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RESUMO

 

Uma  es t ra tég ia  mu i to  s imples  para  es tudar  as  p ropr iedades

e le t roqu ímicas  para  qua lquer  p ro te ína  fo i  desenvo lv ida  por  meio

de  l igações  es táve is  de  dopamina ,  um  neuro t ransmissor  de

mamí fe ros  super io res ,  com  a lbumina  sé r i ca  bov ina .  Os  resu l tados

fo ram  ava l iados  por  vo l tamet r ia  c íc l i ca ,  espec t ro f luo r imet r ia  e

espec t ro fo tomet r ia  de  p r ime i ra  der i vada  na  reg ião  do  v i s íve l .

E le t rodos  de  pas ta  de  ca rbono  não  mod i f i cados  fo ram  usados  para

iden t i f i ca r  o  comp lexo  BSA-5-Cys-DA    em  so lução ,  após

iso lamento  por  f i l t ração  molecu la r .  Um  aumento  s ign i f i ca t i vo  do

s ina l  de  f l uo rescênc ia  de  emissão  em  350  nm  em  con jun to  com  o

aparec imento  de  um  s ina l  de  absorção  em  370  nm  também  fo ram

iden t i f i cados  para  o  comp lexo .  Nes te  sen t ido ,  a  l i gação  cova len te

en t re  uma  p ro te ína  tes te  com  a  dopamina  reve lou-se  como  um

modelo  favoráve l  pa ra  es tudos  e le t roqu ímicos  de  pro te ínas

desprov idas  de  cen t ros  redox  metá l i cos ,  jun tamente  com  a  sua

capac idade  dua l  pa ra  inves t igação  e le t roqu ímica  e

espec t roscóp ica  d i re ta  de  p ro te ínas ,  quer  imob i l i zadas  ou  em

so lução .  

Palavras-chave :  Vo l tamet r ia .  P ro te ínas .  E le t roqu ímica .Dopamina .



ABSTR ACT

 

 A  ve ry  s imple  s t ra tegy  fo r  s tudying  e lec t rochemica l  p roper t i es  fo r

any  p ro te in  was  deve loped  by  c ross - l i nk ing  dopamine  wi th  BSA.

The  resu l ts  were  eva lua ted  by  cyc l i c  vo l tammet ry,

spec t ro f luo r imet ry  and  f i r s t -de r i va t i ve  spec t ropho tomet ry  in  the

v is ib le  range .  Unmodi f i ed  ca rbon  pas te  e lec t rodes  were  used  fo r

iden t i f y  the  BSA-5-Cys-DA  comp lexes  in  so lu t ion .  Th is  approach

a l lowed  over lapp ing  the  s lugg ish  k ine t i cs  o f  e lec t ron  t rans fe r

exh ib i ted  by  p ro te ins  wi th  non-meta l i c  redox  cen te rs  near  the

sur face  e lec t rode .  Fur the rmore ,  a  marked  inc reased  in

f l uo rescence  s igna l  a t  350  nm  emiss ion  toge ther  wi th  the

appearance  o f  a  BSA  absorp t ion  s igna l  a t  370  nm  arouse  f rom  the

pro te in  adduc ts .  In  th i s  sense  the  cova len t  l inkage  be tween  a  tes t

p ro te in  wi th  dopamine  show  i t  as  a  dua l  cand ida te  ab le  to  d i sp lay

bo th  e lec t rochemica l  and  spec t roscop ic  s igna ls ,  and  a l l ow  the  use

o f  th i s  approach  fo r  i den t i f y  and  ana lyze  p ro te ins  e i the r  i n  so lu t ion

or  immobi l i zed .  

Key w ord :  Vo l tammet ry.  P ro te ins .  E lec t rochemis t ry .  Dopamine .
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1  INTRODUÇÃO

1 .1  Vo l tamet r ia  c íc l i ca

         A  vo l tamet r ia  c íc l i ca  é  a  técn ica  ma is  comumente  usada

para  adqu i r i r  in fo rmações  qua l i ta t i vas  sobre  p rocessos

e le t roqu ímicos .  A  e f i c iênc ia  dessa  técn ica  resu l ta  de  sua

hab i l idade  de  fo rnecer  in fo rmações  sobre  a  te rmodinâmica  de

processos  redox,  da  c iné t i ca  de  reações  he te rogêneas  de

t rans fe rênc ia  de  e lé t rons ,  sobre  reações  qu ímicas  acop ladas  e

processos  adsor t i vos  (BRETT;  BRETT,  1996) .

Para  es tudos  de  vo l tamet r ia  c íc l i ca  u t i l i za -se  norma lmente ,

uma  cé lu la  convenc iona l  compos ta  por  um  s is tema  de  t rês

e le t rodos  (F igu ra  1 ) :  um  de  t raba lho  (ET) ,  um  de  re fe rênc ia  (ER) ,

e  um  aux i l i a r  (EA) ,  imersos  em  so lução  mant ida  em  cond ição

es tac ionár ia .  O  e le t rodo  mais  impor tan te ,  onde  ocor re  a  reação  de

in te resse ,  é  o  de  t raba lho ,  que  pode  se r  compos to  de  d i fe ren tes

mate r ia i s ,  ta i s  como  carbono ,  ou ro ,  p ra ta ,  p la t ina ,  d iamante ,

n íque l ,  en t re  ou t ros  (BRETT ;  BRETT,  1996) .

O  exper imen to  in i c ia -se  com  ap l i cação  do  po tenc ia l  com  um

va lo r  no  qua l  nenhuma  redução  ocor re .  Com  o  aumento  do

po tenc ia l  pa ra  reg iões  ma is  nega t i vas  (ca tód icas) ,  po r  exemp lo ,

ocor re  redução  do  compos to  em  so lução ,  ge rando  um  p ico  de

cor ren te  p roporc iona l  à  concen t ração  desse  compos to .

Pos te r io rmente ,  o  po tenc ia l  é  va r r ido  no  sen t ido  inverso ,  a té  o

va lo r  in i c ia l ,  e  no  caso  de  uma  reação  revers íve l ,  em  que  os

produ tos  que  t i ve rem  s ido  gerados  no  sen t ido  d i re to  se  loca l i zam

a inda  p róx imos  à  super f íc ie  do  e le t rodo  se rão  ox idados ,  ge rando

um  p ico  s imét r i co  ao  p ico  da  redução  (F igu ra  1 ) .  O  t i po  de

vo l tamograma  gerado  depende  do  t ipo  de  mecan ismo  redox  que  o

compos to  em  ques tão  so f re  no  e le t rodo ,  o  que  faz  da  vo l tamet r ia

c íc l i ca  uma  fe r ramenta  va l iosa  para  es tudos  mecan ís t i cos  (LOJOU

et  a l . ,  2006) .
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Exis tem  do is  componen tes  p r inc ipa is  que  de te rminam  as

reações  que  ocor rem  no  e le t rodo ;  o  p r ime i ro  é  a  t rans fe rênc ia

d i fus iona l  de  massa  do  ana l i to  em  so lução  para  a  super f íc ie  do

e le t rodo ,  e  o  segundo  a  t rans fe rênc ia  he te rogênea  de  ca rga  en t re

o  ana l i to  e  o  e le t rodo .  Em  a lguns  casos  a inda  pode  ocor re r

reações  qu ímicas  acop ladas  a  a lguns  des tes  processos .  A

equação  de  Bu t le r -Vo lmer ,  equação  bás ica  da  c iné t i ca

e le t roqu ímica ,  expressa  essas  re lações  (W ANG,  2001) .

                       

         i  = i o  {exp  ( -α A nEη/RT)  –  exp [ (1 - α C )nEη /RT] }                  (1 )

onde ,  i o   co r responde  a  dens idade  de  co r ren te  de  t roca ;  η  re fe re -

se  a  sobrepo tenc ia i s  do  e le t rodo  (E  -  E o  ) ;  n  é  o  número  de

e lé t rons  envo lv idos  na  t rans fe rênc ia ;α A  e  α C  são  os  coe f i c ien te  de

t rans fe rênc ia   de  ca rga  anód ica  e  ca tód ica  respec t i vamente ,  T  a

tempera tu ra  em  graus  Ke lv in  e  R  a  cons tan te  un ive rsa l  os

gases(8 ,314  J .K - 1 .mo l - 1 ) .                                                

Para  uma  reação  revers íve l ,  ou  se ja ,  uma  reação  que  ocor re

com  ve loc idade  su f i c ien te  a l ta  pa ra  es tabe lecer  um  equ i l íb r io

d inâmico  na  in te r face ,  a  equação  de  Bu t le r -Vo lmer  se  reduz  a

equação  de  Nerns t  (W ANG,  2001) .

               E  =  E o  +  (2 ,3RT/nF)  log (  C 0 /C R )                              (2 )

sendo :  E o  o  po tenc ia l  padrão  da  reação  redox,  n  o  número  de

e lé t rons  t rans fe r idos  na  reação ,  F  a  cons tan te  de  Faraday

(9 ,6485 .10 4  C /mo l ) ,  C O  a  concen t ração  da  espéc ie  ox idada ,  C R  a

concen t ração  da  espéc ie  reduz ida  (mols  por  cen t ímet ro   cúb ico ) ,  R

a  cons tan te  un ive rsa l  dos  gases  (8 ,314  J .K - 1 mol - 1 ) ,  e  T  a

tempera tu ra  em  graus  Ke lv in .  Como  a  c iné t i ca  da  reação  de

t rans fe rênc ia  de  ca rga  é  ráp ida ,  apenas  a  e tapa  de  t rans fe rênc ia

de  massa  i rá  d i ta r  as  normas  do  p rocesso ,  a  co r ren te  do  p ico  (em

amperes)  nes te  caso  é  dada  pe la  equação  de  Rand les -Sevc ik ,

pa ra  s i s temas  revers íve is  (W ANG,  2001) .
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         I p c  =  (2 ,69x10 5 )n 3 / 2 ACD 1 / 2 v 1 / 2                                       (3 )  

onde  n  é  o  número  de  e lé t rons  envo lv idos  no  p rocesso ,  A   é  a

área  do  e le t rodo  (cm 2 ) ,  D   o  coe f i c ien te  de  d i fusão  do  ana l i to  (cm 2

s - 1 ) ,  C   a  concen t ração  da  espéc ie  (mo l  cm - 3 ) ,  e  ν  a  ve loc idade  de

var redura  (V  s - 1 ) .

Na  F igura  1  é  rep resen tado  esquemat i camente  um

exper imen to  de  vo l tamet r ia  c íc l i ca .

F I G U R A  1  –  R e p r e s e n t a ç ã o  e s q u e m á t i c a  d e  u m  e x p e r i m e n t o  d e  v o l t a m e t r i a  

                 c í c l i c a .  E i :  p o t e n c i a l  i n i c i a l ;  E S :  p o t e n c i a l  d e  i n v e r s ã o ;  

                 E f :  p o t e n c i a l  d e  f i n a l ;  E T :  e l e t r o d o  d e  t r a b a l h o ;  E R :  e l e t r o d o  d e

                 r e f e rê n c i a ;  E A :  e l e t r o d o  a u x i l i a r .

Vár ias  ou t ras  in fo rmações  impor tan tes  podem  ser  ob t idas

com  o  aux i l i o  da  vo l tamet r ia  c íc l i ca ,  com  des taque  para  es tudos

de  espéc ies  redoxes  d i fund ida  l i v remente  em  so lução ,  bem  como

de  espéc ies  imob i l i zadas  sobre  a  super f íc ie  de  e le t rodos .  Por

ou t ro  lado ,  seu  emprego  em e le t roaná l i se  to rna-se  l im i tado  quando

se  dese ja  quan t i f i ca r  ba ixas  concen t rações  do  ana l i to  (BRETT;

BRETT,  1996) .
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a)  Reações  revers íve is

Para  um  s is tema  e le t roqu ímico  revers íve l ,  as  espéc ies

ox idadas  e  reduz idas  são  es táve is  e  a  c iné t i ca  do  p rocesso  de

t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  é  ráp ida .  Ass im,  os  vo l tamogramas

c íc l i cos  são  ca rac te r i zados  por  ap resen ta rem  p icos  na  va r redura

d i re ta  e  reversa  de  po tenc ia l .  A  concen t ração  de  ambas  as

espéc ies  envo lv idas  no  processo  e le t roqu ímico  pode  se r  ca lcu lada

pe la  equação  de  Nerns t  (equação  2 ) ,  po is  o  po tenc ia l  e  a

ve loc idade  do  p rocesso  de  t rans fe rênc ia   de  e lé t rons  na  super f íc ie

do  e le t rodo  es tão  em equ i l íb r io .

Nesse  t i po  de  reação ,  a  ve loc idade  de  t rans fe rênc ia  de

e lé t rons  é  sempre  maio r  que  o  f l uxo  das  espéc ies  e le t roa t i vas  do

in te r io r  da  so lução  para  a  super f íc ie  do  e le t rodo .  A  co r ren te  do

p ico  ca tód ica  do  vo l tamograma  é  dada  pe le  equação  de  Rand les -

Sevc ik  (Equação  3 ) (  BRETT ;  BRETT,  1996) .

Ex is tem  vár ios  c r i té r ios  para  d iagnos t i ca r  se  um  s is tema

e le t roqu ímico  compor ta -se  revers i ve lmente ,  den t re  e les :

 I p  é  p roporc iona l  a  ra i z  quadrada  da  ve loc idade  de

var redura ;

 E p  é  i ndependen te  da  ve loc idade  de  va r redura ;

 │E p  –  E p / 2  │  =  59 /n  (mV) ;

 │ I p a / I p c  │=  1  ;

 E p a -E p c  =  59 /n  (mV) .

b )  Reações  i r revers íve is

Em s is temas i r revers íve is ,  não  ocor re  o  equ i l íb r io  ne rns t iano ,

ou  se ja ,  a  ve loc idade  de  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  não  mantém  o

equ i l íb r io  das  espéc ies  e le t roa t i vas  na  super f íc ie  do  e le t rodo .

Conseqüen temente ,  a  fo rma  do  vo l tamograma  c íc l i co  é  modi f i cada ,

podendo  ocor re r  a  ausênc ia  de  p ico  na  va r redura  reversa  de

po tenc ia l .  Porém,  essa  ca rac te r ís t i ca  não  s ign i f i ca  que  o  s i s tema

se ja  e le t roqu im icamente  i r revers íve l ,  po is  uma  reação  qu ímica
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ráp ida  acop lada  ao  p rocesso  de  t rans fe rênc ia  e le t rôn ica  pode

es ta r  assoc iada  ao  s i s tema  e le t roqu ímico ,  consumindo

rap idamente  a  espéc ie  fo rmada  na  va r redura  d i re ta .

Para  s i s temas  i r revers íve is ,  a  co r ren te  de  p ico  ca tód ica  do

vo l tamograma é  dada  pe la  equação  4 :

          

    I p c  =  2 ,99  x10  5  n (α c n) 1 / 2  ACD 1 / 2  v 1 / 2                          (4 )

onde  α c  é  o  coe f i c ien te  de  t rans fe rênc ia  de  ca rga  ca tód ico ,  que

cons t i tu i  uma  med ida  da  bar re i ra  de  energ ia  de  a t i vação ,

aprox imando-se  de  0 ,5  para  um  condu to r  metá l i co  e  para  um

processo  revers íve l  de  s imp les  t rans fe rênc ia  de  e lé t ron  (  BRETT;

BRETT,  1996) .

Os  c r i té r ios  e le t roqu ímicos  para  d iagnos t i ca r  um  s is tema

i r revers íve l  são :

Ausênc ia  de  p ico  na  va r redura  reversa  de  po tenc ia l ;

I p  é  p roporc iona l  a  ra i z  quadrada  da  ve loc idade  de

var redura (v) ;

E p  des loca-se  de  30 /nα(mV)  para  cada  10  vezes  de  aumento

na  ve loc idade  de  va r redura ;

│E p -E p / 2 │=48/nα(mV) .  

c )  Reações  quase- revers íve is

Para  um  s is tema  quase- revers íve l  ( com  10-1>k o >10 - 5  cm/s )

a  co r ren te  é  con t ro lada  pe la  t rans fe rênc ia  de  ca rga  e  t ranspor te

de  massa .  A  fo rma  do  vo l tamograma  c íc l i co  é  uma  função  de

k o √πaD,  onde  a  =nFv/RT .  Quando  k o √πaD  aumenta ,  o  p rocesso  se

aprox ima   de  um  caso  revers íve l .  Para  pequenos  va lo res  de

k o √πaD  ( i s to  é ,  v  é  mu i to  ráp ido) ,  o  s i s tema  ex ibe  um

compor tamento  i r revers íve l .  Em  gera l ,  o  vo l tamograma  de  um

s is tema  quase- revers íve l  é  mais  de l ineado  e  ex ibe  uma  grande

separação  en t re  os  p i cos  dos  po tenc ia i s  comparados  com  um

s is tema revers íve l  (W ANG,  2006) .
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1 .2  Vo l tamet r ia  c íc l i ca  ap l i cada  ao  es tudo  de  p ro te ínas

A u t i l i zação  de  métodos  vo l tamét r i cos  para  es tudar  p ro te ínas

com  cen t ro  redox  a t i vo  tem  desper tado  cada  vez  ma is  a tenção .

Após  o  in íc io  de  es tudos  p ione i ros  nas  décadas  de  1970  e  1980 ,

os  métodos  vo l tamét r i cos  to rnaram-se  ro t ine i ros  na  de te rminação

de  po tenc ia i s  redox  em  s í t i os  de  pequenas  p ro te ínas .  Já  é  bem

conhec ido  que ,  com  e le t rodos  adequados ,  pequenos

t ranspor tadores  de  e lé t rons ,  ta i s  como  c i toc romos,  fe r redox inas  e

pro te ínas  con tendo  cobre ,  fe r ro ,  enxo f re  den t re  ou t ros  e lementos ,

dão  respos tas  e le t roqu ímicas  revers íve is  ( ARMSTRONG;  W ILSON,

2000)

Os  es tudos  de  p ro te ínas  podem  ser  rea l i zados  a t ravés  de

métodos  e le t roqu ímicos  d i re tos ,  p r inc ipa lmente  por  vo l tamet r ia

c íc l i ca ,  que  inves t iga  os  cen t ros  redox  de  p ro te ínas  onde  a  t roca

de  e lé t rons  da  macromo lécu la  com um e le t rodo  é  d i re ta  ou  envo lve

mediadores  e le t roa t i vos .  A  capac idade  para  rea l i za r  med idas  i n

s i tu  também  s ign i f i ca  que ,  com  uma  cé lu la  adequada ,  é  poss íve l

de te rminar  po tenc ia i s  de  redução  em  pressões  bas tan te  e levadas ,

reve lando  ass im,  como  a  compress ib i l i dade  es t ru tu ra l  da  p ro te ína

var ia  com  o  es tado  de  ox idação .  Ou t ra  van tagem  da  vo l tamet r ia

c íc l i ca  repousa  no  fa to  de  que  é  poss íve l  p roduz i r  espéc ies  em

potenc ia i s  ac ima  dos  l im i tes  te rmod inâmicos  de  uma  so lução

aquosa  ( -0 ,4  a  0 ,8  V   Vs  EPH  em  pH=7) .  A  vo l tamet r ia  c íc l i ca

apresen ta  uma  respos ta  vo l tamét r i ca  que  pode  fo rnecer  uma

iden t i f i cação  da  mesma  fo rma  que  um  s ina l  espec t roscóp ico .  A lém

d isso ,  os  métodos  vo l tamét r i cos  são  d inâmicos ,  no  sen t ido  de  que

e les  também  reve lam  a  c iné t i ca  e  permi tem  a  de tecção  t rans i tó r ia

das  espéc ies  em  que  reação  em  s i  é  i nduz ida  e  con t ro lada  por

d i fe ren tes  po tenc ia i s  ap l i cados  no  e le t rodo  (ARMSTRONG,  2001) .

As  p ro te ínas  apresen tam  um  prob lema  espec í f i co  para  a

e le t roqu ímica  uma  vez  que ,  dev ido  a  sua  in te ração  com  os  t i pos

ma is  comuns  de  super f íc ies  de  e le t rodos  não  p roduzem  respos tas

e le t roqu ímica  s ign i f i ca t i vas .  As  duas  razões  ma is  c i tadas  são :  a )

19



que  a  es t ru tu ra  da  p ro te ína  a tue  como  um  iso lan te ,  embora

recen tes  op in iões  é  que  se ja  improváve l  que   a  t rans fe rênc ia  de

e lé t rons  cons t i tua  um  prob lema,  desde  que  a  separação  doador -

acep to r  se ja  in fe r io r  a  14  Å   e ;  b )  que  a  p ro te ína  desna tu re  em

con ta to  com o  e le t rodo  e  ex is ta  uma fo r te  adsorção ,  resu l tando  em

um mate r ia l   e le t ro  ina t i vo  (ARMSTRONG,  2001) .  

Mou l ton  e t  a l .  (2003) ,  i nves t iga ram  o  uso  do  rád io  marcador

iodo-125  e  vo l tamet r ia   c íc l i ca   pa ra  e luc ida r  as  ca rac te r ís t i cas   da

adsorção  de  p ro te ínas  em  e le t rodo  de  ouro .  A  vo l tamet r ia  c íc l i ca

fo i  u t i l i zada  para  es tudar  a  adsorção ,  bem  como  seus  e fe i tos  na

camada  de  p ro te ínas  e  na  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  das  espéc ies

e le t roa t i vas  na  super f íc ie  do  e le t rodo .

Q iao  e t  a l .  (2007) ,  inco rpora ram  duas  hemepro te ínas

(hemog lob ina  e  m iog lob ina)   em  mice las  de  lec i t i na  para   fo rmar

f i lmes  compós i tos  em  e le t rodos  de  pas ta  de  ca rbono ,  e  conc lu í ram

que esses  f i lmes   ap resen tam ráp ida   t rans fe rênc ia  de  e lé t rons .

Lu  e t  a l .  (2008) ,  p ropuseram  um  método  u t i l i zando

vo l tamet r ia  de  pu lso  d i fe renc ia l  em  e le t rodo  de  pra ta  modi f i cado

com  L-c i s te ína  na  de te rminação  de  HSA  (a lbumina  de  so ro

humano) ,  e  mos t ra ram  que  o  método  apresen tou  a l ta

sens ib i l i dade ,  rep rodu t ib i l i dade  e  re la t i va  es tab i l idade .

       

1 .3  Na tu reza  dos  cen t ros  redox  p ro te i cos

     

As  reações  de  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  são  e tapas-chave

em  mui tos  p rocessos  b io lóg icos ,  ta i s  como  fo toss ín tese ,

fos fo r i l ação  ox ida t i va ,  metabo l i smo  e  f i xação  do  n i t rogên io .

En tender  a  função  dos  pep t ídeos  e  p ro te ínas  em  in te rmedia r  as

reações  de  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  a  d i s tânc ias  longas  tem

impl i cações  f í s i cas ,  qu ímicas  e  b io lóg icas  fundamenta is

(DONATO;  PELUSO,  1996) .  Por  exemp lo ,  rad ica is  de  aminoác idos

aromát i cos  são  in te rmed iá r ios -chave  na  b ioss ín tese  do  ác ido

nuc lé i co ,  reparo  do  DNA,  redução  do  ox igên io  pe la  c i toc romo

ox idase ,  ox idação  da  água  pe lo  PSI I  ( fo toss is tema  I I )  ass im  como
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ou t ros  processos  b io lóg icos .  Essas  reações  ocor rem en t re  cen t ros

redox  a t i vos  (co fa to res  o rgân icos  ou  comp lexos  metá l i cos )  un idos

por  in te rações  f í s i cas  in te rmo lecu la res  den t ro  das  mat r i zes

pro te i cas .  Em  mu i tos  casos  o  con ta to  d i re to  en t re  o  par  redox  é

d i f i cu l tado  pe lo  enove lamento  da  p ro te ína .  Nesse  caso ,  a

t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  ocor re  a t ravés  da  mat r i z  po l ipep t íd i ca ,

uma  vez  que  o  par  redox  es tá  separado  por  ma is  de  10  Å .  Apesar

da  d is tânc ia  que  o  e lé t ron  deve  a t ravessar ,  essa  reação  é

ext remamente  ráp ida  e  acon tece  com  a l ta  espec i f i c idade

(PROSHLYAKOV e t  a l . ,  2000) .

1 .3 .1  Meta loprote ínas

É  um  te rmo  u t i l i zado  para  b iomo lécu las  que  u t i l i zam  íons

metá l i cos ;  mu i tas  dessas  molécu las  são  p ro te ínas .  Cerca  de  30%

das  enz imas  possuem  um  meta l  no  s í t i o  a t i vo .  Essas

meta loenz imas  fac i l i tam  uma  var iedade  de  reações ,  que  inc luem  a

h id ró l i se  ca ta l i sada  por  ác ido  ( rea l i zada  pe las  h id ro lases) ,

reações  de  ox i r redução  (ox idases  e  ox igenases)  e  o  rea r ran jo  de

l igações  ca rbono-carbono  (s in tases  e  i somerases) .  Os  íons

metá l i cos  também  apresen tam  funções  es t ru tu ra is .  Por  exemp lo ,

os  íons  Ca + 2  es tão  envo lv idos  no  enove lamento  de  p ro te ínas .  As

mo lécu las  con tendo  íons  metá l i cos  em gera l  pa r t i c ipam de  funções

impor tan tes  como  t ranspor te  de  e lé t rons ,  s í t i os  de  a rmazenamento

de  meta l ,  l igação  e  s í t i o  de  a rmazenamento  de  O 2  e  na  t ransdução

de  s ina is  (SHRIVER,  2003)

1 .3 .2  Prote ínas  desprovidas  de  grupos prosté t icos  metá l icos

Um  grupo  p ros té t i co  é  um  componen te  de  na tu reza  não-

p ro te i ca  de  p ro te ínas  con jugadas  que  é  essenc ia l  pa ra  a  a t i v idade

b io lóg ica  dessas  p ro te ínas .  Os  grupos  pros té t i cos  podem

ser  o rgân icos  (como  por  exemp lo ,  uma  v i tamina  ou  um açúcar )

ou  ino rgân icos  (por  exemp lo ,  um  íon  metá l i co )  e  encon t ram-se
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l i gados  de  fo rma  f i rme  à  cade ia  po l ipep t íd i ca ,  mui tas  vezes

a t ravés  de  l i gações  cova len tes .  Uma  p ro te ína  desprov ida  do  seu

grupo  pros té t i co  é  uma   apopro te ína ,  des ignando-se  por  vezes  a

pro te ína  com  grupo  p ros té t i co  como  ho lopro te ína  (NELSON;  COX,

2006) .

1 .4  Pro te ínas  em so lução  e  imob i l i zadas

Métodos  e le t roqu ímicos  d i re tos  são  aque les  que  es tudam

os  cen t ros  a t i vos  redox  em  pro te ínas ,  nos  qua is  a  t roca  de

e lé t rons  com  um  e le t rodo  é  d i re ta ,  e  não  envo lvem  med iadores

e le t roa t i vos .  Para  se r  e f i c ien te  a  in te ração  en t re  a  p ro te ína  e  o

e le t rodo  deve  cumpr i r  os  segu in tes  c r i té r ios :  1 )  a  t rans fe rênc ia

in te r fac ia l  de  e lé t rons  deve  se r  ráp ida ,  o  que  requer

reorgan ização  de  pequenas  necess idades  energé t i cas  e  um

acop lamento  e le t rôn ico  en t re  o  s í t i o  a t i vo  e  a  super f íc ie  do

e le t rodo ,  2 )  a  p ro te ína  não  deve  se  desna tu ra r  e  3)  as  suas

propr iedades ,  como  a t i v idade  ca ta l í t i ca  não  deve  se r  p re jud icada

(ARMSTRONG,  2001) .

Um  dos  pr inc ipa is  ob je t i vos  da  mod i f i cação  de  e le t rodos  é

me lhora r  a  capac idade  de  reconhec imento  e  amp l i f i ca r  s ina is  de

cor ren te ,  com  consequen te  aumento  da  se le t i v idade  pe lo  e fe i to

e le t roca ta l í t i co  induz ido  pe lo  modi f i cador  (ARMSTRONG,  2001) .

1 .4 .1  Estudos  e le t roquímicos  de  prote ínas  em solução

1 .4 .1 .2  Membrana  de  d iá l i se

  

T raba lhos  an te r io res  (B IANCO  e t  a l . ,1997)  demons t ra ram

que  e le t rodos  de  membrana  (ME)  possu indo  uma  pro te ína

apr i s ionada  en t re  uma  membrana  de  d iá l i se  e  a  super f íc ie  de

e le t rodo ,  ap resen tam  vár ias  van tagens ,  den t re  as  qua is :1 )  são

necessár ios   pequenos  vo lumes  (2µL)  de  p ro te ínas  ;  2 )  ba ixo

cus to   e  a  fac i l i dade  de  p reparação  do  e le t rodo ;  3 )  capac idade
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para  inves t iga r  rap idamente  vá r ios  parâmet ros  exper imen ta is  e  4 )

a  con f igu ração  da  f i na  camada  fac i l i ta  a  ob tenção  das

in fo rmações  quan t i ta t i vas  sobre  os  p rocessos  redox.  A lém  d isso ,

dado  que  as  membranas  u t i l i zadas  para  a  cons t rução  do  ME

podem  ser  ca r regadas  é  poss íve l  modu la r  o  amb ien te  e lé t r i co

próx imo  gerado ,  e  ass im,  o  pape l  das  in te rações  e le t ros tá t i cas  na

e f i c iênc ia  da  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  pode  se r  de te rminado

(SANTOS e t  a l . ,  2002) .

E le t rodos  de  membrana  (de  ca rbono  ou  ouro )  cons t ru ídos

com  membranas  de  d iá l i se  va r iando  em  d iâmet ros  de  co r te  e

cargas  são  u t i l i zados  para  inves t iga r  o  compor tamento

e le t roqu ímico  de  c i toc romos,  espec ia lmente  c i toc romo  c .  A  par t i r

de  exper imen tos  d i re tos  de  vo l tamet r ia  c íc l i ca ,  o  c i toc romo  c  que

ex ibe  respos tas  e le t roqu ímicas  no  e le t rodo  de  membrana

car regado  nega t i vamente  (g ra f i te ,  ca rbono  v í t reo ,  pe l ícu la  de

mercúr io  em  carbono  v í t reo  e  ouro ) .  D i fe ren tes  fa to res  (p ré -

t ra tamento  da  membrana ,  e fe i to  de  ca rga ,  espéc ies  pos i t i vas ,

fo rça  iôn ica ,  pH,  e fe i to  da  espessura  da  camada  apr i s ionada)

fo ram  ana l i sados .  A  respos ta  e le t roqu ímica  do  mu l t i -heme

c i toc romos  c 3  no  e le t rodo  de  membrana  é  também  inves t igada .  É

demons t rado  que  a  e le t roqu ímica  do  c i toc romo  c  no  e le t rodo  de

membrana  é  essenc ia lmente  reg ida  por  i n te rações  e le t ros tá t i cas

favoráve is ,  e  que  ou t ros  fa to res  (espec ia lmente  adsorção  e  a

presença  de  fo rmas  desna tu radas)  não  desempenham  um  pape l

dominan te  (LOJOU;  B IANCO,  2000)

1 .4 .1 .3  In te ração  com coran tes

        

Inves t igações  da  in te ração  de  pequenas  molécu las  com

b iomacromolécu las ,  ta i s  como  p ro te ínas  e  ác idos  nuc lé i cos  

têm  desper tado  grande  in te resse  nos  ú l t imos  anos .  As  

pequenas  molécu las  orgân icas  inc luem  coran tes ,  d rogas ,  

p rodu tos  qu ímicos  tóx icos  e  ass im  por  d ian te  (SUN,  2002) .  

Coran tes  so lúve is  em  água ,  como  o  azu l  de  met i l eno ,  ve rde  de
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met i leno ,  metasu l fa to  de  fenaz ina  e  ou t ros  co ran tes  der i vados ,

são  imob i l i zados  na  super f íc ie  do  e le t rodo  como  mediadores  para

ca ta l i sa r  a  redução  ou  a  ox idação  de  b iomo lécu las  (LEI  e t

a l . ,1996) .

Sa lomi  e t  a l .  (2005) ,  es tudaram  a  BSA  acop lada

cova len temente  ao  co ran te  azu l  do  N i lo ,  u t i l i zando   como  agen te

de  acop lamento  o  EDC  (1 -e t i l -3 - (3 -d imet i l aminoprop i l ) -

ca rbod i imida) ,  e  conc lu í ram   que  os   co ran tes  são  med iadores

in te rmolecu la res  na  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  em  pro te ínas  e

ampl i f i cam o  s ina l  pa ra  sua  de tecção .

1 .4 .2  Prote ínas  imobi l izadas  (promotores  “cross- l inkers”)

Um  dos  p r inc ipa is  ob je t i vos  da  modi f i cação  de  e le t rodos  é

me lhora r  a  capac idade  de  reconhec imento  e  amp l i f i ca r  s ina is  de

cor ren te  ao  passo  que  a  se le t i v idade  aumenta  pe lo  e fe i to

e le t roca ta l í t i co  induz ido  pe lo  modi f i cador  (LOW INSOHN,  2006)

De  fo rma  gera l ,  os  métodos  mais  impor tan tes  u t i l i zados  para

a  in t rodução  de  um  agen te  mod i f i cador  sobre  o  e le t rodo  base

cons is tem  em  adsorção  i r revers íve l  d i re ta ,  l igação  cova len te  a

s í t i os  espec í f i cos  da  super f íc ie  do  e le t rodo ,  recobr imen to  com

f i lmes  po l imér i cos  ou  a inda  a  p reparação  de  e le t rodos  à  base  de

pas ta  de  ca rbono ,  com  um  modi f i cador  pouco  so lúve l  em  água

para  sua  adsorção  nes te  t ipo  de  subs t ra to .

a )  Adsorção  f í s i ca  à  super f íc ie  só l i da

P lás t i co ,  v id ro ,  ce lu lose  e  ouro ,  en t re  ou t ros ,  têm  s ido

u t i l i zados  para  adsorção  de  p ro te ínas  a t ravés  de  l i gações  por

fo rças  de  van  der  W aa ls ,  l i gações  de  h id rogên io  e  in te rações

h id ro fób icas .   Essas  l igações  não  são  mu i to  es táve is  e  podem  ser

fac i lmen te  des fe i tas  por  mudanças  de  pH,  tempera tu ra  e  fo rça

iôn ica .  É  um  método  s imp les  e ,  d i f i c i lmen te  as  b iomo lécu las

perdem  suas  p ropr iedades ,  po rém  não  é  rep rodu t íve l  (ARAÚJO,
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2006) .  A  adsorção  cons is te  na  d isso lução  do  agen te  mod i f i cador

em  um  so lven te  apropr iado  e  na  expos ição ,  em  gera l  po r  imersão ,

do  e le t rodo  a  es ta  so lução  (PEREIRA;  SANTOS;  KUBOTA,  2002) .

b )  L igações  cova len tes

Ta is  l i gações  levam  a  uma  es tab i l idade  da  super f íc ie

sensora ,  sendo  res is ten tes  a  va r iações  de  pH,  tempera tu ra  e

fo rça  iôn ica .  A  p ro te ína  é  l i gada  ao  supor te  por  um  de te rminado

grupo  func iona l ,  mas  duran te  o  p rocesso  de  l i gação  pode  ocor re r

perda  de  sua  a t i v idade  (PEREIRA;  SANTOS;  KUBOTA,  2002) .

c )  F i lmes  po l imér i cos

Imob i l i zação  de  po l i camadas  da  espéc ie  a t i va  na  super f íc ie

do  e le t rodo .  Ocor rendo  uma  amp l iação  da  repos ta  e le t roqu ímica

(PEREIRA;  SANTOS;  KUBOTA,  2002) .

d )  Mate r ia i s  compós i tos

Poss ib i l i dade  de  mod i f i cação  in te rna  do  mate r ia l  e le t ród ico .

Exemplos :  pas ta  de  ca rbono ,  res ina  epóx i ,  po l ies t i reno ,  co la  de

s i l i cone ,  en t re  ou t ros  (PEREIRA;  SANTOS;  KUBOTA,  2002)

e )  L igações  c ruzadas :  

Es te  método  p roporc iona  a  es tab i l i dade  da  p ro te ína  dev ido  à

l igação  c ruzada  com reagen tes  como o  g lu ta ra lde ído .  

Abordagem  de  l i gações  c ruzadas  de  p ro te ínas  gera lmente

leva  à  fo rmação  de  f i lmes  de  p ro te ínas  com  propr iedades  de  um

h id roge l .  Es tes  ú l t imos  são  mate r ia i s  po l imér i cos  que  apresen tam

a  capac idade  de  inchar  em  uma  so lução  aquosa  sem  se  d isso lve r .

Do is  t i pos  de  h id rogé is  podem  ser  d i s t ingu idos :  h id rogé is  com

l igações  c ruzadas  qu ímicas  e  f í s i cas .  A  d i fe rença  en t re  ambos  os

t ipos  é  a  na tu reza  dos  pon tos  ou  rami f i cações  da  l igação  c ruzada :

ou  é  uma l igação  qu ímica  ou  uma in te ração  f í s i ca .  No  ú l t imo  caso ,
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i rão  su rg i r  i n te rações  iôn icas ,  assoc iações  h id ro fób icas .  Quando

l igações  cova len tes  são  incorporadas  ao  h id roge l ,  um  f i lme

compac to  e  es táve l  é  fo rmado .  Para  fo rmação  do  f i lme ,

ca rbod i imidas  são  gera lmente  u t i l i zadas ,  onde  se  unem  com

aminas  p r imár ias  resu l tando  na  fo rmação  de  l i gações  im idas .  Na

presença  de  excesso  de  un ião  c ruzada ,  a  po l imer i zação  pode

ocor re r  po rque  todas  as  p ro te ínas  con têm  carbox i las  e  aminas

(PEREIRA;  SANTOS;  KUBOTA,  2002) .

1 .5  A lbumina

1 .5 .1  Est rutura  e  função

As  a lbuminas  compreendem  cerca  de  50%  da  pro te ína

p lasmát i ca  to ta l  e  es tá  envo lv ida  na  l i gação  de  ác idos  graxos  e

t ranspor te  de  ân ions .  E las  se rvem  para  con t ro la r  a  p ressão

osmót i ca  do  sangue  bem  como  para  mante r  a  capac idade

tamponan te  do  pH do  sangue ,  a lém de  t ranspor ta r  Ca 2 + ,  mo lécu las

es te ró ides ,  a tuam  como  componen te  an t iox idan te  ce lu la r . .  A

a lbumina  do  so ro  (F igu ra  2 )  tem  uma  massa  mo la r  de

aprox imadamente  67000  Da .  É  uma  p ro te ína  g lobu la r  t íp i ca ,  com

s ign i f i ca t i va  con fo rmação  em α-hé l i ce  (67%) ,  t rês  domin ios  ( I ,  I I  e

I I I ) ,  cada  um  com  do is  subdomín ios  (A  e  B)  e  cons ideráve l

es t ru tu ra  te rc iá r ia  (STEW ART e t  a l . ,2004) .

 A  a lbumina  sé r i ca  bov ina  (BSA) ,  que  é  compos ta  de  585

res íduos  de  aminoác idos ,  inc lu indo  17  l i gações  d issu l fe to  e  uma

Cys- 34 ,  também  age  como  um  t ranspor tador  e  o fe rece  um  s í t i o

com  po tenc ia l  de  l i gação  para  d i fe ren tes  íons  metá l i cos  e  um

grupo  t i o l  l i v re  rep resen tado  por  Cys-34  ( YAMASAKI;  YANA;  AOKI,

1999).                   
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F I G U R A  2  –  E s t r u t u r a  d a  a l b u m i n a  h u m a n a ,  ( A )  a p re s e n t a n d o  o s  t r ê s  
                 d o m í n i o s  p o l i p e p t í d i o s .  B  -  a m p l i a ç ã o  d a  e s t r u t u r a  e m  t o r n o  d o  
                 r e s í d u o  d e  C y s - 3 4 .
F o n t e :  S T E W A RT  e t  a l . ,  2 0 0 4 .

1 .5 .2  Estudos  e le t roquímicos  de  a lbumina

Vol tamet r ia  c íc l i ca  e  espec t roscop ia  de  impedânc ia  

são  u t i l i zadas  para  es tudar  a  adsorção  de  a lbumina  de  so ro

humano  (HSA)  na  super f íc ie  do  e le t rodo  de  ca rbono  v í t reo  (GC)

com  po tenc ia l  de  c i rcu i to  aber to .  Essa  técn ica  permi te  es tudar  os

e fe i tos  da  adsorção  de  p ro te ínas  sobre  os  p rocessos  de

t rans fe rênc ia  e le t rôn ica  que  ocor rem  na  so lução  do

e le t rodo / in te r face .  Na  p resença  de  HSA  em  so lução ,  a  c iné t i ca  de

t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  da  sonda  redox  de  fe r r i c iane to  fo i

reduz ida .  I s to  é  dev ido  à  fo rmação  de  uma  camada  p ro te i ca  na

super f íc ie  do  e le t rodo  de  ca rbono  v í t reo .  Essa  abordagem  fo i

u t i l i zada  para  inves t iga r  as  in te rações  b ioqu ímicas  na  in te r face

só l ido / l íqu ido .  E le t rodos  mod i f i cados  com  HSA  são  impor tan tes  na

aná l i se  do  t i po  de  l i gação  da  espéc ie  HSA- l igan te  e  da  qu ímica

redox  das  mo lécu las  den t ro  de  uma  so lução  de  HSA.  Mudanças  no

po tenc ia l  de  ox idação / redução  u t i l i zando  esse  método  podem  ser

usadas  como  fo rma  de  d is t i ngu i r  en t re  in te rações  h id ro fób icas  e
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não-h id ro fób icas  (e le t ros tá t i ca  e /ou  cova len te )  de  l igan tes  com

a lbumina  (HELI  et  al., 2007).

E le t rodos  condu to res  de  boro -d iamante  dopados  (BDD)

fo ram  u t i l i zados  com  sucesso  para  de tecção  e le t roqu ímica  d i re ta

de  pro te ínas ,  i nc lu indo  BSA  e  um  marcador  de  câncer ,

IAP(  p ro te ína  in ib ido ra  de  apop tose) .  A  vo l tamet r ia  c íc l i ca  sugere

que  c i s te ína ,  t i ros ina  e  t r i p to fano  con t r ibu í ram  para  a  d i re ta

ox idação  e le t roqu ímica  nos  e le t rodos  BDD (CHIKU e t  a l . ,  2008) .

1 .6  L igações  cova len tes  em pro te ínas

A  c i s te ína  pode  es tabe lecer  uma  l igação  c ruzada  com  ou t ro

grupo  de  su l f i d r i l a  de  c i s te ína ,  na  mesma  ou  em  ou t ra  cade ia

po l ipep t íd i ca ,  ox idando-se  e  dando  uma  l i gação  cova len te  de

d issu l fe to .  No  es tado  reduz ido ,  um  res íduo  de  c i s te ína  pode  se rv i r

como  s í t i o  pa ra  a  l igação  do  subs t ra to  em  vár ias  p ro te ínas

enz imát i cas  (NELSON;  COX,  2006) .  Nesse  sen t ido ,  compos tos  com

def i c iênc ia  de  e lé t rons ,  como  qu inonas  rea t i vas  podem  to rnar

cand ida tos  a  mediadores  cova len tes  para  a  t rans fe rênc ia  de

e lé t rons  em pro te ínas .

1 .7  Dopamina

1 .7 .1  Est rutura ,  função e  metabol ismo .

A  dopamina  (DA) ,  2 - (3 ,4 -d ih id rox i - fen i l ) -e t i l amina ,  cu ja

es t ru tu ra  é  mos t rada  na  F igura  3 ,  é  um  impor tan te

neuro t ransmissor  do  grupo  das  ca teco laminas ,  sendo  p recursor

metabó l i co  imed ia to  da  noradrena l ina .  A lém  d isso ,  a  dopamina  é

comumente  empregada  em  un idades  de  emergênc ia  hosp i ta la r

como agen te  vasocons t r i to r  e  h ipe r tensor  (COSTA e t  a l . ,  1998) .
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F I G U R A  3 -  E s t r u t u r a  d a  d o p a m i n a .

A  dopamina  é  s in te t i zada  nos  neurôn ios  a  par t i r  do

aminoác ido  t i ros ina ,  o  qua l  é  h id rox i l ado  pe la  enz ima  t i ronase

h id rox i l ase  a  L -DOPA.  Pos te r io rmente ,  a  L -DOPA é  descarbox i lada

para  fo rmar  a  dopamina  pe la  ação  da  enz ima  dopa  ca rbox i lase

para  en tão  se r  a rmazenada  nas  ves ícu las  dos  te rmina is  pré -

s ináp t i cos .  É  encon t rada  no  s i s tema  l ímb ico  e  no  ipo tá lamo  en t re

ou t ros  e  suas  funções ,  de  modo  gera l ,  são :  ( i )  con t ro le  moto r

(s i s tema  n ig ros t r i a ta l ,  responsáve l  po r  75%  da  dopamina  do

cérebro ) ;  ( i i )  e fe i tos  compor tamenta is ;  e  ( i i i )  con t ro le  endócr ino .

Sua  concen t ração  no  p lasma  sangu íneo  é  menor  que  0 ,7  nmo l .L - 1

(CALBREATH,  1992) .

En t re  as  imp l i cações  pa to lóg icas  re lac ionadas  com  a

dopamina  es tá  a  doença  de  Park inson ,  que  é  um  d is tú rb io  moto r

p rogress ivo ,  ocor rendo  com ma io r  f requênc ia  em pac ien tes  idosos ,

cu jos  p r inc ipa is  s in tomas  são  a  r i g idez  e  o  t remor ,  assoc iado  a

uma  ext rema  len t idão  para  in i c ia r  mov imentos  vo lun tá r ios

(h ipoc ines ia ) .  É  sab ido  que  o  ma l  de  Park inson  es tá  assoc iado  a

uma  de f i c iênc ia  de  dopamina  nas  v ias  n ig ros t r i as ta i s  (LAAR  e t

a l . ,2009) .

 Em  1985 ,  fo i  p ropos ta  a  “ teo r ia  da  dopamina”  suger indo  que

uma  concen t ração  a l ta  de  dopamina  no  cé rebro  é  responsáve l

pe los  de l í r ios  e  a luc inações  ca rac te r ís t i cos  de  por tadores  de

esqu izo f ren ia  (RANG;  DALE;  R ITTER,  1997) .

Vár ios  métodos  têm  s ido  desenvo lv idos  para  a  de te rminação

dessa  subs tânc ia ,  como  os  c romatográ f i cos ,  espec t ro fo tomét r i cos

e  e le t roqu ímicos .  Os  e le t roqu ímicos  têm  s ido  mui to  u t i l i zados  por

apresen ta r  sens ib i l i dade  e  se le t i v idade  na  de te rminação  de  vá r ios

ana l i tos .  Es tes  métodos  gera lmente  não  necess i tam  de  p ré -
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pur i f i cação  e ,  consequen temente ,  reduzem  o  cus to  das  aná l i ses

(SUN,  2006) .

Recen temente ,  vá r ios  t raba lhos  têm surg ido  na  l i te ra tu ra  com

o  ob je t i vo  de  exp lo ra r  a  mod i f i cação  qu ímica  da  super f íc ie  de

e le t rodos  só l idos  convenc iona is  pa ra  a  de te rminação  de

neuro t ransmissores  em  f lu idos  ex t race lu la res  do  s i s tema  nervoso

cen t ra l ,  em  v i r tude  do  fa to  de  mui tas  doenças ,  den t re  e las  o  Mal

de  Park inson  e  a  depressão ,  es ta rem  re lac ionadas  com

anorma l idades  no  n íve l  de  dopamina  nas  s inapses  dos  neurôn ios

(ZHANG,  2008) .

O  emprego  de  e le t rodos  qu im icamente  mod i f i cados  ou  en tão

de  metodo log ias  que  conc i l i am  o  emprego  de  mic ro  e le t rodos  e  da

vo l tamet r ia  c íc l i ca  es tão  vo l tados  para  o  p ropós i to  de  se  e l im inar

a  in te r fe rênc ia  do  ác ido  ascórb ico  (10 - 4 -10 - 3  mo l .  L - 1 ) ,  o  qua l

coex is te  com  a  dopamina  (10 - 8  –  10 - 6  mo l .  L - 1 )  no  f l u ido

cerebrosp ina l  em  concen t rações  e levadas ,  e  também  so f re

ox idação  na  mesma  reg ião  de  po tenc ia i s  que  a  dopamina

(TOLEDO,  2006) .

A  de te rminação  s imul tânea  de  dopamina  e  de  ác ido  ascórb ico

fo i  es tudada  por  Sun  (1998)  e  co laboradores  com  a  u t i l i zação  de

um  e le t rodo  de  ca rbono  v í t reo  mod i f i cado  pe la  e le t rodepos ição  de

um  f i lme  ve rme lho  neu t ro .  A  de te rminação  s imu l tânea  pode  se r

rea l i zada  usando  a  d i fe rença  das  co r ren tes  ca ta l í t i cas  re fe ren tes  a

cada  compos to .  A  de te rminação  de  dopamina ,  na  p resença  de

ác ido  ascórb ico ,  fo i  rea l i zada  pe la  u t i l i zação  de  um  e le t rodo  de

carbono  v í t reo  con tendo  um  f i lme  de  ve rme lho  de  ac r id ina  e le t ro -

depos i tado .  Os  resu l tados  ind ica ram que  a  separação  dos  p icos  de

ox idação  de  ambos  os  compos tos  é  a l cançada  por  in te rações

e le t ros tá t i cas  favoráve is  en t re  o  f i lme  e  a  dopamina  (ZHANG  e t

a l . ,  2003)  

A l te ração  do  metabo l i smo  norma l  da  DA  pode  conduz i r  a

e levadas  concen t rações  des te  neuro t ransmissor ,  ass im,  ace le ra r  a

sua  au to -ox idação  nos  compar t imen tos  ce lu la res  em  que  a  sua

concen t ração  tem  aumentado  (B INDOLI  e t  a l . ,1992) .  A  au to -
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ox idação  i n  v i vo  da  DA  p roduz :  DA-qu inonas ,  rad ica is

superóx idos ,  rad ica is  h id rox i l a  e  peróx ido  de  h id rogên io ,  os  qua is

geram es t resse  ox ida t i vo ,  con t r ibu indo  para  a  c i to tox ic idade  da  DA

(GRAHAM  e t  a l ,1978) .  DA-qu inonas  são  espéc ies  de f i c ien tes  de

e lé t rons  que  podem  ser  l i gadas  cova len temente  a  nuc leó f i l os

ce lu la res ,  ta i s  como  grupos  su l f i d r i l a ,  na  c i s te ína  l i v re ,  g lu ta t iona

reduz idos  (GSH) ,  e  res íduos  de  c i s ten i l  em  p ro te ínas .  Esse

mecan ismo  de  au to -ox idação  é  fac i l i tado  pe la  p resença  de

ca ta l i sadores ,  como  íons  metá l i cos  de  t rans ição  ( PATTISON ,  e t  a l ,

2002) .  Com  e fe i to ,  fo i  demons t rado  que  t raços  de  íons  metá l i cos

ta i s  como  Cu 2 + ,  podem  ace le ra r  a  au to -ox idação  de  h id roqu inonas

(NAKAMURA e t  a l . ,  2003) .

Na  F igura  4 ,  es tão  resumidas  as  e tapas  da  b ioss ín tese  da

dopamina .

CH2HO C COO-

H

NH3
+

HO

HO

CH2 C COO-

H

NH3
+

CH2CH2NH3
+

HO

HO

Tirosina
Hidroxilase

+ OH-

- COO-
Dopa
Descarboxilase

Tirosina

L-DOPA

Dopamina      

F I G U R A  4  -  E t a p a s  d a  b i o s s í n t e s e  d a  d o p a m in a .

1 .7 .2  Complexação in  natura  de dopamina  e  impactos  c l ín icos

Em  1985 ,  Car l sson ,  e  seus  assoc iados  re la ta ram  a

ocor rênc ia  de  um  novo  metabó l i to  da  dopamina ,  5 -S-

c i s te in i l dopamina  (5 -S-Cys-DA) ,  em  cer ta  reg ião  dopaminérg ica  do

cérebro  de  mamí fe ros ,  inc lu indo  o  núc leo  caudado ,  g lobu lus

pa l idus  e  subs tânc ia  negra .  O  in te resse  por  esse  metabó l i to
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aumentou  regu la rmente  duran te  os  subsequen tes  anos  em  v i r tude

do  seu  poss íve l  s ign i f i cado  como  um  índ ice  de  es t resse  ox ida t i vo

em  processos  de  enve lhec imento  e  em  t rans to rnos

neurodegenera t i vos ,  como  a  doença  de  Park inson .  Es tudos  pe lo

grupo  sueco  reve lou  um  aumento  g radua l  na  p roporção  de  5 -S-

Cys- DA/dopamina  na  subs tânc ia  negra  humana  com  o  aumento  da

degeneração  e  desp igmentação ,  de  um  va lo r  de  0 ,0254  em

ind iv íduos  norma is  para  0 ,174  em  doen tes  de  Park inson .  Um

aumento  s im i la r  em  5 -S-Cys- DA  fo i  observado  no  s t r ia tum  de

coba ias  de  porcos  adu l tos  ou  após  a  a l imen tação  com  d ie ta

de f i c ien te  em  ascorba to .  O  t ra tamento  com  reserp ina  aumentou  a

pré -s ináp t i ca  de  c i rcu lação  de  dopamina  pe la  ina t i vação  do

mecan ismo  de  a rmazenamento  em  ves ícu las ,  também  causou

aumento  na  fo rmação  5 -S-  Cys- DA.  Em  anos  ma is  recen tes ,  5 -S-

Cys- DA  chamou  a  a tenção  como  um  supos to  p recursor  da

neurome lan ina ,  um  p igmento  ca rac te r ís t i co  que  ocor re  nos

neurôn ios  dopaminérg icos  loca l i zado  na  par te  compac ta  da

subs tânc ia  negra .  Baseado  em  es tudos  de  degradação  da

subs tânc ia  negra  neurome lan ina  humana  pur i f i cada ,  Rorsman,  e

seus  assoc iados  suger i ram  que  o  p igmento  é  uma  mis tu ra  de

copo l ímeros  der i vados  da  ox idação  da  dopamina  e  5 -S-  Cys- DA.

B ioqu imicamente ,  5 -S-  Cys-DA  se  fo rma  a  par t i r  da  ad ição  de

c is te ína  ou  uma  c i s te ína  con tendo  t i o l  à  dopamina-qu inona  (F igu ra

5)  (PALUMBO e t  a l . ,1995) .
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auto-oxi

- 2H+,-2e-

HO

HO

NH2 O

O

NH2

+ Cys

HO

HO

NH2

S COOH

NH2
Dopamina                                          Dopamina-Quinona                            5-S-Cisteinil-Dopamina

+ Glutationa

HO

HO

NH2

S
Gluatationa

Gly
Glu y-GT auto-oxi

N
S

HOOC

NH2HO

5-S-glutationil-dopamina                                             Dihidrobenzotiazina

F I G U R A  5 -  A u t o - o x i d a ç ã o  d a  d o p a m i n a .

1 .7 .3  E le tro-ox idação da  dopamina

1 .7 .3 .1  Noções  gera is

 

A  pr inc ipa l  ca rac te r ís t i ca  do  p r inc ipa l  p rodu to  da  ox idação

de  ca tecó is ;  o r to -qu inona  (F igu ra  6 )  é  sua  de f i c iênc ia  em  e lé t rons

e ,  po r tan to ,  a l tamente  rea t i va  f ren te  a  g rupos  nuc leó f i l os .  A  ma io r

par te  fac i lmen te  d i spon íve l  nuc leó f i lo  no  lado  da  cade ia  do  g rupo

amino  da  or to -qu inona ,  po r  i sso  uma  in t rac ic l i zação  tem  lugar  em

pH  neu t ro ,  como  é  mos t rado  para  a  dopamina- o -qu inona  (DANIEL

e t  a l . ,1975) .

HO

HO

R
O

O

R
+ 2H+    +   2e

 catecol                                                 orto-quinona

    

F I G U R A  6  -  O x i d a ç ã o  d o  c a t e c o l  p r o d u z i n d o  o - q u i n o n a

Onde R  =  CH 2 CH 2 NH 2  =  dopamina

            =  CH (OH)CH 2 NH 2  =  no rep ine f r ina

            =  CH 3  =  4-met i l ca teco l .
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O produ to  in i c ia l  da  c i c l i zação  (F igu ra  7 )  é  o  leucocromo,  de

cer ta  fo rma,  mais  fác i l  de  se r  ox idado  do  que  o  ca teco l  i n i c ia l ,  po r

i sso ,  a  ox idação  tem  prossegu imento  a té  o  bem  conhec ido

aminocromo,  nesse  caso ,  dopamina-c romo (DANIEL  e t  a l . ,1975) .

O

O

NH2
HO

HO
N
H

-2e
-2H+

N
H+

-O

O

DOQ                                                                      leucocromo                                               dopamina-cromo

F I G U R A  7 – I n t r a c i c l i z a ç ã o  d a  d o p a m i n a - o - q u i n o n a .

Essa  c i c l i zação  in t ramolecu la r  é  exa tamente  um  caso

espec ia l  de  reações  nuc leo f í l i cas  da  or to -qu inona .  Apesar  da

d ispon ib i l i dade  d i re ta  da  e t i lamina  no  lado  da  cade ia ,  um

nuc leó f i lo  ex te rno  pode  fac i lmen te  compet i r  com  a  in t rac ic l i zação

como mos t ra  a  F igu ra  8 ,  com:

O

O

NH2

+  : Z     

HO

HO

NH2

Z

DOQ

F I G U R A  8 -  R e p r e s e n t a ç ã o  d o  a t a q u e  n u c l e ó f i l o  ( :  Z )  a  d o p a m i n a - o r t o -
                q u i n o n a .

a ) In t rac ic l i zação  fo rmando  aminocromos.  

b ) A  nova  redução  do  ca teco l  de  or igem  por  redu to res  endógenos ,

(qua lquer  das  reações  an te r io res ,  a  ou  b ,  podem ocor re r ) .

A  par t i r  de  uma  dessas  reações  pode-se  pred ize r  que

poss íve is  caminhos  para  descobr i r  as  conseqüênc ias  das  reações

ox ida t i vas  i n  v i vo  ou  p rodu tos  l i gados  cova len temente  i n  v i t ro .

Exis tem  poucos  dados  quan t i ta t i vos  desses  caminhos  de

reação ,pe la  sua  rap idez  e  comp lex idade  em   cond ições

f i s io lóg icas  (DANIEL  e t  a l . ,1976) .
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1 .7 .3 .2  Formação  de  5 -S-Cys-dopaminocromo

Recen tes  t raba lhos  descrevem  a  in f l uênc ia  da  L -c i s te ína  na

ox idação  qu ímica  i n  v i t ro  do  neuro t ransmissor  ca teco laminérg ico

dopamina  em  pH  neu t ro .  Esses  resu l tados  mos t ra ram  que  a  L -

c i s te ína  mod i f i ca  o  caminho  normal  de  ox idação  da  dopamina

fo rmando  o  po l ímero  pre to /mar rom melan ina  por  me io  da  ox idação

do  produ to  fo rmado  do  neuro t ransmissor ,  dopamina- or to -qu inona

para  fo rmar  in i c ia lmen te  5-S-c i s ten i l -dopamina  (5 -S-Cys- DA,

p rodu to  pr inc ipa l )  e  2 -S-c i s ten i l -dopamina  (2 -S-Cys- DA,  p rodu to

secundár io )F igura  9 .

auto-oxi

- 2H+,-2e-

HO

HO

NH3
+

O

O

NH3
+ HO

HO

NH3
+

S COOH

NH2

Dopamina                                    Dopamina-Quinona                5-S-Cisteinil-Dopamina

+ CySH
+ 

HO

HO NH3
+

S

NH2

COOH

2-S-Cys-DA

   

F I G U R A  9  –  O x i d a ç ã o  d a  D A ,  c o m  f o rm a ç ã o  d e  d o p a m in a - q u i n o n a  e  5 - S -
               c i s t e n i l d o p a m i n a  e  2 - S - c i s t e n i l d o p a m i n a

1 .7 .3 .3  Ap l i cações  de  dopamina  comp lexada  para  es tudos  e le t ro -

qu ímicos  em pro te ínas

Uma  das  ap l i cações  es tá  re lac ionada  à  p revenção  de  doen -

ças  causadas  pe la  fa l ta  ou  excesso  de  dopamina ,  buscando  o  de -

senvo lv imen to  de  sensores  e le t roqu ímicos  es táve is  e  com  a l to

g rau  de  se le t i v idade ,  pa ra  poss ib i l i ta r  a  cons t rução  de  d ispos i t i vos

por tá te i s  de  fác i l  man ipu lação  e  também  na  min ia tu r i zação  do  s i s -

tema  na  ten ta t i va  de  se  de te rminar  i n  v i vo ,  bem como ou t ras  molé -

cu las  de  in te resse  b io lóg ico .  Na  á rea  neuro lóg ica ,  su rge  a  poss ib i -

l idade  de  desenvo lv imen to  de  sensores  espec í f i cos  para  d rogas

que  a tuam  no  s i s tema  nervoso  cen t ra l ,  o  que  poss ib i l i ta rá  es tudos
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de  in te ração  des tas  drogas  com  os  neuro t ransmissores ,  levando

ao  esc la rec imento  de  dúv idas  que  pers i s tem,  como  por  exemp lo ,  o

quan to  as  d rogas  a fe tam  o  compor tamento  e  o  metabo l i smo  dos

usuár ios  (TOLEDO,  2006) .

Nes te  t raba lho ,  con tudo ,  v i samos  es tudar  a  comp lexação  de

dopamina  com  pro te ínas ,  espec i f i camente  a  a lbumina  de  so ro  bo -

v ino ,  BSA,  como  um  mode lo  para  exp lo ração  e le t roqu ímica  de  ca -

rac te r ís t i cas  mor fo - func iona is  de  p ro te ínas  desprov idas  de  cen t ros

pros té t i cos  de  t rans fe rênc ia  de  ca rga .
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2  OBJETIVOS

2 .1  Gera l

Ava l ia r  o  comp lexo  dopamina  –  a lbumina  em  e le t rodo  de

pas ta  de  ca rbono  s imples ,  como  um  modelo  de  e t ique tagem

ele t roqu ímica  para  es tudos  de  p ro te ínas .

2 .2  Espec í f i cos

• Cal ib ração  de  po tenc ios ta to  para  es tudos  de  vo l tamet r ia

c íc l i ca

• Determinação  de  grupos  t i ó i s  em BSA com DTNB.

• I so lamento  p ro te i co  dos  comp lexan tes  em  excesso  por

c romatogra f ia  de  f i l t ração  em ge l  e  po r  d iá l i se .

• Cic lovo l tamet r ia  de  BSA in ib ida  com N-e t i lma le im ida .

• Complexação  de  dopamina  com BSA.

• Cic lovo l tamet r ia  de  dopamina .

• Cic lovo l tamet r ia  de  BSA-dopaminocromo.

• Determinação  de  parâmet ros  e le t roca ta l í t i cos  do  aduc to

pro te i co  de  dopamina .

• Espec t ro fo tomet r ia  de  pr ime i ra  der i vada  de  BSA-

dopaminocromo.

• Espec t ro f luo r imet r ia  de  BSA-dopaminocromo
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3  JUSTIF ICATIV A

O  es tudo   e le t roqu ímico   de   p ro te ínas   tem  s ido   fe i to   ao  

 longo  das   ú l t imas   décadas   com  mode los   exper imen ta is  

 cons t i tu ídos  essenc ia lmente   de   meta lop ro te ínas ,  ta i s   como  

 p igmentos  resp i ra tó r ios   e   metabó l i cos ,  inc lu indo  hemog lob inas ,

miog lob inas ,  c i toc romos   e   azur ina   (p ro te ínas  con tendo  cobre ) .  

 A  iden t i f i cação  e  es tudos  de  p ro te ínas  desprov idas  de   cen t ros

metá l i cos   é   p ra t i camente   inex is ten te   na   l i te ra tu ra .  

 Para le lamente ,  a   vas ta   gama  de   e le t rodos   de f in idos   pa ra  

 ta l   são   e laborados   com  a l te rações   es t ru tu ra is  (pas ta   de  

 ca rbono ,   meta is ,  d iamante  e  ca rbono  v í t reo  mod i f i cado)

que l im i tam  o   seu   emprego   (cus tos ,  vo lume   de   amos t ra ,  en t re

ou t ros ) .  Dessa  fo rma,  fo i  u t i l i zada  a  metodo log ia  de  comp lexação

de  dopamina  com  BSA  dev ido  às  ca rac te r ís t i cas  de  1 )  fác i l

cons t rução  do  e le t rodo  (pas ta  de  ca rbono  s imp les )  e  2)  sua

adap tação  a  d i fe ren tes  vo lumes  de  amost ra ,  3 )  ob tenção  de

quan t idades  express ivas  do  comp lexo  para  aná l i se  vo l tamét r i ca ,

4 )  respos ta  e le t roqu ímica  sens íve l  à  vo l tamet r ia  c íc l i ca ,  5 )

fac i l i dade  re la t i va  para  comparação  da  respos ta  com b iomo lécu las

com  grupo  func iona l  t i o l  ( c i s te ína ,  g lu ta t iona) ,  6 )  a lém  da  não

necess idade  da  macromolécu la  a l vo  apresen ta r  g rupos  redox

pros té t i cos  ou  metá l i cos ,  ta i s  como  o  de  meta lop ro te ínas

(miog lob ina ,  hemog lob ina ,  c i toc romos,  fe r redox ina ,  den t re

ou t ros ) ,  ge ra lmente  empregados  nos  es tudos  c láss icos  de

vo l tamet r ia  de  p ro te ínas .

Nesse  sen t ido ,  tem  o  p resen te  t raba lho  o  ob je t i vo  de

ava l ia r  a  poss ib i l i dade  de  uma  marcação  es táve l  em  p ro te ínas

para  es tudo  e le t roqu ímico ,  u t i l i zando  um  mode lo  de  comp lexação

de  BSA com dopamina ,  e  sensor  fo rmado  por  e le t rodo  de  pas ta  de

carbono  não  mod i f i cado .

38



4  P ARTE  EXPERIMENTAL

4 .1  Reagen tes

N-e t i lma le im ida  (NEM) ,  dopamina  (DA) ,  e  a lbumina  de  so ro

bov ino  (BSA)  fo ram  adqu i r idas  da  S igma-A ld r i ch  Co .  (S t .  Lou is ,

E .U .A . ) ,  sem  pur i f i cação  ad ic iona l .  Todos  os  ou t ros  p rodu tos

qu ímicos  fo ram  de  g rau  ana l í t i co  PA.  Á gua  b ides t i l ada  fo i

u t i l i zada  no  p reparo  das  so luções .  So luções  es toque  de  reagen tes

fo ram  preparadas  pe la  d i sso lução  de  uma  quan t idade  exa ta  de

cada  compos to  em  água  b ides t i lada  e  a rmazenadas  na  ge lade i ra

em  loca l  escuro .  BSA  fo i  de te rminada  a  par t i r  do  seu  coe f i c ien te

de  ex t inção  mo la r  em  279  nm  (0 ,667  a  1%) (  CARLSON ;  ROOKE,

2008) .

O  der i vado  NEM-BSA  fo i  p reparado  reag indo  NEM  com  BSA

na  p roporção  mola r  de  5 :1  em  tampão  fos fa to  de  sód io  0 ,1  mol .L - 1

em  pH  de  7 ,4  por  3  d ias  a  40  ºC  com  ag i tação .Em  segu ida  fo i

fe i to  a  d iá l i se  da  so lução .

4 .2  De te rminação  g rupo  t i o l  (–SH)  l i v re

 T io i s  to ta i s  fo ram  de te rminados  usando  o  reagen te  de

E l lman`s [ác ido  d  5 ,5 -d i t i ob is  (2 -n i t robenzó ico ) ]  ( ROTMAN;  DALY;

CREVELING,  1976) .  Para  es ta  aná l i se  fo ram  ad ic ionados  vo lumes

en t re  10  e  150  µL  de  amost ras  de  BSA  p reparadas  em  tampão

fos fa to  de  sód io  0 ,1  mo l .  L - 1   pH  de  7 ,4  .  A  es tas  amost ras  fo ram

adic ionados   200  µL  de  DTNB  0 ,010  mo l .L - 1 .  A  absorbânc ia  fo i

med ida  espec t ro fo tomet r i camente  em  412  nm  dev ido  ao  produ to

resu l tan te  da  reação  do  grupo  t io l  com  DTNB  que  gera  o  ác ido  2 -

n i t ro -5 -mercap to -benzó ico  (TNB)  de  co r  amare la .  Os  va lo res

fo ram  ca lcu lados  por  comparação  com  so lução  padrão  de  L-

c i s te ína  (10 - 5  -  1 ,5 .  10 - 4  mol .  L - 1 ) .
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O  mesmo  p roced imento  fo i  rea l i zado  para  o  compexo  BSA-

Dopaminocromo u t i l i zando-se  os  vo lumes de  100  µL  do  complexo .

4 .3  Formação  do  comp lexo  en t re  DA e  BSA

 

Vár ias  p roporções  mo la res  de  DA  e  BSA  fo ram  tes tadas  em

tempera tu ras  (5 ,15 ,  25 ,  37 ,  45  o C  ) ,  pe r íodos(  5  a  240  minu tos )  e

emprego  de  ca ta l i sadores  metá l i cos ( fe r ro ,  cobre ,  magnés io ,  10 - 3  a

5 .10 - 3  mol .L - 1  ) ,  com  a  me lhor  cond ição  exper imen ta l  mon i to rada

como  segue .  A  l igação  de  dopamina  com  BSA  fo i  rea l i zada

mis tu rando  so luções  1 ,6 .10 - 4  mo l .  L - 1  de  BSA  com  uma  so lução

8 .10 - 3  mol .  L - 1  de  DA  no  mesmo  tampão  a  37ºC  por  2  h .  As

amost ras  fo ram  d ia l i sadas  com  uma  membrana  de  ce lu lose

(Spec t rapore ,  l im i te  de  co r te  6000-8000  uma,  Spec t rum

Labora to r ies ,  Inc ,  CA) ,  du ran te  24  h ,  com  um  per íodo  de  2  h  para

a  mudança  do  tampão,  exce to  sob  overn igh t .  Pos te r io rmente ,  o

con teúdo  das  membranas  fo i  suavemente  re t i rado  para  ev i ta r  a

ox idação  e  desna tu ração  da  pro te ína .  Em  segu ida ,  ap l i cou-se  es ta

mis tu ra  a  uma  pequena  co luna  Sephadex  G-25  (0 ,7cm  x  15  cm)

equ i l ib rada  com  tampão  fos fa to .  As  so luções  fo ram  e lu ídas  com  o

mesmo  tampão  e  as  f rações  co r responden tes  aos  p r inc ipa is  p i cos

cromatográ f i cos  fo ram  co le tadas  separadamente  ( f rações  de  1 ,5

mL)  e  imed ia tamente  mant idas  a  5  o C  an tes  dos  ensa ios

e le t roqu ímicos  e  espec t roscóp icos .

4 .4  Ca l ib ração  do  po tenc ios ta to  /  ga lvanos ta to  p -39  omn imet ra .

Fo i  u t i l i zado  ao  longo  do  exper imen to  um  s is tema

potenc ios ta to /ga lvanos ta to  PG-39MCSV,  Omnimet t ra  Ins t rumentos

C ien t í f i cos  L tda  (Nova  Fr ibu rgo ,  R io  de  Jane i ro ) .  O s i s tema PG-39

fo i  dev idamente  ca l ib rado  empregando-se  o  reg is t ro  e lé t r i co  e

qu ímico  do  s ina l  de  co r ren te  ob t ido  em  ensa ios  d i s t i n tos .  Para  o

pr ime i ro  fo i  conec tado  as  ex t remidade  das  gar ras  RE1-W E e  RE2-

CE  um  res is to r  de  100Ω, segu indo-se  rampa  l i near  de  -0 ,1  a  +0 ,1

V  a  100  mV/s .  A  inc l i nação  de  grá f i co  po tenc ia l  ap l i cado  por
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cor ren te  resu l tan te  ob t ida  fo i  con t ras tada  com  o  va lo r  do  res is to r

empregado .  

Para  a  ca l i b ração  qu ímica  fo i  empregado  5  mL  de  so lução

de  fe r r i c iane to  de  po táss io   5 .10 - 3  mo l .L - 1  em  KCl  0 ,5  mo l .L - 1

segu indo-se  a  imersão  da  super f íc ie  de  con ta to  dos  e le t rodos  de

t raba lho  (pas ta  de  ca rbono  e  ca rbono  v í t reo ) ,  aux i l i a r  (p la t ina )  e

de  re fe rênc ia  (Ag /AgCl ) ,  p róx imos  um  do  ou t ro ,  pa ra  moni to ra r  o

s ina l  e le t roqu ímico .  Esse  fo i  ob t ido  por  vo l tamet r ia  c íc l i ca  a  200

mV/s  e  fa i xa  de  -0 ,2  a  +0 ,6  V .  O  s ina l  de  revers ib i l i dade

carac te r ís t i co  fo i  u t i l i zado  como  c r i té r io  pa ra  aná l i ses

paramét r i cas  u l te r io res  dos  e le t rodos ,  como  po tenc ia l  de  p ico

anód ico  e  ca tód ico .

4 .5  Vo l tamet r ia  c íc l i ca

    Os  exper imen tos  e le t roqu ímicos  fo ram  rea l i zados  em  uma

cé lu la  padrão  de  t rês  e le t rodos  u t i l i zando  um  po tenc ios ta to

PG39MCSV:  ga lvanos ta to  (Omnimet ra  Ins t r .  C ien t í f i cos  L tda ,  RJ ,

Bras i l ) ,  e  0 ,1  M  de  tampão  fos fa to  de  sód io  pH  de  7 ,4  como

so lução  e le t ro l í t i ca .  Um  e le t rodo  de  Ag /AgCl  fo i  u t i l i zado  como

e le t rodo  de  re fe rênc ia ,  e  um  f io  de  P t  como  e le t rodo  aux i l i a r .  O

e le t rodo  de  t raba lho  fo i  cons t ru ído  por  uma  mis tu ra  70 :30(m/m)  de

gra f i te  (99 ,9%  de  pureza ,  F luka ,  S t .  Lou is ,  E .U .A . )  com   Nu jo l

(Mantecorp ,  RJ ,  Bras i l ) .  O  in te rva lo  do  po tenc ia l  ap l i cado  fo i  de

-300  a  +  600  mV,  em  uma  ve loc idade  de  va r redura  de  100  mVs - 1 .

Todas  as  so luções  fo ram  prev iamente  desareadas  com  f luxo  de

n i t rogên io  duran te  5  minu tos  para  remover  ox igên io  an tes  do  in íc io

dos  exper imen tos .  E nsa ios  de  va r iação  de  pH  fo ram  conduz idos

em  so luções  tamponadas  a  0 ,1  M  de  ace ta to  (pH  3 ,  4  e  5  ensa ios

de  va r iação  de  pH  fo ram  também  conduz idos  em  so luções

tamponadas  a  0 ,1  M  de  ace ta to  (pH  3 ,  4  e  5 ) ,  fos fa to  (pH  6  e  7 )  e

Tr i s -HCl  (pH 8 ,  9  e  10)  em tempera tu ra  ambien te .  
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4 .5 .1  Caracter ização c ic lovol tamétr ica  de  dopamina

Foram  rea l i zados  med idas  de  CV  para  ve r i f i ca r  o

compor tamento  e le t roqu ímico  da  dopamina ,  bem  como  seus

po tenc ia i s  de  ox idação  e  redução .  As  med idas  fo ram  fe i tas  com

dopamina  na  concen t ração  de  8 ,3 .  10 - 5  mo l .  L - 1  a  uma  ve loc idade

de  va r redura  de  100mV/s ,  en t re  –0 ,3  e  0 ,6  V .  Os  dados

amper imét r i cos  fo ram  cor r ig idos  por  sub t ração  da  l i nha  de  base .

Os  segu in tes  ensa ios  também  fo ram  conduz idos  sob  essa

montagem:

1 .Med idas  vo l tamét r i cas  c íc l i ca  em  função  da  concenração

de  dopamina ,  va r iando-se  essas  ú l t imas  em  0 ,2 ;  0 ,5 ;  1 ,9 ;  2 ,0 ;  e

5 ,0  .10 - 3  mo l .L - 1 .

2 .Es tudo  do  e fe i to  de  ve loc idade  de  va r redura  de  po tenc ia i s

en t re  50  e  300  mV/s  para  8 ,3 .10 - 5  mo l .L - 1  de  dopamina  em  tampão

fos fa to  no  in te rva lo  ac ima(  W ANG e t  a l . ,2005) .

3 .Med idas  vo l tamét r i cas  na  mis tu ra  de  dopamina ,

jun tamente  com  L-c i s te ína  e  ác ido  ascórb ico  na  p roporção  mo la r

de  1 :1 :1  bem   como  de  uma  mis tu ra  de  dopamina  e  L -c i s te ína(1 :1

em  mo l ) ,  pa ra  ve r i f i ca r  o  e fe i to  de  ác ido  ascórb ico  na

ox idação / redução   da  dopamina  en t re  -0 ,3  e  0 ,6  V  a  uma

ve loc idade  de  100  mV/s .

4 .E le t ro -ox idação  de  dopamina  ap l i cando-se  po tenc ia i s  de

0 ,05 ;  0 ,20 ;  0 ,30 ;  e  0 ,60  V  duran te  20  minu tos .

4 .6  Espec t ro fo tomet r ia  

As  mudanças  nas  propr iedades  óp t i cas  dos  aduc tos  de

pro te ínas  fo ram  es tudadas  usando  espec t ro fo tomet r ia  de  pr ime i ra

der i vada  e  espec t roscop ia  de  f luo rescênc ia .  O  espec t ro  de

absorção  das  so luções  de  amost ra  con tendo  DA  ou  DA-BSA  fo i

ob t ido  pe lo  ins t rumento  S22  (B iochrom  L tda ,  S t .  A lbans ,  UK) ,  com
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caminho  óp t i co  de  10  mm para  a  cé lu la  e  fenda  de  2  nm.  Os  dados

dos  espec t ros  de  absorção  armazenados  em  um  computador  fo ram

conver t i dos  à  p r ime i ra  der i vada  após  suav ização  do  s ina l  com

função  de  11  pon tos  de  Sav i tzky- Go lay  em  in te rva los  de  1  nm  de

compr imento  de  onda .  Os  dados  ob t idos  em  t r i p l i ca ta  fo ram

anal i sados  com  o  paco te  es ta t ís t i co  Or ig im  8 .0  (Or ig inLab  Co ,

Nor thampton ,  MA,  E .U .A . ) .

4 .7  Espec t ro f luo r imet r ia

 As  medidas  de  f l uo rescênc ia  fo ram  rea l i zadas  em  cé lu las  de

quar tzo  de  10  mm 2  u t i l i zando-se  o  ins t rumento  Cary  Ec l ipse

(Var ian  Inc ,  Pa lo  A l to ,  CA,  EUA) .  Os  espec t ros  de  emissão  fo ram

rea l i zados  em  300  a  500  nm,  de te rminando-se  a  in tens idade  do

p ico  em  279  nm.  Um  espec t ro  con t ro le  ob t ido  an tes  da  ad ição  da

pro te ína  fo i  sub t ra ído  do  espec t ro  de  emissão  das  mis tu ras .

4 .8  Aná l i se  de  dados

Os  dados  e le t roqu ímicos  fo ram co le tados  em var reduras  de  5

c ic los  cada ,  sendo  cons iderado  para  aná l i se  apenas  o  te rce i ro

c ic lo ,  com  os  va lo res  u t i l i zados  para  a fe r i ção  qua l i ta t i va  da

mudança  de  mecan ismo  de  reação .  Todos  os  dados  fo ram

anal i sados  por  me io  de  a jus te  l inear  po r  mín imos  quadrados  e

proced imentos  de  suav ização .  Os  g rá f i cos  fo ram  represen tados

com  auxí l i o  do  paco te  g rá f i co  e  es ta t ís t i co  Or ig in ,  ve rsão  8 .0

(Or ig inLab ,  Nor thampton ,  MA,  EUA) .  Os  exper imen tos  fo ram

conduz idos  em  sa la  c l ima t i zada  em  22  o C,  e  os  ensa ios  de

complexação  de  dopamina  com  a lbumina ,  c i c lovo l tamet r ia  e

c romatogra f ia  de  exc lusão  mo lecu la r ,  em qu in tup l i ca tas .
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5  RESULTADOS  E DISCUSSÃO

5 .1  De te rminações  de  g rupos  t i ó i s  com DTNB

A  F igura  10  mos t ra  as  cu rvas  ana l í t i cas  na  de te rminação  de

grupos  t i ó i s  de  L-c i s te ina ,  BSA  e  BSA-  NEM.  U t i l i zando  dados

dessas  cu rvas  fo i  ca lcu lado  a  re lação  en t re  as  concen t rações

dessas  subs tânc ias  e  o  g rupos  t i o l  l i v re .  Em  re lação  a  L -c i s te ina

fo i  encon t rado  um  va lo r  de  1 ,2±0 ,2  µM para  a  BSA fo i  de  0 ,7  ±  0 ,2

µM  e ,  pa ra  BSA-NEM  o  va lo r  encon t rado  fo i  de  0 ,0±0 ,0  µM,

suger indo  que  houve  complexação  en t re  BSA  e  N-e t i lma le im ida ,

b loqueando  o  g rupo  t i o l  do  res íduo  de  Cys- 34  p resen te  na  BSA

(ROTMAN; DALY; CREVELING,  1976) .
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F I G U R A  1 0  –  C u r v a s  a n a l í t i c a s  d e  DT N B  c o m  L - C y s ,  B S A  e  B S A  c o m p l e x a d a  
                   c o m  N - e t i lm a l e im i d a .
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5 .2  C ic lovo l tamet r ia  de  dopamina

A  F igura  11  co r responde  aos  dados  c i c lovo l tamét r i cos  de

ox i - redução  de  dopamina  e  DA- o -qu inona  sobre  e le t rodo  de  pas ta

de  ca rbono .  A t ravés  do  vo l tamograma  fo ram  observados  os

po tenc ia i s  de  p ico  de  ox idação  e  redução  des ta  molécu la

orgân ica ,  em  214  mV  e  -5 ,7  mV,  respec t i vamente .  O  va lo r  de  E o

ca lcu lado  fo i  de  104  mV.  O  va lo r  de  E p a  encon t rado  es tá  de

acordo  com  o  va lo r  de te rminado  por  ARDAKANI  e t  a l .  (2009) ,  que

é  de  215  mV.  

-400 0 400

-20

0

20

40

i/ 
µ 

A

E / mV vs Ag/AgCl

E
pa

 = 214 mV

I
pa

 =32,6 µ A

E
pc

 = -5,7 mV

I
pc

 = -17,7µ A

F I G U R A  1 1  –  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d a  d o p a m i n a  ( 8 , 3 x 1 0 - 5 M ) ,  e m  s o l u ç ã o  
                   t a m p ã o  f o s f a t o  p H  d e  7 , 4  e m  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o  a  
                   v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e  1 0 0  m V / s .

A ve loc idade  de  va r redura  fo i  va r iada  de  50  a  300  mV/s ,  com

o  ob je t i vo  de  ava l ia r  a  revers ib i l idade  e  a  na tu reza  do  t ranspor te
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do  mate r ia l  e le t roa t i vo  para  a  super f íc ie  do  e le t rodo .  Na F igura  12

são  apresen tados  os  vo l tamogramas  c íc l i cos ,  em  d i fe ren tes

ve loc idades  de  va r redura  de  uma  so lução  8 ,3 .10 - 6  M  de  dopamina

em  tampão  fos fa to  0 ,1  M  com   pH  igua l  a  7 ,4 .  No  in te rva lo  de

ve loc idade  es tudado ,  fo i  poss íve l  observar  uma  var iação  l inear  do

po tenc ia l  de  p i co  com  o  aumento  da  ve loc idade  de  va r redura ,  o

que  é  ind ica t i vo  da  revers ib i l i dade  da  reação  de  ox idação  da

dopamina  (SANTOS,  2007) .
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F I G U R A  1 2  –  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d e  d o p a m i n a  ( 8 , 3 .  1 0 - 6  M )  o b t i d o  c o m  
                   e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o  e m  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  
                   e n t r e  5 0  e  3 0 0  m V / s   e m  t a m p ã o  f o s f a t o  p H  i g u a l  a  7 , 4
                   ( R 2 = 0 , 9 8 1 ) .  

A  Tabe la  1  apresen ta  a lguns  parâmet ros  e le t roqu ímicos  para

a  dopamina .  A  par t i r  da  va r iação  dos  va lo res  de  ∆E p  com  a

ve loc idade  de  va r redura ,  mos t rado  na  Tabe la  1 ,  podemos  ver i f i ca r

que  nes te  caso ,  a  ox idação  e le t roqu ímica  da  dopamina  é  um

processo  quase- revers íve l  con t ro lado  por  t rans fe rênc ia  de  massa .

Con tudo ,  o  compor tamento  da  razão  │ i p c / i p a │,  pode  ind ica r  a
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presença  de  uma reação  qu ímica  acop lada  (CORONA;  AVENDAÑO  ,

2007) .

T A B E L A  1

V a r i a ç ã o  d o s  p a r â m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  e m  f u n ç ã o  d a  v e l o c i d a d e  d e
v a r r e d u r a  d o  p o t e n c i a l  ( v )  c o r r e s p o n d e n t e  a o  CV  d a  f i gu r a  1 2 .

v ( m V / s ) E p a ( m V ) E p c (m V ) ∆ E p ( m V ) i p a ( µ A ) i p c ( µ A ) │ i p c / i p a │

50 213 5 ,2 207 ,8 3 ,9 -0 ,5 0 ,12

100 196 ,4 3 ,8 192 ,6 5 ,2 -1 ,4 0 ,26

150 201 ,9 2 ,0 199 ,9 5 ,9 -2 ,0 0 ,33

200 196 ,7 2 ,7 194 6 ,6 -2 ,8 0 ,42

300 194 ,4 4 ,9 198 ,5 8 ,4 -4 ,8 0 ,57

A  na tu reza  do  t ranspor te  de  massa  que  governa  o  p rocesso

redox  pôde  se r  conhec ida  pe la  re lação  en t re  I p  vs  v 1 / 2 (F igu ra  13) .

Uma  re lação  l inear  en t re  a  co r ren te  de  p ico  e  a  ra i z  quadrada  da

ve loc idade  de  va r redura  é  um  ind ica t i vo  da  adsorção  de

mo lécu las  do  reagen te  e /ou  p rodu tos  na  super f íc ie  do  e le t rodo  e

sugere  que  o  p rocesso  pe lo  qua l  os  ana l i tos  chegam  à  super f íc ie

do  e le t rodo  é  d i fus iona l .  O  processo  se  deve  ao  grad ien te  de

concen t ração  ex is ten te  en t re  o  se io  da  so lução  e  a  super f íc ie  do

e le t rodo  (SANTOS,  2007) .

A  despe i to  do  ca rá te r  d i fus iona l  e  de  revers ib i l idade  da

t rans fe rênc ia  de  ca rga ,  a lguns  parâmet ros  e le t roana l í t i cos  fo ram

dete rminados  com  o  in tu i to  de  se  mon i to ra r  sua  va r iação  nos

aduc tos  de  dopamina .  Esses  parâmet ros  cons is t i ram  no

coe f i c ien te  de  he te rogene idade  padrão ,  k o ,  e  o  coe f i c ien te  de

t rans fe rênc ia  de  ca rga  α  (W ANG,  2001) .
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F I G U R A  1 3  –  C o r r e n t e s  d e  p i c o  a n ó d i c a  e  c a t ó d i c a  e m  f u n ç ã o  d a  r a i z  
                   q u a d r a d a  d a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u ra .  ( R 2  =  0 , 9 8 1  p a ra  I p a  e  
                   R 2  =  0 , 9 4 6  p a r a  I p c ) .

A  F igura  14  mos t ra  os  vo l tamogramas  c íc l i cos  da  dopamina

em  função  da  concen t ração .  Fo i  poss íve l  observar  que  houve  um

aumento  da  co r ren te  de  p ico  anód ica  com  o  aumento  da

concen t ração  de  dopamina  de  30  µA  a  123  µA.  Es te

compor tamento  pode  ind ica r  que  as  ca rgas  anód icas  envo lv idas

nes te  p rocesso  aumentam,  e  conseqüen temente  o  produ to

ox idado .  Complementa rmente ,  a  F igu ra  14  sugere  uma  mudança

de  compor tamento  de  super f íc ie  de  respos ta  dos  e le t rodos ,  de

uma c iné t i ca  quase- revers íve l  a  i r revers íve l  (TOLEDO,  2006) .

Com  um  coe f i c ien te  de  de te rminação  l i near  igua l  a  0 ,99

( inser to  da  F igura  14) ,  sugere -se  que  o  e le t rodo  de  pas ta  de

carbono  u t i l i zado  na  de te rminação  da  dopamina  nes te  t raba lho

possu i  po tenc ia l idades  para  ap l i cações  ana l í t i cas .
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F I G U R A  1 4  -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d a  d o p a m i n a  v a r i a n d o  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  
                   0 , 2  m M  a  5 , 0 m M  c o m  i n s e r t o  I p a  x  [ d o p a m i n a ]  ( R 2  =  0 , 9 9 ) ,  n o  
                   i n t e r v a l o  d e  p o t e n c i a l  d e  - 0 , 3  V  a  0 , 6  V ,  n u m a  v e l o c i d a d e  d e  
                   v a r r e d u r a  d e  1 0 0  m V / s  e m  p H  d e  7 , 4 .

A  F igura  15  mos t ra  a  cu rva  c ronoamperomét r i ca  da  e le t ro -

ox idação  de  dopamina  onde  se  pode  v i sua l i za r  o  consumo  do

ana l i to  na  super f íc ie  do  e le t rodo  em  a té  20  minu tos ,  dependendo

do  po tenc ia l  ap l i cado  e  aparec imento  de  dopaminocromo  pe la

curva  de  e le t ro -ox idação  de  dopamina  (ALFARO e t  a l . ,1995) .
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F I G U R A 1 5 - C r o n o a m p e r o m e t r i a  d e  e l e t r o - o x i d a ç ã o  d a  d o p a m in a  e m
               d i f e r e n t e s   p o t e n c i a i s  a p l i c a d o s .  

A  F igu ra  16  mos t ra  os  vo l tamogramas  c íc l i cos  da  dopamina

an tes  e  após  sua  e le t ro -ox idação  a  0 ,6  V  duran te  20  minu tos .

Podemos  perceber  a  mudança ,  tan to  da  co r ren te  de  p ico  anód ica

como  a  co r ren te  de  p ico  ca tód ica ,  sendo  que  an tes  da  e le t ro -

ox idação  os  p i cos  são  bem  v is í ve is ,  e  após  a  e le t ro -ox idação ,

ocor re  uma  d im inu ição  s ign i f i ca t i va   da  co r ren te  de  p ico  ca tód ico ,

ind icando  que  houve   ox idação  da  dopamina  para  fo rmar  a  or to -

qu inona  (TSE;  McCREER;   ADANS,  1976) .
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F I G U R A  1 6 -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d e  d o p a m i n a  a n t e s  e  a p ó s  a  e l e t r o -
                  o x i d a ç ã o  ( 0 , 6  V  d u ra n t e  2 0  m i n u t o s ) ,  n u m  i n t e r v a l o  d e  
                  p o t e n c i a l  e n t r e  - 0 , 3  e  0 , 6  V ,  c o m  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e
                  1 0 0  m V / s ,  e m  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o .

A  f im  de  ce r t i f i ca r -nos  da  mudança  dos  s ina is

e le t roca ta l í t i cos  de  DA  pe la  ox idação  do  ana l i to ,  fo ram  rea l i zados

ensa ios  na  p resença  do  an t iox idan te  L-ascorba to .  A  F igura  17

most ra  os  vo l tamogramas  c íc l i cos  da  dopamina  comp lexada

somente  com  L-c i s te ína  na  presença  de  v i tamina  C  e  comp lexada

com  L-c i s te ína .  Pode-se  perceber  o  su rg imento  da  co r ren te  de

p ico  ca tód ica  bem  como  o  aumento  da  co r ren te  do  p ico  anód ica

na  mis tu ra  de  dopamina  com  ác ido  ascórb ico  e  L-c i s te ína  em

re lação  à  dopamina  l i gada  a  L-c i s te ína ,  suger indo  que  a  v i tamina

C  in te r fe re  na  complexação  da  dopamina  com  L-c i s te ína ,

imped indo  a  fo rmação  da  dopamina-qu inona  e ,

conseqüen temente ,  a  fo rmação  do  comp lexo  5 -S-Cys-dopamina

(ZHANG,  2008) .
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F I G U R A  1 7 -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d e  1 0 - 3  m o l . L - 1  d e  d o p a m in a ,  c o m p l e x a d a  
                 c o m  1 0 - 3  m o l . L - 1  d e  L - c i s t e i n a ,  ( l i n h a  p o n t i l h a d a )  e  1 0 - 3  m o l . L - 1  
                 d e  d o p a m i n a  n a  p re s e n ç a  d e  1 0 - 3  m o l . L - 1  d e  á c i d o  a s c ó r b i c o  e  
                 1 0 - 3  m o l . L - 1  d e  L - c i s t e í n a  ( l i n h a  c o n t í n u a ) ,  e n t r e  - 0 , 3  V  e  0 , 6  V ,  
                 n u m a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e  1 0 0  m V / s .

5 .3  C ic lovo l tamet r ia  de  BSA-dopaminocromo

5 .3 .1Resul tados  das  f rações  cole tadas  após e lu ição 

cromotográf ica  de  BS A e  dopamina

A  f im  de  ava l ia r  a  respos ta  e le t roca ta l í t i ca  do  comp lexo

BSA-DA,  a lguns  proced imentos  de  i so lamento  fo ram  rea l i zados ,

ta i s  como equ i l íb r io  de  f i l t ração  em ge l  e  d iá l i se .

A  aná l i se  das  F iguras  18  e  19 ,  sugere  que  a  f ração

con tendo  so lução  de  BSA é  e lu ída  nos  p r ime i ros  tubos  (2  e  3  mL) ,

po is  as  molécu las  ma io res  tendem  a  passar   d i re to  pe la  mat r i z

res inosa ,  ao  passo  que   a  molécu la  de  dopamina ,  po r  es ta r  fo ra
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do  l im i te  de  co r te  da  res ina  (5000  Da) ,  tende  a  se r  e lu ída  nas

ú l t imas  f rações  (6  e  7  mL) .  Dessa  fo rma,  podemos  conc lu i r  que

houve  separação  de  BSA  e  dopamina  que  es tava  em  excesso  na

so lução  (BOESE e t  a l . ,  1995)
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F I G U R A  1 8 -  R e s u l t a d o s  s o b r e p o s t o s  d a  a b s o r b â n c i a  d a s  f r a ç õ e s  e l u í d a s  d e  
                 B S A  e  d o p a m i n a  s e m  p ré - i n c u b a ç ã o ,  a  p a r t i r  d o s  e n s a io s .
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F I G U R A  1 9  –  M e d id a s  d a  a b s o r b â n c i a  d a s  f r a ç õ e s  c o l e t a d a s  d a  m i s t u r a
                   B S A  -  d o p a m in a  a p ó s  i n c u b a ç ã o .

 

Os  resu l tados  ob t idos  a  par t i r  dos  dados  e le t roqu ímicos  do

complexo  BSA-5-Cys- DA  es tão  apresen tados  na  F igura  20 .  BSA

não  apresen tou  uma  a l te ração  s ign i f i ca t i va  de  p icos  (F igu ra  20 ,

cu rva  a ) ,  mas  quando  marcada  com  DA,  apresen tou  uma

t rans fe rênc ia  in te rmolecu la r  de  e lé t rons  reve lada  por  um  p ico

anód ico  com  va lo r  de  E p a  p róx imo  ao  encon t rado  para  DA  l i v re

(F igura  20 ,  cu rva  b  e  c ) .  Como ob t ido  para  o  complexo  DA-5-S-Cys

(F igura  17) ,  o  p rocesso  de  ox idação  não  fo i  acompanhado  por  uma

onda  de  redução  s ign i f i ca t i va ,  suger indo  uma  i r revers ib i l i dade

para  a  reação ,  em  opos ição  ao  mecan ismo  quase- revers íve l

ap resen tado  pe la  ox idação  de  DA (F igura  11) .  
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F I G U R A  2 0 -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d e :  b - d o p a m i n a ;  c -  d o p a m in a  c o m p l e x a d a
                 c o m  B S A  a p ó s  d i á l i s e  e  b -  e  B S A  e m  t a m p ã o  f o s f a t o  p H  d e  7 , 4  
                 n u m a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e  1 0 0  m V / s .

A  dopamina  oxida-se  reversivelmente  de  acordo  com  o

mecanismo  ECC  (eletroquímico-químico-químico)  a  dopamina-orto-

quinona.  Em etapa  posterior,  a  cicl ização  da  dopamina-orto-quinona(1)

pode  ocorrer  com  a  perda  de  um  próton,  gerando  5,5-

dihidroxiindolina(2)  e/ou  a  aminocromo(3),  a  qual  pode  sofrer

polimerização  e  consequentemente  bloquear  a  superfície  do  eletrodo.

Como em meio  neutro,  a  velocidade  da  reação  é  maior,  a  formação  da

5,5-dihidroxiindolina é favorecida e consequentemente há o bloqueio da

superfície  do  eletrodo  (WEN;  JIA;  LIU,  1999).  Na  Figura  21,  são

representadas as etapas eletroquímicas citadas acima.  
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F I G U R A  2 1  –  E t a p a s  d a  e l e t r o - o x i d a ç ã o  d e  d o p a m i n a  
F o n t e :  T O L E DO ,  2 0 0 6 .

A  f im  de  se  ob te r  dados  sobre  a  c iné t i ca  de  t rans fe rênc ia  de

e lé t rons  en t re  o  e le t rodo  e  o  comp lexo  BSA-S-Cys -DA,  a lguns

parâmet ros  dessa  na tu reza  fo ram  de te rminados  u t i l i zando-se  o

t ra tamento  de  Lav i ron  ( W U;  J I ;  HU,  2007) .  De  acordo  com  esse

t ra tamento ,  pa ra  um  processo  i r revers íve l  a  cons tan te  de

he te rogene idade  padrão  de  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons ,  k o ,  e  o

coe f i c ien te  de  t rans fe rênc ia  de  ca rga ,  α ,  podem  ser  ob t idos  pe la

equação  aba ixo  (SUN;  J IAO;  ZHAO,  2006 ) .
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E p =E o +(2 ,303RT/αnF) log (RTk o /αnF)+(2 ,303RT/αnF) logv           (5 )  

,  onde  n  rep resen ta  o  número  de  e lé t rons  t rans fe r ido ,  v  a  taxa  de

var redura  e  E 0  o  po tenc ia l  fo rma l  padrão .  Dessa  fo rma,  o  va lo r  de

αn  pode  se r  ca lcu lado  a  par t i r  da  inc l i nação  de  um  grá f i co  de  l og

v  po r  E p ,  ou  lnv  por  E p  (F igu ra  22) ,e  o  va lo r  de  k o ,  pe lo  in te rcep to ,

conhec ido  o  va lo r  de  E 0 .  Esse ,  po r  sua  vez ,  pode  se r  ob t ido  a

par t i r  do  in te rcep to  de  um grá f i co  de  v  ve rsus  E p ,  po r  ex t rapo lação

à  d i l u i ção  in f i n i ta  no  e ixo  da  o rdenada  ( v=0) .  Por  esse  t ra tamento

fo i  encon t rado  um  va lo r  de  k o  de  1 ,47  e  1 ,16  cm.s - 1  pa ra  DA  e

BSA-S-Cys- DA,  respec t i vamente ,  suger indo  uma  d i fe rença  não

s ign i f i ca t i va  na  taxa  de  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  en t re  DA  l i v re  e

o  aduc to  p ro te i co  de  DA.

As  reações  ma is  comp lexas  que  envo lvem  rear ran jo

mo lecu la r  s ign i f i ca t i vo  sobre  a  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons ,  ta i s

como  a  redução  do  ox igên io  mo lecu la r  a  peróx ido  de  h id rogên io

ou  água ,  ou  a  redução  dos  pró tons  a  h id rogên io  molecu la r ,  podem

ser  mu i to  len tas .  Va lo res  de  k°  s ign i f i ca t i vamente  menores  do  que

10 - 7  cm/s  sugerem processos  i r revers íve is  (BARD,  2001) .
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F I G U R A  2 2  –  G r á f i c o  d e  l n v  x  E p a  d e  d o p a m in a ,  c o m o  e x e m p l o  d e
                   r e p r e s e n t a ç ã o  p a r a  d e t e r m in a ç ã o  d e  p a r â m e t r o s  c i n é t i c o s  d e  
                   t r a n s f e rê n c i a  d e  c a r g a  ( R 2  =  0 ,  9 6 4 ) .

Desde  que  uma  con t r ibu ição  de  ca rga  e levada  de  co r ren te  é

encon t rada  sobre  razoáve is  cond ições  de  demanda  (ba ixas

concen t rações  do  ana l i to ,  ve loc idade  de  va r redura  a l ta ) ,

d i s to rções  ôhmicas  (perda  iR) ,  es tão  cons tan temente  p resen tes

(ZOSKI ,  2007) .

A  queda  ôhmica  p roduz  um  grande  aumento  na  de te rminação

exper imen ta l  da  separação  do  po tenc ia l  de  p i co   ∆E p .  O  e fe i to

ôhmico  to rna  E p c  ma is  nega t i vo  e  E p a  ma is  pos i t i vo  e  ∆E p  com

va lo res  e levados  (ZOSKI ,  2007) .

Para  ce r t i f i ca rmos  de  que  a  l i gação  de  dopamina  ocor reu  no

res íduo  de  Cys-34  l i v re  da  BSA,  fo i  rea l i zado  um  b loque io  do

grupo  t io l  l i v re  p resen te  na  mesma  (Cys- 34)  com  N-e t i lma le im ida

(ROTMAN; DALY; CREVELING,   1976).

58



A  F igura  23  mos t ra  os  vo l tamogramas  c íc l i cos  da  dopamina

com  a  BSA  comp lexada  com  N-e t i lma le im ida ,  e  da  dopamina

complexada  com  BSA  depo is  de  submet ida  à  d iá l i se .  Fo i

observado  que ,  com  a  dopamina  complexada  com  N-e t ima le im ida

houve  ma  recuperação  do  s ina l  das  co r ren tes  de  p ico  anód ica

como  da  co r ren te  de  p ico  ca tód ica ,  suger indo  que  houve

complexação  en t re  a  BSA  e  N-e t i lma le im ida ,  b loqueando  o  g rupo

t io l  dessa  ú l t ima  e  imped indo  que  a  l i gação  da  dopamina  com  BSA

(ROTMAN; DALY; CREVELING,  1976) .
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F I G U R A  2 3  -  V o l t a m o g r a m a s  c i l c i c o s  d a  d o p a m in a  e  d e  B S A  c o m p l e x a d a
                  c o m  N - e t i lm a l e im i d a  ( l i n h a  c o n t í n u a )  e  d o  c o m p l e x o  B S A -
                  d o p a m in o c r o m o ( l i n h a  p o n t i l h a d a ) , a p ó s  d i á l i s e   e m  u m    
                  p o t e n c i a l  e n t r e  - 0 , 3  e  0 , 6  V ,  n u m a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e  
                  1 0 0  m V / s   e m  p H  d e  7 , 4  n u m  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o .

O  mecan ismo  de  reação  envo lve  fo rmação  de  DA-qu inona ,

após  ox idação  de  DA  (F igura  24) ,  a  p r ime i ra  a l tamente  rea t i va  e
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de f i c ien te  de  e lé t rons ,  que  so f re  um  a taque  por  nuc leó f i l os ,  nes te

caso  pe lo  g rupo  su l f i d r i l a  de  c i s te ína  l i v re .  A  in te ração  da

pro te ína  com o  rea t i vo  metabo l i to  da  DA,  tem  como  resu l tado  uma

l igação  cova len te  en t re  os  g rupos  t i ó i s  com  a  DA-qu inona  para

fo rmar  5 -c i s ten i l -DA (LAAR e t  a l . ,2009) .
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F I G U R A  2 4  -  O x i d a ç ã o  d a  d o p a m in a  e m  d o p a m i n a - q u i n o n a  e  o  r e s u l t a d o  d a  
                   c o n j u g a ç ã o  c o m  L - c i s t e i n a  ( 5 - c y s  -  D A ) .
F o n t e :  LAVOIE; HASTING, 1999.

A  re lação  i p a / i p c  pa ra  a  dopamina  l i v re  e  para  a  dopamina  na

presença  do  complexo  BSA-NEM  most rou-se  s imi la r ,  suger indo  a

fo rma  l i v re  do  ana l i to  na  respos ta  e le t roqu ímica  para  ambos ,

embora  ou t ros  parâmet ros  e le t roana l í t i cos  ca lcu lados  tenham  s ido

d is t in tos .  

Esses  do is  va lo res ,  jun tamente  com  o  va lo r  reduz ido  de  α

para  dopamina-BSA-NEM,  podem  re lac ionar -se  à  p rováve l

cober tu ra  parc ia l  do  comp lexo  BSA-NEM  sobre  a  super f íc ie

e le t ród ica ,  dev ido  à  rede  de  ca rga  l íqu ida  em  to rno  de  -17  para  a

pro te ína  no  pH  ensa iado  (BOHME;  SCHELER,  2007) .  Ass im,  sob

um  p ico  de  ox idação  pos i t i vo  em  to rno  de  200  mV,  o  comp lexo

desprov ido  de  dopamina  (BSA-NEM)  pode  te r  so f r ido  a t ração

e le t ros tá t i ca  do  se io  da  so lução  para  a  super f íc ie  e le t ród ica .  Essa

adsorção  parc ia l  poder ia ,  po r  sua  vez ,  l im i ta r  o  acesso  da

dopamina  à  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons ,  mas  sem  a l te ração  na

re lação  da  co r ren te  de  ox i - redução  produz ida ,  pa ra  o  ana l i to  que

tenha  a t ing ido  a  super f íc ie  l i v re  do  e le t rodo .
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Nesse  sen t ido ,  o  po tenc ia l  de  p i co  anód ico  para  o  s i s tema

(BSA-dopaminocromo)  teve  a  re lação  i p a / i p c  reduz ida  p róx imo  à

metade  de  seu  va lo r  o r ig ina l  (dopamina  l i v re ) ,  reve lando  uma

menor  capac idade  ox ida t i va  para  o  comp lexo  BSA-dopaminocromo

em  re lação  à  fo rma  l i v re  de  dopamina .  Esse  dado  pode  se r

con t ras tado  com  a  reg ião  h id ro fób ica  in t r ínseca  do  amb ien te  do

res íduo  de  Cys-34  de  in te ração  com  a  ca teco lamina  (STEW ART  e t

a l . ,  2004) ,  o  que  pode  re f le t i r  um  aumento  na  d is tânc ia  f í s i ca  de

con ta to  dos  g rupamentos  qu ímicos  envo lv idos  no  mecan ismo  de

ox i - redução  do  comp lexo ,  em re lação  à  dopamina  l i v re .

5 .4  Es tab i l i dade  do  comp lexo  BSA-Dopaminocromo

Medidas  de  co r ren te  sob  po tenc ia l  de  p i co  anód ico  para  o

complexo  fo ram  tomadas  ao  longo  de  uma  semana  com  vár ias

amost ras ,  a  f im  de  va l ida r  p re l iminarmente  a  es tab i l i dade  de  s ina l

e le t roqu ímico  dos  comp lexos .  A  F igura  25  apresen ta  o  resu l tado

comum  de  uma  dessas  amost ras ,  suger indo  uma  ox idação

re la t i vamente  moderada  do  comp lexo  sob  acond ic ionamento  (48  h

sob  5  o C ) .
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F I G U R A  2 5 -  G r á f i c o  d e  i p a  d o  c o m p le x o  B S A - d o p a m i n o c r o m o  e m  f u n ç ã o  d o
                  t e m p o  ( d i a s ) .

Cic lovo l tamogramas  fo ram  ob t idos  para  o  complexo  sob

cond ições  tamponadas  a  d is t i n tos  va lo res  de  pH (F igu ra  26)
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F I G U R A  2 6  –  G r á f i c o  d e  E p a  d o  c o m p l e x o  B S A - d o p a m i n o c ro m o  e m  f u n ç ã o  
                   d o  p H .

O  va lo r  da  inc l i nação  ob t ida ,  0 ,067  V /pH,  fo i  p róx imo  de

0 ,059 ,  V /pH,  suger indo  que  o  número  de  e lé t rons  t rans fe r idos  fo i

i gua l  ao  número  de  p ró tons  que  par t i c ipam  da  reação  de  ox idação

(  BATTISTUZZ,  G.  e t  a l . ,1997) .  

A  F igu ra  27  apresen ta  os  va lo res  de  co r ren te  em  função  da

var iação  de  pH  ob t ido ,  onde  os  ensa ios  puderam  iden t i f i ca r  um

aumento  da  co r ren te  de  p ico  anód ica  ob t ido .  Cor ren tes  de  p ico

anód ico  não  puderam  ser  ob t idas  em  fa i xas  de  g rande  ac idez  (pH

3,0 )  nem  de  a lca l i n idade  a l ta (pH  9 ,0 ) .  Ass im  os  dados  da  F igura

27  sugerem  que  o  ambien te  f i s io lóg ico  é  ma is  p rop íc io  para  a

t rans fe rênc ia  de  ca rga  en t re  o  comp lexo  e  a  super f íc ie  e le t ród ica ,

co r roborando  com  o  pape l  da  so roa lbumina  na  remoção  de

der i vados  metabó l i cos  de  neuro t ransmissores .
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F I G U R A  2 7 –  G r á f i c o  d e  I p a  d o  c o m p l e x o  B S A - d o p a m in o c r o m o  e m  f u n ç ã o  d o
                  p H .

Ensa ios  de  CV  também  fo ram  e fe t i vados  com  in te rva los  de

var redura  de  po tenc ia l  em  va lo res  ma is  express ivos  que  os

apresen tados  à  F igu ra  13 ,  no  in tu i to  de  se  observar  mudanças  no

mecan ismo  de  t rans fe rênc ia  de  ca rga  coadunadas  às  a l te rações

v is tas  sob  va r iação  exper imen ta l  de  pH.

5 .5  Espec t ro fo tomet r ia .

Ensa ios  rea l i zados  com  taxas  de  va r redura  de  10  a  5000

mV/s  apresen ta ram  um  per f i l  cu rv i l ínea  ac ima  de  100  V /s  (F igu ra

28) ,  suger indo  uma  mudança  no  mecan ismo  de  t rans fe rênc ia  de

e lé t rons  acop lada  às  reações  de  ox idação  da  DA.  Não  obs tan te ,  o

des locamento  do  po tenc ia l  de  ox idação  fo rma l  pa ra  va lo res  ma is

ba ixos  sugere  uma  es tab i l i zação  do  comp lexo  com  a  fo rma

ox idada  do  l i gan te  (BATTISTUZZ   e t  a l . ,1997) .
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F I G U R A  2 8 –  M e d i d a s  d e  p o t e n c i a l  d e  p i c o  a n ó d i c o  p a r a  o  c o m p le x o  e m  
                  f u n ç ã o  d a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  e n t r e  5 m V . s - 1  e  5 0 0  m V . s - 1 .

5 .5 .1  Espectrofotometr ia  de  pr imeira  der ivada  do complexo 

BSA- S-Cys-DA

O espec t ro  de  absorção  de  BSA não  possu i  s ina l  na  fa i xa  de

compr imento  de  onda  da  luz  v i s í ve l .  O  espec t ro  de  DA,  con tudo ,

ex ibe  um  pequeno  va lo r  pa ra  dens idade  óp t i ca  dev ido  às  reações

de  ox idação  e  in t rac ic l i zação  da  molécu la  (KLEGERIS;  KORKINA;

GREENFIELD,  1995)

Nesse  sen t ido ,  a  espec t ro fo tomet r ia  de  p r ime i ra  der i vada

pode  reve la r  de ta lhes  do  espec t ro  o r ig ina l  e  con t r ibu i r  pa ra  a

redução  do  ru ído  espec t ra l  ap resen tado  por  esse  ú l t imo  ( W IGGINS

et  a l ,  2007 ) .  A  F igu ra  29  (pa ine l  B )  ap resen ta  os  dados

espec t ro fo tomét r i cos  encon t rados  para  DA  e  BSA-S-Cys- DA,  onde

pode  se  observar  um p ico  nega t i vo  de  absorbânc ia  para  o  espec t ro

de  p r ime i ra  der i vada  do  comp lexo  em  370  nm,  quando  comparado
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às  a l te rações  de  menor  va lo r  ap resen tadas  no  espec t ro  de  DA

(432  nm) ,  dev ido  à  sua  ox idação .  Esse  resu l tado  co r robora  com os

dados  e le t roqu ímicos  encon t rados  para  BSA-S-Cys- DA,  e  reve la

ou t ra  propr iedade  espec t roscóp ica  para  o  comp lexo ,  que  pode  se r

u t i l i zada  em  es tudos  espec t ro fo tomét r i cos  de  p ro te ínas  na  reg ião

do  v i s í ve l ,  a lgo  inex is ten te  para  p ro te ínas  sem grupos  p ros té t i cos .

5 .5 .2  Espectrof luor imetr ia  da  BSA- 5-Cys-dopamina

Para le lamente  ao  seu  compor tamento  e le t roqu ímico ,  DA

apresen ta  um  espec t ro  f luo r imét r i co  en t re  300  e  350  nm  (W ANG;

SUN;  TANG,  2002) .  Ass im,  fo i  es tudado  o  compor tamento

espec t ro f luo r imét r i co  de  DA  comp lexada  com  BSA.  Os  dados

ob t idos  en t re  300  e  500  nm  de  emissão  são  apresen tados  na

F igura  29  A .  DA  apresen tou  um  p ico  de  emissão  máx imo  em  320

nm  quando  exc i tada  em 279  nm,  ao  passo  que  BSA  apresen tou  um

p ico  máx imo  em  348  nm  (emissão) .  Após  a  l i gação  cova len te  de

DA  à  p ro te ína ,  ocor reu  um  des locamento  ba toc rômico  para  BSA

com  s ina l  espec t ro f luo r imét r i co  h ipe rc rômico  em  re lação  à

pro te ína  l i v re .  Essa  mudança  no  p ico  máx imo  em  re lação  à

pro te ína  l i v re  pode  se r  exp l i cada  pe la  a l te ração  no  amb ien te  da

qu inona  ox idada  em  sua  l i gação  com  BSA,  quando  comparada  a

DA l i v re .

Is to  sugere  que  as  molécu las  de  DA  fo ram  e fe t i vamente

complexadas  às  molécu las  de  BSA.  Ensa ios  de  desna tu ração  de

BSA-S-Cys- DA  com  6  mo l .L - 1  de  u ré ia  incubada  em  so lução

duran te  5  h  também  apresen ta ram  um  aumento  s ign i f i ca t i vo  do

p ico  de  f luo rescênc ia ,  esse  de  va lo r  ma is  e levado  que  o  ob t ido

com  BSA  l i v re  desna tu rada .  Esse  resu l tado  reduz  a  p robab i l idade

do  e fe i to  h ipe rc rômico  apresen tado  se r  dev ido  à  desna tu ração

induz ida  pe la  l i gação  cova len te  a  DA.  
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F I G U R A  2 9 -  E s p e c t r o f l u o r i m e t r i a  ( A )  e  e s p e c t r o f o t o m e t r i a  d e  p r im e i r a  
                 d e r i v a d a ( B )  d o  c o m p l e x o  d e  d o p a m i n a  c o m  B S A .
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6  CONCLUSÕES

• A  dopamina  fo i  i den t i f i cada  por  vo l tamet r ia  c íc l i ca  em

e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono  não  mod i f i cada .

• Os  parâmet ros  e le t roca ta l í t i cos  da  dopamina  fo ram

dete rminados  como Epa= 214  mV e  k o  =  1 ,47cm/s .

• O  complexo  BSA-dopaminocromo  fo i  fo rmado  em  reação

s imples  de  mis tu ra  de  dopamina  com  DA,  e  sob  cond ições

f i s io lóg icas .

• A  BSA  comp lexada  com  dopamina  não  ex ib iu  g rupo  t i o l

l i v re .

• O  complexo  BSA-dopaminocromo  fo i  i den t i f i cado  em

e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono  s imp les ,  

• O  va lo r  de  k o  pa ra  o  complexo  BSA-dopaminocromo  fo i  de

1 ,16  cm/s .

• O  complexo  BSA-dopaminocromo  apresen tou-se

re la t i vamente  es táve l  e  com  s ina is  e le t roqu ímicos

o t im izados  em pH f i s io lóg ico .

• O  complexo  BSA-dopaminocromo  apresen tou  p ropr iedades

dua is  e le t roqu ímicas  e  espec t roscóp icas  (absorção  e

emissão) ,  com po tenc ia l  u t i l i zação  em es tudos  de  p ro te ínas .

• O  complexo  BSA-dopaminocromo  apresen tou  va lo res

espec t ro f luo r imét r i cos  máx imos  de  emissão  super io res  aos

apresen tados  por  DA ou  BSA l i v res .

• O  complexo  BSA-dopaminocromo  apresen tou  p ropr iedades

de  absorção  espec t roscóp icas  não  encon t radas  para

pro te ínas  desprov idas  de  g rupos  pros té t i cos .

• A  fo rmação  do  comp lexo  BSA-dopaminocromo  e  a

consequen te  iden t i f i cação  da  macromolécu la  em  so lução

por  vo l tamet r ia  c íc l i ca  sugere  um  método  novo  e  s imp les

para  e t ique tagem  e le t roqu ímica  de  p ro te ínas  e  em  espec ia l ,

aque las  desprov idas  de  g rupos  pros té t i cos .
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APÊNDICE A –  Resumo do ar t igo  submet ido

Cross-linking  of  dopamine  with  albumin  as  an  electrochemical  labeling  for

studying proteins without metallic redox centers.

Abstract.

A very simple strategy for studying electrochemical properties for any protein  was

developed by cross-linking dopamine with BSA. The results were evaluated by cyclic

voltammetry,  spectrofluorimetry and first-derivative spectrophotometry in the visible

range. Unmodified carbon paste electrodes were used for identify the BSA-5-Cys-DA

complexes  in  solution.  This  approach allowed  to  overlap  the  sluggish  kinetics  of

electron  transfer  exhibited  by  proteins  with  non-mettalic  redox  centers  near  the

surface electrode. Furthermore a marked increased in fluorescence signal at 350 nm

emission  together  with  the  appearance  of  a  BSA  absorption  signal  at  370  nm

aroused from the protein adducts. In this sense the covalent linkage between a test

protein  with  dopamine  show  it  as  a  dual  candidate  able  to  display  both

electrochemical and spectroscopic signals, and allow the use of this approach for

identify and analyze proteins either in solution or immobilized. 
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APÊNDICE B

As páginas  que  seguem descrevem um conjunto  de  experimentos

realizados no Lab. Bioquímica da Unifal-MG, com o intuito de se validar

uma  metodologia  para  medidas  de  respostas  eletroquímicas  em

proteínas  em  solução  ou  imobil izadas,  modificadas  ou  não  com

mediadores  de  transferências  de  carga.  Esses  ensaios  preliminares

precederam  a  proposta  final  da  dissertação  em  análise,  estando

relacionados a  objetivo  anterior ,  pontuado pela  medida de  quantidades

termodinâmicas  em  proteínas,  obtidas  em  experimentos  de  voltametria

cícl ica com varredura termal contínua.

1 Estudo de proteínas imobilizadas

1.1 Imobilização através de ligação covalente

1.1.1  Determinação  da  albumina  de  soro  bovino  em  eletrodo  de

ouro  modificado  com L-cisteína  em solução  tampão acetato  pH  de

4,7.

  

Foi  preparado  um  eletrodo  de  Au  através  do  l ixamento  e

polimento  do mesmo até  imagem especular  da  superfície  metálica.  Em

seguida  foi  realizada  uma  varredura  entre  +1,5  V  e  -0,2  V  em  uma

solução  de  ácido  sulfúrico  0,2  mol.  L - 1 .  Após  essa  limpeza,  foi  feita

uma varredura empregando solução de BSA (1mg/mL) entre -0,2 e +0,4

V,  numa  velocidade  de  varredura  de  100  mV/s  até  a  estabil ização  da

linha de base. Em seguida, o eletro foi imerso em uma solução 0,1 mol.

L - 1  de  L-cisteína  por  10  h  e  deixado  secar  por  1  h  à  temperatura

ambiente.  Após  a  modificação  do  eletrodo,  foi  realizada  uma  pré-

concentração em etapa única  com um potencial  f ixo  de 100 mV por  15

minutos,  uti l izando  com  200  µL  da  solução  de  BSA.  Por  fim,  foi

realizada  uma  varredura  com  tampão  acetato  de  sódio  pH  de  4,7   na

ausência  e  p resença  de  BSA  (1  mg/mL)  com  um  po tenc ia l  en t re

-0 ,8   e   0 ,2  V  numa  ve loc idade  de  va r redura   de  100  mV/s .   
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1 .1 .2  Determinação  de  BSA  em  e le t rodo  de  pasta  de  carbono

imobi l izada  por  meio  de  l igação cova lente  com dopamina

1 .1 .2 .1  Preparo  da  co luna  c romatográ f i ca

Fo i  aquec ida  sob  ag i tação  cons tan te  10  g  de  res ina  G-25 ,

sem  de ixa r  en t ra r  em  ebu l i ção ,  du ran te  10  minu tos ,  de ixada  a

decan ta r  du ran te  10  min ,  e  em  segu ida  a  so lução  sobrenadan te

fo i  t rocada  por  água  des t i l ada ,  reaquec ida ,  homogene izada  e

de ixada  a  decan ta r .  Esse  p roced imento  fo i  repe t ido  3  vezes

( lavagens) .  A  co luna  fo i  empaco tada  em  uma  p ipe ta  de  v id ro  de

16  cm  tomando-se  o  cu idado  para  não  se  fo rmar  bo lhas  de  ar .

U t i l i zando  lã -de-v id ro  na  ex t remidade  da  p ipe ta ,  pa ra  imped i r  o

escoamento  da  res ina .  Após  o  empaco tamento ,  fo i  ad ic ionado  um

pape l  de  f i l t ro  sobre  a  res ina .  Por  f im,  fo i  mon tado  um  s is tema  de

e lu i ção  com  fun i l  de  separação  con tendo  a  so lução  tampão.

In i c ia lmen te ,  fo i  rea l i zada  uma  cor r ida  com  300  mL  de  NaCl  0 ,5

mo l .L - 1  na  co luna ,  sendo  a  mesma  equ i l i b rada   com  50  mL  de

tampão fos fa to .

Foram  rea l i zadas  duas  e lu i ções ,  a  pr ime i ra  de las  usando

500  μL  de  BSA  (5  mg/mL)  e  sendo  ana l i sados  os  12  p r ime i ros

tubos  no  espec t ro fo tômet ro  em  cube tas  de  quar tzo   em  279  nm.

Já  a  segunda  co r r ida ,  fo i  fe i ta  após  a  co luna  se r  equ i l i b rada  com

30  mL  de  tampão,  u t i l i zando  500  μL  de  so lução  de  dopamina  (1

mg/mL) .  Também  nessa  co r r ida  fo i  rea l i zada  aná l i se  dos  12

pr ime i ros  tubos .  A  co luna  fo i  re -equ i l i b rada  com  30  mL  de  tampão

fos fa to  e ,  po r  f im,  fo i  rea l i zada  uma  cor r ida  com  500  μL  de  uma

mis tu ra  de  BSA  com  dopamina  1 :1 (v / v ) ,  e  fe i ta  a  aná l i se  dos  12

pr ime i ros  tubos ,  segu indo-se  aná l i se  em  p lan i lha  e le t rôn ica

(Or ig in ,  Or ig inLab ,  ve rsão  8 .0 ,  USA) .

77



1 .1 .3  Determinação  do  c i tocromo  c  imobi l izado  em  L-c is te ína

ut i l i zando  g lutara lde ído  como promotor

          

Um  e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono  fo i  imerso  em  uma  so lução

0 ,5  M  de  c i s te ína  duran te  30  minu tos ,  em  segu ida  o  mesmo

e le t rodo  fo i  imerso  em  g lu ta ra lde ído  10%  (m/v)  du ran te  20

minu tos  e  lavado  com 2  μL  de  c i t  c .Fina lmente ,  fo i   de ixado   secar

com   pon te i ra  p lás t i ca  a jus tada  em  sua  super f íc ie  du ran te  15  h

em ge lade i ra  4ºC .

Out ro  e le t rodo  fo i  imerso  em  uma  so lução  0 ,5  M  de  c i s te ína

duran te  15  h  em  ge lade i ra  a  4  o C;  em  segu ida  fo i  imerso  em   uma

so lução  a  10%(m/v)  de  g lu ta ra lde ído  duran te  60  minu tos .  Por  f im,

fo ram  ad ic ionados  2  μL   de  c i t  c  e  de ixado  a  secar  em  amb ien te

re f r i ge rado .  Procedeu-se  en tão  a  vo l tamet r ia  c íc l i ca  rea l i zada  a

um  po tenc ia l  en t re  +0 ,6  e  -0 ,6  V ,  com  uma  ve loc idade  de  100

mV/s ,  após  te r  s ido  rea l i zada  a  co r r ida  em tampão PBS pH 7 ,2 .

    

1 .1 .4  Determinação  da  hemoglobina  (Hb)  imobi l izada  em

ele t rodo  de  pasta  de  carbono com lec i t ina

Foram  preparados  1 ,0  mL  de  so lução  de  lec i t ina  (5mg/mL) ,

em  e tano l .  Fo ram  p ipe tados  30  μL  de  so lução  concen t rada  de  Hb

(1mg/mL)  e  30  μL  de  so lução  de  lec i t ina  co locados  em  um  tubo

pequeno  (1 ,5  mL) .  Es te  tudo  fo i  lac rado  e  son icado  por  15

minu tos .  Em  segu ida ,  p ipe tou-se  10  μL  da  suspensão  de  Hb-

lec i t i na  e  ad ic ionou-se  com cu idado  sobre  a  super f íc ie  do  e le t rodo

de  pas ta  de  ca rbono ,  a jus tado  uma  pon te i ra  de  p ipe ta  sobre  a

super f íc ie .  O  e le t rodo  fo i  seco  por  18  h  em  tempera tu ra  ambien te ,

lavado  cu idadosamente  com  água  des t i l ada  para  re t i ra r  o  excesso

da  suspensão ,  segu indo-se  uma  cor r ida  no  po tenc ios ta to  com  um

potenc ia l  en t re  a  -0 ,9  e  +0 ,3  V ,  a  uma  ve loc idade  de  va r redura  de

100  mV/s .
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1 .1 .5  Determinação  da  Hb  e  do  c i tocromo  c  imobi l izados  em

ele t rodos  de  Au  por  meio  de  membrana de  d iá l ise

         Ad ic ionou  2  μL  de  so lução  de  c i t  c  e  Hb   na  super f íc ie  do

e le t rodos  de   Au ,  de ixou-o  secar  a  tempera tu ra  ambien te ,  em

segu ida   a   pon ta   do  e le t rodo  fo i  se lada  com  uma  membrana  de

d iá l i se .  Fo i  rea l i zado  uma  cor r ida  no  po tenc ios ta to  com  um

potenc ia l  en t re  +0 ,6  e  -0 ,6  V  a  uma  ve loc idade  de  va r redura  de

100  mV/s .

1 .1 .6  Determinação  de  BSA  at ravés  da  imobi l ização  em

ele t rodos  compósi tos  à  base  de  gra f i te  e  borracha  s i l icone

      

Os  e le t rodos  fo ram  preparados  mis tu rando  70  mg   de

gra f i te   em  pó  com  10  µL  de  BSA  (5  mg/L )   e  20  mg   de  bor racha

de  s i l i cone .  A  mis tu ra  fo i  homogene izada  por  10  minu tos  em

a lmofa r i z  de  v id ro ,  e  i nser ida  em  tubos  de  v id ro  (d iâmet ro  de  3 ,0

mm) .  Uma  vez  inser ido  no  tubo  de  v id ro ,  o  compos to  fo i

compr im ido  com  aux i l io  de  uma  bar ra  de  cobre .  Em  segu ida ,  o

con ta to  e lé t r i co  fo i  es tabe lec ido  conec tando  um  f io  de  cobre  ao

compós i to  com  auxí l i o  de  co la  super -bond  comerc ia l .  Fo ram

preparados  do is  e le t rodos ;  um  com  BSA  e  ou t ro  e le t rodo  com

tampão  (con t ro le )  no  lugar  de  BSA.  A  super f íc ie  do  compós i to  fo i

expos ta  por  ab rasão  em  l i xa  d ´água  600  mm  e  1200  mm.  Após

abrasão ,  o  e le t rodo  fo i  lavado  com  água  des t i lada  e  seco  com

pape l  absorven te .

Vo l tamogramas  c íc l i cos  fo ram  ob t idos  com  ambos  os

e le t rodos  em  so lução  de  K 3 [Fe  (CN) 6 ]  5 .10 - 3  mo l .L - 1  em  KCl  0 ,5

mo l .L - 1  ,  pa ra  ava l ia r  a  respos ta  vo l tamét r i ca  do  e le t rodo  a  20 ,  50 ,

70  ,  150 ,  200 ,  300  mV/s  en t re  -0 ,2  V   e  +0 ,60  V .

Vo l tamogramas  c íc l i cos  também  fo ram  ob t idos  para

compós i tos  con tendo  d i fe ren tes  concen t rações  de  BSA  (0 ,00 ;0 ,

156 ;  0 ,312 ;  0 ,416  e  0 ,520  mg/mL  )  com  ve loc idade  de  va r redura

de  100  mV/s ,   e  po tenc ia i s  en t re  -0 ,2  e  +0 ,6  V .
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1 .1 .7Determinação  da  Hb  em  e le trodo  modi f icado  com

hemoglob ina  e  compósi to  a  base  de  cola  de  s i l icone

Fo i  pesado  70  mg   de  gra f i te ,  20  mg   de  s i l i cone  e

ad ic ionado  10  μL  de  so lução  de  Hb  (13 ,7  mg/mL) .  A  mis tu ra  fo i

homogene izada  por  10  minu tos  em a lmofa r i z  de  v id ro ,  i nse r ida  em

tubos  de  v id ro  (Ø=3,0  mm) .  Uma  vez  inser ido  no  tubo  de  v id ro ,

fez -se   o  con ta to  e lé t r i co  com  um  f io  de  cobre ,  sendo  rea l i zada

uma  co r r ida  com po tenc ia l  en t re   +0 ,6  e  -1 ,2  V   em  v  =100  mV/s .

.

 

2  ESTUDOS DE PROTEÍNAS  EM SOLUÇÃO

2 .1  De te rminação  de  BSA por  meio  de  in te ração  com coran tes

2 .2 .1  Preparo dos  corantes  e  ensa ios  de  in teração

Foram  preparados  0 ,5  mL  de  so lução  0 ,01  %  de  co ran te  em

tampão  fos fa to  pH  de  5  em tubos  de  2  mL  dos  segu in tes  co ran tes :

azu l  de  met i l eno ,  ve rde  de  b romocreso l ,  azu l  de  met i l eno ,  2 ,6–

d ic lo ro feno l indo feno l -sa l ,  azu l  de  coomas ie  e  azu l  b r i l han te .  Em

segu ida ,  os  e le t rodos  fo ram  imersos  nos  tubos  por  2  m inu tos .  O

e le t rodo  fo i  l avado  com  água  des t i lada  para  re t i ra r  o  excesso  de

coran te ,  e  seco  em  tempera tu ra  amb ien te .  A  co r r ida  fo i  rea l i zada

em 5  mL de   tampão fos fa to  usando  po tenc ia l  en t re   +0 ,8  e  -0 ,8  V ,

a  uma  ve loc idade  de  va r redura  de  100  mV/s  e ,  em  segu ida  seco

cu idadosamente  com  auxí l i o  de  pape l  de  f i l t ro .  Ad ic ionou-se

pos te r io rmente  2  μL  de  Hb ,  pa ra  en tão  se r  rea l i zada  a  co r r ida

com os  mesmos parâmet ros  em so lução- tampão.
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2 .3  De te rminação  c i toc romo  c  e  Hb  em  e le t rodo  de  ouro  com

membrana  de  d iá l i se

Ad ic ionou  2  μL  de  so lução  de  c i t  c  e  Hb   na  super f íc ie  do

e le t rodos  de   Au ,  de ixou-se   secar  a  tempera tu ra  amb ien te ,  em

segu ida   a   pon ta   do  e le t rodo  fo i  se lada  com  uma  membrana  de

d iá l i se .  Fo i  rea l i zada  uma  var redura  com  po tenc ia l  en t re  +0 ,6  e

-0 ,6  V  em com uma ve loc idade  de  va r redura  de100  mV/s .

3  ENSAIOS  ELETROQUÍMICOS COM ELETRODOS COMPÓSITOS

3 .1Dete rminação  de  Hemina ,  Hb  e  BSA  a t ravés  de  e le t rodos

compós i tos

31 .1Ele t rodo  de  compósi tos  de  s i l icone  com Hemina  

Foram  pesados  70  mg  de  g ra f i te ,  20  mg   de  s i l i cone  e  10

mg  de  Hemina .  Em  segu ida ,  fo i  rea l i zada  uma  cor r ida  com

potenc ia l  en t re  +0 ,6  e  -1 ,2  V ,  com var redura  a  100  mV/s .

3 .1 .2  E le t rodo  mod i f i cado  com Hemina  e  para f ina

Foram  pesados  57  mg  de  g ra f i te ,  25  mg  de  Hemina  e  9  mg

de  para f ina   t r i tu rada ,  mis tu rados  a té  que  f i ca ram  homogêneos  e

aquec idos  a té  65 o C.  Um  tubo  de  v id ro  fo i  p reench ido  com  essa

mis tu ra  a inda  no  es tado  l íqu ido ,  sendo  em  segu ida  seco  e  po l ido

a té  ob te r  uma  imagem  especu la r  com  pape l  de  seda .  Por  f im,  fo i

rea l i zada  uma  cor r ida  usando  uma  so lução  tampão  fos fa to  0 ,1

mo l .  L - 1 ,  pH  de  7 ,2   ad ic ionado  a  uma so lução  de  Hb  (10  mg/mL)  e

com  BSA(1  mg/mL)  em  so lução  com  um  po tenc ia l  en t re   +0 ,6  e

-1 ,2  V ,  a  uma  ve loc idade  de  va r redura  de  100  mV/s ,  e   co r ren te

de  500  μA.

Em segu ida ,  fo i  pesado  10  mg  de  BSA d isso lv ida  em 1 ,0  mL

de  tampão  e  t rans fe r idas   pa ra  um  f rasco  con tendo  10 - 3  mol.L - 1  de
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HCl  em segu ida   rea l i zado  uma  cor r ida  com 5  mL  de  HCl  e  0 ,5  mL

de  BSA  com  po tenc ia l  en t re  +0 ,2  e  -0 ,8 ,   com  var redura  de  100

mV/s .

3 .2  De te rminação  de  p ro te ínas  em  e le t rodo  mod i f i cado  com  f i lmes

compós i tos  a  base  de  Na f ion

3 .2 .1  F i lmes  compósi tos  de  Naf ion  em  e le trodo  de  pasta  de

carbono

Ad ionou-se  2  μL  de  Na f ion  em  um  e le t rodo  de  pas ta  de

carbono ,  em  segu ida   fo i  rea l i zada  uma  cor r ida  a  +0 ,6 / -0 ,6   em

100mV/s .  Depo is   o  e le t rodo   fo i  l i xado  e  fe i to  o  ensa io  com

Fer r i c iane to  de  po táss io .Secado  e   ad ic ionado  2  μL   de  c i toc romo

c  e  de ixado  secar  em  tempera tu ra  ambien te  com  uma  pon te i ra   de

p ipe ta  duran te   24h .  Por  f im,  fo i  fe i ta  uma  cor r ida  com  po tenc ia l

en t re  +0 ,6  e  -0 ,6  V  em  uma  ve loc idade  de  va r redura  de  100  mV/s .

Fo i  repe t ido  o  mesmo  p roced imento  u t i l i zando  um  e le t rodo

gra f i tado .

3 .2 .2 .  F i lmes compósi tos  de  Naf ion  em carbono  ví t reo

Adic ionou-se  2  μL  de  p ro te ína  de  uma  so lução10  mg/mL  de

c i t  c  e   Hb  em  do is  e le t rodos .  Em  segu ida ,  fo i  de ixado  secar

duran te  20  minu tos ,  ad ic ionou-se  2  μL  de  Na f ion  5%  (v /v )  e

de ixou  secar  po r   20  minu tos .  Por  f im,  fo i  fe i ta  uma  cor r ida  em

tampão  fos fa to  com um po tenc ia l  de+0 ,8 / -0 ,8  a  uma  ve loc idade  de

var redura  de  100  mV/s )

3 .2 .3  Imobi l ização  de  prote ínas  com  f i lmes  compósi tos  de

Naf ion  e  c is te ína

Fo i  rea l i zada  a  l impeza  do  e le t rodo  com  c lo ro fó rmio  e

po l ido  com  pape l  de  seda  e  fe i ta  uma  cor r ida  com  o  po tenc ia l

en t re  0 ,2  e  +1 ,5  V ,  a  uma  ve loc idade  de  va r redura  de  100  mV/s
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em so lução  0 ,2  mol.L - 1  de  H 2 SO 4 .  Fo i  fe i to  uma  cor r ida  em so lução

de  tampão  +0 ,8 / -0 ,8  V ,  a  uma  ve loc idade  de  va r redura  100  mV/s .

Ad ic ionou-se  2  μL  de  Na f ion  5%  (  v / v )  e  de ixado  secar  po r  20

minu tos .Fo i  ad ic ionado  2μL  de  c i s te ína  (0 ,1  mol.L - 1)  e  de ixado

secar .  Em  segu ida ,  o  e le t rodo  fo i  l avado   com  água  des t i l ada .  Por

f im,  fo i  ad ic ionado  2  μL  de  p ro te ína  (Hb  e  C i t  c  )   e  de ixado  a

secar .  Fo i  rea l i zada  uma  cor r ida  em  tampão  com  um  po tenc ia l

en t re  +0 ,8  e  -0 ,8  V ,  a  uma  ve loc idade  de  100  mV/s .  E  também  fo i

rea l i zada  uma  co r r ida  em Fe(CN) 6
- 3  em KCl .

3 .2 .4  Imobi l ização  de  prote ínas  com  f i lmes  compósi tos  com

Naf ion  -  r ibof lavina

        

Fo i  fe i to  um  po l imen to  em  do is  e le t rodos  de  Au  e  uma

cor r ida  em  H 2 SO 4 ,  lavado  com  água  des t i lada  e  em  segu ida  uma

cor r ida  em  tampão  fos fa to .  Fo i  ad ic ionado  2μL  de  Na f ion  (5%)  e

de ixado  a  secar  du ran te   20  min .Em segu ida ,  o  e le t rodo  fo i  imerso

em  so lução   r i bo f lav ina  10  mM  e  de ixado  secar  du ran te  10

minu tos .Lavado  com  água  des t i l ada  Por   f im ,   fo i  ad ic ionado  2µL

de  p ro te ínas  (Hb   e  C i t  c )  em  cada  e le t rodo .e  de ixado  para  secar

duran te  30  minu tos .Lavados   com  água  des t i l ada .Em  segu ida  ,  fo i

fe i ta  a  va r redura  em  tampão  fos fa to  a  um  po tenc ia l  en t re+0 ,8  e

-0 ,8 ,  com v=100mV/s )  e  também em Fe(CN) 6
- 3  em KCl .

3 .3  De te rminação  c i toc romo  c ,  Hb  em  e le t rodo  de  ouro  com

membrana  de  d iá l i se

          

Ad ic ionou  2  μL  de  so lução  de  C i t  c  e  Hb   na  super f íc ie  do

e le t rodos  de   Au ,  de ixou-se   secar  a  tempera tu ra  amb ien te ,  em

segu ida   a   pon ta   do  e le t rodo  fo i  se lada  com  uma  membrana  de

d iá l i se .  Fo i  rea l i zada  uma  var redura  com  po tenc ia l  en t re  +0 ,6  e

-0 ,6  V  em com uma ve loc idade  de  va r redura  de100  mV/s .

83



3 .4  De te rminação  de  Hb  em  e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono

modi f i cado  com SDS e  Tr i ton  X  -100

Fo i  p reparado  1 ,0  mL  de  so lução  de  Tr i ton  X-100 ,  2 .10 - 3

mol.L - 1  ,  ad ic ionou-se  no  e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono  5  μL  de

t r i ton  X -100  jun tamente  com  Hb  na  p roporção  1 :1 (v /v )  de ixado  a

secar  em  tempera tu ra  amb ien te ,  co locou-se  a  membrana  com

cu idado  na  pon ta  do  e le t rodo  e  fo i  rea l i zada   uma  var redura  com

potenc ia l  en t re  +0 ,4  e  -0 ,4  V  a  uma ve loc idade  de  va r redura  de  20

mV/s  em  tampão  fos fa to  pH  de  7 ,0  com  0 ,1 .10 - 3  mol.L - 1  de

perc lo ra to  de  sód io (  LOJOU,2000) .
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4  RESULTADOS  E DISCUSSÃO

De  modo  gera l ,  os  resu l tados  ob t idos  de  vo l tamet r ia  c íc l i ca

de  p ro te ínas  em  so lução  ou  imob i l i zadas  fo ram  sa t i s fa tó r ios ,

embora  a  ba ixa  rep rodu t ib i l i dade  dos  mesmos  tenha  ex ig ido  a

busca  de  fo rmas  a l te rna t i vas  para  a  paramet r i zação

e le t roca ta l í t i ca  de  p ro te ínas ,  pos to  que  o  ob je t i vo  cen t ra l  do

t raba lho  re fe re -se  às  quan t idades  te rmod inâmicas  ob t idas  em

exper imen tos  de  vo l tamet r ia  c íc l i ca  com  var redura  te rma l

con t ínua .

4 .1  Imob i l i zação  em f i lmes  compós i tos .

 .

4 .1 .1Determinação  da  a lbumina  de  soro  bovino  em  e le trodo  de

ouro  modi f icado  com L-c is te ína  em solução  tampão aceta to  pH

de 4 ,7

A  F igura  4  mos t ra  o  vo l tamograma  ob t ido  na  de te rminação

da  BSA  em  e le t rodo  de  ouro  modi f i cado  com  f i lmes  compós i tos  de

L-c i s te ína .  Pe lo  vo l tamograma,  pode-se  conc lu i r  que  com a  ad ição

da  BSA  ocor reu  um  aumento  s ign i f i ca t i vo  do  p ico  de  co r ren te

anód ico  a  -433  Mv.  Ind icando  que  houve  fo rmação  de  um

compos to  a t i vo .
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-1,0 -0,5 0,0 0,5

-3,0x10
-6

0,0

3,0x10
-6

I/
 A

E/V

a

b

F I G U R A  4  -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  o b t i d o  d e  a )  L - c i s t e í n a  e m  t a m p ã o  
                 A c e t a t o  p H  d e  4 , 7  e  b )  B S A  im o b i l i z a d a  e m  e l e t r o d o  d e  A u
                 m o d i f i c a d o  c o m  L - c i s t e í n a

4 .1 .2  Determinação  de  Hb  em  f i lmes  sur factantes  de

r ibof lavina  e  Naf ion

         

De  acordo  com  a  F igura  5 ,  pode-se  in fe r i r  que  o  a  co r ren te

de  p ico  anód ico  não  es tá  mu i to  ev iden te ,  ind icando  que  houve

in te ração  en t re  Hb  e  o  e le t rodo  de  f i lme  compós i to  de  Hb-na f ion -

r ibo f lav ina  em e le t rodo  de  Au .

No  caso  do  e le t rodo  compós i to  de  Hb-na f ion - r ibo f lav ina ,

F igura  6 ,  pode-se  observar  que  ocor re  um  aumento  do  s ina l  em

re lação  ao  tampão,  i nd icando  uma  me lhor  i n te ração  en t re  a  Hb  e

o  e le t rodo  compós i to .
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-0,6 0,0 0,6

-3,0x10-6

0,0

3,0x10-6

I/
  

A

E/ V

b

a

F I G U R A  5 -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d e  ( a )  H b - N a f i o n - R i b o f l a v i n a  e m  e l e t r o d o
                 d e  A u  e  (b )  e m  s o l u ç ã o  t a m p ã o  f o s f a t o  p H  d e  7 , 2   a  u m a  
                 v a r r e d u r a   d e  1 0 0  m V / s .

T A B E L A  1

P a râ m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d o  v o l t a m o g r a m a  d a  F i g u r a  5 .

E p a  (V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

0 ,38 -0 ,06 -3 ,16 1 ,89
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4 .1 .3  Determinação da  Hemoglob ina  em e le t rodo  de  f i lmes 

compósi tos  de  Naf ion

-0,5 0,0 0,5

-1,0x10-4

0,0

1,0x10-4

!/
  

A

E/V

a

b

F I G U R A  6 -  V o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  o b t i d o s  e m  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e
               1 0 0  m V / s  , u t i l i z a n d o  ( a )  H b  – N a f i o n  e m  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e
               c a r b o n o  ( a ) e m  t a m p ã o  f o s f a t o  ,  p H  d e  7 , 2 .
 

T A B E L A  2

P a râ m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d o  v o l t a m o g r a m a  d a  f i g u r a  6

E p a  (V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

0 ,23 -0 ,05 -32 ,09 72 ,78

4 .1 .4  Determinação  de  Hb  em f i lmes  compósi tos  de  lec i t ina  em

ele t rodo  de  pasta  de  carbono

           

De  acordo  com  a  F igura  7 ,  podem-se  v i sua l i za r  os  p i cos  de

cor ren te  ca tód ico  e  anód icos ,  bem  como  os  po tenc ia i s  de  p ico

anód ico  e  ca tód ico ,  com os  va lo res  apresen tados  na  Tabe la  3 .

88



-1,0 -0,5 0,0 0,5
-2,0x10-4

-1,0x10-4

0,0

1,0x10-4

I/
  

A

E/ V

F I G U R A  7  -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  o b t i d o  c o m  e l e t r o d o  d e  f i lm e  c o m p ó s i t o  
                H b - L e c i t i n a  e m  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o  e m  s o l u ç ã o  0 , 1  M  
                d e  t a m p ã o  f o s f a t o  p H  d e  7 , 2   a  u m a  v a r r e d u r a  a  2 0  m V / s .

T A B E L A  3

P a râ m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d o  v o l t a m o g r a m a  d a  F i g u r a  7

E p a  (  V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

-0 ,18  -0 ,40 92 ,95 -98 ,28

4 .1 .4 .1  E fe i to  da  ve loc idade  da  va r redura

O  e fe i to  da  ve loc idade  de  va r redura  sobre  a  respos ta

vo l tamét r i ca  do  e le t rodo  de  Hb- lec i t i na  em  pas ta  de  ca rbono  fo i

i nves t igado  em  so lução  0 ,1  M  de  tampão  PBS,  pH  de  7 ,2 .  Os

resu l tados  ob t idos ,  va r iando  a  ve loc idade  de  va r redura  en t re  20  e

180  mV/s ,  são   ap resen tados  na   F igu ra  8 .  Os  vo l tamogramas

c íc l i cos  mos t ram  um  aumento  na  in tens idade  de  co r ren te  de  p ico
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e  um  des locamento  de  po tenc ia l  anód ico  para  va lo res  super io res

e  ca tód ico  para  va lo res  in fe r io res .  

-1,0 -0,5 0,0 0,5

-3,0x10-4

0,0

3,0x10-4

I 
/ 

A

E/V

a-20 mV/s
b-50 mV/s
c-70 mV/s
d-100 mV/s
e-120 mV/s
f- 150 mV/s

a

b
c
d

e

f

F I G U R A  8 -  V o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  o b t i d o s  e m  v e l o c i d a d e s  d e  v a r r e d u r a  
       e n t r e  5 0  e  1 8 0  m V / s ,  u t i l i z a n d o  H b  -  l e c i t i n a  e m  e l e t ro d o  d e
       p a s t a  d e  c a r b o n o  e m  t a m p ã o  f o s f a t o  ,  p H   d e  7 , 2 .

Na  Tabe la  4 ,  são  apresen tados  os  va lo res  de  ∆E p  que

most ram  uma  tendênc ia  de  aumento  com  a  ve loc idade  de

var redura ,  suger indo  que  a  t rans fe rênc ia  de  e lé t rons  é  d i f i cu l tada

em  va lo res  de  taxa  de  va r redura  ma is  e levada .  A  me lhor  respos ta

fo i  ob t ida  na  va r redura  a  20  mV/s .

A  aná l i se  da  dependênc ia  das  co r ren tes  de  p ico  anód ico

( I p a )  e  ca tód ico  ( I p c ) ,  com  a  ra i z  quadrada  da  ve loc idade  de

var redura ,  ind ica  uma  t rans fe rênc ia  de  ca rga  con t ro lada  por

d i fusão  no  e le t rodo  (SANTOS,2007) .
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T A B E L A  4

R e s u l t a d o s  d e  c o r r e n t e  e  p o t e n c i a l  d e  p i c o  a n ó d i c o  e  c a t ó d i c o  p a ra
v o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  u t i l i z a n d o  H b - l e c i t i n a ( F i g u r a  8 )  e m  e l e t r o d o  d e
p a s t a  d e  c a r b o n o  e m  t a m p ã o  f o s f a t o ,  p H  d e  7 , 2  e m  d i f e r e n t e s  v e l o c i d a d e s
d e  v a r r e d u r a s  e n t r e  2 0   e  1 8 0  m V / s .
v  /

(mV/s )

E p a  /  mV E p c /mV I p a /µA I p c  /µA ∆E p /  mV

20 -170 ,2 -419 ,7 94 ,1 -96 ,7 249 ,5

50 -89 ,7 -415 ,3 190 ,4 -179 ,5 325 ,5

70 -29 ,5 -425 ,0 295 ,2 -284 ,2 395 ,5

100 3 ,17 -424 ,2 330 ,3 -311 ,9 427 ,3

120 37 ,1 -433 ,0 380 ,7 -361 ,1 470 ,2

150 51 ,2 -415 ,3 423 ,1 -394 ,7 466 ,5

4 8 12

-300

0

300

I 
/µ

 Α
p

v1/2/(mV/s)1/2

Ipa

Ipc

F I G U R A  9  -  D e p e n d ê n c ia  d a s  c o r r e n t e s  d e  p i c o  a n ó d i c a s  e  c a t ó d i c a s  c o m  a
                 r a i z  q u a d ra d a  d a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  e n t re  2 0  e  1 5 0  m V / s ,
                 p a ra  o  e l e t r o d o   c o m p ó s i t o  Hb - L e c i t i n a  e m  p a s t a  d e  c a rb o n o   
                 e m  s o lu ç ã o  t a m p ã o  p H  d e  7 , 2 .

A  aná l i se  da  dependênc ia  das  co r ren tes  de  p ico  anód ico ( I p a )

e  ca tód ico ( I p c ) ,  com  a  ra i z  quadrada  da  ve loc idade  de  va r redura ,

mos t rado  na  F igura  9 ,  ind ica  uma  t rans fe rênc ia  de  ca rga

con t ro lada  por  d i fusão  no  e le t rodo(SANTOS,2007)
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4 .1 .5  Vol tametr ia  c íc l ica  de  bsa  em  e le t rodos  compósi tos  em

ele t rodo  de  carbono com cola  de  s i l icone

Esses  e le t rodos  possuem  a  van tagem  de  apresen ta r  re la t i va

fac i l i dade  de  cons t rução ,  ba ixo  cus to ,  sens ib i l i dade  e  fac i l i dade

de  renovação  da  super f íc ie .

De  acordo  com  a  F igura  10 ,  podemos  ver  que  ocor re

mudanças  das  co r ren tes  de  p ico  (anód ico - redução  e  p i co

ca tód ico -aumento ) ;  no  caso  dos  po tenc ia i s  anód icos  e  ca tód icos ,

houve  um  des locamento  para  va lo res  super io res  (po tenc ia l  de

p ico  anód ico )  e  para  va lo res  nega t i vos  (po tenc ia l  de  p i co

ca tód ico ) .

-0,3 0,0 0,3 0,6

-3,0x10-5

0,0

3,0x10-5

I 
/A

E/ V

a

b

F I G U R A  1 0  -  V o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  o b t i d o  c o m  e le t r o d o  d e  c o m p ó s i t o  
                    C o m  c o l a  d e  s i l i c o n e  e  p a s t a  d e  c a r b o n o :  a )  s o l u ç ã o  d e
                    f e r r i c i a n e t o   0 , 5  m o l L - 1  e  b )  s o l u ç ã o  d e  B S A .
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4 .1 .5 .1Vo l tamet r ia  c íc l i ca  de  BSA  imob i l i zada  em  e le t rodo

compós i to  de  co la  de  s i l i cone  va r iando  a  concen t ração  de  BSA

-0,3 0,0 0,3 0,6

-2,0x10-4

-1,0x10-4

0,0

1,0x10-4

2,0x10-4

I 
/ 

A

E / V

a

bcd

e

F I G U R A  1 1  -  V o l t a m o g r a m a  o b t i d o  v a r i a n d o  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  B S A  e m  

                   e l e t r o d o  c o m p ó s i t o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o  c o m  b o r r a c h a  d e  

                   s i l i c o n e  e m  f e r r i c i a n e t o  5 m M : a -  B S A  a u s e n t e  ;  b  -  0 , 1 5 6  g / m L  

                   d e  B S A ;  c  -  0 , 3 1 2  g / m L  d e  B S A ;  d  -  0 , 4 1 6  g / m L  d e  B S A  ;  

                   e  -  0 , 5 2 0  g / m L  d e  B S A .
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4 .1 .6  Determinação  do  c i tocromo  c  em  e le trodo  de  f i lme

compósi to ,  com glutara lde ído  como agente  promotor

-0,5 0,0 0,5

-8,0x10-6

0,0

8,0x10
-6

I 
/ 

A

E / V

F I G U R A 1 2  -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  d e  t a m p ã o  f o s f a t o  0 , 1  M  ,  p H  d e  7 , 2 ,  

                  c o m  e l e t r o d o  d e  A u .

T A B E L A  5

P a râ m e t r o s  e l e t r o q u í m i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d a  F i g u r a  1 3 .

E p a  (V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

0 ,23  -0 ,04 0 ,09 0 ,05
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-0,6 0,0 0,6

-7,0x10-7

0,0

7,0x10-7

I/
 Α

E/V

 a=20 mV/s
 b=50 mV/s
 c=100 mV/s
 d=150 mV/s
 e=180 mV/s
 f=200 mV/s

a
b

cd e

f

F I G U R A  1 3 -  V o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  o b t i d o s  e m  v e l o c i d a d e s  d e  v a r r e d u r a  
                  e n t r e  2 0  e  2 0 0  m V / s  , u t i l i z a n d o  c i t o c r o m o  c  im o b i l i z a d o  e m  
                  c i s t e i n a  – g l u t a r a l d e i d o  e m  e le t r o d o  d e  A u  e m  t a m p ã o  f o s f a t o ,  
                  p H  d e  7 , 2 .

T A B E L A  6

P a râ m e t r o s  e l e t r o q u í m i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d a  F i g u r a  1 4

ν/ (mV/s ) E p a  /  V E p c /V I p a /µA I p c  /µA ∆E p /  V

20 0 ,  10 -0 ,  05 0 ,  24 -0 ,  06 0 ,  15

50 0 ,  14 -0 ,  02 0 ,  35 -0 ,  11 0 ,  17

100 0 ,  17 -0 ,  06 0 ,  46 -0 ,  24 0 ,  23

150 0 ,  17 -0 ,  07 0 ,  49 -0 ,  37 0 ,  25

180 0 ,  15 -0 ,  06 0 ,  56 -0 ,  30 0 ,  22

200 0 ,  15 -0 ,  06 0 ,  70 -0 ,  39 0 ,  21
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F I G U R A  1 4  -  D e p e n d ê n c i a  d a s  c o r r e n t e s  d e  p i c o  a n ó d i c a s  e  c a t ó d i c a s  c o m  
                   a  r a i z  q u a r a d a  d a  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a ,  e n t re  2 0  e  
                   2 0 0  m V / s  e m  s o l u ç ã o  t a m p ã o  f o s f a t o ,  p H  d e  7 , 2 .
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4 .2  De te rminação  de  BSA em e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono  

imob i l i zada  a t ravés  de  l i gação  cova len te  com dopamina

-0,5 0,0 0,5 1,0
-2,0x10

-5

0,0

2,0x10
-5

I 
/ 

µ 
A

E / V

F I G U R A  1 5  -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  o b t i d o  e m  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e  
                   1 0 0  m V / s   d a   d o p a m i n a  e m  e le t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a r b o n o  e m
                   t a m p ã o  f o s f a t o ,  p H  d e  7 , 2 ,  v = 1 0 0  m V / s  

T A B E L A  7

 P a râ m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d o  v o l t a m o g r a m a  d a  F i g u r a  1 8 .

E p a  (V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

0 ,  337 0 ,  059 25 ,  772 -8 ,  837

           

De  acordo  com  a  F igura  15 ,  comparada  com  a  F igura  16 ,

pode  se r  v i sua l i zado  uma  mudança  s ign i f i ca t i va  nos  va lo res   dos

p icos  de  co r ren te   ca tód ica  e  anód ica ,  bem  como  dos  po tenc ia i s

de  p ico  anód ico  e  ca tód icos ,  i nd icando  que  houve  in te ração  en t re

a  BSA  imob i l i zada  cova len temente  pe la  dopamina   e  a  super f íc ie

do  e le t rodo .
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F I G U R A  1 6 -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  o b t i d o  e m  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e
                 1 0 0  m V / s   d e : ( a )   B S A  – d o p a m i n a ( t u b o  3 )  e b -  B S A  e m  t a m p ã o
                 f o s f a t o ,  p H  = 7 , 2  c o m  v = 1 0 0  m V / s .

T A B E L A  8

P a râ m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d o  v o l t a m o g r a m a  d a  F i g u r a  1 6 .

E p a  (V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

0 ,271 -0 ,037 2 ,825 -1 ,711

4 .3  De te rminação  de  p ro te ínas  imob i l i zadas  por  adsorção

4 .3 .1 Interação com azul  de  bromocresol

Pela  aná l i se  do  vo l tamograma  da  F igura  17 ,  pode-se

perceber  que  com  ad ição  de  BSA,  ocor re  um  aumento  do  s ina l  da

cor ren te  tan to  no  p ico  anód ico  ( Ipa ) ,  quan to  no  p ico  ca tód ico  ( Ipc )

em  re lação  ao  tampão.  Esse  resu l tado  ind ica  que  houve  uma

in te ração  en t re  BSA  e  o  co ran te  azu l  de  b romocreso l ,  ind icando
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que  o  co ran te  a tua  como  med iador ,  aumentando  o  s ina l

e le t roqu ímico  da  BSA.
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F I G U R A  1 7  -  V o l t a m o g r a m a  c í c l i c o  o b t i d o s  e m  v e l o c i d a d e s  d e  v a r r e d u r a  d e

                   1 0 0  m V / s   d e  B S A  ,  u t i l i z a n d o  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e  c a rb o n o  

                   m o d i f i c a d o  c o m  c o r a n t e   a z u l  d e  b ro m o  c r e s o l  e m  t a m p ã o

                   f o s f a t o ,  p H  d e  7 , 2 .

T A B E L A  9

 P a râ m e t r o s  v o l t a m é t r i c o s  o b t i d o s  a  p a r t i r  d o  v o l t a m o g r a m a  d a  F i g u r a 2 0 .

E p a  (V ) E p c  (V ) I p a  (µA) I p c  (µA)

0 ,25 0 ,11 47 ,73 -45 ,22

4 .3 .2  Determinação de  BSA em e le t rodo  modi f icado  com 

dopamina

           

Pe la  aná l i se  da  F igura  20 ,  podemos  observar  que  houve  um

des locamento  da  co r ren te  de  p ico  anód ico  e  também  do  po tenc ia l
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de  p ico  anód ico ;  j á  em  re lação  à  co r ren te  de  p ico  ca tód ico  e  ao

po tenc ia l  de  p i co  ca tód ico  (pa r te  in fe r io r ) ,  não  houve  mudanças

s ign i f i ca t i vas .
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F I G U R A  1 8 -  V o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  o b t i d o  e m  v e l o c i d a d e  d e  v a r r e d u r a  d e  
                  1 0 0  m V / s   d e :  a )  B S A   e m  e le t r o d o  m o d i f i c a d o  d e  p a s t a  d e  
                  c a r b o n o  e m  d o p a m i n a  e  b )   t a m p ã o  f o s f a t o  ,  p H  d e  7 , 2 .

4 .5  De te rminação  da  hemoglob ina  imob i l i zada  em e le t rodo  

modi f i cado  com hemog lob ina

De  acordo  com  a  F igura  19 ,  podemos  suger i r  que  houve

in te ração  en t re  o  e le t rodo  de  pas ta  de  ca rbono  modi f i cado  com

Hb,  dev ido  às  mudanças  nos  va lo res  tan to  dos  p icos  de  po tenc ia i s

anód icos  e  ca tód icos ,  como  nos  p icos  de  co r ren tes  ca tód icos  e

anód icos .
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F I G U R A  1 9 -  V o l t a m o g r a m a s  c í c l i c o s  o b t i d o s  c o m  e l e t r o d o  d e  p a s t a  d e
                 c a r b o n o  m o d i f i c a d o  c o m  h e m o g l o b i n a  ( a )  e  t a m p ã o  f o s f a t o  p H  
                 d e  7 . 2  ( b )  c o m  v =  1 0 0  m V / s .
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CONCLUSÕES

Os  resu l tados  ob t idos  permi tem  conc lu i r  que  os  e le t rodos

compós i tos  u t i l i zados  nesse  t raba lho  cons t i tuem  uma  a l te rna t i va

promissora  como  mate r ia l  e le t ród ico .  Os  compós i tos  que

apresen ta ram  me lhor  respos ta  fo ram:  c i s te ína-g lu ta ra lde ído  e

co la  de  s i l i cone

Podemos  conc lu i r  também  que ,  no  caso  de  imob i l i zação  por

adosorção ,  o  e le t rodo  com  coran te  como  mediador  fo i  o  que

ob teve  me lhor  respos ta .  No  caso  da  imob i l i zação  por  l igação

cova len te  a  BSA  l i gada  a  dopamina  fo i  a  que  ob teve  a  me lhor

respos ta  como  mate r ia l  e le t ród ico ,  cons t i tu indo  a  esco lha  f i na l

pa ra  os  ensa ios  e le t roqu ímicos  v indouros .  

102


	GRAHAM, D. G. et al. Autoxidation versus covalent binding of quinones as the mechanism of toxicity of dopamine, 6-hydroxydopamine, and related compounds toward C1300 neuroblastoma cells in vitro, Mol. Pharmacol., n. 14, p. 644-653, 1978.
	PEREIRA, A. C.; SANTOS, A. S.; KUBOTA, L. T. Tendências em modificação de eletrodos amperométricos para aplicações eletroanalíticas. Química Nova, v. 25, n. 6, p. 1012-1021, 2002.
	VAN HOLDE, K. E. Bioquímica física. São Paulo : Edgard Blücher, 1975.
	WANG, J. Analytical electrochemistry. 3.ed. New Jersey : John Wiley, 2006.

