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RESUMO

As reaccles redox e os mecanismos de oxidacdo de diferentes compostos
aromaticos, aminoacidos e proteinas foram investigados utilizando os eléctrodos de
carbono vitreo (GCE) e de diamante dopado com boro (BDDE).

As propriedades do BDDE, em particular a geracdo electroquimica in situ de
radicais hidroxilo, foram investigadas por voltametria de impulso diferencial, em
diferentes soluc@es de electrolito de suporte.

Os mecanismos de oxidacao do fenol, do indol e dos derivados para-substituidos
de fenol e C3 substituidos de indol foram propostos.

Um estudo comparativo da oxidacdo electroquimica da aspirina e do triflusal,
antes e depois da sua hidrolise em agua e em meio alcalino, foi efectuado utilizando
GCE e BDDE.

A oxidacdo electroquimica da sanguinarina e da berberina foi investigada e os
seus centros electroactivos foram determinados, o que permitiu uma melhor
compreensdo dos processos redox destes alcaloides, com implicagdes no conhecimento
dos seus importantes propriedades biolégicos.

O comportamento anddico dos aminoacidos electroactivos foi investigado por
métodos electroquimicos utilizando GCE e BDDE e 0s seus mecanismos de oxidacao
foram identificados. A oxidagdo da tirosina esté relacionada com a oxidacdo do grupo
fenol, envolvendo a formacdo de um radical fendxido, enquanto que as reacgdes de
transferéncia de carga do triptofano ocorrem nos grupos pirrol e benzeno. Os resultados
voltamétricos obtidos para histidina, cisteina e metionina mostraram que 0 mecanismo
de oxidacdo destes aminoacidos nos GCE e BDDE segue o mesmo caminho da
oxidacéo in vivo.

Devido aos seus residuos oxidaveis de tirosina, triptofano e histidina, a proteina
metionina sulféxido reductase A sofre oxidacdo electroquimica nos GCE e BDDE.
O estudo do comportamento voltamétrico desta proteina forneceu informacbes néo
apenas sobre 0 seu mecanismo de oxidagdo, mas também sobre os processos de

adsorcdo na superficie dos eléctrodos.






ABSTRACT

The redox reactions and the oxidation mechanisms of different aromatic
compounds, amino acids and proteins were investigated at glassy carbon (GCE) and
boron doped diamond (BDDE) electrodes.

The BDDE properties, especially related with the in situ electrochemical
generation of hydroxyl radicals, were investigated by differential pulse voltammetry in

different electrolyte solutions.

The oxidation mechanisms of phenol, indol, and para-substituted phenols and
C3-substituted indols were proposed.

A comparative study between the electrochemical oxidation of aspirin and
triflusal at GCE and BDDE, before and after hydrolysis in water and alkaline

conditions, was performed.

The electrochemical oxidation of sanguinarine and berberine was investigated
and the electroactive centers were identified, allowing a better understanding of the
redox processes of these alkaloids, with implications for understanding their important
biological properties.

The anodic behaviour of the electroactive amino acids was investigated using
electrochemical methods at GCE and BDDE, and their oxidation mechanisms were
established. The oxidation of tyrosine is related to the oxidation of the phenol group,
involving the formation of a phenoxil radical, while the charge transfers reactions of
tryptophan occur at the pyrrole and benzene groups. The voltammetric results obtained
for histidine, methionine and cysteine showed that the oxidation mechanisms of these
amino acids at GCE and BDDE follow the same oxidation pathway as in vivo.

The protein methionine sulfoxide reductase A undergoes electrochemical
oxidation at GCE and BDDE, due to the oxidation of its tyrosine, tryptophan and
histidine residues. The studies of the voltammetric behavior of this protein not only
provided information about its oxidation mechanism, but also about the adsorption

process on the surface of the electrodes.
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Notacdo: Simbolos Principais

Unidades

A 4rea m?
C concentragéo mol cm™ (M)
e carga do electréo C
E potencial de eléctrodo \Y/

E” potencial formal

Ep potencial de pico
Er energia de Fermi eV
E'redox energia do par redox eV
f frequéncia Hz
1 corrente eléctrica A

Iy corrente inversa (backward current)

Ic corrente capacitiva

It corrente faradaica

It corrente directa (forward current)

I corrente de pico

L corrente total
k constante de velocidade heterogénea ms™*

ko constante de velocidade padréo

ka constante de velocidade de oxidacéo

ka constante de velocidade de redugéo
n namero de electrdes transferidos —
t tempo S
T temperatura K
Wip largura a meia-altura do pico mV
a coeficiente de transferéncia de carga —
I concentracgéo superficial mol m™
v velocidade de varrimento \
T tempo S
A comprimento de onda nm



Subscritos

o))

- O O

max

min

anadico
catddico
deposicéo
final

inicial

valor maximo
valor minimo

pico

Abreviaturas

ASA
AFM
BDDE
Cys
DP
GCE
His
HTB
IAA
IAM
IBA
IPA
Met
MsrA
Poli-Y
Poli-W
SA
SEM

acido acetilsalicilico

microscopia de forca atdbmica (Atomic Force Microscopy)
eléctrodo de diamante dopado com boro (Boron Doped Diamond Electrod)
cisteina

impulso diferencial (Differential Pulse)

eléctrodo de carbono vitreo (Glassy Carbon Electrode)
histidina

acido 2-hidroxi-4-(triflorometil) benzdico

acido indol acético
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metionina sulfoxido reductasa A

poli-tirosina

poli-triptofano

acido salicilico

microscopia electrdénica de varrimento (Scanning Electron Microscopy).



SW onda quadrada (Square Wave)

TRF triflusal
Trp triptofano
Tyr tirosina

Constantes fisicas fundamentais

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

R constante dos gases ideais- 8,314 J K mol™






Capitulo 1

Introducao






1.1 INTRODUCAO

O estudo da transferéncia de electrdes em sistemas bioldgicos ¢ uma das
principais areas de investigacdo em bioquimica e ciéncias biofisicas, uma vez que estas
reac¢des desempenham um papel fundamental nas interacgdes biomoleculares, como
conversdo de energia, mecanismos de sintese de biomoléculas e complexos
biomoleculares. A utilizagdo dos métodos electroquimicos para o estudo de moléculas
com relevancia bioldgica tem o potencial de fornecer informagdes importantes sobre as
propriedades de transferéncia de carga nos sistemas bioldgicos.

O objectivo deste trabalho insere neste contexto, na medida em que foram
investigados os comportamentos electroquimicos ¢ os mecanismos de oxidagdo de
varios compostos aromaticos, aminoacidos e proteinas, utilizando os eléctrodos de
carbono vitreo (glassy carbon electrode — GCE) e de diamante dopado com boro (boron
doped diamond electrode — BDDE). Deste modo, sera apresentado e discutido o estudo
electroquimico dos seguintes compostos aromaticos: fenol e alguns derivados de fenol
[1], acido acetilsalicilico (acetilsalycilic acid — ASA), triflusal (TRF) e os seus
produtos de hidrolise [2], indol e derivados de indol [3] , berberina [4] ¢ sanguinarina
[5], todos eles exibindo propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antitumorais, e

antioxidantes. Em seguida serdo apresentados os mecanismos de oxidagdo dos



aminoacidos com propriedades electroquimicas tirosina [1], triptofano [3], histidina,
cisteina [6] e metionina [6], e da proteina metionina sulféxido reductase A.

No Capitulo 1 estao descritas as propriedades fisico-quimicas e electroquimicas
de todos compostos estudados e ¢ feita uma descricdo dos aminoacidos e das proteinas.
Alguns dos principios basicos de electroquimica, bem como uma breve descricao das
técnicas e métodos experimentais utilizados no decorrer do trabalho experimental estao
descritos nos Capitulos 1 e 2.

No Capitulo 3 mostram-se os resultados da caracterizagdo sistematica do BDDE
utilizado durante todo o trabalho experimental, com especial atengdo para os radicais
hidroxilo gerados electroquimicamente in situ na sua superficie para potenciais
positivos elevados [7].

No Capitulo 4 estdo propostos os mecanismos redox do fenol e dos seus
derivados para-substituidos [1]. Os processos de oxidagao do ASA, do TRF e dos seus
metabolitos, acido salicilico (SA) e o &cido 2-hidroxi-4-trifluorometil benzoico (HTB),
estdo descritos no Capitulo 5 [2]. No capitulo Capitulo 6 descreve-se o comportamento
electroquimico do indol e dos seus derivados C3 substituidos [3]. As propriedades de
transferéncia de electroes dos alcaldides berberina [4] e sanguinarina [5], compostos
com elevada actividade farmacoldgica, estao descritas no Capitulo 7.

No Capitulos 8§ ¢ 9 foi investigado o comportamento electroquimico dos
aminoacidos com propriedades electroquimicas e propostos os seus mecanismos redox.
Neste contexto, o estudo electroquimico dos aminoacidos tirosina, triptofano e histidina
mostram que estes compostos contém grupos electro-oxiddveis em eléctrodos de
carbono [1, 3]. Os aminoacidos com grupos enxofre electroactivos sdo a cisteina e a

metionina [6].



A investigacao electroquimica da proteina metionina sulfoxido reductase A esta
descrita no Capitulo 10 e os seus processos redox estdo relacionados com o

comportamento electroquimico dos aminoécidos electroactivos constituintes.

1.2 COMPOSTOS AROMATICOS

Ao longo deste trabalho foi estudado o comportamento electroquimico de varios
compostos aromaticos, que apresentam importantes propriedades anti-inflamatorias,
antibacterianas, antitumorais, e antioxidantes, cujas caracteristicas principais vao ser

descritas a seguir.

1.2.1 Fenois

Devido a sua alta reactividade, os fenois sdo utilizados em processos de sintese
organica ¢ na industria farmacéutica [8, 9]. Os farmacos desenvolvidos a partir de
compostos fenodlicos mostram uma grande variedade de propriedades bioldgicas
importantes, tais como propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antitumorais,
anticonvulsivas e antioxidantes [9-15].

Dos derivados de fenol para-substituidos destacam-se os isémeros de
benzenodiol, catecol, resorcinol e hidroquinona, que entram na composi¢ao, ¢ também
sdo precursores de varios compostos de interesse bioldgico, uma vez que estdo
envolvidos no crescimento, desenvolvimento e defesa celular e também estdo
relacionados com grupos de hormonas, vitaminas, aminodcidos e antioxidantes

8,9, 16].



O fenol, Figura 1.1, ¢ uma molécula constituida por um grupo hidroxilo

(— OH) ligado a um anel aromatico.

OH

Figura 1.1 Estrutura quimica do fenol.

A accdo antioxidante dos compostos fenolicos advém da sua capacidade de
reagir com radicais livres (free radical scavengers). Esta propriedade ¢ atribuida a
facilidade destes compostos em perder um atomo de hidrogénio do grupo hidroxilo
da molécula de fenol, num processo de transferéncia de um electrdo e um protao,
através do qual o fenol é convertido num radical fenéxido, que, por sua vez, fica
também neutralizado [8, 17-19].

Devido ao grupo —OH, o fenol pode ser facilmente oxidado. O primeiro passo
da oxidacdo dos derivados de fenol para-substituidos ¢ a formagdao de um radical
fenéxido ou de um ido fenoxido [19-21], Figura 1.2. Estes compostos
intermedidrios podem participar em reac¢des de acoplamento, perda de protdes ou
ataque nucleofilico. A molécula de fenol oxidada pode sofrer uma substituicio
electrofilica na posicdo para e/ou orto, excepto quando a uma destas posigdes esta

bloqueada [19, 22, 23].
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OH O) e O O

Figura 1.2 Esquema da reac¢do de oxidacdo dos fenois para-substituidos,

com a formagdo do radical fenoéxido.

O comportamento electroquimico do fenol e das moléculas que contém na sua
estrutura um grupo fenol esta descrito na literatura utilizando diferentes tipos de
eléctrodos: ouro [24, 25], platina [24-26], carbono [25, 27-32], diamante dopado com
boro [33-35], merctrio [36] e Ti/IrO, [37].

Estudos por HPLC efectuados em solugdes de fenol electrolisadas em eléctrodos
de pasta de carbono revelaram varias espécies de hidroquinona, fenol e benzoquinona
como produtos de oxidagdo do fenol [31].

Na superficie de BDDE, a oxidagdo do fenol pode ser mediada de espécies
activas intermediares de radicais hidroxilo electroquimicamente gerados para valores de
potencial elevados, £ >+ 2 V. Além disso, foi demonstrada tanto a oxidagdo completa
do fenol em CO,, como a oxidagdo parcial do fenol, e a formacgao de outros compostos
aromaticos, tais como hidroquinona, benzoquinona e catecol, em fungdo da corrente

aplicada e da concentragdo de fenol utilizada [34].
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1.2.2 Acido acetilsalicilico e triflusal

Os salicilatos sdo compostos utilizados em varias formas em medicina. No
entanto, a toxicidade dos seus metabolitos requer um controlo adequado da sua
posologia, através da determinacao dos niveis de metabolitos no plasma sanguineo e
na urina dos pacientes que fazem uso continuo de medicamentos contendo derivados
de salicilato. Entre os métodos utilizados para determinacao de salicilatos destacam-
se os métodos voltamétricos, uma vez que possuem uma alta sensibilidade, baixo
limite de detecgdo e tempo de resposta curto.

Os compostos, aspirina, [acido acetilsalicilico — acetilsalycilic acid (ASA)] e,
triflusal, [acido 2-(oxiacetil)-4-(trifluorometil) benzoico (TRF)], podem prevenir a
formagdao de coagulos sanguineos, inibem a enzima ciclooxigenasa, reduzem a
produgdo de tromboxano A2, sdo estimuladores da agregagdo plaquetaria, o que
interfere com a formacdo de trombos, reduzindo assim o risco de enfarte, ataques
cardiacos ou outros problemas circulatérios graves [38-43].

Nos organismos humanos, ASA e TRF s3o rapidamente metabolizados no
figado nos seus principais metaboélitos o acido salicilico (SA) e o acido 2-hidroxi-4-
trifluorometil benzoico (HTB).

O ASA, foi patenteada por Bayer em 1899, e tem sido usado por mais de 100
anos como medicacdo analgésica, anti-inflamatéria e antipirética. O TRF
(C10H7F304), € um derivado fluorado de salicilato com propriedades farmacologicas
semelhantes aos do ASA.

A eficacia e a seguranga do TRF foi demonstrada através de estudos clinicos
realizados em pacientes com angina instavel, enfarto agudo do miocardio, acidente

vascular cerebral, by-pass miocardico, fibrilagdo arterial, substituicdo da valvula, e
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pacientes asmaticos intolerantes a aspirina e/ou anti-inflamatdrios nao-esteroides.
O TRF tem mostrado beneficios clinicos na prevengdo secundaria de eventos
vasculares, quando comparado com o ASA [39-45].

Para apoiar os estudos farmacocinéticos, sdo necessarios métodos analiticos
adequados. A andlise qualitativa e quantitativa para a determinacdo da ASA foi
efectuada por varios métodos [46-55]. Estudos por espectrofotometria, HPLC e
LC-MS-MS [45, 46, 56] foram descritos para a determinacao dos protdes ou ataque
nucleofilico do TRF em solugdo, no plasma humana, ou em preparados
farmacéuticos.

Estudos por espectrofotometria demonstraram que a hidrélise do ASA e do
TRF ¢ dependente do pH da solucdo e da temperatura, sendo muito rapida no
intervalo de pH 11,0 - 12,0 e lenta no intervalo de pH 4,0 - 8,0. A estabilidade

maxima destas moléculas ¢ alcangada para valores de pH baixos [46].

1.2.3 Indois

Os inddis representam uma classe de compostos aromaticos que se encontra
predominantemente em produtos naturais tais como plantas, fungos e metabolitos
[57].

O indol, Figura 1.3, ¢ um composto organico heterociclico com uma estrutura

constituida por um anel de benzeno ligado a um pirrol.
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Figura 1.3 Estrutura quimica do indol.

Devido as propriedades do anel pirrdlico, o indol sofre substitui¢ao eletrofilica,
principalmente na posi¢ao C3 [21, 58-60]. Os inddis substituidos fazem parte da
estructura quimica dos neurotransmissores € das hormonas, nomeadamente serotonina e
melatonina, sendo também precursores de outros compostos sintéticos. De facto, ha
centenas de derivados de indol, muitos dos quais se encontram na natureza, como por
exemplo as triptaminas e as hormonas ergolinas e auxinas, ¢ desempenham um papel
fundamental em varios processos bioldgicos e em diagnosticos clinicos e
microbiologicos [61, 62].

Os estudos farmacologicos revelaram que os compostos indolicos apresentam
uma grande variedade de propriedades bioldgicas importantes, tais como propriedades
anti-inflamatodrias [63, 64], analgésicas [64], antibacterianas [65], antifungicas [66],
neuroprotetoras [67, 68], antitumorais [69-71] e antioxidantes [72], aumentando o
interesse no estudo destes compostos.

Os indois podem sofrer oxidacao electroquimica por varios mecanismos € 0S
seus produtos de oxidacdo intermedidrios e finais dependem das condigdes em que
ocorre a reaccdo. O comportamento electroquimico em solugdo aquosa de varios
derivados de indol foi investigado utilizando diferentes tipos de eléctrodos: GCE [24,

73, 74], grafite pirolitica [75-78], pasta de carbono [79], ouro [24], platina [80], dioxido
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de chumbo [81] ou BDDE [82]. Nos produtos de oxidagdao do &cido indol acético por
HPLC, apds a electrdlise efectuada utilizando um eléctrodo de grafite pirolitica, foram
identificados mais de 20 compostos diferentes [75, 76].

Os produtos de oxidagdo electroquimica dos acidos indol acético e indol
carboxilico foram também caracterizados em meio aquoso neutro, utilizando um
eléctrodo de grafite pirolitica, revelando que as espécies formadas foram
odioxindole e dimeros ligados C — C [24, 77]. A electro-oxidacdo do grupo benzeno
da molécula do indol com a formagao de espécies quinona foi também descrita na
literatura [79, 83]. Em solventes ndo-aquosos a electrélise do indol e de derivados de

indol pode levar a processos de polimerizagdo [75, 84-86].

1.2.4 Berberina e sanguinarina

Entre os compostos naturais com potencial para actuar como agentes quimio-
terapéuticos, os alcaldides ocupam uma posicdo importante devido as suas actividades
bioquimicas: anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante e imunoestimulatoria [87-

102]. Entre os alcaldides destacam-se a berberina e a sanguinarina.

1.2.4.1 Berberina

A Dberberina tem sido utilizada desde tempos remotos, especialmente na
medicina chinesa como uma droga antibacteriana, antifingica e antiparasitaria [103].
Actualmente, o principal uso clinico da berberina ¢ no desenvolvimento de farmacos
com ac¢do antibacteriana, para o tratamento de parasitas intestinais e de infecgdes

oculares [103, 104].
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A berberina, Figura 1.4, ¢ um alcaloide isolado inicialmente dos membros da
familia Ranuncufaceae, mas que também ocorre em muitas outras plantas incluindo as

espécies Berberineeris (Berberidaceae) e Arcungelisia (Menispermaceae) [104].

OCHj

OCH,

Figural.4 Estrutura quimica do cloreto de berberina.

A berberina apresenta também propriedades anticancerigenas, ¢ os seus efeitos
foram testados em tumores malignos cerebrais, em cancros do es6fago, em leucemias e
em linhas celulares de cancro de colon, sendo observada a apoptose das células
cancerosas [105-109]. Embora a maioria dos estudos tenham demonstrado que a
berberina se liga ao DNA induzindo a sua fragmentagdo [110], o seu modo de ac¢do
ainda estd bem esclarecido e espécies reactivas de oxigénio produzidas pela berberina
desempenham um papel importante no mecanismo de formagao de danos oxidativos no
DNA [111], o que podem levar a morte celular.

Outros estudos demonstraram que a berberina estd envolvida na inibi¢ao de
biossintese de proteinas e acidos nucleicos [112, 113], através da supressdo das fungdes
biolégicas de varias enzimas e proteinas, incluindo Na*, K'-ATPase [114], p53 [115],

protein kinase C [116]. Também, foi demonstrado que a berberina ¢ acumulada
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selectivamente nas mitocondrias das células de melanoma de rato [117, 118], o que leva
a inibi¢do da translocagdo dos nucleotideos da adenina [119], ao stress oxidativo [118],
a inibigdo da progressdo do ciclo celular [117] e ao dano mitocondrial em geral [118].
Relativo a importancia da berberina nos processos biologicos, este composto foi
o alvo de varios estudos, a maioria sendo direccionada para a sua determinacao analitica
na urina, no sangue e¢ em diferentes tecidos animais e humanos, usando técnicas de
quimio-luminescéncia, fluorimetria, eletroforese capilar e cromatografia [120-124].
Embora as propriedades electroquimicas da berberina sejam conhecidas, os
estudos estdo relacionados principalmente com os mecanismos de redugdo
electroquimica e a adsor¢do em eléctrodos de mercurio [125, 126], enquanto que a
oxidacdo electroquimica da berberina num GCE foi apenas investigada em sistemas

aproticos [127].

1.2.4.2 Sanguinarina

A sanguinarina, Figura 1.5, um alcaléide sintetizado por plantas das familias
Papaveraceae, Fumariaceae e Rutaceae [128], é conhecida pelas suas propriedades

antimicrobiana, antiinflamatoéria, antioxidante, antifingica e imunoestimulante

[87-90].
o
N +
N™ ¢
>
o

Figural.5 Estrutura quimica do cloreto de sanguinarina.
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A sanguinarina actua contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e
fungos [129-131]. Em farmacologia, o cloreto de sanguinarina ¢ usado
principalmente em produtos de higiene bucal devido a diminui¢do da inflamagdo
gengival e da formacdo da placa bacteriana [132].

Outros estudos revelaram propriedades anticancerigenas da sanguinarina,
demostrando que actua contra o cancro de pele favorecendo a expressdo das
proteinas envolvidas na morte celular induzida por radiacao UV [133].

A sanguinarina também mostrou uma importante ac¢do terapéutica,
induzindo efeitos citotoxicos e apoptose em varias culturas celulares de cancro de
prostata, pele, cervical e linfoma [129, 134-136], mas o mecanismo através do qual a
sanguinarina inicia a morte das células ndo estd completamente elucidado
[137, 138] tendo sido observadas varias modificagdes na actividade das proteinas
envolvidas na sinalizacdo celular [90, 91, 129, 139, 140], bem como a formacao de
espécies reactivas de oxigénio [136] e danos no DNA [138, 141-145].

Devido a importancia da sanguinarina como um potencial agente quimio-
terapéutico, foram desenvolvidos diferentes procedimentos de analise baseados em
técnicas de HPLC, electroforese capilar, espectrometria de UV, relaxagao dieléctrica
e calorimetria, que envolveram tanto a determinag¢do quantitativa da sanguinarina,
como ta investigacdo dos seus efeitos sobre estruturas bioldgicas especificas, tais
como DNA e proteinas [146-149]. Embora o processo de redugdo de varios
compostos alcaldides tem sido estudado em eléctrodos de mercurio [150, 151], os

mecanismos de oxidagdo-reducao da sanguinarina ndo foram ainda esclarecidos.
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1.3 AMINOACIDOS

Um dos objectivos deste trabalho foi estudar as propriedades electroquimicas de
proteinas sendo portanto necessario comecar pela investigacao das propriedades redox

de aminoacidos que entram na sua constitui¢ao.

1.3.1 Estrutura dos aminoacidos. Propriedades fisico-quimicas

Os aminoacidos apresentam uma estrutura geral que consiste num grupo amino,
um grupo carboxilico e um grupo variavel R, ligados a um atomo de carbono saturado

(Ca), Figura 1.6.

H

I
HZN—CIa—COOH

R

Figura 1.6 Estrutura dos aminoacidos.

Todos os aminoacidos contém carbono, hidrogénio, azoto e oxigénio, além de
dois aminoacidos que também contém enxofre [152]. A especificidade de cada
aminoacido ¢ dada pela dimensdo e pelas caracteristicas variaveis na cadeia lateral R,

Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 Estrutura quimica e propriedades dos aminoacidos.

Polaridade | Carga da indice de
Aminoacido Abreviatura Cadeia lateral da cadeia |cadeia lateral hidropaticidade
lateral (a pH 7,00) [153]
Alanina Ala (A) HsC— apolar neutra 1,8
H Hz Hy H
Arginina Arg (R) HN—G—N—C—c—c— polar positiva -4,5
NH
Hy
Asparagina Asn (N) HzN_ﬁ_c - polar neutra -3,5
— HZ
aAs(;)l;r(‘zico Asp (D) HO—h—¢c— polar negativa -3,5
[©]
Cisteina Cys () Hs—2 apolar neutra 2,5
Acido Ho—c—n2_ P2 __ .
alutamico Glu (E) I polar negativa -3,5
H, Hy
Glutamina Gln (Q) HN—H—e T — polar neutra -3,5
o
Glicina Gly (G) H— apolar neutra -0,4
N
Histidina His (H) HQ—EZ— polar neutra 3,2
H,
Isoleucina Ile (I) e apolar neutra 4,5
CHs
Ha
Leucina Leu (L) HC— e — apolar neutra 3,8
CHy
Lisina Lys (K) HZN_EZ_EZ_(H;Z_EZ_ polar positiva -3,9
Metionina Met (M) H3C_S_EZ_E'2_ apolar neutra 1,9
Fenilalanina Phe (F) @gz_ apolar neutra 2,8
N
Prolina Pro (P) c=o0 apolar neutra -1,6
Q_gH
Serina Ser (S) HO—2 polar neutra -0,8
HaC—CH—
Treonina Thr (T) ’ CI)H polar neutra -0,7
HN \ 22_
Triptofano Trp (W) apolar neutra -0,9
Tirosina Tyr (Y) HO@EZ— polar neutra -1,3
HsC—CH—
Valina Val (V) ’ tle apolar neutra 4,2
3
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Em solucao, os aminodcidos comportam-se como acidos ou bases fracas, devido
ao caracter acido do grupo -COOH e basico do grupo -NH,. Na gama de pH de 1 a 14,
estes grupos apresentam uma série de equilibrios, envolvendo a ligagdo e a dissociagao

de um protao:

[

R,— COO™ +H"

[

R,—NH;" R,— NH, + H*

Esta dissociagdo determina as caracteristicas de acidos fracos ou de bases fracas,
respectivamente. O comportamento acido-base dos aminoacidos € importante, pois a sua
reactividade influencia as propriedades das proteinas [154].

Como o estado de ionizagdo varia com o pH, em meio acido, pH = 1, o grupo
carboxilo esta neutro (— COOH) e o grupo amino est4 ionizado (— NH3"), enquanto que
em solucao basica, pH = 11, o grupo carboxilo esta ionizado (— COO") e o grupo amino
esta neutro (— NH») [155], Figura 1.7. Em pH neutro, os aminoécidos existem na forma
de ides dipolares, ou zwitterions, com o grupo amino protonado (— NH3") e o grupo

carboxilo na forma dissociada (— COO"), Figura 1.7.

R o) R 0 R O
*NH (Ij C// *NH (Ij C// NH (Ij C//
3——C— 3——C— —C—
| on I N I o
H H H
pH 1 pH 7 pH 11

Figura 1.7 Estado de ionizagdo dum aminoacido em fun¢do do valor de pH.
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Do mesmo modo, a cadeia lateral R pode conter grupos funcionais com caracter
doador ou aceitor de protdes, o que, no caso de alguns aminoacidos como a arginina,
acido aspartico, cisteina, acido glutamico, histidina, lisina, tirosina, envolve um valor de

pK, adicional [20, 152, 154, 155], Tabela 1.2.

Tabela 1.2 Valores de pK, dos aminoacidos.

Aminoacido -COOH -NH, -R
Alanina 2.4 9,9 -
Arginina 1,8 9,0 12,5
Asparagina 2,1 8,7 -
Acido aspartico 2,0 9,9 3,9
Cisteina 1,9 10,7 8,4
Acido glutdmico 2,1 9,5 4,1
Glutamina 2,2 9,1 -
Glicina 2.4 9,8 -
Histidina 1,8 9,3 6,0
Isoleucina 2.3 9,8 -
Leucina 2,3 9,7 -
Lisina 2,2 9,1 10,5
Metionina 2,1 9,3 -
Fenilalanina 2,2 9,3 -
Prolina 2,0 10,6 -
Serina 2,2 9,2 -
Treonina 2,1 9,1 -
Tirosina 2,2 9,2 10,5
Triptofano 2,5 9.4 -
Valina 2.3 9,7 -

Os aminoacidos estao divididos em trés categorias, em funcao das caracteristicas
quimicas da cadeia lateral. A primeira categoria ¢ constituida pelos aminoacidos com
residuos hidrofobicos, Ala, Val, Leu, Phe, Ile, Pro e Met, a segunda ¢ constituida pelos
quatro aminoacidos com residuos carregados, Asp, Glu, Lys e Arg, e a terceira inclui os

aminoacidos com residuos polares, Ser, Thr, Cys, Asn, Gln, His, Tyr e Trp [152, 155].
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Todos os aminoacidos, excepto a glicina sdo moléculas quirais, que podem
existir em duas formas diferentes, L- ou D-. Os sistemas biologicos dependem do
reconhecimento especifico de moléculas capazes de distinguir entre formas quirais. Na
sintese das proteinas ¢ reconhecida apenas uma das formas quirais dos aminoacidos, a
forma L- [155, 156], no entanto ndo existe nenhuma razdo 6bvia pela qual a forma L-

foi a forma preferida durante a evolugdo e nao a forma D-.

1.3.2 Propriedades electroquimicas dos aminoacidos

Dos 20 aminoacidos possiveis constituintes das proteinas, apenas a tirosina
[24, 27, 157], o triptofano [24, 27], a histidina [24, 158], a cisteina e a metionina [25,
159-164] sdo oxidaveis na superficie dos eléctrodos de carbono [24, 25, 27, 165-167].
As moléculas tirosina e triptofano apresentam nas suas estruturas os grupos fenol e
indol que podem ser oxidados electroquimicamente.

Os estudos electroquimicos da tirosina [24, 167], mostraram que, para
concentragdes muito elevadas, o processo de oxidagdo conduz a formagdo dum filme
polimérico inibidor, enquanto que, para concentracdes baixas, a oxidacdo ocorre sem
polimerizacao. No caso do triptofano, a sua oxidacdo pode ocorrer na posi¢cao C2 com a
formagao de 2-oxindolalanine [24].

A histidina, a cisteina e a metionina, podem ser oxidadas electroquimicamente
devido as propriedades electronicas das suas cadeias laterais [24, 25, 158-164]. Os
centros electroactivos s@o no caso da histidina o grupo imidazol, da cisteina o grupo tiol

enquanto que a metionina apresenta um atomo de enxofre que ¢ oxidado.
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Embora existam varios estudos relacionados com a oxidagao electroquimica dos
aminodcidos, os seus mecanismos de oxidacdo ainda ndo foram completamente
esclarecidos. Por esta razdo, um dos objectivos deste trabalho consiste na investigagao
do comportamento electroquimico dos aminoacidos electroactivos e na determinagao

dos seus mecanismos de oxidagao.

1.4 PROTEINAS

As proteinas sdo componentes celulares muito importantes, sendo as
moléculas biologicas que apresentam a maior variedade de formas e fungdes. As
proteinas desempenham fungdes tanto estruturais como dinamicas, destacando-se as
propriedades enzimaticas ou catalisadoras de reac¢des bioquimicas, de sinalizacao e
de transducdo de sinais celulares e as fungdes de transporte de oxigénio no sangue
[155]. As proteinas estdo também envolvidas no material cromossémico, onde
controlam o empacotamento do DNA ¢ as suas fungdes. A forma, a regulacdo e a
reproducdo dos organismos sdo dominadas pelas proteinas. Uma outra funcdo
dindmica das proteinas estd directamente relacionada com a defesa do organismo,
que ¢ efectuada por tipos especificos de proteinas, as imunoglobulinas (anticorpos) e
o interferon, que actuam no combate das infec¢des bacterianas e virais. [154, 155].

Devido a sua grande importancia em todos os processos bioldgicos basicos da
célula, as proteinas sdo os compostos biologicos mais estudados. O reconhecimento
das varias fungdes das proteinas nos sistemas biolégicos aumentou na ultima década,
através da grande quantidade de informacgao gerada pelo projecto de Mapeamento de

Genomo Humano (Human Genome Mapping) [168]. No ambito deste projecto foi
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observado que os cromossomas humanos contém cerca de 25000-28000 genes [168],
o que levou a uma estimativa de cerca de 25000 polipeptideos numa célula humana.
Ainda mais, variagdes na estrutura genética podem aumentar o nimero de novas
proteinas [169].

De milhares de polipeptideos, apenas é conhecida a estrutura de um pequeno
numero. Uma andlise da Base de Dados das Proteinas (Protein Data Base) sugere
que, até a data presente, foram determinadas cerca de 1400 estruturas distintas de
proteinas [170]. Muitas proteinas estdo contidas nas membranas celulares [155], o
que dificulta a investigacdo das suas caracteristicas estruturais e funcionais.

Uma vez que as proteinas podem apresentar multiplas fungdes, a sua
classificagdo ndo estd padronizada. Embora as proteinas sejam constituidas por 20
aminoacidos, elas podem apresentar uma enorme diversidade, determinada pela
ordem dos aminoacidos na cadeia polipetidica [171, 172]. Algumas proteinas podem
conter maior abundancia um dos aminoacidos, enquanto que outras podem nem
conter alguns dos aminoacidos, o que leva a variagdes na complexidade, no
tamanho, no peso molecular e no nimero de subunidades (cadeias polipeptidicas).

As propriedades fisico-quimicas das proteinas, tais como a carga, a
hidrofobicidade e a polaridade, influenciam muitos dos seus aspectos estruturais e
funcionais [155]. Estas propriedades sdo determinadas pelas cadeias laterais dos
aminoacidos constituintes, estando envolvidas nas interac¢des nao-covalentes, como
por exemplo as ligagdes de hidrogénio, as forcas hidrofobicas e as interac¢des
electrostaticas, e contribuem para uma maior estabilidade da proteina no seu estado

natural [154, 155].
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As proteinas interagem por ligacdes covalentes e ndo-covalentes com outras
biomoléculas, tais como lipidos, (lipoproteinas), carbohidratos(glicoproteinas),
acidos nucleicos, grupos fosfato, flavinas, grupos prostéticos, ¢ ides metalicos etc.

[155, 173].

1.4.1 Estrutura das proteinas

Os aminoacidos formam ligagdes peptidicas através de uma reacgdo de
condensagdo com a eliminagdo de uma molécula de &4gua, num processo que
normalmente ocorre nos ribossomas. A formacdo de uma ligagdo peptidica covalente

leva a ligacdo de dois aminoacidos, formando um dipéptido [155], Figura 1.8.

T P 7 e
0
+H3N—C—C/< i —|—+H3N—C—C< — +H3N—C—C—N—C—c< T Ho
o | o | | (6}
H H H H H

Figura 1.8 Formacdo de uma ligagdo peptidica covalente num dipéptido.

Essas ligagdes possuem caracteristicas hibridas, partilhando propriedades mistas,
tanto das ligacdes simples C-N, como das ligacdes duplas C=N. Por esta razio, a
ligacdo peptidica apresenta um menor comprimento quando comparado com uma
ligacdo covalente, o que leva a limitacdo da sua rotacdo e a orientagdo preferencial dos

atomos na configuragdo trans [152]. Uma excepgdo a essa regra € a ligagdo peptidica
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dos residuos da prolina, na qual a configuragao cis aumenta a estabilidade em relagdo a
configuragdo trans [152, 155].

As proteinas sdo moléculas complexas exibindo uma hierarquia de niveis de
organizagdo estrutural. A sequéncia dos aminoacidos na cadeia polimérica representa a
estrutura primaria da proteina e ¢ determinada geneticamente pela expressdo da
informagdo codificada na sequéncia de nucleotidios de um gene do DNA. As cadeias
polipeptidicas tipicas contém cerca de 100 a 600 moléculas de aminoacidos e tem um
peso molecular de aproximadamente 15.000 - 70.000 Da [155].

No entanto, a sequéncia de aminoacidos da proteina e a sua estrutura primaria
fornecem pouca informagao sobre as suas fungdes. A cadeia polipeptidica ¢ flexivel e as
ligagdes quimicas entre os atomos de um determinado aminoacido i na cadeia,
Figura 1.9, definem 3 eixos de rotacdo (o, y, @) sobre os quais a proteina pode rodar

alcangando diferentes configuragdes espaciais [152].

aminoacido i —

Figura 1.9 As ligagdes quimicas entre os atomos de um determinado aminoacido i.

Os eixos de rotagdo (o, y, ©).
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Figura 1.10 Estruturas secundarias das proteinas: (A) a-hélice e (B) folha p.

Devido a esta flexibilidade, em meio polar, as sequéncias de aminoacidos podem
formar ligagdes de hidrogénio entre os grupos -NH e C=0O da cadeia principal dando
origem a estrutura secundaria da proteina [155]. Existem essencialmente dois tipos de
estruturas secundarias originadas pelas rotacdes em torno das ligagdes adjacentes a
ligacdo péptidica, a a-hélice, quando a rotacdo se d4 no mesmo sentido, ¢ a folha-p,
quando a rotagdo se da em sentidos apostos, Figura 1.10.

Para realizar a sua fun¢do, as proteinas assumem uma forma particular activa,
através do processo de dobragem, que é geralmente desfavorecida pela entropia, pois
envolve a transicdo de um grande numero de cadeias laterais com diferentes
propriedades para uma unica estrutura ordenada. Ao dobrar as proteinas superam a

entropia conformacional da sua estrutura através de interacdes electrostaticas entre os

28



grupos carregados, interacoes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e interac¢des de Van
der Waals que se estabelecem entre os seus aminoacidos [155]. A maior estabilidade
termodinamica advém das interac¢des hidrofobicas dos aminoacidos, ficando as cadeias
laterais hidrofobicas empacotadas no interior da molécula [155].

Todas as interacgdes, hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interacgdes de Van
der Waals estabelecidas entre os aminoacidos constituintes da proteina e a agua levam a
coalescéncia e a0 empacotamento da proteina no que geralmente se chama a estrutura
terciaria da proteina. O arranjo tridimensional (ou conformagdo) dos atomos da
proteina na estrutura terciaria é de extrema importincia porque geralmente coincide
com a estrutura nativa, a estrutura que confere a proteina uma funcdo bioldgica
especifica. [152, 155].

A estrutura quaternaria da proteina, que ¢ o nivel de organizacdo mais
elevado, ¢ dada pela associagdo ndo covalente de varias unidades independentes de
estrutura terciaria. Conhecer a estrutura tridimensional das proteinas ¢ fundamental para

compreensdo de sua fungdo [155].

1.4.2 Oxidacao das proteinas in vivo

A oxidagdo das proteinas ocorre através da exposicdo a espécies oxidativas,
como os intermedidrios reactivos de oxigénio ou nitrogénio causados por reacgdes
metabolicas no interior das células, a partir dos subprodutos de reacg¢des de stress
oxidativo [174], ou através da presenca de compostos oxidantes fortes. Todos estes
factores podem levar a formagao de danos selectivos ou de modificagdes estruturais das

proteinas [174, 175].
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1.4.2.1 Radicais livres

Os radicais livres sdo compostos quimicos com electrdes desemparelhados nas
orbitais moleculares ndo ligantes. Devido a esta caracteristica, sdo muito reactivos e
estdo envolvidos em processos celulares responsaveis por danos oxidativos nas células,
que levam a alteragdes estruturais e funcionais das biomoléculas numa reac¢do em
cadeia [15].

In vivo os radicais livres mais comuns sdo as espécies reactivas de oxigénio
(ROS), nomeadamente o radical superdxido (O,") e o radical hidroxilo (*OH), bem
como algumas espécies reactivas de nitrogénio (RNS), tais como o radical 6xido nitrico,
(NO?) e o radical dioxido nitrico, (NO,*) [15].

Nas células ROS e RNS podem ser gerados por via enddgena, como
consequéncia directa do metabolismo aerobico, ou por via exégena, devido a exposi¢ao
a radiacdo UV, radiag¢do ionizante, fumo de exaustdo e substincias capazes de gerar
estas espécies reactivas, como os agentes carcinogénicos [176].

Os mecanismos de formacao de ROS e RNS ocorrem essencialmente por [15]:

1) reacgdes de transferéncia de electrdo que envolvem processos de adicao
sucessiva de electroes ao oxigénio molecular, formando intermedidrios
reduzidos (O,*, *OH, H,0,, NO*, ONOO");

2) reac¢des de transferéncia de energia que envolvem a excitacdo do
oxigénio tripleto no estado fundamental ao estado singlete ('O,).

As espécies reactivas de oxigénio e de nitrogénio incluem ndo so6 radicais livres,
mas também outras espécies oxidantes com cardcter ndo radical, como o peréxido de
hidrogénio (H,O;) e o anido peroxinitrito, (ONOQO ), que participam em reacgdes de

formagao de radicais livres [15].
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Alguns outros exemplos de agentes quimicos que podem modificar
oxidativamente as proteinas incluem compostos de peroxido, como perborato e
peroxicarbonato, periodato, (IO4 ), sais metalicos na presenga de espécies de oxigénio,
como os sais de ferro (Fe’™ e Fe*) e cobre (Cu*"), ozénio (O;), acido hipobromoso
(HOBr); acido hipocloroso (HOCI), acido performico (HC(O)OOH) e o radical de
triclorometilperoxilo (CCIOO®) [15]. Em condi¢des especiais, as porfirinas, bem como

radiagdes gamma e UV, podem também alterar a estrutura das proteinas [174, 177].

1.4.2.2 Interaccio entre as proteinas e os radicais livres

As proteinas sdo alvos primarios da oxidagdo in vivo devido a sua abundancia
em células, quando comparadas com outras moléculas biologicas. Os danos nas
proteinas através da oxidagdo induzida pelos radicais livres sdo conhecidos por causar
varios tipos de cancro, doencas neuroldgicas degenerativas, pulmonares, inflamacao,
doengas cardiovasculares ¢ uma série de outros problemas [174, 175, 178-181]. A
oxidacdo das proteinas pode alterar a sua actividade, inibir a interaccdo entre as
proteinas e outros compostos, modificar as cadeias laterais dos aminoacidos, quebrar as
ligacdes peptidicas, e até mesmo causar a formagdo de ligagdes entre proteinas [174,
175, 178, 182, 183]. Apos a oxidacdo, a estrutura da proteina ¢ modificada, o que
compromete a sua actividade.

A oxidagdo das proteinas ocorre principalmente ao nivel das cadeias laterais de
aminoacidos. Nas mesmo se apenas uma cadeia lateral dum residuo de aminoacido ¢
oxidada, toda a estrutura da proteina ¢ modificada, o que provoca a desregulacdo da sua

actividade in vivo.
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Os residuos de triptofano sdo facilmente oxidados a formilquinurenina,
quinurenina e varios derivados hidroxi. A fenilalanina pode ser oxidada, levando a
formagao de tirosina e de outros derivados hidroxi, e os residuos da histidina sdo
oxidados a 2-oxohistidina ¢ outros derivados [174]. A oxidagdo dos residuos de
lisina, arginina, prolina, e treonina pode levar a formagao de derivados carbonilicos
[174, 184]. A presenca destes grupos em proteinas tem sido utilizada como um
marcador da oxidacdo das proteinas mediada por ROS e RNS, sendo associada a
varias doengas.

Embora todos os residuos de aminoacidos possam ser biologicamente oxidados,
os aminoacidos sulfurados, cisteina ¢ metionina, s3o os mais facilmente oxidados por
espécies ROS e RNS [185] devido ao enxofre, que tem um baixo potencial formal de
oxidacdo [186]. Em condicdes fisioldgicas e na presenca de oxidantes fracos, os
residuos de cisteina sdo biologicamente oxidados a dissulfetos, Figura 1.11A, e os
residuos de metionina a metionina sulféxido (MetO), Figura 1.11B, sendo do ponto de
vista fisiologico os fendmenos oxidativos mais relevantes nas proteinas
[175, 178, 187, 188].

A oxidacgdo in vivo da cisteina e da metionina esta muito bem descrita e tem
sido demonstrado que estas reac¢des podem ser fisiologicamente reversiveis [180,
189]. A maioria dos sistemas biologicos contém sistemas de reparacdo dos danos
oxidativos e os redutores de dissulfeto e sulfoxido podem converter as formas
oxidadas dos residuos de cisteina ¢ metionina nas suas formas inalteradas. Estas sdo
as unicas modificagdes oxidativas das proteinas que podem ser reparadas

[177, 180, 182, 190].
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Figura 1.11 Oxidacdo biologica da cisteina e da metionina.

Apesar de normalmente os residuos de metionina ndo estarem na superficie da
proteina, algumas proteinas podem conter residuos de metionina expostos [191, 192].
A oxidacao e a reducdo dos residuos de metionina t€ém consequéncias profundas para as

suas fungodes representando um dos mecanismos de regulacao das proteinas [192].
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1.4.2.3 Metionina sulféoxido reductase A

Nos varios mecanismos de reparacdo dos danos oxidativos causados pelos
radicais livres em proteinas, destaca-se a enzima metionina sulféxido reductase
(MsrA), Figura 1.12, cuja fun¢do ¢ a reducdo da metionina oxidada (MetO) a
metionina (Met), tendo sido relatado que a MsrA reduz preferencialmente a forma

levogira da MetO [178, 187, 189, 193, 194].

Figura 1.12 Estrutura tridimensional da metionina sulfoxido reductase A (MsrA).

A MsrA ¢ uma enzima relativamente pequena encontrada numa variedade de
organismos, tais como bactérias [195], plantas [196], mamiferos [197], e em
organismos humanos [191]. A sequéncia dos aminoacidos da MsrA ¢ bem conservada

para as diferentes espécies [189, 191, 193, 194].
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Os estudos de cristalografia da estrutura da MsrA mostraram a existéncia de trés
residuos de cisteina, C51, C198 e C206, que formam o centro catalitico da enzima [193,
198].

O mecanismo de ac¢do da MsrA envolve a redugdo da MetO formada na
sequéncia de aminoacidos duma determinada proteina apds o ataque oxidativo, para a
sua forma inicial Met. Este processo ¢ iniciado pelo ataque nucleofilico da C51 da
MsrA sobre a MetO da proteina oxidada, conduzindo a formag¢do dum produto
intermediario instavel cuja degradagdo leva a formacdo da Met, e a hidroxilagao de C51
da MsrA com a formacdo do dacido cisteico. Em seguida, varias modificagdes
conformacionais da enzima envolvem a formacao duma ligagao disulfedo entre C198 e
C206. Por sua vez, esta ligacdo ¢ também reduzida através de um outro sistema
enzimatico de modo que a MsrA volta & forma activa inicial [193]. Este mecanismo,
conduz a hipdtese que os residuos de metionina funcionam como um sistema de defesa

antioxidante das proteinas [189, 191, 192].

1.4.3 Propriedades electroquimicas das proteinas

Nos ultimos anos, a investigagdo das proteinas através de métodos
electroquimicos tem atraido um interesse crescente, uma vez que o estudo da
transferéncia de electrdo entre as proteinas e os eléctrodos pode servir como modelo
para o estudo dos mecanismos de troca de electrdes das proteinas nos sistemas
bioldgicos [173, 199-207]. Deste modo, ¢ possivel estabelecer uma base para o
desenvolvimento de novos tipos de biossensores [200, 208, 209], reactores cataliticos

[206, 207, 210, 211] e dispositivos biomédicos [212, 213].
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Contudo, quando as proteinas interagem com a superficie do eléctrodo ocorre a
sua adsor¢do. Este processo dificulta o estudo electroquimico das proteinas e das
enzimas devido ao bloqueamento da superficie do eléctrodo e a ocorréncia de
modifica¢des estruturais nas proteinas, ou mesmo a sua degradagdo. Adicionalmente, a
orientacdo desfavoravel da proteina na superficie do eléctrodo reduz a acessibilidade
dos seus centros electroactivos protegidos no interior das cadeias polipeptidicas [214-
219]. De facto, a distancia entre o centro electroactivo da proteina e o eléctrodo pode
variar em fun¢do da orientagdo e/ou da conformagdo da proteina, e o aumento desta
distancia dificulta a oxidagao electroquimica da proteina [220].

Para ultrapassar estes inconvenientes varios estudos electroquimicos de
proteinas utilizam mediadores quimicos que facilitam a transferéncia de electrdes e
minimizam os efeitos de atrac¢do e repulsdo entre a molécula bioldgica e o eléctrodo
[221]. Os mediadores sdo pequenas moléculas electroactivas que pode alternar entre os
estados oxidado e reduzido facilitando a transferéncia de electrdes entre o centro
reactivo de uma proteina ¢ uma superficie do eléctrodo [222]. Contudo, apesar da
utilizagdo de mediadores na investigagdo de transferéncia de electrdes entre uma
proteina e o eléctrodo poder diminuir e minimizar as dificuldades causadas pela
adsorg¢do, pode também complicar os processos do eléctrodo [206, 223].

A investigagdo electroquimica directa das proteinas, sem o recurso a
mediadores, representa um grande desafio, ¢ abre caminho para estudos mais
aprofundados ndo sé de termodinamica, como também de cinética das reacgoes [206].
Um dos objectivos deste trabalho estd relacionado com a investigacdo do
comportamento redox de proteinas directamente na superficie dos eléctrodos de

carbono, especificamente ¢ MsrA.
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Para desenvolver procedimentos electroquimicos sem o uso de mediadores

necessario escolher cuidadosamente o eléctrodo de trabalho, de modo a permitir
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imobilizacdo directa da proteina na sua superficie, para controlar as interac¢des entre
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proteina e o eléctrodo e facilitar a transferéncia de electrdes. Quando a proteina
imobilizada na superficie do eléctrodo, a difusdo ¢ eliminada e podem ser obtidos os
parametros termodindmicos e cinéticos. Este procedimento foi aplicado por F.
Armstrong nos anos 80 [204], para proteinas redox pequenas, ¢ desde o inicio de 1990
para enzimas redox grandes [206, 224]. Nos ultimos anos, esta técnica foi bastante
utilizada nos estudos electroquimicos de varias proteinas redox sendo determinados
varios aspectos, como a transferéncia de protdes e electrdes inter- ¢ intra-molecular e a
detecgdo de oxigénio em hidrogenases [225].

Contudo, a orientagdo de uma proteina na superficie do eléctrodo ¢
influenciada pelo pH da solucdo, que controla o nimero e a natureza das cargas
presentes na superficie da proteina e do eléctrodo, pela forca idnica, a composicao do
electrolito e o potencial aplicado [206, 214, 219].

Na literatura destaca-se uma vasta gama de estudos sobre o comportamento
electroquimico das proteinas. Contudo, a maioria envolve a investigacdo de proteinas
que contém cofactores redox, como hemoglobina, azurina, citocromo ¢ ¢ glucose
oxidase [208, 210, 216, 226-231], embora este tipo de proteinas seja minoritario num
organismo. Por outro lado, sabe-se que os aminodacidos tirosina, triptofano, histidina,
cisteina e metionina sdo oxiddveis electroquimicamente. Baseado nas suas
propriedades redox, varios estudos sobre a electroquimica de diferentes proteinas
foram realizados. Na Tabela 1.3 sdo apresentadas algumas das proteinas estudadas em

eléctrodos de carbono: GCE, eléctrodo de pasta de carbono (carbon paste electrode -
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CPE), eléctrodo de grafite pirolitica (pyrolytic grafite electrode - PGE), eléctrodo de
fibra de carbono (carbon fiber electrode - CFE), através da detecgdo electroquimicas

dos seus aminoacidos electroactivos.

Tabela 1.3 Proteinas e os seus grupos electroactivos estudados em eléctrodos de carbono.

Proteina Ami.no’zi cifios Eléctrodo Referéncia
oxidaveis

Insulina C,Y GCE [232, 233]
Albumina sérica bovina Y, W CPE [166, 167]
RNAase Y, W CPE [166, 167, 234]
Concalavalina A Y, W CPE [167]
Amilina Y, W PGE [235]
GnRH Y, W CFE [236]
Vasopressina Y CFE [237]
Angiotensina II Y CFE [237]
Trombina Y, W GCE [237]
Neuropéptido Y Y PGE [234]

o - Lactoalbumina C,M, Y, W PGE [234]
Lisossomas com S-S Y, W PGE [166, 234]
Lisossomas sem S-S Y, W PGE [234]
Apomioglobina MY, W PGE [234]
Tripsinogénio CMY, W PGE [234]
Anidrase carbonica MY, W PGE [234]
Albumina sérica humana C,M,W, W PGE [234]

Deste modo, a investigagdo electroquimica de proteinas, baseada na detecgdo da
resposta electroquimica dos residuos de aminoacidos, representa uma nova alternativa,
com diversas aplicagdes importantes na area dos biossensores, da biotecnologia, dos

equipamentos médicos e sistemas de distribui¢do farmacoldgicos.
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1.5 PRINCIPIOS DA ELECTROQUIMICA

A electroquimica estuda os fendémenos quimicos associados a separagdo ¢ a
transferéncia de carga num determinado sistema. A transferéncia de carga pode ocorrer
homogeneamente em solugdo, ou heterogeneamente na superficie dum eléctrodo [238].

A maioria dos processos de transferéncia de carga envolvem a transferéncia de

electrdes e no caso das espécies oxidadas O, e reduzidas R a reacc¢do redox é:

O+ne™—R

onde O recebe n electrdes para se transformar em R. O par O | R tem associada uma
energia redox, Erdox, €Std 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 electronico ocupado mais elevado, Er. Os electrdes num eléctrodo
de trabalho sdo sempre transferidos de e para o nivel Fermi [238].

Para assegurar a electroneutralidade, ocorrem duas ou vérias reaccdes de
transferéncia de carga, em direc¢des opostas. Normalmente as reac¢des de transferéncia
de carga estdo separadas no espago, ocorrendo em eléctrodos diferentes, imersos em
solugdo numa célula electroquimica. Estes eléctrodos estdo ligados por meios
condutores, tanto na solucdo (através do electrdlito de suporte — transporte idnico),
como externamente (através de fios eléctricos) de tal modo que a carga pode ser
transportada.

Em todos os processos electroquimicos, o eléctrodo de trabalho ¢ o eléctrodo
onde ocorre a reac¢do electroquimica. O potencial deste eléctrodo ¢ controlado através

do eléctrodo de referéncia com a ajuda de um potenciostato.
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O eléctrodo de referéncia utilizado numa experiéncia electroquimica deve
possuir uma impedancia elevada de forma por ele ndo passar corrente. A corrente da
célula electroquimica flui entre o eléctrodo de trabalho e o eléctrodo auxiliar através da
solugdo do electrolito de suporte.

Para uma reducao, os electrdes 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 solugdo, correspondente a um potencial suficientemente positivo
(em volts) [238].

Na proximidade da superficie do eléctrodo (camada de difusdo) as espécies sao
transportadas sé através da difusdo Figura 1.13, [238]. Neste processo, distinguem-se
alguns parametros de grande importancia:

1 - kg4 — o coeficiente de transferéncia de massa que descreve o processo de
difusdo da solugdo, fora da camada de difusdo, para proximidade da
superficie do eléctrodo.

2 - k, e k. — as constantes de velocidade de transferéncia de carga anddica e
catddica, respectivamente as quais descrevem a cinética da reac¢do do
eléctrodo. As constantes de transferéncia de carga estdo descritas pelas

formulas deButtler — Volmer:
ka = ko exp [canF(E-EY)/RT]
ke = ko exp [-aenF(E-EY)/RT]

onde ky ¢ a constante de velocidade padrio da reaccdo electroquimica.
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As constantes de velocidade de transferéncia de carga k, ¢ k. dependem do
potencial e da constante de velocidade padrdo, o que conduz aos seguintes casos
extremos:

o  [k4<< ko — para qualquer potencial, ha sempre equilibrio na superficie do
eléctrodo. A corrente ¢ determinada s6 pelas diferencas de energia
electronica entre o eléctrodo e as espécies na solugdo e a sua velocidade
para alcangar a superficie do eléctrodo. Isto ¢ o caso de uma reacgdo
reversivel.

o ks>> ko — quando s3o atingidos potenciais bastante elevados para que a
reaccdo ocorra, o transporte de massa ndo influéncia a constante de
transferéncia de carga e entdo o processo ¢ controlado pela cinética lenta

da reacgdo. Isto é o caso de uma reacgdo irreversivel.

2, O 2 difusdo (passo 1) O
%, A ka0
/////,'
3 B passo 5 . kol Lk Q
g “,,, transferencia e S
13} 5 =
3 de electrdes =)
m /////,,' z
/
////,,"'.‘ i kd,R
n, R* ~ R
B difusdo

Figura 1.13 Esquema da transferéncia de electrdo num eléctrodo: Passo 1 - difusao;
Passo 2 - rearranjo da atmosfera idnica; Passo 3 — reorientac@o dos dipolos do solvente;
Passo 4 — alteragdes nas distancias entre o ido central e os ligandos;

Passo 5 — Transferéncia do electrdo [238].
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A dupla camada electrolitica ¢ a regido interfacial onde ocorrem as reacc¢oes
electroquimicas.

Considera-se, em todas as experiéncias electroquimicas, que durante a reac¢ao
de oxidagdo o eléctrodo de trabalho funciona como receptor de electrdes transferidos e a
corrente tem um valor positivo, a corrente anddica, /,. Ao contrario, durante a reac¢ao
de redugdo o eléctrodo de trabalho funciona como dador de electrdoes e a corrente

registrada tem um valor negativo, a corrente catddica, 7 [238].

1.5.1 Eléctrodos de carbono

Numa experiencia electroquimica as propriedades de eléctrodo de trabalho tém
uma grande importancia. A escolha do material de eléctrodo depende em grande parte
da zona de potenciais tuteis num solvente particular e das qualidades e pureza do
material [238].

Em electroquimica, o carbono ¢ um material muito usado para eléctrodos e esta
disponivel numa variedade de microestruturas: carbono vitreo, fibras e nanotubos de
carbono, carbono negro, varias formas de grafite e de pasta de carbono, ¢ diamante.
Alguns tipos de eléctrodos de carbono (por exemplo, carbono vitreo) tém sido estudados
e utilizados extensivamente ha mais de 30 anos [238]. Mesmo assim, ainda existem
pontos menos esclarecidos sobre a relagdo entre a estrutura € o desempenho e como esta
relagdo afecta a actividade electroquimica.

O carbono existe em duas estruturas cristalinas distintas: diamante e grafite. O
cristal do diamante ¢ cubico e os atomos de carbono estdo dispostos em uma

configuragdo tetraédrica com as ligagdes hibridas sp3 [239]. Esta ligagao covalente forte
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faz do diamante um material extremamente duro. A grafite consiste numa estrutura
hexagonal com os atomos de carbono dispostos em uma configuracdo triangular com
ligagdes hibridas sp’. Esse arranjo atéomico leva a formagio de camadas planas, ou
folhas de grafeno, com um espacamento entre os planos de 3,354 A [238]. No entanto
ainda existem variantes da microestrutura grafitica que caracterizam outros tipos de
materiais de eléctrodo de carbono sp”. Por exemplo, quando a dimensdo do plano das
folhas de grafeno ¢ pequena e o espacamento entre elas ¢ grande, esse carbono ¢é

classificado como amorfo (por exemplo carbono vitreo, etc.) [238].

1.5.1.1 Eléctrodo de carbono vitreo

O eléctrodo de carbono vitreo (GCE) ¢ um dos mais utilizados em experiéncias
electroquimicas. Esta disponivel em diversas arquitecturas, incluindo cilindros, discos e
placas. Ao contrario da grafite pirolitica (PG - pyrolytic graphite), o GC ¢é duro e
microestruturalmente isotropico [238]. A sua fabricacdo consiste na carboniza¢do por
aquecimento de polimeros fenol/formaldeido ou de poliacrilonitrilo entre 1000 e
3000 °C sob pressdo. O tratamento térmico ¢ aplicado lentamente ao longo de dias e
provoca a expulsdo dos atomos que ndo sio de carbono. Isso produz uma microestrutura
de carbonos conjugados [238].

O GC ¢ 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 reaccdo e na analise voltamétrica de
varios compostos. A resisténcia do GC ¢ suficientemente baixa para ser insignificante
na maioria das aplicagdes electroquimicas. A estrutura de poros aleatérios impede a

entrada do solvente, mas foi descrita a inser¢do pouco profunda de ides de electrdlito
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nos poros localizados na superficie do eléctrodo. A corrente basal do GC ¢ geralmente

superior & dos compdsitos de grafite, uma vez que toda a sua superficie € activa [238].

1.5.1.2 Eléctrodo de diamante dopado com boro

Os eléctrodos de diamante dopados com boro (BDDE) tém sido utilizados desde
1983 [240]. O diamante ¢ uma forma cristalina do carbono, muito dura, com cada atomo
do carbono ligado a outros quatro 4tomos com hibridizacdo sp’, formando uma estrutura
tetraédrica [239]. No diamante natural ou sintético, o boro funciona como aceitor de
electrdes devido a uma deficiéncia de um electrdo na camada de valéncia. Esta
deficiéncia confere a propriedade de semicondutor do tipo p para o BDDE [241].

As propriedades electroquimicas mais importantes do BDDE sdo a janela larga
de potencial, a sua estabilidade electroquimica tanto em solugdes aquosas como em nao
aquosas, a adsor¢ao negligenciavel de moléculas organicas na sua superficie, a corrente
de fundo voltamétrica baixa e estavel e a baixa capacitdncia, o que permite alcangar
limites de detecgao baixos [242-251].

As propriedades do BDDE dependem de varios factores, como a concentragao
do dopante, os defeitos estruturais no filme de diamante, as impurezas do carbono sp’, a
orientacao cristalografica e a composi¢ao da superficie (H, O) [250].

Apesar do BDDE ter um excelente desempenho na detecc¢ao electroquimica, pois
as espécies electroquimicamente activas ndo sdo geralmente adsorvidas na sua
superficie, o seu comportamento electroquimico esta fortemente relacionado com a
geracdo (por decomposi¢ao da agua) de radicais hidroxilo [247, 252-254]. Por esta
razdo, ¢ necessario efectuar uma caracterizagdo pormenorizada da geracdo

electroquimica de radicais hidroxilo na superficie de BDDE.
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1.5.2 Métodos voltamétricos

A voltametria consiste na medi¢ao da corrente que flui através do eléctrodo de
trabalho em fun¢do de um potencial aplicado. A aplicacdo de um potencial ao eléctrodo
origina uma corrente faradaica, /;, que ¢ directamente relacionada a transferéncia de
carga, € uma corrente capacitiva, /., que € necessaria para organizar as moléculas e os
i0es presentes na dupla camada [238]. A corrente total registada é:

Li=1.+1I;

Em cada experiéncia voltamétrica o potencial aplicado, tal como a corrente
medida, variam com o tempo. A curva de corrente em fun¢do do potencial, I = f (E), que
¢ registada no decorrer de um ensaio voltamétrico ¢ designada por voltamograma.
A variagcdo do potencial com o tempo ¢ designada por velocidade de varrimento, v.
A corrente registada ¢ proporcional a velocidade da reacgdo electroquimica que ocorre
na regido interfacial entre o eléctrodo e a solucao e dd informagdes sobre o mecanismo
de reac¢do electroquimica [238].

Dos métodos disponiveis para estudar os processos de eléctrodo, os métodos de
varrimento de potencial sdo provavelmente os mais usados. No presente trabalho foram
utilizadas trés métodos voltametricos: a voltametria ciclica (cyclic voltammetry — CV), a
voltametria de impulso diferencial (differential pulse — DP), e a voltametria de onda

quadrada (square wave — SW).

1.5.2.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica ¢ a técnica mais utilizada para a obten¢do de informagdes

qualitativas sobre as reacgdes electroquimicas. Esta técnica é muitas vezes a primeira
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experiéncia realizada num estudo electroquimico, devido a sua capacidade de fornecer
rapidamente informagdes sobre a cinética das reacgdes de transferéncia de electrdes,
sobre as reacgdes quimicas acopladas e sobre os processos de adsorgdo.
Em particular, a voltametria ciclica oferece uma rapida localiza¢dao dos potenciais redox
da espécie eléctroactiva, e permite uma avaliacdo imediata do efeito do meio sobre o
processo redox [238].

Na voltametria ciclica o potencial aplicado ao eléctrodo varia de forma linear a
uma velocidade de varrimento constante v = dE/d¢, entre um potencial inicial (£;) € um
potencial final (Ef) previamente escolhidos. Ap6s o inicio do varrimento de potencial,
quando se atinge o valor Ey, 0 sentido do varrimento ¢ invertido e € varrido até Epi,. O
sentido de varrimento de potencial pode ser positivo ou negativo, Figura 1.14.

Para uma reaccdo descrita pela equagdo O + ne S 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”. Ap0s a rapida inversao da direc¢do do varrimento para o sentido positivo, as
espécies R sdo oxidadas para O, conforme indicado pela corrente anddica. Assim, a
voltametria ciclica é capaz de gerar rapidamente uma nova espécie durante o varrimento
e, em seguida, analisar a espécie gerada no varrimento em sentido contrario, um aspecto
muito importante desta técnica [238].

Os parametros importantes na voltametria ciclica, que permitem a caracterizacao
do processo de eléctrodo sdo: o potencial do pico anddico (Ey,), a corrente maxima que
resulta da reaccdo de oxidagdo ou pico de corrente anddica (/p.), 0 potencial de pico
catodico (E,.) € a corrente maxima que resulta da reac¢do de redugdo ou pico de

corrente catodica (/) [238], Figura 1.14B.
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E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 1.14 (A) Representacdo esquematica da aplicagdo de potencial com o
tempo em voltametria ciclica; E; — potencial inicial, £ — potencial final,
E.x — potencial maximo, E,,;, — potencial minimo [238];

(B) Voltamograma ciclico para um

sistema reversivel [238].
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As correntes de pico t€ém uma relagdao de proporcionalidade com a velocidade da
reaccdo de transferéncia de carga e com a concentracao da espécie electroactiva.

Existem véarias relacdes entre os parametros definidos e a velocidade de
varrimento de potencial, que fornecem informagdes de natureza termodindmica e
cinética e que permitem caracterizar o sistema.

Um par redox no qual ambas espécies trocam rapidamente electrdes com o
eléctrodo de trabalho é denominado como par electroquimicamente reversivel. As
condi¢des necessarias para diagnosticar um sistema reversivel através de voltametria
ciclica sdo:

. I,~v
o E, independente de v

o AE, = |Epa — Epel = 57/n (mV)

L4 ‘Ep - Ep/z‘ = 56,6/]1 (rnV)

o pa/Ipe| = 1

Se as condi¢des acima mencionadas ndo sdo verificadas, o sistema pode ser
considerado como quasi-reversivel ou irreversivel. A irreversibilidade electroquimica
¢ causada pela lentiddo na troca de electrdes das espécies redox com o eléctrodo de
trabalho.

A extensdo da irreversibilidade de um sistema intensifica-se com o aumento da
velocidade de varrimento, o valor da razdo I/, tornando-se diferente de 1 e a
separagdo entre os picos aumentando.

Para um sistema irreversivel o voltamograma ciclico apresenta picos de corrente

que ndo tém associados picos inversos no varrimento em sentido oposto sendo este um
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critério suficiente para identificar um sistema irreversivel. Neste caso, o potencial do

pico ¢ dependente da velocidade de varrimento sendo cumpridas as relagdes:

. | E,— Eyn | =47,7/(an’) (mV)

. |dE,/d 1g vl =29,6/(an’) (mV)

onde n' o niumero de electrdes transferidos no passo determinante da velocidade da
reac¢do, € o o coeficiente de transferéncia de carga electroquimica.

Para um sistema quasi-reversivel, a cinética das reac¢des de oxidagdo e de
reducgdo tem de ser considerada simultaneamente [238].

As espécies adsorvidas na superficie do eléctrodo levam a mudangas na forma
do voltamograma ciclico, uma vez que a difusdo da solu¢do para a superficie do
eléctrodo ¢ eliminada.

Em particular, no caso da adsor¢cdo de um reagente ou de um produto de uma
reaccdo de eléctrodo Figura 1.15, o voltamograma ciclico € simétrico, com o potencial
dos picos de oxidagao e redugdo coincidente.

Na Figura 1.15 estd representado o voltamograma ciclico de uma reaccao
reversivel em que s6 as espécies adsorvidas O e R contribuem para a reacgdo total.
A curva corrente-potencial para a espécie O adsorvida inicialmente ¢ para uma cinética
de eléctrodo ¢ dada por:

Ipa=nFAVI/ 4RT
onde /"¢ a concentragdo 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 é a superficie do eléctrodo e v € a

velocidade de varrimento.
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Figura 1.15 Voltamograma ciclico para um sistema reversivel de espécies

adsorvidas na superficie do eléctrodo.

Esta equacdo ¢ valida s6 para velocidades de varrimento inferiores a 10 mV s,
e para sistemas reversiveis onde o nimero de electrdes transferidos sdo determinados
pela a largura a meia altura do pico de correnteW;,, = 90,6/n (mV) [238].

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 catodico.

Um sistema electroquimico pode apresentar varios picos anodicos e catddicos,
caso a reac¢do ocorra em diferentes passos consecutivos, ou caso ocorram varias
reacgoes electroquimicas sucessivas. O aparecimento e a posicao do segundo pico esta
relacionado com a primeira reac¢do electroquimica, e ndo ¢ sempre facil obter a

resolucdo do mecanismo. No entanto, através da escolha do intervalo de potencial e dos
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potenciais de inversao do varrimento, ¢ possivel identificar os picos que aparecem no
varrimento inverso ou nos varrimentos seguintes, ¢ relaciona-los com os que ocorrem
no varrimento inicial. A partir destas informagdes, pode ser proposto um mecanismo
redox para cada espécie.

Os processos de eléctrodo podem ocorrer antes (electrochemical-chemical — EC)
ou depois (chemical-electrochemical — CE) das reac¢des quimicas homogéneas
acopladas. A existéncia de uma reaccdo quimica apdés o passo de transferéncia

electrénica influencia o voltamograma ciclico.

1.5.2.2 Voltametria de impulso diferencial

As técnicas voltamétricas de impulso baseia-se na diferente velocidade de
decaimento das correntes capacitiva e faradaica depois da aplicagdo de um degrau de
potencial (ou "impulso"). A analise da evolugdo do sistema apds a perturbagdo permite
avaliar as reacc¢oes no eléctrodo ¢ a velocidade de reac¢do.

Depois da aplicagdo de um impulso de potencial, a corrente capacitiva decai
exponencialmente com o tempo, enquanto que a corrente 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 do
aumento na sensibilidade [238].

A técnica de voltametria de DP, Figura 1.16A, 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 [238]. O potencial base ¢
incrementado entre os impulsos, resultando uma rampa ou escada de potencial, com o

valor do incremento sendo sempre o mesmo, AE.
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Figura 1.16 (A) Esquema de aplicagdo de potenciais em voltametria de DP;

(B) Voltamograma de DP tipica [238].

A corrente ¢ medida imediatamente antes da aplicagao do impulso, /;, € no final
do impulso, I, e a diferenga entre as duas correntes ¢ registada, Figura 1.16B.

O tempo 1, 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 = 1 AE,.
Em voltametria de impulso diferencial 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, 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 £, € a0 mesmo tempo a largura do pico

aumenta e a sua altura diminui.
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Quando a amplitude de impulso AE, — 0, a largura a meia altura W;,, do pico de
corrente € inversamente proporcional ao nimero de electroes transferidos (91/n), o 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 consideragdao a reac¢do em estudo e a sensibilidade exigida, uma vez que grandes
amplitudes geram correntes capacitivas residuais que podem diminuir a deteccdo da
corrente faradaica. A corrente do pico /, € proporcional a concentracdo do analitoe a

velocidade da reaccao electroquimica.

1.5.2.3 Voltametria de onda quadrada

Em voltametria de SW a forma de onda resulta da adi¢do de uma onda quadrada
de amplitude de impulso AE,, a uma escada de potencial com degraus de amplitude AE|
e com um periodo 7, Figura 1.17A.

Na construgdo da onda, durante cada ciclo de frequéncia /=1, um impulso de
potencial positivo € aplicado ao eléctrodo durante metade do ciclo a que se segue, na
restante metade, a aplicagdo de um impulso de potencial negativo. A corrente ¢ medida
antes do fim de ambos os impulsos, positivo e negativo, apos cada metade do ciclo.
A corrente total, Al ou I, que ¢ registada, corresponde a diferenga entre a corrente /(1)
registada no final do impulso de potencial directo — corrente directa (forward current —
Ir), e a corrente /(2) registada no final do impulso inverso — corrente inversa (backward
current — I,), com a corrente /(2) de sinal contrario a corrente /(1). Esta diferenca de
correntes € registada em funcio do potencial aplicado, Figura 1.17B, e dela resulta que,

para sistemas reversiveis, Al = I(1) —I(2) é maior do que I(1).
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Figura 1.17 (A) Esquema de aplicag@o de potenciais em voltametria de SW;

(B) Voltamograma de SW tipica [238].

A maior sensibilidade apresentada pela voltametria de SW relativamente a
voltametria de DP, no caso de sistemas reversiveis, resulta do tipo de amostragem e
tratamento da corrente.

A voltametria de SW permite também 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 practicamente elimina o bloqueamento da
superficie do eléctrodo.

Uma vez que a corrente ¢ exibida em ambos os sentidos, positivo e negativo, as
correntes correspondentes a oxidacdo ou redugdo da espécie electroactiva na superficie

do eléctrodo podem ser obtidas na mesma experiéncia.
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Capitulo 2

Experimental






Neste capitulo sdo descritos os reagentes, solugdes, instrumentagdo, métodos de
investigacdo, condi¢cdes experimentais e tratamento de dados utilizados ao longo deste
trabalho para a caracterizacdo dos diferentes compostos aromaticos, aminoacidos e
proteinas, por metodos electroquimicos de voltametria ciclica, de impulso diferencial e
de onda quadrada, paradeterminar e caracterizar os seus mecanismos de oxidagdo na

superficie de eléctrodos de carbono.

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os compostos foram de qualidade analitica e utilizados sem purificagao
adicional, Tabela 2.1. Todas as solugdes de electrélito de suporte e as solugdes padrao
de cada um dos compostos foram preparadas em dgua purificada
(conductividade < 0,1 puS ecm™) pelo sistema Millipore Milli-Q System, Millipore S.A.,
Molsheim, Franca. As concentragdes especificas utilizadas durante as medidas
voltamétricas estdo descritas ao longo do trabalho e foram preparadas directamente na
célula electroquimica, através da diluicdo do composto de interesse no electrdlito de
suporte desejado. Os electrolitos de suporte utilizados estdo referidos no texto. No

entanto, alguns procedimentos experimentais especificos serdo enumerados a seguir.
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Tabela 2.1 Reagentes ¢ as concentra¢des das solu¢des padrao utilizadas.

Substéncia Abreviatura Conpcaeg:gggéo Proveniéncia
Acido acetilsalicilico ASA 10 mM Sigma-Aldrich
Acido salicilico SA 10 mM Sigma-Aldrich
Acido 2-(oxiacetil)-4-

(trifluorometil) benzoico TRF 10 mM Apin Chemicals Ltd.
Acido 2-hidréxi-4-(triflorometil)

benzbico HTB 10 mM Apin Chemicals Ltd.
Fenol - 1 mM Sigma-Aldrich
Catecol - 1 mM Sigma-Aldrich
Hidroquinona - 1 mM Sigma-Aldrich
Resorcinol - 1 mM Sigma-Aldrich
4-ethilfenol - 1 mM Sigma-Aldrich
Tirosina Tyr/Y 1 mM Sigma-Aldrich
Tiramina - 1 mM Sigma-Aldrich
Dopamina - 1 mM Sigma-Aldrich
indol - 1 mM Sigma-Aldrich
indol-3-acetamida IAM 1 mM Sigma-Aldrich
Triptamina - 1 mM Sigma-Aldrich
Gramina - 1 mM Sigma-Aldrich
Acido indol acético IAA 1 mM Sigma-Aldrich
Acido indol propidnico IPA 1 mM Sigma-Aldrich
Acido indol butirico IBA 1 mM Sigma-Aldrich
Triptofano Trp/ W 1 mM Sigma-Aldrich
Sanguinarina - 25 mM Sigma-Aldrich
Berberina - 25 mM Sigma-Aldrich
Histidina His/H 1 mM Sigma-Aldrich
Cisteina Cys/C 1 mM Sigma-Aldrich
Metionina Met /M 1 mM Sigma-Aldrich
Poli-tirosina Poli-Y n/a Sigma-Aldrich
Poli-triptofano Poli-W n/a Sigma-Aldrich
Metionina sulfoxido redutase A MsrA 0,33 mg/mL Sigma-Aldrich
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Para dosear os micro-volumes das solucdes preparadas e utilizadas ao longo do
trabalho experimenatal, foram utilizadas pipetas ajustaveis Pipetman P1000, P200 e
P 20 da Gilson S.A., Villiers-le-Bel, Franga, e micropipetas computadorizadas EP-10 e

EP-100 Plus da Rainin Instruments Co. Inc., Woburn, USA.

Tabela 2.2 Composicao das solugdes de electrolito de suporte.

Electrolito de suporte pH
H,SO, 1,0
HCI1 + KCl1 2,1
HAcO + NaAcO 33
HAcO + NaAcO 4.5
HAcO + NaAcO 5,0
NaH,PO, + Na,HPO, 6,0
NaH,PO, + Na,HPO, 7,0
NaH,PO, + Na,HPO, 8,0
NaHCO; + NaOH 9,0
NaHCO; + NaOH 10.0
NaHCO; + NaOH 11,0
NH; + NH4C1 12,0

As solugdes de electrolito de suporte de diferentes pH, com forga idnica igual a
0,1 M, foram preparadas em conformidade com a Tabela 2.2, a partir de reagentes de
pureza analitica. As medi¢des de pH foram realizadas com um medidor de pH Crison
micropH 2001 com um eléctrodo de vidro Ingold.

Relativamente a todos outros compostos investigados, as solu¢des padrao foram

armazenadas no frigorifico a 4°C.
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2.2 INSTRUMENTACAO

As experiéncias de voltametria foram efectuadas utilizando um potenciostato
pAutolab II, da Metrohm/Autolab, Utrecht, Holanda, funcionando no modo
potenciostatico e controlado pelo programa GPES (General Purpose Electrochemical

System), versdo 4.9, Metrohm / Autolab, Utrecht, Holanda, Figura 2.1.

OTENTIOSTAT / GALVANOSTAT

CELL ENABLE

Figura 2.1 Potenciostato uAutolab Type II.

Os espectros de absor¢do foram registados utilizando o espectrofotometro
UV-Vis SPECORD S100 da Analytik Jena GmbH, Jena, Alemanha, com o programa
Win Aspect. As condigdes experimentais para os espectros de absor¢do foram: tempo de
integracdo de 25 ms e acumulagdo de espectros de 1000. Todos os espectros de UV-Vis

foram medidos a partir de 190 nm até 350 nm.
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2.3 PARAMETROS VOLTAMETRICOS

O controlo dos parametros voltamétricos, a aquisi¢do e o tratamento dos dados
obtidos foi efectuado com o programa GPES, versao 4,9, Metrohm / Autolab, Utrecht,
Holanda.

Para as medidas de voltametria ciclica foi sempre utilizado um degrau de
potencial AE; = 2 mV. Em todos os ensaios realizados por voltametria de DP, foram
utilizados os seguintes parametros: largura do impulso 70 ms, amplitude de impulso
50 mV e velocidade de varrimento v=5mV s™.

Durante as medidas por voltametria de SW foram sempre utilizados 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 fun¢do das necessidades de cada

experiéncia.

2.4 CELULA ELECTROQUIMICA

Todas as experiéncias foram efectuadas numa célula electroquimica de um unico
compartimento com uma capacidade volumétrica maxima de 3 mL, Figura 2.2, a
temperatura ambiente de 25 + 1 °C. Utilizaram-se como eléctrodos de trabalho um
eléctrodo de carbono vitreo (GCE), referéncia 66-EE042 da Cypress Systems, com
diametro ® = 1,5 mm, ¢ um eléctrodo de diamante dopado com boro (BDDE) com as
dimensdes de 5 x 5 mm®. Os eléctrodos de referéncia foram: Ag/AgCl, referéncia
EE008 da Cypress Systems, e Calomelano, referéncia REF401 da Radiometer

Analytical. Como eléctrodo auxiliar utilizou-se um fio de platina.
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et de Microtechnique SA (CSEM), Neuchatel, Suiga, em pastilha de silicio, pela técnica
de deposi¢do quimica em fase vapor assistida por filamento quente (HF-CVD), com a
temperatura do filamento no intervalo 2440 — 2560 °C, numa mistura gasosa contendo
H,, metano e trimethilboro. Este processo de HF-CVD permitiu obter um filme

policristalino, com a superficie dominada por facetas {1 1 1} O contetido final de boro

Célula electroquimica
Eléctrodo auxiliar

Pt
Eléctrodo de referéncia
Ag/AgCl A’( Eléctrodo de trabalho
4 GCE
\ ,

Eléctrodo de trabalho
BDD

Figura 2.2 Célula electroquimica e eléctrodos utilizados.

O filme de diamante dopado com boro foi preparado no Centro de Electronique

foi da ordem de 8000 ppm, com uma superficie de 5,5 x 5,5 mm” e 1pm grossura [7].
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Relativamente as experiéncias efectuadas com o GCE, antes de cada experiéncia
a superficie do eléctrodo foi limpa mecanicamente e condicionada electroquimicamente.
A limpeza mecanica envolve o polimento com spray de grao de diamante de tamanho
lum, seguida por uma lavagem com etanol e com &gua desionizada Milli-Q.
O condicionamento electroquimico da superficie do GCE foi efectuado depois da
limpeza mecanica através do registo de varios varrimentos de voltametria ciclica, de DP
ou SW, na solugdo de electrélito de suporte, até a resposta electroquimica permanecer
inalteravel.

Relativamente as experiéncias efectuadas com o BDDE, para obter resultados
qualitativamente reprodutiveis, um pré-tratamento fisico e electroquimico foi aplicado
ao eléctrodo antes de efectuar cada estudo voltamétrico. O eléctrodo foi lavado com
etanol e agua Milli-Q, e foram investigados diferentes procedimentos catddicos e
anodicos para a “activagdo” da superficie do BDDE. Os melhores resultados foram
obtidos por voltametria ciclica, em cada solugdo de electrolito suporte, até que um sinal
estavel foi registado (15-20 varrimentos com uma velocidade de varrimento de
150 mV s™). Os voltamogramas foram registados entre os limites do potencial de
E;=0,0VeE,=+2,50V para o pré-tratamento anddicoe E; =0,0 Ve E,=-2,50V
para o pré-tratamento catddico. O procedimento anddico foi utilizado para o estudo
electroquimico da ASA e do TRF, enquanto que o procedimento catodico foi utilizado

para o estudo dos aminodcidos e da metionina sulfoxido reductase A.
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2.5 TRATAMENTO DOS DADOS

Alguns voltamogramas ciclicos, de DP ou de SW foram previamente sujeitos a

subtraccao do voltamograma obtido nas mesmas condigdes experimentais em solugdo

de electrolito de suporte. Outros voltamogramas de DP foram sujeitos a correc¢do de

linha de base realizada com o programa GPES, através de um algoritmo matematico

moving average, utilizando um degrau de 3 mV. Este tratamento matematico melhora a

visualizacdo e facilita a identifica¢do dos picos, sem a introdugdo de qualquer artefacto,

embora em alguns casos, a intensidade pico seja reduzida (<10%) em relagdo a do

voltamograma original, como esta exemplificado na Figura 2.3.

...
-oo.‘oO°°°

40 nA

®e%%c000,

°
re0ecoPumeccccBocee foccvccscccce

0.0 02 0.4 06 08 1.0 1.2
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 2.3 Voltamogramas de DP obtidos em (==) electrolito de suporte e numa solugdo de

25 uM de fenol em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0: (==) primeiro e (==) segundo varrimento

originais, e (®®®) primeiro e (®*®*®) segundo varrimento ap6s a correc¢ao da linha de base

usando o algoritmo moving average.
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Os valores de corrente dos picos apresentadas em todos os graficos foram
determinados a partir dos voltamogramas originais sem tratamento, apds a subtrac¢ao da
linha de base.

Todos os voltamogramas electroquimicos e espectros de absorvancia estdo
apresentados utilizando o programa ORIGIN, versdo 6.0 da Microcal Software, Inc.,
USA. Os algoritmos Savitsky-Golay, adjacent averaging e FFT Filter foram utilizados
sempre que houve necessidade de eliminar o ruido de fundo sobreposto ao sinal
voltamétrico.

Os programas CHEMDRAW ULTRA, versao 8.0, da Cambridge Soft
Corporation ¢ VMD (Visual Molecular Dynamics), versdo 1.8.7, da Universidade de

Illinois, foram utilizados para desenhar as estruturas quimicas das moléculas.
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Capitulo 3

Eléctrodo de diamante dopado com boro






3.1 INTRODUCAO

O BDDE tem um excelente desempenho na detec¢do e/ou degradacdo dos
compostos organicos através da oxidacdo electroquimica. Uma das propriedades mais
importantes do BDDE ¢ a sua larga janela de potencial, de cercade - 3,5 Va+ 3,5 V.
Esta caracteristica, particularmente para o intervalo de potenciais positivos, abre novas
possibilidades na investigacdo na area da electroquimica e electroanalise, permitindo
estudos de oxidagdo que ndo sdo possiveis com outros eléctrodos.

Em meio aquoso, aplicando um potencial elevado a superficie do BDDE tem
lugar a decomposicao da agua e a ocorréncia das condi¢des termodindmicas favoraveis
para a formacdo de radicais hidréxilo (HO®) [2, 7]. A reactividade dos compostos
oxidados electroquimicamente no BDDE estd directamente relacionada com a sua
interac¢do com os radicais hidroxilo gerados na superficie de eléctrodo [243 - 254]. Por
esta razdo, a caracterizacdo da formagdo de radicais hidréxilo na superficie do BDDE
em electrolitos de suporte aquosos ¢ muito importante para a compreensdo dos
mecanismos electroquimicos de interac¢do dos compostos organicos e investigados.

A morfologia do BDDE utilizado foi caracterizada por microscopia de forca
atobmica (atomic force microscopy — AFM) e microscopia electronica de varrimento
(scanning electron microscopy — SEM) Os radicais hidroxilo electroquimicamente
gerados in situ num BDDE foram investigados utilizando voltametria de DP, em

diferentes electrolitos de suporte com valores de pH compreendidos entre 1 e 12 [7].
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3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A caracterizagdo morfoldgica da superficie do BDDE foi efectuada por SEM e
AFM. Tanto as imagens de SEM, Figuras 3.1A e 3.1B, como as imagens de AFM,
Figuras 3.1C e 3.1D, mostraram uma superficie continua e rugosa, consistindo em
graos com tamanhos muito heterogéneos, de 0,2 um até 1 pm.

Nas imagens de AFM com o tamanho de varrimento de 4000 x 4000 nm?
Figura 3.1C, foi calculada a rugosidade RMS (root mean square) de 35,7 nm do filme
policristalino do BDD. As medidas de rugosidade foram efectuadas sobre a area inteira

da imagem, e o parametro rugosidade RMS representa o desvio padrao das alturas z na

imagem topografica, calculado a partir da equacao:

Rugosidade RMS = \/L Z(Zi - Zméolia)2

n- seleccdo

onde z; ¢ o valor da altura zZ no ponto i, N é 0 nimero de pontos na imagem € Zmedia

representa o valor médio da altura z, calculado pela formula:

1
Zmédia = H Z Zj

seleccéo

Nas imagens de AFM, Figura 3.1D, com maior ampliagdo foi possivel observar
que os graos sdo cristais microcristalinos de diamante orientados aleatoriamente, com as

faces bem definidas.
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Figura 3.1 Caracterizagdo morfoldgica da superficie de BDDE: (A, B) imagens de SEM e
(C, D) imagens de AFM.
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As imagens de AFM mostraram ainda a existéncia dum nimero elevado de faces
triangulares, relacionadas com a orientagdo {111} dos planos de diamante expostos. Nas
margens dos cristais microcristalinos de diamante foram também observados pequenos
agregados com forma globular e estrutura polimorfica.

Considerando que o BDD ¢ sintetizado em condi¢des semelhantes as da sintese
de grafite, na sua estrutura podem estar incorporados pequenos agregados de carbono
cujas estruturas sdo diferentes das do diamante. Deste modo, os pequenos agregados
globulares observados nas imagens de AFM podem estar associados as regides amorfas

de carbono com hibridizag¢ao sz [244].

3.3 CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA

A aplicacdo de um potencial positivo elevado a superficie do BDDE numa
solugdo aquosa conduz a decomposi¢ao da agua e a formagao in situ, na superficie do
BDDE, de forma controlada, de radicais hidroxilo. A geragdo electroquimica in situ de
radicais hidroxilo no BDDE foi estudada por voltametria de DP em solugdes de
electrolito de suporte com valores de pH entre 1 e 12. Todos os voltamogramas
apresentados foram registados entre os limites de potencial de E; = 0,0 V e
E, =+ 2,50 V. Para todos electrdlitos de suporte investigados, na regido de potencial de
+0,10 Va+ 1,20 V, foram observados alguns picos de oxidagdo muito pequenos.

Os voltamogramas de DP registados para electrolitos de suporte com
1,0 < pH < 9,0 estdo apresentados na Figura 3.2A. O primeiro voltamograma foi
registado em acido sulfurico com pH = 1,0 e mostra dois picos de oxidagao, P; a EpaPl =

+ 1,55V, 1, ' =3 pAePyaEy, - =+2,10V, 1, = 1,9 pA.
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Figura 3.2 (A) Voltamogramas de DP obtidos com BDDE em electrélitos de diferentes pH;

(B) Gréfico da variagio com o pH do: (A) E,' do P;, (M) E,* do P,, ¢ (®) E,’ do Ps.
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Com o aumento do valor de pH do electrélito de suporte, o potencial do pico P,
deslocou-se para valores menos positivos e¢ a corrente do pico diminuiu até
pH = 9,0 onde se notou o desaparecimento do pico P,, Figuras 3.2A ¢ 3.2B.
A dependéncia do potencial do pico P, com o pH foi linear, seguindo a relagdo
Epa (V) = 2,160 — 0,059 pH, Figura 3.2B.

A inclinagdo da recta na Figura 3.2B ¢é de 59 mV por unidade de pH, mostrando
que o mecanismo de oxidagdo envolve o mesmo numero de electrdes e protdes. A
largura a meia altura do pico, W, ~ 110 mV, estd préxima do valor teorico de 90 mV,
correspondente a uma reac¢do electroquimica que envolve a transferéncia de um
electrdo [238]. Por esta razdo ¢ possivel concluir que a reac¢do de oxidagdo
correspondente ao pico P, ocorreu com a transferéncia de um electrdo e um protdo. Este
pico esta associado com a decomposi¢do electroquimica da agua e a geragao de radicais

hidroxilo na superficie do BDDE.

H,O - HO*+H +¢

Quando o BDDE ¢ utilizado em estudos electroquimicos e electroanaliticos de
compostos organicos, os radicais hidroxilo gerados no eléctrodo podem interagir com os
compostos investigados [244-252]. De facto, em fung¢do do potencial aplicado, a
oxidacdo dos compostos orginicos de interesse pode ocorrer seguindo dois tipos de
mecanismos. O primeiro mecanismo de oxidag¢do estd relacionado com a oxidagdo
electroquimica directa do composto na regido de estabilidade da 4gua, antes da evolugdo
de oxigénio, onde podem ocorrer as reac¢des que envolvem apenas a transferéncia
simples de electrdo. O segundo mecanismo tem em conta a oxidacdo electroquimica

indirecta do composto, na regido de potencial de evolugdo do oxigénio (decomposi¢cdo
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de 4gua), causada por uma sequéncia de reac¢des que ¢ iniciada pelos radicais HO®
formados na superficie do BDDE [7]. De facto, devido a rapida reactividade destes
radicais, as reacgoes electroquimicas estdo confinadas ao um filme fino de HO® formado
e adsorvido por instantes na superficie do eléctrodo [244, 246, 251].

Como observado nas imagens de AFM, Figura 3.1D, o BDDE pode
apresentar na sua estrutura pequenas impurezas, regioes amorfas de carbono com
hibridizagdo sp? [244], cuja electroactividade influencia a corrente do fundo ¢ a
janela de potencial de trabalho do BDDE. Os pequenos picos observados no
intervalo de potencial entre Ep; = + 0,10 V e Ep, = + 1,20 V, bem como o pico Py,
dependem do carbono sp? incorporado na estrutura de diamante, que desempenha o
papel de centro electrocatalitico, levando a formacdo de grupos funcionais na
superficie do eléctrodo.

No BDDE com estrutura mono-cristalina o pico P; ndo ocorre, enquanto que,
no BDDE poli-cristalino de qualidade menos elevada, esta oxidagdo ¢ muito extensa,
de modo que o pico da evolugcdo de oxigénio ndo se distingue com precisdo
[242-245].

Os potenciais elevados observados para a evolugdo de oxigénio em diferentes
electrélitos de suporte estudados sugerem que o BDDE sofre pouca interac¢do com o
electrélito de suporte, de acordo com o facto que a superficie de BDDE ¢ inerte.

Nos voltamogramas de DP obtidos em solugdes tampao de NaHCO3/Na,COs
com valores de pH no intervalo 9,0 — 11,0 e NaOH com pH = 11,5, Figura 3.3A,
o pico P, ndo foi observado, provavelmente como consequéncia da rapida reac¢do dos
radicais hidroxilo com as moléculas de carbonato e bicarbonato do eléctrodo de suporte

[253, 254].
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Figura 3.3 Voltamogramas de DP obtidos com o BDDE em electrolitos de suporte de diferentes
composigoes e valores de pH: (A) NaHCO;/Na,CO; (==) pH = 9,0, (===) pH = 10,0, (**°)
pH = 11,0; NaOH (**) pH = 11,5 ¢ (B) NH3/NH," (==) pH = 8,9, (*+*) pH = 10,0,
(===) pH =10,5 ¢ NaOH (°**) pH =11,5.
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Em solugdes de electrolito de suporte de NH3/NH,4" com valor de pH entre 8,9 ¢
10,5, Figura 3.3B, como esperado, ndo ocorre o pico P e foi observado outro processo
oxidativo, pico P3 a EpaP3 =+ 1,25 V. O pico P; foi observado apenas em solugdes de
electrélitos de suporte contendo amoénia,0o seu potencial ¢ independente do pH e ¢
atribuido a oxidacdo da amoénia no BDDE [254].

Relativamente as aplicagdes electroanaliticas, os picos relacionados com a
actividade electroquimica do carbono sp’® do BDDE sdo normalmente ocultados pela
corrente do pico de oxidacdo das solugdes com concentragdo elevada utilizadas no
estudo dos compostos organicos electroactivos [246-249]. No entanto, nas aplicagdes
electroquimicas que envolvem uma concentragdo baixa do composto electroactivo, o
BDDE nao pode ser considerado inerte. Deste modo, para uma correcta interpretagao
dos resultados electroquimicos, as interacgdes tanto dos radicais hidroxilo
electrogerados in situ no BDDE, que reagem com os compostos organicos de interesse,
como do electrolito do suporte com as regides funcionais sp® da superficie do BDDE

devem ser consideras com especial atengao.

3.4 CONCLUSOES

A geragdo electroquimica in situ de radicais hidroxilo no BDDE foi investigada
por voltametria de DP em diferentes solugdes de electrolito de suporte, numa ampla

gama de pH.

Para valores de pH < 9 foi observado um pico de oxidacdo na regido de
evolucdo do oxigénio, que ocorre com a transferéncia de um electrdo e um protdo. Este

pico corresponde a geracao electroquimica de radicais hidroxilo, que podem interagir e
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oxidar compostos organicos. Em electrolitos com pH > 9 ndo foi observada a produgao
de radicais hidroxilo. Contudo, em solu¢des de tampao amoénia foi observado um pico
de oxidacdo independentemente do pH que corresponde a oxidagdo do amodnia. Ainda,
foram observados alguns pequenos picos de oxidagdo associados a actividade
electroquimica de grupos funcionais formados pelas espécies de carbono nao-diamante,
hibridizado sp? existentes na superficie do eléctrodo, o que sugere que o BDDE ¢é
relativamente ndo-reactivo, mas ndo completamente inerte.

Os resultados obtidos mostram a importancia da caracterizagdo do
comportamento electroquimico de BDDE em diferentes solugdes de electrolito de
suporte, antes de efectuar estudos electroquimicos de compostos organicos, de modo a
esclarecer e avaliar correctamente todos os factores que influenciam o mecanismo redox

dos compostos organicos de interesse e o papel desempenhado pelos radicais hidroxilo

gerados electroquimicamente in situ na superficie do BDDE.
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Capitulo 4

Estudo voltamétrico de compostos fendlicos






4.1 INTRODUCAO

Um dos principais objectivos da investigacao cientifica estd ligado a prevencao
de doengas, a qualidade e seguranga alimentar ¢ a qualidade do meio ambiente, com
vista a melhorar a qualidade de vida. Neste contexto, o estudo de derivados de fenol,
Figura 4.1, ¢ fundamental, uma vez que estes compostos estdo envolvidos na
constitui¢do de muitas hormonas, vitaminas e aminodcidos, apresentando também

propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antitumorais, ¢ antioxidantes.

OH
OH
OH OH OH OH

Fenol Catecol Hidroquinona  Resorcinol

Figura 4.1 Estrutura quimica do fenol, catecol, hidroquinona e resoscinol.

Neste capitulo ¢ apresentado o estudo das propriedades de transferéncia de
electroes do fenol e de varios derivados de fenol, realizado na superficie do GCE, a fim
de elucidar os mecanismos redox dos fendis naturais ou sintéticos, para uma melhor

compreensdo das suas relagdes quantitativas de estrutura-actividade (QSAR).
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4.2 FENOL

O comportamento electroquimico do fenol ¢ o seu mecanismo redox foram
estudados por técnicas de voltametria ciclica, de DP e de SW, utilizando o GCE.
A identificagdo dos produtos de oxidagdo do fenol foi efectuada através da comparacao
dos resultados voltamétricos obtidos para o fenol com os obtidos para os seus produtos

de hidroxilagdo, catecol, hidroquinona e resorcinol, Figura 4.1 [1].

4.2.1. Voltametria ciclica

As experiéncias de voltametria ciclica foram realizadas numa solugdo de
30 uM de fenol em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, saturada com N,, Figura 4.2. No
decorrer das experiéncias voltamétricas foi mantido um fluxo constante de N, a
superficie da solugdo, de modo a evitar a difusdo de oxigénio atmosférico para o interior
da solugao.

A oxidagdo do fenol ocorre num tnico passo, pico de oxidagdo 1,, ao potencial
Epa1 =+ 0,71 V. No varrimento catdédico foram observados dois picos de reducao, o pico
3., a Epc3 =+ 0,40 V, e o pico 2, a Epc2 =+ 0,29 V, corespondentes a reducdo dos
produtos de oxidacao do fenol formados no pico 1,.

Ao realizar um segundo varrimento sem limpar a superficie do eléctrodo,
ocorreram dois picos anddicos, o pico 2, a Epa2 =+ 0,33 V, e o pico 3,, a

Epe =+043 V.
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Figura 4.2 Voltamogramas ciclicos obtidos numa solug¢do de 30 uM de fenol em 0,1 M tampao

fosfato pH = 7,0; (=) primeiro ¢ (e ®®) segundo varrimento, v =25 mV s™.

As diferencas entre os potenciais anoddicos e catddicos dos picos,
\Epaz— Epcz\ =40mV e ]Epa3— Epc3 | =30 mV estdo proximas do valor tedrico de 30 mV, o
que indica que os picos 2 e 3 correspondem a processos de oxidacdo-redugdo
reversiveis, com a transferéncia de dois electrdes [238]. Ao mesmo tempo foi observada
uma diminui¢do da corrente do pico 1,, devido a adsorcao dos produtos do oxidagdo do

fenol na superficie do eléctrodo.
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4.2.2 Voltametria de impulso diferencial

Os voltamogramas de DP foram registados em solug¢des de 25 uM de fenol em

diferentes electrolitos de suporte com forca i6nica 0,1 M, usando sempre uma superficie

limpa de GCE, Figura 4.3.

Figura 4.3 Voltamogramas de DP com correc¢do de linha de base,
obtidos em solugdes de 25 uM de fenol em electrolitos de

suporte com diferentes valores de pH.

Em todos os electrolitos estudados, a oxidacdo do fenol ocorreu num tnico
passo, correspondente a um pico de oxidagdo 1,. O potencial de oxidagdo do pico 1, ¢

dependente do pH. A dependéncia ¢ linear e descrita através da equagdo

E, (V) = 1,080 - 0,060 pH, Figura 4.4.
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Figura 4.4 Grafico da variagdo com pH do (H) Ep1 eda (O) Ip1 do pico 1,.

A inclinagdo da recta, 60 mV por unidade de pH, mostra que a oxida¢do do fenol
no GCE em meio aquoso envolve o mesmo nimero de electrdes e protdes [238].

Considerando que a largura a meia altura do pico 1,, Wi, ~ 100 mV, conclui-se
que o processo de oxidagdo do fenol envolve a transferéncia de um electrdo e um
protdo. O pico 1, apresenta um maximo de corrente em electrdlito de suporte com pH
neutro, Figura 4.4.

Voltamogramas de DP sucessivos foram registados numa solugdo de 25 uM de
fenol em electrélitos de suporte com pH entre 1,0 e 12,0. No segundo varrimento de DP,
registado na mesma solugdo e sem limpar a superficie de eléctrodo, apareceram para
todos os pHs dois picos anddicos, 2, e 3,, correspondentes a oxidacao dos dois produtos

de oxidagdo do fenol, Figura 4.5.
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Figura 4.5 (A) Segundos voltammogramas de DP, com correcgdo de linha de base, obtidos em
solucdes de 25 uM de fenol em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH. (B) Grafico

da variagdo com o pH do (M) E,” e da (OJ) I,” do pico 2, e do (@) E,’ e da (O) 1,” do pico 3..
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Os picos 2, e 3, sdo dependentes do pH e os potenciais de oxidagdo diminuem
linearmente com o aumento do pH da solugdo de electrdlito de suporte, Figura 4.5B.
Em ambos os casos, as inclinagdes das rectas foram de 60 mV por unidade de pH, o que
significa que o niimero de protdes transferidos durante a oxidacdo de cada um dos
produtos de oxidagdo do fenol ¢ igual ao nimero de electrdes. Considerando que a
largura do pico a meia altura variou entre 55 ¢ 65 mV para os dois picos, ¢ possivel
concluir que o mecanismo de oxidacdo de cada um dos produtos de oxidagdo do fenol
envolve a transferéncia de dois electrdes e dois protdes.

A corrente dos picos de oxidacdo 2, e 3, mostrou um valor maximo em solugdes
de electrdlito de suporte com pH neutro. A corrente do pico 1, diminuiu com o nimero
de varrimentos, devido a diminui¢do da area disponivel da superficie de eléctrodo,
causada pela adsor¢do dos produtos de oxidagao.

Para identificar os produtos de oxidagdo do fenol, a oxidagdo electroquimica dos
isomeros benzenodiol hidroquinona, catecol e resorcinol, foi estudada por voltametria
de DP em solugdes de 25 uM em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, Figura 4.6. Para cada
composto, dois voltamogramas de DP consecutivos foram registados entre
0,0 V e + 1,0 V, na superficie limpa do GCE, utilizando solu¢des novas para cada
experiéncia.

Os comportamentos electroquimicos da hidroquinona e do catecol foram
semelhantes, Figuras 4.6B e 4.6C. Para ambos os isdmeros, no primeiro varrimento de
DP foi obtido apenas um pico anodico 1,, a E, = + 0,08 V para a hidroquinona, ¢ a
E, =+ 0,20 V para o catecol. A oxidagdo do resorcinol ocorre a um potencial superior,
E, =+ 0,60 V, Figura 4.6D. A corrente do pico de oxidagdo de todos os compostos

estudados sofreu um ligeira diminui¢do com o numero de varrimentos.
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Figura 4.6 Voltamogramas de DP com correc¢do da linha de base, registados em
0.1 M tampao fosfato pH = 7.0, para solugdes de 25 uM de: (A) fenol,
(B) catecol, (C) hidroquinona e (D) resorcinol; (==) primeiro e

(**°*) segundo varrimentos.
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A hidroquinona e o catecol sofreram uma oxidagdo reversivel, com a
transferéncia de dois electrdes e dois protdes [21, 35]. O potencial de oxidagdo do
resorcinol é mais elevado pelas diferengas na reactividade desses isomeros.

Considerando que, para uma molécula de fenol, as posi¢cdes orto e para
apresentam uma densidade electronica mais elevada, a reactividade do anel aromatico
aumenta quando um grupo OH adicional estd numa destas posi¢des [22, 23]. Deste
modo, a hidroquinona e o catecol t€ém anéis aromaticos activados e oxidam-se para
valores de potencial menos positivos, enquanto que o anel do resorcinol ndo estad

activado, sendo a sua oxidagao mais dificil.

4.2.3 Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas de SW registados numa solugdo de 25 uM de fenol em
0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, mostraram caracteristicas semelhantes a voltametria
de DP: o primeiro varrimento apresentou um pico de oxidacdo 1, a E, = + 0,66 V,
Figura 4.7A, ¢ no segundo varrimento ocorreram dois picos, correspondentes a
oxidagdo dos produtos de oxidag¢do do fenol, o pico 2, a E, = 0,08 V e pico 3, a
E,=0,33 V, Figura 4.7B.

A irreversibilidade do pico 1, do fenol foi confirmada apos a desconvolugdo da
corrente total nas suas componentes directa (lf — forward current) e inversa
(I — backward current), Figura 4.7A. A componente directa mostrou um pico ao
mesmo potencial e com a mesma corrente que a corrente total, enquanto que na

componente inversa nao aparece nenhum pico.
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Figura 4.7 Voltamogramas de SW registados em solugdes em 0,1M tampao fosfato pH = 7,0,
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de 25 uM de (A, B) fenol — (A) primeiro e (B) segundo varrimento; (C) catecol, (D)

hidroquinona; e (E, F) resorcinol — (E) primeiro e (F) segundo varrimento.

f=25Hz, AE,=2mV, v =50 mV s, amplitude de pulso de 50 mV,

I; — corrente totala, Ir— corrente directa , I, —corrente inversa.



Um segundo varrimento de SW registado na solugdo de fenol, sem limpar o
GCE, mostrou a ocorréncia de dois picos reversiveis, 2, e 3,, Figura 4.7B. Os
valores idénticos de potencial e de corrente dos picos 2, e 3,, das curvas de corrente
directa (lf) e inversa (l,) registadas na solugdo de fenol, indicavam que a
transferéncia de carga ¢ reversivel. Os valores de potencial do pico 2, foi idéntico ao
da hidroquinona, Figura 4.7C, e do pico 3, ao do catecol, Figura 4.7D,
confirmando a formagdo de espécies de dihidroxibenzeno em posi¢cdo Orto e para
durante da oxidagao de fenol.

O primeiro voltamograma de SW registado numa solugdo de 25 uM de
resorcinol em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, mostrou um pico de oxidagdo
irreversivel 1,. A oxidagdo ocorreu a um potencial de oxidacdo semelhante ao do
fenol, E, =+ 0,65 V, Figura 4.7E. No segundo voltamograma registado sem limpar o
CGE, um novo pico 2, ocorreu para potencial menos elevado, E, = + 0,08 V,
correspondente a oxida¢do do produto de oxidagdo do resorcinol, Figura 4.7F. Este
pico apresenta um valor de potencial idéntico a hidroquinona nas curvas de corrente

directa e inversa, e corresponde a uma oxidagao reversivel.

4.3 DERIVADOS DO FENOL PARA-SUBSTITUIDOS

O mecanismo de oxidagdo de 4-etilfenol e tiramina, compostos fendlicos para-
substituidos, foi também investigado de modo a esclarecer o efeito do substituinte na

posicdo para da molécula de fenol, Figura 4.8.
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Figura 4.8 Estrutura quimica do 4-etilfenol, tiramina e dopamina.

Deste modo, foi estudado o comportamento electroquimico do
4-etilfenol e da tiramina na superficie de GCE, e os resultados foram comparados com
os resultados obtidos para a oxidagdo electroquimica da dopamina, o produto de

hidroxilagdo da tiramina.

4.3.1 Voltametria de impulso diferencial

O comportamento electroquimico dos compostos 4-etilfenol, tiramina e
dopamina foi estudado com o GCE, utilizando voltametria de DP em solugdes do
25 uM em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, Figura 4.9. Para cada solugdo foram
registados dois voltamogramas sucessivos.

Os primeiros voltamogramas de DP registados entre 0,00 V e
+ 1,00 V, mostraram que os fendis para-substituidos, 4-etilfenol e tiramina,
apresentaram um Unico pico de oxidagdo 1,. O potencial deste pico variava ligeiramente

com o substituinte da posi¢cdo C4, sendo semelhante ao potencial de oxidag¢do do fenol,

Figuras 4.9A e 4.9B.
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Figura 4.9 Voltamogramas de DP com correc¢do da linha de base, registados em solu¢des em
0.1 M tampao fosfato pH = 7.0 de 25 uM de: (A) 4-etilfenol, (B) tiramina e (C) dopamina;

(==) primeiro ¢ (***) segundo varrimento.
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O primeiro varrimento de DP registado em solucao de 25 uM de dopamina a
pH = 7,0, mostrou dois picos consecutivos de oxidacdo, Figura 4.9C. O primeiro pico
de oxidagdo, 1, a E, =+ 0,18V, ¢ atribuido a oxidag¢do do grupo catecol da dopamina, o
que leva a formagdo da dopamino-quinona.

O segundo pico de oxidacdo da dopamina, 2, a E, = + 0,88 V, corresponde a
oxidacdo da espécie leucodopaminocromo, formada em solugdes de electrélito de
suporte com pH > 5,0, através de reac¢do de adigdo Michael [32].

No segundo varrimento de DP registado para as moléculas de 4-etilfenol e de
tiramina, nas mesmas solu¢des ¢ sem limpar o CGE, foi observado um novo pico de
oxidac¢do, 2,, a um valor de potencial menos elevado, perto de valor do primeiro pico de
oxidacdo da dopamina, 1,. As pequenas diferencas nos valores de potencial de oxidagao
e de corrente observadas para cada um destes compostos devem-se a presenca de
substituintes diferentes na posicdo para da molécula de fenol, o que, no entanto, nio

altera o mecanismo de oxidagao.

4.3.2 Voltametria de onda quadrada

O primeiro voltamograma de SW registado numa solucdo de 25 uM de tiramina
em tampao 0,1 M fosfato pH = 7,0, Figura 4.10A, mostrou caracteristicas semelhantes
com as do fenol, um pico de oxidagdo irreversivel a E, = + 0,62 V. No segundo
varrimento, apareceu o pico de oxidacdo 2, a E, =+ 0,20 V, Figura 4.10B. As correntes
e os potenciais das componentes directa e inversa da curva total, apresentaram valores
semelhantes, confirmando a reversibilidade do pico 2, do produto de oxidacdo da
tiramina. As diferengas entre os produtos de oxidagdo do fenol e da tiramina sdo devidas

ao facto de a posigdo para da tiramina estar ocupada.
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Figura 4.10 Voltamogramas de SW obtidos em solug¢des de 25 pM de tiramina
em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0; (A) primeiro e (B) segundo varrimento;
f =25 Hz, AE;=2mV, v =50 mV s'l, amplitude de pulso de 50 mV,

Iy — corrente total, |; — corrente directa , |, —corrente inversa.
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Figura 4.11 Voltamograma de SW, obtida na solugdo de 25 pM de dopamina em 0,1 M tampao
fosfato pH = 7,0; f =25 Hz, AE;=2 mV, veg= 50 mV s, amplitude de pulso de 50 mV,

Iy — corrente totala, lf— corrente directa, |, — corrente inversa.

O voltamograma de SW registado em solu¢do de 25 uM de dopamina em
0,1 tampao fosfato pH = 7,0, Figura 4.11, mostrou um pico reversivel 1, a

E, =+ 0,20 V, correspondente a oxidagao do grupo catecol para a quinona.

Os valores de potencial idénticos do pico reversivel 2, da tiramina e do pico 1,

da dopamina indicam que, ap6s a oxidagdo, a tiramina ¢ oxidada para uma catecol.
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4.4 MECANISMOS DE OXIDACAO

O processo de oxidagao do fenol ocorre num unico passo, com a transferéncia de
um electrdo e um protdo, pico 1,, com a formagdo dum radical fenoxido instavel com

trés formas isoméricas, Figura 4.12.

OH
“le, - 1H*
+ H,0 ¥ HZO
O 0]
0
0
-2¢, - 2H" || + 2¢7, + 2H" _2e, - 2H* ||+ 2¢7, + 2H"
OH OH
OH
OH

Figura 4.12 Esquema do mecanismo de oxidagdo do fenol proposto.
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A maior densidade electronica deste radical esta localizada nas posigdes 0rto e
para, sendo a posicdo meta nao favoravel para nenhum tipo de reac¢do quimica [23].
A estabilizacao deste radical, por ressonancia, favorece a introdugdo de grupos hidroxilo
nas posicdes Orto ou para do anel e a formagdo de dois produtos que vdo ser
imediatamente oxidados devido ao elevado potencial aplicado no momento da oxidagao
do fenol. Os dois produtos de oxidagdo sdo reduzidos electroquimicamente de maneira
reversivel, num mecanismo redox que envolve a perca de dois electroes e dois protdes,
orto-quinona para catecol correspondente ao pico 3., € para-quinona para hidroquinona
correspondente ao pico 2.

Tomando em consideracdo todos os dados apresentados, a oxidagdo
electroquimica do fenol a GCE leva a formacdo de dois produtos de oxidagdo,
hidroquinona e catecol, ¢ pode ser proposto o mecanismo electroquimico-quimico

apresentado na Figura 4.12.

R R R R
-1e, - 1HY +H,0 +2e7, +2H"
_ —_— i n
o -2¢,-2H on
OH o°* @] OH

Figura 4.13 Esquema do mecanismo de oxidagdo dos fenois para-substituidos proposto.

Semelhante ao mecanismo eletroquimico-quimico do fenol, o processo de
oxidacdo dos fenois para-substituidos estudados pode ser explicado também por um
mecanismo eletroquimico-quimico, que envolve a oxidagdo para uma espécie catecol,

uma vez que nos fenodis substituidos a posigao para esta ocupada, Figura 4.13.
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4.5 CONCLUSOES

O comportamento anoddico do fenol foi estudado utilizando um GCE e
electrélitos de suporte de diferentes pHs. A oxidagdo electroquimica ¢ irreversivel e
ocorre num unico passo, com a transferéncia de um electrdo e um protdo. Os produtos
de oxidagdo do fenol, a orto-quinona e a para-quinona sdo também oxidados de
maneira reversivel, através de um mecanismo dependente do pH.

A oxidagdo dos fenois para-substituidos corresponde a oxidacao do grupo fenol
e os produtos resultantes adsorvem na superficie do eléctrodo, sendo posteriormente
oxidados numa reaccdo reversivel. Embora a oxidagdo dos fendis para-substituidos
ocorra num mecanismo semelhante ao do fenol, é formado um tunico produto de
oxidacdo, ao contrario dos dois produtos de oxidagdo do fenol, devido a posi¢do para
estar ocupada por diferentes substituintes e a oxidagdo ocorrer apenas na posi¢ao 0rto,

levando a formagao duma espécie do tipo catecol.
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Capitulo 5

Estudo voltameétrico do

acido acetilsalicilico e do triflusal






5.1 INTRODUCAO

Os processos de oxidagdo dos compostos salicilatos acido acetilsalicilico (ASA)
e triflusal (TRF) e os seus metabolitos, acido salicilico (SA) e é&cido 2-hidroxi-4-
(triflorometil) benzoico (HTB), Figura 5.1, foram investigados por voltametria de DP
com os GCE e BDDE. Os processos de hidrolise do ASA e do TRF foram também

estudados por espectrofotometria UV/Vis em solucdes de diferente pHs [2].

COOH COOH
OCOCH; OH

ASA SA

COOH COOH
OCOCH; OH

CF3 CF3

TRF HTB

Figura 5.1 Estrutura quimica do TRF, ASA, HTB e SA.
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Na superficie de GCE, a determinacao electroquimica do ASA e do TRF so foi
possivel de maneira indirecta, através da detec¢do voltamétrica dos seus metabolitos,
SA e HTB. No entanto, a janela mais larga de potencial do BDDE, permite a geracao
dos radicais OH"® na sua superficie em meio aquoso, possibilitou o estudo voltamétrico
do ASA ¢ do TRF, através da interaccdo com os radicais, ¢ dos seus metabolitos, SA e
HTB [2].

A hidrélise de TRF e ASA leva a formacdo de HTB e SA, respectivamente.
Por esta razdo, antes de cada experiéncia foram sempre preparadas novas solugdes.
As experiéncias foram repetidas apés 24 h, na mesma solu¢do que foi armazenada a
4 °C. Entre a preparagdo de ASA Oh ou TRF Oh e as experiéncias, houve um intervalo
de tempo de aproximadamente 10 min. As denominagdes utilizadas
foram as seguintes: ASA Oh e TRF Oh para as solucdes acabadas de preparar antes de
cada experiencia, ¢ ASA 24h e TRF 24h para as solugdes usadas apos 24h de

preparacao.

5.2 ESPECTROFOTOMETRIA DE UV/VIS

Os espectros de UV obtidos em solugdes acabadas de preparar de 200 uM de ASA
e de TRF em agua (ASA 0 h e TRF 0 h), mostraram que a ASA e o TRF apresentam a
absorvancia maxima para 0 mesmo comprimento de onda A = 269,5 nm, enquanto que a
absorvancia maxima dos seus produtos de hidrélise ocorre a A = 296,5 nm para SA ¢ a:

A =308 nm para HTB, Figura 5.2A.
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Figura 5.2 Espectros de UV/Vis, obtidos para soluges:

(A-B) em agua de 200 uM:

(A) (==) TRF O h, (ee¢) ASA O h, (===) SAOhe (=e=+=) HTB 0 h;

(B) (==) TRF 24 h, (eee) ASA 24 h, (===) SA 24 h ¢ (=s=+=) HTB 24 h;
(C-D) em 20 mM de NaOH de 200 uM:

(C) (==) ASA O h, (eee) ASA 2 he (===) SA;

(D) (==) TRF O h, (eee) TRF 1 h, (===) SA ¢ (=e=*=) HTB;
(E-F) em 10 mM de H,SO,4 de 200 uM:

(E) (==) ASA Oh, (eee) ASA 24 he (===) SA;

(F) (==) TRF O h, (eee) TRF 2 h, (===) TRF 24 h,

(=)HTB 0 h, (eee) HTB 2 h, ¢ (===) HTB 24 h.
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O espectro de UV da solugdo de ASA em agua registado passado 24 h,
apresentou, para além da sua absorvancia maxima a A = 269,5 nm, um pequeno ombro
correspondente ao comprimento de onda do seu produto de hidrolise, SA, Figura 5.2B.

O espectro de UV do TRF apos 24 h (TRF 24 h) apresentou duas bandas de
absor¢do bem definidas, Figura 5.2B. A primeira banda estava localizada ao
comprimento de onda A = 269,5 nm, correspondente ao TRF, enquanto que a

segunda, a A = 308 nm, estava relacionada com a formagdo do seu produto de
hidrolise HTB.

Os resultados obtidos em solugdes preparadas em 20 mM de NaOH
mostraram que a hidrélise do ASA e do TRF ¢ muito mais rapida em meio alcalino
do que em 4gua. A hidrélise completa dos compostos foi observada apds 2 h de
incubacdo no caso de ASA e 1 h para TRF, Figuras 5.2C e 5.2D. Os espectros de
UV da solucdo de ASA ap6s 2 e 24 h, bem como os de SA apds 0, 1, 2 e 24 h de
incubacdo foram semelhantes.

A hidrolise do ASA e do TRF foi muito mais lenta para as solugdes
preparadas em 10 mM H,SO4. Apds 24 h de incubagdo, os espectros de UV de ASA
e de TRF apresentaram apenas um pequeno ombro correspondente a SA para
A =296,5 nm, Figura 5.2E, e HTB para A = 308 nm, Figura 5.2F.

Estes resultados mostraram que a hidrélise do ASA e do TRF ¢ dependente
do pH da solugdo, sendo muito rapida no intervalo de pH 11,0 — 12,0 e lenta no
intervalo de pH 4,0 — 8,0. A estabilidade méxima das moléculas ¢ atingida para pH

acido.
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5.3 VOLTAMETRIA

O comportamento electroquimico e os mecanismos de oxidacdo de ASA, TRF e

dos seus metabolitos, SA e HTB, foram investigados na superficie dos GCE ¢ BDDE.

5.3.1 Eléctrodo de carbono vitreo

A oxidacdo electroquimica das moléculas de ASA, SA, TRF e HTB foi
investigada no GCE usando voltametria de DP, num intervalo de pH entre 1 e 8. As
solucdes de 10 mM ASA, TRF, SA ou HTB foram preparadas em agua e foram
utilizadas ap6s varios tempos de incubagdo. A partir destas solugdes foram preparadas
solucdes de 1 mM de ASA e de TRF e de 0,1 mM de SA e de HTB, em electrélitos de
suporte com diferentes valores de pH e forca idnica de 0,1 M, que foram investigadas
por voltametria de DP.

Para uma solugdo acabada de preparar de ASA (ASA 0 h) ndo foi observado
nenhum pico de oxidagdo, mesmo para concentragdes elevadas. Apods 24 h de incubagao
(ASA 24 h) foi observada a ocorréncia dum pequeno pico de oxidagdo, Figuras 5.3A.

A hidrolise do ASA em agua da origem ao SA. Por esta razdo a oxidagdo do SA
foi investigada, Figura 5.3A, e mostrou a ocorréncia dum pico de oxidacdo, Psa, ao
mesmo valor de potencial que o pico do ASA 24 h. Como o ASA ndo ¢ electroactivo no
GCE, o pico de oxidagcdo do ASA 24 h corresponde a oxidagao do produto da hidrolise
do ASA, o SA, sendo este pico denominado também Pga. Estes resultados mostram que,
na superficie de GCE, a determinagdo electroquimica do ASA pode ser realizada apenas

de maneira indirecta, ap6s a hidrolise total de ASA em SA.
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Figura 5.3 Voltamogramas de DP obtidos a GCE em solugdes em eletrdlitos de suporte com
diferentes valores de pH de: (A) (==) ASA 24 h e (=) SA, ¢ (B) (==) TRF 24 h ¢ (=) HTB.
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Os voltamogramas de DP registados para solucdes acabadas de preparar de TRF
(TRF 0 h) também ndo mostraram nenhum pico de oxidacdo. Contudo, apds 24 h de
incubagdo (TRF 24 h) foi observado um pico de oxidagdo, Figura 5.3B, cuja corrente
era superior a corrente do pico do ASA 24 h, Figura 5.3A. Uma vez que a hidrélise do
TRF em é4gua da origem a HTB, a oxidacdo do HTB foi também investigada na
superficie do GCE, Figura 5.3B. O pico de oxida¢ao de HTB obtido nestas condigdes,
Pyrs, ocorreu no mesmo potencial do pico de oxidagdo do TRF 24 h. Uma vez que o
TRF ndo ¢é electroactivo na janela de potencial estudada, o pico de oxidagdo do
TRF 24 h corresponde a oxidagdo do produto da hidrolise do TRF, o HTB, sendo este
pico denominado Pyrg.

A oxidacdo do SA e do HTB no GCE segue um comportamento semelhante mas
com pequenas diferengas nos potenciais de oxidacdo, Figuras 5.3 e 5.4. Este facto
deve-se a presenca de grupo CF3 na molécula de HTB, que induz um efeito estérico
dificultando a sua oxidagao.

O comportamento de SA e do HTB para diferentes valores de pH foi
investigado, Figuras 5.3 ¢ 5.4. Para os dois picos, Psa e Pyrs, no intervalo
1,0 < pH < 3,0 a inclinagdo da recta observada foi de 61 mV por unidade de pH,
enquanto que para 3,0 < pH < 7,0 a inclinac¢ao da recta foi de 29 mV por unidade de pH.
Para pH > 7,0, os potenciais dos picos de oxidag¢ao foram independentes do pH.

A variagdo de 61 mV por unidade de pH indica que a oxidagdo do SA ¢ do HTB
nos electrolitos de suporte com pH < 3 envolve o mesmo nimero de electrdes e de
protdes. Além disso, nestes electrolitos, a largura a meia altura encontrada para os dois
picos, Psa € Purg, Wi ~ 90 mV, foi proximo de valor tedrico, correspondente a uma

reac¢do electroquimica envolvendo a transferéncia de um electrao [238].
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Figura 5.4 Grafico da variacdo com o pH do (H) Ep do pico Psa ¢ do (@) Ep do pico Pyrs.

O comportamento de SA e do HTB para diferentes valores de pH foi
investigado, Figuras 5.3 e¢ 5.4. Para os dois picos, Psa e Pyrs, no intervalo
1,0 < pH < 3,0 a inclinagdo da recta observada foi de 61 mV por unidade de pH,
enquanto que para 3,0 < pH < 7,0 a inclinagdo da recta foi de 29 mV por unidade de pH.
Para pH > 7,0, os potenciais dos picos de oxidagdo foram independentes do pH.

A variagdo de 61 mV por unidade de pH indica que a oxidagcdo do SA ¢ do HTB
nos electrolitos de suporte com pH < 3,0 envolve o0 mesmo numero de electrdes e de
protdes. Além disso, nestes electrélitos, a largura a meia altura W;, ~ 90 mV
encontrada para os dois picos, Psa € Pyrg, corresponde a uma reacgdo electroquimica
envolvendo a transferéncia de um electrao [238].

Deste modo, ¢ possivel concluir que, para pH inferior a 3,0, a reac¢ao de
oxidacdo do SA e do HTB na superficie do GCE ocorre com a transferéncia de um

electrdo e um protdo. O ponto de inflexdo a cerca de pH 3,0 corresponde ao primeiro
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pK, do SA e HTB. Tendo em consideragao os resultados obtidos para os compostos
fendlicos, Capitulo 4, a oxidagdo do SA ¢ do HTB pode ser explicada num mecanismo
complexo do tipo electroquimico-quimico.

A inclinacdo das rectas de 29 mV por unidade de pH para 3,0 < pH < 7,0 indica
que o numero de protdes envolvidos no mecanismo de oxidagdo é metade do numero de
electrdes transferidos. Esta mudanga no mecanismo de oxidagdo ¢ explicada por duas
reac¢des de transferéncia de electrdo consecutivas que ocorrem a potenciais muito
proximos, sendo detectado apenas um pico de oxidagdo, que representa a convolucao
dos dois processos oxidativos. A primeira oxidagdo leva a formac¢do dum radical que,
apos uma reac¢do quimica rapida em que perde o protdo do grupo hidroxilo féorma um
produto intermediario que ¢ imediatamente oxidado.

Para pH > 7,0, os potenciais dos picos Psa € Pyrp sdo independentes do pH, a
reaccdo envolvendo apenas a transferéncia de electrdes.

Solugdes de 10 mM de ASA e TRF foram preparadas em 20 mM de NaOH, de
modo a acelerar a hidrolise para SA ¢ HTB. A partir destas solugdes de ASA ¢ TRF
hidrolisadas foram preparadas solu¢des em 0,1 M de H,SO4 com a concentragdo
equivalente a 200 uM ASA e TRF e os voltamogramas de DP registados
imediatamente com o GCE (ASA-hidrélise 0 h e TRF-hidroélise 0 h).

Os voltamogramas de DP com o GCE, Figura 5.5, mostram a ocorréncia de
picos de oxidacdo bem definidos, quando comparados com os voltamogramas de DP
obtidos a partir de solugdes preparadas em agua onde ndo foi observada a ocorréncia
de nenhum pico. O electrolito de suporte 0,1 M de H,SO, foi escolhido, uma vez que
neste meio a oxidacdo de todos os compostos apresentava valores de corrente mais

elevados.

111



08 09 10 11 12 13 14
E/V vs. Ag/AgCI

08 09 10 11 12 13 1.4
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 5.5 Voltamogramas de DP, obtidos com 0 GCE em
(==) 0,1 M H,;SO,4 em solucdes de 200 uM: (A) (*=*) ASA-hidrolise 0 h, (¢e*) ASA-hidrolise 2 h
e (===) SA e (B) (*+*) TRF-hidrdlise 0 h, (++=) TRF-hidrolise 1 h e (===) HTB.
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As correntes dos picos aumentaram com o tempo de incubacao e ap6s de 2 h de
incubag¢do a corrente do pico de oxidacdo do ASA 2 h ficou igual a corrente do pico
de oxida¢dao do SA, Figura 5.5A, o que confirma que ap6s 2 h de incubacdo a
hidrdlise do ASA ¢ total e que a espécie electroactiva presente na solugdo de ASA 2 h
¢ o0 SA, o produto de hidrdlise do ASA. A hidrélise total do TRF para HTB, ocorreu
apo6s apenas 1 hora, como estd mostrado no voltamograma de DP obtido na solugdo de

HTB, Figura 5.5B.

5.3.2 Eléctrodo de diamante dopado com boro

O comportamento electroquimico do ASA, do TRF e dos seus produtos de
hidrélise, SA e HTB, foi investigado no BDDE, utilizando o mesmo procedimento
experimental com o GCE. As solugdes de 10 mM ASA, TRF, SA ou HTB foram
preparadas em agua. Os voltamogramas de DP foram registados em solugdes acabadas
de preparar de 0,1 mM de ASA, TRF, SA e HTB, em electrélitos com forga idnica de
0,1 M e com valores de pH entre 1,0 e 7,0, a partir das solugdes em agua.

Os voltamogramas obtidos para ASA 0 h, Figura 5.6A, mostraram a
ocorréncia dum pico de oxidagdo a um potencial mais elevado do que o pico de
oxidagdo do SA, Figura 5.6B.

Nos voltamogramas de DP registados nas solugdes de SA, e para todas as
solucdes de electrolitos de suporte estudadas, foi observado um pico de oxidagao Pgsa

correspondente a oxidagdo do SA, Figura 5.6B.
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Figura 5.6 Voltamogramas de DP, obtidos com 0 BDDE em solugdes preparadas em

electrodlitos de suporte com diferentes valores de pH de 100 uM:

(A) ASA 0 h; (B) SA; (C) TRF 0 h; (D) HTB.
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O pico Psa corresponde a formagdao do 2,3-DHBA (4cido 2,3-dihidroxi
benzdico) e do 2,5-DHBA (4cido 2,5-dihidroxi benzdico), num processo de hidrélise
quimica do SA induzida pelos radicais hidroxilo gerados na superficie do BDDE,

Figura 5.7.

COOH COOH
OH oM

@)
H OH

2,3-DHBA 2,5-DHBA

A

COOH COOH
OH OH

—

oH*oHOH® OHPOHeO @
S/ /77777 777/

Figura 5.7 Mecanismo proposto para a hidroxilagdo do SA induzida pelos
radicais hidroxilo electroquimicamente gerados na superficie do BDDE

e formagao de 2,3-DHBA e 2,5-DHBA.
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O comportamento electroquimico do TRF 0 h na superficie do BDDE ¢
semelhante ao observado para o ASA 0 h, no entanto o potencial do pico de oxidagdo do
TRF 0 h, Ep =+ 2,10V, esta deslocado ~ 200 mV para um valor mais positivo do que o
potencial de oxidagdo do ASA 0 h, Figura 5.6C. A corrente do pico de oxidagdo do
TRF 0 h diminui com o aumento do pH do electrdlito de suporte, desaparecendo em
solugdes alcalinas com pH > 8,0, o que mostra que nestas condicdes o TRF ndo ¢
oxidavel.

Por outro lado, o pico de oxidacdo do HTB ocorre a um potencial menor do que
TRF 0 h. O potencial do pico de oxidacdo do HTB, Py, foi deslocado ~ 200 mV para
um valor mais positivo do que Psa, Figura 5.6D. Este deslocamento do potencial dos
picos de oxidacdo dos TRF e HTB para valores mais positivos de potencial, quando
comparado com os potenciais dos picos de oxidacdo de ASA e SA, deve-se a existéncia
do grupo CF3 no anel aromatico destas moléculas.

Para acelerar o processo de hidrolise, solu¢des de 10 mM de ASA e TRF foram
preparadas em 20 mM de NaOH. A partir destas solu¢des de ASA e TRF hidrolisadas
foram preparadas solugdes em 0,1 M de H,SO4 com a concentragdo equivalente a 200
uM ASA e TRF e os voltamogramas de DP registados imediatamente com o BDDE
(ASA-hidrolise 0 h ¢ TRF-hidrolise 0 h), Figura 5.8A.

Os voltamogramas registados com o BDDE em 0,1 M H,SO4, Figura 5.8A,
mostraram o pico de oxidacdo do ASA, e também a ocorréncia dum novo pico de
oxidacdo bem definido correspondente a oxidagdo do seu produto de hidrolise, o SA.
Devido a hidrdlise rapida do ASA no meio alcalino, os voltamogramas de DP registados

apos 2 h mostraram apenas o pico de oxidacdo do SA.
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Figura 5.8 Voltamogramas de DP, obtidos com 0 BDDE em

(==) 0,1 M H,;SO,4 em solucdes de 200 uM: (A) (*=*) ASA-hidrolise 0 h, (¢e*) ASA-hidrolise 2 h
e (===) SA e (B) (***) TRF-hidrolise 0 h, (¢==) TRF-hidrolise 1 h e (===) HTB.
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As experiéncias efectuadas em solugdes de TRF mostraram um processo de
oxidagdo semelhante ao ASA, Figura 5.8B. Nos voltamogramas de DP registados numa
solugdo de 200 uM TRF 0 h ocorreram dois picos de oxidagdo correspondentes a TRF ¢
ao seu produto de hidrolise, HTB. Os voltamogramas registadas numa solugdo de
TRF 1 h mostraram apenas o pico de oxidagdo do HTB, uma vez que em apenas 1 hora

o TRF fica completamente hidrolisado.

5.4 CONCLUSOES

O comportamento electroquimico do ASA e do TRF, antes e depois da hidrolise
em agua ¢ em meio alcalino, foi investigado por voltametria de DP numa ampla gama
de pH, utilizando o GCE ¢ o BDDE.

As experiéncias de espectrofotometria de UV/Vis mostraram que em solugdes de
NaOH a hidrélise completa do ASA para SA ocorre em 2 horas, ¢ do TRF para HTB,
em 1 hora. Tanto o ASA como o TRF apresentaram absorvancias maximas para o
mesmo comprimento de onda, enquanto que o SA e HTB apresentaram o dois maximos
da absorvancia.

No GCE foi apenas possivel a determinagdo indirecta do ASA e do TRF, através
da investigacdo electroquimica dos seus produtos de hidrolise, SA e HTB.
A oxidag@o do SA e do HTB ocorre em pH < 3,0 com a transferéncia de um electrdo e
um protdo, enquanto que, para 3,0 < pH < 7,0, a oxidacdo segue um mecanismo
envolvendo dois electrdes e apenas um protao.

Devido as suas propriedades, o BDDE possibilitou a determinacao

electroquimica directa dos ASA e TRF. Devido a existéncia do grupo CF; no anel
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aromatico, os potenciais de oxidacao do TRF e do seu metabolito, HTB, ocorrem para
potenciais superiores aos do ASA e SA, mas os mecanismos de oxidacdo sdo
semelhantes aos do ASA e do SA. Para todos os valores de pH estudados, os picos de
oxidacdo do TRF e do HTB ocorreram sempre deslocados ~ 200 mV para valores mais
positivos de potencial, quando comparados com os potenciais dos picos de oxidacdo dos

ASA e SA.
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Capitulo 6

Estudo voltamétrico de compostos indadlicos






6.1 INTRODUCAO

Os derivados de indol, Figura 6.1, sdo compostos bioldgicos presentes em
microrganismos, plantas e animais, que desempenham um papel fundamental em
farmacologia e nos diagnosticos clinicos e microbiologicos. O seu uso extenso nas areas
da quimica médica deve-se principalmente as suas propriedades antioxidantes,

anticancerigenas e anti-HIV [61-72].

T
H2N_$H2 H3C_N
HZN C_CH2 CH2 CH2
. : N N
H H
Indol Indol-3- acetamlda Triptamina Gramina
HO—C—?Hz
HO—C— CH2 C|IH2
HO— C—CHZ CH,
: : N
H
Acido indol acético Acido indol propi6nico Acido indol butirico

Figura 6.1 Estrutura quimica de compostos indélicos.
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Os estudos da relacao estrutura-actividade quantitativa (QSAR) destes compostos
mostraram que o grupo indol ¢ o centro reactivo das moléculas derivadas do indol
[59, 61, 72, 78].

Neste contexto, neste capitulo ¢ apresentado um estudo detalhado do
comportamento electroquimico do indol e o seu mecanismo de oxidagdo foi proposto.
O mecanismo de oxidacdo de derivados do indol ¢ influenciado pela existéncia de um
grupo substituinte no carbono C3, e os processos de transferéncia de carga foram

investigados [3].

6.2 INDOL

O primeiro voltamograma de DP registado numa solucdo de 25 p M de indol (I)
em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, na superficie limpa de GCE, Figura 6.2, mostrou a
ocorréncia do pico P', ao potencial E, = + 0,76 V. No segundo voltamograma
ocorreram novos picos de oxidagdo a potenciais menos elevados, P* a E,=+0,08Ve
P a E, =+ 0,34 V. Além disso, foi observado um decréscimo da corrente do pico de
oxidagdo de indol, P';, devido a adsorgdo dos produtos de oxidagio que origina uma
diminuicao da area electroactiva do eléctrodo.

O efeito do pH sobre o mecanismo de oxidagdo do indol foi estudado por
voltametria de DP utilizando o GCE, em diferentes solugdes de electrolito de suporte de
diferente pH. Os primeiros varrimentos de DP, registados em solugdes de 25 uM de
indol, mostraram que a oxidagdo do indol ocorreu num tnico passo, Figura 6.3A, e o
pico de oxidagdo apresentou um maximo de corrente em electrélito de suporte com pH

neutro, Figura 6.3B.
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Figura 6.2 Voltamogramas de DP com correc¢édo de linha de base, obtidos numa solucdo
de 25 uM de indol em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro ¢ (®®e®) segundo varrimento.

Para pH < 3,3, a oxidacao do indol ¢ independente do pH, e o pico de oxidagdo
PII ocorreu a E, = + 0,95 V. Para estas solucdes de electrolito de suporte, o valor da
largura a meia altura do pico de oxidacao de indol ¢ W;, ~ 100 mV, préximo do valor

teorico de 90 mV, o que corresponde a uma reac¢do electroquimica envolvendo a

transferéncia de um electrao.
Para solugdes de electrolito de suporte com pH > 3,3, o potencial de oxidacao do

pico do indol foi deslocado para valores menos positivos com o aumento do pH,

seguindo a relagdo E; (V) = 1,130 — 0,060 pH.
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Figura 6.3 (A) Primeiro voltamograma de DP com correcgdo de linha de base obtidos em
solugoes de 25 uM de indol em solugdes de electrdlito de suporte com diferentes valores de pH.

(B) Grafico da variagdo com pH do (H) Ep1 eda (O) Ip1 do pico P';.
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A inclinagdo da recta de 60 mV por unidade de pH, Figura 6.3B, mostra que a
oxidacdo do indol envolve o mesmo niimero de electroes e de protdes. Como a largura a
meia altura do pico de oxidacdo de indol foi W;, ~ 100 mV, no intervalo
3,3 < pH < 12,0, a oxidagdo de indol ocorre com a transferéncia de um electrdo e um
protao.

As reaccdes de transferéncia de carga correspondentes a oxidagcdo dos produtos
de indol foram também estudadas por voltametria de DP, Figura 6.4.

Os voltamogramas segundos de DP foram registados nas mesmas condi¢des que
o primeiro voltamograma e sem limpar a superficie de eléctrodo. Os novos picos P e

P?| foram observados para todas as solugdes de electrélito de suporte.

Figura 6.4 Segundo voltamograma de DP com correc¢édo de linha de base, obtido nas

solugdes de 25 uM de indol em solugdes de electrolito suporte com diferentes valores de pH.
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Figura 6.5 Grafico da variagdo com o pH do (H) Ep2 pico P? e do (@) Ep3 do pico P,.

Para os dois picos, os potenciais sao sempre dependentes do pH, deslocando-se
para valores de potencial mais negativos com o aumento do pH, Figura 6.5. As relagoes
sao lineares e a inclinagao das rectas 60 mV por unidade de pH do electrolito de
suporte, indica que o numero de protdes transferidos durante a oxidacao ¢ igual ao
numero de electrdes. Considerando que a largura a meia altura W, do pico PZI €45 mV
e do pico P’} 60 mV, & possivel concluir que estes processos de oxidagdo ocorrem com a
transferéncia de dois electrdes e dois protdes [238].

Foi efectuada voltametria de SW numa solu¢ao de 50 uM de indol em 0,1 M
tampao fosfato pH = 7,0. O primeiro varrimento, registado numa superficie limpa de

GCE, mostrou a ocorréncia de um pico de oxidagao, Figura 6.6.
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Figura 6.6 Voltamograma de SW, obtida numa solug¢do de 50 uM de indol em 0,1 M
tampdo fosfato pH = 7,0; (A) primeiro e (B) segundo varrimento; f =25 Hz, AE;=2 mV,
Vegg = 50 mV s'l, amplitude de pulso de 50 mV, I — corrente totala,

I — corrente directa , |, —corrente inversa.
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A irreversibilidade de pico P'| foi confirmada através das componentes directa e

inversa da corrente total do pico. No segundo voltamograma apareceram dois picos
L, . . o 2 N . ~ . ~

reversiveis de oxidagdo, P* e P*|, correspondentes a oxidag¢do dos produtos de oxidacio

do indol, Figura 6.6.

6.3 DERIVADOS DE INDOL C3 SUBSTITUIDOS

O mecanismo de oxidagdo do indol ¢ influenciado pela existéncia de grupos
substituintes no carbono C3. Um grupo de derivados (D) de indol, Figura 6.1, foi
estudado por voltametria de DP na superficie de GCE. Em solug¢des de 25 uM de indol-
3-acetamida (IAM), triptamina, gramina, acido indol acético (indol acetic acid — IAA),
acido indol propidnico (indol propionic acid — IPA) ou acido indol butirico (indol
butyric acid — IBA) em 0,1 M tampdo fosfato pH = 7,0, Figura 6.7, foram registados
dois voltamogramas sucessivos no intervalo de potencial entre 0,00 V e + 1,20 V.

Os primeiros voltamogramas de DP registados para IAM, triptamina, gramina,
IAA, IPA e IBA mostraram, para cada composto, dois picos consecutivos de oxidac¢ao,
P'raE,~+0,65VePpaE,~+1,00V,Figuras 6.7A - 6.7F.

Nos varrimentos seguintes apareceram novos picos de oxidagdo a potenciais
menos positivos, P’ha E,~+0,07Ve P'pa E,~+ 0,33V, Figuras 6.7A — 6.7F. Estes
picos correspondem a oxidacdo dos produtos de oxidacdo dos derivados indodlicos,
formados na superficie do CGE durante o primeiro varrimento. Além disso, foi
observada, uma diminuicdo das correntes dos picos PlD e P2D, devido a adsor¢ao dos

produtos de oxidacao que bloqueiam o eléctrodo.

130



3 n
SR
o 4 o 2

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/Vvs.Ag/AgCl

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/Vvs.Ag /AgCl

Figura 6.7 Voltamogramas de DP com correc¢do da linha de base, obtidos em solugdes em
0.1 M tampao fosfato pH = 7.0 de 25 uM de (A) IAM, (B) triptamina, (C) gramina, (D) IAA,
(E) IPA e (F) IBA: (==) primeiro e (***) segundo varrimento.
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Tabela 6.1 Potenciais dos picos de oxidagdo dos derivados de indol com

substituinte na posi¢do C3 e dos seus produtos de oxidacao.

- . Potenciais dos picos dos
Potenciais dos picos do S
o : v produtos de oxidacdo do
Composto primeiro varrimento (V) segundo varrimento (V)
Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4
1AM 0,64 1,00 0,07 0,33
Triptamina 0,64 1,02 0,07 0,33
Gramina 0,69 1,00 0,08 0,34
IAA 0,64 1,03 0,07 0,33
IPA 0,64 1,04 0,09 0,34
IBA 0,63 1,00 0,07 0,33

A pequena variacao nos valores de potencial que ocorrem os picos de oxidagao
dos derivados de indol ¢ dos seus produtos de oxidagdo, Tabela 6.1, é devida as
diferencas entre os grupos substituintes da posicdo C3 do anel pirrol da molécula de
indol.

Para determinar qual dos processos oxidativos correspondentes aos picos P'p ou
P?p, levam & formacdo de produtos de oxidagdo electroactivos, foram efectuadas novas
experiéncias, sendo tomada como exemplo os resultados obtidos com a molécula de
IAA.

O primeiro voltamograma de DP registado numa solugdo de 25 uM de IAA em
0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, entre os limite de potencial de 0,00 V e + 1,20 V,
mostrou a ocorréncia de dois picos de oxidacao, P'ba E,=+0,64Ve P’pa E,=+1,03
V. No segundo voltamograma, registado nas mesmas condi¢des experimentais que o
primeiro voltamograma e sem limpar a superficie do GCE, apareceram os dois novos

picos de oxidagdo, P’pe P4D, Figura 6.8.
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Figura 6.8 Voltamogramas de DP com correc¢édo de linha de base,
obtidos na solugdo de 25 uM de IAA em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0:
(==) primeiro e (eee) segundo varrimento registado entre 0,0 Ve +0,9 Ve

(==) primeiro ¢ (ee®e) segundo varrimento registado entre 0,0 Ve + 1,2 V.

Para esclarecer qual dos picos P'p ou P?p, levou a formagio dos produtos de
oxidacdo, as mesmas experiéncias foram repetidas no intervalo de potencial entre
0,00 V e + 0,90 V, logo depois da ocorréncia do pico P'p e antes do aparecimento do
pico P?p, Figura 6.8. Assim, o segundo voltamograma mostrou apenas a ocorréncia do
pico P'p e nenhum outro pico correlacionado com os produtos da oxidagdo do IAA foi
observado, Figura 6.8. Deste modo foi possivel demonstrar com clareza que os picos
P3D e P4D estdo relacionados com a oxidagcdo dos produtos de oxidagdo do [AA

N C D2
formados durante o processo de oxidacao correspondente ao pico Pp.
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6.4 MECANISMOS DE OXIDACAO

No intervalo de pH de 3,0 a 12,0, a oxidagao electroquimica do indol ocorre com
a transferéncia de um electrdo e um protdo, enquanto que em meios acidos, pH < 3,0,
apenas ¢ transferido um electrao.

O mecanismo de oxidag¢do do indol esta representado na Figura 6.9. Durante a
oxidagdo do indol (1), pico P'; na Figura 6.2, ¢ transferido um electriio, processo
seguido pela desprotonagdo da molécula, o que leva a formagdo de um radical (2). Este
radical tem seis isomeros de ligag@o, ou seja, ha seis locais possiveis de substituicdo de
um atomo de hidrogénio do indol pelo ataque nucleofilico da agua. O tautdmero mais
estavel, com menor energia, ¢ o 7-hidroxi indol (3), onde o radical OH"® esta ligado ao
C7 de benzeno [58].

O grupo OH da posi¢ao C7 de grupo fenol da molécula de 7-hidroxi indol (3) ¢
oxidado instantaneamente, uma vez que o potencial de oxidagdo deste grupo fenol
ocorre para valores de potencial menos elevados do que o potencial de oxidagao do pico
P'.. Esta oxidacdo envolve a transferéncia de um electrio e um protao, com a formacao
de um radical fenoxido que ndo ¢ termodinamicamente estdvel. A estabilizacdo do
grupo radical fendxido do indol pelo ataque nucleofilico da dgua resulta na formagao de
dois produtos electroactivos nas posi¢des para e orto. Estes produtos oxidam-se num
mecanismo redox reversivel que envolve a transferéncia de dois electroes e dois
protdes: o pico P* corresponde & oxidagdo da para-quinona (4) a hidroquinona (6), e o

pico P?| corresponde a oxidagio da orto-quinona (5) a catecol (7), Figura 6.2.
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Figura 6.9 Esquema do mecanismo de oxidagdo do indol proposto.
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Figura 6.10 Esquema do mecanismo de oxidagdo dos derivados de indol C3 substituidos
proposto.
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O mecanismo de oxidacdo dos derivados de indol esta representado na
Figura 6.10. Para estes derivados o anel benzénico da molécula de indol é menos
reactivo que o anel pirrol. Uma vez que todos os derivados de indol estudados sdo
substituidos na posi¢do C3, a reac¢ao de oxidacdo que ocorre no primeiro passo, 0 pico
P'p da Figura 6.7, corresponde a oxidagdo do anel pirrol na posigdo C2 [25, 27].

Considerando todos os resultados obtidos com os derivados de indol estudados ¢
possivel concluir que o primeiro passo da oxidagdo destes compostos, pico P'p, ocorre
na posi¢do C2 do anel de pirrol e corresponde a uma reac¢do em que os derivativos de
indol (1) com um substituinte na posi¢do C3 sdo oxidados para espécies de 2-oxi-
indoles (2).

A oxidacio seguinte das espécies (2) corresponde ao pico P’ e leva a formagdo
do radical (3). A estabilizacdo de (3) por ataque nucleofilico da dgua leva a formagao de
varios produtos, tais como 2,4-, 2,5-, 2,6- ¢ 2,7-oxindoles. O tautdmero mais estavel,
com a energia mais baixa, ¢ o 2,7-oxi-indol (4) [58].

Uma vez que o grupo fenol da molécula de 2,7-oxi-indol (4) se oxida a um
potencial mais baixo do que o potencial de oxidagdo do pico P’p, a oxidacdo de (4)
ocorre instantaneamente, através da transferéncia de um electrdo e um protdo, levando a
formag¢ao de um grupo radical fendxido. A estabilizacdo deste radical fendxido pelo
ataque nucleofilico da 4gua, resulta na formacao de dois produtos electroactivos nas
posicdes para e orto. Os dois produtos sdo electroactivos e apresentam um mecanismo
redox reversivel envolvendo a transferéncia de dois electrdes e dois protdes: o pico P°p
correspondente 4 oxidagio da para-quinona (5) a hidroquinona (7), ¢ o pico Py

correspondente a oxidagdo da orto-quinona (6) a catecol (8), Figura 6.7.
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Os mecanismos de oxidag¢do propostos nas Figuras 6.9 ¢ 6.10 descrevem os
processos de oxidacdo no GCE do indol, dos derivados de indol C3 substituidos e dos
seus produtos de oxidagdo, através da hidroxilagdo do grupo benzeno da molécula de

indol e da oxidagdo do grupo fenol.

6.5 CONCLUSOES

O comportamento voltamétrico do indol e dos derivados indélicos com um
substituinte na posi¢do C3 foi estudado na superficie de GCE, e os seus mecanismos de
oxidag¢do foram propostos.

A oxidacgdo electroquimica do indol ¢ irreversivel, ocorrendo com a transferéncia
de um electrdo e um protdo. O processo de oxidacdo dos compostos indolicos que
apresentam um grupo substituinte no carbono C3 do indol é mais complexo e ocorre em
dois passos irreversiveis, dependentes do pH. O primeiro passo corresponde a oxidagao
do carbono C2 do anel pirrol, ¢ o segundo passo corresponde 4 hidroxilagcdo do grupo
benzeno na posi¢ao C7, com a formacdo de espécies electroactivas contendo grupos
fenol. A oxidagdo destes grupos fenol leva a formagdo de dois produtos de oxidagao
electroactivos nas posi¢des para e orto, que adsorvem na superficie do eléctrodo e sdo

por sua vez oxidados de maneira reversivel.
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Capitulo 7

Estudo voltameétrico da berberina e sanguinarina






7.1 INTRODUCAO

As propriedades farmacocinéticas dos alcaldides berberina e sanguinarina,
Figura 7.1, nos processos bioldgicos, tais como as propriedades anticancerigena,
antimicrobiana, antioxidante e imunoestimulatéria, t€ém sido evidenciadas por véarios
estudos [87-92, 97-145]. Estes compostos apresentam também a capacidade de interagir
e inibir vérias enzimas e proteinas, nomeadamente insulina, p53, proteina kinase C,

proteina fosfatase 2C e albumina sérica humana [90, 91, 115-118, 129, 140, 141].

Ao

Figura 7.1 Estruturas quimicas: (A) cloreto de berberina, (B) cloreto de sanguinarina

Os alcaloides berberina e sanguinarina podem participar em diversas reacc¢des
redox no meio intracelular e o objectivo deste capitulo é a investigacdo das suas
propriedades de transferéncia de electrdes. O comportamento voltamétrico e o

mecanismo de oxidacdo destas moléculas foram investigados por técnicas de
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voltametria ciclica, de DP e de SW, na superficie do GCE, numa uma ampla gama de
pH, [4,5].

A investigacdo dos mecanismos redox forneceu informagdes valiosas sobre as
reacgoes redox desta classe de moléculas, resultando num melhor entendimento dos
mecanismos fisioloégico da ac¢do da sanguinarina, berberina e outros alcaldéides com

estrutura quimica semelhante.

7.2 BERBERINA

7.2.1 VVoltametria ciclica

No primeiro voltamograma ciclico obtido numa solucao de 200 uM de berberina
em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3, registado com a velocidade de varrimento de
v =150 mVs, foram observados dois picos anddicos: o pico 1, a Epa1 =+0,74V,eo
pico 2, a Epa2 = + 1,33 V, Figura 7.2. No varrimento catédico apareceram dois
pequenos picos, 5. a Epc5 =+0,23Veb.a Epc6 =+ 0,40 V, correspondentes a reducao
do produto de oxida¢do da berberina formado na superficie do CGE durante a o
primeiro varrimento positivo.

No voltamograma seguinte registado na mesma solucdo e sem limpar a
superficie do GCE aparecem novos picos de oxidacdo, o pico 5, a Epa5 =+0,28 V,eo
pico 6, a Epa6 =+ 0,47 V. Os pares de picos 5, — 5. € 6, — 6, correspondem as reacc¢des
reversiveis dos produtos de oxidacdo da berberina. Aumentando o numero de
varrimentos registados, observou-se a diminuicao das correntes dos picos 1, € 2,, pois a
adsor¢do dos produtos de oxidac¢do da berberina na superficie do CGE reduzem a area

disponivel na superficie do eléctrodo.
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Figure 7.2 Voltamogramas ciclicos com subtrac¢@o da linha de base, obtidos numa solugao de
200 pM de berberina em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3: (==) primeiro e

(s++) segundo varrimento, v= 150 mV s™.

No voltamograma seguinte registado na mesma solucdo e sem limpar a
superficie do GCE aparecem novos picos de oxidagdo, o pico 5, a Epa5 =+0,28 V,eo
pico 6, a Epa6 =+ 0,47 V. Os pares de picos 5, — 5. € 6, — 6, correspondem as reaccdes
reversiveis dos produtos de oxidacdo da berberina. Aumentando o numero de
varrimentos registados, observou-se a diminuicao das correntes dos picos 1, € 2,, pois a
adsor¢do dos produtos de oxidagdo da berberina na superficie do CGE reduzem a area
disponivel na superficie do eléctrodo.

Noutra experiéncia foram efectuadas varios varrimentos de voltametria ciclica
numa solucdo de 200 uM de berberina em 0,1 M tampdo fosfato pH = 7,0, com
diferentes velocidades de varrimento, utilizando sempre uma superficie limpa do GCE,

Figura 7.3.
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Figure 7.3 Voltamogramas ciclicos com subtrac¢do da linha de base, obtidos numa solugéo de

200 pM de berberina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0: (==) 10, (===) 100 e (*++) 500 mV s™.

Além dos picos 1, a Epal =+0,52Ve2;a Epa2 =+ 1,08 V, um novo pico 3,,
ocorreu a um potencial superior, Epa3 = + 1,25 V. Aumentando a velocidade de

varrimento para 100 ¢ 500 mV s™', foi observado o aumento das correntes dos picos.

7.2.2 Voltametria de impulso diferencial

No primeiro voltamograma DP registado na superficie do CGE numa solugdo de
100 uM de berberina em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3, foram observados trés
reaccdes consecutivas de transferéncia de carga: pico 1, a Epa1 =+ 0,65V, pico 2, a Epa2

=+ 1,17 V e pico 3, aEpa3 =+ 1,35V, Figura 7.4.
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No voltamograma seguinte, apareceram trés novos picos anodicos: pico 4, a Epa4
=+ 0,09 V, pico 5, a Epa5 =+ 0,27 6 V e pico 6, a Epa6 =+ 0,41 V. Estes trés picos
correspondem a oxidagdo dos produtos de oxidagdo da berberina, formados na

superficie do CGE, durante o primeiro varrimento.
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Figura 7.4 Voltamogramas de DP com correc¢ao de linha de base ,
obtidos em 100 uM de berberina em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3;

(==) primeiro, (===) segundo e (***) terceiro varrimento.

Em voltamogramas subsessivos, obtidos na mesma solu¢do e sem limpar a
superficie do GCE, a corrente dos picos de oxidagdo 1,, 2, e 3,, da berberina, diminuiu
gradualmente com o aumento do nimero de varrimentos, devido & diminui¢ao da area
disponivel de eléctrodo, causada pela adsor¢do dos produtos de oxidacdo da berberina

na superficie do eléctrodo. Por outro lado, a corrente dos picos 4,, 5, € 6, aumentou em
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voltamogramas sucessivos devido a acumulacao dos produtos de oxidagdo na superficie
da GCE.

Estas experiéncias demonstraram que a oxidacdo da berberina ocorre num
mecanismo em cadeia, envolvendo varias transferéncias de electrdo ¢ com a formacéao
de diferentes produtos de oxidacao eletroactivos na superficie do eléctrodo. No entanto,
considerando as trés reac¢oes de transferéncias de electrdo é necessario identificar os
processos que levam a formag@o dos produtos de oxidacdo. Por esta razdo, experiéncias
foram realizadas nas mesmas condi¢cdes experimentais, mas os voltamogramas foram
registados entre 0,00 V e diferentes limites de potencial positivo, correspondentes a

cada processo redox da berberina, Figura 7.5.
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Figura 7.5 Segundo voltamograma de DP com correccdo de linha de base,
obtido em solug@o de 100 uM de berberina em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3,
registado entre 0,00 V e: (==) + 0,80 V e (¢**) + 1,28 V.
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Na primeira experiéncia, registaram-se dois voltamogramas sucessivos de
0,00 V até ao limite de potencial positivo de + 0,80 V, depois do primeiro processo de
oxidagdo da berberina, pico 1,, mas antes de segundo processo correspondente ao pico
2.. Nestas condigdes, no segundo voltamograma ocorreu somente o pico 6,, Figura 7.5.

Na segunda experiéncia, depois de limpar a superficie do GCE, foram registados
dois voltamogramas de DP sucessivos de 0,00 V ate ao limite de potencial positivo de
+ 1,28 V, apds o segundo processo de oxidacdo da berberina, pico 2,. No primeiro
varrimento ocorreram ambos os picos de oxidagdo 1, e 2,, enquanto que no segundo
voltamograma, apareceram os trés picos de oxidacdo 4,, 5, € 6,, Figura 7.5.

Os voltamogramas de DP foram registados numa solu¢gao de 100 uM de
berberina em diferentes solugdes de electrdlito de suporte com forga ionica de 0,1 M,
Figura 7.6A. Para pH <2 ¢ pH > 8, mesmo para concentra¢des elevadas de berberina,
nenhum pico de oxidacdo foi observado.

Para valores de 3 < pH < 6, foram observados os trés picos de oxidacao,
enquanto que para pH = 2,0 e pH > 6, foram observados apenas os picos 1, € 2, € 0s
seus valores de potencial diminuiram linearmente com o aumento do pH do electrolito
de suporte. As inclinagdes das rectas, Figura 7.6B, sdo de 60 mV por unidade de pH
para os trés picos, o que significa que para 3 < pH < 6 todos os processos de oxidacdo
da berberina ocorre com a transferéncia do mesmo niimero de electrdes e protdes. Como
a largura a meia altura (W;,) dos picos tem valores entre 45 mV e 60 mV, conclui-se
que estes processos de oxidagdo ocorrem com transferéncia de dois electrdes. Por outro
lado, para valores de pH < 3,3 e pH > 6,2, o potencial de pico 2, é independente do pH,

envolvendo apenas a transferéncia de electrdes [238].
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Figura 7.6 (A) Voltamogramas de DP com correcgdo de linha de base, obtidos em solu¢des de

25 uM de berberina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;

(B) Grafico da variagdo com o pH do (M) Epl do pico 1,,
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O comportamento electroquimico dos produtos de oxidagdo da berberina
formados na superficie do GCE foi também estudado para os diferentes valores de pH,
Figura 7.7. Para isso, foram registados dois voltamogramas de DP sucessivos numa
solugdo de 100 uM de berberina, para diferentes solugdes de electrdlito de suporte.

Nos voltamogramas registados em electrélitos com valores de 2 < pH < 6,
ocorreram todos os picos de oxidagdo, 4,, 5, € 6,. Contudo, para pH > 6, ocorreram
apenas 0s picos 5, € 6, Os potenciais dos picos sdo todos dependentes do pH,

deslocando-se para valores mais negativos com o aumento do pH, Figura 7.8.

Figura 7.7 Segundo voltamograma de DP com correcgdo de linha de base,

obtido em solugdo de 100 uM berberina, em diferentes electrélitos de suporte.
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Figura 7.8 Grafico da variacao com pH do (H) E,, e (1J) I, de pico 4,, (@) E. ¢
(O) I,a de picoS, e (A) Epy e (A) I, de pico 6,.

A relacdo ¢ linear e a inclinag¢do das rectas para os picos 4,, 5, € 6, foi de 60 mV
por unidade de pH, o que significa que o niimero de protdes transferidos durante a
oxidacdo ¢ igual ao numero de electrdes. Além disso, observou-se que todas as
correntes de pico diminuem com o aumento do pH do electrdlito de suporte,

Figura 7.8.
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7.2.3 Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas de SW foram registados numa solugdo de 200 uM de
berberina em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3, Figura 7.9A. No primeiro voltamograma
ocorreram apenas dois picos, pico 1, a Epa1 =+ 0,68 V e pico 2, a Epa2 =+1,21 V. A
componente inversa da corrente total mostra um pequeno pico catoédico, correspondente
a uma redugdo parcial da berberina ap6s o pico de oxidagado 2, aEpC2 =+ 1,21 V.

No segundo voltamograma de SW ocorreram todos os picos dos produtos de
oxidacdo da berberina, Figura 7.9B. A reversibilidade dos picos 4, 5, ¢ 6, foi
confirmada pelas componentes directa e inversa da corrente total. As correntes e os
potenciais de oxidac¢do e de reducdo para as espécies adsorvidas sdo iguais, confirmando
que as espécies oxidadas ficam adsorvidas na superficie de eléctrodo.

Foram electuados voltamogramas de SW para diferentes velocidades de
varrimento numa solu¢do de 200 uM de berberina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0,
Figura 7.10A. Embora para a velocidade de varrimento mais baixa, v = 10 mV s
tenham sido observados apenas os picos 1, a Epal =049 Ve 2,a Epa2 = 1,05V,
aumentando a velocidade de varrimento para 50 ¢ 200 mV s, ocorreu o pico 3, a um
potencial mais positivo, Epa3 =+ 1,25V, Figura 7.10A.

Noutra experiencia foram efectuados varios voltamogramas sucessivos de SW
numa solu¢do de 200 uM de berberina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0 4 velocidade
de varrimento de v =200 mV s, Figura 7.10B. No primeiro voltamograma ocorreram
todos os picos de oxidacdo da berberina, e os picos 5, e 6, foram observados em
voltamogramas sucessivos registados na mesma solucdo e sem limpar a superficie do

eléctrodo.
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Figura 7.9 Voltamogramas de SW, obtidos com o GCE numa solug¢do de 200 uM berberina
em 0,1 M tampao acetato pH = 3,3: (A) primeiro ¢ (B) segundo varrimento;

amplitude de pulso de 50 mV, |, — corrente total, Iy — corrente directa, |, — corrente inversa.

152



0.0 0.2 ' 0:4 ' 0:6 ' 0:8 ' 110 ' 1.2 14
E/Vvs. SCE

0.0 0.2 l 0:4 l 016 l 0:8 l 1:0 l 1.2 1.4
E/Vvs. SCE

Figure 7.10 Voltamogramas de SW, obtidos em solu¢des de 200 uM de berberina em 0,1 M
tampao fosfato pH = 7,0: (A) primeiro varrimento a (***) 10, (===) 25 e (==) 100 Hz, vz = 20,
50 ¢ 200 mV s™', e (B) (+**) primeiro e (===) segundo varrimentos obtido em solugéo de
berberina e (==) terceiro varrimento efectuado depois do eléctrodo ser transferido em tampao;

AE, =2 mV, amplitude de pulso de 50 mV, v.¢= 200 mV s,
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Estes resultados mostram que, para ocorrer o processo oxidativo correspondente
ao pico P3;, é necessario variar o potencial mais rapidamente do que a velocidade da
reac¢do homogénea que a berberina oxidada sofre.

Depois de varios varrimentos de SW efectuados na solugdo, o eléctrodo foi
lavado com agua desionizada e transferido para o electrdlito de suporte. A presenga dos
picos 5, € 6, nos voltamogramas de SW obtidos em electrolito de suporte confirmam a

forte adsor¢ao dos produtos da oxidacao da berberina na superficie do GCE.

7.2.4 Mecanismo de oxidacao

Para entender o mecanismo redox da berberina, os resultados obtidos através dos
métodos electroquimicos foram comparados com a oxidagdo dos compostos com grupos
electroactivos ~ semelhantes,  presentes nas  estruturas da  queleritrina,

3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) e 3,4-metilenedioximetamfetamina (MDMA,

OO h
O )
72N

“ecstasy”) [93-96].

H;CO' OCHj3
OCHj3
Queleritrina
NH N
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< CH < CH
o s o 8
MDA MDMA

Figura 7.11 Estruturas quimicas: queleritrina, MDA ¢ MDMA.
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A oxidagdo da queleritrina ocorre no anel de benzeno dioximetileno-substituido,
levando a formagao de uma molécula de orto-quinona, que sofre uma reducao reversivel
a potenciais menos positivo [147, 151]. Os estudos electroquimicos realizados para a
oxidacdo da MDMA em pH = 7,0 [93] mostraram a ocorréncia de dois picos anddicos, a
+ 1,05 Ve a+ 1,26 V, enquanto que, para a oxidagdo do MDA, foi observado apenas
um pico de oxidagdo ao mesmo valor de potencial que o do potencial do primeiro pico
de oxidagdo da MDMA. Foi proposto para 0 MDMA que o primeiro pico de oxidagdo a
+ 1,05 V ¢ devido a remocgao dos electrdes dos electroforos aromaticos, enquanto o
segundo pico a + 1,26 V foi atribuido a oxidacdo do grupo amina secundaria.

Estudos enzimaticos [94, 95, 96] demonstraram que tanto a MDA como a
MDMA podem ser oxidados a um derivado da catecolamina, processo de oxidagdo que
ocorre em varias etapas, mas quais a hidrolise e a desmetilagdo sdo as mais importantes,
e ocorrem através da transferéncia de dois electroes [94]. Além disso, esses estudos
demonstraram que o processo de desmetilagdo ndo estd limitado a accdo das enzimas e
pode ser mediado por radicais hidroxilo [95]. Alem disso, os derivados da catecolamina,
da MDA e da MDMA podem sofrer oxidagdes reversiveis para formar uma espécie de
orto-quinona.

Tomando em consideragdo todos os resultados obtidos para a oxidagdo
electroquimica da berberina, bem como os dados da literatura acima apresentados,
propde-se que o primeiro pico de oxidagdo da berberina, 1,, corresponde a remocao de
electroes do anel dioximetileno da molécula da berberina, levando a formacdo de um

produto que sofre redugdo reversivel, pico 6., Figura 7.12.
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Figura 7.12 Mecanismo de oxidagdo da berberina.

O pico de oxidagado 2, a Epa2 =+ 1,05 V em pH = 7,0 ocorre devido a remocao
de dois electrdes da dupla ligacao entre C2 e C3 do anel A, levando a desmetilacao e a
formacgdo dum derivado da catecolamina, que, por sua vez, sofre oxidacdo reversivel,

pico 4, ou 5,, formando uma espécie de orto-quinona, Figura 7.12.
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7.3 SANGUINARINA

7.3.1 Voltametria ciclica

O voltamograma ciclico registado numa solu¢ao de 200 uM de sanguinarina em

0,1 M tampao acetato pH = 3,8, mostrou a ocorréncia de varios picos anddicos: pico 1, a

Epa' =+ 0,85 V, pico 2, a E,,” =+ 1,12 V e pico 3, a E,,° =+ 1,36 V, Figura 7.13.

o 0.3 pA

00 02 04 06 08 10 12 14
E/Vvs. SCE

Figura 7.13 Voltamogramas ciclicos com subtrag@o da linha de base, obtidos
numa soluc¢do de 200 uM de sanguinarina em 0,1 M tampdo acetato pH = 3,8:

(==) primeiro e (+**) segundo varrimentos, v=20 mV s™.

No varrimento inverso ocorreu um pico catodico 5. a Epc5 =+ 0,26 V. Este pico
corresponde a reducdo do produto de oxidagdo da sanguinarina formado na superficie
do GCE. No segundo voltamograma, registado na mesma solu¢do e sem limpar a
superficie do GCE, apareceu um novo pico anddico, 5, a Epa5 =+ 0,31V, que confirmou

a reversibilidade de pico 5..
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Figura 7.14 (A), (B) e (C): Voltamogramas ciclicos com subtragdo de linha de base,
obtidos numa solucdo de 200 uM de sanguinarina em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0;

(=) primeiro e (s**) segundo varrimento, v =20 mV s™.
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Numa experiéncia realizada numa solugcdo de 200 uM de sanguinarina em
0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, Figura 7.14A, os trés picos de oxidagdo ocorreram a
potenciais menos positivos, mostrando que o processo de oxida¢do da sanguinarina é
dependente do pH. Por outro lado, em pH = 7,0, a corrente do pico 1, ¢ superior a
corrente do pico obtido em tampao acetato pH = 3,8, o que permitiu determinar qual dos
picos, 1,, 2, ou 3,, leva a formagao do produto de oxidagao.

Voltamogramas ciclicos foram registados na superficie limpa do GCE e nas
mesmas condi¢cdes experimentais, mas a direc¢do da varrimento foi invertida logo apos
o pico 1, imediatamente antes do pico 2,. Neste caso, o pico de reducdo 5. ndo
apareceu, Figura 7.14B.

Quando o limite do potencial positivo foi aumentado, sendo o sentido de
varrimento invertido imediatamente apds o pico 2, e antes do pico 3,, 0 pico 5. ocorreu
a Epc5 =+ 0,21 V. Deste modo, ficou demonstrado que o pico 5. corresponde a redugdo
do produto de oxidacdo da sanguinarina formado durante o processo oxidativo
correspondente ao pico 2, ao valor potencial Epa2 =+ 0,95 V. No varrimento seguinte,
no sentido positivo o pico 5, ocorreu a Epa5 =+ 0,25 V. A diferenca entre os potencias
dos dois picos ¢ AE® = Epa5 - Epc5 = 60 mV, de acordo com o valor tedrico para uma
reacgdo reversivel que ocorre com a transferéncia de um electrdo, Figura 7.14C.

Em varrimentos sucessivos foi observada a diminui¢do da corrente dos picos,
devido 4 adsor¢do do produto de oxidagdo da sanguinarina na superficie do GCE,

processo que reduz a area disponivel da superficie do eléctrodo.
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7.3.2 Voltametria de impulso diferencial

Voltamogramas sucessivos de DP foram registados numa solugdo de 100 uM de
sanguinarina em 0,1 M tampao acetato pH = 4,0, Figura 7.15. No primeiro
voltamograma o pico 1, foi observado a Epa1 =+0,74 V, o pico 2, a Epa2 =+094V,o0

pico 3, a Epa3 =+ 1,08 V e um novo pico 4, a Epa4 =+1,22 V.
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Figura 7.15 Voltamogramas de DP com correcgdo de linha da base, obtidos em solugéo de
100 uM de sanguinarina em 0,1 tampao acetato M pH = 4,0;

(==) primeiro e (***) segundo varrimento.

No segundo voltamograma de DP, apareceram dois novos picos anddicos, 0 pico
S5.a Epa5 =+0,25Veopico6,a Epa6 =.+ 0,39 V. Estes picos correspondem a oxidagao

dos produtos de oxidagdo da sanguinarina. A corrente dos picos 1, € 4, diminuiu com o
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aumento do numero de varrimentos devido a diminuicdo da area disponivel da
superficie de eléctrodo de trabalho, causada pela adsor¢do dos produtos de oxidagdo da
sanguinarina, contudo ainda foi possivel detectar os picos 2, e 3..

Noutra experiéncia foram registados dois voltamogramas de DP sucessivos
numa solu¢do de 100 uM de sanguinarina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0,

Figura 7.16. Neste caso, a oxida¢do da sanguinarina ocorreu em apenas trés etapas
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Figura 7.16 Voltamogramas de DP com correcgdo de linha de base, obtidos em
solug@o de100 uM de sanguinarina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro e (***) segundo varrimentos.

No primeiro varrimento de DP foram observados os picos 1, a Epa1 =+0,61V,

2.4 Epa2 =+0,86Ved,a Epa4 =+ 1,09 V. No varrimento seguinte apareceu apenas um
novo pico de oxidagdo 5, a Epa5 =+ 0,19 V. Novamente, a corrente dos picos 1,, 2, ¢ 4,

diminuiu gradualmente com o numero de varrimentos, devido a diminui¢do da area
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disponivel da superficie do eléctrodo e a adsorcao dos produtos de oxidagao da
sanguinarina.

Para determinar a adsor¢do dos produtos de oxidacdo da sanguinarina na
superficie do GCE, ao fim de varios voltamogramas de DP registados na solugdo de
sanguinarina o eléctrodo foi retirado, lavado com agua desionizada, e transferido para o
electrélito de suporte. No voltamograma registado nestas condi¢des ocorrem somente 0s
picos de oxidagdo 5, e 6,.

A oxidagdo electroquimica da sanguinarina foi estudada numa ampla gama de
pH. Os voltamogramas de DP, Figura 7.17, foram registados em solugdes de 100 uM

de sanguinarina em diferentes solugdes de electrélito de suporte de forca idnica 0,1 M.

Figura 7.17 Voltamogramas de DP com correcgdo da linha de base, obtidos numa solugio de

100 uM de sanguinarina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH.
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Para pH < 2,0 e pH > 8,0 ndo ocorreu nenhum pico de oxidagdo, mesmo quando
foram utilizadas concentracdes elevadas de sanguinarina, mostrando que a sanguinarina
ndo ¢ oxidavel nessas condi¢des. Para o pH = 2,0 e pH = 8,0 foram observados apenas
os picos de oxidacao 2, e 3,.

Para 3.3 < pH < 7.0, ocorreram quatro picos de oxidacao, 1,, 2,, 3, € 44, € 0s seus
valores de potencial diminuiram com o aumento do pH do electrolito de suporte.
A dependéncia foi sempre linear, como esta mostrado na Figura 7.18.

A inclinag@o das rectas ¢ de 60 mV por unidade de pH e mostra que todos os
processos de oxidacdo da sanguinarina ocorrem com a transferéncia de mesmo nimero
de electrdes e protdes [238]. Considerando a largura a meia altura do pico de ~ 50 mV,
¢ possivel concluir que a oxidagdo da sanguinarina ocorre com a transferéncia de dois

electrdes e dois protoes.
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Figura 7.18 Gréfico da variagio com pH do: (W) E',, do pico 1,, (®) E?,, do pico 2,,
(A) E’,, do pico 3, e (%) E*,, do pico 4,.
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Figura 7.19 (A) Segundo voltamograma de DP com correc¢do de linha de base, obtido em
solucdo de 100 uM de sanguinarina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH.

(B) Grafico da variagdo com pH do E,, ¢ (O) I, do pico 5, ¢ (A) Ey, e (A) 1, do pico 6,.
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Para solugdes de electrolito de suporte com pH < 3,3 e pH > 7,0, o potencial de
oxidacdo do pico 2, ¢ independente do pH. Do mesmo modo, para electrolitos de
suporte com pH < 3,3 o pico 3, é também independente do pH. Este comportamento é
devido aos processos quimicos de protonagdo/desprotonacdo da sanguinarina, estando
relacionado com os pK,’s dos varios grupos da molécula.

A oxidacao electroquimica dos produtos de oxidagao da sanguinarina adsorvidos
na superficie do GCE foi também estudada para diferentes valores de pH, utilizando
voltametria de DP. Dois voltamogramas sucessivos foram registados numa solugdo de
100 uM de sanguinarina em diferentes electrolitos de suporte, e o segundo varrimento
para cada electrolito esta apresentado na Figura 7.19A.

Os picos 5, e 6, sdao dependentes do pH e os seus potenciais de oxidagdo
diminuiram linearmente com o aumento do valor do pH do electrdlito de suporte,
Figura 7.19B. Em ambos os casos, a inclinagdo das rectas foi de 60 mV por unidade de
pH, o que significa que o nimero de protdes transferidos durante a oxida¢do dos
produtos da oxidacdo da sanguinarina ¢ igual ao numero de electrdes.

Para pH > 6, o potencial do pico 5, ¢ independente do pH, indicando um
mecanismo que envolve apenas dois electrdes e nenhum protdo, devido a uma
desprotonacao quimica do produto da oxidacdo da sanguinarina.

A corrente do pico 6, foi praticamente constante ao longo de toda a gama de pH
estudada, enquanto que a corrente do pico 5, apresentou um maximo no intervalo de pH
entre 2,0 e 4,2. Para pHs superiores a 4,2, a corrente do pico 5, diminuiu rapidamente,

ficando constante para pH > 5,0, Figura 7.19B.
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7.3.3 Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas de SW foram registados numa solugdo de 200 uM de

sanguinarina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, Figuras 7.20 e 7.21.

No primeiro varrimento voltamétrico observaram-se trés picos, la, 2, € 4,
Figura 7.20. O pico 1, apresentou um perfil alargado, indicando a ocorréncia de duas

reaccdes consecutivas de transferéncia de carga, os picos 1, e 1, . A presenca dos picos

1. e 1, pode ser explicada através da diferente morfologia de adsor¢io da sanguinarina
no GCE, que bloqueiam a sua superficie.

04 06 08 10 12 1.
E/Vvs. SCE

Figura 7.20 Primeira voltamograma de SW com correc¢do de linha de base, obtida
numa solucao de 100 uM de sanguinarina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7.0:

amplitude de pulso de 50 mV, I, — corrente total, | — corrente directa,

I, —corrente inversa.
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Figura 7.21 Segundo voltamograma de SW com correcgao de linha de base, obtida
numa solu¢ao de 100 uM de sanguinarina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7.0:
amplitude de pulso de 50 mV, I, — corrente total, | — corrente directa,

I, —corrente inversa.

Na componente inversa da corrente total do pico 1, ocorreram dois novos picos
catodicos, lc’ e lc”. Os valores de potencial destes picos catodicos sao semelhantes aos
dos picos anodicos, no entanto as suas correntes sdo inferiores, o que permite afirmar
que o processo redox da sanguinarina correspondente ao par de picos 1, — 1. € quase-
reversivel.

Por outro lado, as componentes directa e inversa da corrente total do segundo
voltamograma de SW, Figura 7.21, confirmaram a oxidagdo reversivel do produto de
oxidacdo da sanguinarina, o pico 5,, uma vez que o valor de potencial e a corrente das

duas componentes apresentaram valores semelhantes.
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7.3.4 Mecanismo de oxidagao

De novo foram comparados os resultados voltamétricos obtidos para a
sanguinarina, ¢ os mecanismos de oxida¢do dos compostos queleritrina, MDA, MDMA
e berberina [4, 93-96], permitindo concluir que o pico 1, da sanguinarina corresponde a
oxidacdo do anel dioximetileno encontrado na proximidade do anel D, Figura 7.22.

O pico 2, ocorre para um potencial mais positivo devido a remogao de electrdes
da dupla ligacdo do anel D, levando a desmetilacdo da sanguinarina e a formagao de um
derivado de catecolamina, que sofre oxidagdo reversivel, o pico 5,, levando a formagao

duma espécie de orto-quinona.

Figura 7.22 Mecanismo de oxidagdo da sanguinarina.
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O pico 3, esta associado com a perca de electrdes da amina terciaria do anel B,
através de um processo que leva a formacgao de oxosanguinarina [100]. Todavia, o pico
3. ndo ocorre para pH > 7,0, devido a hidrolise quimica da sanguinarina em meios
alcalinos, processo semelhante a outros alcaldides [99, 151].

O pico de oxidacdo 4, esta associado com a remocdo de electrdes da dupla
ligacdo do anel A da sanguinarina, o que leva a desmetilagdo do anel secundario de
metilenodioxi da sanguinarina ¢ a formagdo de quinina, que, por sua vez, sofre uma

oxidacdo reversivel, o pico 6,.

7.4 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste capitulo mostraram que a berberina e a
sanguinarina, alcaldides com um amplo espectro de efeitos bioldgicos, sofrem oxidacao
no GCE.

A oxidagdo electroquimica da berberina e da sanguinarina foi investigada por
voltametria ciclica, de DP e de SW, numa uma ampla gama de pH. As experiéncias de
voltametria ciclica mostraram que os seus processos de oxidacdo sdo controlados pela
difusdo e ocorrem num mecanismo complexo com transferéncia de electrdes e protdes.

Em meio acido, a oxidagdo da berberina ocorre em trés passos consecutivos de
transferéncia de carga, enquanto que em meio neutro ¢ alcalino ocorrem apenas dois
processos de oxidacdo. De maneira semelhante, em meio 4cido a oxidagdo da
sanguinarina ocorre em quatro passos de transferéncia de carga e em meio alcalino em

trés passos.

169



Para todos os electrolitos de suporte estudados, foram também caracterizados os
produtos de oxida¢do da berberina e da sanguinarina, que sofrem reacgdes redox
reversiveis.

Tomando em consideracdo os resultados obtidos para berberina e sanguinarina
apresentados ao longo deste capitulo e os resultados obtidos com moléculas com
estruturas semelhantes, foram determinados os centros electroactivos ¢ propostos os
mecanismos redox da berberina e da sanguinarina, o que permite uma melhor

compreensdo dos efeitos biologicos destes alcaloides.
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Capitulo 8

Estudo voltamétrico da tirosina,

triptofano e histidina






8.1 INTRODUCAO

Um dos objectivos deste trabalho foi estudar o comportamento electroquimico
das proteinas e dos aminoacidos que entram na sua constitui¢do. Neste contexto, foram
investigados os aminodcidos alanina, arginina, acido aspartico, acido glutamico,
glutamina, glicina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, prolina, serina, treonina e
valina mas ndao mostraram electroactividade nos GCE e BDDE. As propriedades de
transferéncia de carga e os mecanismos de oxidacdo dos aminoacidos tirosina,

triptofano e histidina, Figura 8.1, sdo apresentadas [1, 3].

O @)
Il H Il I
CH, CH, CH»
/ Ny N
N \—NH
H
OH
Tirosina Triptofano Histidina

Figura 8.1 Estrutura quimica da tirosina, do triptofano e da histidina.
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A tirosina ¢ um aminoacido nao essencial sintetizado nos organismos a partir da
fenilalanina [152] envolvido na estrutura de quase todas as proteinas no corpo. A
tirosina esta implicada na sintese da melanina e tem uma grande importancia no
funcionamento dos oOrgdos responsaveis com a regulagdo de varias hormonas,
incluindo as glandulas supra-renais, tirdide e pituitaria [155]. Alem da sua importancia
na estrutura das proteinas, a tirosina é um precursor de muitos neurotransmissores,
como a dopamina, norepinefirina e epinefrina [152, 154].

O triptofano ¢ um aminoacido aromatico essencial, que ndo ¢ sintetizado pelo
organismo, pois a sua presenca estd relacionada com a nutrigio. E utilizado pelo
cérebro juntamente com outros compostos para produzir a serotonina. Devido ao
atomo de nitrogénio da sua cadeia lateral, o triptofano ¢ mais reactivo do que a
fenilalanina, mas menos reactivo do que a tirosina [154].

A histidina ¢ um dos aminoacidos essenciais para 0s organismos humanos e os
outros mamiferos. O grupo imidazol da histidina estd envolvido nas ligagdes dos
grupos prostéticos e encontra-se na maioria dos sitios ativos de enzimas [155].

Os trés aminoacidos, tirosina, triptofano e histidina, contém grupos aromaticos
que sdo muito sensiveis ao ataque oxidativo das espécies ROS e RNS. A oxidagado dos
residuos de tirosina, de triptofano e de histidina pelos radicais hidroxilo leva a
formacdo de varios produtos de oxidagdo, e a natureza dos seus produtos de oxidacao
finais e dos seus intermediarios dependem das espécies oxidantes e das condigdes em

que as reacgdes ocorrem [15].
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8.2 TIROSINA E POLI-TIROSINA

O comportamento electroquimico da tirosina foi estudado utilizando voltametria
de DP no GCE, em solugdes de electrolitos de suporte com diferentes valores de pH, e o
seu mecanismo de oxidagdo foi determinado. A influéncia da ligacdo peptidica e da
superficie do eléctrodo no mecanismo de oxidagdo da tirosina, quando presente numa

cadeia polipetidica foi investigada.

8.2.1 Tirosina

O voltamograma de DP obtido numa solucao de 25 uM de tirosina (Y) em 0,1 M
tampao fosfato pH = 7,0, entre os limites de potencial minimo de 0,00 V e méximo de +
1,20 V, mostrou um pico de oxidagdo Py a E; =+ 0,65 V.

No segundo varrimento registado nas mesmas condigdes e sem limpar a
superficie de eléctrodo, apareceu um novo pico de oxidagdo P’y a um potencial menos
positivo. Este pico ¢ devido a oxidacdo do produto de oxidagdo da tirosina formado na
superficie do GCE durante o primeiro varrimento, Figura 8.2 sendo observada a
diminui¢do da corrente do pico Py causada pela adsor¢do de produto de oxidacdo e
diminui¢do da aria disponivel do eléctrodo.

Os voltamogramas de DP registados com o GCE em solugdes de 25 uM de
tirosina em electrolitos de suporte com pH entre 1 e 12 mostraram que o processo de

oxidagao da tirosina ocorre numa tnica etapa, pico Py, Figura 8.3.
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Figura 8.2 Voltamogramas de DP com correc¢do de linha de base, obtidos no GCE,
numa solucao de 25 pM de tirosina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro e (***) segundo varrimentos.

O potencial de oxidagao da tirosina ¢ dependente do pH do electrolito de
suporte. A dependéncia ¢ linear e a inclinacao da recta correspondente ¢ de 60 mV por
unidade de pH, Figura 8.4. Isto significa que a oxidagdo da tirosina ocorre com a
transferéncia do mesmo numero de electroes e de protdes. A largura a meia largura do

pico Py, W;, ~ 100 mV, permite concluir que a oxida¢ao de tirosina ocorre com

transferéncia de um electrao e um protao [238].

Voltamogramas de DP foram sucessivamente registados nas mesmas solugdes e
sem limpar a superficie de eléctrodo. O pico P’y correspondente a oxidagao do produto

de oxidagao da tirosina foi observado em todos os electrélitos estudados, Figura 8.5A.
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Figura 8.3 Voltamogramas de DP com correcgao de linha de base, obtidos em

solugdo de 25 uM de tirosina em electrdlitos de suporte com diferentes valores de pH.
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Figura 8.4. Grafico da variagdo com pH do () E; do pico Py.
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Figura 8.5 (A) Segundo varrimento de DP com correcgdo de linha de base, obtido em
solucdo de 25 uM de tirosina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;

(B) Gréfico da variagdo com pH do () E, do pico P’y.
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O potencial do pico P’y é depende do pH e a inclinagdo da recta ¢ de 60 mV por
unidade de pH, Figura 8.5B. Isto significa que a oxidagdo do produto de oxidagdo da
tirosina ocorre com a transferéncia do mesmo nimero de electrdes e de protoes [238].

Considerando que a largura a meia altura do pico Py varia entre 55 e 65 mV, é
possivel concluir que o mecanismo de oxidacdo do produto de oxidagdo da tirosina
envolve a transferéncia dos dois electrdes e dois protdes.

Alem disso, em todos os electrolitos estudados foi observada a diminui¢do da
corrente do pico Py causada pela adsor¢ao do produto de oxidagdo e diminui¢cdo da area

disponivel do eléctrodo.

8.2.2 Poli-tirosina

A influéncia da ligagdo péptidica e da superficie de eléctrodo no mecanismo de
oxidacdo da tirosina foi investigadas em solucdes saturadas de poli-tirosina em 0,1 M
tampao fosfato pH = 7,0. Deste modo foi estudado o comportamento electroquimico da
poli-tirosina nas superficies de GCE e BDDE, utilizando voltametria de DP. Figura 8.6.
Devido a sua baixa solubilidade em solugdo aquosa, a poli-tirosina foi adisionada
directamente em electrolito de suporte em célula electroquimica.

Os voltamogramas registados com o GCE, Figura 8.6A, e com o BDDE,
Figura 8.6B, mostraram que para os dois eléctrodos utilizados, a poli-tirosina segue um
mecanismo a oxidacdo semelhante a molécula de tirosina. A tUnica diferenca entre os
dois eléctrodos foi observada nas correntes dos picos que ¢ devido a uma area superior

da superficie do BDDE, quando comparado com o GCE.
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Figura 8.6 Voltamogramas de DP com correc¢@o de linha de base obtidos no
(A) GCE e (B) BDDE, em solucao saturada de poli-tirosina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro e (***) segundo varrimentos.
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8.2.3 Mecanismo de oxidagao

O processo de oxidacdo da tirosina ¢é explicado por um mecanismo
eletroquimico-quimico, Figura 8.7, semelhante aos mecanismos de oxidagdo do fenol e

dos derivados de fenol para-substituidos apresentados no Capitulo 4.

0 o o
H,C H,C ' CH,
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e, - 1HY + 267, + 2H"
ﬁ
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*H0 0 OH
P
OH Y o OH

Figura 8.7 Esquema do mecanismo de oxidagéo da tirosina proposto.

No processo de oxidagdo da tirosina ¢ transferido um electrdo, seguido pela
desprotonacdo do grupo hidroxilo, que leva a produgdo de um radical fendxido
estabilizado pelo ataque nucleofilico da dgua, e a formagdo dum produto de oxidagdo

que ¢, por sua vez, oxidado reversivelmente.

8.3 TRIPTOFANO E POLI-TRIPTOFANO

As reacgdes redox do triptofano a superficie na GCE foram estudadas utilizando
voltametria de DP em electrolitos de suporte com diferentes pHs. A influéncia da ligacao
péptidica e da superficie de eléctrodo no mecanismo de oxidagdo do triptofano foi

investigada, através do estudo electroquimico do poli-triptofano.
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8.3.1 Triptofano

No primeiro voltamograma de DP registado numa solugdo de 25 uM de
triptofano (W) em 0,1 tampao fosfato pH = 7,0 foram observados dois picos de
oxidacdo: o pico le aE,=+0,65Veopico P2W aE,=+1,05V.

No voltamograma seguinte registado na mesma solucdo e sem limpar a
superficie de GCE apareceram a potenciais menos positivos dois novos picos de
oxidagdo, P’y e P*y. Estes picos s3o devido a oxidac¢do dos produtos de oxidacdo do

triptofano formados na superficie do GCE durante o primeiro varrimento, Figura 8.8.
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Figura 8.8 Voltamogramas de DP com correccdo de linha de base, obtidos no GCE
numa solucdo de 25 uM de triptofano em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro ¢ (***) segundo varrimento.
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Figura 8.9 Voltamogramas de DP com correc¢ao de linha de base, obtidos em

solucdo de 25 uM de triptofano em electrélitos de suporte com diferentes valores de pH.

O comportamento electroquimico do triptofano foi estudado através de
voltametria de DP em electrolitos com forga idnica de 0,1 M e pH entre 1 e 12.
Os voltamogramas registados em solucdes de 25 uM de triptofano mostraram em todos
os electrolitos com pH < 8§ a ocorréncia de duas reac¢des consecutivas de transferéncia
de electrdo, os picos le € Pzw, Figura 8.9. Para electrolitos com pH > 8 ocorreu
apenas o pico P'y. O potencial do primeiro pico de oxidagdo do triptofano, P'y, é
dependente do valor de pH para todos os electrolitos estudados, seguindo a equagdo
E, (V) = 1,060 — 0,06 pH, Figura 8.10. Também, para pH < 8, o potencial do pico de
oxidagdo P*w varia com pH. As inclinagdes das rectas, Figura 8.10, sdo de 60 mV por
unidade de pH para os dois picos. Isto significa que os dois passos de oxidacao do

triptofano ocorrem com a transferéncia do mesmo numero de electrdes e de protoes.
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Figura 8.10. Grafico da variacdo com pH do () E;, do pico Plye (@) E, do pico Py

Considerando que a largura a meia altura (W,;) dos picos le e PZW tém valores
entre 100 mV e 110 mV em todos electrdlitos de suporte estudados, € possivel concluir
que estes processos de oxidacao ocorrem com a transferéncia de um electrao e um protao.

O comportamento electroquimico dos produtos de oxidacao do triptofano foi
também estudado. Para isso, foram registados dois voltamogramas de DP sucessivos
numa solugdo de 25 uM de triptofano em electrolitos com 1 < pH < 8 ¢ o segundo
varrimento para cada electrdlito esta apresentado na Figura 8.11A.

Os potenciais dos picos P*w e P*w sdo dependentes do pH, deslocando-se para
valores menos positivos com o aumento do pH, Figura 8.11B. A inclinagao das rectas
de 60 mV e a largura a meia altura dos picos P3W e P4W encontrada entre 55 mV e 65
mV mostra que a oxidagdo dos produtos de oxidacdo do triptofano ocorre com a

transferéncia de dois electrdes e dois protdes.
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Figura 8.11 (A) Segundo voltamograma de DP com correc¢do de linha de base, obtidos em

solucdo de 25 uM de triptofano em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;

(B) Grafico da variagdo com pH do (H) E, do pico Pwe (@) E, do pico P'w.
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8.3.2 Poli-triptofano

A influéncia da ligagdo peptidica no mecanismo de oxidag¢ao do poli-triptofano
foi estudada por voltametria de DP, utilizando o GCE e o BDDE, Figura 8.12. Como a
solubilidade do poli-triptofano em solu¢do aquosa e muito baixa, as solugdes foram

preparadas directamente na célula electroquimica.
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Figura 8.12 Voltamogramas de DP com correcgdo de linha de base, obtidos nos (A) GCE e (B)
BDDE, numa solugdo saturada de poli-triptofano em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(=) primeiro e (***) segundo varrimento.

O primeiro voltamograma de DP, registado numa solu¢do saturada de poli-

triptofano em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0 na superficie de GCE, mostrou duas
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reac¢Oes de transferéncia de electrdo a E, = + 0,65 V e E, = + 1,03 V,
correspondentes aos picos de oxidacdo do triptofano, P'w e P?yw, Figura 8.12A.

No voltamograma seguinte, registado nas mesmas condi¢des ¢ sem limpar a
superficie de GCE, ocorreram dois novos picos para os mesmos potenciais de
oxidagdo dos picos P’w e P*y do triptofano.

Por outro lado, utilizando o BDDE, Figura 8.12B, os picos de oxidagdo do
poli-triptofano aparecerem para um potencial mais positivo (~ 100 mV) do que
como o GCE, mas o mecanismo de oxidagao foi semelhante.

Para os dois eléctrodos a oxidagao ocorre em duas etapas com a formacao de

produtos electroactivos que adsorvem na superficie do eléctrodo.

8.3.3 Mecanismo de oxidagao

Levando em consideracdo o comportamento electroquimico do triptofano e o
mecanismo de oxidag¢ao dos derivados de indol com um substituinte no C3 apresentados
no Capitulo 6, foi possivel esclarecer os processos de oxidagdo do triptofano no GCE,
Figura 8.13.

O primeiro passo da oxidagdo do triptofano ocorre no anel de pirrol e
corresponde a formag¢do de uma espécie de 2-oxi-indol. A oxidagdo seguinte leva a
formagao douma espécie 2,7-oxi-indol, Figura 8.13.

Deste modo, a primeira etapa, o pico P'y, corresponde a oxidagdo do C2 do anel
de pirrol, seguida pela oxidagdo do anel de benzeno, o pico P*w, com a formagdo de um
radical. A estabilizacdo do radical formado por ataque nucleofilico da agua leva a
hidroxilagdo do carbono C7 do grupo indol do triptofano e a formacdo de produtos

. . - . 3 4
electroactivos. A oxidacao desses produtos corresponde aos picos P’w e P'y.
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Figura 8.13 Esquema do mecanismo de oxidagdo proposto para o triptofano.
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8.4. HISTIDINA

O comportamento electroquimico da histidina usando GCE e de BDDE foi
estudado por voltametria ciclica e de DP, em electrolitos de suporte com diferentes

valores de pH, e o seu mecanismo de oxidagao foi proposto.

8.4.1 Voltametria ciclica

As experiéncias de voltametria ciclica foram realizadas em solu¢des de 100 uM
de histidina para GCE, Figura 8.14, e de histidina (H) para BDDE,Figura 8.15, em

0,1 M tampao fosfato pH = 7,0.

0.2 pA

—

075 100 125 150
E/Vvs. Ag/AgCl

|
0.50

Figura 8.14 Voltamogramas ciclicos obtidos com o GCE numa
solugdo de 175 uM de histidina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro, (+**) segundo e (==) terceiro varrimentos, v =50 mV s
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E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 8.15 Voltamogramas ciclicos obtidos com o BDDE, numa
solug@o de 100 uM de histidina em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0;

(==) primeiro, (*+*) segundo e (=) terceiro varrimentos, v =50 mV s

Nestas condi¢des, para os dois eléctrodos, a oxidacdo da histidina, ocorreu
num Unico passo, o pico Py, a um potencial de E, = + 1,25V. No varrimento catodico
nao foi observado pico de redugdo, mostrando que o processo ¢ irreversivel.

No segundo voltamograma efectuado sem limpar a superficie do eléctrodo, o
pico de oxidacao da histidina ocorreu ao mesmo potencial € com a mesma corrente, o
que significa que o produto de oxidagdo da histidina ndo ¢ electroactivo e ndo adsorve
na superficie do eléctrodo.

Experiéncias de voltametria ciclica foram também efectuadas em electrdlitos de
suporte com diferentes valores de pH. Para 3 < pH e pH > 9, mesmo para concentragdes
elevadas de histidina e nenhuma resposta electroquimica foi obtida, mostrando que a

histidina nao ¢é oxidavel nestas condicdes.
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8.4.2 Voltametria de impulso diferencial

Os voltamogramas de DP registados com o GCE numa solu¢do de 100 uM de
histidina em electrolitos de suporte com 5 < pH < 9, mostraram caracteristicas

semelhantes as da voltametria ciclica. A oxida¢do ocorre numa Unica etapa e foi

observado um pico de oxida¢do dependente do pH, Figura 8.16.

Figura 8.16 Voltamogramas de DP com correcg¢do de linha de base, obtidos com o GCE,

em solugdes de 100 uM histidina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH

O pico de oxidacdo Py da histidina deslocou-se para valores menos positivos
com o aumento do pH. A dependéncia ¢ linear e a inclinagcdo da recta de 60 mV por

unidade de pH, Figura 8.17, mostra que a oxidagdo da histidina envolve o mesmo

numero de electroes e de protdes.
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Figura 8.17 Grafico da variagdo com o pH do (M) E; e (1J) I, do pico Py, em GCE.

A largura a meia altura do pico de oxidagdo é W, ~ 100 mV em todos os
electrélitos de suporte estudados, mostrando que o mecanismo de oxidacdo da histidina
ocorre com a transferéncia de um electrdo e um protdo. A corrente do pico teve o valor
mais elevado em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, e nenhum pico de oxidacdo foi
observado nos voltamogramas registados em electrélitos com pH <3 e pH > 9.

Numa experiéncia efectuada numa solu¢do de 50 uM histidina em 0,1 M tampao
fosfato pH = 7,0 usando o BDDE, Figura 8.18A, o pico de oxidagdo Py ocorreu ao
mesmo potencial que no caso do GCE, E, =+ 1,17V, Figura 8.18B. O maior valor para
a corrente registado no BDDE ¢ devido as diferencas nas areas da superficie dos dois
eléctrodos. Registando voltamogramas sucessivos sem limpar as superficies dos
eléctrodos, o pico de oxidagdo apareceu ao mesmo potencial com a mesma corrente em
ambos os casos. O mecanismo de oxidacdo da histidina ndo depende do material do

eléctrodo e ¢ o mesmo em GCE e BDDE.
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Figura 8.18 Voltamogramas de DP obtidos em solugdes de histidina em (==) 0,1 M tampao
fosfato pH = 7,0 a (A) BDDE ¢ a (B) GCE; (==) primeiro ¢ (¢*) segundo varrimentos.
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8.4.3 Mecanismo de oxidagao

No intervalo 6 < pH < 9, o grupo carboxilo da histidina esta desprotonado,
enquanto que o grupo amino estd protonado e o anel de imidazol ¢ neutro. A oxidagdo
do grupo imidazol ocorre s6 entre estes valores de pH, através de um mecanismo que
envolve a transferéncia de um electrdo e um protdo, com a formag¢do de um radical

instavel e que pode existir em trés formas isoméricas.

Figura 8.19 Esquema do mecanismo de oxidagdo electroquimica da histidina.

O ataque nucleofilico da 4gua pode ocorrer na posi¢cdo C2, C4 ou C5 e estabiliza
o radical levando a sua hidroxilagdo. Contudo, o isdbmero mais estavel, com mais baixa
energia, envolve a posi¢do C2 [60]. O mecanismo de oxidagcdo da histidina para

2-oxohistidina esta descrito na Figura 8.19.
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8.5 CONCLUSOES

O comportamento electroquimico da tirosina, do triptofano e da histidina foi
estudado no GCE e no BDDE, em electrolitos de suporte com varios valores de pH.

A oxidacao electroquimica da tirosina esta relacionada com a oxidac¢do do grupo
fenol, envolvendo a formagdo dum radical fenoxido estabilizado pelo ataque
nucleofilico da 4gua, que leva a formagdo dum produto de oxidagdo electroactivo. Foi
também observado que as liga¢des peptidicas formadas entre as moléculas de tirosina
(poli-tirosina) ndo modificam o seu mecanismo de oxidac¢do. Alem disso, para os dois
eléctrodos utilizados, o CGE e o BDDE, a oxidacao da tirosina ¢ do seu produto de
oxidacdo ocorreu para os mesmos potenciais, nao depende do material do eléctrodo.

O triptofano sofre um processo de oxidagdo em dois passos. A primeira etapa
corresponde a oxidacdo do carbono C2 do anelo pirrol, seguida pela hidroxilagdo na
posicdo C7 do anel benzeno, que leva a formagdo de produtos electroactivos. Os
produtos de oxidacdo adsorvem na superficie do eléctrodo e sdo oxidados
reversivelmente. As experiéncias efectuadas em solugdes de poli-triptofano mostraram
que a ligagdo peptidica ndo altera o mecanismo de oxidagdo do triptofano. Embora na
superficie de BDDE o poli-triptofano apresento o mesmo comportamento
electroquimico, as etapas de oxida¢do ocorreram para potenciais mais positivos do que
na superficie do GCE.

A oxidagdo da histidina segue mecanismos semelhantes nos dois eléctrodos,
ocorrendo num sé passo irreversivel, que envolve a transferéncia de um electrdo e um
protdo, e leva a formagao de um radical instavel, e ao ataque nucleofilico da 4gua com a

formagao da 2-oxohistidina.
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Capitulo 9

Estudo voltamétrico da cisteina e da metionina






9.1 INTRODUCAO

A cisteina, Figura 9.1, tem grande importancia na estrutura das proteinas. Em
proteinas extracelulares, os residuos de cisteina estdo frequentemente envolvidos em
pontes de dissulfeto, onde dois residuos de cisteina sendo oxidados para formar uma
ligacdo covalente. Estas ligagdes servem principalmente para estabilizar a estrutura da
proteina e tém um papel fundamental na manutencao da estrutura terciaria de proteinas.
Os residuos de cisteina estdo também envolvidos nos sitios activos de muitas proteinas

ou na ligacdo de cofactores a grupos prostéticos [152, 155].

@)
H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH
CH, CH,
SH CH,
S
CH,
Cisteina Metionina

Figura 9.1 Estrutura quimica da cisteina e da metionina.
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Por outro lado, as fun¢des da metionina, Figura 9.1, ndo sdo muito conhecidas,
mas existem algumas hipéteses de que funcionam como protector de radicais livres,
desempenhando um papel muito importante in vivo durante as condigdes biologicas do
stress oxidativo, bem como para a estabilidade da proteina [178, 184, 191].

Devido aos varios estados de oxida¢do do atomo de enxofre, a oxidagdo da
cisteina e da metionina pode levar a formacdo de um grande niimero de compostos
[178]. Neste contexto, ao longo deste capitulo é apresentado um estudo sistematico do
comportamento electroquimico da cisteina e da metionina e os mecanismos de oxidagao

destes aminoacidos foram propostos [6].

9.2 CISTEINA

A oxidacao electroquimica da cisteina foi estudada na superficie do GCE e do
BDDE, utilizando voltametria ciclica e de DP, em electrolitos de suporte com diferentes

valores de pH e forca ionica de 0,1 M e diferentes valores de pH.

9.2.1 Voltametria ciclica

O comportamento electroquimico da cisteina foi estudado por voltametria ciclica
com a velocidade de varrimento de 25 mV s’, utilizando solu¢des de cisteina
preparadas em electrolitos de suporte de tampao acetato pH = 4,2 e de tampao fosfato

pH = 7,0, nas superficies de CGE, Figura 9.2, e de BDDE Figura 9.3.
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O voltamograma registado com o CGE numa solugdo de 175 uM de cisteina em
0,1 M tampao acetato pH = 4,2 mostrou duas reac¢des consecutivas de transferéncia de
electrdo, o pico P, a Epa2 =+0,92VeopicoPsa Epa3 =+ 1,43 V, Figura 9.2.

Quando comparado com os resultados obtidos em tampdo acetato, o
voltamograma ciclico efectuado numa solucao de 175 uM de cisteina em 0,1 M tampao
fosfato pH = 7,0 apresentou um novo pico de oxidacdo, P; a Epa1 =+ 0,62 V, o pico P,
ocorreu para o mesmo valor de potencial, Epa2 =+ 0,92 V, mas com uma corrente mais
baixa, e o pico P; ocorreu a um potencial menos positivo, Epa3 =+ 1,33 V, Figura 9.2.
Apos varios voltamogramas sucessivos, nenhum novo pico de oxidagao foi observado,

logo os produtos formados em P;, P, e P; ndo sdo electroactivos.

0.2 04 06 08 10 1.2 14 1.6
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 9.2 Voltamogramas ciclicos com subtragdo da linha de base, obtidos no GCE,
em solugdes de 175 uM de cisteina em 0,1 M (eee) tampao acetato pH =4,0 e
(==) tampao fosfato pH = 7,0, v=25mV s
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Com aumento do nimero de voltamogramas registados na mesma solugdo, sem

limpar a superficie do eléctrodo, foi observada a diminuicao das correntes dos picos,

devido a adsorcao dos produtos de oxidagao da cisteina superficie do eléctrodo.

Os voltamogramas ciclicos obtidos com o BDDE numa solugdo de 100 uM de

cisteina mostraram um comportamento semelhante, Figura 9.3. Em 0,1 M tampao
acetato pH = 4,2 foram observados dois picos de oxidacdo, e em 0,1 M tampao

pH = 7.0, um novo pico de oxidacdo ocorreu a um potencial menos positivo.

4 06 0.8 1.0 1.2 1.
E/V vs. Ag /AgCl

Figura 9.3 Voltamogramas ciclicos com subtragdo da linha de base, obtidos no BDDE, em
solucdes de 100 uM de cisteina em 0,1 M (eee) tampao acetato pH =4,0 e

(==) tampao fosfato pH = 7,0, v=25mV s

Para os dois valores de pH estudados e para os dois eléctrodos, GCE ¢ BDDE,

nos varrimentos catodicos dos voltamogramas ciclicos, nenhum pico foi observado,

mostrando que o processo de oxidacao da cisteina ¢ irreversivel.

202



9.2.2 Voltametria de impulso diferencial

O comportamento electroquimico da cisteina foi estudado por voltametria de DP
em solugdes de 150 uM de cisteina, no GCE, Figura 9.4, ¢ de 75 uM de cisteina no
BDDE, Figura 9.5, em electrolitos de suporte com 1 < pH < 8. Devido a sensibilidade
elevada da voltametria de DP quando comparada a voltametria ciclica, o primeiro pico de
oxidacao P; foi observado em todas as solugdes com pH > 2.

Os voltamogramas registados com o GCE, Figura 9.4A, mostraram que, para
electrolitos de suporte com pH < 4,2, o potencial do pico P, Ep1 =+ 0,69V, ¢
independente do pH. Para pH > 4,2, o potencial do pico P, ¢ dependente do pH, estando
deslocado para valores menos positivos com o aumento do pH, Figura 9.4B. A
dependéncia ¢ linear e segue a relacdo Ep2 (V) =10,920 — 0,060 pH. A inclinagdo da recta
de 60 mV por unidade de pH mostra que o pico de oxidacdo P, envolve a transferéncia do
mesmo nimero de electrdes e protdes. A largura a meia altura do pico, Wy, ~ 115 mV,
mostra que a reac¢ao electroquimica envolve a transferéncia de um electrdo [25].

Deste modo, ¢ possivel concluir que o primeiro pico de oxidacdo da cisteina, P,
ocorre para pH > 4,2, com a transferéncia de um electrdo e um protdo, enquanto que, para
pH < 4,2 o potencial do pico P, ¢ independente do pH, e envolve apenas a transferéncia
de um electrao.

Para valores de pH < 3,3, o potencial do pico P, é dependente do pH, e segue a
relagdo Ep2 (V) = 0,890 — 0,035 pH. O valor da largura a meia altura do pico,
Wi, = 55 mV, indica que a reac¢do de oxidagdo correspondente ao P, envolve a
transferéncia de dois electroes. Considerando a variagdo do potencial do pico de 35 mV
por unidade de pH, o numero de protdes transferidos ¢ de metade do niimero de electrdes.

Assim, o pico de oxidagdo P, envolve a transferéncia de dois electroes € um protao.
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Figure 9.4 (A) Voltamogramas de DP com correc¢do da linha de base, obtidos com 0 GCE em
solugdes de 150 uM de cisteina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;
(B) Grafico da variagdo com o pH do (H) Ep1 do pico Py,

(@) E,” do pico P, e (A) E,’ do pico Ps.
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Figure 9.5 (A) Voltamogramas de DP com correc¢do da linha de base, obtidos com 0 BDDE
em solugdes de 100 uM de cisteina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;
(B) Grafico da variagdo com o pH do (H) Ep1 do pico Py,

(@) Ep2 do pico P, e (A) Ep3 do pico Ps.
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Para pH > 3,3, o potencial de oxidagdao do pico P, é independente do pH do
electrolito de suporte. Nestas condigdes, a largura a meia altura do pico P, da
oxidagdo da cisteina é W;, ~ 100 mV, o que corresponde a uma reacc¢do
electroquimica que envolve a transferéncia de apenas um electrdo e nenhum protao,
Figura 9.4B.

Para solucdes de electrolitos de suporte com pH > 3,3 ocorreu o pico de
oxidagdo P3, Figura 9.4A, e o valor do potencial de oxidag¢ao deste pico diminui com
o aumento do pH. A dependéncia ¢ linear, e segue a relagdo Ep3 (V) =1,410 - 0,030
pH, Figura 9.4B. A inclinagdo da recta, de 30 mV por unidade de pH, mostra que o
numero de protdes transferidos ¢ de metade do niimero de electrdes envolvidos na
reaccdo. Como a largura a meia altura do pico de oxidagdo P3 ¢ W, ~ 65 mV, a
reac¢do de oxidagdo envolve a transferéncia de dois electrdes e um protao [238].

Os voltamogramas de DP registados com o BDDE em solugdes de cisteina em
electrolitos de suporte com diferentes valores de pH foram semelhantes aos
voltamogramas obtidos com o GCE, ¢ os trés picos de oxidacdo observados ocorreram
aproximadamente nos mesmos valores de potencial, Figura 9.5. Uma vez que os
compostos organicos apresentam uma adsor¢cdo muito reduzida na superficie do
BDDE [242], esta semelhanga mostra que a adsorc¢ao da cisteina ou dos seus produtos
de oxidagdo na superficie dos eléctrodos ndo afecta o processo electroquimico de

oxidacao.
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9.2.3 Mecanismo de oxidagao

A cisteina sofre trés reac¢des de oxidagdo consecutivas em ambos os GCE ¢
BDDE.

Em meios muito acidos, pH < 3,3, o grupo —SH da cisteina ¢ oxidado num
mecanismo que envolve a transferéncia de um electrao, pico P;, com a formacdo dum
catido radical. A estabilizagdo deste radical através duma reac¢ao homogénea, resulta na
formagao de uma espécie intermediaria, que ¢ oxidada para acido cisteico, pico P,, num
mecanismo que envolve a transferéncia de dois electroes e um protao.

Para pH > 3,3, a cisteina sofre uma oxidagdo electroquimica envolvendo a
transferéncia dum electrdo, pico P, seguida pela desprotonagdo e produgdo de um
radical. O ataque nucleofilico da 4gua a este radical leva também a formagdo duma
espécie intermediaria, cuja oxidagdo leva a formagao do acido cisteico, o pico P,, num
mecanismo que envolve a transferéncia de um electrao.

Por outro lado, os radicais formados no primeiro passo de oxidagdo, pico Pj,
podem dimerizar levando a formacdo da cistina, que, por sua vez, ¢ oxidada com a
transferéncia de dois electrdes e um protdo, pico P;, embora para potencial mais

positivo devido a ligagdo forte covalente da ponte dissulfeto.

9.3 METIONINA

As reaccdes redox da metionina na superficie de GCE e de BDDE foram
estudadas utilizando as técnicas de voltametria ciclica e de DP, em electrolitos de

suporte com forca ionica de 0,1 M e diferentes valores de pH.
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9.3.1 Voltametria ciclica

O voltamograma ciclico registado no GCE numa solugdo de 175 uM de
metionina em 0,1 M tampao acetato pH = 4,2, Figura 9.6, apresentou duas reacgoes
consecutivas de transferéncia de carga, o pico Py, a Epa1 =+ 1,10 V, e o pico P, a
Eps =+ 1,35 V.

Por outro lado, o voltamograma ciclico registado no BDDE numa solucao de
100 uM de metionina em 0,1 M tampdo acetato pH = 4,2, mostrou a ocorréncia de
apenas o pico P, a Epa2 =+ 1,35V, Figura 9.7. Em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0 foi
observado apenas o pico P, para o mesmo valor de potencial, Epa2 =+ 1,35V, tanto no

CGE como no BDDE.

04 06 08 10 12 1.4
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 9.6 Voltamogramas ciclicos com subtragdo da linha de base, obtidos com o GCE em
solugdes de 175 uM de metionina em 0,1 M: (eee) tampao acetato pH =4,0 ¢
(=) tampéo fosfato pH=7,0; v=25mV s
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Figura 9.7 Voltamogramas ciclicos com subtragdo da linha de base, obtidos utilizando o BDDE
em solucdes de 100 uM de metionina em: (eee) 0,1 M tamp@o acetato pH = 4,0 e (==) 0,1 M

tampdo fosfato pH = 7,0, v=25mV s™.

Para todas as solugdes de electrolito de suporte estudados, nos varrimentos

catodicos nenhum pico foi observado, mostrando que, nestas condi¢des, o processo de

oxidacao da metionina ¢ irreversivel.

9.3.2 Voltametria de impulso diferencial

O comportamento electroquimico da metionina foi estudado por voltametria de
DP, em electrolitos de suporte com 1,0 < pH < 8,0 e for¢a idnica de 0,1 M e solugdes de

150 uM de metionina no GCE, Figura 9.8, e de 75 uM no BDDE, Figura 9.9.
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Na superficie do GCE, os voltamogramas de DP apresentaram resultados
semelhantes aos de voltametria ciclica, o pico P;, que ocorreu s6 nos electrélitos de
suporte com pH < 3,3, e o pico P,, a um valor de potencial mais positivo, que ocorreu
para todos os electrolitos de suporte estudados, Figura 9.8A.

Para pH < 3,3, o potencial do pico P; ¢ dependente do pH. A dependéncia ¢
linear e segue a relagao Epl (V) =1.440 — 0,033 pH, Figura 9.8B. A inclinagdo da recta,
33 mV por unidade de pH, mostra que o numero de protdes transferidos no primeiro
passo do mecanismo de oxidagdo é metade do numero de electrdes. Considerando que a
largura a meia altura do pico P; é W, ~ 53 mV, ¢ possivel concluir que a oxidagao
envolve a transferéncia de dois electrdes e um protao.

O segundo pico P, é dependente do pH para valores inferiores a 3,3, ¢ o
potencial do pico desloca-se para valores menos positivos com o aumento do pH,
segundo a relagdo: Ep2 (V) = 1,330 — 0,030 pH, Figura 9.8B. A inclinagao da recta de
30 mV por unidade de pH mostra que o nimero de protdes transferidos durante ao
processo de oxidagdo correspondente ao pico P, ¢ metade do niimero de electrdes
envolvidos. O numero de electrdes foi determinado pela largura do pico a meia altura,
Wi, ~ 65 mV, que corresponde a uma reac¢do electroquimica que envolve a
transferéncia de dois electrdes [238]. Portanto, o processo de oxidagdo correspondente
ao pico Py, ocorre com a transferéncia de dois electrdes e um protdo. Para pH > 3,3 o
potencial de oxidag@o do pico P, ¢ independente do pH, Figura 9.8B. A largura a meia
altura do pico aumentou, W;, ~ 100 mV, e corresponde a uma reac¢ao electroquimica

envolvendo a transferéncia de um electrao.
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Figure 9.8 (A) Voltamogramas de DP com correc¢do da linha de base, obtidos com o GCE em

E /Vvs. A

solucdes de 150 uM de metionina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;

(B) Grafico da variagdo com o pH do (M) E,' do pico P, e (®) E,” do pico P,.
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Figure 9.9 (A) Voltamogramas de DP com correc¢ao da linha de base, obtidos com 0 BDDE
em solugdes de 75 uM de metionina em electrolitos de suporte com diferentes valores de pH;

(B) Grafico da variagdo com o pH do (H) Ep2 e do (O) I,,2 do pico P».
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Quando comparado com os resultados obtidos na superficie de GCE, os
voltamogramas de DP da metionina registados na superficie d¢ BDDE mostraram a
ocorréncia de apenas o pico de oxidacdo P,, aproximadamente ao mesmo valor de
potencial que no GCE, Figura 9.9. No entanto, o valor da corrente do pico P,
apresentou valores muito mais elevados do que observado na superficie de GCE.

Devido a uma adsor¢do muito reduzida da metionina na superficie do BDDE,
provavelmente a oxida¢do das moléculas de metionina na proximidade da superficie do
BDDE ¢ dificultada, ocorrendo para potenciais mais elevados. Por esta razdo o pico de
oxidagdo P, observado nos voltamogramas apresentados na Figura 9.9 podera

representar uma convolugdo dos dois picos de oxidacao P, e P, da Met.

9.3.3 Mecanismo de oxidagao

Na superficie do GCE, em electrélitos de suporte com pH < 3,3, foram
observadas duas reac¢des consecutivas de transferéncia de electrdo. Os dois passos de
oxidacdo ocorrem com a transferéncia de dois electrdes e um protdo. Em electrdlitos de
suporte com pH > 3,3 ¢ transferido apenas um electrdo. No entanto, no intervalo
3,3 <pH < 4,2 a oxidagdo ocorre em dois passos, enquanto que para pHs > 4,2 foi
observado apenas o segundo passo de oxidacao.

Por sua vez, com o BDDE e para todos os electrdlitos de suporte estudados, foi
observado apenas o segundo passo de oxidacdo da metionina, provavelmente devido a
adsor¢do muito reduzida da metionina na superficie do eléctrodo e a ocultacdo do

primeiro passo de oxidacdo.
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Tendo em consideracao os resultados voltamétricos obtidos e a sua correlagao
com os mecanismos de oxidagdo in vivo da metionina, ¢ possivel concluir que a
oxidacdo leva a formacao de sulfoxido de metionina no primeiro passo de oxidagdo e de

metionina sulfona no segundo passo, através de varias espécies intermediarias.

9.4 CONCLUSOES

Neste capitulo foram investigados os mecanismos de oxidagdo electroquimica
dos aminoacidos que contem enxofre, cisteina e metionina, através de métodos
electroquimicos de voltametria ciclica e de DP, usando dois eléctrodos, GCE e BDDE,
numa ampla gama de pH.

A oxidacdo destes aminoacidos ¢ um processo irreversivel, controlado pela
difusdo, dependente do pH e ocorre num mecanismo complexo que envolve a
transferéncia de electrdes e protdes. O aminoacido cisteina sofre trés reaccdes de
oxidacdo consecutivas em GCE e BDDE. A primeira etapa envolve a oxidacdo do grupo
sulfidrilo e a formacdo dum radical. O ataque nucleofilico da dgua leva a formagao de
espécies intermediarias que podem ser oxidadas, e do 4cido cisteico da cisteina. Além
disso, a oxidacdo do grupo sulfidrilo pode formar uma ponte dissulfeto entre duas
moléculas de cisteina, formando a cistina, que é oxidada a um potencial mais positivo,
devido a forte ligagdo covalente da ponte dissulfeto.

A oxida¢do da metionina ocorre em dois passos, levando a formacgao de
sulfoxido de metionina e metionina sulfona, através de varias espécies intermédias. No
entanto, a adsor¢do da metionina no BDDE ¢ reduzida, ¢ o seu processo de oxidagdo

ocorre num unico passo, levando a formagao de metionina sulfona.
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Capitulo 10

Oxidacao electroquimica da

metionina sulféxido reductase A






10.1 INTRODUCAO

A enzima metionina sulfoxido reductase A (MsrA) endoégena, sintetizada pela
bactéria Escherichia coli, ¢ uma pequena proteina de 23 kDa, com a estrutura primaria
constituida por 211 aminodcidos. A sua estrutura secundaria apresenta 5 a-hélices,

constituidas por 50 residuos (23%) ¢ 10 folhas B, constituidas por 36 residuos (16%),

Figura 10.1.
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Figura 10.1. Estruturas primaria e secundaria da Metionina sulfoxido reductase A

[PDB, ficheiro 2GT3, UniProtKB POA744] [170].
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Figura 10.2 Estrutura terciaria da metionina sulféxido reductase A [modificada a partir do

PDB, ficheiro 2GT3, UniProtKB POA744] [170].

Uma andlise da estrutura primaria da MsrA monstra que, dos 212 residuos de
aminoacidos, 35 apresentam propriedades electroquimicas: 13 residuos de tirosina (Y),
3 residuos de triptofano (W), 9 residuos de histidina (H), 4 residuos de cisteina (C) e 6
residuos de metionina (M). Os aminoacidos electroactivos sao distribuidos de maneira
aleatdria ao longo da sua estrutura terciaria, Figura 10.2.

O objectivo do estudo apresentado neste capitulo foi a investigacao das reacgdes
de transferéncia de electrao do MsrA. Um filme de MsrA foi depositado nas superficies
de GCE e de BDDE, e o seu comportamento electroquimico foi investigado por

voltametria ciclica e de DP.
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10.2 OXIDACAO NA SUPERFICIE DO GCE

O filme fino de MsrA foi obtido cobrindo a superficie de GCE com 5 puL de
solugdo 0,33 mg mL" de MsrA. Apés a secagem da primeira camada de filmo, o

mesmo procedimento foi repetido mais uma vez.

10.2.1 Voltametria ciclica

O comportamento electroquimico da MsrA adsorvida na superficie de GCE foi
estudado por voltametria ciclica em solugdes 0,1 M tampao acetato pH = 4,2 e tampao

fosfato pH = 7,0, Figura 10.3.

050 075 100 125 150
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 10.3. Voltamogramas ciclicos com subtragdo da linha de base da
MsrA adsorvida no GCE, obtidos em (eee) 0,1 M tampao acetato pH =4,0 ¢
(=) 0,1 M tampéo fosfato pH = 7,0, v=25mV s™.
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Os voltamogramas registados em ambos os pHs apresentaram trés picos de
oxidacdo. Em tampdo acetato pH = 4,2, o primeiro pico de oxida¢do ocorreu a
Ep =+ 0,90 V e ¢ identificado com a oxidagdo dos residuos de tirosina e triptofano,
picos Py e Ply. O segundo pico de oxidagdo Py observado a E, =+ 1,15 V ¢ devido a
oxidagdo dos residuos de histidina, enquanto que a reac¢do que ocorreua E, =+ 1,35V
corresponde ao o segundo pico de oxidacio dos residuos de triptofano, Py,

Aumentando o valor do pH do electrolito de suporte para pH = 7,0 os trés picos
de oxidagdo ocorreram para potenciais menos positivos, Figura 10.3. Por outro lado, foi
observado que as correntes dos picos de oxidacao dos residuos de tirosina, triptofano e
histidina da MsrA, diminuem com o aumento do valor de pH do electrélito de suporte.
No entanto, estes aminoacidos livres em solu¢do apresentaram corrente de pico mais
elevadas em solucdes de eletrolito de suporte com pH neutro, como descrito no
Capitulo 8. A diminui¢do do pico de oxidagdo dos residuos de tirosina, triptofano e
histidina da MsrA deve-se a mudanga de conformagdo da proteina adsorvida na

superficie do eléctrodo.

10.2.2 Voltametria de impulso diferencial

A oxidacdo electroquimica da MsrA adsorvida na superficie do GCE foi
estudada por voltametria de DP, numa ampla gama de pH entre 1,0 e 12,0,
Figura 10.4. Para pH < 3, os voltamogramas registados entre 0,00 V e + 1,40 V
apresentaram apenas o primeiro pico, relacionado com a oxida¢do dos residuos de
tirosina (Py) e de triptofano (P'w), também bservado para todos os electrolitos de

suporte estudados, Figuras 10.4.
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Figura 10.4 Voltamogramas de DP com correcgdo da linha de base, da MsrA adsorvida

no GCE, obtidos em electrdlitos de suporte com diferentes valores de pH.

Figura 10.5 Voltamogramas de DP da Figura 10.4, no intervalo de potencial + 0,80 V a
+ 1,10V, da MsrA adsorvida no GCE, obtidos em electrélitos de suporte com

diferentes valores de pH.
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Aumentando o pH da solugdo de electrélito de suporte apareceram outros dois
picos de oxidagao, PZW e Py, como previamente observado nas experiéncias de
voltametria ciclica. O segundo pico de oxidagdo, P*, Figuras 10.5 e 10.6, ocorre
somente em electrdlitos com 4 < pH < 8, enquanto que o terceiro pico de oxidacao, Py,

foi observado para todos os electrolitos de suporte com pH > 3, Figuras 10.4 e 10.6.
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Figura 10.6 Gréfico da variagio com o pH de: (M) E, e (0J) I, dos picos P'y e Py,
(®) E, e (O) I, do pico P>y e (A) E, do pico Pc.

Os potenciais de todos os picos sdo dependentes do pH, deslocando-se para
valores menos positivos com o aumento do pH, Figura 10.6. A inclinag@o das rectas de
60 mV e a largura a meia altura encontrada para os trés picos de ~ 100 mV monstra que
as reaccoes de oxidacdo ocorrem com a transferéncia de um electrdo e um protdo, de
acordo com os resultados obtidos no Capitulo 7, para os aminoacidos electroactivos

constituintes de MsrA.
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10.3 OXIDACAO NA SUPERFICIE DO BDDE

Os processos redox do triptofano e da tirosina, que entram na composi¢ao da
MsrA, foram investigados de forma exaustiva no Capitulo 8, sendo verificado que, na
superficie do GCE, o primeiro pico de oxidagdo do triptofano ocorre para o mesmo
potencial que o pico de oxidagdo da tirosina. No entanto, usando o BDDE e a derivada
de primeira ordem [255], dos voltamogramas de DP, os processos oxidativos dos dois
aminoacidos podem ser separados, uma vez que a oxidag¢do do triptofano no BDDE

ocorre a potenciais mais positivos do que a oxidagao da tirosina.

02 04 06 08 10 1.2
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 10.7 Voltamogramas de DP da MsrA imobilizada a BDDE, obtidos em (===) 0,1 M

tampao fosfato pH = 7,0: (==) primeiro varrimento de DP e (=) respectiva derivada.
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O filme fino de MsrA no BDDE foi preparado de maneira semelhante ao GCE,
cobrindo a superficie do eléctrodo com 5 pL de solugdo de 0,33 mg mL™ de MsrA e
repetindo o processo uma vez ap6s a secagem do filme.

Em 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0, o filme fino de MsrA adsorvido na
superficie do BDDE, Figura 10.7, apresenta dois picos de oxidagdo na regido de
potencial + 0,50 V a + 0,80 V, Figura 10.7, diferente dos resultados obtidos nas

mesmas condi¢des com na superficie de GCE, Figura 10.8.

02 04 06 08 10 12
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 10.8 Voltamogramas de DP da MsrA imobilizada a GCE, obtidos em
(===) 0,1 M tampao fosfato pH = 7,0: (==) primeiro varrimento e

(==) respectiva derivada.
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A derivada de primeira ordem do voltamograma de DP registado para a MsrA
adsorvida no BDDE, apresenta dois maximos bem separados, correspondentes a
oxidagdo dos residuos de tirosina e de triptofano, Figura 10.7. A oxida¢do dos residuos
de tirosina, pico Py, ocorre a E; =+ 0,60 V, enquanto que o primeiro pico de oxidagdo
dos residuos de triptofano, o pico P'w, aparece a um potencial mais positivo,
E, =+ 0,70 V. O segundo pico de oxidacdo dos residuos de triptofano, P%yw, ocorreu a
E,=+1,08 V.

Em comparacdo, a derivada de primeira ordem do voltamograma de DP
registado para a MsrA imobilizada no GCE mostra que a oxida¢do dos residuos de

tirosina e triptofano ocorre ao mesmo potencial, Figura 10.8.

10.4 A ADSORCAO E A OXIDAGCAO DA MsrA

Os eléctrodos de carbono tém uma elevada actividade de superficie, o que
explica a sua susceptibilidade para a contaminagdo por adsor¢do de compostos
organicos. Na superficie de carbono podem ser formadas ligagdes com hidrogénio,
grupos hidroxilo e carboxilo e até quinonas.

A adsor¢do das proteinas na superficie dos eléctrodos de carbono esta
directamente influenciada pela composi¢ao e caracter dos grupos H e/ou O existentes na
superficie de carbono. As proteinas apresentam maior adsor¢cdo nas superficies
hidrofébicas, quando comparado com a adsor¢ao nas superficies hidrofilicas [217-219].

As terminagdes de hidrogénio na superficie do eléctrodo sdo hidrofobicas, com
alta afinidade electrénica negativa, enquanto que as terminagdes de oxigénio sdo

hidrofilicas com afinidade electronica positiva.
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Contudo, o processo de adsor¢do ¢ dinamico e pode ser dividido em cinco
etapas: (1) adsor¢do, (2) rearranjo estrutural dependente do tempo e (3) desor¢do [219].

A hidrofobicidade ¢ um factor importante para a identificacdo das caracteristicas
das proteinas e a escala Kyte-Doolittle ¢ utilizada de maneira exaustiva para a detecg¢ao
das regides hidrofobicas das proteinas. O aminoacido com o menor valor na escala
Kyte-Doolittle num determinado sitio da proteina ¢ considerado o aminoacido mais
hidrofilico, enquanto que o aminoacido com o valor mais elevado ¢ considerado o

menos hidrofilico [153].
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Figure 10.9 Grafico do indice hidropatico da sequéncia primaria de aminoacidos da MsrA.
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A MsrA, cuja estrutura primaria esta apresentada na Figura 10.1, revelou no
grafico do indice hidropatico, Figura 10.9, trés principais dominios hidrofébicos, Cl1,

C2 e C3, Figura 10.10:

Cl:  AIFAMGCFWGVERLFWQLPGVYSTAAGY

45 72
C2: AVRIVYDPSVISYEQLLQVFW
95 115

C3:  YGYCGIGGIGVCLPPE
195 210

SLFDKKHLVSPADALPGRNTPMPVATLHAVNGHSMTNVPDGMEIAIFAMGCF

1 10 20 30 40 50
WGVERLFWQLPGVYSTAAGY TGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDP
53 60 70 80 90 100
SVISYEQLLQVFWENHDPAQGMRQGNDHGTQYRSAIYPLTPEQDAAARASLE
103 110 120 130 140 150
RFQAAMLAADDDRHITTEIANATPFY Y ASDDHQQYLHKNPYGY CGIGGIGV
155 160 170 180 190 200

CLPPE

206 210

Figura 10.10 Estrutura primaria da Metionina sulfoxido reductase A,

com os trés principais dominios hidrofébicos, C1, C2 e C3.

As cadeias de aminoacidos C1, C2 e C3 contém os residuos electroactivos de
tirosina (Y) e triptofano (W) da MsrA, sendo os residuos de triptofano localizados
exclusivamente nestas regides. Deste modo, a adsor¢cdo da MsrA na superficie do GCE
¢ facilitada através da interac¢do hidrofobica estabelecida pelas regides C1-C3 com a
superficie hidrofébica do eléctrodo, possibilitando a oxidagao destes aminoacidos. Além
destas regides, os residuos hidrofobicos e hidrofilicos estdo misturados, sem nenhuma

forte evidéncia de hidrofobicidade.
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10.5 CONCLUSOES

A proteina MsrA sofre oxidagdo electroquimica nas superficies de GCE e de
BDDE, devido a oxidagdo dos seus residuos de aminoacidos tirosina, triptofano e
histidina. As trés regides hidrofébicas da MsrA, reveladas através do seu indice
hidropatico, apresentam na sua estrutura os residuos oxidéaveis de tirosina, triptofano e
histidina, o que permite a adsor¢do hidrofobica da MsrA com os residuos oxidaveis
junto a superficie do eléctrodo e consequentemente facilita a transferéncia electronica.

O processo de oxidagdo da MsrA imobilizada na superficie dos GCE e BDDE,
ocorre em trés etapas consecutivas, dependentes de pH. A primeira etapa corresponde a
oxidacdo dos residuos de tirosina e triptofano, a segunda etapa corresponde a oxidagao
da histidina, e a terceira corresponde ao segundo passo na de oxidagdo do triptofano a
um potencial mais positivo. A utilizacdo do BDDE apresentou uma vantagem essencial
uma vez que permitiu a separac¢ao dos picos de oxidagdo do triptofano e tirosina.

Os métodos voltamétricos utilizados no estudo electroquimico da MsrA na
superficie dos GCE e BDDE, revelaram-se ferramentas esséncias para obter
informagdes relevantes ndo apenas sobre o mecanismo de oxidagdo, mas também sobre
a sua adsor¢do na superficie destes eléctrodos, abrindo caminho para a analise de novas
proteinas, através da investigacdo electroquimica dos seus residuos com propriedades

electroquimicas.
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Capitulo 11

Conclusoes






O objectivo deste trabalho foi a investigacdo do comportamento electroquimico
e dos mecanismos de oxidacdo de varios compostos aromaticos, de aminoacidos e de
proteinas. Para este efeito, foram realizadas experiéncias voltamétricas na superficie do
GCE e do BDDE, usando voltametria ciclica, de impulso diferencial e de onda
quadrada.

Os eléctrodos utilizados sdo constituidos por diferentes formas alotrépicas de
carbono: amorfo para GCE e cristalino para BDDE, apresentando diferentes
propriedades fisicas e quimicas. Por esta razdo, em primeiro lugar foi caracterizado o
BDDE. A geracédo electroguimica in situ de radicais hidréxilo na superficie de BDDE
foi investigada em diferentes solucBes de electrélito de suporte e foi investigada a
geracdo electroquimica dos radicais hidroxilo, que podem interagir e oxidar compostos
organicos.

O estudo sistematico dos processos de eléctrodo envolvidos na oxidacdo de
moléculas organicas de varios compostos aromaticos com estrutura quimica simples,
nomeadamente fenol, indol e alguns dos seus derivados, permitiu esclarecer 0s
mecanismos de oxidacdo de moléculas com importancia bioldgica mais complexas
como os alcaloides berberina e sanguinarina, 0s aminoacidos e a proteina MsrA.

Os mecanismos de oxidacdo do fenol e dos seus derivados para-substituidos,
4-etilfenol e tiramina, foram propostos. A oxidacdo do fenol € irreversivel, com a

formacéo de dois produtos de oxidacao, orto-quinona e para-quinona. Estes produtos de
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oxidacdo sdo, por sua vez, oxidados reversivelmente através de um mecanismo
dependente do pH. Os derivados de fenol 4-etilfenol e tiramina apresentam um
comportamento semelhante ao do fenol. A oxidacdo destes compostos ocorre com a
transferéncia de um electrdo e um protdo e leva a formagdo de um unico produto de
oxidagdo, devido a estar ocupada a posicdo para pelos diferentes substituintes, ao
contrario dos dois produtos de oxidagdo do fenol.

O comportamento electroquimico do ASA e do TRF foi investigado antes e
depois da sua hidrolise em agua e em meio alcalino. O estudo da oxidacdo do ASA e
do TRF com o GCE e com o BDDE ajudou a esclarecer 0s processos electroquimicos
que ocorrem na superficie destes eléctrodos. Engquanto que, com o GCE, s6 foi
possivel a determinacdo do ASA e do TRF através dos seus produtos de hidrélise, o
SA e 0 HTB, com o BDDE, devido as caracteristicas da sua superficie, foi possivel a
determinacdo do ASA e do TRF.

O estudo electroquimico comparativo do indol e dos seus derivados
C3-substituidos, indol-3-acetamida, triptamina, gramina, acido indol acético, &cido
indol propionico e &cido indol butirico, permitiu esclarecer os mecanismos de oxidac&o
desses compostos. A oxidacdo electroquimica do indol é irreversivel e depende do pH.
O mecanismo de oxidacdo dos derivados de indol C3-substituidos estudados é mais
complexo e ocorre em dois passos irreversiveis, dependentes do pH. O primeiro passo
corresponde a oxidacdo do carbono C2 do anel pirrol e o segundo passo corresponde a
hidroxilagdo electroquimica do carbono C7 do grupo benzeno, que resulta na formagéo
de um grupo fenol electroactivo. A oxidacdo deste grupo leva a formagdo de dois
produtos electroactivos com substituintes nas posi¢cdes para e orto, que adsorvem na

superficie do eléctrodo e sdo oxidados de maneira reversivel.
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A sanguinarina e a berberina podem participar em diversas reaccdes redox no
meio intracelular e as propriedades de transferéncia de electrdes destes alcaldides
foram investigadas. Os resultados mostraram que a oxidacdo destes compostos € um
processo quase reversivel, controlado pela difusdo, ocorrendo num mecanismo
complexo com transferéncia de electrfes e de protdes. Em todos os electrolitos
estudados, os produtos de oxidacdo da berberina e da sanguinarina mostraram
processos redox reversiveis.

Os mecanismos de oxidacdo dos aminodcidos tirosina, triptofano, histidina,
cisteina e metionina foram investigados usando o GCE e o BDDE.

Relativamente aos estudos efectuados com aminodacidos tirosina e triptofano, a
caracterizacdo voltamétrica das moléculas de fenol, indol e dos seus derivados foi
essencial e ajudou esclarecer os processos de transferéncia de electrdo destes
aminoacidos. A oxidacdo da tirosina esta relacionada com a oxidacdo do grupo fenol,
envolvendo a formacdo de um radical fendxido estabilizado pelo ataque nucleofilico da
agua, que leva a formacdo dum produto de oxidacdo electroactivo. O triptofano tem
duas etapas irreversiveis de oxidacdo, dependentes de pH. A primeira etapa da oxidacao
corresponde a oxidacdo do carbono C2 do anelo pirrol, seguida pela hidroxilacdo na
posicdo C7 do grupo benzeno do indol e a formacdo de produtos de oxidacdo que
adsorvem na superficie do eléctrodo e sofrem também uma oxidacéo reversivel. Na
superficie de GCE a primeira etapa de oxidacdo do triptofano ocorre a um potencial
igual & oxidagdo da tirosina. No entanto, utilizando a superficie de BDDE ¢é possivel
diferenciar entre os potenciais dos picos de oxidagao da tirosina e do triptofano.

O comportamento anddico da histidina foi estudado, e para os dois eléctrodos

utilizados, a oxidacao electroquimica envolve 0 mesmo mecanismo ocorrendo apenas
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no intervalo 3,0 < pH < 9,0, com a transferéncia de um electrdo e um protdo do grupo
imidazole e a formacdo dum radical. A hidroxilacdo pelo ataque nucleofilico da agua
estabiliza este radical, levando & formag&o de 2-oxohistidina.

A oxidacdo dos aminoéacidos que contém enxofre, cisteina e metionina, € um
processo irreversivel, controlado pela difusdo, dependente do pH, e ocorre num
mecanismo complexo com a transferéncia de electrdes e protdes.

A proteina MsrA sofre oxidag&o electroquimica nos GCE e BDDE, devido aos
seus residuos oxidaveis de tirosina, triptofano e histidina. O mecanismo de oxidacdo da
MsrA adsorvida no GCE ocorre em trés etapas consecutivas, dependentes de pH.
A primeira etapa corresponde a oxidacdo dos residuos de tirosina e triptofano. Nesta
primeira etapa de oxidacdo, o BDDE tem a vantagem de permitir a separa¢do dos picos
de oxidacgéo do triptofano e da tirosina. Na segunda etapa ocorre a oxidacdo da histidina,
e na terceira, a um potencial mais positivo, ocorre a segunda etapa da oxidagdo dos
residuos de triptofano.

Ao longo deste trabalho, os métodos voltamétricos revelaram-se ferramentas
essenciais para a caracterizacdo e a avaliacdo da transferéncia de electrdo de varios
compostos aromaticos, de aminoacidos e de proteinas, devido a capacidade de anélise,
em tempo real, dos processos que ocorrem na superficie do eléctrodo, contribuindo para
uma melhor compreenséo dos processos de interac¢do que ocorrem in vivo.

Relativamente ao estudo de transferéncia de electrdes, o uso de eléctrodos de
carbono permitiu a investigacdo rapida e de baixo custo de compostos de interesse
biologico. As propriedades do BDDE, tais como a geracdo de radicais hidroxilo e a
janela larga de potencial, abrem novas possibilidades de investigacdo na &rea da

electroquimica e da electroandlise, possibilitando efectuar futuros estudos
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electroquimicos que ndo sdo possiveis com outros eléctrodos. Neste contexto, a
investigacdo de novos materiais de eléctrodos e eléctrodos modificados sera também
muito importante.

O trabalho efectuado demonstrou que as proteinas sofrem oxidacdo nos
eléctrodos de carbono, sendo possivel determinar o seu mecanismo de oxidacéo
explorando as propriedades electroquimicas dos aminoécidos seus constituintes.

Relativamente as perspectivas futuras, a interaccdo das proteinas com a
superficie dos eléctrodos é muito importante na construcdo de biossensores e
dispositivos biomédicos, sendo este topico um possivel tema de investigacdo. A
caracterizacdo electroquimica com o BDDE irad permitir determinar o dano oxidativo
causado as proteinas por radicais hidroxilo electrogerados in situ e investigar os
mecanismos de transferéncia de electrdo.

O futuro desenvolvimento deste trabalho aplicado ao estudo de proteinas
podera também passar pela investigacdo de outros processos bioguimicos associados,
tais como a interaccdo das proteinas com ides, farmacos, nanoparticulas e sequéncias
de DNA, em complemento com outras técnicas de espectroscopia electroquimica de

impedancia, de microscopia atomica, de espectrofotometria ou de cromatografia.
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