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RESUMO

Silva, R. P. “Comportamento Redox e Deteccao Voltamétrica de
Neurotransmissores, Nitrito, Derivados Purinicos e Nitrofural em Sensores
Eletroquimicos a Base de Carbono”. 2012. Numero de paginas do trabalho 154 p.
Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduagdao em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Sistemas quimicos capazes de produzir radicais livres OH® e O,
responsaveis por danos no DNA, foram estudados em diversos tipos de

eletrodos de carbono previamente modificados.

Nitrofural, RNO,, foi reduzido mono eletronicamente ao seu respectivo
nitro anion radical, RNO,*, em eletrodo de pasta de carbono modificado
superficialmente com um filme de guanina. O nitro anion radical atacou a
guanina imobilizada na superficie do eletrodo e, esta interagéo in situ, resultou
na formacéo de cations radicais de guanina (G*"), que ao interagirem com a
guanina (G), foram identificados pelo pico de oxidagdo em voltametria pulso
diferencial, VPD, nas formas diméricas de guanina na regido positiva de

potencial.

Os outros sistemas estudados se referem ao desenvolvimento de novos
eletrodos de carbono modificados ou ainda a utilizagdo procedimentos de
modificagdes desenvolvidas anteriormente, para a deteccdo de varias
moléculas de importancia biologica. O acido ascorbico (AA), acido urico (AU),
xantina (XA) e hipoxantina (HX) foram detectados simultaneamente em
eletrodo de grafite pirolitico, previamente modificado em solugdo de dopamina
(EGPD), utilizando VPD. Os picos de oxidacgao, obtidos por voltametria ciclica

foram detectados em 51; 393; 765 e 1080 mV vs Ag / AgCl, KClsary para AA,



AU, XA e HX, respectivamente. O limite de detecgao para XA em presenca de
5,0 x10™° mol L™ de HX foi 2,3 x10® mol L (com sensibilidade de 2,8 A mol™ L
cm2), enquanto que o limite de deteccdo para HX na presenca de 5,0 x10™ mol
L™ de XA foi de 5,6 x10°® mol L™ (com sensibilidade de 1,4 A mol” L cm™). XA
e HX foram determinadas em amostras de urina e os valores encontrados

foram 0,47 umol L"e5,9 pmol L™, respectivamente.

Serotonina  (5-HT) e dopamina (DA) foram determinadas
simultaneamente em eletrodo de carbono vitreo, previamente modificado em
solugao de serotonina (GCE - 5HT). A serotonina foi detectada em 379 mV vs
Ag / AgCl, KClsat), 31 mV menos positivo daquele observado em eletrodo de
carbono vitreo (410 mV), enquanto DA foi detectada a 200 mV. Nenhuma
interferéncia foi observada na presencga de (AA), tirosina (Tyr), epinefrina (EP)

e noradrenalina (NE).

Finalmente, na ultima etapa do presente trabalho lignina, extraida a
partir de licor de Kraft, foi solubilizada em acetonitrila / H,SO4 e a solugdo
resultante utilizada para dispersar nanotubos de carbono de parede multipla,
NTCPM. Esta suspensédo foi empregada para modificar a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo, posteriormente utilizado na deteccao de nitrito por

VPD no intervalo de concentracgdo de 4,0 x 10° < [NO,]< 8, 0 x 10° mol L™.

O complexo formado entre neocuproina e Cu (l), um composto em
potencial para geracado de radicais livres e promocédo de lesbes no DNA, foi

sintetizado e caracterizado.

Palavras-chave: Derivados Purinicos, Neurotransmissores, Radicais Livres,
Antioxidantes, Voltametria e Eletrodos de Carbono.



ABSTRACT

Silva, R. P. " Redox Behavior and Voltammetric Detection of Neurotransmitters,
Nitrite, and purine derivatives in Nitrofural Electrochemical Sensors Base Carbon
. 2012. 154p. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Chemical systems, which are able to produce OH® and O," free radicals,
responsible for damage in DNA, were studied at different carbon modified

electrode surfaces.

Guanine carbon paste modified electrode was used to promote the
nitrofural (RNO2) monoelectronic reduction to its respective nitro anion radical,
RNO,*", which attacked guanine immobilized on the electrode surface. The
interaction in situ promoted the formation of guanine cation radicals (G*)
between guanine (G), after a dimerization process, were detected in the positive

potential range by Differential Pulse Voltammetry, DPV.

The other studied systems refer to development of new carbon modified
electrodes or utilization of carbon modified electrodes, previously described, for
the detection of several important biological molecules. Ascorbic acid (AA), uric
acid (UA), xanthine (XA) and hypoxanthine (HX) were simultaneously detected
at pyrolytic graphite electrode, previously modified into dopamine solution
(EGPD), using DPV. The oxidation peak potentials, were obtained by cyclic
voltammetry at 51; 393; 0.765 and 1080 mV vs Ag/AgCI, KCysat) for AA, UA, XA
and HX, respectively. The detection limit for XA in presence of 5.0 x10™° mol L™
HX was 2.3 x10° mol L (with sensibility of 2.8 A mol" L cm™), while the

detection limit for HX in presence of 5.0 x10° mol L' XA was 5.6 x10® mol L™



(with sensibility of 1.4 A mol™ L cm™?). XA and HX were determined in urine

samples and the values founded were 0.47 uM e 5.9 uM, respectively.

Serotonin (5-HT) and dopamine (DA) were simultaneously detected at
glassy carbon electrode, previously modified in serotonin solution (ECV - 5HT).
Serotonin was detected at 379 mV vs Ag/AgCI, KC; sat, 31 mV less positive
potential than that observed at bare glassy carbon electrode (410 mV), while
DA was detected at 200 mV. No interference was observed in presence of (AA),

tyrosine (Tyr), epinephrine (EP) and noradrenaline (NE).

Finally, in the last stage of this work, lignin, extracted from Kraft liqueur,
was solubilized in acetonitrile/H,SO,4 and used to disperse multi-wall carbon
nanotubes, MWNTC. This suspension was used to modify the glassy carbon
electrode surface and nitrite was detected, by DPV in the concentration range of

4,0x 10° <[NO,]<8,0x 10° mol L™

The complex formed between neocuproina and Cu (), a compound which
can produce free radicals and thereby cause damage to DNA, was synthesized

and characterized.

Keywords: Purine Derivatives, Neurotransmitters, Free Radicals, Antioxidants,
Voltammetry and Carbon Electrodes.
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I. INTRODUGAO E OBJETIVOS

De acordo com a biologia celular, o acido desoxirribonucléico (DNA) é a
molécula-alvo da maioria das terapias antineoplasicas e antivirais [1]. O estudo
da interacdo de diversas moléculas com o DNA tem papel fundamental, na
identificacdo de compostos com alto potencial cancerigeno e, a elucidacao
destes mecanismos de interagdo pode ser também um dos caminhos para o
desenvolvimento de novos farmacos com agao quimioterapica. Um exemplo
tipico destes tipos de farmacos sdo os complexos metalicos, que podem levar a
intercalagdo do metal entre as fitas desta macromolécula, como os compostos
de platina [2-3], e levar a quebra da dupla hélice, inibindo o processo de

replicacédo do material genético [4,5].

Neste contexto, as técnicas voltamétricas sédo ferramentas poderosas
para estudar e elucidar esses mecanismos, pelo menos in vitro [6], e tém sido
muito valiosas principalmente, porque os intermediarios e produtos de reacao
formados na interfase eletrodo/solu¢ao sao, na maioria das vezes, 0s mesmos
daqueles obtidos via enzimatica [7]. Estas técnicas tém ainda grande aplicagao
analitica devido a rapidez de resposta dos sistemas de detecgao, baixo custo e
seletividade [8] e podem ser empregadas no estudo e compreensdao da
interacédo de diversos compostos com o DNA. A estratégia a ser utilizada
depende do tipo de interagao, que pode ser, por exemplo, uma intercalagao do
composto entre duas bases da dupla hélice ou ainda, um dano causado por

estresse oxidativo, quando se trata de um composto capaz de oxidar uma das
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bases do DNA. Em ambos os casos, ocorre perturbagdo no mecanismo de

transferéncia de carga através da dupla hélice [9].

A utilizacdo das técnicas voltamétricas em que o eletrodo de trabalho é
um eletrodo quimica ou eletroquimicamente modificado com DNA ou ainda, um
biossensor de DNA, abre um leque de possibilidades que vai desde o estudo
de interagdo de diversas moléculas com o DNA imobilizado na superficie do
eletrodo, até o desenvolvimento de métodos analiticos envolvendo ou néo,

esse mecanismo de interagao.

Para o desenvolvimento destes eletrodos modificados, diversos tipos de
substratos podem ser utilizados entre eles, as superficies de carbono ou as
superficies metalicas, como o ouro. A imobilizacdo do material biolégico, como
por exemplo, o DNA, pode ser feita na presenca ou auséncia de diferentes

materiais poliméricos [10-13].

A imobilizagdo desta macromolécula sobre eletrodos sodlidos ja foi
utilizada para construcao de dispositivos eletronicos, sensores e biossensores.
Os objetivos foram detectar desordens genéticas decorrentes de lesdes
causadas ao DNA por radicais livres [12-15], principalmente os radicais
derivados de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) na
presengca de metais em seus estados mais baixos de valéncia [16-18].
Modificagdes superficiais podem também ser promovidas de modo a preparar
Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM) para utilizagdo no campo da

eletroanalise [19-22] e determinacao de atividade antioxidante [16,17].
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Revisdo detalhada sobre a eletroquimica do DNA, suas implicacbes e
aplicagdes nos campos bioldégicos e analiticos pode ser encontrada no trabalho

de revisédo recentemente publicado por PaleCek and BartoSike [23].

A atividade eletroquimica do DNA esta intimamente relacionada a de suas
bases purinicas (guanina e adenina) e pirimidinicas (citosina e timina) e,
embora as duas primeiras sejam as mais facilmente oxidadas, as demais
também o sdo e, sinais de oxidacao distintos para as quatro bases foram
obtidos com o auxilio da sonoeletroquimica [24]. Os sinais de corrente
dependem do DNA utilizado, sendo maiores em DNA desnaturado, ou seja,

simples fita, e sinais menores para dupla hélice.

A facil oxidagao destas bases, guanina e adenina, foi empregada por Brett
et al. [20], na tentativa de desenvolver um método para quantificacdo de
carboplatina, farmaco utilizado no tratamento contra o cancer, que apresenta
pequena atividade eletroquimica e fortes efeitos de adsor¢céo na superficie de
eletrodos soélidos. Evidentemente, se a ideia é quantificar um analito via
indireta, utilizando o desaparecimento dos picos de oxidagdao dessas bases na
presenca da molécula alvo, o sinal obtido na auséncia do farmaco deve ser alto
e permanecer invariavel durante as medicdes voltamétricas consecutivas;

situacao que dificilmente é observado experimentalmente.

Brett et al. [25] caracterizaram a oxidagdo das bases purinicas em uma
solugdo contendo DNA dupla hélice (ds-DNA) previamente tratado com &acido
perclérico (DNA degradado) e observaram que as correntes de pico de
oxidagdo das bases guanina e adenina aumentavam para registros

voltamogrameétricos consecutivos a voltamograma. Este trabalho foi o passo
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inicial dado na direcao do desenvolvimento de um eletrodo de carbono vitreo
quimicamente modificado com ds-DNA, que permitiu a quantificacdo de
carboplatina nas amostras de soro de pacientes com cancer [20]. As
caracteristicas condutoras da camada modificadora de DNA foram

posteriormente comprovadas por estudos de Impedéancia Eletroquimica [26].

Este eletrodo modificado foi ainda empregado para estudar a interagéo
dos intermediarios de redugao de nitro compostos com o DNA, ja que tanto, o
nitrodnion radical (RNO®), resultante da redugdo monoeletronica do
nitrocomposto, quanto o derivado nitroso (RNO) e a hidroxilamina, envolvendo
reducdo com 2 e 4 elétrons, respectivamente, tém in vivo, o DNA do

Tripanossoma cruzi como alvo [27-29].

Para preparacao do eletrodo modificado, o eletrodo de carbono vitreo foi
recoberto com DNA calf thymus (ds-DNA) e, posteriormente modificado em
tampao pH 4,5 por aplicagdo de potenciais altamente positivos (da ordem de
+1,4 V) e em seguida modificado em solu¢cdo de DNA degradado, sob o

mesmo potencial aplicado.

A aplicacdo de potenciais desta ordem aparentemente causou, um
distanciamento entre as hélices do ds-DNA imobilizado na superficie do
eletrodo e as bases purinicas (G e C) e pirimidinicas (A e T), provenientes da
solucao de trabalho, foram inseridas entre as hélices e oxidadas na superficie

do eletrodo modificado.
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O processo de modificagdo originou uma fase condutora, aplicavel no
campo da eletroanalise, mas dificultou a interpretacdo dos resultados de

interacéo com a carboplatina e os nitrocompostos [30].

Deste modo, o caminho mais simples e seguro para identificar qual base
€ o alvo preferencial de ataque, quer por um farmaco ou por um poluente
ambiental, com propriedades carcinogénicas, é imobilizar individualmente cada
uma das bases nas superficies eletrodicas de interesse e avaliar a eventual
interacdo isoladamente, postergando a utilizagdo do DNA (matriz de maior

complexidade) como alvo bioldgico, para uma etapa posterior.

O objetivo desta Tese foi avaliar em diversas superficies de carbono o
estudo do comportamento voltamétricos e desenvolvimento de métodos de
determinacao para derivados purinicos (xantina, hipoxantina, e acido urico),
neurotransmissores (serotonina e dopamina), acido ascorbico, nitrito, perdxido
de hidrogénio e nitrofural. Os sistemas escolhidos foram aqueles com grande
potencialidade para a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS) como O,", OH’, fenoxil e nitro anion radical, que pudessem
interagir, in situ, com as bases purinicas e/ou o acido desoxirribonucleico

imobilizados na superficie do transdutor.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes

A Tabela | apresenta os reagentes empregados e suas respectivas
procedéncias. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, usados
sem purificagdo prévia e as solugcbes foram preparadas usando solventes
apropriados dentre eles agua deionizada obtida de um sistema da Barnstead

Nanopure.

Tabela I — Reagentes e suas procedéncias.

Reagentes Procedéncia
Acetato de aménio Merck
Acetato de Sddio Merck

Acetonitrila Mallinckrodt
Acido Acético Merck

Acido L-ascérbico Mallinckrodt
Acido Bérico Merck
Acido Citrico Merck
Acido Cloridrico Merck
Acido O-fosférico Merck

Acido Nitrico Merck
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Tabela I — Reagentes e suas procedéncias (Continuacio)

Reagentes

Procedéncia

Acido Sulfurico
Acido Urico
Adrenalina

Albumina

Brometo de cetil butil trimetil amobnio

Citrato de sédio

Cloreto de Cobre (1)

Cloreto de Hexa-amin Ruténio (lII)

Cloreto de Potassio

Cloridrato de Neocuproina

Dihidrogenofosfato Monossodico

Dimetilformamida (DMF)
Dimetilsulfoxido
DNA calf thymus

Dopamina
Etanol Absoluto

Ferricianeto de potassio

BD-glucose
Glutaraldeido
Hidrocloreto de Guanina
Hidrogenofosfato Dissddico
Hidroxido de Sédio

Hipoxantina

Merck
Aldrich Chemical
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
QM
QM
Sigma
Avocado Res. Chem.

Merck
Merck
Sigma
Sigma®
Alfa AESAR
Merck
Merck

Merck
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Tabela I — Reagentes e suas procedéncias (Continuacio)

Reagentes Procedéncia
Lignina Sigma
Lignina Kraft Licor Negro

Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas

Nitrato de Cobre (II)
Nitrato de Sddio
Nitrito de Sodio
Nitrofural
Noradrenalina
Oleo Nujol
8-Oxo-Guanina
Perclorato de cobre (Il)
Peroxido de Hidrogénio
PIPES
P6 de Grafite
Serotonina
Sulfato de cobre (ll)
Sulfato de sédio
Quercetina Dihidratada
tetracloroaurato de hidrogénio
Tirosina
Triptofano

Xantina

Lab. Nanomat.—
UFMG

Merck
Merck
Merck
Avocado Res. Chem.
Sigma
Aldrich Chemical
Aldrich Chemical
Merck
Merck
Avocado Res. Chem.
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma

Merck

Todos de grau analiticos e usados sem purificagao prévia.
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2.2 Tampoes [31,32]

Tamp3o acetato aménio 0,2 mol L™, pH 7,0 foi preparado por dissolugéo
de massa apropriada de acetato de aménio em agua deionizada. O ajuste de
pH foi feito com solugéo de HAc 0,1 mol L™ ou NaOH 2,0 mol L™,

Tamp3o acetato de sédio/acido acético (tampio acetato) 0,1 mol L™
foi preparado por dissolugao de massa apropriada de acetato de sodio e adigao
de volume adequado de acido aceético e posterior dissolugcdo em agua
deionizada. O ajuste de pH foi feito com solugéo de HAc 0,1 mol L™ ou NaOH
2,0 mol L.

Tamp3ao Britton-Robinson (BR) 0,4 mol L™ foi preparado em diversos
valores de pH, pela adicdo de volumes adequados de solugdes estoques de
H;PO,4, H3CCOOH e H3BO;3; (todos 0,4 mol L'1). O ajuste de pH feito com
solugdo de NaOH 2,0 mol L™.

Tampio citrato de sédio/acido citrico (T Citrato) 0,1 mol L' foi
preparado em pH 3,0, 4,5 e 7,0 por dissolugdo de massa apropriada de acetato
de sadio e adicao de volume adequado de acido acético em agua deionizada.
O ajuste do pH foi feito com solucédo de acido Citrico 0,1 mol L' ou NaOH 2,0
mol L™,

Tampao fosfato (TF) 0,1 mol L, foi preparado em pH 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,
6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0 por dissolucdo de massa apropriada dos sais
hidrogenofosfato dissédico e dihidrogenofosfato monossddico em agua
deionizada. O ajuste de pH foi feito com solugdo de HsPO4 0,1 mol L™ ou

NaOH 2,0 mol L.
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Tamp3ao PIPES foi preparado na concentragdo de 0,1 mol L™, pH 7,0 por
dissolucdo de massa apropriada de PIPES em NaOH 1,0 mol L™ com posterior
ajuste de pH feito também com solugédo de NaOH 1,0 mol L. O PIPES por se
tratar de um eletrélito necessitou de ajuste de forga ibnica para 0,3 mol L™ com

NaNO3.

2.3 Solugoes

Solugdes estoques de acido ascorbico 1,0 x 10" mol L'1, dopamina 1,0 x
102 mol L, glicose e serotonina 1,0 x 102 mol L™ foram preparadas por
dissolucdo de massa apropriada de cada analito em solugdo tampéao TF, pH
6,5. A solucao de glicose foi mantida em temperatura ambiente por 24 h para
permitir o equilibrio das formas anoméricas.

Solucdes estoques de perdxido de hidrogénio 5,0 x 102 mol L™ foram
preparadas, por diluicdo de volume apropriado desta substancia em solugéo de
tampao fosfato, pH 6,5 e posteriormente mantidas sob abrigo de luz.

Solugbes estoques de guanina e 8-oxo-guanina foram preparadas na
concentracdo de 5,0 x 102 mol L pela dissolugcdo dos respectivos sais em
solugdo de NaOH 1,0 mol L™.

Solugcbes estoques de acido urico, xantina e hipoxantina foram
preparadas na concentracdo de 5,0 x 102 mol L™ por dissolugdo de massa
apropriada dos compostos em 2,0 mL de NaOH 1,0 x 10" mol L'1, com

posterior diluicdo a 10,0 mL com TF pH 6,5.
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Solugédo de albumina 0,1%: a solugéo foi preparada pela dissolugao de
0,1 g de albumina em 100 mL de solugao tampéao BR de pH 8,0.

Solugdes de brometo de cetil-butil-trimetii aménio (CTBA) 0,1%,
glutaraldeido 2,5%, cloridrato de neocuproina 2,0 x 102 e 0,1 mol L™, e sulfato
de sédio 0,1 mol L' foram preparadas por dissolugdo de massa apropriada dos
compostos em volume adequado de agua deionizada.

Solucdes de ferricianeto de potassio 5,0 x 102 mol L™ e cloreto de hexa-
aminruténio (l11) 5,0 x 102 mol L™ foram preparadas em &gua deionizada ou em
solucao tampao com pH e composi¢des adequadas.

Solucdo de DNA dupla hélice 80,0 mg L™ foi preparada dissolvendo-se
2,0 mg de DNA Calf thymus em solugéo tampéao acido acético/acetato de sodio e
o volume completado a 25,0 mL com este mesmo tampéao.

A suspensao de NTC foi preparada seguindo procedimento de Milczarek
[33], com modificacbes que serdo discutidas em momento oportuno.

Lignina kraft (1,0 g L"), extraida de licor negro por precipitagdo com acido
sulfurico, foi homogeneamente solubilizada usando acetonitrila:acido sulfurico
0,5 mol L™ (1:1, v/v) como solvente [34].

Solucdes estoques de nitrofural 1,0 x 10 mol L™ foram preparadas, por
dissolugdo de quantidade apropriada do farmaco em agua/etanol (v/iv 1:1) e
mantidas sob o abrigo de luz.

Solugdes de nitrato de cobre (Il), sulfato de cobre (I), e perclorato de
cobre (I1), 2,0 x 10° e 1,0 mol L' também foram preparadas em agua
deionizada ou em solugao tampao, com pH e composi¢cdes adequadas.

Para os ensaios realizados por espectrometria de absorcédo atdmica foram

preparadas solugdes de nitrato de cobre (2,0 a 12,0 mg L™), cloridrato de
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neocuproina 1,2 g L™ e do sal complexo de cobre-neocuproina em solucéo de
acetonitrina 4% (v/v) em H0O.

A solugdo estoque de quercetina 2,0 x 10° mol L™ foi preparada por
dissolucido de massa apropriada desta substdncia em volume adequado de
etanol absoluto.

Solugdes de lignina 1,0 x g L™, padrdo ou kraft foram preparadas em
agua / DMF (1:1, v/v).

Solugdes de tetracloroaurato de hidrogénio, 5,0 x 10 mol L' em acido
nitrico 0,1 mol L™, também foram preparadas por diluicdo em solucdo tampéao
com pH e composi¢cdes adequadas.

Para obtencao dos dados voltamétricos volumes adequados das solucdes
estoques foram adicionados a célula eletroquimica contendo o tampéao de pH
adequado, de modo a obter as concentragcbes desejadas na célula
eletroquimica.

As solugdes foram estocadas sob refrigeragdo e ao abrigo de luz e

usadas no maximo trés dias apds o seu preparo.

2.4 Equipamentos

As medidas de pH foram efetuadas com o pH-metro modelo 654 acoplado

a um eletrodo de vidro modelo 6.0203.100 (OE), ambos da Metrohm.

As medidas voltamétricas foram efetuadas utilizando
Potenciostato/Galvanostato PG STAT20 da Eco-Chemie acoplado ao software

GPES versao 4.9005p.
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As medidas de absorcédo atdmica para as determinacdes de Cobre foram
realizadas em um espectrdbmetro de absorcdo atdbmica com atomizagao
eletrotérmica em forno de grafite GTA 110 (Varian, modelo Spectra A 220),
equipado com corretor de fundo Zeeman e amostrador automatico. O sistema
de aquisicdo de dados foi gerenciado por microcomputador em ambiente
Windows e, como fonte de radiagao, foi empregada lampada de catodo oco de
Cu, operando em 7 mA e comprimento de onda 327,4 nm, com abertura de

fenda de 0,5 nm.

As medidas termogravimétricas (TG) foram realizadas em um aparelho
SHIMATZU, a uma taxa de aquecimento constante de 10 °C min™" sob fluxo

constante de ar de 50 cm® min™", até temperatura de 900 °C.

As medidas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram
realizadas em um aparelho SHIMADZU, a uma taxa de aquecimento constante
de 10 °C min™ sob um fluxo constante de nitrogénio de 100 cm® min™, até

temperatura de 600 °C.

Analise elementar e espectro de infravermelho foram realizados nas
amostras de solugdo de neocuproina 0,1 mol L™, de nitrato de Cobre (II) 0,1
mol L™ e do precipitado formado pela mistura das solucdes de cobre e

neocuproina. Estes ensaios foram realizados na Central Analitica IQUSP-SP.
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2.5 Eletrodos

Utilizou-se um sistema constituido por trés eletrodos: Ag/AgClLKClsa).
(referéncia), espiral de platina (auxiliar) e como eletrodos de trabalho: grafite
pirolitico de grau espectroscoépico (& = 5,0 mm), carbono vitreo (& = 3,0 mm),
pasta de carbono (<& = 4,0 mm) e eletrodo de diamante altamente dopado com

boro (& = 3,0 mm).

Os eletrodos de pasta de carbono foram preparados pela mistura de
grafite/nujol na propor¢do de 2:1 (m:m). A limpeza dos demais eletrodos foi
realizada pelo polimento em feltro metalografico com alumina (1,0 e 0,3 pm),
seguida de lavagem com 4agua deionizada e manutengdo em banho de

ultrassom por trés minutos.

2.6 Limpeza e ativacao de superficies de eletrodos a base de

carbono

Com excecao dos eletrodos de pasta de carbono, a limpeza dos demais
eletrodos sera descrita na parte dos resultados e, foi sempre seguida de uma
etapa de limpeza eletroquimica por aplicacdo de +1,5 V por 120 s ao eletrodo
de trabalho, previamente imerso com os eletrodos de referéncia e auxiliar em
solucdo de NaOH 1,0 x 10" mol L™, sob agitagdo. Em seguida, registraram-se

trés voltamogramas ciclicos consecutivos nas seguintes condigoes:
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Einicia: 0,2 V, E,.: +1,5 V, Efna: -0,2 V, v = 100 mV 3'1, com o sistema sendo

mantido sob agitacao para auxiliar o processo de limpeza.

2.7 Deteccao voltamétrica dos analitos

Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos até a estabilizagao da
linha de base, em tampao fosfato 0,1 mol L™, no pH adequado usando pré-
concentragédo de 10 s a +1,5V no intervalo de +0,5 V a +0,8 V para XA, +0,8 V
a +1,3 V para HX e, para quercetina, pré-concentracdo de 10 s a -0,3 V no
intervalo de -0,3 V a +0,3V, todos com as mesmas velocidade de varredura de
10 mV s, amplitude de pulso de 50 mV e duracdo de pulso de
70 ms. Para a obtengcdo das curvas analiticas de XA e HX, variaram-se as
concentracdes, registrando-se os voltamogramas nas mesmas condi¢des
experimentais acima descritas, realizando-se trés voltamogramas consecutivos

para cada valor nominal de concentragao.

A deteccdo simultanea de 5-HT e DA com 2,0 x 10° mol L™ foi efetuada
em solugao TF, pH 2,0 — 10,0. Os VPD foram obtidos no branco usando pré-
concentracdo a +1,5 V por 20 s, v = 10 mV s™'; amplitude de pulso de 50 mV;
duracao de pulso de 70 ms, intervalo de -0,2 V a 0,7 V. Para obtengao das
curvas analiticas variaram-se as concentragdes dos analitos de interesse, em
TF, pH 6,5, nas mesmas condicbes experimentais acima descritas. Trés
voltamogramas consecutivos foram obtidos para cada valor nominal de

concentragao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Imobilizagao de Bases Purinicas do DNA

Em 2003, Silva e Serrano [35] descreveram a modificacdo da superficie
de eletrodos de pasta de carbono em solugdo de Guanina. Um filme polimérico
condutor foi obtido na superficie do eletrodo com a imobilizagcado de dimeros
desta base. O processo envolveu a imersdao de um eletrodo de pasta de
carbono em solugédo de Guanina com aplicagdo de potenciais elevados (+1,1
V), potencial este suficiente para oxidagcao desta base. Quando o eletrodo foi
modificado de maneira similar, mas com a aplicacdo de potenciais inferiores a
oxidagao de guanina (+0,4 V), também foi obtido um filme polimérico, porém
pouco condutor. Em ambos os casos, a guanina imobilizada nos filmes, difere
da maneira como ela é encontrada no DNA. Por sua vez, Tufidn-Blanco et al.
[36], imobilizaram esta base em eletrodo de grafite pirolitico em potencial de
circuito aberto por 30 s e, apds a realizagao de 10 voltamogramas ciclicos entre
-0,2 e 1,4 V, o filme formado pelos produtos de oxidagao da base demonstrou

efeito catalitico para oxidagao de NADH.

Neste trabalho, para evitar a polimerizagdo da Guanina gerada
eletroquimicamente imobilizou-se, mecanicamente, esta purina sobre eletrodos
de pasta de carbono (EPC), carbono vitreo (ECV) e grafite pirolitico (EGP),
buscando obter filmes poliméricos em que a estrutura da base nao fosse

alterada em relagao a base presente no DNA.
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3.1.1. Eletrodos de carbono recobertos por filme de guanina — Formacgao

do filme em diferentes valores de pH.

Eletrodos de carbono vitreo, diamante dopado com boro, grafite pirolitico
e pasta de carbono foram recobertos com solugéo de guanina, preparada em
tampao com composi¢cdes e valores de pH variados. A modificagdo de
eletrodos de carbono vitreo consistiu do recobrimento superficial com 25,0 pl
de solucdo de guanina 2,5 x 10° mol L™, preparada em NaOH 0,1 mol L™
seguida da adicdo de 50,0 pl de solugdo tampao fosfato (TF) 0,1 mol L™, pH
7,0, e secagem a temperatura ambiente por uma noite.

Eletrodos de pasta de carbono e grafite pirolitico foram recobertos com
25,0 pl de solucdo de guanina 2,5 x 10 mol L' em NaOH 0,1 mol L™". Em
seqguida foi feita a adigdo de 50,0 yl de tampé&o acetato 0,2 mol L' pH 7,0 e
posterior secagem em temperatura ambiente por uma noite. O mesmo
procedimento foi repetido substituindo-se o tampao acetato por tampao citrato
0,1 mol L™, tampao fosfato (TF) 0,1 mol L”, tampao PIPES 0,1 mol L' e
tamp3ao Britton-Robinson (BR) 0,2 mol L™, todos com pH 7,0.

Eletrodos de pasta de carbono foram superficialmente recobertos com 25
ul de solucdo de Guanina 2,5 x 10 mol L' em NaOH 0,1 mol L™ e em seguida,
volumes de 20,0; 25,0; 32,5; 35,0 e 45,0 ul de H3PO4 0,1 mol L foram
adicionados. Como anteriormente, os eletrodos secaram a temperatura
ambiente por uma noite. Deste modo, filmes de guanina foram formados nos
seqguintes valores de pH: 7,2; 6,0; 5,0; 3,5 e 2,5. Tal metodologia foi adotada a
fim de controlar a quantidade de Guanina adicionada a superficie de cada um

dos eletrodos, ja que nestes valores de pH esta base é pouco soluvel. Os
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valores de pH foram estimados utilizando volumes suficientes para realizagao
de medidas com pHmetro, mantendo-se as respectivas proporcoes de acidos e

bases para cada valor de pH.

Para superficies de carbono mais lisas como eletrodos de carbono vitreo
e eletrodos de diamante dopado com boro, ndo ocorreu a formagao dos filmes.
Apods secagem restou apenas um soélido branco que se desprendia faciimente
das superficies, de modo que estas foram descartadas. A formacao de filme

ocorreu apenas em eletrodos de grafite pirolitico e pasta de carbono.

Para verificar a influéncia da constituicdo de tampao, eletrodos de pasta
de carbono e grafite pirolitico foram recobertos com o mesmo volume de
solugao de guanina e em seguida foram adicionados 50,0 pL dos seguintes
tampodes, todos em pH 7,0: tamp&o acetato de amdnio, tampéao citrato, tampao
fosfato (TF), tampao PIPES, tampao Britton-Robinson (BR). Apenas os filmes
formados com os tampdes TF e BR apresentaram visivelmente aparéncia
polimérica e esbranquicada em EPC e EGP, porém os filmes formados sobre a
superficie de grafite pirolitico se desprenderam rapidamente ao serem
colocados em solugao. Assim as melhores condi¢cdes para formagao mecanica

de filme de guanina foram obtidas com eletrodos de Pasta de Carbono.

Eletrodos de pasta de carbono modificados nestas condigdes foram
nomeados por EPC-G pH 2,5; EPC-G pH 3,5; EPC-G pH 5,0; EPC-G pH 6,0 e
EPC-G pH 7,2. Com estes eletrodos foram obtidos voltamogramas ciclicos em
solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 6,5 e apds a estabilizagdo da linha
base, volume adequado de ferricianeto de potassio foi adicionado a célula

eletroquimica de modo a obter concentracdo final de 1,0 x 10* mol L. Os
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voltamogramas obtidos com estes eletrodos foram comparados com eletrodos
de pasta de carbono sem modificagdo (EPC). Com isto, acompanhou-se o
desempenho da modificagdo superficial do eletrodo em termos de corrente,
potencial de oxi-redugao, resisténcia, mecanica e componente capacitiva do
flme em diferentes valores de pH. A figura 01 apresenta o quinto
voltamograma de cada série obtido com EPC-G e EPC em diferentes valores

de pH.

Observando-se os voltamogramas obtidos em solu¢do de tampao
fosfato pH 6,5, linha tracejada das figuras 1A-1E, verifica-se que ha um
aumento da corrente de fundo para todos os EPC-G em relacdo ao EPC,
indicando um aumento de corrente capacitiva, diminuicdo nos niveis de

corrente e variagao nos potenciais tanto de oxidagao quanto de redugao.
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EPC EPC-G pH 3,5

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

-> E/ Vvs AgCl, KCl (sar) -> E/ Vvs AgCl, KCl (501
EPC-G pH 5,0 EPC-G pH 6,0

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 L 2 | . 1 . 1 . )

0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
i E/V vs AgCl, KCl ay > E/ V vs ACl, KCl far
EPC-G pH 7,2 EPC ¢ EPC-G pH 3,5-7,2

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
-> E/ Vs AgCl, KCl (sy) - E/ Vs AgCl, KCl (sr)

Figura 01.  Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de Ferricianeto de Potéssio
1,0 x 10* mol L' em TF 0,1 mol L'l, pH 6,5, (linha s6lida) e seu respectivo branco
(linha segmentada). A) eletrodo limpo EPC, B-E) EPC-G com filme formado no pH
indicado na figura. F) Voltamogramas de A-E, sobrepostos apos subtragdo dos brancos.
Condigdes experimentais: E;=-0,2 V; E; =0,6 V; E;=-0,2Vev =100 mVs™
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A figura 02A apresenta os valores de potencial de oxidagao obtidos a
partir dos voltamogramas apresentados na Figura 01. Pode-se observar que
os potenciais de oxidagao (Epa), obtidos com o EPC e o EPC-G (pH 6,0) foram
similares, aproximadamente + 310 mV, para EPC-G (pH 3,5 e 5,0) houve uma
ligeira antecipagao (+ 40 mV); ja para o eletrodo EPC-G (pH 7,2) a antecipacao
foi superior a 70 mV. Comportamento semelhante foi obtido no processo
catddico, onde o potencial de reducao foi facilitado em 54 mV, 29 mV e 87 mV,
respectivamente para os eletrodos EPC-G (pH 3,5, 5,0 e 7,2). O potencial de

reducao foi dificultado em 35 mV para EPC-G pH 6,0.

m-
=
300 | B e
Tzs0 |
g
[=]
3=
=g E
o180 F
h -
E‘IWI-
&t
50 |
EPC EPCG EPCG  EPCG EPCG . EPC EPC-G EPCG EPC-G  EPCG
PH3E  pHED  pHED pHTO PHLE  pHEO  pHER pHTO

Figura 02. A) Valores de potenciais de pico anddico (Epa) e catdédico (Epa) e B)
Valores de correntes de pico anddico (Ipa) e catédico (Ipc), obtidos a partir dos
voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 01.

A figura 02B apresenta os valores de corrente de pico de oxidagao (lpa)
e de reducao (Ipc) obtidos a partir dos voltamogramas apresentados na Figura 01.

Observa-se que para todos os eletrodos recobertos com guanina houve
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diminuicao nos niveis de corrente em relacdo aqueles obtidos com EPC, porém
com os eletrodos EPC-G 5,0, a queda foi menos pronunciada, com diminuicéo
de 5,3% para Ipa e de 35% para Ipc; para eletrodos do tipo EPC-G pH 3,5 a
diminuicao nos niveis de corrente foi de 22% para lpa e de 40% para Ipc; Para
eletrodos do tipo EPC-G pH 6,0, houve diminuicao de 56% para lpa e de 52%
para Ipc; porém a resposta a ferricianeto para eletrodos do tipo EPC-G pH 7,2

praticamente foi bloqueada, tanto no sentido anédico como no catédico.

Com base nos valores de correntes de pico e nos valores de potenciais
de picos obtidos em solucao de ferricianeto de potassio, as melhores condi¢des
para a formacéo de filmes de guanina foram em pH 5,0 e 3,5. A Figura 01F,
apresenta os voltamogramas obtidos em Figura 1A-1E, subtraidos dos seus
respectivos brancos, com a intencdo de eliminar os efeitos de corrente de
fundo e assim comparar os voltamogramas obtidos com cada eletrodo. A
sobreposicdao também indica que os voltamogramas que apresentaram
resultados mais préximos ao EPC foram os EPC-G que foram formados em

pHs 3,5 e 5,0.
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3.2 Imobilizacao de Guanina ou DNA e suas interagdées com o

nitroanion radical derivado do Nitrofural

Os nitrofuranos, Figura 03, pertencem a uma classe de farmacos usada
como agentes antibioticos e antimicrobianos. A acédo farmacoldgica se deve a
presenga de um grupo nitro ligado a cadeia lateral de um furano. Esses
compostos apresentam mecanismos de acao citotdxica que, inicialmente,
envolvem uma ou mais reagdes de redugdo do grupo nitro, seguidas por
inibicdes de varias enzimas que sdo necessarias as exigéncias energéticas da

célula do parasita [28,37-40].

O
o_ u__ u_ |

0, NﬁCzN—N ——C——NH,

Figura 03 - Estrutura Quimica do Nitrofural RNO,

Em geral, o primeiro passo do metabolismo desses compostos € a sua
reducao ao correspondente nitro anion radical. Sob condicbes anaerdbias, esse
radical pode sofrer reducdo, gerando derivado nitroso, hidroxilamina ou o
respectivo aminoderivado [41]. O nitroradical aniénico e o derivado
hidroxilaminico s&o os principais intermediarios responsaveis pela acao
citotéxica dos nitroheterociclicos [20, 42]. Ja em condi¢gdes aerdbicas, o nitro
anion radical reage com o oxigénio para formar o anion superéxido, que é
transformado em peréxido de hidrogénio pela agdo enzimatica da superdxido
dismutase. Se ocorrer o acumulo de peréxido de hidrogénio na célula do

parasita, isto podera gerar radicais OH®, espécie altamente oxidante,
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responsavel pelo estresse oxidativo das células e danos nas moléculas de DNA
do parasita e, geralmente, em que os sitios de ataque sao as bases purinicas

[20,37].

Os dados obtidos por Julido et al. [42] com eletrodo de diamante dopado
com boro (EDDB) permitiram propor o seguinte mecanismo para descrever o
comportamento eletroquimico do nitrofural (RNO,) em tampéao Britton-Robinson
(BR) usando voltametria ciclica. O RNO; foi reduzido diretamente a amina
derivada (RNHz) em um processo envolvendo seis elétrons e seis prétons (pH
entre 2,0-4,0), Esquema 1. Na faixa de pH entre 7,0-12, em meio
predominantemente aquoso, o processo de reducao se deu em duas etapas de
reducdo: de RNO, para RNO," (1 elétron) e seguido pela reducdo desse

radical para hidroxilamina derivada RNHOH (3 elétrons).

Epcia R-NO; + 6e” + 6H" —» R-NH, + 2H,0 (2,0 < pH <4,0)

Epc,HL R-NO; + e R-NO,* (7,0<pH<12)

Epc,2a R-NO;" + 3¢ + 4H* —» R-NHOH + H,0 (7,0<pH<12)
Esquema 01 — Mecanismo de redugdo do Nitrofural RNO, [42]
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3.2.1 Eletrodos compésitos de pasta de carbono com nitrofural

Para construgdo dos compositos de grafite e Nitrofural, este ultimo foi
misturado ao grafite nas seguintes concentragbes em massa: 3,3%, 6,7% e
13,3%. A esta mistura foi adicionado o agente aglutinante na proporc¢ao de 2:1
(m:m), mistura/nujol. Os compodsitos de pasta de carbono com Nitrofural
receberam as seguintes denominagdes, EPC-RNO,, seguido respectivamente
da porcentagem do Nitrofural, EPC-RNO,-3,3%, EPC-RNO,-6,7% e EPC-

RNO2-13%.

Eletrodos do tipo EPC-RNO; foram superficialmente recobertos com 25 pl
de solugdo de Guanina 2,5 x 10° mol L' em NaOH 0,1 mol L e em seguida
foram adicionados 32,5 ul de H3sPO,4 0,1 mol L™, pH 5,0. Como anteriormente,
os eletrodos secaram a temperatura ambiente por uma noite. Deste modo, o
filme de Guanina foi formado em pH 5,0. Eletrodos assim modificados foram

denominados EPC-RNO,-G.

Eletrodos de pasta de carbono foram utilizados em solugdo de Nitrofural
(RNO,) 1,0 x 10 mol L™ em tampdo BR 0,2 mol L™, pH 8,0, porém néo foi
possivel estabilizar o anion nitro radical RNO,™, ou seja observar o pico de
reducdo, em solucdo desaerada, ocorrendo a reducdo direta a hidroxilamina
[28], diferentemente do que foi obtido por Julido et al.. [43], que observaram a
formacgao do nitro radical em pH 8,0, utilizando eletrodo de diamante altamente
dopado com boro. Com o objetivo de obter a formacao do nitro anion radical e
avaliar sua interagdo com a guanina utilizou-se os eletrodos compdsitos EPC-

RNO;-3,3%, EPC-RNO2-6,7% e EPC-RNO2-13%.
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A Figura 04 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em solugao de
tampao BR, pH 8,0, com eletrodo EPC linha pontilhada, indicada na figura por
A. Como esperado, ndo foram observados nenhum pico de redugdo ou
oxidagdo. O voltamograma utilizando EPC-RNO,, curva B (linha tracejada),
apresentou um pico de redugcdo em -0,55 V (Epc1), atribuido a formagéao do
radical anidnico RNO,", seguido pela formagdo de hidroxilamina derivada
(RNHOH) e no sentido anddico, observou-se um primeiro pico de oxidagdo em
- 0,43 V (Epa1), atribuido a oxidagdo do RNO,™ a RNO,, e um segundo pico de
oxidacdo (Epa2) em + 0,12 V, atribuido a oxidagdo da hidroxilamina ou
oxidagdo do derivado nitroso (RNO). Com eletrodo EPC-RNOx-G,
representado por C, linha sélida, ndo se observou o pico de reducédo
caracteristico de formacdo do nitro anion radical, ocorrendo a reducio
diretamente a RNHOH, fato que poderia ser atribuido a interacdo do radical
aniénico com a guanina do filme, haja vista que no sentido anddico observou-
se apenas um pico de oxidagao em + 0,23 V. Este ultimo, poderia ser atribuido
tanto a um produto de interacdo RNO, -G, quanto ao deslocamento do pico de
oxidacdo da hidroxilamina ao derivado nitroso, deslocado para valores mais
positivos, pela barreira imposta pela presenca de guanina na composigdo do

eletrodo.
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Figura 04.  Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampdo BR 0,2 mol L', pH
8,0 A) eletrodo EPC e linha pontilhada (), B) eletrodo composito de Nitrofural
EPC-RNO,, linha segmentada (----) ¢ C) eletrodo composito de Nitrofural recoberto
com guanina, EPC-RNO;-G, linha sélida (—). Condi¢des Experimentais: E; = 0,0 V;

B =-1,0 V; B, =08 VE;=0,0 Ve v=100 mVs ™"

Buscando gerar uma maior quantidade de radicais que eventualmente
pudessem interagir com a guanina imobilizada em eletrodos do tipo
EPC-RNO,, aplicou-se pré-concentragao a — 0,55 V, restringindo-se a janela de
potencial de varredura (- 0,25 V a - 0,756 V) de modo a evitar o
desproporcionamento do radical. A figura 05 apresenta estes voltamogramas.
Os voltamogramas A e B foram obtidos respectivamente com eletrodos do tipo
EPC e EPC-RNO;, ambos sem condicionamento, enquanto os voltamogramas
C e D foram obtidos apds pré-condicionamento de 30 e 60 s a - 0,55 V. Nos
casos A e B nao foi possivel obter picos bem definidos de formagao do nitro-

radical, observando-se apenas um “ombro” na regido de formagdo do mesmo,
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mas, apos o pré-condicionamento foi possivel identificar um ombro, indicativo
da reducdo monoeletronica do nitrofural, com formacdo do radical RNO,™
(curvas C e D), indicativo de que houve melhora no processo estabilizagéo
deste radical com o pré-condicionamento, fato ndo observado com os eletrodos

sem condicionamento (voltamograma B da figura 05).

-0.8 -0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3
- E/V

Figura 05.  Voltamogramas ciclicos obtidos em solugio tampio BR 0,2 mol L™,
pH 8,0: A) eletrodo limpo EPC e linha pontilhada ("), sem pré-condicionamento, B)
EPC-RNO,, linha segmentada (----), sem pré-condicionamento., C) EPC-RNO,, linha
solida (—), 30 s de pré-condicionamento a -0,55 V D) EPC-RNQ,, linha s6lida (—),
60 s de pré-condicionamento a -0,55 V Condigdes Experimentais: E; = - 0,25 V;
E,=-0,75V; Eg=-0,25Vev =100 mVs™"

Devido a baixa sensibilidade da voltametria ciclica, optou-se por utilizar a

voltametria de pulso diferencial aplicando um pré-condicionamento prévio, para
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melhor visualizagdo do pico de oxidagdo do RNO,~ formando RNO,. A Figura
06 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial em solugdo de tampéo
BR, pH 8,0. Nos trés voltamogramas foi possivel detectar o pico de oxidacao

do radical RNO,™".

O voltamograma indicado por A na figura 06 foi realizado com eletrodos
EPC-RNO; sem pré-condicionamento. O mesmo procedimento foi adotado no
voltamograma B, utilizando o eletrodo recoberto com guanina (EPC-RNO2-G).
Observou-se uma ligeira diminuigdo de pico de oxidagao, que se especulou ser
uma interagdo da guanina presente no filme com nitro-radical gerado

eletroquimicamente.

Com o objetivo de aumentar a quantidade de nitro-radical gerado,
aplicou-se neste eletrodo um potencial de pré-condicionamento de -0,65 V por
60 s efetuando-se a varredura em sentido positivo de potencial. O
voltamograma obtido, figura 6C mostra uma grande queda de corrente no pico
de re-oxidagdo do RNO;™ no eletrodo EPC-RNO,-G, indicando que o nitro-
radical foi consumido pela guanina imobilizada na superficie do eletrodo. Cabe
salientar, que o potencial de -0,65 V foi escolhido, pois o pré-condicionamento
em potenciais mais negativos poderia haver a formacgao direta de hidroxilamina

€ nao a nitro radical anionico.
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Figura 06. VPD obtidos em soluc¢do tampdo BR 0,2 mol L', pH 8,0 A) EPC-RNO; ¢
linha pontilhada ("), sem pré-condicionamento., B) EPC-RNO,-G, linha segmentada
(----), sem pré-condicionamento., C) EPC-RNO;-G, linha so6lida (—), 60 s de pré-
condicionamento. a -0,65 V Condigdes experimentais: E; = - 0,75 V; Ef=- 0,25 V,
v =10 mVs" amplitude de pulso = 50 mV; largura de pulso = 70 ms.

A fim de verificar se era possivel identificar algum produto da possivel
interagdo entre o nitroradical e a guanina, VPD foram obtidos com um novo
EPC-RNO,-G, aplicando-se 0o mesmo pré-condicionamento, porém
estendendo-se o potencial final até 0,6 V. A figura 07 apresenta o
voltamograma, representado pela linha segmentada, onde se observou um
primeiro pico de oxidagdo a — 0,53 V (Ep1), proveniente da re-oxidagdo do
nitro-radical, um segundo pico a + 0,07 V (Ep2), proveniente da oxidacéo da
hidroxilamina e ainda um terceiro pico mal definido em + 0,41 V, possivelmente
da oxidagao de 8-oxo-guanina, produto primario da oxidagcado da guanina. Como

a guanina € oxidada eletroquimicamente em potenciais superiores a + 0,7 V, a
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8-oxo-guanina poderia ser formada apenas pela interacdo entre guanina e o
nitroradical aniénico. Assim obteve-se 0 mesmo voltamograma em solugao de
guanina 5,0 x 10* mol L, nas mesmas condigdes anteriores, (linha sdlida)
para verificar se era possivel obter um sinal maior de oxidacdo de 8-oxo-
Guanina. No entanto, ndo houve alteragdo no perfil do voltamograma, apenas

uma nova diminui¢gao no pico de oxidagao do nitro-radical foi detectada.

Ep1=-0,53V

Ep2=0,07 V

L O

\ Ep3 =041V

-

L . [ I [ I [ IR | M T [ I J
-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

— E/V

Figura 07. VPD obtidos com EPC-RNOQO,-G em solu¢do tampao BR 0,2 mol L'l, pH 8,0
linha pontilhada ("), 60 s de pré-condicionamento a -0,65 V; linha sélida (—) idem
anterior mais solugio de guanina 5,0 x 10 mol L', Condigdes experimentais: E; =
-0,75V; Es=-0,25V,v=10mVs’ ampl. de de pulso = 50 mV; larg. de pulso = 70 ms.

A Figura 08 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em solugéo
tampdo BR, pH 8,0, com eletrodos EPC-RNO, apresentando diferentes
concentracdes de Nitrofural no compdsito, todos com pré-condicionamento de -

0,55 V por 60 s. O voltamograma A, desta figura, foi registrado com eletrodo
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sem modificagdo (EPC), o voltamograma B foi realizado com EPC-RNO,, com
composito contendo 3,33% de nitrofural, o voltamograma C foi realizado com
EPC-RNO,, contendo 6,66% de nitrofural, e D com 13,3% de nitrofural no
composito. Pode-se observar que com o aumento da concentracéo de nitrofural
no composito houve um aumento nos niveis de corrente, bem como uma maior
definigdo do par redox RNO,/RNO,", voltamograma D da figura 08. Assim o
composito EPC-RNO2 13,3%, foi utilizado para verificar se com o aumento da
concentragdo de RNO; seria possivel a detecgédo da interagdo entre guanina e
o nitroradical gerado eletroquimicamente, pelo pré-condicionamento a -0,65 V

por 60 s.

08 07 06 05 04 03 02
— E/VvsAg/AgCl,

Figura 08.  Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampio BR 0,2 mol L', pH
8,0, com 60 s de pré-condicionamento a -0,65 V A) eletrodo limpo EPC e linha
pontilhada ("), B) EPC-RNO; 3,33%, linha segmentada (----), C) EPC-RNO;
6,66%, linha solida (——), D) EPC-RNO;, 13,3%, linha so6lida (—), Condigdes
experimentais: E;=- 0,25 V; E; =-0,75 V; E;=-0,25 Ve v=100 mVs™
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A figura 9 apresenta os VPD obtidos com EPC-RNO; 13,3% e tempo de
pré-condicionamento de 60 s a —0,6 V em solugao de guanina 5,0 x 10 mol L™
e 1,0 x 10° mol L' em tampao BR, pH 8,0, voltamogramas B e C,

respectivamente e apenas em tampao BR voltamograma A,.

(1 [ i ] N (1 i [ N ] A ] i h |

-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
— E/V

Figura 9. VPD obtidos com EPC-RNO; 13,3% em: A) branco em solu¢do tampao BR
0,2 mol L'l, pH 8,0 linha pontilhada (“), B) solucdo de guanina 5,0 x 10* mol L
linha segmentada (----), C) solucdo de guanina 1,0 x 10~ mol L™; linha s6lida (—)
Condigdes experimentais: 60 s de pré-condicionamento a -0,65 V E; =- 0,75 V; Ef = -
0,25V, v=10 mVs™ ampl. de de pulso = 50 mV; larg. de pulso = 70 ms



44

Diferente do observado quando o eletrodo era recoberto com o filme, ao
se adicionar guanina em solugédo, houve um aumento no pico de oxidagao do
anion-radical (- 0,55 V), porém ao se adicionar mais uma aliquota de guanina,
este pico de oxidacdo manteve-se constante. Em relagdo ao segundo pico
(+ 0,06 V) ao se adicionar guanina, ocorreu uma diminui¢do brusca de
corrente, que pode ser interpretado como uma diminuigdo na concentracéo de
hidroxilamina ou derivado nitroso RNO [42], para ser oxidada, o que
indiretamente indica que a etapa de redugdo monoeletrénica estaria sendo
favorecida. Nova diminuicdo de pico ocorreu ao se adicionar nova aliquota de
guanina, tornando tal hipétese mais evidente, porém nao foi possivel detectar
nenhum pico de oxidagao de um novo produto, que se pudesse comprovar a

interacao entre a base de DNA e o nitro-radical.

Na figura 10 e voltamograma B, sao apresentados os VPD obtidos em
solugédo de guanina 5,0 x 10® mol L™" em tamp3o BR, pH 8,0,usando EPC com
tempo de pré-condicionamento de 60 s a -0,55 V. Pode-se observar apenas um
pico de oxidacao proveniente da oxidagdo de guanina em solucao (Ep4 =
+ 0,81 V). Os voltamogramas A, C e D foram obtidos também em tampao BR
pH 8,0, com EPC em A e com EPC-RNO,-G 13,3% em C e D. O
voltamograma C registrado em solugdo tampao, apresenta quatro picos de
oxidacéo, o primeiro pico Ep1 a —0,52 V, proveniente da oxidagdo do nitro-
radical RNO,™; o segundo pico que pode ser atribuido a oxidagdo da
hidroxilamina (Ep2 = + 0,08 V) ou derivado nitroso; o terceiro, que pode ser
referente a oxidacdo da 8-oxo-guanina, produto de oxidagdo da guanina e o

quarto e ultimo proveniente da oxidagdo de guanina presente no filme (Ep4 = +
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0,81 V). Em seguida, obteve-se novo voltamograma, porém utilizando-se um
tempo de pré-condicionamento de 60 s a — 0,6 V, voltamograma D. Houve um
aumento de pico em Ep1 e diminuigcdo de pico em Ep2, como ja havia sido
observado nos voltamogramas apresentados na figura 8, porém o pico
responsavel pela oxidagdo de guanina Ep4 praticamente desapareceu,
restando apenas um ombro. Concomitantemente um ultimo pico (Ep5 = +1,0 V)

foi observado.

Ep1

0.8 -0.6 04 02 00 02 04 06 08 1.0 1.2
E/Vvs Ag/AgCI,

Figura 10. VPD obtidos com pré condicionamento : A) EPC em tampio BR, 0,2 mol L™
pH 8,0 linha pontilhada (), B) EPC em solugdo de guanina 5,0 x 10° mol L' linha
solida (—). VPD Registrado com EPC-RNO,-G (13,3%) em solugdo tampao BR 0,2
mol L', C) sem pré condicionamento, linha segmentada (----), D) com pré
condicionamento, linha solida (—) Condigdes experimentais: 60 s de pré-
condicionamento a -0,65 V E;=-0,75 V; E;=-0,25V,v=10 mVs’! ampl. de de pulso
=50 mV; larg. de pulso = 70 ms
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Uma possivel explicacdo para formacado do processo observado em Ep5
seria a reagao entre o nitro-radical, RNO,™ e a guanina imobilizada no eletrodo,
para formar um cation radical G™. Este ultimo, ao atacar outra molécula de

guanina formaria G' e duas destas poderiam ser dimerizadas [44], esquema 2.

GH - e- GH™

GH + GH" —» G’ + GH,"'

2G — GG

Esquema 2: Mecanismo de dimerizacao de guanina [44]

Tal proposta se baseia no mecanismo de oxidagao de guanina, a primeira
etapa envolve a oxidacdo da guanina e/ou guanosina com a perda de um
elétron e um préton, levando a formagao de um radical livre com um elétron
desemparelhado na posicdo C(8). Este radical reage com guanina e/ou
guanosina e agua para produzir outros diferentes radicais livres, que sofrem
uma série de reacdes quimicas e eletroquimicas formando dimeros e trimeros
da guanina e/ou guanosina, [45]. Por outro lado, a solubilidade da guanina em
meio alcalino € maior, de modo que mesmo em baixas concentragbes do
radical guanil C(8) pode haver a producédo de dimeros ou trimeros de guanina

[46].
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3.2.2. Eletrodos de pasta de carbono recobertos por filme de

DNA - Concentracao e condutividade.

Eletrodos de carbono vitreo, recobertos com DNA dupla hélice (ds-DNA),
foram modificados eletroquimicamente em solugdo de DNA degradado (deg-
DNA) utilizando voltametria de pulso diferencial com etapas de pré-
concentracdo a potenciais aplicados da ordem de +14 V
[16,17,19,26,27,29,47,48]. A construcdo destes eletrodos modificados &
simples, embora trabalhosa e morosa. Neste potencial, as bases purinicas do
deg-DNA (Guanina e Adenina) em solugédo sao oxidadas na superficie do
eletrodo previamente modificado com ds-DNA. A modificacdo é permanente e
origina uma fase condutora [48]. No entanto, este tipo de modificagdo nao é
recomendada para estudo de interacdo de farmacos-DNA porque 0 processo

de modificacdo do eletrodo altera a integridade das bases.

Como citado, anteriormente, existem aplicagdes das mais variadas
utilizando eletrodos modificados com DNA, dentre elas determinacdo de
farmacos, contendo nitroimidazéis, como principios ativos e o estudo do
mecanismo de interacdo deste farmaco com DNA [49]. Eletrodos de carbono
vitreo modificados com nanotubos de carbono e DNA foram também utilizados
para estudo da interagdo de azul de metileno e sua interagdo com as bases do

DNA, em especial a guanina [50].

O maior desafio desta proposta foi encontrar a metodologia adequada
para imobilizacdo do DNA ou de suas bases, sem que a integridade das

mesmas seja comprometida. Para dar continuidade aos resultados obtidos com
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o nitrofural foram retomadas as idéias de imobilizacdo do DNA para estudar a

interacao entre este composto e possivelmente outros, com as bases do DNA.

Duas possibilidades parecem ser bastante promissoras: a primeira delas
consistiu em modificar os eletrodos com solucéo de ds-DNA enriquecido com
as bases e a segunda em utilizar a eletropolimerizacao de filmes de lignina e
lignina contendo metal previamente adsorvido para imobilizar a guanina, usada
como sonda eletroquimica. Esta segunda possibilidade nos atraiu a
possibilidade do metal complexado na estrutura do filme viabilizar a producao
de radicais livres, in situ, quando em contato com a base, por meio da reacao

de Fenton ou reacéao similar [17].

Eletrodos de pasta de carbono foram recobertos com solugdo de DNA
dupla hélice 80,0 mg L' em tamp&o acetato pH 4,5 e apds secagem a
temperatura ambiente por uma noite. Estes foram utilizados para obter
voltamogramas ciclicos em solugdo de Ferricianeto de potassio 1,0 x 10
mol L e solugdo de Dopamina 1,0 x 10 mol L. Os resultados obtidos com
estes eletrodos foram comparados com os eletrodos de pasta de carbono nao

modificados, Figura 11.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de Solucao de K;[Fe(CN)g] 1,0
x 107 mol L em tampao acetato 0,1 mol L'l, pH 4,5 com eletrodos: A) EPC sem
modificagdo ¢ B) EPC-DNA. Condi¢des experimentais: E; =+ 0,9 V; E, =-0,5V;
Esi=+0,9Vev=50 mVs ™"
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As Figuras 11A e 11B apresentam uma série com seis voltamogramas
ciclicos consecutivos obtidos em solucdo de Ferricianeto de potassio 1,0 x 107 mol
L, com eletrodo pasta de carbono (EPC) sem modificacido e com eletrodo de
pasta de carbono recoberto superficialmente com 50 uL de solu¢ao de DNA 80
Mg mL" em tampao acetato pH 4,5 (EPC-DNA), respectivamente. Os valores de
potenciais dos picos catddicos e anddicos obtidos com EPC foram Epc = +145 mV
e de pico anddico Epa = +276 mV, com separacgao entre os picos de AEp = 131
mV. Os valores de correntes de pico catodico (Ipc) obtidos foram de -20,4 + 0,3
MA e os de pico anddico (Ipa) foram de +19,7 £ 0,5 yA, com uma relagéo de

Ipa/lpc muito proximo da unidade, caracteristico de um sistema reversivel.

Os valores de potencial de pico catddico obtidos com o EPC-DNA foram
Epc = -198 mV, cerca de +340 mV de deslocamento no sentido negativo e
alargamento de pico indicativo de dificuldade de transferéncia eletrénica. No
sentido anddico nao foi diferente, com Epa = 588 mV, apresentando um
deslocamento no sentido positivo de cerca de 310 mV e a separagao entre os
picos de AEp = 786 mV. Os valores de correntes de pico catédico (Ipc) obtidos
foram de - 4,5 + 1,1 pA e os de pico anddico (Ipa) foram de 2,5 £ 0,5 yA. Em
ambos o0s casos a queda de sinal de corrente foi superior a 80%. Vale ressaltar
que os valores de corrente ndo se mantiveram constantes, aumentando a cada
voltamograma. De certa forma o comportamento praticamente irreversivel ja
era esperado, uma vez que o fiime de DNA impbée uma grande barreira a

transferéncia de carga.

Em fungcdo da dificuldade de se trabalhar com eletrodos contendo

compoésito do tipo pasta de carbono mais nitrofural recobertos com filme de
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guanina e, posteriormente, com eletrodos de pasta de carbono recobertos com
filme de DNA, outras estratégias de modificacdo superficial de eletrodos de
carbono foram avaliadas. Em todos os casos, buscava-se uma superficie em
que os filmes de guanina ou de DNA pudessem ficar mais fortemente adsorvidos
na superficie dos eletrodos, Assim deixando um pouco de lado a imobilizagdo do
DNA, partiu-se para o desenvolvimento de superficies eletrdédicas que pudessem
imobilizar substancias com potenciabilidade de gerar radicais livres e ou que
pudessem impedir a adsor¢do dos produtos de degradagdo do DNA ou de
agentes antioxidantes. Apds o desenvolvimento destes sistemas quimicos seria
retomado o estudo de interagdo com a guanina ou com o DNA, imobilizados na

superficie do eletrodo.

No caso das superficies eletrddicas, explorou-se a potencialidade da lignina
extraida do licor negro com acido sulfurico [34], lignina kraft (LK) para imobilizar
nanotubos de carbono. No caso de sistemas quimicos, capazes de produzir
radicais livres intermediarios, estudou-se a oxidacdo de derivados purinicos,
neurotransmissores, quercetina como representante de espécies antioxidantes,

peroxido de hidrogénio e nitrito.

Os resultados obtidos sao apresentados nos préoximos itens.
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3.3. Lignina para modificagcao de eletrodos de carbono

As ligninas sao substancias amorfas, de natureza aromatica complexa,
compostas por unidades fenilpropandides, denominadas C¢C3, ou unidades Cyg,
e tém origem na polimerizacdo desidrogenativa dos alcodis p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico [51-54]. A lignina é um dos mais importantes
precursores do acido fulvico e este mantém algumas propriedades inerentes de
sua molécula precursora, principalmente no que tange a complexagao de
metais [55]. A aplicacdo do acido fulvico como complexante de Cd, Cu, Ni, Pb e
Zn encontra-se bem documentada. No entanto, a utilizacdo de métodos
voltamétricos é ineficiente para caracterizagdo das ligagbes metal-ligante, nao
s6 com o &cido fulvico, como também com outros ligantes organicos de
natureza complexa [56]. Esta caracteristica de agente quelante e a facilidade
de polimerizagdo pode ser util para obter superficies com caracteristicas

catalitica e geradora de radicais livres.

3.3.1 Modificagao de eletrodos de carbono vitreo em solugao de Lignina

Kraft (LK) por ciclagem

O processo para a modificagdo dos eletrodos de carbono vitreo em
solucao de Lignina obedeceu as seguintes etapas:
(1) Limpeza mecanica do eletrodo de carbono vitreo (ECV) com polimento

em feltro metalografico com alumina 1,0 € 0,3 um (item 2.6).
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(2) Limpeza eletroquimica e ativagdo da superficie do ECV em solugao
NaOH. (item 2.6).

(3) Condicionamento do eletrodo de trabalho em tampao fosfato 0,1 mol L™
em pH 6,5 pelo registro de trés voltamogramas ciclicos consecutivos nas
seguintes condicdes: Eingia: -0,2 V, Ex.: 0,7 V, Efina: 0,2 V, v =100 mV s, até
estabilizacdo da linha de base. Nesta etapa deve haver interagdo entre grupos
funcionais da superficie ativada (quinonicos, fendlicos, carboxilicos, etc...) e

ions HPO4* e H,PO,, podendo ocorrer ligacao via pontes de hidrogénio.

(4) A formagao do filme de lignina foi obtida por ciclagem em TF, pH 4,0

ou 6,5 contendo 0,1 g L™ de LK.

Durante a etapa de ciclagem, a lignina € pré-concentrada e oxidada no
eletrodo formando um filme polimérico condutor. Esta condi¢ao foi previamente
otimizada, embora variagdes no processo de modificacdo tenham sido

realizadas e serdo discutidas em momento oportuno.

O comportamento eletroquimico da lignina foi avaliado pelo registro de
voltamogramas ciclicos com eletrodos de carbono vitreo em solugao de lignina
0,1 g/L em tampéao fosfato, pH 6,5. Como descrito na literatura, observou-se um
primeiro pico de anddico irreversivel em +0,7 V, caracteristico de derivados de
catecolaminas entre outros, presentes na lignina, [55-58], que podem sofrer
eletropolimerizacdo. Apds o registro de diversos voltamogramas observou-se a
estabilizacao do perfil voltamétrico e a presenca de um par redox com Epa= +0,42
V e Epc = 0,21 V, caracteristico do par quinona/hidroquinona (dados nao

mostrados).
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Eletrodos assim modificados, denominados de ECV-Lig, foram utilizados
na deteccdo de dopamina. A Figura 12A apresenta o terceiro voltamograma
ciclico de cada série de solugdo de Dopamina 1,0 x 10* mol L' em tampso
fostato, pH 6,5 com ECV-Lig (linha sdlida), com o seu respectivo branco (linha
tracejada). Como descrito anteriormente, o branco obtido com ECV-Lig
apresenta um par redox permanente com Epa= 0,42 V e Epc = 0,21 V. A Figura
12B, apresenta o voltamograma obtido com ECV ativado em tampéao TF pH 6,5,

como descrito no processo de modificagao com lignina.

0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
— E/Vvs Ag/AgCl,

Figura 12 Voltamogramas ciclicos obtidos em Solu¢io de Dopamina 1,0 x 107
mol L em tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 6,5 com seus respectivos brancos: A) ECV-
Lig modificado em solugdo de lignina; B) ECV ativado em TF, pH 6,5; C) ECV-Lig
em TF; D) EVC em TF, pH 6,5; Condi¢des experimentais: E;=- 0,2 V; E, =+ 0,7 V;
Ef=-02Vev=100mVs"
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Pode-se observar que ndo houve grande diferenga nas respostas
voltamétricas para os processos redox da dopamina, com um ligeiro
deslocamento dos picos no sentido de dificultar o processo redox, com
potenciais de pico para o ECV-Lig e ECVem Epa 0,31V e 0,29V e Epc 0,11V
e 0,15 V. Os niveis de corrente de pico apresentados nos voltamogramas com
eletrodos modificados (Ipa = + 2,34 YA e Ipc = - 2,89 pyA) foram bem maiores que
os obtidos com eletrodos limpos, (Ipa = + 1,52 yA e Ipc = - 1,44 yA). O aumento
de corrente obtido com ECV-Lig, deve estar relacionado a corrente de fundo de
oxidacao e reducéo do par redox do eletrodo modificado. Por outro lado, ao se
observar a largura de pico do par redox, a largura de pico foi menor para ECV se
comparado a ECV-Lig EGP, indicando que o processo de transferéncia

eletrénica nao foi facilitado.

3.3.2 Modificagao de eletrodos de carbono vitreo em solugao de Lignina

Kraft pela aplicagao de potencial fixo.

Nossa experiéncia prévia [59] e estudos realizados com diversos catecois
[60-62] mostraram que o mecanismo de polimerizacdo da dopamina, gerando
melanina ocorre via etapas eletroquimicas e quimicas. Assim, o pH da solucéo
e aplicacdo do potencial contribuem para facilitar as etapas. Os ions HPO,*
presentes na superficie do eletrodo, provavelmente participam da etapa
quimica [63], via formagao de um complexo ativado, favorecendo a formacéao

de um filme condutor com os produtos de oxidagao da lignina. A fim de se obter
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uma superficie mais condutora, avaliou-se a possibilidade da modificacdo do
ECV em solugdo de lignina aplicando um potencial de oxidagdo fixo e

altamente positivo durante o processo.

Em relagcdo as etapas de modificagdo (1-4) descritas anteriormente,
alterou-se a janela de potencial usada na etapa 3 (condicionamento em TF)
para Ei=-0,2V; E,=+15e E=-0,2V. Além desta alteragdo, como ja dito
anteriormente, os filmes de lignina foram formados por aplicagao de potencial

de + 1,5V ao eletrodo de trabalho durante 120 s.

Os eletrodos modificados em solugédo de lignina em TF pH 4,0 e 6,5,
receberam as seguintes denominacéo, ECV-Lig-4 e ECV-Lig-6,5. A Figura 13A
apresenta o terceiro voltamograma ciclico obtido em solugédo de Dopamina 1,0 x
10* mol L em tampso fostato, pH 6,5 com ECV (linha sdlida), com o seu
respectivo branco (linha tracejada). As Figuras 13B e 13C, apresentam os
voltamogramas obtidos com ECV-Lig-4 e ECV-Lig-6,5, respectivamente. Pode-
se observar, que diferente da modificacdo obtida por ciclagem ECV-Lig, que os
brancos obtidos com ECV-Lig-4 e ECV-Lig-6,5 praticamente ndo apresentaram
o par redox tipico da lignina e que ndo houve grande diferenga nas respostas
voltamétricas em relacao aos valores de potencial de pico de oxidacao e redugao
para o par redox da Dopamina. Houve um ligeiro deslocamento dos picos no
sentido de facilitar o processo eletroquimico com ECV-Lig-4,0 e ECV-Lig-6,5
apresentando respectivamente, Epa 0,23 V € 0,18 Ve Epc 0,24 V e 0,18 V, em
relacdo ao ECV, Epa 0,29 V e Epc 0,15 V. A antecipacao de potencial em ambos
os processos foi de 30 mV. No entanto, os niveis de corrente de pico

apresentados nos voltamogramas com eletrodo modificado do tipo ECV-Lig-6,5
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(lpa =+ 5,14 pA e Ipc = - 3,35 pA) foram bem maiores que os obtidos com ECV-
Lig-4,0, (Ipa = + 3,28 pA e Ipc = - 2,36 yA) e com eletrodos limpos, (Ipa = + 1,52

MA e Ipc =- 1,44 YA).

-0.2 0.0 0.2 04 0.6

E/Vvs Ag/AgCl,

Figura 13 Voltamogramas ciclicos obtidos de Solugdo de Dopamina 1,0 x 10™* mol
L' em tampio fosfato 0,1 mol L', pH 6,5 com seus respectivos brancos: A) ECV sem
modifica¢do e B) ECV modificado em solucao de lignina em TF pH 4,0, ECV-Lig 4,0.
C) ECV modificado em solugdo de lignina em TF pH 6,5 ECV-Lig 6,5, ambos
modificados por condicionamento a +1,5 V, por 120 s. Condi¢do experimental:
Ei=-02V;E,=+0,7V;Ef=-02Vev=100mVs™"

Eletrodos de carbono vitreo foram modificados em solugdo de lignina em
TF pH 2,0, 4,0, 6,5, 8,0 e 10, por tempo de 120 s de condicionamentoa + 1,5V,
sob agitagdo. A Figura 14A apresenta os valores de corrente para o terceiro
voltamograma ciclico obtidos em solugédo de Dopamina 1,0 x 10 mol L™ em

tampao fosfato, pH 6,5 com cada eletrodo modificado. Quando a modificacao foi
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realizada em pH 6,5, a resposta para dopamina apresentou os maiores valores
de corrente de pico, tanto no sentido de oxidacdo, como no de reducao.
Diferente do observado com os valores de corrente, os valores de potencial de
pico se alteram com a variagdo dos valores de pH durante o processo de

modificagcao do eletrodo, Figura 14B.
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Figura 14. A) Valores de correntes de pico anddico (Ipa) e Catodico (Ipc). e B)
Valores de potenciais de pico anddico (Epa) e catddico (Epa) Obtidos a partir
dos,voltamogramas ciclicos obtidos como na Figura 13. Com ECV-Lig em diferentes
pHs.

Podemos concluir que foi possivel obter um filme polimérico condutor a
base de solucdo de lignina, obtendo resposta eletroquimica em solucéo de
dopamina. Assim o proximo passo foi avaliar a possibilidade de coimobilizar em
tal filme, substancias com caracteristicas catalizadora e/ou que facilite o
processo de geragao de radicais livres, sendo usado com sonda, nanotubos de

carbono e ions ouro.
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3.3.3 Modificagcao de eletrodos de carbono vitreo em solugao de Lignina

em presenga de tetracloroaurato

A Lignina apresenta propriedade complexante de metais [54,64]
propriedade esta de grande interesse no desenvolvimento de sensores
quimicos, ja que eletrodos limpos podem ser modificados em solugao de lignina
contendo metais de transicdo, visando sensores biomiméticos. As
nanoparticulas de ouro por sua vez possuem propriedades Opticas e
condutoras singulares e, juntamente com as modificacbes com DNA, podem
trazer uma nova perspectiva no desenvolvimento de eletrodos modificados com

DNA.

O mesmo procedimento descrito no item 3.3.2. foi repetido, porém na
solugcdo de Lignina 0,1 g L adicionou-se volume suficiente de solugdo de
tetracloroaurato, de modo a obter concentracéo final de 5,0 x 10° mol L. Em
seguida aplicou-se o potencial fixo de +1,5 V durante 120 s ao eletrodo de
trabalho, ECV. Apds lavagem do eletrodo e célula eletroquimica obtiveram-se
os voltamogramas ciclicos em eletrélito suporte, TF pH 6,5 até estabilizagdo de

linha de base.

ECV assim modificados foram denominados ECV-Lig-Au, e utilizados na
reducao de H,O,. Como pode se observar na Figura 15, curva C, o sinal para
reducdo de H,0, 5,0 x 10° mol L™ é significativamente maior do que o sinal

obtido com ECV limpo, na mesma concentragdo de H,O,.
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Estes estudos de co-imobilizacdo de metais encontram-se na fase inicial
de estudos, mas os dados obtidos mostram a potencialidade dos eletrodos
modificados em solugdes contendo lignina e metal, por aplicagdo de potencial
fixo. O mais interessante € que a presenca de metais de transicdo e H,O-,

podem ocorrer formagao de OH’, capaz de lesar o DNA.

10pA

08 06 04 02 00 02 04 06 0.8
~— E/Vvs Ag/AgC

KCl sat

Figura 15. VC obtidos com ECV-Lig-Au em: A) branco em solu¢ao tampao TF 0,1 mol
L', pH 6,5 linha pontilhada (), B) solugdo de peroxido de hidrogénio 5,0 x 10™
mol L' linha sélida (—), C) voltamograma ciclico obtido com ECV nas mesmas
condi¢des solucdo de peroxido de hidrogénio 5,0 x 107 mol L"; linha solida )
Condigdes experimentais: 60 s de pré-condicionamento a -0,65 V E; =- 0,75 V; Ef = -
0,25V,
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Uma das possibilidades aventadas para aumentar a condutividade da fase
contendo o DNA ou as bases purinicas foi a utilizacdo de nanotubos de carbono.
Como o nosso grupo de pesquisa nao tinha nenhuma experiéncia empregando
este material, optou-se por preparar eletrodos de carbono vitreo modificados por
deposicao de nanotubos de carbono, porém se desejava utilizar procedimentos
diferentes daqueles ja descritos na literatura, em que o0s nanotubos séo
dispersos em brometo de cetilbutiltrimetil amdnio, como descrito na construgéo
de biossensores de glucose [65], ou mesmo em DNA para recobrimento de
eletrodos de ouro e estudos de hibridizacdo [50], em que a utilizacdo de

ultrassom poderia alterar a estrutura do DNA.

Aproveitando a experiéncia de nosso grupo na utilizagdo de lignina para
modificacdo de eletrodos, utilizou-se a lignina como matriz para disperséo de

nanotubos de carbono.

3.3.4. Eletrodos de carbono vitreo modificados com compésito lignina-

nanotubos de carbono. Determinagao de ions nitrito.

O desenvolvimento e aplicacdo de nanoestruturas como materiais
eletrodicos [66,67] abriram novas perspectivas na eletroquimica e
eletroanalitica e possibilitaram o desenvolvimento de novos métodos analiticos
para solucionar antigos problemas. Dentre estes materiais, os nanotubos de
carbono aparecem como alternativas de materiais eletrodicos que podem ser
usados sobre os mais diversos tipos de substrato fornecendo, uma ampla

janela de potencial (caracteristica dos materiais carbonaceos), além de outras
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propriedades altamente interessantes como estrutura nanométrica, grande
resisténcia mecanica, excelente flexibilidade, boa condutibilidade térmica e
elétrica [68-70], e a possibilidade de modificagbes quimicas superficiais pelos

mais diferentes tipos de compostos.

Nao tdo recentemente, o grupo do Professor Richard Compton na
Inglaterra [71], demonstrou que os sitios responsaveis pela atividade
eletroquimica nos nanotubos de carbono n&o sao diferentes daqueles
envolvidos na atividade eletroquimica do grafite pirolitico, onde os defeitos
contidos nos planos de borda fazem a diferenga, quer seja na seletividade,
quer na sensibilidade da resposta eletroquimica. Assim, a priori, ndo haveria
nenhuma vantagem na utilizacdo de nanotubos de carbono em relacédo aos
eletrodos de grafite pirolitico, uma vez que a estrutura aberta no final dos

nanotubos de carbono é similar aos planos de borda do grafite pirolitico [71,72].

A combinacéao da eletro-reatividade dos planos de borda com a morfologia
especial e a estrutura nanométrica dos nanotubos de carbono pode conduzir a
aplicagbes importantes. Este foi o caso da deteccdo do acido
desoxirribonucléico (DNA) realizada pelo grupo do Professor Joseph Wang
[73]: os sinais de detecgao foram amplificados quando eletrodos modificados
com nanotubos de carbono foram utilizados. Além disto, a transferéncia
eletrbnica direta do centro da enzima Glucose Oxidase foi igualmente
observada em nanotubos de carbono [65,74,75], cabendo salientar que até
bem pouco tempo atras, isto so tinha sido obtido, pioneiramente, com a enzima

Peroxidase, pelo grupo do Professor Lo Gorton, na Suécia. Além do mais,
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algumas moléculas podem interagir com os nanotubos de carbono de um modo

que uma superficie de carbono polida n&o é capaz.

Ha dois tipos de Nanotubos de Carbono: Nanotubos de Carbono de
Paredes Unicas e Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas e dependendo
da estrutura atdbmica desses materiais, eles podem se comportar eletricamente
como um metal ou como um semicondutor. Os Nanotubos de Carbono
possuem grande area superficial e estabilidade quimica, além de apresentarem
atividade eletrocatalitica e diminuicdo do efeito de envenenamento de
eletrodos, tornando-se dessa maneira materiais atrativos para o

desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos [76,77].

A modificacdo de eletrodos com Nanotubos de Carbono de Paredes
Multiplas para o uso em sensores eletroquimicos esta bem documentada na
literatura. Estes sensores quando associados ao uso de técnicas voltamétricas
de pulso, permitem a obtengao de baixos limites de detecc¢ao, alta sensibilidade
e diminuicdo de sobrepotenciais durante a quantificacdo de diversos
analitos [78]. Assim, buscou-se aliar estas propriedades as caracteristicas

obtidas com os filmes poliméricos de lignina.

Em 5,0 mL de solucdo 1,0 g L™ de lignina extraida com licor negro por
precipitagdo com H,SO,4 adicionaram-se 2,5 mg de NTC de parede multipla. Essa
mistura foi agitada e submetida a um banho ultrassénico durante 30 min. Apds
centrifugacéo (6.000 rpm) o compdsito NTCLK foi separado da solugdo. Este
processo foi repetido por cinco vezes até eliminagao total da LK fracamente ligada.
O material foi seco em estufa a 60 °C e o pd obtido foi redisperso em

dimetilsulféxido e permanecendo estavel.
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O ECV foi previamente polido com alumina (1,0 e 0,3 um) sobre feltro
metalografico, lavado com agua e sonicado por 5 min em etanol : agua (1 : 1, v/v)
e ativado eletroquimicamente por ciclagem em TF 0,1 mol L™ pH 7,4 no intervalo

de-02<E,<+1,7Vav=100Vs", até a obtencdo de linha base estavel.

Em seguida 10 uL da suspenséo de lignina-nanotubos foram colocados
sobre a superficie do ECV. Apds secagem em estufa a 60 °C. Este eletrodo
modificado (ECV-NTC-LK) foi ciclado entre -0,2 e 0,8 Vem TF, pH 7,4 a v = 20

mV s até estabilizagdo da linha base obtendo-se um compésito oxidado.

Uma vez que a superficie do eletrodo manteve-se estavel, avaliou-se a
possibilidade de usa-la para a determinagcdo do ion NO,, por ser este um
importante precursor da formacao de N-nitrosaminas que podem possuir elevada
carcinogenicidade a saude humana [79]. Esta espécie pode ser encontrada no
ambiente, bebidas, em produtos alimenticios como conservante (embutidos e
queijos) e componente natural em vegetais. A maioria dos métodos analiticos
usados para a deteccao e quantificagcdo de NO; inclui técnicas espectroscopica
(Griess reaction), cromatografica, eletroquimica (EQ) e eletroforese capilar [80].
Os métodos EQ sao os preferidos visto que s&o rapidos, baratos e simples. Muitos
deles baseados na redugdo do NO, possuem alta sensibilidade [81], entretanto,
estao sujeitos a interferéncias e poucos trabalhos enfocando a oxidagcao EQ de

NO, foram publicados [82].

A abordagem EQ oferece uma vantagem: ndo ocorre nenhuma interferéncia
do ion NO3 e do O, molecular, substancias limitantes na determinagao catddica

de NO3, e envolvem um potencial relativamente elevado e lenta transferéncia de
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elétrons. Os eletrodos modificados tém sido desenvolvidos para minimizar esses
problemas e, até aumentar o intervalo de detecgédo nas determinacdes analiticas.
Um dos artificios que pode ser utilizado € o uso de nanotubos de carbono (NTC)
para promover a reducdo de potenciais elevados de oxidagdo e facilitar,
efetivamente, a transferéncia de elétrons [83]. A lignina (LK), principal constituinte
ndo-carboidrato da madeira, € um complexo polifendlico formado pela
polimerizagdo, mediada por desidrogenases, de trés mondmeros fenilpropandides:
alcoodis coumarilico, coniferilico e sinapilico [84]. Durante o processo de polpacao
ha a introducao de varias funcionalidades quimicas permitindo a formagao de LK
soluveis. Baseado no fato de que a LK, quando imobilizada sobre a superficie de
carbono vitreo € oxidada, produz eletroquimicamente grupos quindides [Q],
oriundos de seus grupos metoxi-fenil que sao reversiveis na redugdo a
hidroquinonas [HQ] formando um filme polimérico com caracteristicas redox. As
propriedades dos NTC associadas as da LK podem originar um compdsito
(NTCLK) imobilizado na superficie de um ECV que apresenta area superficial
maximizada e atividades eletrocataliticas, que pode ser empregado na construgéo
de um eletrodo quimicamente modificado para a quantificagdo de tracos de NOy

utilizando Voltametria de Pulso Diferencial (VPD).

A figura 16A mostra os voltamogramas ciclicos consecutivos obtidos em
TF 0,1 mol L' com ECV-NTCLK. No primeiro ciclo ha uma oxidacdo em 480
mV da LK adsorvida em virtude da demetilagdo dos metoxifenil livres seguida
da hidroxilagdo no anel contida no biopolimero produzindo o-quinona [Q.]
[57,58]. Nos ciclos subsequentes, estabeleceu-se um processo quasi-reversivel

entre [Q)/[HQ] com as correntes de pico diminuindo, sucessivamente, até a
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estabilizagéo dos voltamogramas. O par de picos [Q]/[HQ] possui um Em(Epa -
Eoc/2) de 65 mV. Na figura 16B, uma série de VC do ECV-NTCLK foi obtida
variando-se a velocidade de varredura (v). Os picos de corrente foram
diretamente proporcionais a v indicando que o material esta adsorvido na
superficie do eletrodo e que a velocidade de transferéncia de elétrons é rapida
entre a superficie do eletrodo e os centros redox do compdsito. Estes

resultados s&o similares aos obtidos por Milczarek [33].

0,2 0o 0z 0.4 0.& 0.8 4.2 0,0 0,2 04 06 08

E/Vvs AgihgCly, ., E/V vs AgiAgC

K
Figura 16. (A) Voltamogramas ciclicos continuos de um ECV-NTLK.
v=20mV s'l; (B) VC continuos de um ECV-NTLK oxidado. v = 10, 20, 30, 40, 50, 75,
100 ¢ 150 mV s™. Eletrolito em (A) e (B): TF 0,1 mol L™, pH 7.4.

(n TS

Superficies que possuem o par redox [Q])/[HQ], normalmente, sdo
excelentes condutores de elétrons entre o eletrodo e as espécies em solucéo e,
assim podem ser usadas em sistemas que possuem cinética de transferéncia

de elétrons lenta e/ou sobrevoltagem. Por outro lado, ha polimeros eletroativos
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que, quando eletrodepositados em um eletrodo, podem suprimir ou inibir muitos
processos redox de espécies em solucdo. Ambas as propriedades podem ser
aplicadas em muitos processos tecnoldgicos. Assim, para a obtencdo de
informacdes sobre a natureza do compédsito de NTCLK o ECV-NTCLK foi
testado em alguns processos EQ bem conhecidos como [Fe(CN)s]*™ e

[Ru(NH3)s " para verificar a possivel aplicacdo em eletroanalise.

Em ECV-NTCLK, nenhum efeito eletrocatalitico foi observado em
solucdes contendo [Fe(CN)6]3' e [Fe(CN)6]4', obtendo-se, ainda um aumento na
diferenca de potencial na separacdo entre os picos anddico e catédico,
indicativo de uma reacado quasi-reversivel. Isto ndo ocorreu em solugdes
contendo o complexo de ruténio (lll), que é catiénico. Por ser um complexo de
esfera externa é insensivel a modificacdo superficial dentro da camada e pode

trocar elétrons com o eletrodo por tunelamento [85].

As correntes de pico de oxidagao (Ipa), do anion NOy’, foram obtidas em
730 mV, usando o ECV-NTCLK por DPV e utilizadas para construir a curva
analitica no intervalo de 4,0 x 10° a 1,2 x 102 mol L (Figura 17A). Os
respectivos voltamogramas sao apresentados na Figura 17B. Relacao linear
foi obtida entre Ipa vs. [NO,], no intervalo de 4,0 x 10° — 8,0 x 10° mol L.

(Figura17B e 17C).
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Figura 17. (A) Valores dos Ip, obtidos por VPD para concentracdes crescentes de
nitrito (NO;), nas [4,0 x 10¢ a 1,0 x 10?2 mol L'l], com ECV-NTLK, em TF 0,1
mol L', pH 7.4; (B) VPD obtidos durante a deteccio de NO, nas mesmas
concentragdes anteriores; (C) Curva analitica para NO, no intervalo de 4,0 x 10° — 8,0
x 10° mol L. v = 10,0 mV s™'; amplitude de pulso = 50 mV; largura de pulso =
70ms;E;=0,6 V; E, =1,0 V.

A equacgéao de regresséao linear obtida foi I(uA) = ((2,0 £ 0,7) + (8,0 £ 0,2))
x 10 [NO27 (umol L"), com um coeficiente de correlacdo (r?) igual a 0,9937 e
limite de detecgao (s/n = 3) de 2,5 x 10° mol L™". O desvio padrao relativo de
resposta a NO,” do ECV-NTCLK, para cinco medidas repetitivas, foi de 2,6%

indicando uma boa preciséo operacional. Medidas realizadas durante oito dias
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demonstraram uma boa reprodutibilidade e atividade de 87% mantida durante o
armazenamento em TF a temperatura de 23 °C. Possiveis interferentes para a
deteccdo de NO, (5,0 x 10* mol L) sobre o ECV-NTCLK foram investigados
por VPD por adicdo de varios ions e moléculas, na mesma concentracdo de
NO,, em solucdo TF pH 7,4. Nitrato, calcio, fluoreto nio interferem. Mgz+,
SO4?, Br, NH," apresentaram capacidade de interferéncia menor que 10%

(para menos); Fe?* < 35%; HCO3* < 55%; I'e Cu®** < 7% e AU e AA < 28%.

3.4 Eletrodos de Grafite Pirolitico modificados em solugao de
Dopamina [59] — deteccdo simultanea de Acido Ascoérbico (AA),

Acido Urico (AU), Xantina (XA) e Hipoxantina (HX)

A biossintese de nucleotideos € um processo central para todas as
células, sendo precursora direta do DNA e RNA, além de participar do
metabolismo celular como transducdo de energia, cofatores biologicos e
sinalizadores de célula [5]. A maioria dos nucleotideos resultantes da
degradagao de acidos nucleicos, geralmente, sofre hidrolise enzimatica sendo,
normalmente, recuperados e reutilizados, porém cerca de 10% s&o degradados
e seus produtos finais sdo excretados, principalmente na forma de acido urico
[5,86]. Este ultimo €& o principal metabdlito do catabolismo de purinas,
possuindo como intermediarios, devido a acdo da enzima xantina oxidase, a

hipoxantina e/ou xantina, Figura 18.
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DNA. RNA Perturbagdes do ciclo de purinas, como
'’

/\ por exemplo, o estresse hipdxico leva ao
Adenosina Guanosina acumulo de purinas no cérebro [87], no

l

coracdo e nos rins [88], o que pode

: . ocasionar diversas doencas. Niveis elevados
Hipoxantina

xantina
oxidase

de acido urico e de oxipurinas no sangue,
plasma e urina tém sido associados a
determinados estados patoldgicos, incluindo,
" Xantina hiperuricemia, gota, insuficiéncia renal e pré-

eclampsia, durante a gravidez [89,90].

xantina
oxidase o . . .
O acido urico, cuja solubilidade no
. plasma é de 120 mg/dL a 37°C, apresenta-
N Acido
Urico .
5 se predominantemente, na forma de urato
l monossodico, cuja solubilidade plasmatica é
Excre¢ao Renal cerca de 18 vezes menor que a do

Figura 18: Mccanismo de respectivo &cido, apenas 6,8 mg dL" a

degradacao de Purinas mesma temperatura. A ionizacédo de acidos é
funcao de seu pKA, o do acido urico é 5,75, que € menor do que o pH do fluido
extracelular, que esta na ordem de 7,4, bem como da abundancia de s6dio no
meio [90]. Explica-se, assim, a relativa facilidade de, em caso de hiperuricemia
(elevacao das taxas de acido urico no sangue), ocorrer formagao de cristais de

sais de urato que, ao se depositarem sobre juntas e articulagbes Osseas,

iniciam o processo inflamatoério que resulta na artrite gotosa. Na urina, com pH
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em torno de 5,0, o equilibrio reverte para a forma livre de acido urico, cuja

solubilidade no meio é estimada entre 15 e 20 mg dL™.

A Xantina (XA) é um intermediario formado

O
durante o metabolismo de purinas (Figura 19).
Quando encontrada em concentragdes elevadas

N
HN |
o N N nos fluidos bioldgicos, pode indicar sintomas de
H

doencgas no trato urinario e nos musculos [5].

Figura 19: Estrutura
molecular da Xantina  Derivados de Xantina sdo grupos de alcaldides
comumente usados como estimulantes leves e como broncodilatadores. A
determinacado direta de Xantina por métodos voltamétricos com eletrodos
convencionais € afetada pela presenca de acido ascérbico (AA), dopamina
(DA), hipoxantina (HX) e acido urico (AU) habitualmente presentes em
amostras de urina [5]. A presencga simultanea destas espécies, cujos potenciais
de oxidagdo sdo muito semelhantes ao da Xantina, justificam a utilizagdo do
método enzimatico, devido a sua alta versatilidade para a determinacao deste
analito. Entretanto, além de ser um método mais caro, geralmente envolve um
processo de preparacdo meticuloso, no qual, em muitas ocasides, o resultado &
a reducao de sensibilidade [91]. Assim, o desenvolvimento de superficies
modificadas que permitam a quantificacdo de Xantina na presenca de outras

oxipurinas e outros interferentes comumente encontrados em matrizes

bioldgicas € altamente relevante.

Encontram-se ainda, na literatura, diversas abordagens aplicando
meétodos eletroquimicos enzimaticos [91] e sem a necessidade do emprego de

enzimas. Estes métodos, geralmente, s&o bastante sensiveis, baratos e
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rapidos. Alguns dispositivos para modificagdo de eletrodos foram elaborados
para permitir a determinagao simultanea de XA, HX e AU [92-94]. WANG et al.
[92] utilizaram eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubos de
carbono e ZEN et al. [95] idealizaram um dispositivo composto de nontronita
revestido de carbono impresso (NSPEs). Os limites de detecgdo para XA,

nestes estudos, foram 1,5 x 10 " mol L™ e 7,0 x 10 ® mol L™, respectivamente.

Em busca de dispositivos eletroquimicos

HO NH,
D/\/ mais simples e tdo eficientes como os citados
HO

anteriormente, SILVA et al.. [59] utilizaram
Figura 20: Estrutura

molecular daDopamina  eletrodos de grafite pirolitico modificados com
um filme polimérico de dopamina, sua estrutura é apresentada na Figura 20.
Foram obtidos voltamogramas ciclicos em uma solucéo de (AA), (AU), (XA) e
(HX) em tampao fosfato, pH 6,5, empregando eletrodo de grafite pirolitico
modificado com dopamina (EGPD) e eletrodo de grafite pirolitico nao
modificado (EGP). A modificagdo permitiu a detecgdo simultdnea dos analitos,
como também proporcionou aumento significativo nos niveis de corrente
quando comparado ao do eletrodo limpo. Este eletrodo proposto apresentou
algumas vantagens como seletividade, sensibilidade, reprodutibilidade, forte
aderéncia do filme a superficie do eletrodo, alta estabilidade quimica e
excelente discriminagdo entre os picos de oxidagado dos analitos em estudo e
possibilitou a determinagdo simultanea de XA e HX em amostras de urina
humana. Outros interferentes de interesse que potencialmente poderiam estar

presentes em amostras biolégicas também foram investigados. A adigao de

altos niveis de concentracéo de cloreto de potassio (5,0 x 10 mol L™), citrato
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de sodio (3,0 x 102 mol L™) e glicose (2,5 x 10 mol L™ & celula eletroquimica
nao influenciaram os niveis de corrente e no potencial de oxidagdo de XA,
quando obtidos os voltamogramas de pulso diferencial na concentragéo

nominal de XA 1,0 x 10 mol L™ ,em tamp3ao fosfato pH 6,5.

O eletrodo de grafite pirolitico eletroquimicamente modificado em solugao
de Dopamina (DA) previamente desenvolvido por Silva et al. [59] foi utilizado na
determinacdo de Xantina e Hipoxantina em presenca de interferentes como
Acido Ascérbico (AA), Acido Urico (AU) e Dopamina (DA). O mecanismo de

formacao do filme [96,97] é apresentado no esquema 3 e Figura 21.

H + -H*
OD/\EH__EZJ::(\ —»OD/\ (3.1)
HO NH3 MH3 0 NH2

DA DA-o-quinona

oM, = 0D '
0 " HO N (3.2}
5,6-dihidroxi-indolina

HO 0 HO
L 2= o0 — XLy 6y
HO 4 HO HO

Dopaminacromo 5,6-dihidroxi-indol

HO 0
m = Hom * 7% 77 Melanina (34)
HO

H
o-quinona-imina-indélica

Esquema 3: Mecanismo de Oxidacao da Dopamina
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Figura 21. Quinto voltamograma ciclico obtidos em solugdo de dopamina
1,0 x 10* mol L' em TF 0,1 mol L'l, pH 6,5 com eletrodo limpo EGP (linha
segmentada) e eletrodo modificado EGPDA (linha sélida). Condi¢do experimental: 10 s
de condicio-namentoa 1,5 V. E;=-0,3 V; E,u = 0,6 V; Es=-0,3Vev=100 mVs ™"

Os picos Epc, e Epa, somente sdo detectados a partir do segundo
voltamograma ciclico e correspondem ao par reversivel descrito na etapa 3.3 do
esquema 3. Buscando avaliar as propriedades permeseletivas do filme obtido
eletroquimicamente em solucdo de dopamina foram realizados ensaios
voltamétricos em tampéo fostato, pH 6,5 com substancias com carater catiénico
como o cloreto de hexa-aminruténio (ii) e a dopamina (pka 8,20) além de
substancias com carater idnico como ferricianeto de potassio; Acido Ascérbico
(AA) (pKa 4,17); Acido Urico (AU) (pKa 5,75); Xantina (XA) (pKa 7,44); e

Hipoxantina (HX) (pKa 8,94), para avaliar se a resposta do filme se dava por
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excluséo de carga. Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela Il e na Figura

22.

Como ja abordado anteriormente, a Figura 21 apresenta o quinto
voltamograma ciclico de cada série de solugdo de Dopamina 1,0 x 10 mol L
em tampéo fostato, pH 6,5 com EGP (linha tracejada) e com EGPDA (linha

sélida).

Tabela II. Potencias e corrente de picos de processos redox de alguns analitos

Analito Processo EGP EGPD
Ep (mV) Ip (uA) Ep (mV) Ip (uA)
. Anddico 276 81,5 295 172,6
Dopamina
Pico 1 Catddico 203 ~-713 200 ~139,1
. Anédico ~139 6.3 ~ 151 30,9
Dopamina
Pico 2 Catodico —-173 -92 ~193 ~315
Anédico — 143 34,9 — 155 30,9
Ruténio Catédico ~208 _387 ~235 —483
Anédico 289 58,0 277 40,3
Ferricianeto Catodico 212 — 66,1 212 —42.4
Ac. Ascorb. Anddico 170 13,9 51 20,4
Acido Anédico 381 2,5 393 8.8
Urico Catédico |  co | e 369 _20
Xantina Anodico 759 5,1 765 14,8
Hipoxantina Anddico 1.089 4,6 1.083 12,0
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O aumento de corrente obtido com EGPD, deve estar relacionado a um
efeito de pré-concentragédo. Por outro lado, ao se observar a largura de pico do
primeiro par redox (Ep1) ele foi menor para EGPD se comparado a EGP,
indicando que o processo de transferéncia eletrénica foi acelerado. Como a
dopamina neste pH esta carregada positivamente, ha um indicativo de que néo
houve repulsdo por parte do filme formado de Dopamina na superficie do
eletrodo. Com base nesta observagao avaliou-se o0 comportamento da superficie
modificada com outros analitos, para assim caracterizar algumas propriedades
do filme: atuar por exclusdo por carga ou exclusao por tamanho, acelerar o
processo de transferéncia de carga ou se apenas apresenta efeito de pré-

concentracgao.
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A ([Ru(NH3)e]Cls) B (K3[Fe(CN)e])

. . . 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
04 02 0.0 02 — E/Vvs Ag/AgCI, KCI_,
— E/Vvs Ag/AgCl, KCI_,
C (AA) D (AU)

. 1 : L L L . 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

E/Vvs Ag/AgCl, KCI_,
E/Vvs Ag/AgCl, KCI,
E (XA) F (HX)

L I 1 " 1 " 1 " ] L I I‘ — I 1 1 1 " ]
0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3

—~  E/Vvs Ag/AgCI, KCI,, E/Vvs Ag/AgCI, KCI,

Figura 22. Voltamogramas  ciclicos  obtidos em: A) solugdo de  [Ru(NH;)s]Cls
1,0 x 10® mol L, B) Solugio de K;5[Fe(CN)] 1,0 x 10~ mol L™, C) acido ascérbico(AA) 1,0 x 107
mol L™, D) 4cido turico (AU) 5,0 x 10”° mol L', E) Xantina (XA) 5,0 x 10° mol L' e F) Hipoxantina
(HX) 5,0 x 10 mol L, todos em TF 0,1 mol L™, pH 6,5 com EGP (linha segmentada) ¢ EGPD
(linha solida). Condigdes experimentais: 10 s de condicionamento a 1,5 V. E;=-0,3 V; E;, = 0,6 V;
Er=-03Vev=100mVs".
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No eletrodo modificado, o voltamograma obtido em solu¢ao de cloreto de
Hexa-aminruténio (lll) (Figura 22A), apresentou um ligeiro deslocamento do
potencial de oxidagcdo e de reducdo no sentido negativo, com uma pequena
diminuigdo nos niveis de corrente anddica e um ligeiro aumento nos niveis de
corrente catddicas. Houve ainda dificuldade nos processos de transferéncia de
carga para oxidagao e redugao, observada pelo alargamento dos picos. Neste
caso, a dificuldade de oxidagao e reducédo nao pode ser creditada a repulsao do
analito pela superficie do eletrodo, uma vez que este efeito ndo foi observado em

solugdo de dopamina.

Para as espécies carregadas negativamente no pH em que as medidas
foram realizadas, com excecédo do par [Fe(CN)6]3'/[Fe(CN)6]4', que apresentou
diminuigdo nos niveis de corrente, houve um aumento consideravel nos niveis de
corrente para os Acidos Urico e Ascorbico, este Gltimo ainda foi cataliicamente
oxidado, pois houve antecipacdo no potencial de oxidacdo em 120 mV, em

relacdo aos dados obtidos com o EGP.

Concluiu-se que tanto as espécies anibnicas como as catibnicas
permearam o filme eletrogerado, ndo havendo, portanto, exclusdo por carga.
Logo, deve haver exclusao por tamanho, ja que as respostas voltamétricas com
EGPD, s6 nao apresentaram melhora quando comparadas com EGP, para
ferricianeto de potassio e cloreto de Hexa-aminruténio, substancias com maior
volume molar dentre as analisadas. Para Xantina e Hipoxantina, analitos de
interesse também houve um grande aumento nos niveis de corrente de pico de

oxidacao e reducéo, indicando que houve melhora na cinética de transferéncia
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de carga. Assim, pode-se concluir que esta modificacdo de eletrodos pode ser

utilizada satisfatoriamente para determinagao dos analitos estudados.

Eletrodos modificados em solucdo de Dopamina EGPD foram utilizados
para determinacdo de Xantina e em diferentes valores pH e em diversas
velocidades de varreduras, com estes estudos buscava-se avaliar alguns
parametros eletroquimicos. Para avaliacdo de pH 6timo na determinacido de
Xantina variou-se o pH na faixa entre 2,0 — 10 utilizando em tampéo fosfato 0,10
mol L. As medidas voltamétricas foram efetuadas primeiramente em tampao
fosfato no pH de estudo até estabilizagdo da linha base e, em seguida, foi
adicionado a célula solugdo de XA com a concentragdo de 1,0 x 10™ mol L™. As
medidas voltamétricas foram realizadas em triplicatas sendo escolhido o valor
mediano de corrente ou potencial para cada valor de pH. As Figuras 23A e 23B
apresentam, respectivamente, os valores de corrente e de potencial de oxidagao

obtidos para a oxidagao da Xantina em cada valor de pH estudado.
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Figura 23 Graficos obtidos a partir de Voltamogramas de pulso diferencial em solu¢ao de Xantina
de 1,0 x 10* mol L' em tampao fosfato 0,1 mol L' em diferentes valores de pH, com EGPD: (A)
corrente de pico vs. pH. (B) potencial de oxidagao vs. pH . Velocidade de varredura = 10,0 mV s
! amplitude de pulso = 50 mV; largura de pulso=70ms e £; =+0,4 V; E,=+0,9 V.
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Como pode ser observado na Figura 23A, foram obtidos maiores valores
de correntes para oxidacdo de Xantina em meio acido, porém o processo de
oxidagao é facilitado com o aumento do pH, ou seja, potencias mais baixos para
oxidacdo de Xantina foram obtidos em meio basico. Assim, o pH escolhido para
as medidas voltamétricas na determinagéo de Xantina foi o pH 6,5. Essa escolha
foi motivada pelo fato se trabalhar na faixa de pH fisiolégico, ou seja entre 6,0 e
8,0, o que facilita medidas realizadas em matrizes bioldgicas. Nesta faixa de pH,
o potencial de oxidacdo para Xantina foi mais baixo do que os obtidos em
valores de pH menores que 6,0 e os niveis de corrente de oxidacao foram

maiores para valores de pH acima de 8,0.

Com o ja abordado anteriormente, houve variagdo do potencial de pico no
sentido negativo com aumento do pH de acordo com a equacgao linear
Ep/V = 1.16 (x 0,02)V - 0,061 (£ 0,03) pH. O valor do coeficiente angular esta
muito préximo do valor tedrico de — 60mV pH™”, indicando no processo de
transferéncia eletrénico estdo envolvidos o0 mesmo numero de prétons e de

elétrons.

As correntes de pico apresentados na Figura 24 foram obtidas a partir de
voltamogramas ciclicos variando-se a velocidade de varredura para solugdo de
XA 1,0 x 10* mol L, em TF pH 6,5 e utilizadas na construgdo do grafico de Ip x

1/2
v .
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Figura 24 Curva Ip vs. v'”* Inset: componente anédica de V.C. obtidos com EGPD em solugo de
Xantina de 1,0 x 10* mol L em tampao fosfato 0,1 mol L, pH 6,5. Velocidades de varredura:10;
25; 50; 100; 225; 400 mV s, E;, =+04 V; E; =+12 V E; =+0,4 V. Ip=2,0£0,2 + 0.60 £ 0,01 *v'?

Os dados de corrente apresentados na Figura 24 foram extraidos dos
voltamogramas que se encontram inseridos nesta figura, porém os
voltamogramas ciclicos apresentados foram subtraidos de seus respectivos

brancos e a figura apresenta apenas o sentido anddico dos voltamogramas
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ciclicos, semelhante a uma voltametria de varredura linear. Os valores de
corrente foram obtidos da subtracado do branco.

Os valores de corrente aumentaram linearmente com o aumento da
velocidade de varredura, obedecendo a equagéao Ip = 2,0 (x 0,2) / uA+ 0.60
(+ 0,01) u"? para valores de velocidade de varredura entre 10-400 mV s,
indicando que o processo de oxidagao da Xantina é dado de forma difusional.

O produto da oxidacao eletroquimica da hipoxantina é a xantina, e o da
xantina € o acido urico que sabidamente adsorve fortemente na superficie do
eletrodo e, talvez este seja o motivo pelo qual a curva Ip vs. v nao passa pela

origem.

Como em amostras biolégicas AA, AU, XA e HXA coexistem, avaliou-se a
possibilidade da deteccao simultdnea destas espécies em tampao fosfato, pH
6,5, com EGP e EGPD. A Figura 25 apresenta os voltamogramas ciclicos
obtidos na deteccdo simultanea de AA (1,0 x 10™ mol L"), AU (5,0 x 10° mol L),
XA (5,0 x 10° mol L") e HX (5,0 x 10° mol L"). Observa-se que além da
discriminacgao dos picos dos acidos ascorbico e urico utilizando EGPD, houve um
grande aumento nos niveis de corrente de pico para os quatro analitos em
relacdo aos valores obtidos com EGP, um indicativo que seria possivel
determina-los simultaneamente com grandes vantagens. No EGPD, a separagao
de picos entre AA e AU foi de 351 mV, entre AU e XA foi 363 mV e entre XA e
HXA foi 321 mV. Estes valores, para eletrodos nao modificados foram 184, 413 e
336 respectivamente, salientando que, neste caso, as correntes de pico foram

muito inferiores aquelas obtidas com o eletrodo modificado.
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Figura 25. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com eletrodos de grafite pirolitico
modificado em solugdo de Dopamina em tampao fosfato 0,1 mol L, pH 6,5, contendo: AA: 1,0 x
10° mol L'; AU: 1,0 x 10* mol L™'; XA: 5,0 x 10° mol L™ e HXA 5,0 x 10” mol L. Velocidade
de varredura = 10,0 mV s, amplitude de pulso = 50 mV; largura de pulso =70 ms ¢ £; =-0,2 V;
E;=+09V.

Além do estudo descrito acima, foram realizados alguns experimentos
com outros interferentes que poderiam estar presentes em amostras bioldgicas.
A adicio de altos niveis de concentracédo de cloreto de potassio (5,0 x 10 mol
L™, citrato de sédio (3,0 x 10 mol L) e glicose (2,5 x 10° mol L") a célula
eletroquimica n&o influenciaram nos niveis de corrente e no potencial de
oxidagao de XA presente em concentragdo nominal de XA 1,0 x 10 mol L™ ,em

tampao fosfato pH 6,5.
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A Figura 26 apresenta os valores de corrente em fungdo da
concentracdo, obtidos por voltametria de pulso diferencial, para a construcao
de uma curva analitca para Xantina no intervalo de 1,0 x 10° a
8,0 x 10 mol L™". Pode-se observar por esta figura que o trecho linear da curva
esta entre 1,0 x 10° a 1,0 x 10 mol L. Para concentragdes mais elevadas, os
valores de corrente de picos ja nao respondem linearmente as sucessivas
adicdes de xantina, indicando que houve saturacdo da resposta do eletrodo,

para concentragdes de Xantina superiores a 5,0 x 10 mol L™,

80 ;

70 ! m N

<0l 40U bUU aoo 1000
[Xantina] / pM

Figura 26 Curva analitica para determinacao de XA. Os valores de corrente foram obtidos
com o EGPD a partir de voltamogramas de pulso diferencial em solugio de 1,0 x 10° < [XA] <
8,0x 10" mol L' em TF pH 6,5. Velocidade de varredura = 10,0 mV s, amplitude de pulso = 50
mV; largurade pulso=70mse £; =0,5V; E, =+ 1,2 V.
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Eletrodos EGPD foram utilizados nas determinacdes simultanea e isolada
de XA e HX. Para determinagéo simultdnea os voltamogramas foram obtidos
apo6s adigao de concentragdes crescentes de solugdo HX (7,5 x 10 mol L a
75 x 10° mol L'1) em tampao fosfato pH 6,5 mantendo constante a
concentragdo de Xantina em 5,0 x 10° mol L™ na célula eletroquimica, Figura
27A, e para XA (7,5 x 10® mol L™ a 7,5 x 10° mol L"), mantendo constante a
concentragdo de Hipoxantina em 5,0 x 10° mol L, Figura 27B. Para cada
valor de concentragdo deste analito, registraram-se trés voltamogramas
consecutivos de pulso diferencial, mantendo a etapa de pré-concentracdo de

10 s a +1,5 V entre um voltamograma e outro.

A

0.6 0.8 1.0 1.2 0.6 o.e 1.0 1.2
E/V — E/V

Figura 27. VPD obtidos em concentragdes crescentes de: A) 7,5 x 10° < [HX] < 7,5 x 107 mol
L', mantendo a concentragio fixa de XA em 5,0x 10° mol L' em TF pH 6,5; B) 7,5 x 10° <
[XA] < 7,5 x 10” mol L, mantendo a concentragio fixa de HX em 5,0x 10° mol L' em TF pH
6,5 . Velocidade de varredura = 10,0 mV s™', amplitude de pulso = 50 mV; largura de pulso = 70
msekE;, =05V, E,=+12V.
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A Figura 28A apresenta as curvas analiticas obtidas com EGPD para a
determinacdo de hipoxantina em presenca de altas concentragcbes de xantina e
vice e versa. Os dados de corrente foram extraidos antes da subtragdo do
branco e alisamento das curvas. Em cada ponto de concentracdo durante as
adicbes crescentes de Xantina ou Hipoxantina foram obtidos trés
voltamogramas e os valores de corrente de pico utilizados na construgao das

curvas analiticas foram obtidos a partir dos valores medianos.

Para determinagédo dos analitos isoladamente, os voltamogramas foram
obtidos em solugdo de Xantina na faixa de concentracdo de 7,5 x 107
mol L a 6,0 x 10°mol L e para Hipoxantina na faixa de concentracido de
1,0x 10® mol L™ a 7,0 x 10® mol L. Da mesma maneira anterior, os valores de
corrente medianos foram obtidos a partir do registro dos voltamogramas em
cada ponto de concentracdo e utilizados na construcdo da curva de corrente
em funcdo da concentracdo de cada analito. Estes voltamogramas nédo foram

apresentados, porém as curvas analiticas foram apresentadas na Figura 28B.
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Figura 28. A) Curvas analiticas obtidas na detec¢do simultdnea de XA ou HX obtidas
através dos VPD apresentados na Figura 26 , B) Curva analitica obtida detectando
Xantina e Hipoxantina isoladamente, na faixa de 7,5 x 107 < [analito] < 1,0 x 10 mol
L. Velocidade de varredura = 10,0 mV s”'; amplitude de pulso = 50 mV; largura de
pulso=70mse E; =+0,5 V; E; =+ 1,2 V.

A partir das curvas analiticas apresentadas nas Figuras 28A e 28B
foram obtidos os seguintes parametros analiticos: limite de detecg¢ao calculado
[98] para deteccdo simultanea de Xantina, 2,3 x 10° mol L™; sensibilidade
calculada, de 2,8 A mol™ L cm?; e R? = 0,999. Para determinacgdo simultanea
de Hipoxantina estes parametros foram: limite de deteccéo 5,6 x 10° mol L;
sensibilidade de 1,4 A mol” L cm™; e R? = 0,990. A partir desses valores, pode-

se afirmar que é possivel a determinagao simultanea de tais analitos.

Quando os limites de detecgéo foram calculados para XA e HX a partir

de solugbes isoladas dos analitos, os valores obtidos foram respectivamente,




89

1,7 x 107 mol L™, 2,1 x 107 mol L™, porém os valores de concentragio
utilizados na construcao das curvas foram 10 vezes menores, sendo realizado
nas seguintes faixas de concentracdes para Xantina 7,5 x 107 mol L' a 6,0 x
10° mol L e para Hipoxantina 1,0 x 10® mol L™ a 7,0 x 10° mol L™". Esses
valores sdo da mesma magnitude ou ainda menores do que os encontrados

atualmente na literatura [92-94].

Foram efetuadas quatro curvas analiticas consecutivas, sendo duas nas
determinacdes simultdneas dos analitos e outras duas na determinacgao isolada
de cada analito. Utilizaram-se apenas etapas de limpeza ao final de cada curva
analitica, envolvendo a manutencdo do eletrodo de trabalho no eletrélito
suporte por 10 s a +1,5 V. Deste modo, o processo de modificagao foi efetuado

uma unica vez, nao havendo modificacao superficial posterior.

Os eletrodos EGPD foram utilizados para determinacdao de Xantina ou
Hipoxantina em amostras de urina. Os resultados obtidos em amostras de urina

para XA e HX foram de 0,47 uM e 5.9 uM, respectivamente.

Deste modo desenvolveu-se um método voltamétrico sensivel com limite
de deteccdo semelhante aos encontrados na literatura [92-94]. O método é
preciso e rapido na determinacdo de Xantina e hipoxantina. Esta estratégia
sera posteriormente, utilizada na determinagdo de Xantina em amostras
bioldgicas. A modificacdo superficial do eletrodo em solugdo de DA permite,
ainda, a determinagdo simultanea de Xantina, Dopamina, Acido Urico e Acido
Ascorbico, pois como observado com os eletrodos modificados, obteve-se uma
resposta voltamétrica com a separagao nitida entre os picos de oxidacao

destes analitos. A modificacdo eletroquimica produziu sobre a superficie do
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eletrodo um filme constituido pelos produtos de oxidacdo da Dopamina,
responsavel por evitar efeitos de adsorcdo da Xantina ou de seus produtos de

oxidagao na superficie do eletrodo.

Este processo de modificacéo de eletrodo de grafite pirolitico proposto é
facil de ser efetuado, permitindo a determinacdo de Xantina em presenca de
altas concentracdes de possiveis interferentes como de Acido Ascoérbico,

Cloreto de Potassio, Citrato de Sdédio e Glicose.

3.5 Modificacao superficial de eletrodos de carbono vitreo em

solucao de Serotonina por filmes Gerados Eletroquimicamente

NH, Serotonina (5-HT), Figura 29 derivado do
5 triptofano  (Trp), é um neurotransmissor
N importante, porém esta relacionado a diversas

N

H

) doengcas como disturbios de ansiedade,
Figura29: Estrutura
molecular da Serotonina  transtorno obsessivo-compulsivo, depressao e
estresse pos-traumatico [99]. A dopamina (DA), outro importante
neurotransmissor, intermediario da conversao de tirosina (Tyr) em adrenalina
(EP) e noradrenalina (NE), desempenha diversas fungbdes do sistema nervoso
central, contudo esta envolvida nos processos como a esquizofrenia e doencgas
degenerativas motoras, como o mal de Parkinson [100]. Um dos problemas

associados a detecgao eletroquimica e quantificacdo simultanea de DA e 5-HT

€ a proximidade entre os potenciais de pico correspondentes a oxidagao de
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ambos, bem como a coexisténcia de outros neurotransmissores e outros
interferentes, como (AA), em amostras biolégicas. Outro problema encontrado
na determinacao destes analitos é a forte adsor¢cao dos produtos de oxidagao
na superficie dos eletrodos causando envenenamento do transdutor [101]. A
determinacao eletroquimica destes compostos tem sido realizada em conjunto
com outras técnicas, como a cromatografia, eletroforese capilar e FIA [59,102-
104]. A utilizacao de eletrodos quimicamente modificados vem se apresentando
como alternativa na determinacéo destes compostos [101, 105-107]. Eletrodos
modificados por filmes poliméricos foram utilizados na determinacéo de 5-HT e

DA em presencga de interferentes [21,59,108-110].

Nesta tese, descreve-se um método alternativo rapido, barato, sensivel e
preciso para detectar, simultaneamente, DA e 5-HT, utilizando voltametria de
pulso diferencial (VPD), com eletrodo de carbono vitreo modificado

eletroquimicamente em potenciais altamente positivos e em solugao de 5-HT.
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3.5.1. Modificacao do eletrodo de carbono vitreo em solugdao de

serotonina

A modificagdo dos ECV foi efetuada de maneira similar aos procedimento
descrito no item 3.3.1 e 3.4, apenas substituindo a solu¢gdo modificadora, ou
seja, o ECV foi polido em feltro metalografico com alumina, lavado e mantido
em banho de ultrassom (4 min.), submetido a tratamento eletroquimico em
NaOH 0,1 mol L, aplicando-se +1,5 V por 120 s, sob agitacdo. O filme
polimérico foi formado aplicando ao ECV um potencial de +1,5 V por 120 s, sob

agitacdo, em solugdo 5-HT (1,0 x 10* mol L™) em TF, pH 4,0.

A Figura 30, apresenta o voltamograma ciclico (VC) obtido com eletrodo
limpo (ECV) em solugdo 1,0 x 10* mol L™ de serotonina (5-HT) em TF 0,1
mol L™, pH 6,5. Observou-se um Unico pico (Ep = 410 mV, Ip = 0,9 pA),
atribuido a oxidacdo da serotonina. Utilizando o eletrodo modificado (ECV-
5HT), este pico deslocou-se para regides menos positivas de potencial (31 mV)
e 0s niveis de corrente triplicaram (Ep = 379 mV, Ip = 3,1 pA), um indicativo de
que existe efeito catalitico associado a este processo. Observou-se também
que houve diminuicao na largura de pico, indicando que o filme polimérico de 5-

HT aumentou a velocidade do processo de transferéncia eletronica.
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Figura 30. VC obtidos em solucdo de 1,0 x 10* mol L' de 5-HT em TF 0,1 mol L', com ECV-
SHT e ECV. A) VC subtraido de seu respectivo branco. B) VC normal com seu respectivo
branco (linha pontilhada). E;=-0,2 V; E; =0,7 V; E;=-0,2Vev=50 mVs”

As correntes deste pico variaram linearmente com v (r = 0,993),
sugerindo um processo eletroquimico controlado por difusdo [102]. Com o
aumento de v (25 — 900) mV observou-se um deslocamento de Ep para valores
mais positivos. O eletrodo modificado mostrou ainda a existéncia de outros
processos anddicos e catodicos, com maior destaque para o processo redox
com Epc = -135 mV e Epa = -95 mV, atribuido ao par Quinona/ Hidroquinona,
gerado durante a oxidagao da serotonina. Estes produtos adsorvem fortemente
a superficie do eletrodo, fato comprovado pela variacao linear das correntes de
pico com o aumento de v. Resultados similares foram obtidos por Sarada et al.
[102].

Mesmo ap6s a modificacdo do eletrodo os produtos de oxidagdo da

5-HT adsorvem em sua superficie, a simples aplicagdo de um potencial positivo
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no eletrodo de trabalho é suficiente para a limpeza superficial e manutencao do
filme inicialmente formado. No entanto ndo é qualquer potencial aplicado que
produz a superficie modificada. O potencial foi variado e os seguintes valores
foram usados como potenciais de condicionamento (Econg): - 0,3 V; + 0,2 V
(antes de Epa de 5-HT); + 0,4 V (Epa de 5-HT); 0,7 V (depois de Epa de 5-HT)
e + 1,5V (potencial de modificagdo), no intervalo de varredura de - 0,3 a 0,7 V.

O processo de limpeza superficial do eletrodo foi monitorado pelo
processo de oxidacdo da 5-HT e a adsorcao de seus produtos de oxidacao
aumentou com o deslocamento de E.,nq NO sentido positivo. Comparando os
terceiros voltamogramas obtidos em cada série, observou-se que quando o
potencial de condicionamento variou no sentido anddico de potencial houve
diminuicdo de 86% nos niveis de corrente, com variacdo de Ip de 1,79 a
0,25 A, além do deslocamento de Ep no sentido positivo (Ep 0,36 — 0,40 V) e
alargamento de pico.

No entanto, ao se aplicar + 1,5 V por 20 s em eletrolito suporte ou na
solugcdo do analito de interesse observou-se, em relacédo ao Ec.nq de - 0,3V,
deslocamento de Ep de 40 mV no sentido negativo, aumento e estabilizagcado
nos niveis de corrente, além da diminuicdo na largura de pico (Ep = 0,32 V,
Ip = 2,45 pA). O efeito da variagdo do Econg foi também efetuado com ECV-
limpo, resultados similares foram obtidos, porém os efeitos de envenenamento
foram mais pronunciados.

VPD foram obtidos com ECV-5H em solucgéo 2,0 x 10° mol L™ de 5-HT e
DA em TF na faixa de 2,0 < pH < 10. Obtiveram-se varia¢des lineares para Ep
vs. pH, com R? 0,997 e 0,973, e inclinacdes de -61 e -52 mV/pH para DA e 5-

HT, respectivamente. Estes valores estdo de acordo com os encontrados na
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literatura, pois ambos os processos anddicos envolvem dois protons e dois
elétrons [59, 102]. Maiores valores de Ip foram obtidos para 5-HT e DA em pH
6,5 e 4,0, respectivamente, com diminui¢cao brusca de sinal para valores de pH
> 8,0. Optou-se pela realizacdo das demais medidas em pH 6,5, pelos maiores
valores de corrente obtidos e menores valores de Ep observados para 5-HT.
Eletrodos ECV-5HT foram utilizados para construcéo de curvas analiticas
a partir de solugcdes contendo concentragdes crescentes de DA e 5-HT, com
detecgéo isolada e simultanea dos dois analitos no intervalo de 2,0 x 107 a 2,0 x
10® mol L. A Figura 31A, apresenta os VPD obtidos apés cada adicdo de
mesma concentracdo para DA e 5-HT. Foram realizadas quatro curvas
consecutivas, com sete valores de concentracdo em cada uma. Para cada valor
de concentracdo, os VPD foram obtidos em ftriplicata. Considerando o branco,
foram obtidos 128 VPD, sem a necessidade de renovacdo de superficie.
Grandes variacbes de Ip ndo foram observadas para cada valor de
concentragdo. A Figura 31B apresenta os valores médios de Ip para cada
concentragdo, bem como seus respectivos desvios, para as quatros curvas.
Obteve-se relacéo linear Ip, vs [5-HT], para as curvas simultanéas e isoladas,
com as seguintes equacdes: I(uA) = -0,012 + 0,17 [5-HT] (umol L") e /(uA) =
(-0,008 + 0,204 [5-HT] (umol L"), coeficientes de determinagao (r?) igual a 0,993
e 0,994 e limite de detecgdo (s/n = 3) de 2,8 e 2,9 x 10° mol L7,
respectivamente. A relagao de Ip, vs [DA], também foi linear com /(uA) = 0,077 +
0,367 [DA] e /(uA) = 0,040 + 0,69 [DA] (umol L"), r? igual a 0,973 e 0,962 e limite
de deteccdo (s/n = 3) de 1,3 e 1,7 x 10° mol L, para determinacdes

simultaneas e isoladas, respectivamente. Os resultados obtidos para ambos os
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analitos foram de mesma magnitude ou menores aos encontrados na literatura

[59,108-112].

0.0 0.6 1.21.8
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Figura 31. (A) V.P.D. obtidos com ECV-5HT em solucio de DA e 5HT no intervalo de 2,0x10”
a2,0x10° mol L' em TF pH 6,5. E;=0,0 V; E;= 0,6 V e tempo de pré-concentracdo a 1,5 V
por 20 s, v = 10,0 mV s™'; amplitude de pulso = 50 mV; largura de pulso = 70 ms (B) Curva
analitica simultanea obtida a partir dos valores de Ip, vs [DA] e de Ip, vs [SHT].

Interferentes encontrados no sistemas nervoso central como acido ascérbico
(AA), tirosina (Tyr) e seus derivados adrenérgicos, (DA, EP e NE) foram
investigados por VPD por adicdo destes derivados em concentracdo mais

elevadas em relacdo a concentracdo de 5-HT (1,0 x 10° mol L™"). A Tabela I
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apresenta os valores de Ep destes derivados, bem como a variagdao de
potencial (AE) em relagdo a 5-HT. Pode-se inferir, pelos resultados
apresentados na Tabela Ill, que seria possivel realizar a determinacéo de
baixas concentragdes de 5-HT, em presenca destes neurotransmissores ou

AA, visto que a menor separagao entre os picos foi de 130 mV.

Tabela III: Dados de potencias de pico (Ep) e diferenca de potencial em relagdo a

5-HT (AE), de possiveis interferentes como: acido ascorbico, neurotransmissores e seus
precursores, obtidos por VPD em TF pH 6,5, E; =-0,2 V; E;=0,9 V*,

Analitos 5-HT AA DA EP NE Tyr Trp
[Analito]** / pmol L™ 10,0 500 20,0 20,0 20,0 50 50
Ep/mV 340 120 200 220 210 720 720

AE (Eps.ur-Epanalito) -220 140 160 150 130 380 380

* Demais condi¢des vide figura 31 **Concentragdes de medida

3.6 Modificacao superficial de eletrodos de pasta de carbono
em solugdo de Quercetina por filmes gerados

eletroquimicamente

Flavondides sado grupos de compostos polifendlicos amplamente
distribuidos na natureza, muitos dos quais encontrados em frutas, verduras e
uma variedade de bebidas (cha, café, vinho e sucos). A Quercetina é o
flavondide mais amplamente distribuido no reino vegetal, principalmente em
magas, cebolas, chas e vinho tinto; € uma aglucona da rutina e de outros
glicosideos e possui uma poderosa atividade antioxidante [111-113]. Este

flavondide ainda possui atividade cardiovascular, anti-inflamatéria, anti-
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carcinogénica, anti-histaminicas, anti-viral, atua no sistema imunoldgico e reduz

o efeito da formagé&o de cataratas [114-116].

OH Devido as suas propriedades
OH o
quelante e sequestrante de radicais livres,
HO O - - N
uma seérie de estudos eletroquimicos tém
B
OH sido conduzidos, principalmente os
OH O relativos a oxidagdo dos grupos hidroxila
Figura32: Estrutura molecular da
Quercetina da molécula. Dentre estes, uma hidroxila

no anel B e quatro nos anéis A e C (Figura 32) séo eletroativos e o processo
de oxidacdo ocorre sequencialmente, num mecanismo de cascata. Foram
detectados trés [117] ou quatro [118] picos de oxidagao e um pico de reducéo,
dependendo das condi¢cdes experimentais empregadas. A hidroxila do anel B,
representando um catecol, & a primeira a ser oxidada levando a formagao da o-
quinona da quercetina, num processo reversivel envolvendo dois prétons e dois
elétrons e responsavel pelo unico pico de reducado observado no sentido
catdodico. A o-quinona formada neste processo €é uma espécie
eletroquimicamente ativa e instavel, com um mecanismo do tipo eletroquimico-
quimico (EC) [117,118]. Os demais processos de oxidagao sao irreversiveis,
ocorrem sequencialmente, em potenciais mais positivos e originam produtos
que adsorvem fortemente a superficie do eletrodo. Os resultados obtidos por
Zare et al. [119] mostraram que o comportamento eletroquimico de quercetina
¢é fortemente dependente do pH da solugdo. Em toda a faixa de pH, o processo

de eletro-oxidagcao de quercetina segue um mecanismo ECE e a o-quinona
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derivada participa de reagao de adicdo com quercetina produzindo um dimero,

causando adsorgao superficial em eletrodos.

Por esses motivos a determinacdo analitica da quercetina tem sido um
grande desafio. Diversas estratégias de modificagdo de eletrodos, acopladas a
utilizagao de técnicas voltamétricas, tém sido utilizadas visando a determinacao
de Quercetina com alta sensibilidade e sem efeitos de adsor¢cao superficial
[120, 121]. Dentre essas estratégias podem ser citadas a utilizacdo de
nanotubos de carbono de parede multiplas, imobilizados com parafina, cola de
colina e catalizador sobre eletrodos de grafite, com medidas voltamétricas
realizadas por redissolugao adsortiva [122], ou ainda a utilizagao de eletrodo de
pasta de carbono ndo modificado, com renovacio superficial constante, para
determinacdo do analito por voltametria de onda quadrada com redissolucéo

anddica [121].

No presente trabalho, avaliou-se a possibilidade da modificacao
superficial por filmes poliméricos formados pelos produtos de oxidagcao da
quercetina em diversos substratos de carbono. O principal objetivo, nesta etapa
de trabalho, foi comparar o filme formado em solucao de quercetina, com os
obtidos pela modificacao realizada em DA e em 5-HT, comparar o desempenho
destes filmes na imobilizagdo de nanotubos de carbono ou comparar ainda o
melhor filme na co-imobilizacdo das bases nitrogenadas de DNA. Como os
filmes poliméricos de quercetina ndo evitaram o envenenamento superficial
buscou-se entender o mecanismo de oxidagao da quercetina. A oxidagao desta
espécie foi feita em diversos substratos de carbono, sem a necessidade de

renovacao superficial, apenas com uma etapa de pré-concentragdo. O método
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desenvolvido para quantificacdo de quercetina utilizando eletrodos de pasta de
carbono, carbono vitreo, grafite pirolitico e diamante dopado com boro,
apresentou alta sensibilidade, dispensou a necessidade de modificacdo ou
renovacgao superficial, bastando para tanto restringir a janela de potencial ao
primeiro pico de oxidagao, evitando a adsorgcao dos produtos de oxidagao das

etapas subsequentes.

3.6.1 Modificagao de eletrodos em solugao de quercetina

O mesmo procedimento anterior foi utilizado nesta modificagdo. O eletrodo
de trabalho previamente ativado foi transferido para a célula eletroquimica
contendo os eletrodos de referéncia e auxiliar e o eletrélito suporte. Em seguida
efetuou-se o registro de voltamogramas de pulso diferencial nas seguintes
condicdes: Einigiat -0,2 V, Efinai: +0,5 V e v =10 mV s, até a estabilizacdo da
linha base, com etapas de pré-concentracado de 10 s a +1,5 V. Apds esta etapa
adicionou-se a solugdo modificadora (Quercetina 1,0 x 10™ mol L) a célula,
mantendo-se o potencial aplicado de + 1,5V por 120 s, sob agitagdo. Esta foi a
condicdo otimizada de modificagdo. Variagdes no processo de modificacdo

foram realizadas e serao discutidas no momento oportuno.

Eletrodos de pasta de carbono sem qualquer modificagao foram utilizados
na determinacdo voltamétrica de solucdo de quercetina 1,0 pmol L7, em
tampao fosfato pH 3,0. Os picos de oxidagao de quercetina, apresentados na
Figura 33, foram obtidos por voltametria de pulso diferencial (VPD). Sao

mostrados o primeiro voltamograma de cada série. No voltamograma
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apresentado na Figura 33A, houve pré-concentragéo a -0,3 V por 120 s, ja o
voltamograma apresentado na Figura 33B foi realizado imediatamente apds o
voltamograma apresentado em A, porém com pré-concentragéo a +1,5 V por
120s. Trés picos foram detectados a +0,37, +0,48 e +0,70 V, os quais estado
associados com a oxidagdo dos grupos hidroxilas da quercetina [118], um
quarto pico de oxidagao ainda poderia ser observado em regides mais positivas
de potencial. O primeiro pico apresenta reversibilidade, ja os demais séo
irreversiveis e os produtos adsorvem fortemente na superficie do eletrodo
[117,118]. Corroborando com os efeitos de envenenamento superficial
descritos na literatura, o primeiro pico de oxidacdo da quercetina diminuiu
drasticamente, cerca de 60% (Figura 33B), apds pré-concentracédo em solugéo

de quercetina a + 1,5 V durante dois minutos.

Figura 33. V.P.D. obtidos com eletrodo de pasta da carbono em: (----) solu¢io de TF 0,1 mol L™
pH 3,0, (—) solugdo de quercetina 1,0 x 10® mol L™ em TF 0,1 mol L'pH 3,0. A) Pré
concentracdo a - 0,3 V por 120s; B) Pré concentracdo a + 1,5 V por 120 s. Condi¢cdes
Experimentais semelhante a da Figura 31.
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Como os produtos de oxidagao de quercetina possuem grupos quinénicos e
estes devem ser os responsaveis pelo aumento de sensibilidade e formacgao do
filme polimérico obtido em solu¢cdo de dopamina [59], avaliou-se a possibilidade
de realizar uma modificacdo semelhante com a superficie de carbono em
solucao de quercetina.

Assim como no processo de modificacdo em solu¢do de Dopamina,
utilizou-se o seguinte procedimento para modificagdo de eletrodos de pasta de
carbono em solugao de quercetina. O eletrodo inicialmente sofreu ativagao da
superficie em NaOH 0,1 mol L' pela aplicacdo de 1,5 V por 120 s, sob
agitacdo. Em seguida, condicionamento em tampao fosfato no pH 10,0 pelo
registro de sucessivos voltamogramas de pulso diferencial (VPD) com pré-
concentracdo de 10 s a 1,5 V, em condicdes idénticas as da modificacdo em
dopamina, porém no intervalo de potencial -0,2 V a +0,5 V até estabilizacdo da
linha base. Por fim, na tentativa de obtencao superficial do filme aplicou-se 1,5

V por 120 s, sob agitagdo de solugdo de quercetina 1,0 x 10 mol L™.

Apos a modificagao realizaram-se o registro de sucessivos voltamogramas
de pulso diferencial (VPD) em tampao fosfato em pH 7,0 até estabilizacao da
linha base. Em seguida, procedeu-se a adicdo de concentragdes crescentes de
quercetina, em condi¢gdes experimentais idénticas as descritas na Figura 31.
Os voltamogramas foram realizados em triplicatas e sdo apresentados na

Figura 34 o terceiro registrado para cada concentracéo.
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Figura 34. V.P.D. obtidos com eletrodo de pasta da carbono modificado em solugdo de
quercetina: (----) solugdo TF 0,1 mol L™ pH 7,0, (—) solugdo de quecetina (1) 1,0 x 10° mol L~
'(2)2,0x 10° mol L™, (3) 3,0 x 10° mol L™ (4) 4,0 x 10° mol L em TF 0,1 mol L"'pH 3,0.
Pré concentragdo a -0,3 V por 10s ;. Condigdes Experimentais vide Figura 31.

Os voltamogramas apresentados na Figura 34, mostram que com o
aumento da concentracdo de quercetina nao houve aumento proporcional de
corrente, sendo um indicativo que nao houve formacao de um filme polimérico
que impedisse a adsor¢cao dos produtos de oxidacdo da quercetina na
superficie do eletrodo. Eletrodos que receberam o mesmo tratamento ainda
foram testados em solucao de quercetina variando-se o pH da solugcdo tampao
ou ainda variando a composicdo do tampao, porém n&do houve melhoria nos
resultados. Além do tampao fosfato que apresentou os melhores resultados

foram utilizados como eletrélito suporte tampao universal, ou solugao de cloreto

de potassio.
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A Figura 35 apresenta os voltamogramas obtidos com eletrodos de pasta
de carbono modificados em solucdo de quercetina, na detec¢cao de dopamina
1,0 x 10* mol L™ em tampao fosfato pH 7,0 (voltamograma 1), e na detecgao
simultaneamente de Acido Ascérbico 1,0 x 10° mol L', Dopamina 1,0 x 10*
mol L' e Acido Urico 5,0 x 10° mol L' em tampao fosfato pH 7,0,
(voltamograma 2). Com o eletrodo modificado em quercetina n&o foi possivel
discriminar os picos de oxidagao para os trés analitos, sendo possivel apenas
observar dois picos de oxidagao sobrepostos. Com estes resultados pode-se
afirmar com seguranga que nao foi possivel obter um filme polimérico como
aqueles obtidos com eletrodos em solugao de dopamina ou serotonina. Foram
ainda realizadas tentativas de obtencao de um filme polimérico de quercetina
em outros substratos de carbono, porém os resultados foram semelhantes aos

apresentados na Figura 35.
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Figura 35 Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em TF pH 7.0 (") e apresentado
em linha solida (—), (1) solugdo contendo Dopamina (DA) 1,0 x 10* mol L em tampio
fosfato pH 6,5 ¢ (2) solugdo contendo simultaneamente acido ascorbico (AA) 1,0 x 107 mol L™';
(DA) 1,0 x 10®* mol L e 4cido turico (AU) 5,0 x 10° mol L™, com eletrodo modificado em
quercetina. Demais condi¢des ver Figura 31.

3.7. Determinacgao Analitica de Quercetina em Eletrodos de

Carbono nao Modificados

Como descrito na literatura, no processo de oxidagdo da quercetina, o
mecanismo ocorre num processo em cascata, onde o primeiro pico apresenta
reversibilidade, ja os demais sao irreversiveis e os produtos adsorvem
fortemente na superficie do eletrodo [118,119,122]. Assim, avaliou-se a

possibibilidade de se determinar quercetina utilizando-se o primeiro pico de
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oxidagdo. Para tanto, a varredura foi efetuada em uma janela restrita de
potencial, evitando-se que houvesse a formagao dos produtos de oxidacao
subsequentes. Este procedimento foi realizado em diferentes substratos de

carbono.

1 n 1 o | s 1 u.u P P B T | "
0.0 01 0.2 0.3 0 30 B0 90 120 150 180 210

-~ EJfV [Quer] 7 nmol I’

Figura 36. (A) V.P.D. obtidos com eletrodo de carbono vitreo em solugdo quercetina no
intervalo de 2,0x10™® a 2,0x107 mol L' em TF pH 7,0. E;=-0,3 V; Eg=+ 0,3 V e tempo de
pré-concentragdo de 10s a - 0,3 V. Demais condigdes vide Fig 1. (B) Curva analitica. Demais
condicdes ver Figura 31.

VPD, em triplicata, foram obtidos em solucdo de quercetina com eletrodos
de pasta de carbono, carbono vitreo, grafite pirolitico e diamante dopado com
boro e os dados utilizados na construgdo de curvas analiticas. A Figura 36A
apresenta os VPD obtidos com eletrodo de carbono vitreo em solugdes
contendo concentragdes de quercetina no intervalo de 2,0 x 10° a
2,0 x 107 mol L™ em tampao fosfato pH 7,0. O valor mediano de corrente foi

usado na construgdo da curva analitica, Figura 36B. Observou-se que para

baixas concentragcdes de quercetina houve apenas uma pequena variagao
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aleatdria do potencial de pico (AE = 9,0 mV), porém a corrente de pico
aumentou proporcionalmente com a concentragdo do analito, de modo que o
efeito de envenamento superficial foi descartado. Resultados semelhantes
foram obtidos para os demais eletrodos utilizados. Os limites de detecgao
variaram de 5,1 — 16,2 x 10° mol L', valores estes semelhantes aos

encontrados na literatura [122] ou ainda mais baixos [121], Tabela IV.

Tabela IV: Parametros analiticos obtidos em solucdo de quercetina com os diferentes
tipos de eletrodo de carbono.

Eletrodo Faixa Linear AEp R’ Sensibilidade*  Lim. de Deteccao
(mol L' x 10°%) (mV) (Amol'Lem?  (mol L x 107)
ECV 2,00 -20,0 103-112 0,995 16,3+0,5 11,0+ 04
EDDB 2,00 - 20,0 97-102 0,999 4,20 +0,07 5,36 + 0,02
EPC. 2,00-12,0 96-103 0,998 6,7+0,2 5,1+0,1
EGP. 12,0 —44.,0 93 -99 0,999 10,6 £0,2 16,2 +0,3

*Calculada usando as areas geométricas: 0,78, 0,28, 0,50 ¢ 0,78 cm’, respectivamente.

3.8 Sintese e caracterizagao do complexo Cobre-neocuproina

Como neste trabalho existiam dois grandes objetivos, nomeadamente o
desenvolvimento de superficies modificadas para a imobilizagdo das bases do
acido desoxiribonucleico (DNA) ou do préprio DNA, e o estudo de interagéo
destas macromoléculas com espécies de interesse clinico e ambiental, foi
sintetizado o complexo de cobre (ll) com neocuproina, a ser posteriormente

utilizado como precursor da formagao de radicais livres.
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A neocuproina (Figura 37a) ou 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina (NC) é um
composto heterociclico derivado da fenantrolina de férmula bruta Cq4H12N>
(MM = 208,26 g mol™"). Na temperatura ambiente é um sélido de coloragdo

amarelo-palido pouco soluvel em pH > 7,0 (Figura 37b) [123].

Figura 37: a) Estrutura da neocuproina hidratada; b) curva de solubilidade em funcdo do pH.

fons Cu?* em solugéo aquosa formam lentamente com a neocuproina com
a neocuproina um complexo quadrado planar estavel de coloragdo laranja
(e4ssnm = 3550 M™" cm™") com estequiometria 1:2 metal:ligante (log B, = 11.4)

[124].

Na presenca de certos redutores, o Cu?* é reduzido a Cu* formando um
complexo tetraédrico de cor laranja mais intensa (esssm = 7950 M~'cm™) de
férmula Cu(NC),"* (log f2 = 19.1) [124]. Este ion complexo é estavel por longos
periodos de tempo numa ampla faixa de pH [124,125]. Contudo a absorbancia
de Cu(NC),'* decresce drasticamente na presenca de fons Cu®" devido a
formacgao de uma mistura de complexos, com estrutura ou geometria de ligagao
diferentes, quando a neocuproina ndo se encontra em excesso em solucio

[124].
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Shtoyko et al. [126] utilizaram a técnica da espectroeletroquimica para
demonstrar que Cu(NC),** pode ser reduzido a Cu(NC),'*, sendo possivel a
formacao de Cu® mesmo na presenca de excesso de NC. Além de formar um
complexo muito estavel com Cu'*, NC forma também complexos com outros
jons metalicos, como Co?*, Ni?*, Zn** e Cd*" porém, as respectivas constantes
de equilibrio sdo bem menores do que a do complexo com Cu® [124]. Estudos
realizados com DNA demonstraram que a NC é capaz de inibir a degradagao
do DNA em linfécitos intactos, bem como em seus nucleos [127]. Diversos
complexos de cobre podem promover lesdes oxidativas ao DNA. A reacao de
clivagem do DNA €, na maioria das vezes, mediada por espécies reativas de
oxigénio, que sdo produzidas, por exemplo, durante o processo de redugao de
Cu (Il) para Cu (), nos complexos metalicos como posterior formacado de
radicais hidroxila a partir de peréxido de hidrogénio, responsavel pela ruptura
da estrutura heliocoidal do DNA [127-131]. A clivagem pode ainda ser induzida

diretamente por cobre (lIl) sem a necessidade de um agente ativo [132].

A neocuproina € usada com um reagente clinico em testes de glicemia
com determinagdo espectrofotométrica [133]. Recentemente, Moya et al.
utilizaram os complexos de Cu(ll)/NC [134] na determinacéo de polifendis totais
em amostras de vinho. No referido trabalho, a solugdo de neocuproina foi
preparada em tampao de acetato de aménio 0,18 mol L™, porém quando o
reagente foi preparado na auséncia de tampao, e na presenca de perclorato de
cobre (ll), observou-se a formagao de um precipitado verde esmeralda, o que
pode ser indicio da formagao de um complexo de neocuproina cobre formando

um sal insoluvel com ions perclorato.
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Como estratégia neste trabalho realizou-se a sintese do material

precipitando ions cobre com neocuproina.

Na tentativa de sintetizar o precipitado observado por Moya et al. [134],
perclorato de cobre |l foi preparado em solugdo tampao de acetato de aménio
0,2 M e solugéo de cloridrato de neocuproina, 0,2 M, em agua e, estas
solugdes foram misturadas nas seguintes proporgdes: 1:1, 2:1 e 3:1 (v/v).
Diferentemente do observado por Moya et al., em todos os casos, ndo houve

formagao de qualquer precipitado.

O mesmo procedimento foi repetido, mas desta vez com a solucao de
perclorato de cobre em agua, porém nao houve precipitacao do sal complexo.
Na tentativa de sintetizar o complexo os seguintes parametros foram alterados:
composi¢cao do tampao, variagdo do pH de sintese, variagao do contra ion do
sal de cobre, variagdo da temperatura, estado de oxidacdo e variagdo da
concentracdo do sal de cobre e de neocuproina. Posteriormente, solugbes de
perclorato de cobre 11 2,0 x 10™ mol L™ foram preparadas em tampao fosfato,
tampao PIPES, tampao citrato e tampao universal todos 0,2, mol L'em pH 7,0,
repetindo-se o procedimento de sintese. Em todos os casos n&o houve
formacao de precipitado. Neste mesmo pH, ainda foram testados outros sais de

cobre Il como sulfato e nitrato, obtendo-se os mesmos resultados.

Normalmente a solugdo de neocuproina € preparada em tampé&o acetato
de amoénio. Neste caso em particular, a solugéo foi preparada em agua e
misturada a uma solugdo de Cu(ClO,),, preparada em tampao acetato de

amonio.
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O proximo passo foi entdo a tentativa de sintetizar o complexo em valores
mais baixos de pH como 3,0 e 4,5, utilizando para tanto tampdes universal,
acetato, fosfato e citrato e mantendo os ions perclorato, sulfato e nitrato de
cobre Il, como reagentes de partida. Conforme observado anteriormente néo

houve a precipitacdo do sal complexo em nenhum dos casos.

A sintese foi ainda avaliada em tampéao universal pH 3,0, a temperatura
de 0 °C (banho de gelo) e 100 °C (banho-maria), porém em nenhum dos casos
observou-se a formagao do complexo. A utilizagdo de cloreto de cobre | e
nitrato de cobre Il na presenga de um agente redutor, ndo também n&o surtiu

efeito.

Por fim, resolveu-se testar solu¢gdes mais concentradas dos reagentes de
partida. Deste modo, a sintese foi repetida utilizando as solugbes preparadas
nas seguintes concentracdes: cloridrato de neocuproina 0,1 mol L™ e de nitrato
de cobre Il 1,0 mol L'1, ambos em agua. As solugdes foram misturadas nas
seguintes proporgoes 1:1, 1:2 e 1:3 (v/v), em todos os casos houve formacao

de um precipitado verde esmeralda.

As amostras foram entdo centrifugadas, observando-se que a cor do
sobrenadante variou de forma gradual de ligeiramente azul, para azul mais
intenso, ou seja, de leve coloragdo na menor proporcéao (1:1, v:v), para o azul
caracteristico da solugéo de nitrato de cobre Il (3:1, v:v) indicativo de excesso
de Cu (ll). O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com agua e
novamente centrifugado. Esta operagado foi repetida mais uma vez. Apos a
primeira lavagem, o sobrenadante tornou-se verde, ou seja, com a mesma

coloragao do precipitado.
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Apoés a segunda lavagem, o precipitado foi transferido para uma capsula
de porcelana e mantido em estufa por 12 h a 100 °C. Em seguida, o material foi
transferido para um recipiente e mantido em dessecador por 24 h a

temperatura ambiente e encaminhado para caracterizagao.

Finalmente, a melhor condigdo obtida para este procedimento na sintese
do composto, foi a solugdo de cloridrato de neocuproina 0,1 M e solugao de
nitrato de cobre (ll) 1,0 M, ambas preparadas em agua, na propor¢ao de 1:1

(VIV).

Desde as ultimas décadas, a calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
vem sendo amplamente utilizada na determinagcdo de propriedades
termodinamicas de diversas substancias organicas puras [135-138]. Muitas
destas propriedades como a capacidade calorifica, entalpias de vaporizacao e
sublimacao podem ser determinadas a 25 °C, ou em temperaturas superiores
usando amostras soélidas ou mesmo solugdes. Esta técnica tem, portanto,

importancia no campo da quimica, bioquimica e biofisica.

Para caracterizagao deste material utilizou-se técnicas de analise térmica
diferencial (DTA) e termogravimétrica (TG), calorimetria exploratéria diferencial

(DSC), espectroscopia no infravermelho (IR), e analise quimica elementar.

A caracterizagdo do complexo foi realizada por meio de curvas
termogravimétrica (TG/DTG) e de calorimetria exploratéria diferencial (DSC). O
teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio no sal complexo foi determinado por
meio de analise elementar, enquanto o teor de cobre foi determinado por

absorgdo atdbmica. Empregou-se ainda a espectrometria na regido do
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infravermelho, buscando confirmar a estrutura e composicao proposta para o

composto.

A determinacdo do cobre presente no complexo Cobre- neocuproina foi
realizada por espectrometria de absorgéo atdmica. A Figura 38 mostra a curva
de calibracdo para determinacdo da percentagem de cobre presente no
complexo. Para a construgao desta curva analitica foram preparadas solugdes
de cobre na faixa de 2,0 a 12,0 mg/L em solugéo de acetonitrina 4% (v/v). As
solugdes de cobre (Il) foram devidamente padronizadas. Para solubilizacédo do
composto sintetizado de Cu-neocuproina [Cu(NC),]™" utilizou-se acetonitrila. A

solugao foi posteriormente diluida a 4% (acetonitrila/H20, v/v).

y 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
[Cu*]/ mg !’

Figura 38. — Curva analitica obtida usando Espectrometria de Absor¢ao Atomica, com padrdes
de 2,0-12,0 ppm de Cu** em solugdo de acetonitrina 4% (v/v) em H,O.
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A figura 38 apresenta a curva analitica obtida com as solugbes de cobre,
houve um aumento linear da absor¢cdo como fungdo do aumento da
concentragcdo das solugcbes de cobre, obedecendo a seguinte equacao
Abs / unidades arbitrarias = 3,6 * 3,5 + 29,7+ 0,4 [Cu2+]. Esta curva analitica
foi utilizada na determinagcdo de Cobre nas solugdes dos reagentes
empregados para a sintese do complexo e na solugdo proveniente do sal
complexo. Para a solugao de cloridrato de neocuproina 1,2 g L™, a absorbancia
registrada foi de 1,0 unidade de absrbancia, ou seja, ndo foi detectada a
presenca de ions cobre na amostra. Ja para o composto Cobre-neocuproina
0,11 g L™, a absorbancia registrada foi de 288 unidades, que correspondea
concentragdo de Cobre igual a 9,6 mg L. Dessa maneira, o resultado obtido
por absorgdo atdmica corresponde a percentagem de cobre, no composto

sintetizado, foi de 8,7%.

A determinagao da percentagem de carbono, hidrogénio, nitrogénio para
a amostra de cloridrato de neocuproina foi realizada por analise elementar na
Central Analitica do IQ/USP e os resultados obtidos foram comparados aos
resultados teoricamente previstos para (Ci4H12N2'HCI). Com este ensaio foi
possivel propor o numero de moléculas de agua presentes na amostra. A

Tabela V apresenta estes resultados:

Tabela V. Comparacdo entre os resultados experimentais obtidos por andlise elementar
e os tedricos para amostra de neocuproina.

Experimental Teorico Desvio

% N’ % N’ % N’
Carbono 56,82 13,4 68,71 14 -11,89 -0,6
Hidrogénio 6,56 18,3 4,94 13 1,62 53
Nitrogénio 10,01 2 11,45 2 -1,44 0
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A comparacado entre os resultados experimentais e os teoricamente
previstos diferem bastante, pois o resultado tedrico nao previu a incorporacao
de agua de umidade ou de cristalizagdo. Com estes resultados foi possivel
propor o numero de trés moléculas de agua presentes na amostra, pois o
hidrogénio foi o unico elemento que sofreu um desvio positivo. Levando em

consideracao trés moléculas de H,O foi construida a Tabela VI.

Tabela VI. Comparagdo entre os resultados experimentais obtidos por analise elementar ¢ os
teodricos para amostra de cloridrato de neocuproina hidratado.

Experimental Teorico Desvio

% em N’ % em N’ % em N’

massa Atomos massa Atomos massa Atomos
Carbono 56,82 13,4 56,28 14 + 0,54 -0,6
Hidrogénio 6,56 18,3 6,41 19 +0,15 -0,7
Nitrogénio 10,01 2 11,45 2 - 1,44 0
Oxigénio 26,61* --- 16,06 3 - 1,31 -
Cloro --- --- 11,86 1 --- ---

*valor obtido por diferenca.

Os resultados experimentais foram bem proximos dos calculados
teoricamente, levando em consideracdo que, para cada molécula de
neocuproina ha trés moléculas de agua. No entanto, estes resultados so
poderiam ser confirmados com os resultados do estudo termoanalitico, cujos

resultados estao apresentados adiante.

O mesmo procedimento adotado para a caracterizagdo do cloridrato de
neocuproina foi utilizado para o composto sintetizado. Diversas simulagdes
foram realizadas para que se pudesse propor a composicdo do complexo
obtido. A Tabela VIl sumariza os o valores obtidos por analise elementar, além

de acrescentar os resultados obtidos por espectroscopia de absorcdo atdmica
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para a determinagdo da percentagem de Cobre presente no composto e traz
ainda, os valores estimados para composicdo do sal formado, bem como o

possivel numero de moléculas de hidratagao.

Tabela VII. Comparagdo entre os resultados experimentais obtidos por analise elementar ¢ os
teoricos para amostra de Cobre-neocuproina

Experimental Teorico Desvio

% N’ % N’ % N’
Cobre* 8,71 1,0 9,41 1 -0,70 0,0
Carbono 51,64 32,4 48,28 28 + 3,36 +4,4
Hidrogénio 4,70 35,1 4,49 34 +0,21 +1,1
Nitrogénio 11,47 6,2 12,06 6 -0,59 +0,2
Oxigénio 23,48%*%* 11,0 25,28 11 1,80 0,0

*valor obtido por Absorgao atdémica, **valor obtido por diferencga.

A partir dos dados apresentados na Tabela VII, para cada elemento pode-
se propor que a molécula do composto sintetizado possui a seguinte
composicdo: [Cu(C14H12N2)2)** 2(NO3)-5H,0, ou seja, um atomo de Cobre II
complexado com duas moléculas de neocuproina, dois ions nitrato ligados ao
complexo formado e ainda, cinco moléculas de agua, que podem ser de agua
fisiossorvida ou de cristalizacdo. Os valores obtidos experimentalmente para
cada elemento, comparados com os propostos teoricamente estdo, em geral,

muito proximos, com excec¢ao do carbono.

Estes resultados serdo avaliados com maior rigor através dos resultados

obtidos empregando as técnicas termoanaliticas.

A Figura 39 apresenta as curvas obtidas pelos ensaios realizados em TG
(cadinho de platina, sem tampa, contendo 14,6 mg de neocuproina) e DSC

(panela de aluminio com tampa, contendo 1,81 mg de neocuproina) de
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amostras do composto organico complexante neocuproina (2,9-dimetil 1,10-

fenantrolina), sob a forma do sal cloridrato de neocuproina (C44H12N2-HCI).
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) e DSC (—) de uma amostra de cloridrato de

, ~ 3 .- .
neocuproina, em atmosfera de ar e vazdo de 50 cm” min", sob taxa de aquecimento de 10 °C

min”'. Analise DSC, em atmosfera de nitrogénio sob vazdo de 100 c¢m’ min' e taxa de

aquecimento de 10 °C min™'. No DSC o pico endotémico é para baixo.

A Figura 39 ilustra a ocorréncia de eventos de perda de massa na curva

do ensaio em TG em temperaturas correspondentes a eventos endotérmicos

ocorridos na curva do ensaio em DSC.

O primeiro evento endotérmico observado na curva de DSC, com

temperatura de pico (Tp) de 64 °C; ocorre em temperatura muito préoxima ao
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primeiro evento de perda de massa, mostrado na curva de TG, com valor de
temperatura em que se inicia o evento extrapolado de perda de massa
(temperatura onset) de 64 °C, e temperatura de pico (Tp) obtida na curva de

DTG de 80 °C.

Este evento é observado na curva de TG com valor de perda de massa
de 12%. Devido a estabilidade térmica da molécula de neocuproina, a qual
apresenta ponto de fusdo bem definido em torno de 230 °C, tal processo de
perda de massa foi atribuido a perda de moléculas de agua, contidas no

reagente, como por exemplo, agua de hidratagao ou fisiossorvida.

O segundo evento endotérmico apresentado na curva DSC, da mesma
forma como observado no primeiro processo, coincide com o segundo
processo de perda de massa observado na curva de TG. Isto é concluido
porque a temperatura de pico da curva de DSC tem valor de 106 °C, valor
idéntico a temperatura onset obtida do segundo processo de perda de massa
da curva de TG (106 °C). A curva de DTG apresenta o segundo pico com valor

de Tp = 124 °C.

Tal processo também € caracterizado como uma segunda perda de
massa relacionada com a saida de moléculas de agua, porém, as moléculas
que sairam no segundo processo estdo mais fortemente ligadas a molécula de

neocuproina, neste caso, provavelmente, tratando-se de agua de cristalizagao.

Desta forma, os dois primeiros processos ocorridos com a molécula da

amostra seguem o esquema:
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C14H12N2'HC|'(X + y) H,O = C14H12N2>-HCI-x H,0 + y H,O

(primeira perda de massa)

C14H12N2'HC|'X H20 > C14H12N2'HC| + X H20

(segunda perda de massa)

y M(H,0) - 12,053%
X M(H.0) . 5,905%
(X + y) M(H:0) = 17,958%
M(C14H12N2'HC|'(X + y) HzO) => 100%
M(C14H12N2-HCI) > (100 - 17,958)% = 82,015%

Como a massa de cloridrato de neocuproina é de 244,45 g/mol, chega-se

a seguinte concluséo:

MM(C14H12N2'HC|'(X + y) HzO) > 100%
244,45 g mol™ > 82,015%

Assim, a massa molecular do cloridrato de neocuproina hidratada € de

MM(C14H12N2-HCI-(x + y) H,0) = 298,765 g mol™”. Com este dado é possivel
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calcular a massa de agua perdida em cada um dos eventos da curvas

termogravimétricas.

MM(C14H12N2-HCI-(x + y) H,0) & 298,765 g mol’ —— 100%
= y M(H;0) — 12,053%

A massa perdida no primeiro evento foi y MM(H,0) = 36,01 g mol™, ou
seja, 18 y = 35,92, logo y = 2, o primeiro evento corresponde, portanto, a perda

de duas moléculas de agua.

Da mesma forma que foi calculada a perda de massa para o primeiro

evento, calculou-se a perda de massa para o segundo evento:
MM(C14H12N2 . HCI . (x + 2) H,0) = 100%
x M(H;0) =  5,905%
x M(H,0) = 17,96 g mol

logo, o numero moléculas de H,O pedida no segundo evento corresponde a

uma molécula (x = 1).

Dessa maneira, os processos ocorridos nos dois primeiros eventos das

curvas TG e DSC sao caracterizados como:

C14H12N2'HCI-3 H,0 = C14H12N2-HCI-H20 + 2 H,0 (1)

C14H12N2'HCI-H.0 > C14H12N2'HCI + H,0 (2)
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O terceiro processo de perda de massa observado na curva de TG, o qual
corresponde a perda de 45%, ocorreu em uma temperatura onset de 280 °C,
valor muito préximo ao terceiro processo endotérmico observado na curva de

DSC, com uma temperatura de pico de 221 °C.

O processo endotérmico ocorrido na curva de DSC, correspondente a
Tp = 221 °C, e é caracterizado como a fusdo do material, pois apresenta valor

muito proximo a temperatura de fusao da neocuproina 250 °C.

A molécula de cloridrato de neocuproina apresenta caracteristicas ibnicas
devido a presenca de moléculas de Acido Cloridrico (HCI) em sua estrutura,
formando o cloridrato. A saida de uma molécula de HCI da estrutura de
cloridrato de neocuproina, fara com que essa se transforme em neocuproina
sob a forma molecular e com isso as interagdes intermoleculares resultantes na
molécula serdo de baixa natureza dipolar — devido a preseng¢a dos grupos
aromaticos com natureza apolar presentes na estrutura da neocuproina. Desta
forma, a diminuicdo das interagdes intermoleculares favorece a fusdao da

substancia.

Com isso, a saida de uma molécula de HCI facilita sequencialmente a
fusdo do material. Observa-se na curva de DTG que o pico de perda de massa
em Tp = 285 °C possui um pico, de modo que, talvez, seja consequéncia da
perda de massa, ocorrendo em mais de um processo. E possivel que, se este
experimento fosse refeito utilizando taxa de aquecimento menor, este processo
de perda de massa, correspondente a 45,5%, se desdobrasse em mais de um

evento.
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A andlise das proximas porcentagens de perda de massa, comparadas a
massa molecular do composto apds a perda de agua (82%), indica que a perda
de 45,5%, pode se tratar da soma das massas da perda uma molécula de HCI
do cloridrato de neocuproina no inicio da fusdo do material, somada a % de
perda de massa relativa a saida de atomos de carbono resultantes da
decomposicdo do material que acabou de fundir-se em contato com a
atmosfera do ar, formando diéxido de carbono (CO,). Isto é passivel de
acontecer, devido a alta temperatura do material fundido (T > 200 °C) e a alta

reatividade do oxigénio (O), presente no ar.

Assim, o terceiro processo de perda de massa pode ser descrito segundo

0 seguinte esquema:

C14sH12N2"HCI > C14sH412N2 + HCI

MM(C1sH{2No-HCI) > 82,015%
MM(HCI) > %(HCI)
244,72 g mol™ > 82,015%
36,45 g mol™ 2  %(HCI)

%(HCI) = 12,22%
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Desta forma a perda de massa total do terceiro evento foi de 45,5% e a
perda de HCI representa 12%. Logo a perda de massa responsavel pelos
atomos de carbono, hidrogénio e nitrogénio, representa 33% do terceiro evento
de composicdo térmica. Como a massa da neocuproina proposta é
MM(C14H12N2-HCI-3 H,0) = 298,765 g mol™”, logo, a perda destes trés
componentes representa perda de massa de 99,61 g / mol. Revelando-se
entdo, que ha degradagdo da molécula com a perda dos 2 nitrogénios, 12
hidrogénios e ainda 5 carbonos da molécula, sendo estes carbonos
pertencentes provavelmente aos anéis piridinicos, resultando no esquema

abaixo:

C14H12N7 + (Z + k+ W/2) O, = CisHi2o0wNok +z CO, + k NO, + w HO

onde z, k e w sdo as quantidades de oxigénio que oxidam respectivamente
com os atomos de Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio da molécula de

neocuproina.

Sabendo que o terceiro evento de perda de massa esta relacionada a
perda de HCI (12%), ocorrendo simultaneamente a etapa final da
decomposicado térmica da molécula de neocuproina, com a perda de massa
representando 33%, responsavel pela perda de atomos de carbono, hidrogénio
e nitrogénio a qual ocorreu completamente gerando produtos volateis,
respectivamente na forma 5CO,, 6H,O e 2NO,, de onde se pode fazer as

seguintes relagdes:
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CisHi2N2+10 0, 229C +5CO0O,+2 NO, +6 H.,O

(etapa final)

Assim a massa perdida de hidrogénio, carbono e nitrogénio

(12H+5C+ 2N) =100 g/ mol, muito proximo do calculado, que foi 99,61.

Ja o quarto e ultimo evento, também endotérmico, ocorreram com uma
perda de massa de 36%, e sO pode estar relacionado aos nove atomos de
Carbono que restaram da molécula como residuo. Assim, como a massa da
neocuproina € MM(C14H12N2-HCI-3 H,0) = 298,765 g mol™, a perda de massa
de Carbono seria 298,765 vezes 0,3635 = 108,60 g / mol, dividindo pela massa
de Carbono (12,011), obtém-se o valor de 9,04 atomos, ou seja, 0s nove

carbonos restantes.

Os dois ultimos processos de perda de massa estao associados, portanto,

a decomposigao da molécula de neocuproina tal qual segue abaixo:

CiuHi2N2 +100, 229 C+5C0O, +2 NO, + 6 H,O

9C+90,29CO;

Estes resultados obtidos pela analise térmica corroboram com aqueles
obtidos pela analise elementar e os valores calculados teoricamente para agua
de hidratacdo presentes na molécula também se confirmaram. Porém, para

cada molécula de Cloridrato de neocuproina esta presente apenas uma
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molécula de agua de cristalizagdo, as outras duas sado agua de hidratagao

contidas na molécula (C14H12N2-HCI-H20)-2H,0.

A Figura 40 apresenta as curvas obtidas pelos ensaios realizados em
TG /DTG e DSC em amostras do composto sintetizado com o sal Cloridrato de

neocuproina (C44H42N2-HCI) e Nitrato de cobre (ll).
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Figura 40 — Curvas de TG (----), DTG (") e DSC (—) de uma amostra do conflito de cobre-
neocuproina. Analise de TG, em atmosfera de ar sob vazio de 50 cm’ min™, sob uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™'. Analise DSC, em atmosfera de nitrogénio sob vazio de 100 cm’
min™) sob uma taxa de aquecimento de 10 °C min™. No DSC o pico endotémico ¢ para baixo.

Os dados apresentados na Figura 40 mostram que ocorrem eventos de
perda de massa na curva do ensaio de TG (realizada em um cadinho de

platina, sem tampa, contendo 14,6 mg de neocuproina) em temperaturas
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correspondentes a um evento endotérmico seguido de outros eventos
exotérmicos ocorridos na curva do ensaio de DSC (realizado em panela de

aluminio com tampa, contendo 1,81 mg de neocuproina).

O primeiro evento endotérmico, observado na curva de DSC, com
temperatura de pico de 66 °C ocorreu em temperatura muito préxima ao
primeiro evento de perda de massa, observado na curva TG. O evento ocorreu
em temperatura onset de 60 °C, enquanto a temperatura de pico obtida na

curva de DTG foi de 77 °C.

O evento observado na curva TG em temperatura de 60 °C, ocorreu com
perda de massa de 7,5 %, cuja perda é atribuida a saida de moléculas de agua

fisiossorvida, contidas no complexo de Cobre-neocuproina.

O segundo evento presente na curva de DSC é exotérmico, ocorrendo em
temperatura de 168 °C. Este evento, diferententemente do observado no
primeiro processo, provavelmente, corresponde a um rearranjo da molécula,
mudando a estrutura do complexo formado entre Cobre Il e 2 moléculas de
neocuproina, de quadrado planar para uma estrutura tetraédrica, mais estavel

e menos energetica [123].

Apos este rearranjo, ha dois novos processos de perda de massa, ambos
com valores de 7% observados na curva TG, ocorrendo logo apés a
temperatura de pico, 168 °C, da curva DSC, pico exotérmico atribuido ao
rearranjo da molécula. Essas duas perdas de massa correspondem a dois
eventos exotérmicos de menor intensidade com temperaturas de pico de

236 °C e 293 °C, respectivamente, os quais podem estar relacionados a perda
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dos dois ions nitratos da molécula. Estes eventos sdo observados na curva TG
pela perda de massa de 6,7% (temperaturas onset 176 °C) e perda de massa
com 6,8% (temperaturas onset 227,0 °C), respectivamente. A curva de DTG

apresenta o segundo pico com valor de 185,5 °C.

Levando em consideracdo a formula, [Cu(C14H12N2)2]** 2(NO37)-5H,0,
proposta para o composto sintetizado nas analises anteriores, os trés primeiros
processos de perda de massa foram caracterizados segundo o seguinte

esquema:

[Cu(C14H12N2)2]%* 2(NO3)-5H,0 = [Cu(C14H12N2)2]%* 2(NO3)(5-X)H.0 + XH,0

MM([Cu(C14H12N2)2]** 2(NO3)-5H,0) > 100%
MM(H.0) > %(H20)
696,16 g mol™ > 100%
18,015 g mol™ 2 X %(H20)

X %(H0) = 2,59%

Como a percentagem de perda de massa do primeiro processo € de 7,5%

e a perda de uma molécula de agua representa 2,6%, logo X= 2,9 moléculas
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de agua, ou seja, no primeiro processo ha perda de trés moléculas de agua.

Logo, o segundo processo ocorreu de acordo com o seguinte esquema:

[CU(C14H12N2)2]2+ 2(N03-)'5H20 > [CU(C14H12N2)2]2+ 2(N03-)'2H20 + 3H20

As perdas de massa descritas no segundo e no terceiro esquemas foram
relacionadas a degradagao dos ions nitrato das moléculas. Como o composto
proposto possui massa de 696,16 g mol” e cada ion nitrato possui massa
62,00 g mol™, a percentagem em massa de cada fon nitrato é de 8,90% em
massa da molécula total. Assim, o segundo e terceiro eventos, com perda de

massa, ocorrem seguindo o seguinte esquema:

[Cu(C14H12N2)2]%"2(NO3)-2H,0 + O & [Cu(C14H12N2)2]**(2)H,0 + 2NO, + 20,

O préximo processo exotérmico observado no DSC com temperatura de
pico de 441 °C é um processo que engloba a decomposi¢dao dos ions cobre
seguidos da degradacdo das moléculas de neocuproina. Este unico evento
exotérmico no DSC engloba mais trés processos de perda de massa,
observado pela curva de TG/DTG, sendo responsavel pela quarta, quinta e
sexta perdas de massa. O quarto evento com perda de massa de 5% e
temperatura onset 389,2 °C foi atribuido a perda de duas moléculas de agua. O

quinto evento com perda de massa de 30%, com temperatura onset 503,0 °C
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foi atribuido a degradagao térmicados anéis de neocuproina. O sexto evento
com perda de massa de 33% ¢€ devido a eliminagdo de material carbonaceo. O
quarto e quinto eventos aparecem com um unico evento na curva TG com Tps

=410 °C e 430 °C, o sexto evento com Tp = 532 °C e o sétimo com TP 670 °C.

A perda de massa relacionada ao quarto e quinto eventos se deve a saida
de moléculas de H,O de cristalizagdo. A temperatura de saida destas
moléculas é tdo alta que, provavelmente, estas moléculas estdo mais
fortemente ligadas ao complexo de Cobre com neocuproina. Assim, como cada
molécula de agua representa 2,6%, o numero de moléculas para uma perda de
5,1% corresponde a duas moléculas de agua. Como as moléculas de
neocuproina ligadas ao cobre formam um complexo quadrado planar (2), as
duas moléculas de agua poderiam ligar-se ao complexo formando uma
estrutura octaédrica. E por isso que, o quarto e o quinto eventos, com perdas

de massa, ocorrem como apresentado no seguinte esquema:

[CU(C14H12N2)2'2H20]2+ > [CU(C14H12N2)2]2+ + 2 H20

Sendo, portanto, sexto e sétimo processos a representacao da etapa final
da decomposicao térmica das moléculas de neocuproina ligadas ao complexo,
gerando produtos volateis com perda de carbono, hidrogénio e nitrogénio,
respectivamente na forma 5CO,, 6H,O e 2NO,, seguindo os esquemas de
degradacao ja propostos. Assim, as perdas de massa de neocuproina nestas

etapas sdo de 100 g por molécula, representando 14,4% do complexo Cobre-
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neocuproina, dividindo por 30,4 % que € a perda de massa dos sexto e sétimo
eventos resultando em duas moléculas de neocuproina sendo degradadas.

Dessa maneira, pode-se fazer as seguintes relagoes:

[CU(C14H12N2)2]2+ + 210, CuO+18C +10CO, +4 NO, + 12 H,0

A perda de massa relacionada ao ultimo evento ocorre com perda de
massa de 33%, sendo atribuida a saida dos atomos de carbono restantes.
Como a massa de um carbono representa 1,7% da molécula total proposta
para o composto sintetizado e a massa perdida no ultimo evento foi de 33%,
estando esta relacionada apenas a Carbono, o nimero de atomos envolvidos
no processo € de 19. Comparando com o ultimo esquema apresentado, a
quantidade de atomos de Carbono restante seria 18, muito proximo do obtido.

Finalmente, o ultimo evento ocorre de acordo com o seguinte esquema:

CuO +18 C +90; = CuO +18CO;

Desta forma os atomos de Cobre foram os unicos restantes, somando os
eventos com perda de massa, restaram apenas 10,83 %, e levando em
consideragao que houve incorporagao de oxigénio aos atomos de cobre, a
percentagem de Cobre é de apenas 8,7%. O valor de Cobre para a massa do

composto proposto (MM = 696,16 g/mol) foi de 9,4%, valor muito proximo ao
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obtido pela curva TG (8,7%), porém, a percentagem obtida experimentalmente
na analise térmica foi idéntica a percentagem de Cobre obtida na absorgao

atbmica.

Assim, provavelmente, o composto sintetizado foi:

Nitrato de diaquabis (neocuproina) Cobre(ll) trihidratado,

[CU(H20)2(C14H12N2)2](N03)2.

A Figura 41 apresenta os espectros de infravermelho para Cloridrato de
neocuproina e o composto sintetizado Cobre-neocuproina. Os espectros séo
bastante parecidos, haja vista que as estruturas das moléculas de partida néo
sofreram grandes alteracdes, apenas se encontram complexadas ou ndo com o
Cobre. A analise do espectro obtido sera feita com base apenas nas diferencas
mais importantes do espectro para o composto sintetizado em relacédo a

neocuproina pura.
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Figura 41 — Espectros de infravermelho para amostras de Cloridrato de Neocuproina (—) e de
complexo de Cobre-neocuproina ().

Observa-se pela Figura 41, que ha apenas quatro bandas que sao
diferentes para as duas amostras, uma 1380, 1499, 2012 e 3426 cm™. As duas
primeiras bandas, de forte intensidade, sdo caracteristicas de grupamentos
metil ou de ions nitrato. Como ndo existe a possibilidade de ter havido inser¢cao
de grupos metil no composto, as bandas a 1380 e 1499 cm” devem
corresponder a grupos NOs". Esta diferenga nos espectros pode ser atribuida
aos ions nitrato que fazem parte do composto proposto. Ja a terceira banda em
2012 cm™, presente apenas no Cloridrato de neocuproina, pode ser atribuida
ao cloreto ligado ao ligante, pois as bandas do cloro ligadas as moléculas

organicas ocorrem nesta regido, explicando assim o desaparecimento desta
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banda no complexo. Por fim, o aumento da Ultima banda, em 3426 cm™ esta
relacionado a grupos hidroxila, provavelmente devido as moléculas de agua

coordenadas ao cobre no complexo, para formar uma estrutura octaédrica.

Como perspectivas futuras, pretende-se comparar as propriedades
eletroquimicas do material sintetizado com as dos complexos Cu(NC),** e
Cu(NC),", bem como a possibilidade de modificagdo de eletrodos e sua

interacao com as bases de DNA.
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4. CONCLUSOES

Eletrodos de pasta de carbono (EPC), carbono vitreo (ECV) grafite
pirolitico (EGP) e diamante dopado com boro (EDDB) foram modificados com

filmes de guanina em condi¢des que garantissem a integridade da base.

Os melhores resultados foram obtidos quando os filmes foram formados
em meio ligeiramente 4cido, sobre eletrodos de pasta de carbono e grafite
pirolitico. Estes eletrodos por apresentarem superficies mais irregulares,
possibilitaram maior aderéncia do filme a superficie, ndo s6é ao ar como

também em solugao.

Apos obter as melhores condicbes experimentais para a obtengdo da
modificagcdo do eletrodo, alterou-se a composi¢cao da pasta de carbono, pela
introducdo do farmaco nitrofural na composicao da pasta. Por aplicacdo de
potencial adequado ao eletrodo de trabalho, o nitrofural foi reduzido,
eletroquimicamente, ao respectivo nitroanion radical, que ao reagir com a
guanina superficialmente imobilizada, originou dimeros de guanina, leséo
monitorada na regido positiva de potencial utilizando voltametria de pulso

diferencial.

Estes resultados foram muito promissores no sentido de se dispor de uma
nova metodologia para monitoramento e avaliagdo do tipo de lesdo causada
nesta base purinica por diversos tipos de radicais livres, porém a baixa

durabilidade do eletrodo modificado tornou a metodologia inviavel. Para tentar



135

resolver este problema outras estratégias de modificagdo superficial foram
estudadas e, para garantir que as mesmas possuissem condutividade
adequada para estudos voltamétricos, pensou-se na utilizacdo de nanotubos
de carbono e numa metodologia diferente para modificagdo para obtencéo de

suspensdes estaveis desse material.

No novo contexto, nanotubos de carbono foram dispersos em solucéo de
lignina e a suspensao resultante utilizada para modificacdo de eletrodos de
carbono vitreo. Com este sensor obteve-se a resposta eletroquimica
significativa, na regido positiva de potencial, a tragos de nitrito. O bom
desempenho deste eletrodo se deve, provavelmente, a area maximizada e as
propriedades inerentes dos materiais constituintes do compdsito formado entre
a lignina e os nanotubos de carbono. Nitrito foi determinado, por voltametria de
pulso diferencial no intervalo de 4,0 x 10° — 8,0 x 10 mol L', com uma
sensibilidade de 0,18 A mol” L cm™ e limite de detecgdo de 2,5 x 10° mol L™ O
eletrodo modificado mostrou resisténcia a efeitos de envenenamento e boa
sensibilidade e seletividade a nitrito, retendo cerca de 87% de sua atividade
apés armanezamento em tampao fosfato pH 7,4 a 23 °C por oito dias. E
preciso salientar que estes resultados sé foram obtidos devido a oxidacgao, in

situ, da lignina por ativagao eletroquimica.

Outra possibilidade de modificacdo de ECV com filmes de lignina foi a
deposicado da lignina sobre o eletrodo a partir de solugdo contendo tetracloro
aurato. O filme formado apresentou resposta catalitica para a redugéao de H,0O..
Como varias opcdes de superficie modificada para a imobilizagdo de guanina

ou do proprio DNA ja haviam sido obtidas, estudou-se, entdo, algumas
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espécies que poderiam, durante uma etapa de oxidacao eletroquimica, produzir
radicais livres. Estas espécies foram dopamina e serotonina, como
representantes de neurotransmissores, xantina e hipoxantina, como
representantes de derivados purinicos e a quercetina, como representante de

compostos com atividade antioxidante.

Eletrodos de grafite pirolitico modificados eletroquimicamente em solugéo
de dopamina [59] tém propriedades permeseletivas por exclusdo de tamanho e
mostraram-se adequados para deteccdo simultinea de Acido Urico (AU),
Xantina (XA) e Hipoxantina (HX). Os potenciais de oxidagédo, obtidos por
voltametria ciclica foram: AA = +51 mV, DA = +295 mV, AU = +393 mV, XA =
+765 mV e HX = +1083 mV, com limites de deteccdo, determinados por
voltametria de 1,7 x 107 mol L' e 2,1 x 107 mol L', para XA e HX,
respectivamente. A sensibilidade calculada do eletrodo foi de 3,9 A mol™ L cm™
para uma area geométrica de 0,19 cm? sendo que os efeitos de
envenenamento superficial ndo foram observados. Esses valores sdo da
mesma magnitude ou ainda menores do que os encontrados atualmente na

literatura [92-94].

Eletrodos de carbono vitreo foram modificados eletroquimicamente em
solugcdo de serotonina (5-HT). Estudos voltamétricos demonstraram que esta
superficie, apds etapa de pré-condicionamento a 1,5 V por 20 s, apresentou
atividade catalitica para detecgdo de neurotransmissores como a serotonina,
além de impedir a adsorgcédo dos produtos de oxidacao, evitando os efeitos de
envenenamento. Esta superficie permitiu a deteccdo simultanea de 5-HT e

dopamina em presenca de possiveis interferentes, como acido ascorbico e
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neurotransmissores adrenérgicos encontrados no sistema nervoso central.
Houve boa separacio dos picos de oxidacdo com AEp minimo de 130 mV. As
correntes de pico obtidas por voltametria de pulso diferencial foram
proporcionais a concentragdo de 5-HT e dopamina (DA) para a faixa de
concentracdo de 0,2-2,0 x 10° mol L, com limites de deteccdo de 2,8 x 10
mol L™ (R? 0,993) e 1,3 x 107 mol L™ (R? 0,973), respectivamente, para 5-HT e
DA durante a determinacao simultanea dos dois neurotransmissores.

A superficie modificada em solugédo de 5-HT apresentou melhor adsorgao
superficial do que aquela obtida em solu¢cdo de dopamina, ja que foi possivel
modificar a superficie altamente polida do carbono vitreo, o que & impossivel

usando dopamina como solucdo modificadora.

Apesar desta diferencga, existe uma caracteristica comum ente estes dois
filmes: a modificacdo superficial € permanente e basta a limpeza em eletrdlito

suporte para que o eletrodo seja continuamente utilizado.

Além dos neurotransmissores, cujo processo de oxidagdo passa pela
formacao de radicais livres, os agentes antioxidantes, podem, muitas vezes,
dependendo do meio, atuarem como pré-oxidantes. Neste sentido, estudou-se
também a quercetina, como representante da classe dos agentes
antioxidantes. Neste caso, em particular, ndo foi possivel modificar a superficie
dos eletrodos usando a quercetina como agente modificador, porém do ponto
de vista analitico, este procedimento nem é necessario, quando se sabe, por
medidas experimentais que os produtos de oxidacdo primaria deste composto

nao envenenam as superficies do transdutor.
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Diferentes superficies de carbono (eletrodos de carbono vitreo, pasta de
carbono, diamante dopado com Boro e grafite pirolitico), foram utilizadas, sem
qualquer modificacédo para determinagao analitica deste agente antioxidante
usando voltametria de pulso diferencial. Por restricdo da janela de potencial de
trabalho, evitando dessa forma, a formacao dos produtos subsequentes da
oxidacdo primaria do analito, responsaveis pela adsorcdo irreversivel nas
superficies de carbono. A quercetina foi, assim, determinada em tampao
fosfato pH 7,0, numa faixa de concentragdo de 2,0 x 10 -4,4 x 10" mol L. A
variagdo de potencial de pico, AE, foi aleatdria, variando ao maximo 10 mV,
indicando que nao houve envenenamento superficial dos diferentes
transdutores utilizados. Os limites de detecgao obtidos variaram de 5,1 — 16,2 x
10 mol L™, com sensibilidade média de 37,1 A mol™ L cm™ (area geométrica
variando entre 0,07 — 0,19 cm2). Obteve-se boa sensibilidade nas medidas
realizadas em pH proximo ao valor fisiolégico, o que possibilitaria medidas
diretas em matrizes biologicas. Estas caracteristicas sdo promissoras para o
desenvolvimento de métodos automatizados e miniaturizados para
determinacao de quercetina em diversas matrizes.

Sistemas quimicos capazes de produzir radicais livres OH® e O,
responsaveis por danos no DNA, foram estudados em diversos tipos de
eletrodos de carbono previamente modificados. O complexo formado entre
neocuproina e Cu (I), um composto em potencial para provocar danos no DNA

foi sintetizado e caracterizado.

Ao estudar o comportamento eletroquimico das substancias que poderiam

gerar radicais livres durante a etapa eletroquimica de oxidagao, eletrodos
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modificados e/ou métodos analiticos de quantificagdo foram desenvolvidos mas
nao houve tempo habil para utiliza-los para os propodsitos iniciais desta tese.

Deste modo, esta etapa pode nortear trabalhos futuros.
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