢ um suplemento nutritivo liquido e foi utilizado directamente
apos a mistura com o electrolito de suporte. Um volume de 10 pl foi retirado do
recipiente de 236 ml de Poly-MVA™ e diluido 50 vezes com o tampao de fosfato de
pH 7,0. O primeiro voltamograma (linha continua) na Fig. 4.10A mostra a resposta
voltamétrica do conteudo do suplemento nutritivo Poly-MVA ™e apresenta dois picos de
oxidacdo. Os varrimentos seguintes foram registados apds ter adicionado quantidades
conhecidas do acido a-lipdico, e somente a corrente do segundo pico aumentou com o

aumento das quantidades de acido a-lipdico padrao.
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4. Estudo electroanalitico do acido a-lipdico

O conteudo de 4cido a-lipdico na amostra foi estimado pela recta de intercepgao
no eixo X apos ter tragado a resposta de corrente registada vs. a concentragdo do padrao
adicionado. O teor de acido lipdico no Poly-MVA ™ esta sujeito a uma receita propria do
produtor e ndo esta mencionado no rotulo. O valor total do 4cido lipdico encontrado

pelo método proposto é 118,6 mg "', Tabela 4.1.

O conteudo de trés capsulas de Solgar-ALA foi dissolvido em 4gua/alcool etilico
1:1. Para uma melhor solubilidade a solucdo foi agitada mecanicamente utilizando um
agitador. A solu¢do foi filtrada para remover o estearato de magnésio nao dissolvido
utilizado como antiaglomerante. A solugdo clara do filtrado foi utilizada para a analise
misturando-a com o electrolito de suporte. A andlise das amostras foi executada sem
desoxigena¢do. Um volume de 10 pl foi tomado da solucdo estoque e diluido 50 vezes
no tampao fosfato de pH 7,0. O mesmo procedimento foi aplicado para a avaliacdo do
teor de acido lipdico nas capsulas de Solgar-ALA, e os resultados estdo apresentados na

Tabela4.1.

O primeiro voltamograma mostra a presenca de um unico pico de oxidagdo,
que aumenta nos seguintes varrimentos com a adi¢do de quantidades conhecidas de
acido a-lipoico padrdo Fig. 4.10B. A diferenca no potencial da oxidagdo entre o acido
a-lipdico padrao e os dois suplementos que contém o acido o-lipdico livre é devida a

um efeito de matriz.

Tabela 4.1 — Determinagao do acido a-lipéico em amostras reais (n = 5)

Va,lor ho .T.O tal Encontrado | Recuperado | Valor total
Amostra rotulo adicionado (umol 1_1) %) (mg)
(mg) | (umoll™) : i s
Poly-MVA ™ — 20 11.3+0.49 — 28.03
Solgar-ALA 60 33 13.80+£0.15 98.2 58.97
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4.7 Conclusdes

O estudo apresentado mostra que o acido a-lipdico, uma substancia com largas
aplicacdes nas actividades bioldgicas e clinicas, sofre oxidag@o no eléctrodo de carbono
vitreo. O processo de oxidagdo ¢ independente do pH e ocorre numa Unica etapa
irreversivel com a transferéncia de um eléctrdo, o que conduz a forma¢ao do acido

B-lipdico e nenhum produto de oxidacado electroactivo foi encontrado.

Um método eletroquimico foi desenvolvido para a determinagcdo do &cido
a-lipdico livre em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, com o limite de detec¢do de 1,8 uM e o
limite de quantificagao de 6,1 uM. Os resultados demonstraram que uma determinagao
directa do conteudo de acido a-lipdico livre em amostras comerciais € possivel,
utilizando um eléctrodo de carbono vitreo com a voltametria de impulso diferencial,

seguindo a oxidacdo do acido a-lipdico.
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o ADN

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos para o estudo de um
complexo de paladio com o acido lipdico (Pd-LA — “palladium-lipoic acid”), per se e
dentro de uma matriz complexa, o xarope Poly-MVA ™. A estabilidade do complexo foi
testada aplicando um alto potencial negativo ou positivo, e os resultados foram seguidos
por voltametria. Estudou-se também o mecanismo de interagdo do Pd-LA e do
Poly-MVA™ com o ADN em hélice dupla, a investigacao sendo direccionada para a

deteccao electroquimica de possiveis danos oxidativos no ADN.

5.1 Introducéo

O complexo de paladio com o 4cido lipdico (Pd-LA) consiste num atomo de
paladio ligado a uma molécula de 4acido lipdico (LA), numa relacdo de 1:1,

como apresentado no Esquema 5.1.
Hy

<K
x CH,

Pd

/

N\ CH,
N/

C—=CH,

Esquema 5.1 — Estrutura proposta do complexo paladio-acido lipdico.
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O 4acido lipdico actua como ligando no complexo Pd-LA, para o qual
disponbiliza os seus grupos funcionais constituidos pelos dois enxofres do anel tiolano e
pelo grupo carboxilo da cadeia pentanoica. A presenca do acido lipdéico na molécula
poderia conferir ao complexo uma das suas caracteristicas mais importantes [201],
ou seja, a solubilidade do acido lipdico em meio aquoso e a habilidade de penetrar a
barreira hematoencefalica e a membrana celular. Este arranjo original levou a considerar
que o complexo Pd-LA poderia ser utilizado no tratamento de varios cancros [200, 206,

207].

Um biossensor electroquimico com ADN, baseado na modifica¢ao superficial de
um eléctrodo de carbono vitreo com ADN em dupla hélice (d&sDNA), foi utilizado para

a detec¢do da interac¢ao Pd-LA — ADN [222].

5.2 Comportamento redox do complexo Pd-L A e do Poly-MVA ™

O comportamento voltamétrico do 4cido lipoico, LA, foi previamente estudado e
apresentado no Capitulo 4. O inico pico anddico ocorreu ao potencial E,, = + 0,80 V,
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, e corresponde a uma oxidagao irreversivel do acido
a-lipdico ao acido B-lipoico.

A caracterizag¢do voltamétrica do complexo Pd-LA na superficie do eléctrodo de
carbono vitreo foi iniciada com a voltametria ciclica numa solu¢ao de 1 mM Pd-LA em
tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0, saturada com N,. Na Fig. 5.1 estd apresentado um
voltamograma ciclico registado a partir do potencial £; = 0,00 V, e seguindo no sentido
positivo entre os limites de potenciais £, =+ 1,40 V e E; =- 1,00 V. S6 depois de uma

ciclagem extensiva na solucdo, o voltamograma ciclico mostrou um pico anddico a

Epa=+ 1,20 V e um pico catddico a E,. = - 0,40 V.

Apos dez varrimentos de voltametria ciclica, o eléctrodo de carbono vitreo foi
removido da solucdo de 1 mM Pd-LA, lavado com agua desionizada e transferido para
uma célula electroquimica contendo somente tampao acetato 0,1 M pH 4,5.
O voltamograma registado no electrolito de suporte mostrou claramente um
comportamento redox mais complexo a este valor de pH, Fig. 5.2, que pode ser

relacionado com o comportamento electroquimico de nanoestruturas de paladio
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o ADN

electrodepositado no eléctrodo de carbono vitreo, comportamento previamente estudado

e apresentado no Capitulo 3.

I v I v
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 1.5
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.1 — Voltamogramas ciclicas numa solu¢do de 1mM Pd-LA em tampao fosfato 0,1 M
pH 7,0: (=) 1° ¢ (=) 10° varrimento; v =50 mV s™.

_

y T ¥ T v 1 v ! v !
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.2 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrélito de suporte pH 4,5 ap6s 10

varrimentos numa solu¢do de 1mM Pd-LA: (=) 1° ¢ (=) 3° varrimento; v =50 mV s™
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Em seguida foi analisado o xarope Poly-MVA ™, um suplemento nutritivo com
base num polimero do complexo Pd-LA, ao qual foi adicionado tiamina, de maneira a
formar um trimero. O Poly-MVA ™ também contém o acido lipdico livre, ou seja nao
ligado ao palddio, como previamente quantificado e mostrado no Capitulo 4, e outros

componentes como minerais, vitaminas e aminodcidos.

O comportamento voltamétrico do Poly-MVA ™ foi estudado pela voltametria

ciclica numa solucdo de 1,3 mg mL"' Poly-MVA™ (contendo 4 mM do complexo

Pd-LA), em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0.

Os voltamogramas registados mostraram trés picos de oxida¢do no primeiro
varrimento, Fig. 5.3, que ndo aumentam com a ciclagem continua, dez varrimentos, na
mesma solugdo. Quando o eléctrodo foi transferido para uma solucao de tampao acetato
0,1 M pH 4,5, o voltamograma mostrou somente um ligeiro aumento da corrente em

~ + 1,20V no primeiro varrimento, Fig. 5.4.

3 pA

—

—
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.4 — Voltamogramas ciclicas numa solugio de 1,3 mg mL™ Poly-MVA ™

em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0: (=) 1° ¢ (==) 10° varrimento; v =50 mV s™".
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o ADN

3 uA

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 1.5
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 5.4 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrolito de suporte pH 4,5
ap6s 10 varrimentos numa solugdo de 1,3 mg mL™ Poly-MVA ™

(=) 1° ¢ (=) 3° varrimento; v =50 mV s

Empregando a voltametria de impulso diferencial, Fig. 5.5, a partir do potencial
Ei=0,00 Vao E, =+ 1,40 V, foi possivel uma melhor avaliagdo dos processos de
oxidagdo do Poly-MVA™ e uma comparagdo com os resultados de oxidagao do
complexo Pd-LA. O voltamograma registado em 1 mM Pd-LA no tampao fosfato 0,1 M
pH 7,0 mostrou um pico de oxidacdo bem definido ao E,, = + 1,11 V. No caso da
solugdo de 1,3 mg mL™ Poly-MVA™ (4 mM Pd-LA) em tampdo fosfato 0,1 M pH 7.0,
o0 voltamograma mostrou trés picos de oxidagdo ao Ey,, =+ 0.57V,+0.85Ve+ 130V,

similarmente aos resultados obtidos por voltametria ciclica.

Foi também realizada uma experiéncia de adsor¢ao espontinea, durante 3
minutos, directamente das solu¢des padrio de 13 mg mL"' Poly-MVA™ (40 mM
complexo Pd-LA), de 10 mM Pd-LA, e de 1 mM PdCl,. Apds a adsorgao, o eléctrodo
foi lavado e transferido no tampao acetato 0,1 M pH 4.5, onde foram registadas

voltamogramas de impulso diferencial, Fig. 5.6.
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E/V vs. Ag/AgCI

1.2 1.4

Figura 5.5 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) ImM Pd-LA ¢

(=) 1,3 mg mL" Poly-MVA™; em tampio fosfato 0,1 M pH 7,0, v=5mV s
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E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.6 — Voltamogramas de impulso diferencial em tampao acetato pH 4,5 ap6s 3 min de

adsorc¢io espontanea de: (==) 10 mM Pd-LA, (=)13 mg mL"' Poly-MVA ™e¢ (+s+) 1 mM PdCl,
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o0 ADN

Para uma melhor compreensao do processo de adsor¢cao do complexo Pd-LA e
do Poly-MVA ™ nas superficies dos eléctrodos de carbono, a adsor¢do dos mesmos foi
investigada num estudo complementar por AFM [222]. Foi realizada também uma
caracterizacdo do processo de adsor¢do do acido lipdico, a partir de solucdes de varias
concentragdes, para permitir uma boa comparacao com os resultados obtidos no caso do
Pd-LA e do Poly-MVA™ As imagens de AFM, Fig. 5.7, obtidas ap6s a adsor¢do
espontanea do 4cido a-lipdico a partir de solugdes de 0,4 mM e de 40 mM, mostraram a
formacgao de filmes com morfologias diferentes, dependendo da concentragao utilizada.
No caso da solug@o de concentragdo baixa, Fig. 5.7A, foi observado a formacdo de uma
monocamada de moléculas com pequenos agregados uniformemente distribuidos no
filme. Para a solugdo de 40 mM foram observados filmes com estruturas diferentes,
um filme multicamada fino e com agregados globulares, Fig. 5.7B ¢ C, ¢ um filme

multicamada espesso e liso, Fig. 5.7B e D.

Figura 5.7 — Imagens de AFM [222] apds 3 min. de adsor¢do espontinea a partir de solu¢des de
acido a-lipéico: A) 0,4 mM e B) 40 mM.

As imagens de AFM obtidas para o complexo Pd-LA, Fig. 5.8A, mostraram uma
monocamada com agregados de moléculas empilhadas na superficie do eléctrodo,
para uma concentragdo de 0,1 uM Pd-LA. Com o aumento da concentracao utilizada
para a adsor¢do espontinea, Fig. 5.8B e C, foi observada a formagdo de um filme com
filamentos enrolados e com poros. Ja para uma concentragdo de 100 pM Pd-LA,
Fig. 5.8D, a superficie do eléctrodo ficou completamente coberta com um filme espesso

e uniforme.
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Figura 5.8 — Imagens de AFM [222] apds 3 min. de adsor¢do espontanea a partir de solugdes de
Pd-LA: A) 0,1 uM, B) 1 uM, C) 10 uM e D) 100 uM.

Os resultados de AFM obtidos apods a adsor¢do espontanea do Poly-MVA ™ sao
mostrados na Fig. 5.9. Para uma concentragio de 3,3 pug mL™' Poly-MVA™
(10 uM Pd-LA) foram observadas apenas algumas moléculas na superficie do eléctrodo,
formando pequenos agregados. No caso duma concentragio mais elevada, 33 pg mL ™
Poly-MVA™ (100 uM Pd-LA), Fig. 5.9B, a imagem mostrou a formacdo de um filme

uniforme mas incompleto, com filamentos espessos.

Figura 5.9 — Imagens de AFM [222] apds 3 min. de adsor¢do espontanea a partir de solugdes de
Poly-MVA™ A) 3,3 uygmL™" (10 uM Pd-LA) e B) 33 ug mL™' (100 uM Pd-LA).
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
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A topografia do eléctrodo de HOPG modificado com o complexo Pd-LA
evidenciou que o Pd-LA adsorve fortemente na superficie do eléctrodo, mesmo para
uma concentragdo muito baixa de 0,1 mM Pd-LA, Fig. 5.8A, quando comparado com as
moléculas de 4cido a-lipdico que formam apenas uma monocamada incompleta para

uma concentragdo de 400 mM LA, Fig. 5.9A.

A maior adsor¢do do complexo Pd-LA nos eléctrodos de carbono estad
relacionada com a presenca do paladio na estrutura do LA, o que facilita a interaccao
com o substrato do HOPG. Os resultados anteriores de voltametria e estudos
complementares de AFM, apresentados no Capitulo 3, mostraram que o paladio
apresenta adsor¢do espontdnea em eléctrodos de carbono a partir de solugdes de

paladio(I).

Voltametria ciclica e voltametria de impulso diferencial para o complexo Pd-LA
sugerem o comportamento voltamétrico tipico do paladio. As caracteristicas observadas
em solug@o, nos voltamogramas da Fig. 5.1, e apds ter transferido o eléctrodo para o
electrolito de suporte, Fig. 5.2, foram confirmadas com os resultados obtidos apds a
adsor¢d@o espontanea do PdCl,, Fig. 5.6, que mostraram o pico caracteristico do 6xido
do paladio, Ey,, = + 1,15 V em tampao acetato 0,1 M pH 4,5, formado durante o
varrimento. Os resultados de voltametria ¢ de AFM do complexo Pd-LA, estdo de
acordo com a estrutura proposta no Esquema 5.1, ou seja, a presenca do paladio no
complexo com o acido lipdico facilita a interaccdo do mesmo com as superficies de

carbono.

No caso do Poly-MVA™ os resultados mostraram que trés processos de
oxidagdo ocorreram quando os voltamogramas foram obtidos apds varrimentos em
solugdo, Fig. 5.3 e Fig. 5.5. Apds a transferéncia do eléctrodo para o electrolito de
suporte, Fig. 5.6, o processo de oxidacao registrado a E,, =+ 1,10 V ndo foi relacionado

com formagdo dos 6xidos de paladio.

No caso do pico anddico ao potencial E,, =+ 0,85 V, Fig. 5.5, foi encontrado o
acido lipoico livre presente no Poly-MVA™, como confirmado pela determinagdo por

adi¢do padrdo do acido a-lipoico, no Capitulo 4.
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No que respeita o processo de oxidagdo que occorre ao potencial Ep, =+ 0,57 V,
Fig. 5.5, considera-se que esta relacionado a oxida¢ao de um dos outros componentes

presentes na matriz complexa do Poly-MVA ™.

Sendo que no estudo voltamétrico destes compostos foram observadas
caracteristicas relacionadas com o comportamento electroquimico do paladio, em
seguida procedeu-se a aplicacdo de um potencial positivo ou negativo elevado, de modo

a testar a estabilidade dos complexos em relagdo a electrodeposicao do paladio.

5.3 Electrodeposicéo do complexo Pd-LA edo Poly-MVA ™

A electrodeposi¢do no eléctrodo de carbono vitreo do complexo Pd-LA e do
Poly-MVA ™ foi realizada aplicando os potenciais Egep, = - 1,00 V ou Egep = + 1,20 V,
durante 30 minutos, numa solu¢io de 1 mM Pd-LA ou de 1,3 mg mL™" Poly-MVA™em
tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. Apos a electrodeposicao, o eléctrodo de carbono vitreo foi
lavado com &gua e transferido para uma célula electroquimica contendo somente o

tampao acetato 0,1 M pH 4.,5.

3 uA

—
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 5.10 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrdlito de suporte pH 4,5 apds a aplicagdo
do potencial de — 1,00V numa solugdo de 1 mM Pd-LA:

(=) 1° ¢ (=) 2° varrimento; v =50 mV s
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A 2% RS
Figura5.11 — Tmagens de AFM [222] a partir duma solugdo de 100 uM Pd-LA
apos a aplicagdo do potencial de: A) — 1,00V ¢ B) + 1,20V.

Apo6s a electrodeposi¢do ao potencial Egp, = - 1,00 V na solugdo de 1 mM
Pd-LA, nos voltamogramas registados foi observado um comportamento redox muito
complexo, com vdrias reac¢des de transferéncia de carga que ocorrem para potenciais
positivos e negativos, Fig. 5.10. A forma da onda voltametrica modifica-se com a
ciclagem, nos varrimentos subsequentes ocorrendo um pico anodico ao Ep, = + 0,06 V
e, apos ter invertido o sentido do varrimento, foi encontrado também um pico catddico a
Ep. =+ 0,05 V. As imagens de AFM, Fig. 5.11A, mostraram pequenas nanoparticulas
de forma irregular, de aproximadamente 3 — 7 nm de altura, dispersas aleatoriamente

numa rede complexa, ao longo dos terracos do HOPG.

Apos a electrodeposi¢do ao potencial de Egep = + 1,20 V na solugdo de 1 mM
Pd-LA, os voltamogramas obtidos no electrdlito de suporte pH 4.5 mostraram somente
pequenos picos de reducdo, ao Ey. =+ 0,06 V e E,. = - 0,30 V, Fig. 5.12, enquanto que
nas imagens de AFM, Fig. 5.11B, foi observado um filme muito compacto ¢ com

pequenos agregados globulares.

Os estudos de voltametria apresentados e discutidos no Capitulo 3, mostraram
que o palddio pode ser electrodepositado nas superficies de carbono como paladio(0),
apos ser aplicado um potencial negativo, ou como 6xidos do paladio, apds ser aplicado
um potencial positivo. Ao aplicar o potencial de Edep = - 1,00 V foi verificado que mais
paladio poderia ser removido do complexo Pd-LA e ser depositado no eléctrodo de
carbono vitreo como Pd(0), do que no caso da ciclagem continua, Fig. 5.1.
Os voltamogramas mostram o comportamento caracteristico do paladio
electrodepositado, ou seja, a formagdo dos Oxidos nos potenciais positivos com a
redu¢do subsequente, a incorporagao do hidrogénio molecular nos potenciais negativos

¢ a oxidagdo do mesmo, Fig. 5.10.
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3 uA

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 1.5
E /V vs. Ag/AgCI

Figura5.12 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrolito de suporte pH 4,5 apds a aplicagdo
do potencial de + 1,20 V numa solugdo de 1 mM Pd-LA:

(=) 1° ¢ (=) 3° varrimento; v =50 mV s

Os estudos de AFM [159, 163] também demonstraram que nestas condigdes
foram obtidas nanoparticulas e nanofios de Pd(0) electrodepositado na superficie do
HOPG. Portanto, a aplicagao de um potencial negativo elevado causou a dissociacdo do
complexo Pd-LA e a deposi¢do do Pd(0) como nanoparticulas, que foram incorporadas

no filme formado por uma mistura de moléculas de LA e de Pd-LA, Fig. 5.11A.

A electrodeposi¢do ao E4, = + 1,20 V foi igualmente executada a fim de
confirmar que o paladio poderia ser removido do complexo Pd-LA e depositado
directamente como o¢xido de palddio. Os picos obtidos somente no electrolito de
suporte, embora menores do que no caso da electrodeposi¢do para E4p, = - 1,00 V,
mostraram a reducdo dos 6xidos do paladio depositados no eléctrodo de carbono vitreo

ao Pd(0), Fig. 5.12.

Nas imagens de AFM [222], Fig. 5.11A, verificou-se que a aplicacdo de um
potencial positivo induziu a oxidacdo do complexo Pd-LA e a formagdo de

multicamadas compostas por 6xidos de paladio, LA e Pd-LA.
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1,5 pA

' I ' I ' I ' I ' |
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 1.5
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.13 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrdlito de suporte pH 4,5 apds a aplicagdo
do potencial de - 1,00 V numa solugio de 1,3 mg mL™" Poly-MVA ™

(=) 1° e (=) 3° varrimento; v =50 mV s,

1,5 uA

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.14 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrdlito de suporte pH 4,5 apds a aplicagdo
do potencial de + 1,20 V numa solugio de 1,3 mg mL™" Poly-MVA ™

(=) 1° ¢ (=) 3° varrimento; v =50 mV s™.
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Em relagdao a electrodeposicdo do Poly-MVA™, os voltamogramas obtidos a
partir duma solu¢do de 1,3 mg mL™”, apds a electrodeposicio ao Egp = - 1,0V

mostraram um pico da oxidagdo no electrolito de suporte a £y, =+ 1.37 V, Fig. 5.13.

Ap0s a electrodeposi¢do a Eq4ep = + 1,20 V, Fig. 5.14, somente um pequeno pico
de redugdo foi observado, E,c = - 0,37 V. Os resultados indicam que o comportamento
voltamétrico observado ndo pode estar associado com a electroquimica conhecida do
paladio, Fig. 5.10 e Fig. 5.12, tanto na solugdo como também apos electrodeposigaio.
Neste caso, a deposicao de paladio ndo foi conseguida possivelmente devido ao palddio
estar mais protegido na estrutura polimérica com a tiamina no Poly-MVA™, do que no

complexo Pd-LA.

5.4 A interaccao do complexo Pd-L A e do Poly-MVA ™com o0 ADN

O mecanismo de interagdo do complexo Pd-LA e do Poly-MVA ™ com dsDNA
foi caracterizado por voltametria de impulso diferencial a fim de investigar a ac¢ao do
complexo de palddio na possivel desnaturacio do ADN e na inducdo de danos

oxidativos.

A superficie do eléctrodo de carbono vitreo foi modificada com um filme de
50 pg ml' dsDNA, como descrito na Seccdo Experimental 2.3.2. Em seguida,
o eléctrodo assim modificado foi incubado durante 3, 5 ¢ 10 minutos com solu¢des de
1 mM complexo Pd-LA ou com 1,3 mg mL™’ Poly-MVA™ (4 mM Pd-LA) em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,0.

ApoOs a incubagdo, o excesso de solucao foi cuidadosamente retirado com agua
desionizada de modo a garantir a remoc¢do das moléculas ndo intercaladas no filme de
dsDNA, antes da transferéncia do eléctrodo para o electrélito de suporte. Dessa forma,
assegurou-se que os sinais voltamétricos s3o devidos apenas aos complexos
ADN — Pd-LA, ou ADN — Poly-MVA ™, formados durante a incubagdo, sem qualquer

contribuicao difusiva a partir da solugao.

Os voltamogramas do GCE modificado foram obtidos em tampdo acetato

0,1 M pH 4,5, acompanhando as modificagdes nos picos de oxidacdo da dGuo e dAdo e
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o ADN

monitorizando a ocorréncia dos biomarcadores de dano oxidativo, 8-oxoguanina e/ou
2,8- dihidroxiadenina.

Ao comparar com os resultados obtidos para o dsDNA de controle, Fig. 5.15, os
voltamogramas de impulso diferencial registados em electrélito de suporte
pH 4,5 revelaram altera¢des nas correntes dos picos de oxidagdo do ADN incubado com
1 mM Pd-LA. Os resultados mostraram uma diminui¢ao apreciavel nas correntes da
dGuo e da dAdo, mas também a ocorréncia do pico de oxidacdo correspondente a
formacdo de 6xidos de paladio, E,, =+ 1,18 V, que aumentou com o aumento do tempo
de incubagdo. Além disso, ap6s a diminuicdo inicial dos picos de oxidacdo do ADN,
as correntes voltaram a aumentar, principalmente no caso dos residuos de adenina.

No entanto, nao foi constatado qualquer dano oxidativo no ADN, sendo que nao foram

detectados picos relacionados com a oxidagdo da 8-oxoGua ou da 2,8-DHA.
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Figura 5.15 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) dSDNA de controle, e complexo de

ADN — Pd-LA ap6s (==) 3, (===) 5 e (***) 10 min. de incubagdo com 1 mM Pd-LA.

No estudo complementar de AFM, na superficie do HOPG modificada com
5 ug mL™' dsDNA foi adicionada uma solugdo de 5 pM Pd-LA. Ap6s 3 minutos de
incubacdo, o excesso de solu¢do foi removido com agua desionizada. As imagens
obtidas nestas condi¢des mostraram agregados pequenos de moléculas imobilizadas na
superficie do eléctrodo ¢ filamentos enrolados com porgdes de ADN linear, Fig. 5.16B,

com uma morfologia diferente das moléculas de dsDNA de controle, Fig. 5.16A.
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Figura 5.16 — Imagens de AFM [222] de: A) 5 pg mL ™' dsDNA de controle, ¢ com
B) 5 uM Pd-LA.

10 nA 3

- A./\&u

—
02 04 06 08 12 14
E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 5.17 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) dsDNA de controle, e complexo de
Pd-LA —ADN ap6s 48 h de incubagdo com com 1 mM Pd-LA:

(=) 1°, (===) 2° € (***) 3° varrimento.
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o0 ADN

Numa outra experiéncia, a interac¢do do complexo Pd-LA com o dsDNA foi
avaliada apds 48 h de incubagdo, de maneira a investigar a possivel indu¢ao de dano
oxidativo apos longos tempos de incubagdo. Para o efeito, foi preparada uma solugdo de
30 ug mL™' dsDNA e incubada com 1 mM Pd-LA em tampio fosfato 0,1 M pH 7,0.
Apo6s a incubagdo, o GCE foi modificado pela aplicagdo sequéncial de trés gotas de

5 uL cada, e a superficie do eléctrodo foi seca sob atmosfera de No.

Os voltamogramas de impulso diferencial registados em tampao acetato pH 4,5,
Fig. 5.17, mostraram correntes de oxida¢do da dGuo e¢ dAdo muito pequenos,
em comparagdo com o filme de dsDNA de controle preparado pelo mesmo
procedimento. Foi também observado um grande pico de oxidagdo, ao mesmo potencial
de + 1,18 V, que aumenta consideravelmente nos varrimentos seguidos, correspondente
a co-deposi¢do de oxidos de paladio, o que dificulta a interpretacdo dos processos de
oxidagdo do ADN nestas condi¢des. Apesar disso, ndo foram detectados picos

relacionados com o dano oxidativo no ADN.

Figura 5.18 — Imagens de AFM [222] de ADN — Pd-LA apds 24 h de incubagao com:
A) 0,1 uM Pd-LA, e B) 5 uM Pd-LA.

Nas imagens de AFM, Fig. 5.18, obtidas apos 24 h de incubagdo de 5 pg mL™
dsDNA com 0,1 uM ou 5 uM Pd-LA, foram observados pequenos agregados ¢ um

elevado niamero de moléculas de ADN alongadas, a partir de solugdo com menor
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concentragdo, Fig. 5.18A. Na solu¢ao de Pd-LA mais concentrada, Fig. 5.18B,
foi observada a formagdo de uma rede de filamentos grossos e moléculas de ADN

estendidas ao longo dos defeitos do eléctrodo.

Os resultados de voltametria obtidos neste estudo levaram a conclusio que, apos
a interac¢do com o complexo Pd-LA, ocorre uma modificagdo da estrutura do dsDNA,
reconhecida através da diminuigdo dos picos de oxida¢do da dGuo e dAdo, Fig. 5.15¢
Fig. 5.17. Em seguida a esta diminuicdo inicial, os picos de oxidagdo dos residuos de
guanina e de adenina voltaram a aumentar, embora ligeiramente, sugerindo que apods a
ligacdo do complexo de Pd-LA, a dupla hélice de ADN abre um pouco de maneira a

deixar as bases mais expostas para sofrer oxidagao no GCE.

As imagens de AFM, Fig. 5.16 e Fig. 5.18, confirmaram a interac¢éo através das
estruturas observadas, com moléculas de ADN mais estendidas na superficie do
eléctrodo, quando comparado com o dsDNA de controle. No entanto, a morfologia das
estruturas observadas ndo corresponde a uma desnaturacdo completa do ADN,
como previamente apresentado e discutido no Capitulo 3. Apesar de se observar esta
interac¢do, ndo foram detectados picos de oxidagdo correspondentes aos danos
oxidativos causados ao ADN, quer apos tempos curtos de incubagdo, de até 10 minutos,

ou tempos longos de 48 horas.

No caso do filme de dsDNA incubado com 1,3 mg mL™' Poly-MVA™
(4 mM Pd-LA), nos voltamogramas registados em electrolito de suporte pH 4.5,
Fig. 5.19, foi observada uma diminui¢do menor nas correntes de oxidagdo da dGua e

dAdo em relagdo aos picos do dsDNA de controle.

Contudo, outros processos de oxidacdo foram detectados, Ep, = + 0,55 V,
Epa =+ 0,80 Ve Ey =+ 1,27 V, relacionados com a oxidagdo dos outros componentes
do Poly-MVA™ Fig. 5.6, como previamente apresentado na Sec¢do 5.2. A presenga
destes processos de oxidacdo tornou dificil a avaliacdo da interaccdo com o dsDNA,
particularmente o pico registado ao potencial de + 1,27 V, devido a sobreposi¢ao com o

pico de oxidagao dos residuos de adenina.

Todavia, também neste caso foi observado um aumento no pico de oxidacao da
dGua, apds a diminuig¢do inicial, e verificou-se a auséncia de picos correspondentes a

dano oxidativo causado ao ADN.
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5. Estudo voltamétrico do complexo paladio-acido lipdico
e da interac¢do com o0 ADN

5nA
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E /V vs. Ag/AgCI

Figura 5.19 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) dsDNA de controle, e complexo de

ADN — Poly-MVA ™ apds (==) 3, (===) 5 € (***) 10 min. de incubagdo com 1 mM Pd-LA.

s ¥ ' g Sl > & ek a¥.
Figura 5.20 — Imagens de AFM [222] de: A) 10 ug mL " dsDNA de controle, e
B) ADN — Poly-MVA ™apés 24 h de incubagdo com 3,3 ug mL™' Poly-MVA ™ (10 uM Pd-LA).

As imagens de AFM para a interaccdo entre o dsDNA e o Poly-MVA™,
Fig. 5.20, mostraram a formacdo de uma camada ndo uniforme, com areas do eléctrodo
ndo cobertas e agregados de moléculas de 1,8 nm de altura, maior que a altura do
dsDNA, o que sugere uma interaccdo complexa do dsDNA com as varias moléculas

existentes na solucgao.

171



5.5 Conclusdes

Os resultados voltamétricos apresentados demostraram a interac¢ao do dsDNA
tanto com o complexo Pd-LA, como também com o Poly-MVA ™, mas sem causar danos
oxidativos no ADN. As imagens de AFM revelaram diferentes padrdes de adsorcdo e
grau de cobertura superficial, correlacionados com a estrutura, a concentragdo da
solucdo, o potencial aplicado, bem como o comportamento voltamétrico do LA, Pd-LA

e Poly-MVA ™.

A estabilidade do complexo Pd-LA foi testada pela aplicacdo de elevados
potenciais positivos ou negativos. A aplicagdo de um potencial negativo causou a
dissociagdo do complexo Pd-LA e a deposi¢do de nanoparticulas de Pd(0), enquanto
que a aplicacdo de um potencial positivo levou a oxidagao do complexo Pd-LA e a
forma¢do de uma camada mista de 4cido lipdico e de oOxidos de paladio.
Ficou demonstrado assim que no caso do complexo Pd-LA a remocao do paladio ainda
¢ possivel, enquanto que a partir da solugdo de Poly-MVA™ o mesmo ndo foi
conseguido, devido ao palddio estar melhor sequestrado dentro do polimero de Pd-LA

ligado a tiamina.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
A interac¢do com 0 ADN

Neste capitulo descreve-se uma caracterizagdo voltamétrica das poliaminas
biogénicas espermidina e espermina, realizada por voltametria ciclica, de impulso
diferencial e de onda quadrada, estudando-se a influéncia do pH nos processos de
transférencia de carga envolvidos na sua oxidacdo. S3o também apresentados os
resultados obtidos para o estudo de detecg¢do electroquimica da interaccdo entre a

espermidina e a espermina e 0 ADN de dupla hélice.

6.1 Introducéo

As poliaminas biogénicas espermidina e espermina sdo bases organicas com trés
e quatro atomos de azoto respectivamente, separados por varias unidades de metileno
[284]. No Esguema 6.1 sdo mostradas as estruturas destas poliaminas como di-catides,

mas existem varios tautomeros devido as posi¢cdes multiplas para protonagdo [15].

H
NH3*

Espermidina

. H
N NHz*
H

Espermina

Esguema 6.1 — Poliaminas alifaticas protonadas.
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Estes compostos estdo presentes em quase todas as células de mamiferos e estao
envolvidos na diferenciagdo e proliferacao das células normais e malignas. Devido a sua
natureza cationica, as poliaminas influenciam a conformac¢do das macromoléculas
biologicas através de interac¢des electrostaticas com sitios anidnicos especificos,

tais como os grupos fosfato carregados negativamente do ADN [286, 288].

O estudo voltamétrico de oxidagdo directa das poliaminas biogénicas
espermidina e espermina foi efectuado no eléctrodo de carbono vitreo sem o uso de
mediadores, num largo intervalo de pH. A técnica de impulso diferencial foi também
utilizada para seguir a interaccdo destas poliaminas com o ADN, em incubacdes de

curta e longa duracao.

6.2 Voltametria ciclica

O comportamento voltamétrico das poliaminas biogénicas espermidina e
espermina foi estudado inicialmente em solugdes de 100 uM em tampao fosfato 0,1 M

pH 7,0, saturadas com Ny.

Na Fig. 6.1 estdo apresentados os varrimentos sucessivos obtidos na solugao de
espermidina, Fig. 6.1A, e de espermina, Fig. 6.1B, iniciados em E; = 0,00 V ¢
registados no intervalo de potencial de — 1,00 V a + 1,40 V, com uma velocidade de
varrimento de v =100 mV s™. Os voltamogramas ciclicos mostraram um tnico pico de
oxidacdo a altos potenciais positivos, irreversivel, bem definido no caso da espermina,

mas pouco visivel para espermidina.

Quando os varrimentos foram registados no intervalo de potencial de 0,00 V a
+ 1,40 V, Fig. 6.2, foi claramente observado o processo de oxidagdo da espermidina,
Epa=+1,15V, e da espermina, Ep, = +1,06 V. Os voltamogramas mostraram ainda uma
diminui¢do das correntes com o nimero de varrimentos registados, seguida de uma
estabilizacdo das correntes do pico, e a auséncia de picos relacionados com a formagao

de produtos de oxidacao electroactivos.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
A interac¢do com 0 ADN

0,5 uA -" 0,5 LA

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15 -10 -05 0.0 0.5 1.0 15
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCl
Figura 6.1 — Voltamogramas ciclicos sucessivos numa solug¢do de 100 uM

de: A) espermidina e B) espermina, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.

I T T T T T T T T T T T T T 1 ! M 1 M 1 M 1 M 1 M T T T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 00 02 04 06 08 10 12 14
E/V vs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.2 — Voltamogramas ciclicos sucessivos numa solug¢do de 100 uM

de: A) espermidina e B) espermina, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.
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0:0 ' 072 ' 074 ' 076 ' 0:8 ' 1:0 ' 172 ' 174 00 02 04 06 08 10 12 14
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.3 — Voltamogramas ciclicos sucessivos no electrolito de suporte pH 7,0 apds cinco

varrimentos numa solugdo de 100 uM de: A) espermidina e B) espermina.

A B
1A 1uA
— -

| M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 | M 1 M 1 M 1 M 1 M T T T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 00 02 04 06 08 10 12 14
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.4 — Voltamogramas ciclicas numa solucdo de 100 uM de A) espermidina e

B) espermina, em diferentes electrélitos de suporte: (==) pH 6,0, (==) pH 7,0 e (==) pH 8,5.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
A interac¢do com 0 ADN

Ap0s cinco varrimentos em solugdo, o eléctrodo de carbono vitreo foi lavado e
transferido para o electrolito de suporte pH 7,0, onde foram registados voltamogramas
ciclicos no mesmo intervalo de potencial. Os resultados obtidos, Fig. 6.3, mostraram a
presencga da espermidina e da espermina adsorvidas na superficie do eléctrodo apenas no
primeiro varrimento, o que indica uma adsorcao fraca destas poliaminas no substrato de

carbono vitreo.

Numa outra experiéncia foi estudada a influéncia do pH no potencial do pico de
oxidacdo, Fig. 6.4, em diferentes electrolitos de suporte com forga idnica igual a 0,1 M.
Os resultados mostram correntes de pico ligeiramente maiores em meio alcalino e
diminuindo em meio neutro e acido. A largura do pico aumentou em meio acido,
enquanto que o potencial de oxida¢do diminuiu com o aumento do valor de pH.
Os voltamogramas mostraram também correntes de pico menores para a espermidina do

que obtido no caso da espermina para a mesma concentragdo de 100 uM.

6.3 Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas de onda quadrada, Fig. 6.5, mostraram resultados
semelhantes aos de voltametria ciclica, ou seja, a presenca de um unico pico de

oxidagdo, irreversivel, tanto para espermidina como para a espermina.

E/V vs. Ag/AgCI E /V vs. Ag/AgCI

Figura 6.5 — Voltamogramas de onda quadrada numa solugdo de 100 uM

de: A) espermidina e B) espermina, em tampao fosfato 0,1 M pH 6,0.
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E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.6 — Voltamogramas de onda quadrada numa solugdo de 100 uM

de: A) espermidina e B) espermina, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.

0,5 A

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V vs. Ag/AgCI E /V vs. Ag/AgCI

Figura 6.7 — Voltamogramas de onda quadrada numa solugdo de 100 uM

de: A) espermidina e B) espermina em tampao amoénia 0,1 M pH 8,5.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
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Os voltamogramas foram registados com uma frequéncia de 8 Hz, o que
corresponde a uma velocidade efectiva de varrimento de 15 mV s. Nestas condi¢des os
voltamogramas de onda quadrada apresentaram o pico de oxidagdo das poliaminas bem
definido em meio acido, Fig. 6.5, neutro, Fig. 6.6, ou alcalino, Fig. 6.7, quando
comparado com os resultados de voltametria ciclica registados com uma velocidade de

varrimento de 100 mV s™, o que sugere uma cinética lenta do processo de oxidacio.

6.4 Voltametria deimpulso diferencial e estudo de pH

O estudo por voltametria de impulso diferencial da espermidina e da espermina
foi efectuado num intervalo de pH de 5,1 a 11,1. Foi observado o mesmo processo de
oxidacdo, e foi também verificada uma dependéncia do potencial de oxidagdo com o
pH. Na Fig. 6.8 estdo apresentados varrimentos sucessivos obtidos numa solugdo de
100 uM de espermidina, Fig. 6.8A, e de espermina, Fig. 6.8B, registados com uma
velocidade de varrimento de 5 mV s™'. Também pela voltametria de impulso diferencial
foram observados correntes de pico baixas para a espermidina, em relagdo as correntes
obtidas para a mesma concentracdo de espermina, e uma variagdo no potencial de

oxidacao.

Com o objectivo de esclarecer este comportamento, foi efectuada uma
experiéncia de adsorcdo espontinea durante 10 minutos duma solugdo preparada de
novo, com a mesma concentragdo de 100 uM, e os resultados foram comparados com o
ultimo varrimento registado em solugdo, Fig. 6.9. Os resultados apresentados mostram
que ap6s a adsor¢do espontinea, a espermidina e a espermina sofrem oxidacdo ao
mesmo potencial, £y, = + 0,93 V, 0 mesmo que foi obtido para a oxidagdo em solugdo
de espermina, Fig. 6.9B, mas as correntes registadas para espermidina continuaram a ser

menores em relacdo as correntes da espermina.

Na Fig. 6.10 estdo apresentados os voltamogramas de impulso diferencial,
registados apds os 10 minutos de adsor¢do espontanea, sem a correc¢ao de linha de base
referida na Sec¢do Experimental 2.2, de maneira a ilustrar as diferengas nas correntes
registadas no processo de oxidagdo voltamétrica, e a auséncia de produtos de oxidagdo

electroactivos no varrimento seguinte.
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Figura 6.8 — Cinco varrimentos sucessivos numa solugdo de 100 uM

de: A) espermidina e B) espermina, em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.
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E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.9 — Voltamogramas de impulso diferencial: (==) 5° varrimento em solugéo e

(==) 1° varrimento apo6s 10 min. de adsor¢do espontanea de uma solugdo de

100 uM em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 de A) espermidina e B) espermina.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
A interac¢do com 0 ADN

— T T T T — T T T T
02 04 06 08 10 12 14 02 04 06 08 10 12 14

E /V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.10 — Varrimentos sucessivos no electrolito de suporte pH 7,0 apds 10 min. de

adsor¢do espontanea numa solugdo de 100 uM de: A) espermidina e B) espermina.

Os resultados obtidos indicam que a variagdo no potencial de oxidagdo
observada pelas técnicas voltamétricas empregadas ndo estd relacionada com a
velocidade de varrimento utilizada. Apesar de se observarem os picos de oxidagdo mais
bem definidos para uma velocidade de varrimento baixa, a discrepancia no valor do
potencial de oxidacdo destas poliaminas esta relacionada com o processo de

desaminagdo que estas poliaminas apresentam enquanto na solugao.

O efeito do pH sobre o valor do potencial e a corrente de oxidacdo estd mostrado
na Fig. 6.11, para espermidina, ¢ na Fig. 6.12 para espermina. Os voltamogramas de
impulso diferencial mostraram que o potencial do pico de oxidagdo foi deslocado para
valores menos positivos a medida que o pH aumenta, o que indica uma maior facilidade

de oxidacdo em meio alcalino.

Foi também observado que no tampao amonio 0,1 M pH 11,1 foram detectados
dois picos de oxidacdo para cada uma das poliaminas, com correntes baixas em relagao
aos outros electrolitos de suporte. No tampao acetato 0,1 M pH 5,1, ndo foi detectado
nenhum pico de oxidagdo no caso da espermidina, enquanto que para a espermina foi
detectado um pico de oxidacdo a Ep, = + 1,23 V, com uma corrente muito baixa de

apenas 6 nA.
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Figura 6.11 — Voltamogramas de impulso diferencial de 100 uM espermidina

em funcao de pH e do potencial de oxidagao.

Figura 6.12 — Voltamogramas de impulso diferencial de 100 uM espermina

em funcdo de pH e do potencial de oxidagao.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
A interac¢do com 0 ADN

Para electroélitos de suporte com pH < 5,1 nao foi detectada nenhuma reac¢ao de
tranferéncia de carga. O aumento significativo do potencial de oxidagdo e a diminui¢ao
das correntes de pico em meio acido revela uma baixa capacidade de electro-oxidacao
destas aminas, que pode ser explicada considerando as suas reac¢des de protonagdo.
A forma protonada ¢ mais deficiente em electrdes do que a forma neutra, ndo protonada,
diminuindo assim a capacidade de oxidagdo. Os resultados obtidos indicam que em
meio acido as poliaminas estdo completamente protonadas, e que dificilmente sofrem
oxidacdo a partir do pH 5,1, como observado pelos elevados potenciais de oxidacdo e

pelos baixos correntes de pico.

O numero de eléctrdes envolvidos no processo de oxidagdo foi calculado da
largura a meia-altura W, do pico de oxidacdo, onde W;, = 110 mV no caso da
espermidina, ¢ W, = 90 mV para a espermina, resultando assim que para as duas
poliaminas a oxidagdo ocorre com a transferéncia de um electrdo. Representando
E, vs. pH foi possivel observar uma dependéncia linear do pico de oxidagdo com o pH
no intervalo estudado, Fig. 6.13. O declive da recta de 59 mV por unidade de pH para a
espermidina e para a espermina, indica que o processo de oxidagdo implica, além da

transferéncia de um electrdo, também a transferéncia de protdes.
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Figura 6.13 — Dependéncia de E,, com o pH para uma solugéo de

100 uM de (o) espermidina ¢ (m) espermina.
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Quando comparando os potenciais de oxidagdo da espermidina e da espermina,
foram encontrados valores muito proximos, o que indica 0 mesmo mecanismo de

oxidacao.

In vivo existe uma activa interconversdo entre espermina e espermidina, e entre
espermidina e putrescina, mediada por enzimas oxidases. Neste ciclo de interconversao
catabolica, a espermina ¢ degradada de maneira oxidativa a espermidina, ¢ a

espermidina ¢ degradada a putrescina.

O primeiro passo nessa sequéncia [302], ¢ a acetilagdo nos grupos amino

terminais:

Enzima

R-CH,-NH;" » RCHO

No segundo passo [302] ocorre a separacdo oxidativa das poliaminas acetiladas,

com a remogao de residuos aminopropil [305]:

R]-CHz-NH-CHz-Rz + 02 + Hzo —> R] -CHO + HzN-CHz-Rz + Hzo

Neste caso, uma possivel reac¢do geral [315] no eléctrodo de carbono vitreo é:

R-CH,—NH, + 20H~ - R-CHO + NH;3; + H,O + 2e~

Com a deaminacdo oxidativa dos grupos amino primadrios, cada um dos
intermediarios do ciclo de interconversdo pode ser transformado num aldeido, que
in vivo ainda pode sofrer oxidacdo para um aminodcido ou um gama-lactam.
Os produtos do catabolismo terminal, bem como as poliaminas acetiladas sdo produtos

de excregdo urinaria [305].

186



6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
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6.5 A interaccao da esper midina e da esper mina com o ADN

Devido as multiplas cargas positivas que as poliaminas biogénicas espermidina e
espermina apresentam em condi¢des fisioldgicas, os grupos de fosfato negativamente
carregados no ADN sdo os alvos principais para a interac¢dao destas poliaminas por

forcas electrostaticas, estabilizando o ADN.

In vitro, estes policatides actuam como agentes de compactacdo e oferecem
meios para a purificacdo dos 4&cidos nucleicos, sendo assim utilizados para a
precipitacdo selectiva do ADN [291]. A espermidina e a espermina ligam-se nos sulcos
da dupla hélice do ADN e reduzem o volume ocupado pelo ADN por quatro a seis
ordens de magnitude. In vivo, estas poliaminas funcionam como agentes de
compactagdo para o empacotamento do ADN gendémico nos espermatozoides, e podem

ter uma fung¢ao similar na entrega de drogas farmacéuticas ao ADN.

A compactacdo do ADN envolve a neutralizagdo da carga negativa do esqueleto
fosfato-agucar, em combinagdo com a estabilizacdo das interac¢des dentro da dupla
hélice. O agente de compactacdo liga-se em qualquer dos sulcos, em contacto directo
com os grupos fosfato carregados negativamente. A precipitagdo ocorre quando hélices
adjacentes do ADN sao afectadas simultaneamente, com o agente de compactacdo ndo
s6 diminuindo a repulsdao hélice-hélice, mas também realizando pontes entre as hélices

[291].

No presente estudo, a interac¢do entre o dSDNA e as poliaminas espermidina e
espermina foi caracterizada por voltametria de impulso diferencial a fim de investigar a
accdo destes policatides na compactacio do ADN e na possivel inducdo de danos

oxidativos.

Para o estudo da interac¢do com o dsDNA, foi preparada uma solugdo com a
concentragdo de 100 uM de espermidina ou de espermina, em tampao fosfato 0,1 M pH
7,0. A concentragao utilizada e a forca i6nica do meio de interac¢do sao muito baixas
em relagdo as condic¢des relatadas na literatura para a precipitagdo do ADN [291],

de 5-10 mM espermidina ou espermina, em 100-200 mM NaCl.

As condigdes experimentais deste estudo foram escolhidas para ilustrar a

informagdo relevante e de aplicacdo imediata num estudo de interaccdo do ADN com
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complexos de Pd(II) nos quais estas poliaminas foram empregadas como ligandos,

que sera apresentado no Capitulo 7.

A interac¢do entre o dsDNA e as poliaminas espermidina e espermina foi
realizada em solugdes incubadas com 50 mg mL™ dsDNA, em tampdo fosfato 0,1 M
pH 7,0, por diferentes periodos de tempo. A interac¢do foi avaliada no electrdlito de
suporte pH 4,5, utilizando o eléctrodo de carbono vitreo modificado com uma

monocamada do complexo poliamina-ADN formado durante a

como descrito na Sec¢do Experimental 2.3.2.

incubacao,

Na Fig. 6.14 estdo apresentados os voltamogramas de impulso diferencial
registados para o complexo espermidina-ADN apos 2 e 24 horas de incubacao.
Os resultados mostraram uma diminui¢do dos picos de oxidagdo dGuo e dAdo logo

apds 2 horas de incubagdo, quando comparado com os picos obtidos para a
monocamada do dsDNA de controle.

— )

02 04 06 08 10 12 14
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6.14 — Voltamogramas de impulso diferencial em electrdlito de suporte pH 4,5 com uma
monocamada de: (==) dsDNA de controle, ¢ de complexo espermidina-ADN apos

(==) 2h € (***) 24 h de incubagdo com 100 pM espermidina.
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6. Estudo voltamétrico da espermidina e espermina.
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ApOs 24 horas de incubagao, os voltamogramas mostraram uma diminui¢ao
significativa dos picos de oxidagdo do ADN, mas ndo foi observado qualquer dano

oxidativo no ADN, sendo que ndo foram detectados picos relacionados com a oxidagao

da 8-oxoGua ou da 2,8-DHA.

No caso da solucdo de dsDNA incubada com 100 uM de espermina, Fig. 6.15,
os voltamogramas registados em electrolito de suporte pH 4,5 mostraram resultados
semelhantes aos obtidos para a incubacao com a espermidina, ou seja, a diminuigao dos
picos de oxida¢do da dGuo e da dAdo com o aumento do tempo de incubacgdo.
No entanto, foi observado que esta diminuigdo ¢ ligeiramente maior, provavelmente
devido a existéncia duma carga positiva adicional no caso da espermina, que oferece

mais sitios disponiveis para a ligagdo ao ADN. Também nesta experiéncia nao foi

detectado dano oxidativo causado ao ADN.

5nA

02 04 06 08 10 12 14
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 6.14 — Voltamogramas de impulso diferencial em electrdlito de suporte pH 4,5 com uma
monocamada de: (==)dsDNA de controle, e de complexo espermina-ADN ap6s

(=) 2h € (***) 24 h de incubagdo com 100 pM espermidina.
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Os resultados obtidos apods a incubagao do dsDNA com espermidina e espermina
mostraram que uma interac¢do ocorre mesmo para uma concentragao baixa de 100 uM,
quando comparado as concentracoes de nivel milimolar presentes nas células ou
utilizadas para a precipitacdo e purificagdo do ADN. Como era esperado, além da
interac¢do com a dupla hélice do ADN, ndo foram detectados danos oxidativos ao
ADN. Isto indica que as caracteristicas estruturais das poliaminas sdo pertinentes no
desenvolvimento de novos agentes citotoxicos podendo aumentar a selectividade destes
farmacos e oferecer meios para uma interacc¢ao eficiente com o ADN no tratamento dos

estados neoplésicos.

6.6 Conclusdes

O estudo voltamétrico da espermidina e da espermina mostrou que estas
poliaminas biogénicas sofrem oxidac¢do no eléctrodo de carbono vitreo. O processo de
oxidagdo ¢ irreversivel e dependente de pH. Em meio acido as poliaminas estdo
completamente protonadas e dificilmente sofrem oxidagdo. A medida que o pH das
solugdes de electrolito de suporte aumenta, o potencial de oxidacdo tanto da
espermidina como da espermina ¢ deslocado para valores menos positivas, o que indica

uma maior facilidade de oxidacao em meio alcalino.

Devido as suas cadeias policationicas, a espermidina e a espermina interagem
especificamente com os grupos de fosfato negativamente carregados da dupla hélice do
ADN por forcas electrostaticas e estabilizam a sua estrutura. Os resultados
voltamétricos mostram que a interaccdo ¢ observada mesmo para uma concentragao

baixa destas poliaminas, mas sem causar danos oxidativos ao ADN.
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7. Estudo voltamétrico de complexos multinucleares de Pd(II)
com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos para o estudo de dois
complexos de palddio com as poliaminas biogénicas espermidina e espermina.
A estabilidade dos complexos foi testada aplicando um potencial positivo elevado e os
resultados foram seguidos por voltametria. Serd também apresentado um estudo da
interac¢do destes complexos com o ADN em dupla hélice, a fim de detectar possiveis

danos oxidativos causados ao ADN.

7.1 Introducéo

O complexo de paladio com espermidina (Spd — “spermidine”) consiste em trés
atomos de Pd ligados a duas moléculas de espermidina, Esquema 7.1, com a formula

geral (PdCl,)s(spd)s.

y cl al y
N / \ /N
Pd—cI N /CI ci—Pd
~&L SN,

H H

Esguema 7.1 — Representagdo esquematica do complexo de Pd(II)

com duas unidades de espermidina. Adaptado de [246].
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O complexo de palddio com espermina (Sp — “spermine”) consiste em dois
atomos de Pd e uma tnica molécula de espermina, Esquema 7.2, com a formula geral

(PdClz)z(Sp)

Cl |
\*
HN N _—N
(e
a”” \
Cl

Esguema 7.2 — Representagdo esquematica do complexo de Pd(II)

com uma unidade de espermina. Adaptado de [244].

Devido a absoluta necessidade de poliaminas para a proliferacdo celular,
a interferéncia na biossintese de poliaminas pode ser uma promissora abordagem
terap€utica no tratamento de doengas neoplésicas. A investigacdo no desenvolvimento
de novos farmacos anticancerigenos conduziu a sintese de complexos de Pd com
diferentes poliaminas e ao estudo das propriedades relacionadas a sua citotoxicidade
[245], com o objectivo de conseguir medicamentos quimioterapéuticos de elevada

eficacia e especificidade.

A presenga das poliaminas como ligandos nestes complexos, com longas cadeias
policationicas, pode permitir uma interac¢do mais eficaz com o ADN, devido a
formagao de aductos de longa distancia [245]. Sendo que as poliaminas sdo moléculas
biogénicas, os complexos também podem apresentar menos efeitos toxicos,

nao possiveis pelos agentes alquilantes classicos, como a cisplatina.

No presente estudo da interac¢do dos complexos Pd(II)-Spd e Pd(II)-Sp com o
ADN foi utilizado um biossensor electroquimico baseado na modificag¢ao superficial de
um eléctrodo de carbono vitreo com o0 ADN em dupla hélice (dsDNA), a investigacao
sendo direccionada para a deteccdo electroquimica de possiveis danos oxidativos

causados ao ADN.
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7. Estudo voltamétrico de complexos multinucleares de Pd(II)
com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

7.2 Estudo voltamétrico

A caracterizagdo voltamétrica dos complexos Pd(I)-Spd e Pd(II)-Sp na
superficie do eléctrodo de carbono vitreo foi iniciada com a voltametria ciclica em
solucdes com uma concentracdo de 2 mM em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, saturadas

com No.

Na Fig. 7.1 estdo apresentados voltamogramas ciclicos sucessivos na solugdo de
2 mM Pd(II)-Spd, registados com uma velocidade de varrimento de v = 100 mV s™, a
partir do potencial E; = 0,00 V, e seguindo no sentido positivo entre o limites de
potencial £; = + 1,40 V e limites de potencial progressivemente mais negativo,
E, =-040 V e - 0,50 V. Nos varrimentos registados nestas condi¢des ndo foram

observadas reac¢des de transferéncia de carga.

2,5 LA

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.1 — Voltamogramas ciclicos registados numa solugéo de 2 mM Pd(II)-Spd em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,0: (=) 1°, (===) 2° & (***) 3° varrimento.

ApoOs os primeiros trés varrimentos, o intervalo de potencial foi aumentado para
E>,=-0,60V, Fig. 7.2, ¢ o voltamograma ciclico registado mostrou um comportamento
electroquimico mais complexo, caracteristico do paladio electrodepositado na superficie

do eléctrodo, como previamente mostrado no Capitulo 3.
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25 LA

|
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.2 — Voltamogramas ciclicos registados numa solugéo de 2 mM Pd(II)-Spd em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,0: (=) 3° & (==) 4° varrimento.

Continuando com a aplicacdo de limites de potencial progressivamente mais
negativo, £, =- 0,60 V, - 0,70 V, - 0,80 V, - 0,90 V ¢ - 1,00 V, Fig. 7.3, foi observado
um grande aumento nas correntes de pico registados. Todos os picos estdo relacionados
com os diferentes estados de oxidagdo das nanoestruturas de Pd(0) electrodepositado na
superficie do carbono vitreo quando o potencial aplicado ¢ suficientemente negativo.
Uma vez depositado no eléctrodo, as nanoestruturas de paladio sofrem véarias reagdes
redox, entre estas distinguindo-se a evolu¢do do hidrogénio, a formacao de 6xidos de

paladio e a reducdo dos mesmos.

ApoOs os varrimentos na solucao de 2 mM Pd(II)-Spd, o eléctrodo foi lavado e
transferido para o tampao acetato 0,1 M pH 4,5. Os voltamogramas ciclicos registados
s6 em electrolito de suporte, Fig. 7.4, mostraram todos os picos caracteristicos para as
nanoestruturas de paladio electrodepositado, sem a contribuicdo difusiva das espécies

presentes na solucao do complexo Pd(I)-Spd.
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com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15
E/V vs. Ag/AgCI
Figura 7.3 — Voltamogramas ciclicos sucessivos numa solu¢do de 2 mM Pd(I1)-Spd em tampao

fosfato 0,1 M pH 7,0 registados até o limite de potencial negativo de:
(==)—0,60 Va—-0,90Ve(=)-1,00V.

. . . . .
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.4 — Voltamogramas ciclicos registados apds a transferéncia para o

electrolito de suporte pH 4,5: (=) 1°, (=) 2° € (***) 5° varrimento.
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E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.5 — Voltamograma de onda quadrada registado ap6s a transferéncia para o

electrolito de suporte pH 4,5; v=15mV s™.

A presenga dos oOxidos de paladio na superficie do eléctrodo foi confirmada
também pela voltametria de onda quadrada, Fig. 7.5, onde foram observados processos

de oxidacao reversiveis, para + 0,51 V e aos potencias positivos elevados = + 1,20 V.

Em seguida procedeu-se a caracterizacdo voltamétrica do complexo de
Pd(I1)-Sp, numa solugdo de 2 mM em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, saturada com No.
Os voltamogramas ciclicos foram registados com uma velocidade de varrimento de
v =100 mV s™, seguido-se os mesmos procedimentos que para o estudo do complexo

Pd(ID)-Spd.

Na Fig. 7.6 ¢ Fig. 7.7 estdo apresentados os varrimentos registados com limites
de potencial progressivamente mais negativos. Foi observado que as reacgdes de
transferéncia de carga ocorrem do mesmo modo que para o complexo de Pd(II)-Spd,
com a electrodeposicao do paladio na superficie do eléctrodo quando o potencial chega
a valores suficientemente mais negativos para ocorrer a reducdo das espécies presentes

em solucao a Pd(0).
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2,5 uA
.
| I I I |
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

E /V vs. Ag/AgCI

Figura 7.6 — Voltamogramas ciclicos registados numa solugdo de 2 mM Pd(IT)-Sp em tampao

fosfato 0,1 M pH 7,0: (=) 1°, (===) 2° ¢ (***) 3° varrimento.

25 uA

I I
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.7 — Voltamogramas ciclicos numa solugdo de 2 mM Pd(IT)-Sp em tampao fosfato 0,1
M pH 7,0 registados até o limite de potencial negativo de: (=) — 0,50 V e (==) — 1,00 V.
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No entanto, no caso do complexo Pd(II)-Sp, Fig. 7.7, foram observados
correntes de pico menores em relacdo as registadas para o complexo de Pd(II)-Spd,
provavelmente relacionado com a presenca de trés centros de Pd(I) no complexo

Pd(IT)-Spd, e dois para o complexo de Pd(II)-Sp.

00 02 04 06 08 10 12 14
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 7.8 — Voltamograma de onda quadrada registado ap6s a transferéncia para o

electrolito de suporte pH 4,5; v=15mV s™.

Ap6s a transferéncia do eléctrodo no electrdlito de suporte pH 4,5, também no
caso do complexo de Pd(II)-Sp se verificou pela voltamétria de onda quadrada, Fig. 7.8,
a presenga dos oxidos de paladio, que ocorrem aos mesmos potenciais de + 0,50V e

~+1,20 V.

Sendo que nas experiéncias realizadas com os complexos de Pd(II)-Spd e
Pd(IT)-Sp foi conseguida a deposi¢do de Pd(0) pela aplicagio de um potencial
suficientemente negativo, em seguida procedeu-se a aplicacdo de um potencial positivo
elevado, a fim de confimar que o palddio poderia ser removido a partir destes

complexos e depositado directamente como 6xido de paladio.
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com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

7.3 Electrodeposicao dos complexos Pd(11)-Spd e Pd(I1)-Sp

Para testar a estabilidade dos complexos de Pd(I1)-Spd e Pd(I1)-Sp em relagdo a
remocao do paladio e a deposi¢do na superficie do eléctrodo como 6xido de paladio,
foi aplicado um potencial de Eqep = + 1,20 V, durante 30 minutos, em solu¢des de 2 mM
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. Apos a electrodeposicao, o eléctrodo de carbono
vitreo foi lavado com 4gua e transferido para o electrdlito de suporte tampdo acetato

0,1 M pH 4.5.

Apos a electrodeposicao, a partir da solucdo do complexo Pd(II)-Spd,
no primeiro varrimento de voltametria ciclica em sentido positivo ndo foram observadas
reacgOes de transferéncias de carga, Fig. 7.9 (==). Apenas ap6s inversdo do varrimento
em E; = -1,00 V foi observdo o pico caracteristico para a evolu¢do do hidrogénio,
0 que significa que mesmo nao detectando os 6xidos de paladio, a reducdo destes no
varrimento em sentido negativo leva a formac¢do do Pd(0) que entdo pode adsorver e

absorver hidrogénio.

100 uA

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 7.9 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrélito de suporte pH 4,5
apos a aplicagdo do potencial de + 1,20 V numa solugido de 2 mM Pd(II)-Spd:

(=) 1°, (*+*) 4° ¢ (=) 10° varrimento; v =50 mV s™.
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Nos varrimentos seguintes, apos ter diminuido o intervalo de potencial de
— 0,40 Va+ 1,40 V, Fig. 7.9 (s*) e (=), 0s voltamogramas registados mostraram a

formagdo da camada dos 6xidos e a sua redugdo, embora com correntes de pico muito

baixas.

E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.10 — Voltamograma de onda quadrada registado no electrélito de suporte pH 4,5 ap6s

a electrodeposi¢do ao potencial + 1,20 V , durante 30 min, em 2 mM Pd(II)-Spd; v=15mV s™".

Numa outra experiéncia, apos electrodeposi¢do ao potencial Eqep =+ 1,20 Ve a
transferéncia para o electrolito de suporte pH 4,5, Fig. 7.10, o primeiro voltamograma
de onda quadrada, registado com uma velocidade de varrimento de 15 mV s, mostrou a
presenga de um pico de oxidagdo reversivel ao + 1,20 V, com uma corrente muito baixa,
confirmando assim a electrodeposi¢do de oOxidos de paladio a partir da solugdo do
complexo de Pd(I1)-Spd.

No caso do complexo de Pd(II)-Sp, foram obtidos resultados semelhantes ao
complexo de Pd(II)-Spd, para a electrodeposi¢do a partir da solucdo de 2 mM em
tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0. Na Fig. 7.11 estdo apresentados os voltamogramas
obtidos apos transferéncia para o electrélito de suporte pH 4,5 que mostram o mesmo

comportamento electroquimico, embora com correntes de pico ainda mais baixas para o

complexo Pd(IT)-Sp.
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50 pA

I I
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.11 — Voltamogramas ciclicas obtidas em electrdlito de suporte pH 4,5
apos a aplicacdo do potencial de + 1,20 V numa solug@o de 2 mM Pd(II)-Sp:

(=) 1°, (s+¢) 4° ¢ (=) 10° varrimento; v =50 mV s

T T T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 7.12 — Voltamograma de onda quadrada registado no electrélito de suporte pH 4,5 ap6s

a electrodeposigdo ao potencial + 1,20 V , durante 30 min, em 2 mM Pd(II)-Sp; v =15 mV s
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Também neste caso ndo foram observados picos de oxidacdo no primeiro
varrimento anddico, Fig. 7.11 (==), mas a deposi¢ao do paladio foi confirmada através
da voltametria de onda quadrada, Fig. 7.12, que mostrou a formagao e a reducdo dos
oxidos ao potencial de +1,20 V, mas com picos menos definidos do que para o

complexo de Pd(II)-Spd.

Os resultados obtidos com os complexos de Pd(II)-Spd e Pd(II)-Sp evidenciaram
que a aplicacdo de elevados potenciais negativos, durante os varrimentos em solugdo, ou
positivos, durante a electrodeposi¢do a um potencial fixo, conduz a dissocia¢do dos

complexos e a deposi¢do de nanoestruturas de paladio na superficie do eléctrodo.

7.4 A interaccao dos complexos Pd(l1)-Spd e Pd(11)-Sp com 0 ADN

O mecanismo de interac¢do dos complexos Pd(II)-Spd e Pd(II)-Sp com o ADN
em dupla hélice foi caracterizado por voltametria de impulso diferencial a fim de
investigar a accdo destes complexos na possivel clivagem das pontes de hidrogénio e

desnaturagdao do ADN, e na inducao de danos oxidativos as bases do ADN.

As alteragdes observadas nas correntes dos picos de oxidacao do dsDNA, dos
residuos de dGuo e de dAdo, foram comparadas com os resultados obtidos para uma
solugdo de dsDNA de controle. Foi também monitorizada a ocorréncia dos picos
indicadores de dano oxidativo, 8-oxoGua e 2,8-DHA, associados aos produtos de

oxidacdo da guanina e / ou adenina.

Para o estudo da interaccdo com o dsDNA foram utilizadas solugdes de 100 uM
do complexo Pd(II)-Spd ou de Pd(I1)-Sp em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo esta a
concentragdo utilizada num estudo de interac¢do de complexos analogos de Pt em linhas
celulares de cancro humano [244]. A solugdo de controle, de 50 mg mL"' dsDNA,
foi preparada também em tampao fosfato pH 7,0 e analisada ap6s os mesmos periodos
de tempo que para o estudo de interac¢do dos complexos de Pd(II)-Spd ou de Pd(II)-Sp
com o dsDNA.

A primeira abordagem foi investigar o efeito da interac¢do destes complexos em

incubagdes de curta duragdo. A superficie do eléctrodo de carbono vitreo foi modificada
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7. Estudo voltamétrico de complexos multinucleares de Pd(II)
com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

com uma monocamada de 50 pg ml' dsDNA, como descrito na Sec¢do

Experimental 2.3.2.

Em seguida, o eléctrodo modificado foi incubado durante 5, 10 e 30 minutos
com as solugdes de 100 uM do complexo Pd(II)-Spd ou Pd(II)-Sp, em tampao fosfato
0,1 M pH 7,0. Apés a incubagdo, o excesso de solucdo foi retirado com agua
desionizada para garantir a remoc¢do das moléculas de complexo ndo intercaladas no
filme de dsDNA antes da transferéncia do eléctrodo para o electrolito de suporte.
Este procedimento garante que os sinais voltamétricos registados sdo devidos apenas a
interaccao complexo-ADN, formado durante a incubagdo, sem a contribuicdo difusiva

de espécies da solucao.

A interac¢do do complexo Pd(IT)-Spd com o ADN foi inicialmente estudada
apos a incubagdo durante 5 minutos na solugao de 100 uM de complexo Pd(II)-Spd. Os
voltamogramas registados no electrolito de suporte pH 4,5, Fig. 7.13, mostraram uma
diminui¢do dos picos de oxidacao da dGuo e dAdo, significativa no caso dos residuos

de guanina quando comparado com os picos de oxida¢do do dsDNA de controle.

Além deste efeito, foi também observado um outro pico de oxidagdo ao
potencial de + 0,80 V, cuja corrente aumentou com o aumento do tempo de incubagao
para 10 minutos, correspondente a oxidacao da base livre de guanina [36]. No entanto,
ndo foram encontrados picos relacionados com a presenca dos biomarcadores de dano

oxidativo, 8-oxoGua ou 2,8-DHA.

A interac¢do do complexo de PdA(I)-Sp com o dsDNA mostrou um efeito
similar, ou seja, uma diminui¢do dos picos do ADN apos a interac¢do, notavel quando
comparado com os sinais voltamétricos do dsDNA de controle, Fig 7.14, mas a
diminui¢do das correntes foi menor em relagdo ao efeito detectado para a interac¢ao
com o complexo de Pd(II)-Spd.

Todavia, também no caso da interaccdo com o complexo de Pd(II)-Sp foi
detectado o pico de oxidacdo a + 0,80 V, relacionado com a oxidacao da base livre de
guanina. Por isso, com uma outra monocamada de dsDNA, o tempo de incubagdo com o
complexo de Pd(II)-Sp foi aumentado para 30 minutos. Foi observado que os picos da
dGuo e dAdo continuaram a diminuir com o aumento do tempo de incubacao, enquanto

a corrente do pico da guanina livre aumentou.
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5nA

I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.13 — Voltamogramas de impulso diferencial de uma monocamada de: (==) dsDNA de

controle, e incubada com o complexo de Pd(II)-Spd ap6s (==) 5 € (¢**) 10 min.

5nA

T T T T T v T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7.14 — Voltamogramas de impulso diferencial de uma monocamada de: (==) dsDNA de

controle, e incubada com o complexo de Pd(II)-Sp apds (==) 10 e (¢**) 30 min.
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7. Estudo voltamétrico de complexos multinucleares de Pd(II)
com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

Numa outra experiéncia, foram preparados separadamente eléctrodos
modificados com uma monocamada de ADN - complexo Pd(II)-Spd ou de
ADN — complexo Pd(II)-Sp, como descrito na Sec¢do Experimental 2.3.2, a partir duma
solugdo de dsDNA incubada com 100 uM de complexo Pd(II)-Spd ou Pd(II)-Sp,
durante 12 horas, Fig. 7.15.

Os voltamogramas registrados em electrolito de suporte pH 4,5 confirmaram o
que foi observado nas experiéncias anteriores com incubacdes de tempo curto. Uma
diminuicao apreciavel dos picos de oxidagdo dGuo e dAdo apds 12 horas foi observada
no caso da solugdo de dsDNA incubada com o complexo de Pd(II)-Sp, e a auséncia de
picos foi verificada para a solu¢do de dsDNA incubada com o complexo de Pd(II)-Spd.
Os voltamogramas obtidos mostram ainda que para a solu¢do de dsSDNA incubada com
o complexo de Pd(II)-Sp ocorre o pico de oxidagdo da guanina livre, enquanto que para
a incubagdo com o complexo Pd(IT)-Spd o sinal voltamétrico deste pico ¢ muito baixo.

No entanto, ndo foi detectado nenhum dano oxidativo causado ao ADN.

5nA

A AN J/\\ J

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 7.15 — Voltamogramas de impulso diferencial de uma monocamada de:
(==) dsDNA de controle ap6s 12 h da preparagao,
e de ADN incubado por 12 h com (==) Pd(I)-Sp e (¢**) Pd(II)-Spd.
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Os resultados obtidos indicam que a interacgao tanto do complexo de Pd(IT)-Spd
como de Pd(II)-Sp com o dsDNA segue o mesmo mecanismo, embora com uma
cinética mais lenta para o complexo Pd(II)-Sp. Este efeito ¢ explicado pelas diferengas

estruturais destes dois complexos.

O Pd(I1)-Spd, além de ser um complexo trinuclear de tipo cisplatina [245], ou
seja, com mais um centro alquilante bifuncional do que o complexo Pd(II)-Sp,
tem também uma geometria mais alongada devido a presenca das duas unidades de
espermidina, o que pode favorecer a interagdo com o ADN. O complexo de Pd(II)-Sp
contém duas unidades idénticas, cada uma com um centro bifuncional de Pd ligado aos
atomos de azoto duma unica molécula de espermina. Para ambos complexos, todos os
atomos de azoto se encontram coordenados com os centros de Pd [244], o que afecta a
mobilidade e a capacidade de efectuar interacgdes electrostaticas com os grupos fosfato
negativamente carregados da dupla hélice do ADN. No entanto, estes complexos e os
seus analogos de Pt mostraram ser eficientes em linhas celulares de cancro humano
[244], num mecanismo provavelmente relacionado com a presenca dos multiplos
centros de alquilagdo. No caso do Pd(II)-Spd, o complexo mostrou uma actividade
maior do que o seu anadlogo de Pt [245].

Devido a existéncia destes multiplos centros de alquilagdo, com seis possiveis
sitios de coordenagdo na dupla hélice do ADN para o Pd(II)-Spd, e quatro para o
Pd(IT)-Sp, estes complexos tém uma elevada afinidade para formar ligacdes covalentes
com as bases azotadas e capacidade de induzir mudancas estruturais no B-ADN.
A interaccdo com as bases do ADN foi detectada para ambos complexos através da
diminui¢do dos picos de oxidagcdo da dGua e dAdo, mas mostrou a ser maior no caso da
interac¢do com o complexo de Pd(I)-Spd. A interac¢do levou ainda a libertagao da base
guanina, o que indica a clivagem das pontes de hidrogénio e possivelmente a realizagao

de ligagdes cruzadas entre as cadeias do ADN.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem assim uma correlacdo entre a
estrutura destes complexos e a interacgdo com o ADN, fundamental no

desenvolvimento de farmacos citotoxicos eficazes e selectivos.

7.5 Conclusdes
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7. Estudo voltamétrico de complexos multinucleares de Pd(II)
com poliaminas biogénicas. A interac¢gdo com o0 ADN

Os resultados voltamétricos apresentados demostraram a interaccdo do dsDNA
com o complexo de Pd(IT)-Spd e de Pd(II)-Sp. A interaccdo ¢ muito rapida e estavel,
principlamente no caso do complexo Pd(II)-Spd, e relacionada com a desnaturagdo local
da dupla hélice e a libertagdo da base guanina, mas sem causar danos oxidativos no
ADN. As diferencas observadas sugerem uma correlagdo entre a estrutura destes

complexos ¢ a interac¢gdo com o ADN.

O estudo voltamétrico dos complexos de Pd(II)-Spd e de Pd(II)-Sp mostrou a
remocao do paladdio e a sua deposicdo no eléctrodo de carbono vitreo apos a aplicagdo
de potenciais negativos elevados, durante os varrimentos em solucdo, ou da
electrodeposi¢dao a um potencial positivo fixo elevado. Estes procedimentos conduziram
a dissociacdo dos complexos e a deposicdo de nanoestruturas de paladio na superficie

do eléctrodo.
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8. Conclusdes

A investigacdo realizada neste trabalho foi direccionada para o estudo
sistematico, utilizando técnicas voltamétricas, dos processos de eléctrodo envolvidos na
oxidacdo e reducdo de complexos de palddio com ligandos bioldgicos. Foi dada
particular aten¢do a interaccdo in sifu destes complexos com o ADN em dupla hélice,
para uma melhor compreensio do mecanismo de ac¢do in vivo sobre o ADN.
O estudo electroquimico dos complexos de paladio e dos seus componentes, o paladio,
o acido a-lipoico e as poliaminas espermina e espermidina, foi essencial na avaliacao

do mecanismo de interacc¢ao destes complexos com a dupla hélice do ADN.

O estudo voltamétrico do palddio foi efectuado utilizando um eléctrodo de
carbono vitreo em solugdes de PdCl,, PdSO4, PA(NO;), e K,PdCls. O comportamento
electroquimico do paladio ¢ complexo e relacionado com os diferentes estados de
oxidacdo do paladio, Pd(0), Pd(Il) e Pd(IV). Durante os varrimentos voltamétricos
ocorrem varios processos redox que foram indentificados com a reducgdo da espécie de
Pd*" para palddio metal, a adsorgdo e absor¢do de hidrogénio molecular, adsor¢io e
absor¢do de oxigénio, formagdo de o6xidos e a dissolugdo do metal. Experiéncias
complementares de microscopia de for¢ca atomica relacionaram estes processos redox
com a formacdo de nanoestruturas. O controlo de diferentes pardmetros, como o
potencial aplicado e a concentra¢do das solucdes utilizadas, permite a obtencdo de
nanoparticulas, nanofios ou filmes, nanoestruturas com possiveis aplicacdes em

electrocatalise, nanotecnologia, armazenamento de hidrogénio e pilhas de combustivel.
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No que respeita & interaccio do paladio com o ADN, os catides de Pd*" tém uma
elevada afinidade para os grupos fosfato da dupla hélice e para formar ligagdes
covalentes com os atomos de azoto das bases do ADN. O efeito imediato ¢ uma
desnaturacao local que permite a ocorréncia de sitios secundarios de ligagdo.
Na sequéncia deste mecanismo realizam-se ligagdes cruzadas entre as cadeias e ocorre a
agregacao do ADN. A interac¢do ¢ muito rapida e estdvel, demonstrada pela diminui¢ao
dos sinais voltamétricos do ADN apds incubagdes, na ordem de poucos minutos,
e altera completamente a estrutura de B-ADN. O resultado ¢ ainda mais significativo
considerando que este efeito é observado para concentragdes de apenas 10 uM Pd*".
No entanto, devido a auséncia dos sinais relacionados com os produtos de degradacao
das bases purinicas, 8-oxoguanina e 2,8-dihidroxiadenina, ficou demonstrado que a

interac¢ao nao conduz a ocorréncia de danos oxidativos.

A oxidacdo do acido a-lipdico foi estudada em varios electrolitos de suporte
utilizando um eléctrodo de carbono vitreo sem o uso de mediadores. O processo de
oxidagdo ¢ independente do pH e ocorre numa Unica etapa irreversivel com a
transferéncia de um electrdo. Foi desenvolvido um método electroquimico para uma
determinagdo directa do conteido de acido a-lipdico livre em amostras comerciais,

seguindo a sua oxida¢ao para acido B-lipoico.

A interaccdo com o ADN de um complexo de Pd-acido lipdico foi estudada em
solugdes incubadas e utilizando um eléctrodo de carbono vitreo modificado com ADN
em dupla hélice. Ficou demonstrado que o complexo de Pd-acido lipdico, per se e
dentro de um trimero com tiamina, presente no suplemento nutritivo Poly-MVA™,
interage com o ADN sem causar danos oxidativos. O estudo voltamétrico do complexo
de Pd-acido lipdico observado apods a aplicagdo de elevados potenciais negativos
mostrou um comportamento redox muito complexo que foi associado com a deposicao
de nanoparticulas de Pd(0) e a dissociacdo do complexo na superficie do eléctrodo.
A aplicacdo de elevados potenciais positivos conduziu a oxidacdo do complexo e a
formagao de uma camada de acido lipoico oxidado e de 6xidos de paladio. A remogao
do palddio a partir de uma solugdo de Poly-MVA™ ndo foi conseguida, devido ao

paladio estar confinado na estrutura polimérica do complexo com tiamina.
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8. Conclusdes

Foi também realizado um estudo voltamétrico de oxidagdo directa das
poliaminas biogénicas espermidina e espermina, efectuado com o eléctrodo de carbono
vitreo sem o uso de mediadores, em diferentes electrolitos de suporte.
Ficou demonstrado que a medida que o pH aumenta, o processo de oxidagdo ocorre para
valores de potencial menos positivos, o que indica uma maior facilidade de oxidagdo em
meio alcalino. Em meio acido, o aumento significativo do potencial de oxidagdo ¢ a
diminui¢do das correntes registadas revela uma baixa capacidade de electro-oxidacao,
relacionada com a completa protonacdo destas poliaminas. Nesta configuracao,
os policatides influenciam a conformagdo das macromoléculas bioldgicas através de
interaccoes electrostaticas com sitios anionicos especificos, principalmente como os
grupos fosfato carregados negativamente do ADN. A técnica voltamétrica de impulso
diferencial foi utilizada para seguir a interaccdo da espermidina e da espermina com o
ADN em dupla hélice, em incubagdes de curta e longa duragdo. Os resultados obtidos
confirmaram a ocorréncia da interaccdo com o ADN através da diminuigao significativa
dos seus sinais voltamétricos, o que demonstra a capacidade de compactagdo destas
poliaminas mesmo para uma concentragdo baixa em relagdo aos niveis celulares,

sem causar danos oxidativos ao ADN.

Neste trabalho foram também estudados por métodos voltamétricos os processos
envolvidos na oxida¢do e na redu¢do de complexos de Pd com ligandos de espermidina
ou de espermina. Com a aplicacdo de potenciais suficientemente negativos para a
reducdo das espécies presentes nas solugdes de Pd-espermidina ou de Pd-espermina,
ocorre a electrodeposicao de Pd(0) na superficie do eléctrodo de carbono vitreo.
Uma vez depositado no eléctrodo, o palddio sofre as reagdes redox caracteristicas a:
evolucdo do hidrogénio, formacao e redu¢do de 6xidos de palddio. A aplicacdo de um
potencial positivo elevado também conduz a remog¢do do palddio e a sua deposi¢ao na
superficie do eléctrodo. No que respeita a interac¢do do complexo de Pd-espermidina ou
de Pd-espermina com o ADN, os resultados voltamétricos demonstraram uma
interac¢do muito rapida e estavel, principlamente no caso do complexo Pd-espermidina,
relacionada com a desnaturacao local da dupla hélice e a libertacdo da base guanina,
mas sem causar danos oxidativos no ADN. A diminui¢do notével dos picos de oxidacao
do ADN em conjunto com a ocorréncia do sinal voltamétrico corespondente a oxidagao

da base livre de guanina, indica a clivagem das pontes de hidrogénio e possivelmente a
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realizagao de ligacdes cruzadas entre as cadeias do ADN. O efeito ¢ semelhante com o
resultado obtido no estudo da interac¢do entre os ides de Pd*" e o ADN, e sugere que
uma agregacdo e condensacdo do ADN pode ocorrer também no caso da interac¢do
entre os complexos de Pd-poliaminas com o ADN. No entanto, as diferencas observadas
para a interaccdo do ADN com o complexo de Pd-espermidina em relagdo ao complexo
de Pd-espermina, indicam uma correlagdo entre a estrutura destes complexos e a

eficacia da interaccdo com o ADN

Numa perspectiva ligada ao melhoramento da qualidade de vida, o uso de um
eléctrodo de carbono vitreo modificado com ADN em dupla hélice permite a
investigacdo rapida e de baixo custo dos efeitos de diversas fontes de dano sobre o
material gendmico com a determinacdo de lesdes no ADN. Os métodos voltamétricos
revelaram-se ferramentas adequadas para a caracterizagdo e a avaliagdo dos mecanismos
de interaccdo de ides, moléculas e farmacos com o ADN, devido a capacidade de
analise directa, em tempo real, dos processos que ocorrem na superficie do eléctrodo.
Os resultados electroquimicos permitem detectar os danos causados ao ADN
imobilizado na superficie do eléctrodo, € podem contribuir para uma melhor
compreensdo dos processos de interac¢do que ocorrem in vivo. Em complemento com
outras técnicas permitem elucidar o mecanismo dessa interaccdo e possibilitam o
desenvolvimento de novas moléculas de potencial uso farmacolégico com elevada

eficacia e selectividade.
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