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RESUMO

Uma estratégia muito simples para estudar as propriedades
eletroquimicas para qualquer proteina foi desenvolvida por meio
de ligagdes estaveis de dopamina, um neurotransmissor de
mamiferos superiores, com albumina sérica bovina. Os resultados
foram avaliados por voltametria ciclica, espectrofluorimetria e
espectrofotometria de primeira derivada na regido do visivel.
Eletrodos de pasta de carbono ndo modificados foram usados para
identificar o complexo BSA-5-Cys-DA em solugdo, apos
isolamento por filtragcdo molecular. Um aumento significativo do
sinal de fluorescéncia de emissdo em 350 nm em conjunto com o
aparecimento de um sinal de absor¢cdao em 370 nm também foram
identificados para o complexo. Neste sentido, a ligagédo covalente
entre uma proteina teste com a dopamina revelou-se como um
modelo favoravel para estudos eletroquimicos de proteinas
desprovidas de centros redox metalicos, juntamente com a sua
capacidade dual para investigacéao eletroquimica e
espectroscépica direta de proteinas, quer imobilizadas ou em

solucéo.

Palavras-chave: Voltametria. Proteinas. Eletroquimica.Dopamina.



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 overlapping the sluggish kinetics of electron transfer
exhibited by proteins with non-metalic 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 arouse 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.

Key word: Voltammetry. Proteins. Electrochemistry. Dopamine.
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1 INTRODUGAO

1.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada
para adquirir informacdes qualitativas sobre processos
eletroquimicos. A eficiéncia dessa técnica resulta de sua
habilidade de fornecer informacbdes sobre a termodinamica de
processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas de
transferéncia de elétrons, sobre reacdes quimicas acopladas e
processos adsortivos (BRETT; BRETT, 1996).

Para estudos de voltametria ciclica utiliza-se normalmente,
uma célula convencional composta por um sistema de trés
eletrodos (Figura 1): um de trabalho (ET), um de referéncia (ER),
e um auxiliar (EA), imersos em solugcdao mantida em condicéao
estacionaria. O eletrodo mais importante, onde ocorre a reagao de
interesse, € o de trabalho, que pode ser composto de diferentes
materiais, tais como carbono, ouro, prata, platina, diamante,
niquel, entre outros (BRETT ; BRETT, 1996).

O experimento inicia-se com aplicagcao do potencial com um
valor no qual nenhuma redugdo ocorre. Com o aumento do
potencial para regides mais negativas (catdédicas), por exemplo,
ocorre reducao do composto em solugdo, gerando um pico de
corrente proporcional a concentragéao desse composto.
Posteriormente, o potencial é varrido no sentido inverso, até o
valor inicial, e no caso de uma reacao reversivel, em que o0s
produtos que tiverem sido gerados no sentido direto se localizam
ainda proximos a superficie do eletrodo serdo oxidados, gerando
um pico simétrico ao pico da redugdo (Figura 1). O tipo de
voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o
composto em questao sofre no eletrodo, o que faz da voltametria
ciclica uma ferramenta valiosa para estudos mecanisticos (LOJOU
et al., 2006).
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Existem dois componentes principais que determinam as
reacdes que ocorrem no eletrodo; o primeiro é a transferéncia
difusional de massa do analito em solugdao para a superficie do
eletrodo, e o0 segundo a transferéncia heterogénea de carga entre
o analito e o eletrodo. Em alguns casos ainda pode ocorrer
reagdes quimicas acopladas a alguns destes processos. A
equagcao de Butler-Volmer, equagdo basica da cinética

eletroquimica, expressa essas relagbes (WANG, 2001).

i =i, {exp (-aanEN/RT) — exp[(1-ac)nEN/RT]} (1)

onde, i, corresponde a densidade de corrente de troca; n refere-
se a sobrepotenciais do eletrodo (E - E, ); n € o numero de
elétrons envolvidos na transferéncia;a, e ac sdao os coeficiente de
transferéncia de carga anddica e catdédica respectivamente, T a
temperatura em graus Kelvin e R a constante universal os
gases(8,314 J.K-'.mol").

Para uma reacgao reversivel, ou seja, uma reagao que ocorre
com velocidade suficiente alta para estabelecer um equilibrio
dinamico na interface, a equacdo de Butler-Volmer se reduz a
equacao de Nernst (WANG, 2001).

E = E° + (2,3RT/nF) log( Co/CR) (2)

sendo: E° o potencial padrdao da reacdao redox, n o numero de
elétrons transferidos na reag¢do, F a constante de Faraday
(9,6485.10* C/mol), Co a concentragdo da espécie oxidada, Cr a
concentragcao da espécie reduzida (mols por centimetro cubico), R
a constante universal dos gases (8,314 J.K'mol'), e T a
temperatura em graus Kelvin. Como a cinética da reacao de
transferéncia de carga é rapida, apenas a etapa de transferéncia
de massa ira ditar as normas do processo, a corrente do pico (em
amperes) neste caso é dada pela equacdo de Randles-Sevcik,

para sistemas reversiveis (WANG, 2001).
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le = (2,69x105)n32ACD /2y 12 (3)

onde n é o numero de elétrons envolvidos no processo, A €& a
area do eletrodo (cm?), D o coeficiente de difusdo do analito (cm?
s’'), C a concentragcao da espécie (mol cm3), e v a velocidade de

varredura (V s").

Na Figura 1 ¢é representado esquematicamente um
experimento de voltametria ciclica.

- E.
@

E z

g E

e 8

Ei Es
Tempo I Potencial
[ potenciostato J

= Lok
EA ER ET

FIGURA 1 — Representacdo esquematica de um experimento de voltametria
ciclica. Ei: potencial inicial; Es: potencial de inverséo;
E¢: potencial de final; ET: eletrodo de trabalho; ER: eletrodo de
referéncia; EA: eletrodo auxiliar.

Varias outras informac¢cdes importantes podem ser obtidas
com o auxilio da voltametria ciclica, com destaque para estudos
de espécies redoxes difundida livremente em solugdo, bem como
de espécies imobilizadas sobre a superficie de eletrodos. Por
outro lado, seu emprego em eletroanalise torna-se limitado quando
se deseja quantificar baixas concentragdes do analito (BRETT;
BRETT, 1996).
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a) Reacgdes reversiveis

Para um sistema eletroquimico reversivel, as espécies
oxidadas e reduzidas sdo estaveis e a cinética do processo de
transferéncia de elétrons é rapida. Assim, os voltamogramas
ciclicos sao caracterizados por apresentarem picos na varredura
direta e reversa de potencial. A concentragcdo de ambas as
espeécies envolvidas no processo eletroquimico pode ser calculada
pela equacdo de Nernst (equag¢do 2), pois o0 potencial e a
velocidade do processo de transferéncia de elétrons na superficie
do eletrodo estdo em equilibrio.

Nesse tipo de reacdo, a velocidade de transferéncia de
elétrons é sempre maior que o fluxo das espécies eletroativas do
interior da solucdo para a superficie do eletrodo. A corrente do
pico catdédica do voltamograma é dada pele equacao de Randles-
Sevcik (Equacao 3)( BRETT ; BRETT, 1996).

Existem varios critérios para diagnosticar se um sistema
eletroquimico comporta-se reversivelmente, dentre eles:

I, € proporcional a raiz quadrada da velocidade de
varredura;

E, € independente da velocidade de varredura;

| Es = Epiz | = 59/n (mV);

| 1oallpe | =1 ;

Epa-Epe = 59/n (mV).

b) Reacgdes irreversiveis

Em sistemas irreversiveis, ndo ocorre o equilibrio nernstiano,
ou seja, a velocidade de transferéncia de elétrons ndo mantém o
equilibrio das espécies eletroativas na superficie do eletrodo.
Consequentemente, a forma do voltamograma ciclico € modificada,
podendo ocorrer a auséncia de pico na varredura reversa de
potencial. Porém, essa caracteristica ndo significa que o sistema

seja eletroquimicamente irreversivel, pois uma reagdo quimica
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rapida acoplada ao processo de transferéncia eletréonica pode
estar associada ao sistema eletroquimico, consumindo
rapidamente a espécie formada na varredura direta.

Para sistemas irreversiveis, a corrente de pico catdédica do

voltamograma é dada pela equacéao 4:
loe = 2,99 x10 ® n(acn)'2 ACD"2 y'/2 (4)

onde a. é o coeficiente de transferéncia de carga catddico, que
constitui uma medida da barreira de energia de ativagao,
aproximando-se de 0,5 para um condutor metalico e para um
processo reversivel de simples transferéncia de elétron ( BRETT,;
BRETT, 1996).

Os critérios eletroquimicos para diagnosticar um sistema
irreversivel sao:

Auséncia de pico na varredura reversa de potencial;

l, &€ proporcional a raiz quadrada da velocidade de

varredura(v);

E, desloca-se de 30/na(mV) para cada 10 vezes de aumento

na velocidade de varredura;

| Ex-Epi2| =48/na(mV).

c) Reagdes quase-reversiveis

Para um sistema quase-reversivel (com 10-1>k°>10"° cm/s)
a corrente é controlada pela transferéncia de carga e transporte
de massa. A forma do voltamograma ciclico € uma funcdo de
kevmaD, onde a =nFv/RT. Quando k°YmaD aumenta, o processo se
aproxima de um caso reversivel. Para pequenos valores de
kevraD (isto é, v é muito rapido), o sistema exibe um
comportamento irreversivel. Em geral, o voltamograma de um
sistema quase-reversivel é mais delineado e exibe uma grande
separacao entre os picos dos potenciais comparados com um
sistema reversivel (WANG, 2006).
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1.2 Voltametria ciclica aplicada ao estudo de proteinas

A utilizacdo de métodos voltamétricos para estudar proteinas
com centro redox ativo tem despertado cada vez mais atencéo.
Apéds o inicio de estudos pioneiros nas décadas de 1970 e 1980,
os métodos voltamétricos tornaram-se rotineiros na determinacéao
de potenciais redox em sitios de pequenas proteinas. Ja é bem
conhecido que, com eletrodos adequados, pequenos
transportadores de elétrons, tais como citocromos, ferredoxinas e
proteinas contendo cobre, ferro, enxofre dentre outros elementos,
dao respostas eletroquimicas reversiveis (ARMSTRONG; WILSON,
2000)

Os estudos de proteinas podem ser realizados através de
métodos eletroquimicos diretos, principalmente por voltametria
ciclica, que investiga os centros redox de proteinas onde a troca
de elétrons da macromolécula com um eletrodo é direta ou envolve
mediadores eletroativos. A capacidade para realizar medidas in
situ também significa que, com uma célula adequada, é possivel
determinar potenciais de reducdo em pressdes bastante elevadas,
revelando assim, como a compressibilidade estrutural da proteina
varia com o estado de oxidacdo. Outra vantagem da voltametria
ciclica repousa no fato de que é possivel produzir espécies em
potenciais acima dos limites termodinamicos de uma solugao
aquosa (-0,4 a 0,8 V Vs EPH em pH=7). A voltametria ciclica
apresenta uma resposta voltamétrica que pode fornecer uma
identificacdo da mesma forma que um sinal espectroscépico. Além
disso, os métodos voltamétricos sdo dinamicos, no sentido de que
eles também revelam a cinética e permitem a detecgao transitoria
das espécies em que reacdo em si €& induzida e controlada por
diferentes potenciais aplicados no eletrodo (ARMSTRONG, 2001).

As proteinas apresentam um problema especifico para a
eletroquimica uma vez que, devido a sua interagcdo com os tipos
mais comuns de superficies de eletrodos ndo produzem respostas

eletroquimica significativas. As duas razdes mais citadas sao: a)
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gque a estrutura da proteina atue como um isolante, embora
recentes opinides € que seja improvavel que a transferéncia de
elétrons constitua um problema, desde que a separagcao doador-
aceptor seja inferior a 14 A e; b) que a proteina desnature em
contato com o eletrodo e exista uma forte adsorcao, resultando em
um material eletro inativo (ARMSTRONG, 2001).

Moulton et al. (2003), investigaram o uso do radio marcador
iodo-125 e voltametria ciclica para elucidar as caracteristicas da
adsorcao de proteinas em eletrodo de ouro. A voltametria ciclica
foi utilizada para estudar a adsorcao, bem como seus efeitos na
camada de proteinas e na transferéncia de elétrons das espécies
eletroativas na superficie do eletrodo.

Qiao et al. (2007), incorporaram duas hemeproteinas
(hemoglobina e mioglobina) em micelas de lecitina para formar
filmes compodsitos em eletrodos de pasta de carbono, e concluiram
gue esses filmes apresentam rapida transferéncia de elétrons.

Lu et al. (2008), propuseram um método utilizando
voltametria de pulso diferencial em eletrodo de prata modificado
com L-cisteina na determinagcdo de HSA (albumina de soro
humano), e mostraram que o método apresentou alta

sensibilidade, reprodutibilidade e relativa estabilidade.

1.3 Natureza dos centros redox proteicos

As reacdes de transferéncia de elétrons sdo etapas-chave
em muitos processos bioldgicos, tais como fotossintese,
fosforilagcdo oxidativa, metabolismo e fixagcdo do nitrogénio.
Entender a fungdo dos peptideos e proteinas em intermediar as
reagcdes de transferéncia de elétrons a distancias longas tem
implicagdes fisicas, quimicas e bioldégicas fundamentais
(DONATO; PELUSO, 1996). Por exemplo, radicais de aminoacidos
aromaticos sé&o intermediarios-chave na biossintese do acido
nucléico, reparo do DNA, redugdao do oxigénio pela citocromo

oxidase, oxidagao da agua pelo PSII (fotossistema Il) assim como



21

outros processos bioldgicos. Essas reagdes ocorrem entre centros
redox ativos (cofatores orgénicos ou complexos metalicos) unidos
por interacdes fisicas intermoleculares dentro das matrizes
proteicas. Em muitos casos o contato direto entre o par redox é
dificultado pelo enovelamento da proteina. Nesse caso, a
transferéncia de elétrons ocorre através da matriz polipeptidica,
uma vez que o par redox esta separado por mais de 10 A. Apesar
da distancia que o elétron deve atravessar, essa reagdo ¢
extremamente rapida e acontece com alta especificidade
(PROSHLYAKOQOV et al., 2000).

1.3.1 Metaloproteinas

E um termo utilizado para biomoléculas que utilizam ions
metalicos; muitas dessas moléculas sdo proteinas. Cerca de 30%
das enzimas possuem um metal no sitio ativo. Essas
metaloenzimas facilitam uma variedade de rea¢des, que incluem a
hidrélise catalisada por acido (realizada pelas hidrolases),
reacdes de oxirreducdao (oxidases e oxigenases) e o rearranjo de
ligagdes carbono-carbono (sintases e isomerases). Os ions
metalicos também apresentam funcdes estruturais. Por exemplo,
os ions Ca*? estdo envolvidos no enovelamento de proteinas. As
moléculas contendo ions metalicos em geral participam de funcgdes
importantes como transporte de elétrons, sitios de armazenamento
de metal, ligacédo e sitio de armazenamento de O, e na transducéo
de sinais (SHRIVER, 2003)

1.3.2 Proteinas desprovidas de grupos prostéticos metalicos

Um grupo prostético é um componente de natureza néao-
proteica de proteinas conjugadas que € essencial para a atividade
biolégica dessas proteinas. Os grupos prostéticos podem
ser organicos (como por exemplo, uma vitamina ou um agucar)

ou inorganicos (por exemplo, um ion metalico) e encontram-se
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ligados de forma firme a cadeia polipeptidica, muitas vezes
através de ligagbes covalentes. Uma proteina desprovida do seu
grupo prostético € uma apoproteina, designando-se por vezes a
proteina com grupo prostético como holoproteina (NELSON; COX,
2006).

1.4 Proteinas em solugcédo e imobilizadas

Métodos eletroquimicos diretos sdo aqueles que estudam
os centros ativos redox em proteinas, nos quais a troca de
elétrons com um eletrodo é direta, e ndo envolvem mediadores
eletroativos. Para ser eficiente a interagcdo entre a proteina e o
eletrodo deve cumprir os seguintes critérios: 1) a transferéncia
interfacial de elétrons deve ser rapida, o que requer
reorganizagcao de pequenas necessidades energéticas e um
acoplamento eletréonico entre o sitio ativo e a superficie do
eletrodo, 2) a proteina ndo deve se desnaturar e 3) as suas
propriedades, como atividade catalitica ndo deve ser prejudicada
(ARMSTRONG, 2001).

Um dos principais objetivos da modificagcdo de eletrodos é
melhorar a capacidade de reconhecimento e amplificar sinais de
corrente, com consequente aumento da seletividade pelo efeito
eletrocatalitico induzido pelo modificador (ARMSTRONG, 2001).

1.4.1 Estudos eletroquimicos de proteinas em solugao

1.4.1.2 Membrana de dialise

Trabalhos anteriores (BIANCO et al.,1997) demonstraram
que eletrodos de membrana (ME) possuindo uma proteina
aprisionada entre uma membrana de dialise e a superficie de
eletrodo, apresentam varias vantagens, dentre as quais:1) séao
necessarios pequenos volumes (2uL) de proteinas ; 2) baixo

custo e a facilidade de preparacdao do eletrodo; 3) capacidade
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para investigar rapidamente varios parametros experimentais e 4)
a configuracdo da fina camada facilita a obtengdo das
informagdes quantitativas sobre os processos redox. Além disso,
dado que as membranas utilizadas para a constru¢cdo do ME
podem ser carregadas €& possivel modular o ambiente elétrico
proximo gerado, e assim, o papel das interagdes eletrostaticas na
eficiéncia da transferéncia de elétrons pode ser determinado
(SANTOS et al., 2002).

Eletrodos de membrana (de carbono ou ouro) construidos
com membranas de dialise variando em didmetros de corte e
cargas sao utilizados para investigar o comportamento
eletroquimico de citocromos, especialmente citocromo c¢. A partir
de experimentos diretos de voltametria ciclica, o citocromo ¢ que
exibe respostas eletroquimicas no eletrodo de membrana
carregado negativamente (grafite, carbono vitreo, pelicula de
mercurio em carbono vitreo e ouro). Diferentes fatores (pré-
tratamento da membrana, efeito de carga, espécies positivas,
forga iénica, pH, efeito da espessura da camada aprisionada)
foram analisados. A resposta eletroquimica do multi-heme
citocromos c¢3; no eletrodo de membrana é também investigada. E
demonstrado que a eletroquimica do citocromo ¢ no eletrodo de
membrana é essencialmente regida por interagdes eletrostaticas
favoraveis, e que outros fatores (especialmente adsorcdo e a
presenga de formas desnaturadas) ndao desempenham um papel
dominante (LOJOU; BIANCO, 2000)

1.4.1.3 Interagdo com corantes

Investigagdes da interagcdo de pequenas moléculas com
biomacromoléculas, tais como proteinas e acidos nucléicos
tém despertado grande interesse nos ultimos anos. As
pequenas moléculas organicas incluem corantes, drogas,
produtos quimicos toxicos e assim por diante (SUN, 2002).

Corantes soluveis em agua, como o azul de metileno, verde de
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metileno, metasulfato de fenazina e outros corantes derivados,
sao imobilizados na superficie do eletrodo como mediadores para
catalisar a reducdao ou a oxidagcao de biomoléculas (LEI et
al.,1996).

Salomi et al. (2005), estudaram a BSA acoplada
covalentemente ao corante azul do Nilo, utilizando como agente
de acoplamento o} EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida), e concluiram que os corantes sdao mediadores
intermoleculares na transferéncia de elétrons em proteinas e

amplificam o sinal para sua detec¢éo.

1.4.2 Proteinas imobilizadas (promotores “cross-linkers”)

Um dos principais objetivos da modificacdo de eletrodos é
melhorar a capacidade de reconhecimento e amplificar sinais de
corrente ao passo que a seletividade aumenta pelo efeito
eletrocatalitico induzido pelo modificador (LOWINSOHN, 2006)

De forma geral, os métodos mais importantes utilizados para
a introdugcdao de um agente modificador sobre o eletrodo base
consistem em adsorcdo irreversivel direta, ligagdo covalente a
sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com
filmes poliméricos ou ainda a preparacao de eletrodos a base de
pasta de carbono, com um modificador pouco soluvel em agua

para sua adsorgado neste tipo de substrato.

a) Adsorcgao fisica a superficie sdlida

Plastico, vidro, celulose e ouro, entre outros, tém sido
utilizados para adsorgdo de proteinas através de ligagdes por
forcas de van der Waals, ligagcdes de hidrogénio e interacgdes
hidrofébicas. Essas ligagdes ndao sdao muito estaveis e podem ser
facilmente desfeitas por mudangas de pH, temperatura e forca
ibnica. E um método simples e, dificilmente as biomoléculas

perdem suas propriedades, porém ndo é reprodutivel (ARAUJO,
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2006). A adsorcao consiste na dissolugdo do agente modificador
em um solvente apropriado e na exposigao, em geral por imersao,
do eletrodo a esta solugcdo (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

b) Ligagcdes covalentes

Tais ligagdes levam a uma estabilidade da superficie
sensora, sendo resistentes a variagdes de pH, temperatura e
forga i6nica. A proteina é ligada ao suporte por um determinado
grupo funcional, mas durante o processo de ligagdo pode ocorrer
perda de sua atividade (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

c) Filmes poliméricos

Imobilizacdo de policamadas da espécie ativa na superficie
do eletrodo. Ocorrendo uma ampliacdo da reposta eletroquimica
(PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

d) Materiais compodsitos

Possibilidade de modificagcdo interna do material eletrdédico.
Exemplos: pasta de carbono, resina epo6xi, poliestireno, cola de
silicone, entre outros (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002)

e) Ligagdes cruzadas:

Este método proporciona a estabilidade da proteina devido a
ligagado cruzada com reagentes como o glutaraldeido.

Abordagem de ligagbes cruzadas de proteinas geralmente
leva a formacado de filmes de proteinas com propriedades de um
hidrogel. Estes ultimos sdo materiais poliméricos que apresentam
a capacidade de inchar em uma solugdo aquosa sem se dissolver.
Dois tipos de hidrogéis podem ser distinguidos: hidrogéis com
ligagdes cruzadas quimicas e fisicas. A diferenga entre ambos os
tipos é a natureza dos pontos ou ramificagdes da ligagdo cruzada:

ou € uma ligagao quimica ou uma interagéao fisica. No ultimo caso,
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irdo surgir interagdes i6nicas, associa¢gdes hidroféobicas. Quando
ligagdbes covalentes sao incorporadas ao hidrogel, um filme
compacto e estavel é formado. Para formacdo do filme,
carbodiimidas sao geralmente utilizadas, onde se unem com
aminas primarias resultando na formacado de liga¢gbes imidas. Na
presenca de excesso de uniao cruzada, a polimerizagcdo pode
ocorrer porque todas as proteinas contém carboxilas e aminas
(PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

1.5 Albumina

1.5.1 Estrutura e funcgao

As albuminas compreendem cerca de 50% da proteina
plasmatica total e esta envolvida na ligagcdo de acidos graxos e
transporte de anions. Elas servem para controlar a presséao
osmoética do sangue bem como para manter a capacidade
tamponante do pH do sangue, além de transportar Ca?*, moléculas
esterdides, atuam como componente antioxidante celular.. A
albumina do soro (Figura 2) tem wuma massa molar de
aproximadamente 67000 Da. E uma proteina globular tipica, com
significativa conformacédo em a-hélice (67%), trés dominios (I, Il e
[I11), cada um com dois subdominios (A e B) e consideravel
estrutura terciaria (STEWART et al.,2004).

A albumina sérica bovina (BSA), que é composta de 585
residuos de aminoacidos, incluindo 17 ligagbes dissulfeto e uma
Cys-34, também age como um transportador e oferece um sitio
com potencial de ligagcdo para diferentes ions metalicos e um
grupo tiol livre representado por Cys-34 (YAMASAKI; YANA; AOKI,
1999).
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FIGURA 2 — Estrutura da albumina humana, (A) apresentando os trés
dominios polipeptidios. B - ampliagdo da estrutura em torno do
residuo de Cys-34.

Fonte: STEWART et al., 2004.

1.5.2 Estudos eletroquimicos de albumina

Voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
sao utilizadas para estudar a adsorgcdo de albumina de soro
humano (HSA) na superficie do eletrodo de carbono vitreo (GC)
com potencial de circuito aberto. Essa técnica permite estudar os
efeitos da adsorcdo de proteinas sobre os processos de
transferéncia eletrénica que ocorrem na solugao do
eletrodo/interface. Na presenga de HSA em solugdo, a cinética de
transferéncia de elétrons da sonda redox de ferricianeto foi
reduzida. Isto é devido a formacdo de uma camada proteica na
superficie do eletrodo de carbono vitreo. Essa abordagem foi
utilizada para investigar as interagbes bioquimicas na interface
solido/liquido. Eletrodos modificados com HSA s&o importantes na
analise do tipo de ligacdo da espécie HSA-ligante e da quimica
redox das moléculas dentro de uma solucao de HSA. Mudancas no
potencial de oxidagao/redugéao utilizando esse método podem ser

usadas como forma de distinguir entre interagdes hidrofdobicas e
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nado-hidrofébicas (eletrostatica e/ou covalente) de ligantes com
albumina (HELI et al., 2007).

Eletrodos condutores de boro-diamante dopados (BDD)
foram utilizados com sucesso para deteccdo eletroquimica direta
de proteinas, incluindo BSA e um marcador de céancer,
IAP( proteina inibidora de apoptose). A voltametria ciclica sugere
que cisteina, tirosina e triptofano contribuiram para a direta

oxidagao eletroquimica nos eletrodos BDD (CHIKU et al., 2008).

1.6 Ligagdes covalentes em proteinas

A cisteina pode estabelecer uma ligagdo cruzada com outro
grupo de sulfidrila de cisteina, na mesma ou em outra cadeia
polipeptidica, oxidando-se e dando uma ligagao covalente de
dissulfeto. No estado reduzido, um residuo de cisteina pode servir
como sitio para a ligagdo do substrato em varias proteinas
enzimaticas (NELSON; COX, 2006). Nesse sentido, compostos com
deficiéncia de elétrons, como quinonas reativas podem tornar
candidatos a mediadores covalentes para a transferéncia de

elétrons em proteinas.

1.7 Dopamina

1.7.1 Estrutura, fungcao e metabolismo.

A dopamina (DA), 2-(3,4-dihidroxi-fenil)-etilamina, cuja
estrutura é mostrada na Figura 3, ¢é um importante
neurotransmissor do grupo das catecolaminas, sendo precursor
metabdlico imediato da noradrenalina. Além disso, a dopamina é
comumente empregada em unidades de emergéncia hospitalar

como agente vasoconstritor e hipertensor (COSTA et al., 1998).
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FIGURA 3- Estrutura da dopamina.

A dopamina ¢é sintetizada nos neurbnios a partir do
aminoacido tirosina, o qual é hidroxilado pela enzima tironase
hidroxilase a L-DOPA. Posteriormente, a L-DOPA é descarboxilada
para formar a dopamina pela agdo da enzima dopa carboxilase
para entao ser armazenada nas vesiculas dos terminais pré-
sinapticos. E encontrada no sistema limbico e no ipotalamo entre
outros e suas fungdes, de modo geral, sdo: (i) controle motor
(sistema nigrostriatal, responsavel por 75% da dopamina do
cérebro); (ii) efeitos comportamentais; e (iii) controle endécrino.
Sua concentragdo no plasma sanguineo é menor que 0,7 nmol.L"’
(CALBREATH, 1992).

Entre as implicagbes patoldogicas relacionadas com a
dopamina esta a doenca de Parkinson, que é um disturbio motor
progressivo, ocorrendo com maior frequéncia em pacientes idosos,
cujos principais sintomas sdo a rigidez e o tremor, associado a
uma extrema lentiddo para iniciar movimentos voluntarios
(hipocinesia). E sabido que o mal de Parkinson esta associado a
uma deficiéncia de dopamina nas vias nigrostriastais (LAAR et
al.,2009).

Em 1985, foi proposta a “teoria da dopamina” sugerindo que
uma concentragcdo alta de dopamina no cérebro é responsavel
pelos delirios e alucinagbes caracteristicos de portadores de
esquizofrenia (RANG; DALE; RITTER, 1997).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a determinacgao
dessa substancia, como os cromatograficos, espectrofotométricos
e eletroquimicos. Os eletroquimicos tém sido muito utilizados por
apresentar sensibilidade e seletividade na determinagdo de varios

analitos. Estes métodos geralmente n&o necessitam de pré-
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purificacdo e, consequentemente, reduzem o custo das analises
(SUN, 2006).

Recentemente, varios trabalhos tém surgido na literatura com
o objetivo de explorar a modificagdo quimica da superficie de
eletrodos sdolidos convencionais para a determinacdo de
neurotransmissores em fluidos extracelulares do sistema nervoso
central, em virtude do fato de muitas doencas, dentre elas o Mal
de Parkinson e a depressao, estarem relacionadas com
anormalidades no nivel de dopamina nas sinapses dos neurdnios
(ZHANG, 2008).

O emprego de eletrodos quimicamente modificados ou entao
de metodologias que conciliam o emprego de micro eletrodos e da
voltametria ciclica estdo voltados para o propdsito de se eliminar
a interferéncia do acido ascérbico (10°*-10° mol. L"), o qual
coexiste com a dopamina (10® - 10°® mol. L") no fluido
cerebrospinal em concentragcdes elevadas, e também sofre
oxidagcdo na mesma regido de potenciais que a dopamina
(TOLEDO, 2006).

A determinacado simultanea de dopamina e de acido ascdérbico
foi estudada por Sun (1998) e colaboradores com a utilizagdo de
um eletrodo de carbono vitreo modificado pela eletrodeposicao de
um filme vermelho neutro. A determinacdo simultdnea pode ser
realizada usando a diferenga das correntes cataliticas referentes a
cada composto. A determinacdo de dopamina, na presencga de
acido ascorbico, foi realizada pela utilizacao de um eletrodo de
carbono vitreo contendo um filme de vermelho de acridina eletro-
depositado. Os resultados indicaram que a separacao dos picos de
oxidagcdo de ambos o0s compostos € alcangcada por interagdes
eletrostaticas favoraveis entre o filme e a dopamina (ZHANG et
al., 2003)

Alteracdao do metabolismo normal da DA pode conduzir a
elevadas concentragdes deste neurotransmissor, assim, acelerar a
sua auto-oxidacdo nos compartimentos celulares em que a sua

concentragcdo tem aumentado (BINDOLI et al.,1992). A auto-
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oxidagcdo in vivo da DA produz: DA-quinonas, radicais
superoxidos, radicais hidroxila e per6xido de hidrogénio, os quais
geram estresse oxidativo, contribuindo para a citotoxicidade da DA
(GRAHAM et al,1978). DA-quinonas s&o espécies deficientes de
elétrons que podem ser ligadas covalentemente a nucledéfilos
celulares, tais como grupos sulfidrila, na cisteina livre, glutationa
reduzidos (GSH), e residuos de cistenil em proteinas. Esse
mecanismo de auto-oxidacadao €& facilitado pela presenca de
catalisadores, como ions metalicos de transicdo (PATTISON, et al,
2002). Com efeito, foi demonstrado que tragos de ions metalicos
tais como Cu?*, podem acelerar a auto-oxidagdo de hidroquinonas
(NAKAMURA et al., 2003).

Na Figura 4, estdo resumidas as etapas da biossintese da

dopamina.
HO
H Tirosina H
| i Hidroxilase |
HO@ CH,- (lj—COO —>» HO Hy— ?—COO_
NH3+ + OH NH3+
L-DOPA
Tirosina -
- CO0 / Dopa
HO Descarboxilase
HO CH,CH,NH;"

Dopamina

FIGURA 4 - Etapas da biossintese da dopamina.

1.7.2 Complexac¢do in natura de dopamina e impactos clinicos

Em 1985, Carlsson, e seus associados relataram a
ocorréncia de um novo metabdlito da dopamina, 5-S-
cisteinildopamina (5-S-Cys-DA), em certa regido dopaminérgica do
cérebro de mamiferos, incluindo o nucleo caudado, globulus

palidus e substédncia negra. O interesse por esse metabdlito
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aumentou regularmente durante os subsequentes anos em virtude
do seu possivel significado como um indice de estresse oxidativo
em processos de envelhecimento e em transtornos
neurodegenerativos, como a doenga de Parkinson. Estudos pelo
grupo sueco revelou um aumento gradual na proporgadao de 5-S-
Cys-DA/dopamina na substdncia negra humana com o aumento da
degeneracao e despigmentacdo, de um valor de 0,0254 em
individuos normais para 0,174 em doentes de Parkinson. Um
aumento similar em 5-S-Cys-DA foi observado no striatum de
cobaias de porcos adultos ou apdés a alimentacdao com dieta
deficiente em ascorbato. O tratamento com reserpina aumentou a
pré-sinaptica de circulacdo de dopamina pela inativagcao do
mecanismo de armazenamento em vesiculas, também causou
aumento na formacédo 5-S- Cys-DA. Em anos mais recentes, 5-S-
Cys-DA chamou a atencdao como um suposto precursor da
neuromelanina, um pigmento caracteristico que ocorre nos
neurdnios dopaminérgicos localizado na parte compacta da
substancia negra. Baseado em estudos de degradacado da
substancia negra neuromelanina humana purificada, Rorsman, e
seus associados sugeriram que o pigmento € uma mistura de
copolimeros derivados da oxidagdo da dopamina e 5-S- Cys-DA.
Bioquimicamente, 5-S- Cys-DA se forma a partir da adi¢cdo de
cisteina ou uma cisteina contendo tiol a dopamina-quinona (Figura
5) (PALUMBO et al.,1995).
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FIGURA 5- Auto-oxidagdo da dopamina.

1.7.3 Eletro-oxidagao da dopamina

1.7.3.1 Nogbes gerais

A principal caracteristica do principal produto da oxidacéao
de catecodis; orto-quinona (Figura 6) é sua deficiéncia em elétrons
e, portanto, altamente reativa frente a grupos nucledfilos. A maior
parte facilmente disponivel nucledfilo no lado da cadeia do grupo
amino da orto-quinona, por isso uma intraciclizagdo tem lugar em
pH neutro, como é mostrado para a dopamina-o-quinona (DANIEL

et al.,1975).
O

Ho:©—R N\ R
HO y +2H+ + 2e
o)

catecol orto-quinona

FIGURA 6 - Oxidagado do catecol produzindo o-quinona

Onde R = CH,CH;NH; = dopamina
CH (OH)CH:;NH, = norepinefrina
CH; = 4-metilcatecol.
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O produto inicial da ciclizagado (Figura 7) é o leucocromo, de
certa forma, mais facil de ser oxidado do que o catecol inicial, por
isso, a oxidagdo tem prosseguimento até o bem conhecido

aminocromo, nesse caso, dopamina-cromo (DANIEL et al.,1975).

o) NH, 0
N HO N
> 2e
Y HO N o N
O H O §+
DOQ leucocromo dopamina-cromo

FIGURA 7-Intraciclizagdo da dopamina-o-quinona.

Essa ciclizagdo intramolecular é exatamente um caso
especial de reacgdes nucleofilicas da orto-quinona. Apesar da
disponibilidade direta da etilamina no lado da cadeia, um
nucledfilo externo pode facilmente competir com a intraciclizagcao

como mostra a Figura 8, com:

0 NH, HO NH,
\
Y ez j@(;/

0 HO

DOQ

FIGURA 8- Representagcao do ataque nucledfilo (: Z) a dopamina-orto-
quinona.

a) Intraciclizagao formando aminocromos.
b) A nova redugdo do catecol de origem por redutores enddégenos,
(qualquer das reagdes anteriores, a ou b, podem ocorrer).

A partir de uma dessas reacgdes pode-se predizer que
possiveis caminhos para descobrir as consequéncias das reacgdes
oxidativas in vivo ou produtos ligados covalentemente in vitro.
Existem poucos dados quantitativos desses caminhos de
reacao,pela sua rapidez e complexidade em condicbes
fisiolégicas (DANIEL et al.,1976).
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1.7.3.2 Formagéo de 5-S-Cys-dopaminocromo

Recentes trabalhos descrevem a influéncia da L-cisteina na
oxidagcao quimica in vitro do neurotransmissor catecolaminérgico
dopamina em pH neutro. Esses resultados mostraram que a L-
cisteina modifica o caminho normal de oxidagdo da dopamina
formando o polimero preto/marrom melanina por meio da oxidacgéao
do produto formado do neurotransmissor, dopamina-orto-quinona
para formar inicialmente 5-S-cistenil-dopamina (5-S-Cys-DA,
produto principal) e 2-S-cistenil-dopamina (2-S-Cys-DA, produto

secundario)Figura 9.

HO NH;* 0 NHs* HO NHs* HO
jij\/ auto-oxi \jij\/-i- CySH
V/ + +
HO -2H*,-2¢" O HO HO NH;
S COOH S
NH; NH;
Dopamina Dopamina-Quinona 5-S-Cisteinil-Dopamina COOH

2-S-Cys-DA

FIGURA 9 — Oxidacdo da DA, com formagdo de dopamina-quinona e 5-S-
cistenildopamina e 2-S-cistenildopamina

1.7.3.3 Aplicagcbes de dopamina complexada para estudos eletro-

quimicos em proteinas

Uma das aplicagbes esta relacionada a prevengdo de doen-
cas causadas pela falta ou excesso de dopamina, buscando o de-
senvolvimento de sensores eletroquimicos estaveis e com alto
grau de seletividade, para possibilitar a construgado de dispositivos
portateis de facil manipulacdo e também na miniaturizacdo do sis-
tema na tentativa de se determinar in vivo, bem como outras molé-
culas de interesse bioldégico. Na area neuroldgica, surge a possibi-
lidade de desenvolvimento de sensores especificos para drogas

qgue atuam no sistema nervoso central, o que possibilitara estudos
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de interagdo destas drogas com os neurotransmissores, levando
ao esclarecimento de duvidas que persistem, como por exemplo, o
quanto as drogas afetam o comportamento e o metabolismo dos
usuarios (TOLEDO, 2006).

Neste trabalho, contudo, visamos estudar a complexagcao de
dopamina com proteinas, especificamente a albumina de soro bo-
vino, BSA, como um modelo para exploragao eletroquimica de ca-
racteristicas morfo-funcionais de proteinas desprovidas de centros

prostéticos de transferéncia de carga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o complexo dopamina — albumina em eletrodo de
pasta de carbono simples, como um modelo de etiquetagem

eletroquimica para estudos de proteinas.

2.2 Especificos

e Calibracdo de potenciostato para estudos de voltametria
ciclica

* Determinagdao de grupos tidis em BSA com DTNB.

* Isolamento proteico dos complexantes em excesso por
cromatografia de filtracdo em gel e por dialise.

« Ciclovoltametria de BSA inibida com N-etilmaleimida.

e« Complexacdao de dopamina com BSA.

e Ciclovoltametria de dopamina.

e Ciclovoltametria de BSA-dopaminocromo.

* Determinacdo de paréametros eletrocataliticos do aducto
proteico de dopamina.

e Espectrofotometria de primeira derivada de BSA-
dopaminocromo.

» Espectrofluorimetria de BSA-dopaminocromo
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo eletroquimico de proteinas tem sido feito ao
longo das ultimas décadas com modelos experimentais
constituidos essencialmente de metaloproteinas, tais como
pigmentos respiratérios e metabdlicos, incluindo hemoglobinas,
mioglobinas, citocromos e azurina (proteinas contendo cobre).
A identificagcdo e estudos de proteinas desprovidas de centros
metalicos é praticamente inexistente na literatura.
Paralelamente, a vasta gama de eletrodos definidos para
tal sdao elaborados com alteragbes estruturais (pasta de
carbono, metais, diamante e carbono vitreo modificado)
que limitam o seu emprego (custos, volume de amostra, entre
outros). Dessa forma, foi utilizada a metodologia de complexacgao
de dopamina com BSA devido as caracteristicas de 1) facil
construgdo do eletrodo (pasta de carbono simples) e 2) sua
adaptacdo a diferentes volumes de amostra, 3) obtencdo de
quantidades expressivas do complexo para analise voltamétrica,
4) resposta eletroquimica sensivel a voltametria ciclica, 5)
facilidade relativa para comparagcao da resposta com biomoléculas
com grupo funcional tiol (cisteina, glutationa), 6) além da néo
necessidade da macromolécula alvo apresentar grupos redox
prostéticos ou metalicos, tais como o de metaloproteinas
(mioglobina, hemoglobina, citocromos, ferredoxina, dentre
outros), geralmente empregados nos estudos classicos de
voltametria de proteinas.

Nesse sentido, tem o presente trabalho o objetivo de
avaliar a possibilidade de uma marcacao estavel em proteinas
para estudo eletroquimico, utilizando um modelo de complexacao
de BSA com dopamina, e sensor formado por eletrodo de pasta de

carbono ndao modificado.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes

N-etilmaleimida (NEM), dopamina (DA), e albumina de soro
bovino (BSA) foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
E.U.A.), sem purificagdo adicional. Todos os outros produtos
quimicos foram de grau analitico PA. Agua bidestilada foi
utilizada no preparo das solugdes. Solugdes estoque de reagentes
foram preparadas pela dissolugcdo de uma quantidade exata de
cada composto em agua bidestilada e armazenadas na geladeira
em local escuro. BSA foi determinada a partir do seu coeficiente
de extincdo molar em 279 nm (0,667 a 1%)( CARLSON ; ROOKE,
2008).

O derivado NEM-BSA foi preparado reagindo NEM com BSA
na proporcdo molar de 5:1 em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol.L"’
em pH de 7,4 por 3 dias a 40 °C com agitacdao.Em seguida foi

feito a dialise da solucgéo.

4.2 Determinacgédo grupo tiol (-=SH) livre

Tiois totais foram determinados usando o reagente de
Ellman®s[acido d 5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico)] (ROTMAN; DALY;
CREVELING, 1976). Para esta analise foram adicionados volumes
entre 10 e 150 yL de amostras de BSA preparadas em tampéao
fosfato de sédio 0,1 mol. L' pH de 7,4 . A estas amostras foram
adicionados 200 pyL de DTNB 0,010 mol.L-"". A absorbancia foi
medida espectrofotometricamente em 412 nm devido ao produto
resultante da reacgao do grupo tiol com DTNB que gera o acido 2-
nitro-5-mercapto-benzdéico (TNB) de cor amarela. Os valores
foram calculados por comparagdao com solugdo padrao de L-
cisteina (10°-1,5. 10* mol. L").
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O mesmo procedimento foi realizado para o compexo BSA-
Dopaminocromo utilizando-se os volumes de 100 yL do complexo.

4.3 Formacao do complexo entre DA e BSA

Varias proporgdes molares de DA e BSA foram testadas em
temperaturas (5,15, 25, 37, 45 °C ), periodos( 5 a 240 minutos) e
emprego de catalisadores metalicos(ferro, cobre, magnésio, 102 a
5.10°° mol.L-" ), com a melhor condigdo experimental monitorada
como segue. A ligacdo de dopamina com BSA foi realizada
misturando solugdes 1,6.10* mol. L' de BSA com uma solucao
8.10° mol. L' de DA no mesmo tampdo a 37°C por 2 h. As
amostras foram dialisadas com wuma membrana de celulose
(Spectrapore, Ilimite de corte 6000-8000 uma, Spectrum
Laboratories, Inc, CA), durante 24 h, com um periodo de 2 h para
a mudangca do tampao, exceto sob overnight. Posteriormente, o
conteudo das membranas foi suavemente retirado para evitar a
oxidacdo e desnaturagao da proteina. Em seguida, aplicou-se esta
mistura a uma pequena coluna Sephadex G-25 (0,7cm x 15 cm)
equilibrada com tampéao fosfato. As solugdes foram eluidas com o
mesmo tampao e as fragdes correspondentes aos principais picos
cromatograficos foram coletadas separadamente (fragcdes de 1,5
mL) e imediatamente mantidas a 5 °C antes dos ensaios

eletroquimicos e espectroscépicos.

4.4 Calibragdo do potenciostato / galvanostato p-39 omnimetra.

Foi utilizado ao Ilongo do experimento um sistema
potenciostato/galvanostato PG-39MCSV, Omnimettra Instrumentos
Cientificos Ltda (Nova Friburgo, Rio de Janeiro). O sistema PG-39
foi devidamente calibrado empregando-se o registro elétrico e
qguimico do sinal de corrente obtido em ensaios distintos. Para o
primeiro foi conectado as extremidade das garras RE1-WE e RE2-
CE um resistor de 100Q,[lseguindo-se rampa linear de -0,1 a +0,1

V a 100 mV/s. A inclinagcdo de grafico potencial aplicado por
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corrente resultante obtida foi contrastada com o valor do resistor
empregado.

Para a calibragcdao quimica foi empregado 5 mL de solucéo
de ferricianeto de potassio 5.102 mol.L”" em KCI 0,5 mol.L’
seguindo-se a imersédo da superficie de contato dos eletrodos de
trabalho (pasta de carbono e carbono vitreo), auxiliar (platina) e
de referéncia (Ag/AgCl), préximos um do outro, para monitorar o
sinal eletroquimico. Esse foi obtido por voltametria ciclica a 200
mV/s e faixa de -0,2 a +0,6 V. O sinal de reversibilidade
caracteristico foi utilizado como  critério para analises
parameétricas ulteriores dos eletrodos, como potencial de pico

anodico e catddico.

4.5 Voltametria ciclica

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma
célula padrdo de trés eletrodos utilizando um potenciostato
PG39MCSV: galvanostato (Omnimetra Instr. Cientificos Ltda, RJ,
Brasil), e 0,1 M de tampao fosfato de sédio pH de 7,4 como
solugcédo eletrolitica. Um eletrodo de Ag/AgCl foi utilizado como
eletrodo de referéncia, e um fio de Pt como eletrodo auxiliar. O
eletrodo de trabalho foi construido por uma mistura 70:30(m/m) de
grafite (99,9% de pureza, Fluka, St. Louis, E.U.A.) com Nujol
(Mantecorp, RJ, Brasil). O intervalo do potencial aplicado foi de
-300 a + 600 mV, em uma velocidade de varredura de 100 mVs-"'.
Todas as solugbes foram previamente desareadas com fluxo de
nitrogénio durante 5 minutos para remover oxigénio antes do inicio
dos experimentos. Ensaios de variagdo de pH foram conduzidos
em solugbes tamponadas a 0,1 M de acetato (pH 3, 4 e 5 ensaios
de variacao de pH foram também conduzidos em solugdes
tamponadas a 0,1 M de acetato (pH 3, 4 e 5), fosfato (pH 6 e 7) e
Tris-HCI (pH 8, 9 e 10) em temperatura ambiente.
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4.5.1 Caracterizagcao ciclovoltamétrica de dopamina

Foram realizados medidas de CV para verificar o
comportamento eletroquimico da dopamina, bem como seus
potenciais de oxidacdo e reducdao. As medidas foram feitas com
dopamina na concentracdo de 8,3. 10°° mol. L' a uma velocidade
de varredura de 100mV/s, entre -0,3 e 0,6 V. Os dados
amperimétricos foram corrigidos por subtragcdo da linha de base.
Os seguintes ensaios também foram conduzidos sob essa
montagem:

1.Medidas voltamétricas ciclica em funcdo da concenracao
de dopamina, variando-se essas ultimas em 0,2; 0,5; 1,9; 2,0; e
5,0 .10°% mol.L"".

2.Estudo do efeito de velocidade de varredura de potenciais
entre 50 e 300 mV/s para 8,3.10°° mol.L"" de dopamina em tampé&o
fosfato no intervalo acima( WANG et al.,2005).

3.Medidas voltamétricas na mistura de dopamina,
juntamente com L-cisteina e acido ascé6rbico na proporgcao molar
de 1:1:1 bem como de uma mistura de dopamina e L-cisteina(1:1
em mol), para verificar o efeito de &acido ascérbico na
oxidacao/reducao da dopamina entre -0,3 e 0,6 V a uma
velocidade de 100 mV/s.

4 Eletro-oxidacdo de dopamina aplicando-se potenciais de
0,05; 0,20; 0,30; e 0,60 V durante 20 minutos.

4.6 Espectrofotometria

As mudancas nas propriedades Opticas dos aductos de
proteinas foram estudadas usando espectrofotometria de primeira
derivada e espectroscopia de fluorescéncia. O espectro de
absorcdo das solugbes de amostra contendo DA ou DA-BSA foi

obtido pelo instrumento S22 (Biochrom Ltda, St. Albans, UK), com
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caminho 6ptico de 10 mm para a célula e fenda de 2 nm. Os dados
dos espectros de absorgdo armazenados em um computador foram
convertidos a primeira derivada apos suavizagao do sinal com
funcdo de 11 pontos de Savitzky-Golay em intervalos de 1 nm de
comprimento de onda. Os dados obtidos em triplicata foram
analisados com o pacote estatistico Origim 8.0 (OriginLab Co,
Northampton, MA, E.U.A.).

4.7 Espectrofluorimetria

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em células de
quartzo de 10 mm? utilizando-se o instrumento Cary Eclipse
(Varian Inc, Palo Alto, CA, EUA). Os espectros de emissédo foram
realizados em 300 a 500 nm, determinando-se a intensidade do
pico em 279 nm. Um espectro controle obtido antes da adi¢cado da

proteina foi subtraido do espectro de emissao das misturas.

4.8 Analise de dados

Os dados eletroquimicos foram coletados em varreduras de 5
ciclos cada, sendo considerado para analise apenas o terceiro
ciclo, com os valores utilizados para afericao qualitativa da
mudanca de mecanismo de reag¢ao. Todos os dados foram
analisados por meio de ajuste linear por minimos quadrados e
procedimentos de suavizagdo. Os graficos foram representados
com auxilio do pacote grafico e estatistico Origin, versao 8.0
(OriginLab, Northampton, MA, EUA). Os experimentos foram
conduzidos em sala climatizada em 22 °C, e o0s ensaios de
complexacdo de dopamina com albumina, ciclovoltametria e

cromatografia de exclusadao molecular, em quintuplicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdes de grupos tidis com DTNB

A Figura 10 mostra as curvas analiticas na determinacao de
grupos tidis de L-cisteina, BSA e BSA- NEM. Utilizando dados
dessas curvas foi calculado a relagdo entre as concentracgbes
dessas substancias e o grupos tiol livre. Em relagdo a L-cisteina
foi encontrado um valor de 1,2+0,2 yM para a BSA foi de 0,7 £ 0,2
MM e, para BSA-NEM o valor encontrado foi de 0,0x0,0 uM,
sugerindo que houve complexacdo entre BSA e N-etilmaleimida,
bloqueando o grupo tiol do residuo de Cys-34 presente na BSA
(ROTMAN; DALY; CREVELING, 1976).

m |-cisteina
0,9 - ® BSA
A DOPA-BSA -
v NEM-BSA
0,6
[ |
£ o
< 031
°
e A A A
0,0 v v v v v
| T |
20 40

Concentragdo,10”° mol.L”

FIGURA 10 — Curvas analiticas de DTNB com L-Cys, BSA e BSA complexada
com N-etilmaleimida.
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5.2 Ciclovoltametria de dopamina

A Figura 11 corresponde aos dados ciclovoltamétricos de
oxi-redugdo de dopamina e DA-o-quinona sobre eletrodo de pasta
de carbono. Através do voltamograma foram observados os
potenciais de pico de oxidacdo e reducdo desta molécula
organica, em 214 mV e -5,7 mV, respectivamente. O valor de E°
calculado foi de 104 mV. O valor de E,. encontrado esta de
acordo com o valor determinado por ARDAKANI et al. (2009), que
é de 215 mV.

40 -
E.=214mV
|, =32,6 1A
20
<
0 -
Epc =-5,7mV
20 IpC =-17,74A
1 ' 1 ' 1
-400 0 400
E / mV vs Ag/AgCl

FIGURA 11 — Voltamograma ciclico da dopamina (8,3x10°°M), em solugéo
tampéao fosfato pH de 7,4 em eletrodo de pasta de carbono a
velocidade de varredura de 100 mV/s.

A velocidade de varredura foi variada de 50 a 300 mV/s, com

o objetivo de avaliar a reversibilidade e a natureza do transporte
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do material eletroativo para a superficie do eletrodo. Na Figura 12
sao apresentados os voltamogramas ciclicos, em diferentes
velocidades de varredura de uma solugdo 8,3.10°* M de dopamina
em tampé&o fosfato 0,1 M com pH igual a 7,4. No intervalo de
velocidade estudado, foi possivel observar uma variacg¢ao linear do
potencial de pico com o aumento da velocidade de varredura, o
que € indicativo da reversibilidade da reacdo de oxidacdo da
dopamina (SANTOS, 2007).

<<
= ] ——50mV.s”
———100mV.s"
o ——150 mV.s™
] N ———200mV.s’
44 ~_/ 300 mV.s"
-6 4
T I T I T I T I T 1
-400 -200 0 200 400 600
E/mV vs Ag/AgCl

FIGURA 12 — Voltamograma ciclico de dopamina (8,3. 10°® M) obtido com
eletrodo de pasta de carbono em velocidade de varredura
entre 50 e 300 mV/s em tampéo fosfato pH igual a 7,4

(R?=0,981).

A Tabela 1 apresenta alguns parametros eletroquimicos para
a dopamina. A partir da variagdo dos valores de AE, com a
velocidade de varredura, mostrado na Tabela 1, podemos verificar
que neste caso, a oxidagao eletroquimica da dopamina é um
processo quase-reversivel controlado por transferéncia de massa.

Contudo, o comportamento da razdo |iy./ipa|, pode indicar a
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presenca de uma reacdo quimica acoplada (CORONA; AVENDANO

2007).
TABELA 1

Variagcdo dos parametros voltamétricos em fung¢do da velocidade de
varredura do potencial (v) correspondente ao CV da figura 12.

v(mV/s) Era(mV)  Epo(mV)  AE,(MV)  ipa(HA) o (MA) [ioe/ina
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 natureza do transporte de massa que governa o processo
redox pdde ser conhecida pela relagdo entre |, vs v'?(Figura 13).
Uma relacao linear entre a corrente de pico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura ¢é um indicativo da adsorcdo de
moléculas do reagente e/ou produtos na superficie do eletrodo e
sugere que o processo pelo qual os analitos chegam a superficie
do eletrodo é difusional. O processo se deve ao gradiente de
concentragado existente entre o seio da solugdo e a superficie do
eletrodo (SANTOS, 2007).

A despeito do carater difusional e de reversibilidade da
transferéncia de carga, alguns parametros eletroanaliticos foram
determinados com o intuito de se monitorar sua variagdo nos
aductos de dopamina. Esses pardametros consistiram no
coeficiente de heterogeneidade padrédo, k°, e o coeficiente de
transferéncia de carga a (WANG, 2001).



48

s Ipa
[ |
5 4
<
a8
0 4
®
®
o
5 e ipc
I I 1
5 10 15 20

1/2 112 _1/2
v:/mV~©s

FIGURA 13 — Correntes de pico anddica e catdédica em funcgdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura. (R? = 0,981 para l,. e
R? = 0,946 para l,.).

A Figura 14 mostra os voltamogramas ciclicos da dopamina
em funcdo da concentracao. Foi possivel observar que houve um
aumento da corrente de pico andédica com o aumento da
concentragdo de dopamina de 30 pA a 123 pA. Este
comportamento pode indicar que as cargas anoddicas envolvidas
neste processo aumentam, e consequentemente o produto
oxidado. Complementarmente, a Figura 14 sugere uma mudanga
de comportamento de superficie de resposta dos eletrodos, de
uma cinética quase-reversivel a irreversivel (TOLEDO, 2006).

Com um coeficiente de determinacdo linear igual a 0,99
(inserto da Figura 14), sugere-se que o eletrodo de pasta de
carbono utilizado na determinagdo da dopamina neste trabalho

possui potencialidades para aplicagdes analiticas.
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FIGURA 14 - Voltamograma ciclico da dopamina variando a concentragcdo de
0,2 mM a 5,0mM com inserto l,» x [dopamina] (R? = 0,99), no
intervalo de potencial de -0,3 V a 0,6 V, numa velocidade de
varredura de 100 mV/s em pH de 7,4.

A Figura 15 mostra a curva cronoamperométrica da eletro-
oxidacdo de dopamina onde se pode visualizar o consumo do
analito na superficie do eletrodo em até 20 minutos, dependendo
do potencial aplicado e aparecimento de dopaminocromo pela

curva de eletro-oxidagdo de dopamina (ALFARO et al.,1995).
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FIGURA15-Cronoamperometria de eletro-oxidagdo da dopamina em
diferentes potenciais aplicados.

A Figura 16 mostra os voltamogramas ciclicos da dopamina
antes e apos sua eletro-oxidagdo a 0,6 V durante 20 minutos.
Podemos perceber a mudanga, tanto da corrente de pico anddica
como a corrente de pico catdédica, sendo que antes da eletro-
oxidacdo os picos sdo bem visiveis, e apdés a eletro-oxidagao,
ocorre uma diminuigao significativa da corrente de pico catddico,
indicando que houve oxidagao da dopamina para formar a orto-
quinona (TSE; McCREER; ADANS, 1976).
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FIGURA 16- Voltamograma ciclico de dopamina antes e apés a eletro-
oxidagdo (0,6 V durante 20 minutos), num intervalo de
potencial entre -0,3 e 0,6 V, com velocidade de varredura de
100 mV/s, em eletrodo de pasta de carbono.

A fim de certificar-nos da mudanca dos sinais
eletrocataliticos de DA pela oxidacdo do analito, foram realizados
ensaios na presenga do antioxidante L-ascorbato. A Figura 17
mostra os voltamogramas ciclicos da dopamina complexada
somente com L-cisteina na presenca de vitamina C e complexada
com L-cisteina. Pode-se perceber o surgimento da corrente de
pico catédica bem como o aumento da corrente do pico anddica
na mistura de dopamina com acido ascoOrbico e L-cisteina em
relacédo a dopamina ligada a L-cisteina, sugerindo que a vitamina
C interfere na complexacdao da dopamina com L-cisteina,
impedindo a formacao da dopamina-quinona e,
consequentemente, a formacdo do complexo 5-S-Cys-dopamina
(ZHANG, 2008).
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FIGURA 17- Voltamograma ciclico de 10°®* mol.L"' de dopamina, complexada
com 10°® mol.L' de L-cisteina, (linha pontilhada) e 10°® mol.L"’
de dopamina na presencga de 102 mol.L-' de acido ascdrbico e
10® mol.L-" de L-cisteina (linha continua), entre -0,3 V e 0,6 V,
numa velocidade de varredura de 100 mV/s.

5.3 Ciclovoltametria de BSA-dopaminocromo

5.3.1Resultados das fragdoes coletadas apés eluigédo

cromotografica de BSA e dopamina

A fim de avaliar a resposta eletrocatalitica do complexo
BSA-DA, alguns procedimentos de isolamento foram realizados,
tais como equilibrio de filtragcdo em gel e dialise.

A analise das Figuras 18 e 19, sugere que a fracao
contendo solucdo de BSA é eluida nos primeiros tubos (2 e 3 mL),
pois as moléculas maiores tendem a passar direto pela matriz

resinosa, ao passo que a molécula de dopamina, por estar fora
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do limite de corte da resina (5000 Da), tende a ser eluida nas
ultimas fragcdes (6 e 7 mL). Dessa forma, podemos concluir que
houve separacdo de BSA e dopamina que estava em excesso na
solugcédo (BOESE et al., 1995)

2.5 4
2.0 1

N N
15 ;
’ ;  J
: s

a - bsa
b - dopamina|

A279nm

0.5 4

0.0 - W@ e @ @) .

eluido, mL

FIGURA 18- Resultados sobrepostos da absorbancia das fragdes eluidas de
BSA e dopamina sem pré-incubacédo, a partir dos ensaios.
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FIGURA 19 — Medidas da absorbancia das fragdes coletadas da mistura
BSA - dopamina apos incubacgéo.

Os resultados obtidos a partir dos dados eletroquimicos do
complexo BSA-5-Cys-DA estdo apresentados na Figura 20. BSA
nado apresentou uma alteragdo significativa de picos (Figura 20,
curva a), mas quando marcada com DA, apresentou uma
transferéncia intermolecular de elétrons revelada por um pico
anodico com valor de E,, préximo ao encontrado para DA livre
(Figura 20, curva b e c). Como obtido para o complexo DA-5-S-Cys
(Figura 17), o processo de oxidacao nao foi acompanhado por uma
onda de reducgdo significativa, sugerindo uma irreversibilidade
para a reagao, em o0posicdo ao mecanismo quase-reversivel

apresentado pela oxidagao de DA (Figura 11).
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FIGURA 20- Voltamograma ciclico de: b-dopamina; c- dopamina complexada
com BSA apods dialise e b- e BSA em tampao fosfato pH de 7,4
numa velocidade de varredura de 100 mV/s.

A dopamina oxida-se reversivelmente de acordo com o
mecanismo ECC (eletroquimico-quimico-quimico) a dopamina-orto-
quinona. Em etapa posterior, a ciclizagdo da dopamina-orto-quinona(1)
pode ocorrer com a perda de um préton, gerando 5,5-
dihidroxiindolina(2) e/ou a aminocromo(3), a qual pode sofrer
polimerizagcdao e consequentemente bloquear a superficie do eletrodo.
Como em meio neutro, a velocidade da reacao é maior, a formacao da
5,5-dihidroxiindolina é favorecida e consequentemente ha o bloqueio da
superficie do eletrodo (WEN; JIA; LIU, 1999). Na Figura 21, séao

representadas as etapas eletroquimicas citadas acima.
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FIGURA 21 — Etapas da eletro-oxidacdo de dopamina
Fonte: TOLEDO, 2006.

A fim de se obter dados sobre a cinética de transferéncia de
elétrons entre o eletrodo e o complexo BSA-S-Cys-DA, alguns
parametros dessa natureza foram determinados utilizando-se o
tratamento de Laviron (WU; JI; HU, 2007). De acordo com esse
tratamento, para um processo irreversivel a constante de
heterogeneidade padrdo de transferéncia de elétrons, k°, e o
coeficiente de transferéncia de carga, a, podem ser obtidos pela
equacao abaixo (SUN; JIAO; ZHAO, 2006).
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E,=E°+(2,303RT/anF)log(RTk°/anF)+(2,303RT/anF)logv (5)

, onde n representa o numero de elétrons transferido, v a taxa de
varredura e E° o potencial formal padrdo. Dessa forma, o valor de
an pode ser calculado a partir da inclinagdo de um grafico de /og
v por E,, ou Inv por E, (Figura 22),e o valor de k°, pelo intercepto,
conhecido o valor de E°. Esse, por sua vez, pode ser obtido a
partir do intercepto de um grafico de v versus E,, por extrapolacéao
a diluicdo infinita no eixo da ordenada (v=0). Por esse tratamento
foi encontrado um valor de k° de 1,47 e 1,16 cm.s' para DA e
BSA-S-Cys-DA, respectivamente, sugerindo uma diferenga nao
significativa na taxa de transferéncia de elétrons entre DA livre e
o aducto proteico de DA.

As reagcdes mais complexas que envolvem rearranjo
molecular significativo sobre a transferéncia de elétrons, tais
como a redugcdo do oxigénio molecular a peroxido de hidrogénio
ou agua, ou a reducao dos protons a hidrogénio molecular, podem
ser muito lentas. Valores de k° significativamente menores do que

10" cm/s sugerem processos irreversiveis (BARD, 2001).
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FIGURA 22 — Grafico de Inv x Epa de dopamina, como exemplo de
representacao para determinacao de parametros cinéticos de
transferéncia de carga (R? = 0, 964).

Desde que uma contribuicdo de carga elevada de corrente é
encontrada sobre razoaveis condigcdes de demanda (baixas
concentragdes do analito, velocidade de varredura alta),
distorcdes Ohmicas (perda iR), estdo constantemente presentes
(ZOSKI, 2007).

A queda 6hmica produz um grande aumento na determinacgao
experimental da separacao do potencial de pico AE,. O efeito
6hmico torna E,; mais negativo e E,. mais positivo e AE, com
valores elevados (ZOSKI, 2007).

Para certificarmos de que a ligagdao de dopamina ocorreu no
residuo de Cys-34 livre da BSA, foi realizado um bloqueio do
grupo tiol livre presente na mesma (Cys-34) com N-etilmaleimida
(ROTMAN; DALY; CREVELING, 1976).
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A Figura 23 mostra os voltamogramas ciclicos da dopamina
com a BSA complexada com N-etilmaleimida, e da dopamina
complexada com BSA depois de submetida a dialise. Foi
observado que, com a dopamina complexada com N-etimaleimida
houve ma recuperagcadao do sinal das correntes de pico anddica
como da corrente de pico catdédica, sugerindo que houve
complexacdo entre a BSA e N-etilmaleimida, bloqueando o grupo
tiol dessa ultima e impedindo que a ligagdo da dopamina com BSA
(ROTMAN; DALY; CREVELING, 1976).

ffffffff complexo BSA-dopaminocromo dializado.

30 |—— dopamina+BSA+ NEM dializado.
20
10 -
<
0 4
-10 -
' I ' I ' I ' I ' 1
-400 -200 0 200 400 600

E/ mV vs Ag/AgCI

FIGURA 23 - Voltamogramas cilcicos da dopamina e de BSA complexada
com N-etilmaleimida (linha continua) e do complexo BSA-
dopaminocromo(linha pontilhada),apds dialise em um
potencial entre -0,3 e 0,6 V, numa velocidade de varredura de
100 mV/s em pH de 7,4 num eletrodo de pasta de carbono.

O mecanismo de reacdo envolve formacédo de DA-quinona,

apo6s oxidacao de DA (Figura 24), a primeira altamente reativa e
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deficiente de elétrons, que sofre um ataque por nucledfilos, neste
caso pelo grupo sulfidrila de cisteina livre. A interagcdo da
proteina com o reativo metabolito da DA, tem como resultado uma
ligagdo covalente entre os grupos tidis com a DA-quinona para
formar 5-cistenil-DA (LAAR et al.,2009).

HO NH;" 0 NH;" o) NH;"
m N\ N\
> —_—
HO 7 Y

(0]
dopamina dopamina-orto-quinona 0 5-Cys - dopamina
H
I I
CH, CH,
H3+N—C|IH H3*N—CH

I

COO- COoO-

L-cisteina
FIGURA 24 - Oxidagado da dopamina em dopamina-quinona e o resultado da

conjugagado com L-cisteina (5-cys - DA).
Fonte: LAVOIE; HASTING, 1999.

A relagao iy./ipc para a dopamina livre e para a dopamina na
presenga do complexo BSA-NEM mostrou-se similar, sugerindo a
forma livre do analito na resposta eletroquimica para ambos,
embora outros parametros eletroanaliticos calculados tenham sido
distintos.

Esses dois valores, juntamente com o valor reduzido de «a
para dopamina-BSA-NEM, podem relacionar-se a provavel
cobertura parcial do complexo BSA-NEM sobre a superficie
eletréodica, devido a rede de carga liquida em torno de -17 para a
proteina no pH ensaiado (BOHME; SCHELER, 2007). Assim, sob
um pico de oxidagcao positivo em torno de 200 mV, o complexo
desprovido de dopamina (BSA-NEM) pode ter sofrido atracéo
eletrostatica do seio da solucao para a superficie eletrédica. Essa
adsorcao parcial poderia, por sua vez, limitar o acesso da
dopamina a transferéncia de elétrons, mas sem alteracdao na
relacao da corrente de oxi-reducdo produzida, para o analito que

tenha atingido a superficie livre do eletrodo.
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Nesse sentido, o potencial de pico andédico para o sistema
(BSA-dopaminocromo) teve a relagado i,./i,c reduzida préoximo a
metade de seu valor original (dopamina livre), revelando uma
menor capacidade oxidativa para o complexo BSA-dopaminocromo
em relacdao a forma livre de dopamina. Esse dado pode ser
contrastado com a regido hidrofébica intrinseca do ambiente do
residuo de Cys-34 de interagcdo com a catecolamina (STEWART et
al., 2004), o que pode refletir um aumento na distancia fisica de
contato dos grupamentos quimicos envolvidos no mecanismo de

oxi-redugdo do complexo, em relagcdo a dopamina livre.

5.4 Estabilidade do complexo BSA-Dopaminocromo

Medidas de corrente sob potencial de pico andédico para o
complexo foram tomadas ao longo de uma semana com varias
amostras, a fim de validar preliminarmente a estabilidade de sinal
eletroquimico dos complexos. A Figura 25 apresenta o resultado
comum de wuma dessas amostras, sugerindo uma oxidacgao
relativamente moderada do complexo sob acondicionamento (48 h
sob 5 °C ).
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FIGURA 25- Grafico de ipa do complexo BSA-dopaminocromo em fungédo do
tempo (dias).

Ciclovoltamogramas foram obtidos para o complexo sob

condi¢cbes tamponadas a distintos valores de pH (Figura 26)
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FIGURA 26 — Grafico de Epa do complexo BSA-dopaminocromo em fungéo
do pH.

O valor da inclinagao obtida, 0,067 V/pH, foi prdéximo de
0,059, V/pH, sugerindo que o numero de elétrons transferidos foi
igual ao numero de protons que participam da reacdo de oxidacgao
( BATTISTUZZ, G. et al.,1997).

A Figura 27 apresenta os valores de corrente em fungédo da
variagcdao de pH obtido, onde os ensaios puderam identificar um
aumento da corrente de pico anddica obtido. Correntes de pico
andédico ndo puderam ser obtidas em faixas de grande acidez (pH
3,0) nem de alcalinidade alta(pH 9,0). Assim os dados da Figura
27 sugerem que o ambiente fisiolégico é mais propicio para a
transferéncia de carga entre o complexo e a superficie eletrddica,
corroborando com o papel da soroalbumina na remocdo de

derivados metabdlicos de neurotransmissores.
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FIGURA 27— Grafico de Ipa do complexo BSA-dopaminocromo em fung¢édo do
pH.

Ensaios de CV também foram efetivados com intervalos de
varredura de potencial em valores mais expressivos que o0s
apresentados a Figura 13, no intuito de se observar mudang¢as no
mecanismo de transferéncia de carga coadunadas as alteracgdes

vistas sob variagcao experimental de pH.

5.5 Espectrofotometria.

Ensaios realizados com taxas de varredura de 10 a 5000
mV/s apresentaram um perfil curvilinea acima de 100 V/s (Figura
28), sugerindo uma mudang¢a no mecanismo de transferéncia de
elétrons acoplada as reacdes de oxidacao da DA. Nao obstante, o
deslocamento do potencial de oxidacado formal para valores mais
baixos sugere uma estabilizagcdo do complexo com a forma
oxidada do ligante (BATTISTUZZ et al.,1997).
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FIGURA 28— Medidas de potencial de pico anddico para o complexo em
fungdo da velocidade de varredura entre 5mV.s' e 500 mV.s"".

5.5.1 Espectrofotometria de primeira derivada do complexo
BSA-S-Cys-DA

O espectro de absorgcdo de BSA nao possui sinal na faixa de
comprimento de onda da luz visivel. O espectro de DA, contudo,
exibe um pequeno valor para densidade Optica devido as reacgdes
de oxidacdo e intraciclizagdo da molécula (KLEGERIS; KORKINA;
GREENFIELD, 1995)

Nesse sentido, a espectrofotometria de primeira derivada
pode revelar detalhes do espectro original e contribuir para a
redugao do ruido espectral apresentado por esse ultimo (WIGGINS
et al, 2007). A Figura 29 (painel B) apresenta os dados
espectrofotométricos encontrados para DA e BSA-S-Cys-DA, onde
pode se observar um pico negativo de absorbédncia para o espectro

de primeira derivada do complexo em 370 nm, quando comparado
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as alteragcdbes de menor valor apresentadas no espectro de DA
(432 nm), devido a sua oxidagao. Esse resultado corrobora com os
dados eletroquimicos encontrados para BSA-S-Cys-DA, e revela
outra propriedade espectroscdpica para o complexo, que pode ser
utilizada em estudos espectrofotométricos de proteinas na regiao

do visivel, algo inexistente para proteinas sem grupos prostéticos.

5.5.2 Espectrofluorimetria da BSA-5-Cys-dopamina

Paralelamente ao seu comportamento eletroquimico, DA
apresenta um espectro fluorimétrico entre 300 e 350 nm (WANG;
SUN; TANG, 2002). Assim, foi estudado o comportamento
espectrofluorimétrico de DA complexada com BSA. Os dados
obtidos entre 300 e 500 nm de emissao sao apresentados na
Figura 29 A. DA apresentou um pico de emissdao maximo em 320
nm quando excitada em 279 nm, ao passo que BSA apresentou um
pico maximo em 348 nm (emissdo). Apos a ligagdo covalente de
DA a proteina, ocorreu um deslocamento batocrébmico para BSA
com sinal espectrofluorimétrico hipercrébmico em relagdo a
proteina livre. Essa mudanga no pico maximo em relagdo a
proteina livre pode ser explicada pela alteracdo no ambiente da
quinona oxidada em sua ligagdo com BSA, quando comparada a
DA livre.

Isto sugere que as moléculas de DA foram efetivamente
complexadas as moléculas de BSA. Ensaios de desnaturacdo de
BSA-S-Cys-DA com 6 mol.L-”" de wuréia incubada em solugédo
durante 5 h também apresentaram um aumento significativo do
pico de fluorescéncia, esse de valor mais elevado que o obtido
com BSA livre desnaturada. Esse resultado reduz a probabilidade
do efeito hipercrémico apresentado ser devido a desnaturacéao

induzida pela ligacdo covalente a DA.
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FIGURA 29- Espectrofluorimetria (A) e espectrofotometria de primeira
derivada(B) do complexo de dopamina com BSA.
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6 CONCLUSOES

A dopamina foi identificada por voltametria ciclica em
eletrodo de pasta de carbono ndo modificada.
Os parametros eletrocataliticos da dopamina foram
determinados como Epa= 214 mV e k°® = 1,47cm/s.
O complexo BSA-dopaminocromo foi formado em reacao
simples de mistura de dopamina com DA, e sob condig¢des
fisiolégicas.
A BSA complexada com dopamina nao exibiu grupo tiol
livre.
O complexo BSA-dopaminocromo foi identificado em
eletrodo de pasta de carbono simples,
O valor de k° para o complexo BSA-dopaminocromo foi de
1,16 cm/s.
O complexo BSA-dopaminocromo apresentou-se
relativamente estavel e com sinais eletroquimicos
otimizados em pH fisiolégico.
O complexo BSA-dopaminocromo apresentou propriedades
duais eletroquimicas e espectroscopicas (absorgdo e
emissdo), com potencial utilizagdo em estudos de proteinas.
O complexo BSA-dopaminocromo apresentou valores
espectrofluorimétricos maximos de emissao superiores aos
apresentados por DA ou BSA livres.
O complexo BSA-dopaminocromo apresentou propriedades
de absorcdo espectroscOpicas nado encontradas para
proteinas desprovidas de grupos prostéticos.
A formacdo do complexo BSA-dopaminocromo e a
consequente identificacdo da macromolécula em solucao
por voltametria ciclica sugere um método novo e simples
para etiquetagem eletroquimica de proteinas e em especial,
aquelas desprovidas de grupos prostéticos.
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APENDICE A - Resumo do artigo submetido

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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APENDICE B

As paginas que seguem descrevem um conjunto de experimentos
realizados no Lab. Bioquimica da Unifal-MG, com o intuito de se validar
uma metodologia para medidas de respostas eletroquimicas em
proteinas em solucdo ou imobilizadas, modificadas ou n&o com
mediadores de transferéncias de carga. Esses ensaios preliminares
precederam a proposta final da dissertacdo em analise, estando
relacionados a objetivo anterior, pontuado pela medida de quantidades
termodindmicas em proteinas, obtidas em experimentos de voltametria

ciclica com varredura termal continua.

1 Estudo de proteinas imobilizadas

1.1 Imobilizagcado através de ligagao covalente

1.1.1 Determinagao da albumina de soro bovino em eletrodo de
ouro modificado com L-cisteina em solugdao tampao acetato pH de
4,7.

Foi preparado um eletrodo de Au através do lixamento e
polimento do mesmo até imagem especular da superficie metalica. Em
seguida foi realizada uma varredura entre +1,5 V e -0,2 V em uma
solugdo de &acido sulfurico 0,2 mol. L-'. Apds essa limpeza, foi feita
uma varredura empregando solugao de BSA (1mg/mL) entre -0,2 e +0,4
V, numa velocidade de varredura de 100 mV/s até a estabilizacdo da
linha de base. Em seguida, o eletro foi imerso em uma solucao 0,1 mol.
L' de L-cisteina por 10 h e deixado secar por 1 h a temperatura
ambiente. Apds a modificagcdo do eletrodo, foi realizada uma pré-
concentracdo em etapa unica com um potencial fixo de 100 mV por 15
minutos, utilizando com 200 upL da solugcdo de BSA. Por fim, foi
realizada uma varredura com tampé&o acetato de sodio pH de 4,7 na
auséncia e presenga de BSA (1 mg/mL) com um potencial entre

-0,8 e 0,2 V numa velocidade de varredura de 100 mV/s.
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1.1.2 Determinacao de BSA em eletrodo de pasta de carbono

imobilizada por meio de ligagao covalente com dopamina

1.1.2.1 Preparo da coluna cromatografica

Foi aquecida sob agitagcdo constante 10 g de resina G-25,
sem deixar entrar em ebulicdo, durante 10 minutos, deixada a
decantar durante 10 min, e em seguida a solugdo sobrenadante
foi trocada por agua destilada, reaquecida, homogeneizada e
deixada a decantar. Esse procedimento foi repetido 3 vezes
(lavagens). A coluna foi empacotada em uma pipeta de vidro de
16 cm tomando-se o cuidado para nado se formar bolhas de ar.
Utilizando la-de-vidro na extremidade da pipeta, para impedir o
escoamento da resina. Apds o empacotamento, foi adicionado um
papel de filtro sobre a resina. Por fim, foi montado um sistema de
eluicdo com funil de separacao contendo a solucdo tampao.
Inicialmente, foi realizada uma corrida com 300 mL de NaCl 0,5
mol.L-" na coluna, sendo a mesma equilibrada com 50 mL de
tampao fosfato.

Foram realizadas duas elui¢gcbes, a primeira delas usando
500 pL de BSA (5 mg/mL) e sendo analisados os 12 primeiros
tubos no espectrofotbmetro em cubetas de quartzo em 279 nm.
Ja a segunda corrida, foi feita apds a coluna ser equilibrada com
30 mL de tampao, utilizando 500 pL de solugdo de dopamina (1
mg/mL). Também nessa corrida foi realizada analise dos 12
primeiros tubos. A coluna foi re-equilibrada com 30 mL de tampao
fosfato e, por fim, foi realizada uma corrida com 500 uyL de uma
mistura de BSA com dopamina 1:1(v/v), e feita a analise dos 12
primeiros tubos, seguindo-se analise em planilha eletronica
(Origin, OriginLab, versao 8.0, USA).
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1.1.3 Determinacao do citocromo ¢ imobilizado em L-cisteina

utilizando glutaraldeido como promotor

Um eletrodo de pasta de carbono foi imerso em uma solugéao
0,5 M de cisteina durante 30 minutos, em seguida o mesmo
eletrodo foi imerso em glutaraldeido 10% (m/v) durante 20
minutos e lavado com 2 pyL de cit c.Finalmente, foi deixado secar
com ponteira plastica ajustada em sua superficie durante 15 h
em geladeira 4°C.

Qutro eletrodo foi imerso em uma solucao 0,5 M de cisteina
durante 15 h em geladeira a 4 °C; em seguida foi imerso em uma
solugcdo a 10%(m/v) de glutaraldeido durante 60 minutos. Por fim,
foram adicionados 2 yL de cit ¢ e deixado a secar em ambiente
refrigerado. Procedeu-se entdo a voltametria ciclica realizada a
um potencial entre +0,6 e -0,6 V, com uma velocidade de 100

mV/s, apods ter sido realizada a corrida em tampédo PBS pH 7,2.

1.1.4 Determinagcdao da hemoglobina (Hb) imobilizada em

eletrodo de pasta de carbono com lecitina

Foram preparados 1,0 mL de solugdo de lecitina (5mg/mL),
em etanol. Foram pipetados 30 yL de solu¢do concentrada de Hb
(1mg/mL) e 30 pL de solugcadao de lecitina colocados em um tubo
pequeno (1,5 mL). Este tudo foi lacrado e sonicado por 15
minutos. Em seguida, pipetou-se 10 pL da suspensdo de Hb-
lecitina e adicionou-se com cuidado sobre a superficie do eletrodo
de pasta de carbono, ajustado uma ponteira de pipeta sobre a
superficie. O eletrodo foi seco por 18 h em temperatura ambiente,
lavado cuidadosamente com agua destilada para retirar o excesso
da suspensao, seguindo-se uma corrida no potenciostato com um
potencial entre a -0,9 e +0,3 V, a uma velocidade de varredura de
100 mV/s.
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1.1.5 Determinagcdo da Hb e do citocromo ¢ imobilizados em

eletrodos de Au por meio de membrana de dialise

Adicionou 2 pL de solucadao de cit ¢ e Hb na superficie do
eletrodos de Au, deixou-o secar a temperatura ambiente, em
seguida a ponta do eletrodo foi selada com uma membrana de
dialise. Foi realizado uma corrida no potenciostato com um
potencial entre +0,6 e -0,6 V a uma velocidade de varredura de
100 mV/s.

1.1.6 Determinagcdao de BSA através da imobilizagdao em

eletrodos compoédsitos a base de grafite e borracha silicone

Os eletrodos foram preparados misturando 70 mg de
grafite em pé com 10 yL de BSA (5 mg/L) e 20 mg de borracha
de silicone. A mistura foi homogeneizada por 10 minutos em
almofariz de vidro, e inserida em tubos de vidro (diametro de 3,0
mm). Uma vez inserido no tubo de vidro, o composto foi
comprimido com auxilio de uma barra de cobre. Em seguida, o
contato elétrico foi estabelecido conectando um fio de cobre ao
composito com auxilio de cola super-bond comercial. Foram
preparados dois eletrodos; um com BSA e outro eletrodo com
tampao (controle) no lugar de BSA. A superficie do compédsito foi
exposta por abrasdo em lixa d’agua 600 mm e 1200 mm. Apods
abrasdo, o eletrodo foi lavado com agua destilada e seco com
papel absorvente.

Voltamogramas ciclicos foram obtidos com ambos os
eletrodos em solugdo de Ki;[Fe (CN)s] 5.10°® mol.L"" em KCI 0,5
mol.L-" , para avaliar a resposta voltamétrica do eletrodo a 20, 50,
70 , 150, 200, 300 mV/s entre -0,2 V e +0,60 V.

Voltamogramas ciclicos também foram obtidos para
compositos contendo diferentes concentragbées de BSA (0,00;0,
156; 0,312; 0,416 e 0,520 mg/mL ) com velocidade de varredura
de 100 mV/s, e potenciais entre -0,2 e +0,6 V.
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1.1.7Determinagcdao da Hb em eletrodo modificado com

hemoglobina e compésito a base de cola de silicone

Foi pesado 70 mg de grafite, 20 mg de silicone e
adicionado 10 pL de solucédo de Hb (13,7 mg/mL). A mistura foi
homogeneizada por 10 minutos em almofariz de vidro, inserida em
tubos de vidro (©=3,0 mm). Uma vez inserido no tubo de vidro,
fez-se o contato elétrico com um fio de cobre, sendo realizada

uma corrida com potencial entre +0,6 e -1,2V em v =100 mV/s.

2 ESTUDOS DE PROTEINAS EM SOLUGAO

2.1 Determinacao de BSA por meio de interagcdo com corantes

2.2.1 Preparo dos corantes e ensaios de interagao

Foram preparados 0,5 mL de solugdo 0,01 % de corante em
tampao fosfato pH de 5 em tubos de 2 mL dos seguintes corantes:
azul de metileno, verde de bromocresol, azul de metileno, 2,6-
diclorofenolindofenol-sal, azul de coomasie e azul brilhante. Em
seguida, os eletrodos foram imersos nos tubos por 2 minutos. O
eletrodo foi lavado com agua destilada para retirar o excesso de
corante, e seco em temperatura ambiente. A corrida foi realizada
em 5 mL de tampao fosfato usando potencial entre +0,8 e -0,8 V,
a uma velocidade de varredura de 100 mV/s e, em seguida seco
cuidadosamente com auxilio de papel de filtro. Adicionou-se
posteriormente 2 pL de Hb, para entdo ser realizada a corrida

com 0os mesmos parametros em solugdo-tampéao.
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2.3 Determinacdo citocromo ¢ e Hb em eletrodo de ouro com

membrana de dialise

Adicionou 2 uL de solugdo de cit ¢ e Hb na superficie do
eletrodos de Au, deixou-se secar a temperatura ambiente, em
seguida a ponta do eletrodo foi selada com uma membrana de
dialise. Foi realizada uma varredura com potencial entre +0,6 e

-0,6 Vem com uma velocidade de varredura de100 mV/s.

3 ENSAIOS ELETROQUIMICOS COM ELETRODOS COMPOSITOS

3.1Determinacdo de Hemina, Hb e BSA através de eletrodos

compositos

31.1Eletrodo de compodsitos de silicone com Hemina

Foram pesados 70 mg de grafite, 20 mg de silicone e 10
mg de Hemina. Em seguida, foi realizada uma corrida com

potencial entre +0,6 e -1,2 V, com varredura a 100 mV/s.

3.1.2 Eletrodo modificado com Hemina e parafina

Foram pesados 57 mg de grafite, 25 mg de Hemina e 9 mg
de parafina triturada, misturados até que ficaram homogéneos e
aquecidos até 65°C. Um tubo de vidro foi preenchido com essa
mistura ainda no estado liquido, sendo em seguida seco e polido
até obter uma imagem especular com papel de seda. Por fim, foi
realizada uma corrida usando uma solugdo tampéao fosfato 0,1
mol. L', pH de 7,2 adicionado a uma solugdo de Hb (10 mg/mL) e
com BSA(1 mg/mL) em solugdo com um potencial entre +0,6 e
-1,2 V, a uma velocidade de varredura de 100 mV/s, e corrente
de 500 pA.

Em seguida, foi pesado 10 mg de BSA dissolvida em 1,0 mL

de tampao e transferidas para um frasco contendo 102 mol.L"" de
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HCI em seguida realizado uma corrida com 5 mL de HCl e 0,5 mL
de BSA com potencial entre +0,2 e -0,8, com varredura de 100
mV/s.

3.2 Determinacao de proteinas em eletrodo modificado com filmes

compositos a base de Nafion

3.2.1 Filmes compodsitos de Nafion em eletrodo de pasta de
carbono

Adionou-se 2 pL de Nafion em um eletrodo de pasta de
carbono, em seguida foi realizada uma corrida a +0,6/-0,6 em
100mV/s. Depois o eletrodo foi lixado e feito o ensaio com
Ferricianeto de potassio.Secado e adicionado 2 pL de citocromo
c e deixado secar em temperatura ambiente com uma ponteira de
pipeta durante 24h. Por fim, foi feita uma corrida com potencial
entre +0,6 e -0,6 V em uma velocidade de varredura de 100 mV/s.
Foi repetido o mesmo procedimento utilizando um eletrodo

grafitado.

3.2.2. Filmes compoédsitos de Nafion em carbono vitreo

Adicionou-se 2 pL de proteina de uma solu¢gdo10 mg/mL de
cit c e Hb em dois eletrodos. Em seguida, foi deixado secar
durante 20 minutos, adicionou-se 2 pL de Nafion 5% (v/v) e
deixou secar por 20 minutos. Por fim, foi feita uma corrida em
tampéao fosfato com um potencial de+0,8/-0,8 a uma velocidade de

varredura de 100 mV/s)

3.2.3 Imobilizagdo de proteinas com filmes compodsitos de

Nafion e cisteina

Foi realizada a limpeza do eletrodo com cloroférmio e
polido com papel de seda e feita uma corrida com o potencial

entre 0,2 e +1,5 V, a uma velocidade de varredura de 100 mV/s
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em solugdo 0,2 mol.L" de H,SO,. Foi feito uma corrida em solugao
de tampao +0,8/-0,8 V, a uma velocidade de varredura 100 mV/s.
Adicionou-se 2 pL de Nafion 5% ( v/v) e deixado secar por 20
minutos.Foi adicionado 2uL de cisteina (0,1 mol.L"") e deixado
secar. Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua destilada. Por
fim, foi adicionado 2 uyL de proteina (Hb e Cit ¢ ) e deixado a
secar. Foi realizada uma corrida em tamp&o com um potencial
entre +0,8 e -0,8 V, a uma velocidade de 100 mV/s. E também foi

realizada uma corrida em Fe(CN)s> em KCI.

3.2.4 Imobilizagao de proteinas com filmes compodsitos com

Nafion - riboflavina

Foi feito um polimento em dois eletrodos de Au e uma
corrida em H,SO,, lavado com agua destilada e em seguida uma
corrida em tampéao fosfato. Foi adicionado 2uL de Nafion (5%) e
deixado a secar durante 20 min.Em seguida, o eletrodo foi imerso
em solucao riboflavina 10 mM e deixado secar durante 10
minutos.Lavado com agua destilada Por fim, foi adicionado 2uL
de proteinas (Hb e Cit ¢) em cada eletrodo.e deixado para secar
durante 30 minutos.Lavados com agua destilada.Em seguida , foi
feita a varredura em tampéao fosfato a um potencial entre+0,8 e
-0,8, com v=100mV/s) e também em Fe(CN)s> em KCI.

3.3 Determinagao citocromo ¢, Hb em eletrodo de ouro com

membrana de dialise

Adicionou 2 pL de solucdo de Cit ¢ e Hb na superficie do
eletrodos de Au, deixou-se secar a temperatura ambiente, em
seguida a ponta do eletrodo foi selada com uma membrana de
dialise. Foi realizada uma varredura com potencial entre +0,6 e

-0,6 Vem com uma velocidade de varredura de100 mV/s.



84

3.4 Determinacdao de Hb em eletrodo de pasta de carbono
modificado com SDS e Triton X -100

Foi preparado 1,0 mL de solugdo de Triton X-100, 2.10°3
mol.L"" , adicionou-se no eletrodo de pasta de carbono 5 pL de
triton X-100 juntamente com Hb na proporgcao 1:1(v/v) deixado a
secar em temperatura ambiente, colocou-se a membrana com
cuidado na ponta do eletrodo e foi realizada uma varredura com
potencial entre +0,4 e -0,4 V a uma velocidade de varredura de 20
mV/s em tampao fosfato pH de 7,0 com 0,1.103 mol.L" de
perclorato de sédio( LOJOU,2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, os resultados obtidos de voltametria ciclica
de proteinas em solugcdo ou imobilizadas foram satisfatorios,
embora a baixa reprodutibilidade dos mesmos tenha exigido a
busca de formas alternativas para a parametrizacao
eletrocatalitica de proteinas, posto que o objetivo central do
trabalho refere-se as quantidades termodinamicas obtidas em
experimentos de voltametria ciclica com varredura termal

continua.

4.1 Imobilizagdo em filmes compositos.

4.1.1Determinag¢dao da albumina de soro bovino em eletrodo de
ouro modificado com L-cisteina em solugao tampao acetato pH
de 4,7

A Figura 4 mostra o voltamograma obtido na determinacéo
da BSA em eletrodo de ouro modificado com filmes compdsitos de
L-cisteina. Pelo voltamograma, pode-se concluir que com a adicao
da BSA ocorreu um aumento significativo do pico de corrente
anodico a -433 Myv. Indicando que houve formacédo de um

composto ativo.
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FIGURA 4 - Voltamograma ciclico obtido de a) L-cisteina em tampéao
Acetato pH de 4,7 e b) BSA imobilizada em eletrodo de Au
modificado com L-cisteina

4.1.2 Determinagcao de Hb em filmes surfactantes de

riboflavina e Nafion

De acordo com a Figura 5, pode-se inferir que o a corrente
de pico anddico ndo esta muito evidente, indicando que houve
interagdo entre Hb e o eletrodo de filme compédsito de Hb-nafion-
riboflavina em eletrodo de Au.

No caso do eletrodo compédsito de Hb-nafion-riboflavina,
Figura 6, pode-se observar que ocorre um aumento do sinal em
relacédo ao tampéao, indicando uma melhor interagdo entre a Hb e

o eletrodo compésito.
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FIGURA 5- Voltamograma ciclico de (a) Hb-Nafion-Riboflavina em eletrodo
de Au e (b) em solugao tampéao fosfato pH de 7,2 a uma

varredura de 100 mV/s.

TABELA 1
Pardmetros voltamétricos obtidos a partir do voltamograma da Figura 5.
Epa (V) Epe (V) loa (HA) loc (MA)

0,38 -0,06 -3,16 1,89
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4.1.3 Determinagcao da Hemoglobina em eletrodo de filmes

compositos de Nafion

1,0x10™ 1

0,0 + b

/A

-1,0x10™ 1

-0,5 0,0 0,5
E/N

FIGURA 6- Voltamogramas ciclicos obtidos em velocidade de varredura de
100 mV/s ,utilizando (a) Hb —Nafion em eletrodo de pasta de
carbono (a)em tampéo fosfato , pH de 7,2.

TABELA 2
Parédmetros voltamétricos obtidos a partir do voltamograma da figura 6
Epa (V) Epe (V) lpa (MA) loc (MA)
0,23 -0,05 -32,09 72,78

4.1.4 Determinacao de Hb em filmes compédsitos de lecitina em

eletrodo de pasta de carbono

De acordo com a Figura 7, podem-se visualizar os picos de
corrente catédico e andédicos, bem como os potenciais de pico

anodico e catodico, com os valores apresentados na Tabela 3.
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FIGURA 7 - Voltamograma ciclico obtido com eletrodo de filme compésito
Hb-Lecitina em eletrodo de pasta de carbono em solugdo 0,1 M
de tampao fosfato pH de 7,2 a uma varredura a 20 mV/s.

TABELA 3
Parédmetros voltamétricos obtidos a partir do voltamograma da Figura 7
Epa (V) Epc (V) lpa (MA) lpc (MA)
-0,18 -0,40 92,95 -98,28

4.1.4.1 Efeito da velocidade da varredura

O efeito da velocidade de varredura sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo de Hb-lecitina em pasta de carbono foi
investigado em solugdo 0,1 M de tampdo PBS, pH de 7,2. Os
resultados obtidos, variando a velocidade de varredura entre 20 e
180 mV/s, sdao apresentados na Figura 8. Os voltamogramas

ciclicos mostram um aumento na intensidade de corrente de pico
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e um deslocamento de potencial anddico para valores superiores

e catdodico para valores inferiores.

3,0x10™

a-20 mV/s
b-50 mV/s
c-70 mV/s
d-100 mV/s
e-120 mV/s
f- 150 mV/s

0,0 S

I/A

-3,0x10™ 1

-1,0 -0,5 0,0 0,5
E/N

FIGURA 8- Voltamogramas ciclicos obtidos em velocidades de varredura
entre 50 e 180 mV/s, utilizando Hb - lecitina em eletrodo de
pasta de carbono em tampao fosfato, pH de 7,2.

Na Tabela 4, sao apresentados os valores de AE, que
mostram uma tendéncia de aumento com a velocidade de
varredura, sugerindo que a transferéncia de elétrons é dificultada
em valores de taxa de varredura mais elevada. A melhor resposta
foi obtida na varredura a 20 mV/s.

A analise da dependéncia das correntes de pico anddico
(lpa) e catodico (l,c), com a raiz quadrada da velocidade de
varredura, indica uma transferéncia de carga controlada por
difusdao no eletrodo (SANTOS,2007).
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TABELA 4

Resultados de corrente e potencial de pico anddico e catdéodico para
voltamogramas ciclicos utilizando Hb-lecitina(Figura 8) em eletrodo de
pasta de carbono em tampéao fosfato, pH de 7,2 em diferentes velocidades
de varreduras entre 20 e 180 mV/s.

v | Epal/ mV Ey/mV loa/ MA loc /TMA AE,/ mV
(mV/s)
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
Ipa
300 n
< o
(d
-300 o
® Ipc
4 ' 8 ' 12

V“z/(mV/S)w

FIGURA 9 - Dependéncia das correntes de pico anddicas e catdédicas com a
raiz quadrada da velocidade de varredura entre 20 e 150 mV/s,
para o eletrodo compédsito Hb-Lecitina em pasta de carbono
em solucao tampéao pH de 7,2.

A analise da dependéncia das correntes de pico anddico(lya)

e catodico(lp,:), com a raiz quadrada da velocidade de varredura,

mostrado na Figura 9, indica uma transferéncia de carga

controlada por difusdo no eletrodo(SANTOS,2007)
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4.1.5 Voltametria ciclica de bsa em eletrodos compodsitos em

eletrodo de carbono com cola de silicone

Esses eletrodos possuem a vantagem de apresentar relativa
facilidade de construcao, baixo custo, sensibilidade e facilidade
de renovacao da superficie.

De acordo com a Figura 10, podemos ver que ocorre
mudangas das correntes de pico (andédico-redugcdo e pico
catdédico-aumento); no caso dos potenciais anddicos e catddicos,
houve um deslocamento para valores superiores (potencial de

pico anddico) e para valores negativos (potencial de pico

catdédico).
3,0x10°
< 0,0 -
-3,0x10° 1
1 ' 1 ' 1

-0,3 0,0 0,3 0,6
E/V

FIGURA 10 - Voltamogramas ciclicos obtido com eletrodo de compésito
Com cola de silicone e pasta de carbono: a) solugao de
ferricianeto 0,5 molL"" e b) solugdo de BSA.
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4.1.5.1Voltametria ciclica de BSA imobilizada em eletrodo

compodsito de cola de silicone variando a concentragcdo de BSA

2,0x10™ 1

1,0x10™ 1

0,0 +

/A

-1,0x10™ 1

E/V

FIGURA 11 - Voltamograma obtido variando a concentracdo de BSA em
eletrodo compdsito de pasta de carbono com borracha de
silicone em ferricianeto 5mM:a- BSA ausente ; b - 0,156 g/mL
de BSA; c - 0,312 g/mL de BSA; d - 0,416 g/mL de BSA ;
e - 0,520 g/mL de BSA.
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4.1.6 Determinagdo do citocromo ¢ em eletrodo de filme

composito, com glutaraldeido como agente promotor

8,0x10°
<
0,0 -
-8,0x10° 1
1 ' 1 ' 1
0,5 0,0 0,5
E/V

FIGURA12 - Voltamograma ciclico de tampao fosfato 0,1 M, pH de 7,2,

com eletrodo de Au.

TABELA 5
Pardmetros eletroquimicos obtidos a partir da Figura 13.
Epa (V) Epc (V) lpa (MA) lpc (MA)

0,23 -0,04 0,09 0,05




7,0x10"
0,0 -
- —a=20 mV/s
— b=50 mV/s
— =100 mV/s
B —d=150 mV/s
-7,0x10" ——e=180 mV/s
— =200 mV/s

-0,6 0,0 0,6
EN

FIGURA 13- Voltamogramas ciclicos obtidos em velocidades de varredura
entre 20 e 200 mV/s ,utilizando citocromo ¢ imobilizado em
cisteina —glutaraldeido em eletrodo de Au em tampéao fosfato,
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pH de 7,2.
TABELA 6

Pardmetros eletroquimicos obtidos a partir da Figura 14

v/(mV/s) Eva / V Eoe/V loa/ MA loc /THA AE,/ 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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FIGURA 14 - Dependéncia das correntes de pico anddicas e catédicas com
a raiz quarada da velocidade de varredura, entre 20 e
200 mV/s em solugdo tampao fosfato, pH de 7,2.
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4.2 Determinagdo de BSA em eletrodo de pasta de carbono

imobilizada através de ligagao covalente com dopamina

2,0x10°

[/p A

0,0 4

-2,0x10° . T T T T !

E/V

FIGURA 15 - Voltamograma ciclico obtido em velocidade de varredura de
100 mV/s da dopamina em eletrodo de pasta de carbono em
tampéao fosfato, pH de 7,2, v=100 mV/s

TABELA 7
Parametros voltamétricos obtidos a partir do voltamograma da Figura 18.
Epa (V) Epe (V) loa (HA) loc (MA)
0, 337 0, 059 25,772 -8, 837

De acordo com a Figura 15, comparada com a Figura 16,
pode ser visualizado uma mudanc¢a significativa nos valores dos
picos de corrente catdédica e anddica, bem como dos potenciais
de pico andédico e catddicos, indicando que houve interagcdo entre
a BSA imobilizada covalentemente pela dopamina e a superficie

do eletrodo.
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FIGURA 16- Voltamograma ciclico obtido em velocidade de varredura de
100 mV/s de:(a) BSA —dopamina(tubo 3) eb- BSA em tampéo
fosfato, pH =7,2 com v=100 mV/s.

TABELA 8
Parametros voltamétricos obtidos a partir do voltamograma da Figura 16.
Epa (V) Epe (V) loa (HA) loc (MA)
0,271 -0,037 2,825 -1,711

4.3 Determinagdo de proteinas imobilizadas por adsorcgéo

4.3.1Interagcao com azul de bromocresol

Pela analise do voltamograma da Figura 17, pode-se
perceber que com adicao de BSA, ocorre um aumento do sinal da
corrente tanto no pico anddico (lpa), quanto no pico catdédico (lpc)
em relagcdo ao tampéao. Esse resultado indica que houve uma

interagdo entre BSA e o corante azul de bromocresol, indicando
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que o corante atua como mediador, aumentando o sinal

eletroquimico da BSA.

b

5 4 a
<
= 0

-5 4

I I 1
-0,5 0,0 0,5 1,0
E/V

FIGURA 17 - Voltamograma ciclico obtidos em velocidades de varredura de
100 mV/s de BSA , utilizando eletrodo de pasta de carbono
modificado com corante azul de bromo cresol em tampao
fosfato, pH de 7,2.

TABELA 9
Pardmetros voltamétricos obtidos a partir do voltamograma da Figura20.
Epa (V) Epc (V) lpa (MA) lpc (MA)
0,25 0,11 47,73 -45,22

4.3.2 Determinacao de BSA em eletrodo modificado com

dopamina

Pela analise da Figura 20, podemos observar que houve um

deslocamento da corrente de pico anddico e também do potencial
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de pico anddico; ja em relagdo a corrente de pico catédico e ao
potencial de pico catdédico (parte inferior), ndo houve mudancgas

significativas.

8,0x10° 1 a
< b
0,0 -
-8,0x10° -
1 ' 1 ' 1
-0,5 0,0 0,5
E/V

FIGURA 18- Voltamogramas ciclicos obtido em velocidade de varredura de
100 mV/s de: a) BSA em eletrodo modificado de pasta de
carbono em dopamina e b) tampéo fosfato, pH de 7,2.

4.5 Determinagao da hemoglobina imobilizada em eletrodo

modificado com hemoglobina

De acordo com a Figura 19, podemos sugerir que houve
interagcao entre o eletrodo de pasta de carbono modificado com
Hb, devido as mudancgas nos valores tanto dos picos de potenciais
anodicos e catddicos, como nos picos de correntes catdodicos e

anodicos.
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FIGURA 19- Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de
carbono modificado com hemoglobina (a) e tampé&o fosfato pH
de 7.2 (b) com v= 100 mV/s.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que os eletrodos
compositos utilizados nesse trabalho constituem uma alternativa
promissora como material eletrodico. Os compdsitos que
apresentaram melhor resposta foram: cisteina-glutaraldeido e
cola de silicone

Podemos concluir também que, no caso de imobiliza¢cdo por
adosorgcado, o eletrodo com corante como mediador foi o que
obteve melhor resposta. No caso da imobilizagcdo por ligacéao
covalente a BSA ligada a dopamina foi a que obteve a melhor
resposta como material eletrédico, constituindo a escolha final

para os ensaios eletroquimicos vindouros.
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