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RESUMO

Um estudo eletroquimico e eletroanalitico do biomarcador Fluoresceina (FLSC) e dos
antineoplasicos Raltitrexato (RTX) e Procarbazina (PCZ) foi realizado utilizando técnicas
voltamétricas e biossensores eletroquimicos de DNA com o objetivo de investigar os mecanismos de
oxidagao desses compostos e a reatividade/toxicidade do RTX e da PCZ com a molécula de dsDNA.
Potencialidades das propriedades redox desses compostos para aplicagdes eletroanaliticas também
foram investigadas.

Os estudos eletroquimicos e eletroanaliticos da FLSC, PCZ e RTX foram realizados em GCE,
para uma ampla gama de eletrélitos suporte com diferentes valores de pHs, utilizando voltametria
ciclica, de onda quadrada e de pulso diferencial. Os resultados revelaram que a FLSC, o RTX e a
PCZ séao eletroativos e sofrem eletroxidagdo irreversivel, sendo a eletroxidagdo da FLSC e do RTX
controladas predominantemente por difusédo e a eletroxidagado da PCZ controlada por adsorgao.

A oxidacdo da FLSC em GCE ocorre em duas etapas consecutivas com formagdo de um
produto eletroativo em meio acido. Ambas as etapas de oxidagdo envolvem a transferéncia de um
elétron e um préton, correspondendo a oxidagdo dos grupos fendlicos com formagéo de derivados da
orto-quinona, a qual pode ser reversivelmente reduzida para formar derivados de catecol, e/ou
produtos poliméricos. Um elétron e um préton sao retirados do grupo fendlico da posicao C6’ na
primeira etapa de oxidagao e na posicao C3’ na segunda etapa. Um mecanismo da oxidagao da
FLSC foi proposto. O coeficiente de difusdo de FLSC foi determinado em tampéao fosfato, pH = 7,0,
(Drisc = 9,77 x 10° cm? s™). Um método voltamétrico de pulso diferencial para a quantificagido da
FLSC em meio fisioldgico foi proposto com um limite de detecgao de 0,64 umol L' e quantificagdo de
2,13 ymol L™,

A oxidagdo do RTX em GCE ocorre em duas etapas consecutivas irreversiveis de
transferéncia de carga. A primeira etapa de oxidagéo é independente do pH e ocorre com a retirada
de um elétron da amina terciaria na posicdo N10. A segunda etapa é pH-dependente e envolve a
retirada de um elétron e um préton do carbono na posicdo C9. Foi demonstrado a partir dos estudos
com biossensores de DNA uma interagéo via atragdo eletrostatica e/ou intercalagdo do RTX com a
molécula de dsDNA. Por outro lado nenhuma leséo significativa na molécula de dsDNA, como quebra
de dupla hélice ou dano oxidativo, foi detectada.

A oxidagédo da PCZ em GCE ocorre em quatro etapas consecutivas de transferéncia de carga.
As trés primeiras etapas sdo dependentes do pH e ocorrem com a transferéncia de um elétron e um
préton, levando a formagdo de um produto eletroativo em meio acido, enquanto a ultima é
independente do pH, envolvendo apenas a transferéncia de um elétron. Um mecanismo de oxidagao
para a PCZ é proposto, onde na primeira e na segunda etapa a oxidagdo ocorre no grupo hidrazina,
seguida por isomerizacao e, apés hidrélise, conversdo em benzaldeido-procarbazina. A terceira e a
quarta etapa estdo associadas a oxidagao da benzaldeido-procarbazina com a produgéo do acido N-
isopropiltereftalico. A degradacao quimica da PCZ foi investigada em diferentes meios, acido,
fisioldgico e alcalino, por diferentes periodos. Observou-se uma mudanga do comportamento anédico
da PCZ, em meio fisiolégico, atribuida a degradagédo quimica da PCZ com formagdo homogénea de
produto(s) de degradacéo eletroativo(s).

A interagdo in-situ do DNA com a PCZ e com a PCZ-Cu? foi investigada utilizando
biossensores eletroquimicos de DNA. Foram detectados claramente danos na molécula do dsDNA
apos incubagbes dos biossensores em solugbes de PCZ-Cu?, que foram associados a alteragdes na
estrutura da dupla hélice e danos oxidativos nas bases purinicas.

O conhecimento dos mecanismos de oxidagao da FLSC, RTX e PCZ, bem como os métodos
eletroanaliticos desenvolvidos para determinacéo destas substancias e os estudos de interagdo RTX-
DNA e PCZ-DNA aqui apresentados se correlacionam entre si e enriquecem a literatura com
informacdes para interpretagao da bioquimica molecular destas espécies

Palavras-chave: Fluoresceina, Antineoplasicos, Raltitrexato, Procarbazina, Oxidagdo, DNA,
Voltametria, Eletrodo de Carbono Vitreo, Biossensores Eletroquimicos de DNA.
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ABSTRACT

An electrochemical and electroanalytical study of the biomarker Fluorescein (FLSC) and the
antineoplastic drugs Raltitrexed (RTX) and Procarbazine (PCZ) was carried out using voltammetric
techniques and electrochemical DNA biosensors with the purpose of investigating the oxidation
mechanisms of these compounds and the reactivity/toxicity of RTX and PCZ with the dsDNA molecule.
Potentialities of redox properties of these compounds for electroanalytical applications were also
investigated.

The electrochemical and electroanalytical studies of FLSC, PCZ and RTX were performed at

GCE, for a wide range of electrolytes with different pH values, using cyclic, square wave and
differential pulse voltammetry. The results showed that FLSC, RTX and PCZ are electroactive and
undergo irreversible electroxidation, in which FLSC and RTX are eletroxidized under diffusion-
controled and pH-dependent processes, while PCZ is irreversibly eletroxidized under an adsorption-
controled and pH-dependent process.
HeGdS=titteuimadstsiote ot FLSC it GCHffusiaciscantrdlachaodcplb-in two consecutive steps with the
formation of an electroactive product. Both oxidation steps involve the transfer of one electron and one
proton, corresponding to the oxidation of the phenolic groups with formation of ortho-quinone
derivatives, which are reversibly reduced to form catechol derivatives and/or polymer products. One
electron and one proton are removed from the phenolic group at the C6' position in the first oxidation
step and at the C3' position in the second step. A FLSC oxidation mechanism is proposed. The
diffusion coefficient of FLSC was estimated in pH = 7.0 phosphate buffer (Dssc = 9.77 x 10° cm? s™).
A differential pulse voltammetric method for quantification of FLSC in physiological medium was
proposed, with a limit of detection of 0.64 ymol L' and quantification of 2.13 ymol L.

The oxidation of RTX at GCE occurs in two consecutive irreversible steps of charge transfer.
The first oxidation step is pH independent and occurs with the withdrawal of one electron from the
tertiary amine at the N10 position. The second step is pH dependent and involves the withdrawal of
one electron and one proton from the carbon at the C9 position. It was demonstrated from the studies
with the DNA biosensors the existence of an interaction via electrostatic attraction and/or intercalation
between the RTX and the dsDNA molecules. On the other hand, no significant lesion on the dsDNA
molecule, such as double helix breakage or oxidative damage, was detected.

The oxidation of PCZ occurs in four consecutives charge transfer steps. The first, second and
third steps are pH-dependent and occur with the transfer of one electron and one proton, leading to
the formation of an electroactive product in acid media, while the last one is pH-independent, involving
the transfer of one electron. A reaction mechanism for the electrochemical oxidation of PCZ is
proposed, where, in the first and second step, the oxidation occurs on the hydrazine group, followed
by isomerization and, after hydrolysis, conversion to benzaldehyde-procarbazine. The third and fourth
steps are associated with the oxidation of the benzaldehyde-procarbazine with the production of the N-
isopropylterephthalic acid. The chemical degradation of PCZ was investigated in different media (acid,
physiological and alkaline) for different periods. A change in the anode behavior of PCZ in
physiological media was attributed to the chemical degradation of PCZ with homogeneous formation
of electroactive degradation product (s).

The in-situ interaction of DNA with PCZ and PCZ-Cu?" were investigated using electrochemical
DNA biosensors. Damage to the dsDNA molecule was clearly detected after biosensor incubations in
PCZ-Cu?" solutions, which were associated with changes in the structure of the double helix and
oxidative damage in the purine bases.

The knowledge of the oxidation mechanisms of FLSC, RTX and PCZ as well as the
electroanalytical methods developed for the determination of these substances and the RTX-DNA and
PCZ-DNA interaction studies presented here correlate with each other and enrich the literature with
information for the interpretation of the molecular biochemistry of these species.

Keywords: Fluorescein, Antineoplastics, Raltitrexed, Procarbazine, Oxidation, DNA, Voltammetry,
Glassy Carbon Eletrode, Electrochemical DNA Biosensors.
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Farmacos sdo substancias quimicas que possuem estrutura definida e sao
capazes de atuar no organismo alterando processos fisioldgicos in-vivo. Essas
substancias precisam interagir quimicamente com um ou mais constituintes das
células do organismo para que se tenha uma acéo farmacoldgica [1,2]. Contudo, se
o farmaco, ao entrar em contato com seus alvos moleculares, ndo estiver na
concentracdo necessaria para exercer o efeito terapéutico desejado, sera
considerado ineficaz. Alguns fatores farmacocinéticos devem ser considerados para
que o farmaco tenha efetividade clinica, como a absor¢cdo, a distribuicdo, o
metabolismo, a excregao e a toxicidade (geralmente abreviados como ADMET) [3].

Compreender o mecanismo de interacdo entre o farmaco e seus alvos
moleculares, e como essa interagao leva uma resposta fisioldgica, € o foco principal
de pesquisas farmacoldgicas [1,2]. No estudo da interagdo entre farmacos e seus
respectivos alvos moleculares alguns fatores devem ser considerados, tais como
solubilidade, estereoquimica, difusdo, metabolismo, atividade da molécula in vivo e
as reagdes envolvidas nos processos fisioldgicos [4].

Antineoplasicos sao farmacos utilizados clinicamente que, em sua grande
maioria, apresentam mecanismo de acao ciclo-celular ndo-especifico e também tem
o dsDNA como alvo molecular [5]. De maneira geral as lesbes no dsDNA resultam
dos danos que ocorrem espontaneamente por processos enddégenos ou como
resultado da agédo de varios agentes externos (carcindgenos ou antineoplasicos).
Estes danos sdo complexos e envolvem mecanismos que podem interferir de varias
maneiras nas mutacdes do DNA e, consequentemente, na replicagao celular [6]. A
elucidacao dos mecanismos de agao de varios carcindgenos (toxinas, espécies
quimicas reativas, ions metalicos de transicdo e mais recentemente, materiais
nanoestruturados) e de farmacos antineoplasicos com o dsDNA tem sido
fundamental para os avancos nesta area nas ultimas duas décadas [6,7].

Técnicas eletroquimicas sao atualmente bastante utilizadas em estudos
fundamentais de caracterizagcédo das propriedades redox de farmacos, como agentes
antineoplasicos, utilizando principalmente técnicas voltamétricas e polarograficas
com diferentes tipos de substratos eletroquimicos, tais como eletrodos de carbono e
eletrodos de mercurio [8]. Este tipo de investigacdo € de grande importancia para a
elucidagdo do mecanismo redox e da agao antineoplasica a fim de compreender os
processos biolégicos in-vivo desencadeados por essas drogas [6]. Recentemente

inumeros mecanismos redox tém sido postulados a partir de estudos voltamétricos
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[4,6, 9-11]. Técnicas voltamétricas de pulso, como, voltametria de onda quadrada e
voltametria de pulso diferencial tém sido amplamente utilizadas para o
desenvolvimento de metodologias analiticas, tendo em vista a sua sensibilidade
decorrente da corrente capacitiva ser minimizada, melhorando a resolugcéo e
alcangando limites de detecgdo da ordem de 10®mol L™ [8].

Biossensores eletroquimicos de DNA sao adequados para estudos de
mecanismo de interagcdo especifica do dsDNA com espécies quimicas tais como
carcinogenos e farmacos antineoplasicos que atuam diretamente no DNA, uma vez
que apresentam alta sensibilidade, seletividade e rapidez [6,12]. Interacbes de varias
espécies quimicas com o DNA de dupla hélice tém sido estudadas com sucesso
recorrendo-se ao uso dos biossensores eletroquimicos de DNA [13-16]. Esses
biossensores permitem n&o s6 a elucidagdo de interagdes especificas de algumas
drogas com determinada base na dupla hélice do DNA, mas também fornecem
indicagdes sobre os mecanismos subjacentes a essas interagdes [12].

O presente trabalho insere-se neste contexto e foi dividido em trés etapas. A
primeira apresenta a investigagdo do mecanismo de oxidagdo do biomarcador
fluoresceina usando eletrodo de carbono vitreo e técnicas voltamétricas como
voltametria ciclica, voltameitra de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial.
Um método eletroanalitico para quantificacao da fluoresceina foi também proposto
[10]. A segunda etapa consistiu na investigagcdo da oxidagdo do antineoplasico
raltetrexato em eletrodo de carbono vitreo e da sua interagao in-vitro com a molécula
do dsDNA. A degradacao do raltitrexato foi acompanhada eletroanaliticamente em
diferentes meios numa larga janela de pHs. Na ultima etapa foi investigado o
mecanismo de oxidagdo do antineoplasico procarbazina [11], a sua degradacéo
quimica em diferentes meios e seu mecanismo de interagcdo com o DNA, utilizando

técnicas voltamétricas e biossensores eletroquimicos de DNA.

1.1. Fluoresceina

A fluoresceina (FLSC), 3’,6’-dihydroxyspiro[isobenzofuran-1(3H),9’-
[9H]xanthen]-3-one, é um composto organico sintético amarelo que possui
propriedades de fluorescéncia. Em solugdes ligeiramente acidas e alcalinas (pH > 5)
possui uma fluorescéncia amarelo-esverdeada [17]. A absor¢ao e as propriedades

de fluorescéncia da FLSC sé&o altamente dependentes do pH, considerando que em
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solugdes aquosas a FLSC pode existir em sua forma neutra, na forma de cation e

também em forma de anion, Fig. 1 [18].

Figura 1. Estrutura quimica da fluoresceina em meio acido, neutro e alcalino.

A FLSC possui muitas aplicagdes em diversas areas [17,19-27]. Na medicina
a FLSC ¢ utilizada para deteccao de lesdes oftalmoldgicas [17], deteccdo de DNA
[19], como antibidtico [20] e como rotulo fluorescente em imunoensaios [21-23]. Além
disso, podem ser encontradas inumeras aplicacbes da FLSC em diferentes tipos
sensores, tais como sensores modificados com filmes hibridos fluorescentes [24],
sensor utilizado na deteccdo e quantificacdo de radicais hidroxilicos [25],
nanosensor para deteccédo de acido ascorbico [26] e como sonda para deteccao de
sulfito em solug¢des aquosas [27].

A FLSC é, provavelmente, a sonda fluorescente mais utilizada atualmente, por
possuir um grande rendimento quantico de fluorescéncia, uma alta absorbancia
molar e uma alta fotoestabilidade, o que a torna um marcador muito util e sensivel. A
FLSC pode ser encontrada comercialmente na forma de derivados, como por
exemplo, o isotiocianato de fluoresceina que pode se ligar de maneira covalente a
macromoléculas e aminoacidos [28,29].

Na literatura sdo encontrados diversos estudos onde a redugdo da FLSC é
investigada em diferentes substratos eletroquimicos [30-33]. O estudo de redugao
eletroquimica da FLSC em eletrodos de mercurio em meio alcalino foi investigado na
auséncia/presenca de ultrassom e demonstrou que a FLSC é reduzida em duas
etapas com a transferéncia de um elétron em cada etapa formando o radical semi-
FLSC e leuco-FLSC. Na presenca de ultrassom, os radicais de FLSC séo
reoxidados por radicais hidroxilicos formados no meio aquoso através da

decomposi¢cao sonoquimica [30-33]. O mecanismo de eletroquimioluminiscéncia da
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FLSC foi estudado em eletrodo de ouro em uma larga janela de potencial, mas
apenas em condigbes especificas (solugdo alcalina) e usando voltametria ciclica
[34]. A eletrodegradacédo da FLSC em eletrodo de Pt e de diamante dopado com
boro em funcdo de varios parametros, tais como pH, corrente e natureza do
eletrdlito, tem sido investigado para o desenvolvimento de um protocolo de
degradacéo para o tratamento de aguas residuais poluidas [35].

Considerando as diferentes aplicagdes da FLSC, é de grande importancia a
determinacao do seu mecanismo redox bem como sua quantificacdo em diferentes
matrizes. Entretanto, nenhum estudo anddico com o objetivo de estabelecer seu
mecanismo de oxidacdo havia sido realizado como também nenhum método

eletroanalitico para sua quantificagdo havia sido proposto até este momento.

1.2. Raltitrexato

O Raltitrexato (RTX), Fig. 2, (2S)-2-[[5-[methyl-[(2-methyl-4-0x0-1H-
quinazolin-6-yl)methyllamino]thiophene-2-carbonyllJamino] pentanedioic acid, € um
antimetabdlito que possui atividade antineoplasica para varios tipos de tumores
sélidos, como o cancer gastrico [36], cancer de cabeca e pescogo [37], mesotelioma
maligno [38], cancer de pancreas [39] sendo utilizado em varios paises,

principalmente no tratamento de cancer colorretal avangado [40,41].

Figura 2. Estrutura quimica do raltitrexato.

Os antimetabolitos sdo substancias utilizadas no tratamento de cancer, pois
inibem a biossintese de componentes essenciais do DNA e do RNA, impedindo a
divisdo celular e o crescimento de tumores [42]. Os quimioterapicos 6-
mercaptopurina e 6-tioguanina atuam na inibicdo da biossintese das purinas,
enquanto o 5-fluoracil inibe a producédo de acido timidilico [43]. O metotrexato atua
na inibicdo da enzima dehidrofolato redutase [42]. No caso do raltitrexato, ocorre a

inibicdo da enzima timidilato sintase (TS) [44].
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O RTX €& um anéalogo do &cido félico (FA), (2S)-2-[[4-[(2-amino-4-ox0-1H-
pteridin-6-yl)methylamino]benzoyllamino]pentanedioic acid, Fig. 3, que é uma
vitamina da familia do complexo B, mais especificamente vitamina B9. O acido félico
€ uma das vitaminas mais importantes para a fungdo metabdlica humana normal
[45-47], pois ajuda o0 nosso corpo a produzir e manter células saudaveis [48]. Ele
evita alteracdo na estrutura do DNA e, quando combinado com a vitamina B12,
acelera o crescimento [49]. A deficiéncia de acido félico pode levar a varios riscos
para a saude, como anemia megaloblastica, defeitos no tubo neural no

desenvolvimento de fetos [50], cancer e doencas cardiacas [51].

Figura 3. Estrutura quimica do acido folico

1.2.1. Mecanismo de A¢ao do Raltitrexato

O mecanismo de agdao do RTX ocorre através de uma potente atividade
inibitoéria da enzima timidilato sintase (TS). Essa enzima é responsavel pela sintese
do trifosfato de timidina (TTP), que € um nucleotideo necessario exclusivamente
para a sintese do DNA. Portanto, a inibicdo da TS ira resultar na fragmentagcao de
DNA e, consequentemente, a morte celular [44].

O RTX é levado para dentro das células através de um transportador de folato
reduzido. Em seguida, € metabolizado para uma série de poliglutamatos pela enzima
folilpoliglutamato sintase (FPGS). Esses poliglutamatos sao retidos nas células e sao
inibidores ainda mais potentes da TS. A poliglutamacado do RTX aumenta a poténcia
inibitéria sobre a TS e a duracédo da inibicdo de TS nas células, as quais podem
melhorar sua atividade antitumoral. A poliglutamagao também pode contribuir para
aumentar a toxicidade, em virtude da retencéo da droga nos tecidos normais [52].
Entretanto o mecanismo de oxidagdo do RTX e sua interagcdo com a molécula do
dsDNA ainda nao foram investigados na literatura.

Na literatura sdo encontrados estudos analiticos do RTX utilizando diferentes

técnicas, como cromatografia liquida de alta resolugdo com espectrometria de
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massa [53,54]. O mecanismo de fotodegradacao do RTX foi estudado e verificou-se
que a formagao da maioria dos fotoprodutos gerados é referente a um processo de
oxidacdo de um elétron envolvendo a por¢cdao amino tiofenato e transferéncia de
energia [53]. Um ensaio foi desenvolvido para determinagdo do RTX em plasma
humano e aplicado com sucesso para determinar as concentragdes plasmaticas de
RTX em pacientes com cancer colorretal [54].

Nenhum estudo anddico com o objetivo de estabelecer o mecanismo de
oxidagdo do RTX in-vivo foi realizado como também ndo existe nenhum estudo da
interacdo RTX-DNA na literatura. Por ser um farmaco antineoplasico, amplamente
utilizado no tratamento de diversos tipos de tumores, € de grande importancia a
proposi¢cao de um mecanismo de oxidagao para o RTX, bem como o estudo de sua

interagdo com DNA, para melhor compreens&o de sua toxicidade.

1.3. Procarbazina

A Procarbazina (PCZ), Fig. 4, 4-[(2-methylhydrazinyl)methyl]-N-propan-2-
ylbenzamide, € um derivado de hidrazina com atividade anti-tumoral eficaz na
doenga de Hodgkin (tumor do sistema linfatico), tumores do pulm&o e cerebral,

melanoma maligno e tumores de pele [55-58].

Figura 4. Estrutura quimica da procarbazina

A PCZ, assim como outros antineoplasicos, pode apresentar reagdes toxicas
e cancerigenas. Em ratos, a PCZ é cancerigena e causa tumores pulmonares,
leuceumia [59] e adenocarcinoma mamario [60]. Em primatas ndo humanos, por sua
vez, induz a leucemia mieldide e neoplasias malignas [61]. Em seres humanos, a
PCZ é classificada pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
como possivel carcinogénico, seu uso causa depressdo na medula Ossea e
depressdo no sistema nervoso central [57,58]. Entretanto o mecanismo de agao
antineoplasica da PCZ ainda nao esta totalmente compreendido e resultados

divergentes sao encontrados na literatura [57-63].



20

A interagcdo PCZ-DNA tem sido investigada nos ultimos anos para determinar
0 seu mecanismo de ag¢ao antineoplasica bem como sua carcinogénese. Ha muitas
hipéteses relatadas na literatura. Dentre elas encontram-se a oxidacdo da PCZ
catalisada por diferentes enzimas e metais, incluindo peroxidase de rabano,
citocromo P450 e Cu*, com formacgéo de radicais livres e/ou azoxi derivados que em
contato com a molécula do dsDNA provocam diferentes tipos de lesdes, tais como

alquilagao e danos oxidativos [57-63].

1.4. Principios da Eletroquimica

A eletroquimica estuda fenbmenos de transferéncia de cargas em solugao
(processo homogéneo) ou na superficie de eletrodos (processo heterogéneo) [8].
Esta transferéncia de cargas, geralmente esta relacionada a transferéncia de
elétrons, representada por:

O+ne~—R

A espécie oxidada “O” recebe n elétrons para se transformar na espécie
reduzida “R”. O potencial do eletrodo esta relacionado com a energia do par O | R,
denominada energia redox, Edx [67]. A dupla seta indica o processo reverso, em
que a espécie reduzida “R” fornece n elétrons para se transformar na espécie
oxidada “O”.

As reacgbes heterogéneas de transferéncia de carga ocorrem em eletrodos
distintos, imersos em solucdo numa célula eletroquimica. O eletrodo de trabalho,
também conhecido como eletrodo indicador, € o eletrodo onde ocorre a reacédo de
transferéncia de elétrons do analito de interesse. O potencial deste eletrodo é
controlado a partir do eletrodo de referéncia. O eletrodo de referéncia utilizado
numa experiéncia eletroquimica deve possuir uma impedancia elevada nao
permitindo passagem significativa de corrente por si proprio. Um eletrodo auxiliar,
onde ocorre a reagao complementar de transferéncia de elétrons, assegura que a
corrente elétrica relativa ao processo redox como um todo migre entre ele e o
eletrodo de trabalho, evitando que ocorram quaisquer mudancas no eletrodo de
referéncia para que este mantenha seu potencial constante o tempo todo. Assim,
nos estudos eletroquimicos dois componentes sao de extrema importancia, os
eletrodos e o eletrolito suporte [68].

O eletrdlito € uma substancia que, ao se dissolver-se em um dado solvente,

produz uma solugdo com uma alta condutividade elétrica e extremamente maior que
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a condutividade do solvente. Em sistemas eletroquimicos é comum usar a
denominacéo eletrélito suporte, o qual deve possuir uma concentracdo pelo menos

cem vezes maior que a da espécie eletroativa [69].

1.4.1. Técnicas Voltamétricas

A voltametria tem por objetivo medir a corrente (sinal de resposta) que flui
através do eletrodo de trabalho em fung&o do potencial aplicado (sinal de excitagéo),
onde ambos variam com o tempo. A aplicagdo de um potencial da origem a uma
corrente faradaica e uma capacitiva [67].

=1+ I

A curva registrada durante a voltametria € denominada voltamograma ou
onda voltamétrica. As duas técnicas voltamétricas mais usadas s&o: método de
varrimento ciclico de potencial, também denominada de voltametria ciclica, no qual é
aplicado um potencial que varia linearmente entre um valor maximo e um valor
minimo (ciclicamente) com o tempo; e método de degrau e pulso, no qual € aplicado
um pulso de potencial e as correntes sdo medidas em varios instantes durante o
tempo de vida dos pulsos que altera instantaneamente o sistema eletroquimico e

inclui a voltametria de pulso diferencial e onda quadrada [67].

1.4.1.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica muito utilizada para desenvolvimento de
meétodos analiticos qualitativos e quantitativos. Por outro lado € também bastante
usada para determinar mecanismos de reagdes redox, uma vez que possibilita a
determinacao de intermediarios de reacdo e o acompanhamento dos produtos
formados na superficie dos eletrodos [8,67].

No exemplo do comportamento redox do par [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]*, Fig. 5A,
utilizando como eletrodo de trabalho o GCE, o potencial varia ciclicamente de -0,2 V
até 0,6 V versus um eletrodo de referéncia Ag/AgCl. No inicio da varredura nenhuma
corrente é observada considerando-se que néao ha espécie possivel de ser oxidada
ou reduzida nessa faixa de potencial. Em aproximadamente 0,2 V é detectada uma
corrente anodica correspondente a oxidagdo do [Fe(CN)e]* a [Fe(CN)e]>. A inverséo
na diregdo da varredura da origem a uma corrente catodica correspondente a

reducéo do [Fe(CN)s]* formado na varredura direta a [Fe(CN)s]*.
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E possivel observar ainda que & intensidade de corrente de pico anddico
aumenta linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando
que o transporte de massa do ion [Fe(CN)s]* a superficie do eletrodo é controlado

predominantemente por difuséo [8], Fig. 5B.

Figura 5. CV - (A) CVs de uma solugéo de [Fe(CN)s]* 1,0 mmol L™, em tampao

fosfato 0,1 mol L', pH = 7, em diferentes velocidades de varredura 5-500 mV s™ (B) Ipa

vs.v'"2,

02 00 02 04 06 00 01 02 03 04 05 06 07 08
E/V (vs. Ag/AgCl) v?imvs'

As correntes de pico tém uma relagdo de proporcionalidade com a velocidade
da reacédo de transferéncia de carga e com a concentracdo em solugdo da espécie

que sofre essa reacao [8,67].

1.4.1.2. Voltametria de Pulso Diferencial

Com o desenvolvimento das técnicas de pulso, principalmente a de pulso
diferencial, houve um grande melhora instrumental na discriminagdo entre a corrente
faradaica e capacitiva. Nesta técnica, a aplicacado de pulsos de potencial e a medida
de corrente sao realizadas em intervalos de tempo muito pequenos [70].

Em voltametria de pulso diferencial s&do aplicados ao eletrodo de trabalho
pulsos de potencial AE, sucessivos e temporarios durante intervalos periédicos de
tempo (1). Os pulsos sédo fixos e sobrepostos a uma rampa de potencial
crescente/decrescente, com degrau de potencial AEs. A corrente € amostrada um
pouco antes da aplicagcado e no finalzinho da vida do pulso. A diferenca entre essas

duas corrente € plotada versus o potencial aplicado [68], resultando em uma curva
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diferencial, Fig. 6, onde a altura dessa curva é diretamente proporcional a

concentragcédo da espécie quimica investigada.

Figura 6. DPVs da oxidagdo do [Fe(CN)s]* 500 ymol L™ vs. o pH em 3D.

O tempo 7’ define a largura do pulso. Ja o tempo t multiplicado ao AEs define

a velocidade de varredura (v). Através da largura a meia altura W;. é possivel
determinar o mecanismo da reagao de transferéncia de carga, tendo em vista que,
para pequenas amplitudes de pulso, W, é inversamente proporcional ao numero de
elétrons transferidos (Wi, =~ 90/n). I, € proporcional a concentragdo do analito e
depende da velocidade da reacdo eletroquimica. A corrente observada (Al) é

resultante da diferenca de duas correntes Al = I- I, Fig. 6 [8,67].

1.4.1.3. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada pode ser utilizada para realizar experimentos
com mais rapidez que a técnica de pulso diferencial e com sensibilidade semelhante
ou um pouco melhor [70].

A voltametria de onda quadrada é resultado da adicdo de uma onda quadrada

de amplitude de pulso AE, a uma escada de potencial com degraus de amplitude
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AEs, e com um periodo t. Durante cada ciclo de frequéncia f = t', um pulso de
potencial positivo é aplicado ao eletrodo durante metade do ciclo a que se segue, na
metade restante, ocorre a aplicagao de um pulso de potencial negativo. A corrente é
medida antes do fim de ambos os pulsos em cada ciclo, o que diminui a contribuicao
da corrente capacitiva sobre a corrente total medida [8,67].

Assim, como mostrado na Fig. 7, o pulso de potencial no sentido direto
produz uma corrente anddica também denominada de corrente direta (/), enquanto
que o pulso no sentido inverso produz uma corrente catddica denominada corrente
reversa (/b). O calculo para determinar a corrente total, Al (/t) que sera registrada, é
realizado através da subtragdo da corrente /(1) registrada no final do pulso de
potencial direto, pela corrente /(2) registrada no final do pulso inverso, portanto /(2)
possui sinal contrario a /(1). Logo, para sistemas reversiveis Al = [(1) - /(2) € maior
do que /(1) [8,67].

Figura 7. SWV do [Fe(CN)s]* 1,0 mmol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH = 7,0,

I — total, I — forward (direta) e I, — backward (reversa).

-0.1 0.0 ) 0T1 ) 0?2 ) 0.3 0.4
E/V (vs. Ag/AgCl)

1.5. Biossensores Eletroquimicos de DNA

Moléculas de DNA naturais ou sintéticas podem interagir com a superficie do
eletrodo, ocorrendo adsorgédo. Os conhecimentos desta adsorgdo na superficie do
eletrodo levaram ao desenvolvimento de eletrodos modificados com DNA, também

conhecidos como biossensores eletroquimicos de DNA [6,12].
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A diversificagdo dos transdutores estendeu de forma significativa o campo de
aplicacao dos biossensores eletroquimicos com DNA. Eletrodos de carbono, como o
carbono vitreo, fibras de carbono, pasta de carbono e, mais recentemente, diamante
dopado com boro [6,71-73], possuem normalmente um intervalo de potencial util
bastante largo, em especial para os valores de potencial positivo, que permite a
deteccao dos danos causados ao DNA através da analise dos efeitos que estes
danos acarretam aos picos de corrente de eletroxidacdo dos componentes do DNA e
do proprio DNA, seja em dupla ou simples hélice [6,71-73]. Ressalte-se que
processos de eletroxidagdo do DNA e dos seus componentes ocorrem nas bases
purinicas e pirimidinicas, uma vez que os agucares e os grupos fosfatos ndo sao
eletroativos em eletrodos de carbono em meio aquoso [6,71-73].

Um biossensor eletroquimico de DNA é um dispositivo transdutor que utiliza o
DNA como elemento de reconhecimento molecular para medir os processos de
ligacdo especifica com o DNA, utilizando transdugao eletroquimica [12]. Estes
biossensores possibilitam a elucidagcéo de interagcbdes redox entre drogas e agentes
cancerigenos com o DNA, assim como fornecem indicagdes sobre os mecanismos
subjacentes a essas interagbes [74,75].

Os biossensores eletroquimicos de DNA apresentam algumas propriedades
importantes como facil preparacao, alta sensibilidade e seletividade, freqiéncia
analitica rapida, custo baixo, possibilidade de geracédo, in-situ, de intermediarios
altamente reativos e interacdo desses com o proprio DNA. Os sinais de oxidacédo no
substrato de carbono dos componentes do DNA, tais como os nucleosideos, os
nucleotideos, as bases purinicas e pirimidinicas, podem também ser empregados
como moléculas de reconhecimento para a determinagcdo de interacbes mais
especificas [6].

Assim como mostrado na Fig. 8, os biossensores eletroquimicos de DNA
possuem uma biocamada, que utiliza o DNA como bioreceptor, e um transdutor
eletroquimico, que neste caso é o GCE. A eletroxidacdo do DNA, em pH = 4,5, da
origem a dois picos anddicos bem separados e definidos, facilmente detectados por
DPV. Um primeiro pico, de menor potencial, esta associado a eletroxidacdo de
residuos da desoxiguanosina, em +1,0 V, enquanto um segundo pico é devido a

eletroxidagéo dos residuos da desoxiadenosina em +1,25 V, Fig. 8A.
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Figura 8. Esquema de um biossensor eletroquimico de dsDNA e suas respostas
voltamétricas (A) biossensor de dsDNA sem interagir com o analito (controle), (B)
biossensor de dsDNA apés interagdo com o antineoplasico PCZ.
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dGuo

BIOCAMADA
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E/V (vs. Ag/AgCI)
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B g 10 nA A
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' Y : PCZ/IB-CoGua L

—
T T 1

04 0?6 OTS 110 1.2 14
E /V (vs. Ag/AgCl)

Ao interagir com o DNA, o analito pode provocar lesdes na molécula do DNA
que resultam em mudangas no voltamograma do biossensor de DNA, Fig. 8B.
Assim, estas lesdes podem ser monitoradas medindo-se:

1. As mudancgas na resposta voltamétrica dos biossensores eletroquimicos de
DNA apds incubacado durante diferentes periodos de tempo com os compostos
promotores das lesdes no DNA,;

2. A mudanca do potencial formal do composto promotor de lesdes no DNA,
causado pela ligagdo ao DNA;

3. A ocorréncia de novos picos anddicos associados a componentes do DNA,
tais como nucledtidos, nucleosideos, bases livres, produtos de oxidagao tais como
os biomarcadores 8-oxoguanina (8-oxoGua) e 2,8-diidroxiadenina (2,8-DHA) [6].

O desempenho, sensibilidade e confiabilidade de resposta dos biossensores
eletroquimicos de DNA sao relacionadas com o procedimento escolhido para a sua

confeccdo e dependem de fatores como, por exemplo, caracteristicas e as
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condicdes de pré-tratamento do eletrodo, o método de imobilizacdo utilizado, o
tempo de adsorcdo, a sequéncia e o comprimento da cadeia da molécula de DNA, a
concentracao, o pH da solugdo de DNA utilizada, a composicao e a forga idbnica do
eletrolito suporte [6].

Geralmente trés diferentes procedimentos experimentais tém sido utilizados
para confec¢cao de biossensores eletroquimicos de DNA, os quais sao relacionados
a aplicagao requerida [6].

1- Biossensor de dsDNA de camada fina: preparado por imersdo do GCE
(d = 1,5 mm) numa solugdo de dsDNA 60 ug mL~" durante 10 min com aplicagdo de
um potencial de + 0,30 V (vs. Ag/AgCl). Depois o biossensor € incubado com a
substancia de interesse

2- Biossensor de dsDNA multicamada: preparado pela cobertura camada
por camada do GCE (d = 1,5 mm) com trés gotas sucessivas de 5 yL de uma
solugéo de dsDNA 50 ug mL™". Entre cada gota adicionada, a superficie do eletrodo é
secada em atmosfera inerte. Depois de completamente seco o biossensor é
incubado com a substancia de interesse.

3- Biossensor de dsDNA de camada espessa: preparado pela cobertura
do eletrodo de carbono vitreo (d = 1,5 mm) com uma gota de 10 pL de uma solugao
de dsDNA 35 mg mL™". Depois o biossensor é seco em atmosfera normal durante
aproximadamente 24 h e por ultimo novamente hidratado na solugcéo tampao pH =
4,5 por volta de 30 minutos. Depois de completamente hidratado o biossensor &

incubado com a substancia de interesse.
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2.1. Objetivo Geral

Investigar o comportamento eletroquimico e eletroanalitico da FLSC utilizando

técnicas voltamétricas, bem como, estudar o comportamento eletroquimico e

eletroanalitico dos antineoplasicos RTX e PCZ e suas interacbes com o dsDNA

utilizando técnicas voltamétricas e biossensores eletroquimicos de DNA.

2.2, Objetivos Especificos

Investigar o comportamento anodico da FLSC utilizando técnicas

voltamétricas, como CV, DPV e SWV;

Propor um mecanismo de oxidagao para a FLSC;

Propor um método eletroanalitico para detecgcéo e quantificagao da FLSC;
Investigar o comportamento anddico dos antineoplasicos RTX e PCZ

utilizando as técnicas voltamétricas, como CV, DPV e SWYV,;,
Propor um mecanismo de oxidagao para o RTX;
Investigar a interacdo RTX-dsDNA utilizando biossensores eletroquimicos de

DNA;
Propor um mecanismo de oxidagao para o PCZ,
Propor uma metodologia eletroanalitica para investigar a degradagédo quimica

do PCZ em diferentes meios e por diferentes periodos de tempo;
Investigar a interagdo PCZ-Cu?" utilizando técnicas voltamétricas;
Investigar a interacdo PCZ-dsDNA utilizando técnicas voltamétricas e

biossensores eletroquimicos de DNA.
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3.1. Reagentes, Materiais e Metodologia

FLSC, RTX, PCZ e K4Fe(CN)s] foram obtidos da Sigma e usados sem
qualquer tipo de purificagdo. Solugdes estoque de FLSC 100 umol L', RTX 210 ymol
L' e KiFe(CN)] 100 mmol L' foram preparadas em agua deionizada e
armazenadas a 4 °C. A solucgéo estoque da PCZ 300 umol L™ foi preparada em agua
deionizada previamente desaerada e posteriormente armazenada a 4 °C. As
concentragbes especificas utilizadas nas medidas voltamétricas foram obtidas por
diluicado das respetivas solugdes estoque no eletrélito suporte desejado, diretamente
na célula eletroquimica.

O dsDNA, proveniente do timo de vitela (calf thymus) tipo Il (“altamente
polimerizado” 62% de Na/13% de agua e comprimento de 10,000-15,000 bp), foi
obtido da Sigma. Solugdes estoque foram preparadas em agua deionizada e a
concentragéo foi determinada por espectrofotometria: 1uA (260 nm) = 50 ug mL™
dsDNA.

As solucdes dos eletrdlitos suporte com diferentes valores de pH, Tabela 1,
foram preparadas usando reagentes de grau analitico e agua purificada de um
sistema Millipore Milli-Q (condutividade < 0,1 uS cm™) de acordo com a literatura
[76].

Tabela 1. Composigao das solugdes de eletrélito suporte.

Eletrdlitos suporte (diluicoes para 100 mL) pH
0,2 mol L' KCI (25 mL) + 0,2 mol L™ HCI (6,5 mL) 2,0
0,2 mol L NaOAc (3,7 mL) + 0,2 mol L™ HAcO (46,3 mL) 34
1 mol L™ NaOAc (7,2 mL) + 1 mol L' HAcO (12,5 mL) 4,5
0,2 mol L' NaOAc (41,2 mL) + 0,2 mol L™* HAcO (8,8 mL) 54
0,2 mol L' Na,HPO, (6,15 mL) + 0,2 mol L' NaH,PO, (43,85 mL) 6,1
0,2 mol L Na;HPO, (30,5 mL) + 0,2 mol L™ NaH,PO4 (19,5 mL) 7,0
0,2 mol L' Na,HPO, (47,35 mL) + 0,2 mol L™ NaH,PQO, (2,65 mL) 8,0

0,025 mol L' NazB,07.10H,0 (50 mL) + 0,1 mol L NaOH (3,0mL) 9,2
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0,2 mol L KCI (25 mL) + 0,2 mol L™ NaOH (6,0 mL) 12,0

A interacdo dos antineoplasicos com o dsDNA foi investigada utilizando o
biossensor eletroquimico de dsDNA multicamada. O biossensor de dsDNA
multicamada foi preparado pela cobertura, camada por camada, do GCE com gotas
sucessivas de uma solugdo de dsDNA 50 ug mL™". Entre cada gota adicionada, a
superficie do eletrodo foi secada sob um fluxo constante de nitrogénio. Para cada
tempo de incubacéo investigado um novo biossensor foi confeccionado.

Microvolumes foram medidos usando pipetas eletrénicas (EP), EP-10 umol L™
e EP-100 umol L™ Plus Motorizada (Rainin Instrument Co. Inc., Woburn, EUA). As
medi¢cdes de pH foram realizadas em um pH-metro Metrohm Herisau (Suiga)
utilizando um eletrodo de vidro combinado Scott Gerate. Todos os experimentos

foram realizados a temperatura ambiente, T =25 + 1 °C.

3.2. Parametros Voltamétricos e Célula Eletroquimica

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando um potenciostato
(Metrohm, PGSTAT 302N), Fig. 9, com o software GPES 4.9, Metrohm / Autolab,
Utrecht, Holanda. As medicbes foram realizadas utilizando um eletrodo de trabalho
GCE (d = 1,6 mm), um eletrodo auxiliar de fio de Pt e um Ag/AgCl (3 mol L™ KCI)
como eletrodo de referéncia, numa célula eletroquimica de compartimento unico de
5 mL, Fig. 10. As condigbes experimentais para a DPV foram: amplitude de pulso de
50 mV, largura de pulso de 70 ms e velocidade de varredura de 5 mV s™'. Para a
SWYV as condi¢des experimentais foram: amplitude de pulso de 50 mV, freqiéncia de
10 Hz e incremento potencial de 5 mV, correspondendo a uma velocidade de

varredura efetiva de 50 mV s™.

Figura 9. Imagem do potenciostato.

. rsaaE O
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Figura 10. Imagem da célula eletroquimica e dos eletrodos utilizados.

Eletrodo auxiliar Célula eletroquimica

Eletrodo de Pt
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\ GCE

/
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O GCE foi polido utilizando spray de diamante (tamanho de particula 1 ym,
Kement, Kent, UK) antes de cada ensaio eletroquimico. Apds polimento, o eletrodo
foi cuidadosamente enxaguado com agua deionizada. Apds este tratamento
mecanico, o GCE foi colocado no eletrdlito suporte e varios voltamogramas foram
registrados até que um voltamograma de linha de base de estado estavel fosse

obtido. Este procedimento assegurou resultados experimentais reprodutiveis.

3.3. Aquisicao e Apresentagao de Dados Voltamétricos

Todos os voltamogramas DP apresentados foram corrigidos na linha de base
pela aplicagdo de média movel com uma janela de step de 2 mV incluida no
software GPES versdo 4.9. Este tratamento matematico melhora a visualizacao e
identificacdo de picos sobre a linha de base, embora a corrente de pico seja em
alguns casos reduzida (<10%) em relagdo a curva nao tratada. No entanto, este
tratamento matematico dos voltamogramas originais de pulso diferencial foi utilizado
na apresentacdo de todos os voltamogramas experimentais de DPV para uma
melhor e mais clara identificagdo dos picos. Os valores de corrente de pico
apresentados em todos os graficos foram determinados a partir dos voltamogramas

originais ndo tratados apos subtragéo da linha de base.
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4.1. Oxidagao da Fluoresceina

4.1.1. Voltametria Ciclica

Primeiramente, o estudo do comportamento anddico da FLSC foi investigado
por CV a uma velocidade de varredura de 100 mV s™', numa solugdo de FLSC 25
umol L recém preparada em tampdo acetato, pH = 4,5, Fig. 11A, em tampao
fosfato, pH = 7,0, Fig. 11B e em tampé&o borato, pH = 9,7, Fig. 11C. Um pico anddico
1a, associado a oxidacédo do grupo fendlico na posicao C6’ do anel aromatico da
molécula, foi detectado.

O valor de potencial do pico 1a sofre uma variagdo com o pH. Em meio acido,
pH = 4.5, E;ia = + 0,91 V, em meio fisiologico, pH = 7,0, Exa = 0,71 V e em meio
alcalino, pH = 9,7, E;.a = + 0,65 V, demonstrando que a oxidagdo da FLSC é
dependente do pH do meio. E possivel concluir que o processo de oxidagdo do pico
1a é irreversivel, uma vez que nao foi observado nenhum pico catddico durante a
varredura de potencial reverso. Na segunda varredura pode ser observada em meio
acido uma diminuigdo significativa da corrente do pico 1a, Fig. 11A, enquanto que
em meio fisiolégico e em meio alcalino a corrente do pico 1a desaparece
completamente, Figs. 11B e 11C, devido a adsorcdo de produtos de oxidacao da
FLSC na superficie do GCE.

Figura 11. CVs sucessivos obtidos em solugdo de FLSC 25 umol L™: (A) tampao
acetato, pH = 4,5, (B) tampéao fosfato, pH = 7,0 e (C) tampao borato, pH = 9,74, (=) primeira
varredura, v =100 mV s™.

A B C
ThA 1a 0.1 A '0-511‘\
1a 1a
— — —
00 02 04 06 08 10 12 1402 04 06 08 10 12 02 0.4 0.6 0.8 10 12
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

O mesmo estudo também foi realizado utilizando uma concentragdo maior da
solugdo de FLSC. CVs foram obtidos para uma solugdo de FLSC 50 uymol L' em

meio acido, fisiologico e alcalino, Fig. 12. No tamp&o acetato, pH = 4,5, Fig. 12A, foi
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detectado um unico pico anddico 1a, Eya = 0,91 V, que diminuiu significativamente
na segunda varredura. Em tampao fosfato, pH = 7,0, Fig. 12B, foram detectados
dois picos de oxidagao consecutivos, pico 1a, Eya =+ 0,71V, e pico 2a, Ep. = + 0,96
V, enquanto que em tampéo borato, pH = 9,7, Fig. 12C, foi detectado apenas um

unico pico anddico de baixa corrente, em E,q, = + 0,77 V.

Figura 12. CVs sucessivos obtidos em solugdo de FLSC 50 ymol L™: (A) tampao
acetato, pH = 4,5, (B) tampéao fosfato, pH = 7,0 e (C) tampao borato, pH = 9,74, (=) primeira

A B C

| o5ua 1a ‘0.5 wA 2a l1 WA
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—_—
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0.2

04 06 08 10 12 1402 04 06 08 1.0 12 02 04 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)
varredura, v =100 mV s™.

Os picos anddicos 1a e 2a de FLSC estdo associados com a oxidacdo do
grupo fendlico na posicao C6 'e C3', respectivamente, em anéis aromaticos da
molécula, Fig.1. Em todas os valores de pH investigados, uma diminuigcdo das
correntes de pico para ambos os picos 1a e 2a na segunda varredura dos CVs
sucessivos foram observados, Figs. 12A, 12B e 12C, o que ¢ atribuido a adsorgao
de produtos de oxidacdao FLSC na superficie GCE. No entanto, a superficie do GCE
nao esta completamente bloqueada, uma vez que os picos de oxidacdo nunca
desaparecem completamente nestas condicdes experimentais. Na varredura reversa
de potencial, na dire¢ao catddica, nao foram detectados picos, demonstrando que os
processos de oxidagao sao todos irreversiveis.

Com o intuito de compreender como ocorre o transporte de massa da FLSC
25 uymol L' para a superficie do GCE foram realizados CVs para diferentes
velocidades de varredura entre 10 e 500 mV s em tampao fosfato, pH = 7,0, Fig.

13. A superficie do GCE foi sempre limpa entre cada medida voltamétrica para evitar

LJ
1.2
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possiveis problemas resultantes da adsor¢cdo de produtos de oxidagdo da FLSC na
superficie do eletrodo.

Uma mudanca ligeiramente positiva no potencial foi observada para o pico 1a,
Fig. 13. Além disso, a corrente do pico 1a aumenta linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura. Este tipo de comportamento é especifico de processos
de oxidagao controlados pela difusdo das espécies a superficie do eletrodo [8,77-79]
e esta de acordo com o carater altamente hidrofilico de FLSC em meio fisioldgico,
pH =7,0[10,29].

Figura 13. CVs obtidos numa solugéo de FLSC 25 ymol L™, em tampé&o fosfato,
pH = 7,0, para diferentes velocidades de varredura (10, 25, 50, 100, 200, 300 e

500 mV s™).
0.2uA
2a
1a
M

02 04 06 0.8 10 1.2
ElV(vs. AgliAgCl)

Sabendo-se que esse processo de oxidacao € difusional, foi possivel calcular
o coeficiente de difusdo para a FLSC [10]. Para realizar este calculo, primeiramente

€ preciso calcular a area eletroativa do eletrodo e o coeficiente de transferéncia de
carga o..

A area eletroativa de GCE foi determinada pela equacao de Randles-Sevcik

12

para um sistema reversivel, Equagao 1, plotando o grafico de I, vs. v, usando uma
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solucdo de 62,5 mmol L' de hexacianoferrato e considerando o valor do coeficiente
de difusdo de hexacianoferrato em tampao fosfato de Do = 7,35 x 10 cm? s [80].

Assim, foi estimada uma area eletroativa de 0,011 cm?.

Ipa (A) = 2,69 x 10°n*? A [0]..Do"?v"? (Equagéo 1)

Para o calculo do o, a diferenca entre o potencial de pico Ey. € 0 potencial a
meia altura do pico Epqa, foi calculada e determinada como ~ 35 mV. Dado que para
um sistema irreversivel controlado por difuséo, |Epia - Epae| = 47.7 / (0. + n''), onde
0. € o coeficiente de transferéncia de carga e n' o numero de elétrons na etapa
determinante [8,77-79], pode-se calcular que (o + n') = 1.36.

A partir desses dados, o coeficiente de difusdo da FLSC foi calculado pela

equagao de Randles-Sevcik para sistemas irreversiveis controlados por difusao
[8,77-79], Equagao 2.

Iota (A) = 2.99 X 1051 (0t + N )2 A [O].. Do'2v'2 (Equagdo 2)

Onde n é o numero de elétrons transferidos durante a oxidagcédo da FLSC (n =
1, se¢do 4.1.2.), A é a area eletroativa de GCE em cm?, Do é o coeficiente de difusdo
em cm? s, [O]» é a concentracdo da FLSC em mol cm™ e v é a velocidade de
varredura em V s™'. Assim, o valor de Drsc da FLSC foi estimado pela equacao de
Randles-Sevcik por plotagem do gréafico de l,1. vs. v'? em tampao fosfato, pH = 7,0,

como Deisc = 9,77x 10° cm?s™.

4.1.2. Voltametria de Pulso Diferencial

O influéncia do pH sobre a oxidacao de FLSC foi investigada através da DPV,
um meétodo com alta resolugao e sensibilidade que permite boa separacao de picos,
permitindo melhor caracterizacdo de etapas subsequentes [8,77,79].

Por ser uma técnica sensivel, a DPV permite a utilizagédo de concentragdes
menores sem que haja perda do sinal eletroativo. Portanto, foram realizados DPVs
sucessivos em solugdo de FLSC 10 umol L' recém-preparada em tampéo acetato,

pH = 4,5, em tampao fosfato, pH = 7,0 e tamp&o borato, pH = 9,7, Fig. 14. Os
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voltamogramas em meios acido e fisioldgico mostraram que a oxidagao da FLSC
ocorre em duas etapas, pico 1a e 2a, Figs. 14A e 14B, enquanto que em meio
alcalino ocorre apenas por uma unica etapa de oxidagao, pico 1a, Fig. 14C. Assim, é
demonstrado que a oxidagdo de FLSC é significativamente afetada pelo pH, Figs.
14A, 14B e 14C. Como a FLSC possui uma forma predominante em cada pH, Fig.
1, ocorrem mudangas estruturais nos grupos fendlicos e variagdes no carater
hidrofilico da molécula, influenciando seu processo de oxidagdo na superficie do
GCE.

Figura 14. DPVs sucessivos (com correcao de linha de base) obtidos em solugcbes de FLSC
10 ymol L' em: (A) tamp&o acetato, pH = 4,5, (B) tampao fosfato, pH = 7,0 e (C) tampao

A 1a B 1a C 1a

0.2pA 0.15uA 1nA

1 ™

02 04 06 08 10 12 1402 04 06 08 10 12 02 0.4 0.6 0.8 10 12
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)
borato, pH = 9,7, (=) primeira varredura, v=5mV s™.

A influéncia do pH na oxidagédo da FLSC também foi investigada por DPV em
um amplo intervalo de pH, entre 3,5 e 9,7, uma vez que o conhecimento dos
potenciais de oxidacdo a diferentes valores de pH poderia oferecer informagdes
complementares sobre o comportamento de oxidagdo do FLSC, como a quantidade
de elétrons e protons envolvidos no processo. Os DPVs, Fig. 15A, foram todos
registrados em solugdes de FLSC 25 umol L™ em diferentes eletrdlitos, Tabela 1.

O pico 1a ocorre em toda a gama de pH investigada, Figs. 15A e 15B. No
entanto, para 3,5 < pH < 6,3, o potencial de pico foi deslocado para valores menos
positivos com o aumento do pH, Fig. 15A, indicando a existéncia de um equilibrio
acido-base e que protons estdo envolvidos no processo de oxidagédo. No grafico E .
vs. pH, Fig. 15B, uma inclinagdo de ~ 59 mV por unidade de pH mostra que o
mecanismo associado ao pico 1a envolve um numero equivalente de elétrons e

prétons. Como a largura do pico a meia altura para o pico 1a é W4, ~ 89 mV, pode-
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se concluir que esta etapa da reagcdo ocorre com a retirada de um elétron e um
proton [8]. Para pH > 6,5, a oxidagao no pico 1a era independente do pH, mostrando
uma reagao anodica envolvendo apenas a transferéncia de um elétron. Estes
resultados permitiram atribuir tal oxidagdo no pico 1a ao grupo fendlico na posi¢cao
C6 ', pKa de FLSC, pKa ~ 6.3 [8], Fig. 15B.

Para o pico 2a, a oxidagao eletroquimica foi claramente detectada apenas em
meio acido e fisiolégico e o potencial de pico foi deslocado para valores menos
positivos com o aumento do pH, Figs. 15A e 15B. Uma vez que existe uma
inclinagcdo de ~ 59 mV por unidade de pH, Fig. 15B e uma largura de meia altura de
~ 80 mV para o pico 2a, pode concluir-se que esta etapa da reacido de oxidagao

envolve a retirada de um par um elétron / préton.

Figura 15. (A) DPVs da oxidagao da FLSC 25 ymol L™ vs. pH em 3D (com corregéo
de linha de base), (==) pH = 3,56, (=) pH =4,2, (=) pH =4,5, (=) pH = 5,0, (—) pH = 6,0,
()pH=6,28, (—)pH=7,0, (=) pH =7,5, (—) pH = 9,74, (B) E. vs. pH, (m) Ey1. do pico 1a,
(o) Ep2a do pico 2a, a inclinacao da reta é de 59 mV por pH.
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4.1.3. Voltametria de Onda Quadrada
O efeito do pH sobre a oxidagdo do FLSC também foi investigado usando

SWV. Vantagens importantes da SWV em relagdo a DPV incluem a minimizacao de

problemas com envenenamento da superficie do eletrodo e andlise da

.10.
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reversibilidade eletroquimica da reagdo de transferéncia de elétrons executando
apenas uma varredura de potencial [8].

O comportamento voltamétrico da FLSC na superficie do GCE foi investigado
utilizando SWV, a uma velocidade de varredura efetiva de 50 mV s, em eletrolitos
com diferentes pHs, Fig. 16.

Foram realizados voltamogramas SW sucessivos numa solugdo FLSC 50
umol L' em tampao acetato, pH = 4,5. A primeira varredura mostrou caracteristicas
semelhantes aos DPVs, apresentando dois picos de oxidagao, pico 1a, em E i, = +
0,85 V e pico 2a, em Ep. = + 1,09 V, Fig. 16A (—). Airreversibilidade dos processos
de oxidacdo de FLSC em relacdo aos picos 1a e 2a foi confirmada através da
representacao grafica das componentes direta (Is) e reversa (lp) obtidas a partir da
corrente total (I;), Fig. 16B. A segunda varredura mostrou a ocorréncia de um novo e
reversivel pico de oxidagao 3a, em Ep. = + 0,45 V, correspondente a um produto de
oxidacao reversivel de FLSC, Figs. 16A e 16C.

Figura 16. SWVs (com correcéo da linha de base) de FLSC 50 umol L™: (A)
varreduras sucessivas em tampao de acetato, pH = 4,5, (=) primeira varredura, (B) primeira
e (C) segunda varredura; | — total, /i — forward e I, — backward, Vefeivo= 50 mV s

A C 3a
1a
0.02 A
1a
2a
‘0.5pA 2a
3a

02 04 06 08 10 12 14 07 08 09 10 11 12 13 1402 04 06 08 10 12

E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgC)

SWVs sucessivos numa solugdo FLSC 50 umol L™ foram realizados também
em tampao fosfato, pH = 7,0, e o primeiro voltamograma apresentou caracteristicas
semelhantes aos DPVs, apresentando dois picos de oxidagao, pico 1a, em Epia =
+0,77 V e pico 2a, em Ep. = + 0,94 V. No entanto, nenhum produto de eletroxidagao

eletroativo foi detectado a partir dos SWVs sucessivos.

L}
14
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Em tampao borato, pH = 9,0, também foram realizados SWVs sucessivos em
solucdo de FLSC de 50 umol L' e apenas um Unico pico anddico irreversivel foi
detectado na primeira varredura, em concordancia com os resultados de CV e DPV.

As experiéncias acima foram repetidas numa solugédo de FLSC 10 umol L e,
quando comparadas com os resultados de uma solugdo de FLSC 50 pmol L™ em
meio acido e neutro, apresentaram caracteristicas semelhantes, onde foram
detectados dois picos anddicos e, nos SWVs sucessivos, o0 pico 3a do produto de
oxidacdo foi novamente observado apenas em meio acido. Contudo, em meio

alcalino nao foi detectado nenhum pico de oxidagao.

4.2. Mecanismo de Oxidagao da FLSC

Com base nos dados de CV, DPV e SWV, além da estrutura da FLSC e suas
propriedades quimicas [17-23], um mecanismo de oxidagao da FLSC foi proposto. A
reacao de oxidacado ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, um elétron e um
préton sdo removidos do grupo fendlico na posigdo C6' e, no segundo passo, um
elétron e um proéton sdo removidos do grupo fendlico na posi¢gao C3' da molécula
FLSC, Fig. 17.

A eletroxidagao de grupos fendis envolve a formagéo de um radical fenoxi que
pode iniciar a polimerizagdo, levando a produtos adsorvidos na superficie do
eletrodo [82-85], e/ou pode por outra via de reagdo ser oxidado a uma quinona, que
€ reversivelmente reduzida [82-85]. Na reducao eletroquimica dos pares redox de
orto-quinona / catecol e para-quinona / hidroquinona na superficie de carbono, o
potencial de reducao eletroquimica da para-quinona é préximo de 0,0 V, enquanto
potencial de redugcdo da orfo-quinona ocorre em valores de potenciais positivos
variando entre 0,30 V e 0,60 V [85]. Consequentemente, o produto de oxidacado da
FLSC, pico 3a, a Eyua = + 0,40 V, detectado em meio acido, corresponde a um
derivado de quinona que é reversivelmente reduzido para formar um derivado de
catecol. No entanto, o acoplamento de radical fenoxi para formar produtos
poliméricos pode corresponder ao principal produto de reacdo em meio fisiolégicos e
alcalinos, uma vez que nao se observa nenhum produto eletroativo por voltametria
CV, DP e SW nestes intervalos de pH.
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Figura 17. Mecanismo de oxidagao proposto para a FLSC.

4.3. Determinagao Eletroanalitica da Fluoresceina

A voltametria de DP pode ser utilizada para obter uma quantificagao sensivel
da FLSC. Em condicbes otimizadas, foi possivel obter melhores sinais
eletroanaliticos em tampao fosfato 0,1 mol L', pH = 7,0. Os DPVs foram registrados
em solucdes com diferentes concentracbes de FLSC e a variagao da corrente do

pico anddico 1a referente a oxidacdo da FLSC foi utilizado como o sinal
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eletroanalitico, Fig. 18A. Devido a forte adsorgdo dos produtos de oxidagdo da
FLSC na superficie do GCE e para assegurar a linearidade da curva analitica (Ip1a vs.
Crusc) e a reprodutibilidade do procedimento, a superficie do GCE foi sempre limpa

entre cada medida.

Figura 18. (A) DPVs (com corregao de linha de base) para FLSC em concentragbes
crescentes e (B) Curva analitica (Ipa (FLSC) =- 0,72 (£ 0,46) + 0,28 (£ 0,01) [FLSC]) de
FLSC. [Tampao fosfato] = 0,1 mol L™, pH = 7,2; (a) 2,5, (b) 5,0, (c) 6,0, (d) 7,0 e (e) 8,0 ymol
L_1, Vefectivo = 5 mV 8_1-
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A curva analitica correspondente, Fig. 18B, mostra que existe uma relagao
linear Ipa (A) = 0,01 [FLSC / uM] - 1,58 x 10® onde r = 0,994, n = 5, SD = 2,13 nmol
L', na faixa de concentracdes de 2,0 - 8,0 umol L'. Em condigbes otimizadas, o
limite de detecgéo foi calculado como 0,64 umol L' (3 o / S, onde ¢ é o desvio
padrao do sinal em branco e S, a sensibilidade) e o limite de quantificagdo como
2,13 ymol L' (10 o / S).
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5.1. Oxidacao do Raltitrexato

5.1.1. Voltametria Ciclica

A oxidacdo de RTX num GCE foi primeiramente investigada por CV a uma
velocidade de varredura de 100 mV s™. Os CVs sucessivos obtidos numa solugdo
recém preparada de RTX 105 ymol L' em tampdo acetato, pH = 4,5, Fig. 19A,
mostraram dois picos de oxidagao consecutivos, pico 1a, em Ep, = + 0,65 V e pico
2a em Ep, = + 1,15 V. Em tampéo fosfato, pH = 7,0, Fig. 19B, também foram
detectados dois picos anddicos consecutivos: pico 1a, em Epi. = + 0,64 V e 0 pico
2a, em Ey2. = + 1,03 V. Enquanto que em tampao borato, pH = 9,3, Fig. 19C, foi
detectado apenas um pico de oxidagao: pico 1a em E,«. = + 0,65 V. Em todos os
pHs, na varredura reversa na diregdo catddica, ndo foram detectados picos,
demonstrando que todos os processos de oxidagao sao irreversiveis.

Nas varreduras sucessivas para todos os pHs pode ser observada uma
diminuigdo das correntes dos picos devido a uma possivel adsor¢édo de produtos
eletroativos de oxidagdo do RTX na superficie GCE, Fig. 19. Os dois picos anddicos
detectados estdo associados a oxidagdo do grupo amina na posicado N10’ e do

carbono na posi¢gao C9’ da molécula do RTX, Fig. 2.

Figura 19. CVs sucessivos obtidos em solugdo de RTX 105 umol L™ em (A) tampé&o acetato,
pH = 4,5, (B) tampao fosfato, pH = 7,0, (C) tampao borato, pH = 9,3, (==) primeira varredura.
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O efeito da influéncia da velocidade de varredura para a RTX 105 ymol L™ no
GCE foi investigada por CV em tampao fosfato, pH = 7,0. Os CVs foram registrados
para diferentes velocidades de varredura entre 5 e 200 mV s™'. A superficie do GCE
foi sempre limpa entre cada medida voltamétrica para evitar adsor¢ao de produtos

de oxidagdo do RTX na superficie do GCE. Com o aumento das velocidades de
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varredura, as correntes dos picos aumentaram linearmente em relagdo a raiz
quadrada da velocidade, indicando um processo de transporte de massa

predominantemente controlado por difuséo [8,10].

5.1.2. Voltametria de Pulso Diferencial

A influéncia do pH sobre a oxidacdo de RTX foi investigada através da DPV.
Considerando que pela teoria eletroquimica da DPV é possivel estabelecer o
numero de elétrons e prétons do processo anddico/catddico investigado [8,75,80].

Realizaram-se DPVs sucessivos numa solugdo de RTX 105 pmol L' recém
preparada em tampao de acetato, pH = 4,5, em tampao de fosfato, pH = 7,0 e
tampé&o de borato, pH = 9,7, Fig. 20. Os voltamogramas em meio acido mostraram
que a oxidagao do RTX ocorre em dois processos anodicos consecutivos, pico 1a e
2a, Fig. 20A, enquanto que em meio fisioldgico e alcalino ocorre apenas em uma
unica etapa de oxidacao, pico 1a, Figs. 20B e 20C. Assim, € demonstrado que a
oxidagado do RTX é significativamente afetada pelo pH, Figs. 20A, 20B e 20C.

Figura 20. DPVs sucessivos (com corregéo de linha de base) obtidos em solugdes de RTX
105 ymol L™ em: (A) tampao de acetato, pH = 4,5, (B) tampao fosfato, pH=7,0 e
(C) tampéo borato, pH = 9,7, (=) primeira varredura, v=5mV s™.
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foi
investigada por voltametria DP em um amplo intervalo de pH, entre 3,56 e 9,0, com o
objetivo de estabelecer o numero de elétrons e protons envolvidos nos processos
anodicos. Os DPVs, Fig. 21A, foram todos registrados em solugbes de RTX 105
umol L™ em diferentes eletrolitos suporte, Tabela 1. Foi observado que o primeiro
processo de oxidagdo do RTX, pico 1a, € independente do pH, enquanto o segundo
processo, pico 2a, 0 seu potencial de oxidacdo se desloca para valores mais

negativos com o aumento do pH, Fig. 21B.
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O numero de elétrons para cada processo de oxidacdo foi determinado
utilizando-se a teoria da DPV, onde, para pequenas amplitudes de pulso, a largura a
meia altura Wi, do pico de corrente € inversamente proporcional ao numero de
elétrons transferidos (Wi, = 90/n), o que permite caracterizar o mecanismo de
reacao de transferéncia de carga. O potencial do pico 1a € independente do pH,
Figs. 21A e 21B, e considerando a sua largura de pico para meia altura de ~ 95 mV
ocorre com a transferéncia de um elétron que esta associado com a oxidacéo do
grupo amina na posi¢cao N10’ da molécula do RTX, Fig. 2. Enquanto que para o pico
2a a reagao de oxidacdo envolve a transferéncia de um elétron e um préton, uma
vez que ha uma inclinacdo de ~ 59 mV por unidade de pH, Fig. 21B, e uma largura
de pico para meia altura de ~ 95 mV [8,77]. O processo anddico do pico 2a é

associado com a oxidag&o do carbono na posigdo C9’ da molécula do RTX, Fig. 2.

Figura 21. (A) DPVs da oxidagdo do RTX 105 ymol L vs. pH em 3D (com corregéo
de linha de base), (==) pH = 3,56, (=) pH = 4,5, (=) pH = 5,0, (=) pH =6,0, (—) pH =7,0,
()pH=8,0, (—)pH =9,0, (B) Grafico do Ey. vs. pH, (0) Epa do pico 1a, (m) Epz. do pico 2a.
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5.1.3. Voltametria de Onda Quadrada
O efeito do pH sobre a oxidagdo do RTX também foi investigado usando

SWYV, em diferentes eletrolitos suporte com diferentes valores de pHs, Fig. 22.
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Os voltamogramas SW registrados em solugdes de RTX 70 pymol L em
tampao acetato, pH = 4,5, em tampao fosfato, pH = 7,0 e tampao borato, pH = 9,7,
Fig. 22, mostraram caracteristicas semelhantes aos CVs, Fig. 19, exibindo dois
picos de oxidagdo no meio acido e fisiolégico e um pico de oxidagdo no meio
alcalino. Airreversibilidade dos processos de oxidagdo do RTX em relagao aos picos
1a e 2a foi confirmada pela representacao grafica das componentes direta e reversa
obtidas a partir da corrente total. Considerando que a componente direta mostrou os
picos de oxidacdo com correntes semelhantes aquelas registradas pelo
voltamograma SW total, enquanto, como esperado, a componente reversa nao

apresentou nenhum pico catddico.

Figura 22. SWVs obtidos em solugdo de RTX 70 umol L™ em (A) tamp3ao acetato,
pH = 4,5; (B) tampao fosfato, pH = 7,0 e (C) tampéao borato, pH = 9,3, /; — total,
I — forward e I, — backward.
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5.2. Mecanismo de Oxidagao do RTX

Com base nos dados das técnicas voltamétricas de CV, DPV e SWV, da
estrutura e das propriedades quimicas do RTX [44,54,82-87] e considerando a
eletroxidacdo de moléculas semelhantes como o metotrexato [42] e o acido fdlico
[88-90] foi proposto um mecanismo para a oxidagdo do RTX. A reagao de oxidagao
ocorre em duas etapas sucessivas, Fig. 23. Na primeira etapa, um elétron é
removido no grupo N-metil da amina terciaria na posi¢ao N10’, enquanto no segundo
passo de oxidacdo, um elétron e um préton sao removidos do C9' da molécula de
RTX, Fig. 23.

Figura 23. Mecanismo de oxidagao proposto para o RTX.
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5.3. Investigacdo da Interagao RTX-dsDNA Usando um Biossensor
Eletroquimico de dsDNA

Depois de ter sido estudado o comportamento de oxidagdo do RTX por DPV,
onde foi observado em meio fisiologico apenas um pico anddico (Ep.= + 0,551 V),
iniciou-se o estudo da interacdo RTX-DNA. Para a realizacdo desse estudo foram
confeccionados biossensores eletroquimicos de dsDNA multicamada, a partir do
procedimento descrito abaixo:

Biossensor de dsDNA multicamada: Foi preparado pela cobertura camada
por camada do GCE (¢ = 2,0 mm) com seis gotas sucessivas (duas gotas para cada
camada) de uma solugdo de dsDNA 50 ug mL™. Entre cada gota adicionada, a
superficie do eletrodo foi secada sob um fluxo constante de nitrogénio

Para o biossensor eletroquimico de dsDNA controle o DPV registrado em
meio fisiolégico (pH = 7,0) demonstrou, como esperado, dois picos de oxidagdo bem
definidos e separados. O primeiro pico esta associado a oxidacdo de residuos da
desoxiguanosina (dGuo), a E,= + 0,90 V enquanto o segundo pico € devido a
oxidacdo dos residuos da desoxiadenosina (dAdo), a E,= + 1,16 V, Fig. 24 (—).
Pode-se observar uma baixa intensidade de corrente em (nA), devido a estrutura de
dupla hélice do dsDNA, a qual dificulta a transferéncia de carga das espécies

eletroativas com a superficie do eletrodo.
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Para certificar a reprodutibilidade dos biossensores eletroquimicos de dsDNA,
varios biossensores foram confeccionados em diferentes periodos de tempo (intra-
dia e inter-dias) e posteriormente investigados por DPV. Todos os biossensores
apresentaram apenas dois picos anddicos caracteristicos do dsDNA e quando
comparados foi observado apenas pequenas variagdes de corrente. Isso demonstra
claramente a reprodutibilidade desses biossensores, em concordancia com a
literatura [6].

A interacdo RTX-DNA foi estudada utilizando o biossensor eletroquimico de
dsDNA multicamada. Biossensores de dsDNA foram confeccionados e
posteriomente incubados na solugéo de RTX 105 uymol L por diferentes periodos de
tempo (24 e 72 horas). Posteriomente a incubacgao, o biossensor foi transferido para
uma solugao tampao pH = 7,0 onde foi realizada a varredura de pulso diferencial na
faixa de potencial de 0,25V a 1,3V, Fig. 24.

A partir dos DPVs controle pode-se observar que foram detectados os dois
picos caracteristicos do dsDNA, Fig. 24 (=), como também o pico caracteristico do
RTX, Fig. 24 (—). A partir dos DPVs registrados para os biossensores incubados na
solugéo de RTX 105 umol L por 24, Fig. 24 (=) e 72 horas, Fig. 24 (), foi detectado
um pico de corrente no potencial de 0,55 V, o qual foi associado a eletroxidacido do
RTX pré-concentrado na superficie do biossensor. Também foi detectada uma
diminuigdo das correntes dos picos associados com a eletroxidacdo do dsDNA, o
pico da dGuo em Epa = 0,90 V e o pico anddico da dAdo, Epa = 1,16 V, quando
comparados ao biossensor controle, Fig. 24. Esses resultados demonstraram
claramente uma interagdo do RTX com moléculas de dsDNA, possivelmente
associada a uma mudanca conformacional da estrutura do dsDNA devido uma
interacao eletrostatica e/ou uma intercalacdo do RTX com o dsDNA. Todavia
nenhuma dano oxidativo na molécula do dsDNA foi detectado nas condi¢des

experimentais investigadas.

Figura 24. DPVs (com linha de base corrigida) em pH = 7: do biossensor de dsDNA
multicamada controle (=); RTX 105 pmol L' (==); do biossensor de dsDNA: incubado na
solugdo de RTX 105 umol L por: 24 horas (==) e por 72 horas (000).
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6.1. Oxidagao da Procarbazina

6.1.1. Voltametria Ciclica

A oxidagdo de PCZ num GCE foi estudada por CV a uma velocidade de
varredura de 100 mV s™ em tampé&o fosfato, pH = 7,0, Fig. 25A. Os CVs sucessivos,
obtidos numa solugdo de PCZ 150 pymol L™, mostraram quatro picos de oxidag&o
consecutivos, pico 1a em Ep, =+ 0,16 V, pico 2a em Ez, = +0,38 V, pico 3a em Es,
=+ 0,76 V e pico 4a em Ep, = + 1,24 V. Na varredura de potencial na diregéao
reversa (catédica) ndo foram detectados picos, demonstrando que todos os
processos de oxidagao sao irreversiveis neste pH. Na segunda varredura pode ser
observada uma diminuicédo significativa das correntes dos picos 1a e 4a, enquanto
os dois picos anddicos 2a e 3a desaparecem, devido a forte adsor¢cado de produtos
de oxidacdo da PCZ na superficie do GCE.

Os CV foram também registrados numa solugdo recém preparada de PCZ
150 ymol L' em tampao acetato, pH = 4,5, Fig. 25B. Quatro picos de oxidagdo
consecutivos: pico 1a em Ep. = + 0,38 V, pico 2a em Ep. = + 0,49 V, pico 3a em Egs,
=+ 0,87 V e pico 4a em E s, = + 1,33 V foram detectados neste pH. No entanto, os
picos anddicos, 1a e 2a, nao estdo completamente separados e na varredura
reversa € observado um pequeno pico de redugéo, pico 5¢c em Eps. = + 0,03 V.

Numa nova experiéncia com um elétrodo limpo, um CV foi executado e a
inversao da diregao da varredura de potencial foi realizada antes de atingir o pico 3a,
o qual o pico de redugao 5c foi detectado, Fig. 25C. Consequentemente, o pico
catédico 5c foi atribuido a produtos de oxidagao da PCZ produzidos nos processos
de oxidacdo associados ao pico 1a e/ou 2a. Como sera demonstrado mais adiante,
este pico catédico esta associado com a redugao do produto eletroativo obtido apds
a segunda etapa de oxidagao, ja que em meio acido este processo € mais estavel,
hidrolizando apenas parcialmente e permitindo sua eletrorredu¢cédo na superficie
GCE.

Voltamogramas ciclicos também foram efetuados em numa solucdo de PCZ
150 umol L™ em tampao borato, pH = 9,2, entretanto nenhum processo de oxidagao

foi detectado.
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Figura 25. CVs obtidos numa solugdo recém preparada de PCZ 150 ymol L™ em:
(A) tampao fosfato, pH = 7, (B-C) tampao acetato, pH = 4,5,(=) primeira varredura,
v=100 mVs™
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O efeito da influéncia da velocidade de varredura para a PCZ 150 umol L' no
GCE foi investigado por CV em tampao fosfato, pH = 7,0. Os CVs foram registrados
para diferentes velocidades de varredura entre 10 e 500 mV s, Fig. 26. Com o
aumento da velocidade de varredura, o potencial do pico 1a mostrou um pequeno
deslocamento de potencial para a direcdo anddica e as correntes de pico
aumentaram linearmente, indicando um processo de transporte de massa controlado
predominantemente por adsorgédo, de acordo com a equagao de Laviron [77,91]. Isto
€ explicado levando em consideracao a adsor¢ao da molécula de PCZ na superficie
hidrofébica do GCE.

Figura 26. CVs obtidos numa solugdo recém preparada de PCZ 150 ymol L' em
tampéao fosfato, pH = 7, para diferentes velocidades de varredura
(10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mV s™).

4a

10 pA

1a 3a

2a

02 00 02 04 06 08 10 12
E /V (vs. Ag/AgCI)

6.1.2. Voltametria de Pulso Diferencial

DPVs foram registrados para uma solugdo de PCZ 150 umol L™, em tampao
fosfato, pH = 7,0, Fig. 27, e foram identificados quatro picos anddicos na varredura:
pico 1a em Ep. =- 0,01V, pico 2a em Epa = + 0,25V, pico 3aem Epz = + 0,77 Ve
pico 4a em Ep4, = + 1,15 V. Mas, durante uma segunda varredura, apenas o pico 1a
e 4a foram observados. Todos os resultados de DPV est&do em concordancia com os

resultados da CV, se¢do 6.1.1.
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Figura 27. DPV obtido numa solugdo recém preparada de PCZ 150 ymol L' em
tampao fosfato, pH=7,v=5mV s™.

0,10 pA

1a

2a 3a L
02 00 02 04 06 08 10 12
E /V (vs. Ag/AgCl)

A influéncia do pH na oxidagdo da PCZ também foi investigada por DPV em
um intervalo de pH, entre 3,0 e 12,0, com o intuito de estabelecer a quantidade de
protons e elétrons envolvidos no processo. Uma solugdo de PCZ 100 umol L™ foi
utilizada. A partir de valores das inclinagbes das retas para cada processo de
oxidagéo e dos calculos da largura e meia altura dos picos foi possivel verificar que
os processos de oxidacio referentes aos picos 1a, 2a e 3a envolvem a transferéncia
de um elétron e um préton, enquanto que para o pico 4a o processo de oxidacao é

independente do pH e envolve apenas a transferéncia de um elétron.

6.1.3 Voltametria de Onda Quadrada

Ensaios utilizando a técnica de SWV também foram realizados. Os eletrélitos
suporte usados foram: tampéao acetato, pH = 4,5; tampéao fosfato, pH = 7,0; e tampéo
borato, pH = 9,2. Os SWVs registrados em solugdes recém preparadas de PCZ 150
umol L' em diferentes eletrdlitos (tampdo acetato e fosfato) demonstraram
caracteristicas semelhantes aos DPVs. Além disso, a irreversibilidade de todos os
processos de oxidacdao da PCZ, picos 1a, 2a, 3a e 4a, foi confirmada no SWV
registrado no meio fisiolégico, pH = 7,0, Fig. 28, através da representacdo das
curvas das componentes da corrente direta e reversa obtidas a partir da corrente

total de varredura, Fig. 28.
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No meio alcalino como esperado nenhum processo de eletroxidacdo para a
PCZ foi identificando, confirmando os resultados de CV e DPV obtidos nas sec¢des

anteriores.

Figura 28. SWV obtido numa solugdo recém preparada de PCZ 150 ymol L™ em
tampéo fosfato, pH = 7, I, — total, /— forward e I, — backward, Vetetvo = 5 mV s

4a

3a
2a / b

02 00 02 04 06 08 10 1.2
E/V (vs. Ag/AgCl)

6.2. Mecanismo de Oxidagao da PCZ

Com base de resultados prévios da literatura sobre o metabolismo e a
oxidagdo quimica da PCZ envolvendo outras técnicas [58-63], dos resultados
eletroquimicos apresentados de CV, DPV e SWV e levando em consideragdo a
estrutura e as propriedades quimicas da PCZ um mecanismo de oxidagdo da PCZ
foi postulado e proposto, Fig. 29. O comportamento anddico da PCZ ocorre em
quatro etapas de oxidagao. As trés primeiras etapas envolvem a transferéncia de um
elétron e um proton, relacionadas aos picos 1a, 2a e 3a. A ultima etapa de oxidacao
envolve apenas um elétron, relacionado ao pico 4a, Fig. 29.

Na primeira e segunda etapa, pico 1a e 2a, os processos de oxidagao
ocorrem no grupo hidrazina com a produgdo da azo-procarbazina [62,83], o qual
sofre isomerizagdo em hidrazo-procarbazina e hidrélise gerando o benzaldeido-
procarbazina, Fig. 29. Em tampé&o acetato, pH = 4,5 foi detectado um produto
eletroativo, pico 5c, associado a eletrorreducdo do azo-procarbazina, uma vez que
em meio acido € mais estavel, hidrolisando apenas parcialmente e permitindo a sua

reducdo na superficie GCE. Considerando os resultados eletroquimicos e que a
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isomerizagao de derivados azo para hidrazina e, apos a hidrélise, para aldeido séo
favoraveis em meios aquosos [62,92-94], os terceiro e quarto passos, os picos 3a e
4a, estao associados com a oxidacado do benzaldeido-procarbazina com a produgao

do acido N-isopropiltereftalico, Fig. 29.

Figura 29. Mecanismo de oxidagao proposto para a PCZ.
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6.3. Estudo da Degradagao Quimica da PCZ e da Interagao PCZ-dsDNA Usando
Técnicas Voltamétricas e Biossensores Eletroquimicos de dsDNA

A degradacao quimica da PCZ foi investigada inicialmente a partir de
solugdes de PCZ 50 umol L™ incubadas em tampao fosfato 0,1 mol L™, pH = 7 por
diferentes periodos de tempo usando CV, DPV e SWV, Fig. 30. Apds as varreduras
iniciais, de 0 h, a solucdo de PCZ foi incubada sob protecéo de luz até a realizacao
das demais varreduras registradas apds 48 e 72 h.

A partir dos voltamogramas de CV, SWV e DPV obtidos numa solugdo de PCZ
recém preparada foram detectados, como esperados, os quatros pico caracteristicos
da eletroxidagao da PCZ, Fig. 30 (—). Posteriormente novos voltamogramas foram
registrados nas solucbes de PCZ incubadas durante 48 e 72 horas. Nos
voltamogramas obtidos apds 48 horas de incubacédo foi detectado a diminuigdo da
intensidade de corrente dos picos anddicos 1a e 4a e o aumento da intensidade de
corrente para os picos 2a e 3a, Fig. 30 (==). Apds 72 h de incubagéao foi observado o
desaparecimento do pico anddico 1a, o aumento da intensidade de corrente dos
picos 2a e 3a e uma diminuigéo significativa da intensidade de corrente do pico 4a,
Fig. 31 (000). Essa mudanca do perfil voltamétrico da molécula comprova que houve

uma degradagéo quimica da PCZ com o tempo.

Figura 30. Voltamogramas (A)CV, (B) DPV e (C) SWV da PCZ 50 ymol L' em
tampao fosfato, pH = 7, incubada por: (==) 0 h; (==) 48 h; (000) 72 h.

A
/

02 00 02 04 06 08 10 12
E/V (vs. Ag/AgCl)
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02 00 02 04 06 08 10 12
E/V (vs. Ag/AgCl)
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E/V (vs. Ag/AgCl)

Uma vez que esta descrito na literatura danos produzidos ao DNA pela PCZ
na presencga de ions de Cu? [95], foi realizado um estudo eletroquimico do sistema
PCZ-Cu* em solugdo, para posteriormente possibilitar a investigagdo da interagao
DNA-PCZ-Cu?.

Antes da evolugdo da degradagdo quimica da PCZ-Cu?, foi investigado o
comportamento eletroquimico do Cu? 50 ymol L', em tampao fosfato, pH = 7,0.
Varreduras sucessivas foram registradasna dire¢cdo anddica, Fig. 31. A partir dos
DPVs foi detectada a existéncia de apenas um pico anddico, a Ep.= - 0,12 V,
correspondente a oxidagdo do Cu® para Cu?', considerando que quando aplicado

potenciais com valores negativos no inicio da DPV ocorre a reducao eletroquimica
na superficie do GCE do Cu®* a Cu°.
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Figura 31. DPVs sucessivos (com correcao de linha de base) obtidos numa solucéo
de Cu?* 50 ymol L' em tampéo fosfato, pH = 7.

cu’/cu®

0.04 pA

— LR\

02 00 02 04 06 08 10 12
E/V (vs. Ag/AgCl)

Apds compreender o comportamento eletroquimico do cobre (lIl) foi realizado
um estudo da interagdo PCZ-Cu?" a fim de investigar o efeito do Cu?" na oxidagao da
PCZ, assim como para posteriormente interagir DNA-PCZ-Cu?* e verificar possiveis
danos oxidativos no DNA.

O DPV obtido numa amostra de PCZ-Cu?*, ambos com 50 ymol L, incubada
durante 10 min mostrou diferengas em relacdo aos resultados de controle das
solugdes de PCZ 50 ymol L' e Cu* 50 umol L', Fig. 32. O voltamograma para
amostra de PCZ-Cu?* detectou quatro picos anddicos, o primeiro pico foi associado a
eletroxidagdo do Cu® a Cu*, entretanto com uma menor intensidade de corrente
quando comparado aos resultados de controle do Cu?*, Fig. 32 (000) e os demais
picos foram associados aos picos de eletroxidacdo da PCZ, 2a, 3a, e 4a, que
quando comparados ao voltamograma de controle da PCZ, Fig. 32 (=), foram todos
detectados com baixas correntes de pico, Fig. 32 (==). Esses resultados
demonstraram claramente uma interacdo do Cu?* com a PCZ, em concordancia com

resultados obtidos anteriormente a partir de outras técnicas analiticas [95].
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Figura 32. Voltamogramas de DP (com correcao de linha de base) em tampao
fosfato, pH = 7 para: (==) PCZ 50 ymol L™"; (000) Cu*50 umol L™ e (==) PCZ-Cu? ambos com
50 ymol L.
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Um estudo da interacdo do DNA-PCZ e do DNA-PCZ-Cu? foi realizado
utilizando biossensores eletroquimicos de DNA multicamada que foram
confeccionados, seguindo o precedimento da se¢do 1.5 e o abaixo:

Biossensor de dsDNA multicamada: Foi preparado pela cobertura camada
por camada do GCE com trés gotas sucessivas de uma solugdo de dsDNA
50 uyg mL™". Entre cada gota adicionada, a superficie do eletrodo foi secada sob um

fluxo constante de nitrogénio, Fig. 33.
Figura 33. DPV (com correcao de linha de base) do biossensor de dsDNA
multicamada em tampao acetato, pH = 4,5.
dAdo
dGuo

10 nA

—
L]

04 06 08 1.0 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)
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A interagcdo DNA-PCZ foi estudada utilizando biossensores eletroquimicos de
DNA multicamada, Fig. 34.

Figura 34. DPV (com corregao de linha de base) em tampéo acetato, pH = 4,5,
(==) do biossensor de dsDNA controle; (==) do biossensor de dsDNA incubado por 1
hora em solugdo de PCZ 50 umol L.
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10 nA

—

PCZ/ 8-oxoGua

AN .

04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Foi possivel observar a diminuicdo dos picos de oxidacdo da dGuo e dAdo,
Fig. 34 (=), quando o biossensor foi incubado durante uma hora em solugao de
PCZ, Fig. 34 (=—=). O que comprova que houve uma interagao da PCZ com o dsDNA,
causando a condensacdo do dsDNA devido a interacdo da PCZ com os grupos
fosfatos na parte externa da dupla hélice do DNA. Observou-se também o
aparecimento de um novo pico que pode estar relacionado a uma possivel oxidagao
da base guanina ou ainda a possiveis residuos de PCZ presentes na superficie do
biossensor.

A interagdo DNA-PCZ-Cu?* também foi investigada utilizando os biossensores
eletroquimicos de DNA multicamada, Fig. 35.

Foi possivel observar claramente uma interacdo da PCZ com o dsDNA na
presencga de ions Cu?. Ocorreu uma diminuicdo dos picos de oxidacdo da dGuo e
dAdo, Fig. 35 (=), quando o biossensor de dsDNA foi incubado em solucéo de ions
Cu?, Fig. 35 (000), como esperado devido a atragao eletrostatica entre os ions Cu* e
os grupos fosfatos localizados na parte externa da dupla hélice do DNA, causando
uma condensacao do dsDNA e dificultando o contato e a transferéncia eletrénica da

molécula do dsDNA na superficie do GCE.
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Posteriormente um novo biossensor de dsDNA foi preparado e incubado
numa solugdo de PCZ 50 umol L' / Cu? 50 umol L', Fig. 35 (=), e quando
comparado ao biossensor controle, Fig. 35 (=), foi claramente observado um
aumento da intensidade de corrente dos picos associados a eletroxidagdo da dGuo
e dAdo e o aparecimento de um novo pico associado a 8-oxoGua [6]. O aumento
dos picos da dGuo e dAdo esta relacionado a quebra da dupla hélice possibilitando
um maior contato das bases do DNA com a superficie do GCE, enquanto que o
aparecimento do pico da 8-oxoGua demonstra um dano oxidativo no DNA devido
uma oxidagao da base guanina provocada pela PCZ / Cu?* [6]. Assim foi confirmado
a partir do biossensor de DNA multicamada uma forte interacdo PCZ-DNA e da PCZ-
DNA-Cu? e que a presenca de ions Cu? modifica 0 modo de interagdo da PCZ com

a molécula de dsDNA.

Figura 35. DPV (com correcao de linha de base) em tampéao acetato, pH = 4,5
(==) do biossensor de dsDNA controle; (000) do biossensor de dsDNA incubado por

1 hora em solugdo de Cu?* 50 pmol L™'; (==) do biossensor de dsDNA incubado por 1
hora em solugéo de PCZ 50 ymol L'/ Cu?* 50 umol L.
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Este trabalho investigou o comportamento eletroquimico anddico e os
mecanismos de oxidagao do biomarcador FLSC e dos farmacos antineoplasicos
RTX e PCZ, bem como uma investigagao da interagao dos farmacos antineoplasicos
com o DNA. Para isso foram realizados estudos voltamétricos com GCE, usando as
técnicas de CV, DPV e de SWV. O estudo sistematico dos processos de eletrodo
envolvidos na oxidagao eletroquimica dos varios compostos foi investigado em
diferentes eletrdlitos suporte.

O estudo eletroquimico mostrou que a FLSC sofre oxidagao direta em GCE. A
oxidacado da FLSC é complexa, dependente do pH e ocorre em duas reagdes de
transferéncia de carga consecutivas nos grupos fendlicos, na posigao C3' e C6', para
formar derivados de ortoquinona eletroativos em meio acido e produtos poliméricos
em meio fisiolégico ou alcalino, como principais produtos. Ambas as etapas de
oxidagado envolvem a transferéncia de um elétron e um préton. Um mecanismo de
oxidacao para a FLSC foi proposto.

Um método eletroanalitico para quantificagdo da FLSC foi estabelecido
usando DPV em meio fisiolégico com um limite de deteccdo de 0,64 uM e
quantificacao de 2,13 M.

O conhecimento do mecanismo de oxidagao da FLSC na superficie do GCE
certamente sera util na interpretacdo de dados eletroquimicos de sua intercalagao
com o DNA e ainda pode oferecer informag¢des adicionais para sua bioquimica
molecular.

O RTX sofre eletroxidagao irreversivel em diferentes etapas, dependendo do
pH do meio. Na primeira etapa de oxidacao verificou-se que nao ha participacao de
prétons. Além disso, foi verificado que o primeiro e o segundo processo de oxidagéo
ocorrem com transferéncia de um elétron, sendo o primeiro processo associado a
oxidagdo da amina terciaria na posicdo N10’ e o segundo a transferéncia de um
elétron e um préton com a oxidacdo do carbono na posigdo C9. Um mecanismo
para a oxidagdo do RTX foi proposto.

Um estudo da interagdo do RTX com o DNA foi realizado, com o intuito de
investigar sua toxicidade, utilizando um biossensor eletroquimico de dsDNA
multicamada. Um interacao eletrostatica e/ou via intercalagcdo do RTX com o dsDNA
foi detectada, confirmada pela constatacdo de pré-concentracdo do RTX com o

tempo de incubacdo na superficie do biossensor de dsDNA, bem como a partir da
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diminuigao das correntes dos picos de eletroxidacdo do dsDNA. Entretanto nenhum
dano oxidativo na molécula do dsDNA foi detectado.

O estudo da PCZ revelou que esta molécula sofre oxidagdo em meio aquoso
dando origem a quatro picos de oxidag&o. A oxidagdo da PCZ em meio acido € um
processo irreversivel controlado por adsor¢ao, onde a primeira, segunda e a terceira
etapa de oxidacdo sdo dependentes do pH do meio e todas ocorrem com a
transferéncia de um elétron e um préton, levando a formagcdo de um produto
eletroativo. O ultimo processo anddico € independente do pH e ocorre apenas com a
transferéncia de um elétron. Tanto o primeiro quanto o segundo pico estdo
associados a oxidagao do grupo hidrazina, enquanto o terceiro e o ultimo estédo
associados a oxidagao do derivado benzaldeido-procarbazina.

A degradacao quimica da PCZ em meio aquoso foi investigada em diferentes
periodos de tempo por CV, SWV e DPV numa ampla faixa de pH e posteriormente
foi evoluida a sua interacdo in-situ com o dsDNA utilizando biossensores
eletroquimicos de DNA. Verificou-se claramente uma mudanga do comportamento
eletroquimico da PCZ quando incubada por diferentes periodos de tempo em meio
neutro e alcalino. Em pH fisiolégico (pH = 7,0) a mudanga do comportamento
anodico da PCZ com o tempo de incubagao foi atribuida a degradagao quimica da
PCZ com formagao de produto(s) de degradacgao eletroativo(s), enquanto em meio
alcalino a auséncia de picos anddicos foi justificada pela instabilidade e a
degradacéo total da PCZ neste meio. Em meio acido a PCZ manteve-se estavel e
nao foi detectada mudanca significativa em seu comportamento eletroquimico.

Biossensores de dsDNA foram confeccionados e incubados em solugdes de
PCZ e PCZ-Cu* por diferentes periodos de tempo. Foram detectadas claramente
lesbes na molécula do dsDNA apds incubacdes dos biossensores de dsDNA em
solugcdes de PCZ-Cu?, que foram associadas a alteragbes na estrutura da dupla
hélice e a danos oxidativos. Concluiu-se que a PCZ sofre degradagao quimica
oxidativa em pH fisiologico, sendo essa degradacao catalisada pela presenga de
jons Cu?* e, a partir dos estudos com os biossensores de DNA, foi proposto um
mecanismo de interacdo PCZ-dsDNA, onde ocorre uma quebra da dupla hélice, a
partir do rompimento das pontes de hidrogénio, e posteriormente danos oxidativos

nas bases purinicas.
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Abstract: This study investigates redox properties of fluo-
rescein (FLSC), a fluorescent tracer with many applica-
tions in several areas, markedly in biochemical research
and health care diagnosis, on glassy carbon electrode
(GCE) at a wide interval of pH by using voltammetric
techniques. Three peaks were observed at different po-
tentials. The investigation revealed that FLSC is irreversi-
bly electroxidized under a diffusion-controled and pH-
dependent process. The oxidation process in acid and
physiological media occurs in two consecutive steps with
formation of a main electroactive oxidation product in

Keywords: Fluorescein - Oxidation mechanism - Glassy carbon

1 Introduction

Fluorescein (3',6-dihydroxyspiro[isobenzofuran-1(3H),9'-
[9H]xanthen]-3-one, FLSC), Scheme 1, is a xanthene dye
well known as a fluorescent tracer with many applications
in several areas, markedly in biochemical research and
as a diagnostic tool in the field of ophthalmology and op-
tometry in medicine [1-7]. FLSC has been largely used in
medicine as fluorescent label in immunoassay [3—6], DNA
detection [7], antibiotics [8] and as diagnostic tool in the
field of ophthalmology and optometry [2], also finding
numerous applications in sensors [9-15] and as a textile
dye [16]. On the other hand, the growing use of FLSC
increases its harmfulness as a chemical pollutant [16,17].
FLSC does exist in agueous medium under the form of
cation, neutral or anion, Scheme 1, making its properties
such as absorption and fluorescence strongly pH
dependent [1].

Several factors like in vivo drug activity, diffusion, solu-
bility, stereochemistry, metabolism, acid-base equilibrium
and the redox reactions involved in physiological process-
es must be considered to understand the mechanism of
action and toxicity of various classes of drugs. So, it is
highly pertinent to investigate the electron transfer path-
ways of in vitro biological reactions, since electrochemical
data are correlated with molecular structure, pharmaco-
logical activity and toxicity of the drug, providing insights
to help understanding biochemical mechanisms in living
cells. Electrochemical techniques have been applied to
help clarifying such drug mechanism of action and toxici-
ty. Moreover, due to their high sensitivity, voltammetric
methods have been successfully used for detection and
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acid medium. Both oxidation steps involve the transfer of one
electron and one proton, corresponding to the oxida-tion of
phenolic groups with formation of ortho-quinone derivatives,
which are reversibly reduced to form catechol derivatives,
and/or polymeric products. One electron and one proton are
removed from the phenolic group at the position C6Q at the
first step and at position C3Q at the second step. The
diffusion coefficient of FLSC was as-sessed in pH =7.0

phosphate buffer (9.77 0 10e° cm? se?). A differential pulse
voltammetric method for determina-tion of FLSC in
physiological medium was also proposed.

determination of various pharmaceutical and hazardous
compounds [18-26].

FLSC is electroactive and can be reduced and oxidized
at various electrode surfaces [9, 27-33]. However, the
electrochemical oxidation has not been widely studied so
far. Electrochemical reduction study of FLSC at mercury
electrodes in alkaline medium has been investigated in
the absence/presence of ultrasound and demonstrated
that FLSC is reduced in two one-electron steps to the
radical semi-FLSC and leuco-FLSC and, in the presence
of ultrasound, the FLSC radicals are re-oxidized by hy-
droxyl radicals formed in the aqueous medium through
the sonochemical decomposition [28—31]. Electrochemilu-
minescence mechanism of FLSC has been studied at
gold electrode in a wide potential window, but only in
specific conditions (alkaline solution) and using cyclic
voltamme-try [33]. The eletrodegradation of FLSC on Pt
and boron doped diamond electrode as a function of
several param-eters such as pH, current and nature of the
electrolyte has been investigated towards developing a
degradation protocol for treating polluted wastewater [17].

The knowledge of the oxidation mechanism of FLSC is
of great relevance to clarify properties such as drug activ-
ity, stereochemistry, diffusion, solubility, metabolism, and
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carboxylate

Scheme 1. Chemical structures of FLSC in acid, neutral and alkaline media.

redox reactions in aqgueous medium. This work presents
for the first time an investigation of the anodic behaviour
of FLSC on a GCE using cyclic, differential pulse and
square wave voltammetry. The study permitted interest-
ing insights on its redox properties, which resulted the
proposition of an oxidation mechanism for the overall ox-
idation process. A differential pulse voltammetry method
for determination of FLSC was also proposed.

2 Experimental

2.1 Materials and Reagents

FLSC was obtained from Sigma and used without further
purification. A stock solution of 100 mM was prepared in
water and stored at 5 8C. Dilutions were prepared in sup-
porting electrolyte solutions. Supporting electrolyte solu-
tions of different pH/composition (3.5/HAcO +NaAcO,
4.5/HAcO +NaAcO, 5.2/HAcO +NaAcO, 6.0/NaH2PO4 +
NazsHPOg4, 7.0/NaH2PO4 +NapHPOg4, 7.8/NaH2POs4 +
Na2HPO4, 9.7/NaOH +NazB207) were prepared using an-
alytical grade reagents and purified water from a Millipore
Milli-Q system (conductivity 0.1 mS/cm) with ionic
strength | =0.1 M according to the literature [34].

Microvolumes were measured using electronic pipp-
ettes (EP), EP-10 mM and EP-100 mM Plus Motorized
(Rainin Instrument Co. Inc., Woburn, USA). The pH
measurements were carried out on a Metrohm Herisau
(Switzerland) pH-meter using Scott Gerate glass combi-
nation electrode.

All experiments were done at room temperature, T =
298 K.

2.2 Voltammetric Parameters and Electrochemical Cells

Voltammetric experiments were carried out using a three
electrode potentiostat (Metrohm, PGSTAT 302N) run-ning
with GPES 4.9 software, Metrohm/Autolab, Utrecht, The
Netherlands. Measurements were carried out using

a glassy carbon working electrode (GCE) (d =1.6 mm),

a Pt wire counter electrode, and an Ag/AgCl (3 M KCI) as
reference electrode, in a 10 mL one-compartment elec-
trochemical cell. The experimental conditions for differ-
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ential pulse (DP) voltammetry were: pulse amplitude 50
mV, pulse width 70 ms, and scan rate 5 mV sel. For
square wave (SW) voltammetry the experimental condi-
tions were: pulse amplitude 50 mV, frequency 10 Hz and
potential increment 5 mV, corresponding to an effective
scan rate of 50 mVse?.

The GCE was polished to a mirror using diamond spray
(particle size 1 mM, Kement, Kent, UK) before every
electrochemical assay. After polishing, the elec-trode was
rinsed thoroughly with Milli-Q water. Follow-ing this
mechanical treatment, the GCE was placed in buffer
supporting electrolyte and various DP voltammo-grams
were recorded until a flat baseline voltammogram was
obtained. This procedure ensured very reproducible
experimental results.

All DP and SW voltammograms, for a better and clear-
er identification of the peaks presented, were baseline-
corrected using the moving average application with a
step window of 2 mV included in the GPES version 4.9
software.

3 Results and Discussion

The FLSC has two phenolic groups at the position C6Q
and C3Q that can be oxidized, Scheme 1. The oxidation
mechanism of FLSC was investigated in different pH con-
ditions by cyclic, differential and square wave voltamme-

try.

3.1 Cyclic Voltammetry

Firstly, the oxidation behaviour of FLSC at a GCE was
investigated by cyclic voltammetry (CV) at a scan rate of
100 mVse! in electrolytes with different pHs, all contain-
ing 25 mM FLSC, Fig. 1.

Successive CVs in solutions of 25 mM of FLSC were
performed in 0.1 M acetate buffer, pH =4.5, Fig. 1A, in 0.1
M phosphate buffer, pH =7.0, Fig. 1B, and 0.1 M borate
buffer, pH =9.7, Fig. 1C. One oxidation peak la appears
at Epia = +0.91 V in acid medium, pH =4.5, at Epia =
+0.71 V in physiological medium, pH =7.0, and at Ep1a =
+0.67 V in alkaline medium, pH =9.0, which is as-sociated
with the oxidation of the phenolic group at the
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Fig. 1. Successive CVs obtained in solutions of 25 mM FLSC in:
(A) 0.1 M acetate buffer, pH =4.5, (B) 0.1 M phosphate buffer,
pH =7.0, and (C) 0.1 M borate buffer, pH =9.7, (—) first scan,

n=100 mvs®@?.

position C6Q of an aromatic ring of the molecule, Scheme
1. On the reverse scan, in cathodic direction, no peaks
were detected, demonstrating that the oxidation process
is irreversible at all investigated pHs. In the second scan
in acid medium, pH =4.5, a decrease in the peak height
can be seen for the peak 1a, Fig. 1A, while, in neutral and
alkaline media, peak 1la completely disap-pears, Figs. 1B
and 1C, which is attributed to adsorption of FLSC
oxidation products on the GCE surface.

Adsorption of FLSC oxidation products at the GCE surface
was confirmed. After CV successive scans record-

www.electroanalysis.wiley-vch.de
491

2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

81

ELECTROANALYSIS

ed in a 25 mM FLSC solution, in pH =4.5, 7.0 and 9.7, the
electrode was washed with a jet of deionized water and
then transferred to a supporting electrolyte solution (pH
=4.5, 7.0 or 9.7). CV voltammograms obtained in these
conditions, at all investigated pHs, as expected, did not
show any peaks. As FLSC does not adsorb on the GCE
electrode surface, and by considering the almost
disappearance of the peak at the second scan Fig. 1, oxi-
dation products of FLSC must adsorb strongly.

CVs were also performed for a 50 mM solution of FLSC
in acid, physiological and alkaline media, Fig. 2. In 0.1 M
acetate buffer, pH =4.5, it was detected a broad anodic
peak, peak la at Epia = +0.91 V, which decreased
strongly in the second scan, but not completely, Fig. 2A.
In 0.1 M phosphate buffer, pH =7.0, two irreversible con-
secutive oxidation peaks, peak 1a, at Epia = +0.71 V, and
peak 2a, at Ep2a = +0.96 V, were detected, Fig 2B, while
in 0.1 M borate buffer, pH =9.7, a small anodic peak was
detected at Epia = +0.77 V, Fig 2C. The FLSC anodic
peaks are associated with the oxidation of the phenolic
group at the position C6Q (peak la) and C3Q (peak 2a)
on aromatic rings of the molecule, Scheme 1. In all pH
ranges investigated, a decrease in peak currents for both
peaks la and 2a in successive CVs was observed, Figs.
2A, 2B and 2C, which is attributed to adsorption of FLSC
oxidation products on the GCE surface. However, the
GCE surface is not completely blocked, since oxida-tion
peaks never disappear completely in these experi-mental
conditions.

The effect of scan rate on the oxidation of FLSC on
GCE was investigated by CV. The GCE was immersed in
a 25 mM FLSC in a 0.1 M phosphate buffer solution, pH
=7.0, and the voltammograms were run using differ-ent

scan rates (10-500 mVse'), Fig. 3. Between measure-
ments, the electrode surface was always polished in order
to assure a clean surface and to avoid possible problems
from adsorption of FLSC oxidation products onto the GCE
surface. A slightly positive shift in potential was ob-served
for the peak 1a, Fig. 3. Also, by increasing the scan rate,
the current of the peak 1a increases linearly with square
root of n, Fig. 3, which is consistent with the diffusion-
controlled oxidation process [18,35-38] and in agreement
with the highly hydrophilic character of FLSC in
physiological medium, pH =7.0 [1]. The peak current, in
amperes, for a diffusion-controlled irreversible system, is
given by the Randles-Sevcik equation [18,35-38],

Ipta (A) =2.99 0 10° n (ac +nQ)¥2 A [O]1 DoY? n''2, where n
is the number of electrons transferred during the oxida-

tion of FLSC (n =1, Section 3.2), A is the GCE electroac-
tive area in cm2, Do is the diffusion coefficient in cm? set,
[O]1 is the FLSC concentration in mol cme® and n is the
scan rate in V s@1, So, the value of DfLsc of FLSC was es-
timated by Randles-Sevcik equation by plotting Ip1a vs.
n2in 0.1 M phosphate buffer, pH =7.0, as DrLsc =9.77 0
10e® cm? S@l, and considering the experimental conditions,
it is in good agreement with the previously reported re-
sults [39]. For this calculation, the difference between

peak potential Ep1a and the potential at half height of
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Fig. 3. CVs in solution of FLSC 25 mM in 0.1 M phosphate
buffer, pH =7.0, under different scan rates (10, 25, 50, 100, 300,

400 and 500 mV sel).

peak Epia;z was determined as ~ 35 mV. Since for a diffu-
sion-controlled irreversible system, jEp1a@Epias2 j =47.7/ (ac
+nQ), where ac is the charge transfer coefficient and nQ

the number of electrons in the rate-determining step
[18,35-38], it can be calculated that (ac +nQ) =1.36. The
GCE electroactive area was determined by the Randles-
Sevcik equation for a reversible system, lpa (A) =2.69 0
105 n®2 A [O]1 DoY? n?”2, plotting Ip1a vs. n*? and using
a solution of 62.5 mM hexacyanoferrate and the value of
the diffusion coefficient of hexacyanoferrate in phosphate
buffer of Do =7.35 0 10e® cm? se! [40]. So, an
electroactive area of 0.011 cm? was estimated.
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3.2 Differential Pulse Voltammetry — Effect of pH

The effect of pH on the oxidation of FLSC was investi-
gated by using DP voltammetry, a method with high reso-
lution and sensitivity that allows well separation of peaks,
to better characterize subsequent steps [18,35,41].

Sucessive DP voltammograms in a 25 mM of FLSC
were performed in 0.1 M acetate buffer, pH =4.5,in 0.1 M
phosphate buffer, pH =7.0, and in 0.1 M borate buffer, pH
=9.7, Fig. 4. The voltammograms in acid and
physiological media showed that the FLSC oxidation
occurs in two consecutive steps, peak la and 2a, Figs.
4A and 4B, while in alkaline medium occurs only by one
oxi-dation step, peak 1a, Fig. 4C. So, it is demonstrated
that the FLSC oxidation is significantly affected by the pH,
Figs. 4A, 4B and 4C. So, it is important to consider the
FLSC predominant form at each pH, Scheme 1, which
means structural changes in the phenolic groups and var-
iations on the hydrophilic character, strongly influencing,
as expected, its electroxidation process on the GCE sur-
face.

An additional DP voltammetric study of the oxidation of
FLSC was performed on a wide pH range, between 3.5
and 9.7, since the knowledge of oxidation potentials at
different pH values could offers complementary informa-
tion on the oxidation behaviour of FLSC. The DP vol-
tammograms, Fig. 5A, were all recorded in solutions of 25
mM FLSC in different electrolytes with 0.1 M ionic
strength.

The peak la occurs at all the investigated pH range,
Figs. 5A and 5B. However, for 3.5 <pH <6.3 the peak po-
tential was shifted to less positive values with increasing
pH, Fig. 5A, indicating the existence of an acid-base equi-
librium and that protons are involved in the oxidation
process. In the Epa vs. pH plot, Fig. 5B, a slope of
@59 mV per pH unit shows that the mechanism associat-ed with
the peak la involves an equal number of elec-trons and protons.
As the peak width at half height for
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the peak 1ais W12 ~ 89 mV, it can be concluded that this
reaction step occurs with the withdrawal of a one elec-
tron/proton pair [18]. For pH >6.5, the oxidation at peak
la was pH-independent, showing an anodic reaction in-
volving only the transfer of one electron. These results
permitted to assign such oxidation at peak la to the phe-
nolic group at the position C6Q, pKa of FLSC, pKa ~ 6.3,
Fig. 5B.

The plot of peak current 1a vs. pH, Fig. 5A, shows an
optimum sensitivity in the pH range 3.5 to 7.8.

For the peak 2a, the electrochemical oxidation was
clearly detected only in acid and physiological medium

098+

E_/N (vs. Ag/AgCl)
=)
?

e’
<)
3

070

Fig. 5. (A) 3D plot of oxidation DPVs (with base line correc-
tion) in 25 mM FLSC vs. pH. (B) Plot of (&) Ep1a of peak 1a and
(&) Ep2a of peak 2a vs. pH. The slope of the line is 59 mV per
pH unit.
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and the peak potential was shifted to less positive values
with increasing pH, Figs. 5A and 5B. Since there is a
slope of ~ 59 mV per pH unit, Fig. 5B, and a half-height
width of ~ 80 mV for the peak 2a, it can be concluded that
this step of the oxidation reaction involves the with-drawal
of a one electron/proton pair [18]. The plot of peak current
2a vs. pH, Fig. 5A, shows an optimum sensi-tivity in the
pH =3.5.

3.3 Square Wave Voltammetry

The effect of pH on the oxidation of FLSC was also in-
vestigated by using SW voltammetry. Important advan-
tages of SW voltammetry in relation to DP voltammetry
include minimization of problems with poisoning of the
electrode surface and analysis of the electrochemical re-
versibility of the electron transfer reaction by running only
one scan [18].

The SW voltammetric behaviour of FLSC at GCE sur-
face, at an effective scan rate of 50 mVsel, in electrolytes
with different pH is shown in Fig. 6.

Successive SW voltammograms in a 50 mM FLSC
solu-tion were performed in 0.1 M acetate buffer, pH =4.5,
and the first voltammogram showed similar features to the
DP voltamograms, presenting two oxidation peaks,
peak la, at Ep1a = +0.85 V, and peak 2a, at Ep2a = + 1.09
V, Fig. 6A. The irreversibility of the FLSC oxidation
processes relative to peaks 1a and 2a was confirmed by
plotting the forward and backward components of the total
current, Fig. 6B. The second SW voltammogram showed
the occurrence of one new and reversible oxida-tion peak
3a, at Ep3a = +0.45 V, corresponding to a rever-sible
oxidation product of FLSC, Figs. 6A and 6C.

Successive SW voltammograms in a 50 mM FLSC
solu-tion were performed also in 0.1 M phosphate buffer,
pH =7.0, and the first voltammogram showed similar fea-
tures to the DP voltamograms, presenting two oxidation
peaks, peak la, at Epia = +0.77 V, and peak 2a, at Epza =
+ 0.94 V. However, there was no production of electroac-
tive products by running successive SW voltammograms.
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Sucessive SW voltammograms were also performed in The experiments above were repeated in a 10 mM
a 50 mM FLSC solution in 0.1 M borate buffer, pH =9.0, FLSC solution and, when compared to the results from a
and only one irreversible anodic peak was detected in the 50 mM FLSC solution in acid and neutral media, showed
first scan, in good agreement with the CV and DP voltam-  similar features, where two anodic peak were de-tected
metry results. and, in the successive SW voltammograms, the

C/OH — Polymerization
ke
\CE \/©/ Peak la
, e
"' oH
PG o 1
6 9 o o] OH
o 0 OH
OO0y | L. VK
c’ /
/

e 10 A — Polymerization
HO o OH G
d U Peak 2a ©
. r
/

Scheme 2. Tentative oxidation mechanism of FLSC.
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peak 3a of the oxidation product was observed again only
in acidic medium. However, in alkaline medium no peak
was detected.

3.4 Oxidation Mechanism of FLSC

Based on the CV, DP and SW voltammetry data, besides
FLSC structure and chemical properties [1-9], a tentative
oxidation mechanism of FLSC was proposed. The
electro-xidation reaction occurs in two steps, Scheme 2.
In the first step, one electron and one proton are removed
of the phenolic group at the position C6Q and, in the
second step, one electron and one proton are removed of
the phenolic group C3Q from the FLSC molecule.

The electroxidation of phenols groups involves the for-
mation of a phenoxy radical, that can initiate polymeri-
zation, leading to adsorbed products on the electrode sur-
face [25,42-45], and the radical can also be oxidized to a
quinone, that is reversibly reduced in another pathway
[25,42-45]. In the electroreduction of the ortho-quinone/
catechol and para-quinone/hydroquinone redox couples
on the carbon surface, the electroreduction potential of
para-quinone occurs at a lower potential close to 0.0 V
and the electroreduction potential of ortho-quinone occurs
at a higher potential varying between 0.30 V and 0.60 V
[25,43]. Consequently, the FLSC oxidation prod-uct, peak
3a, at Epza = +0.40 V, detected in acidic medium
corresponds to a quinone derivative that is rever-sibly
reduced to form a cathecol, Scheme 2. However, the
phenoxy radical coupling to form polymeric products may
correspond to the main reaction product in physiological
and alkaline media, since no electroactive product is ob-
served by CV, DP and SW voltammetry at these pH
range.

3.5 Electroanalytical Determination

DP voltammetry can be used to obtain a sensitive quan-
tification of FLSC in 0.1 M phosphate buffer, pH =7.0. Fig.
7A shows DP voltammetric responses under opti-mized
conditions for increasing concentrations of FLSC on GCE
surface. The corresponding calibration plot, Fig. 7B,
shows that there is a linear relationship Ipa (A) = 0.01
[FLSC/mM]@1.58 0 1098 where r =0.994, n =5, SD =

2.13 nM, in the concentration range from 2.0-8.0 mM (For
each concentration, three measurements were performed
and, after each measurement, the electrode surface was
always polished and thoroughly rinsed with deionized
water, in order to ensure a clean electrode surface).
Under optimized conditions, the detection limit was cal-
culated as 0.64 mmolLe? (3 s/S, where s is the standard
deviation of the blank signal and S, the sensitivity) and

the quantification limit as 2.13 mmolLe?! (10 s/S).

4 Conclusions

The electrochemical study showed that FLSC undergoes
direct oxidation at a GCE. The oxidation of FLSC is
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complex, pH-dependent and occurs in two consecutive
charge transfer reactions in the phenolic groups at the po-
sition C3Q and C6Q to form electroactive ortho-quinone
derivatives in acid medium, and polymeric products in
physiological or alkaline media, as main products. Both
oxidation steps involve the transfer of one electron and
one proton. A FLSC oxidation mechanism is proposed.
The diffusion coefficient of FLSC was calculated in pH =

7.0 phosphate buffer to be DFLsc =9.77 0 10@5 cm? s@1,

An electroanalytical method for FLSC has been estab-
lished using DPV in physiological medium with a limit of
detection of 0.64 mM and quantification of 2.13 mM.

The knowledge of the oxidation mechanism of FLSC at
GCE will certainly be helpful on interpreting electro-
chemical data from its intercalation with DNA and still can
offer additional information to its molecular bio-chemistry.
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A voltammetric study of the redox behavior of procarbazine (PCZ), one of the most used chemotherapy agents to face
Hodgkin’s lymphoma, was carried out to investigate its oxidation at glassy carbon elec-trode (GCE). Essays of cyclic,
differential pulse and square-wave voltammetries, on a large pH interval, revealed the electrochemical oxidation behavior of
PCZ as an irreversible adsorption-controlled oxidation process, occurring in four consecutive charge transfer steps. The first,
second and third steps are pH-de-pendent and occur with the transfer of one electron and one proton, leading to the formation
of an elec-troactive product in acid media, while the last one is pH-independent, involving the transfer of one electron. A
reaction mechanism for the electrochemical oxidation of PCZ is proposed, where, in the first and second step the oxidation
occurs on the hydrazine group, followed by isomerization and, after hydrolysis, conversion to benzaldehyde-procarbazine. The
third and fourth steps are associated with the oxidation of the benzaldehyde-procarbazine with the production of the N-

Mechanism

isopropylterephthalic acid. 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Procarbazine [N-isopropyl-a-(2-methylhydrazino)-p-toluamide
hydrochloride, PCZ, Matulane, Nathulane, Natulanar], a chemotherapeutic
hydrazine, Scheme 1, is one of the most used chemotherapy agents to face
Hodgkin’s lymphoma, being applied also to non-Hodgkin’s lymphomas and
various other forms of cancer [1]. PCZ induces pulmonary tumors, leukemia,
mammary adenocarcinoma and nasal tumor in animals [2-4]. The MOPP
chemotherapy (mustargen, oncovin, procarbazine and prednisone) was found
to induce lung tumor and leukemia in humans [2].

The mechanism of action of PCZ is not yet fully understood, but there is
some evidence suggesting that several enzymes and cer-tain transition metal
ions, as horseradish peroxidase, prostaglandin synthetase, cytochrome P450
and copper (I1), catalyze oxidation of PCZ, leading to the formation of toxic
derivatives, such as azo derivatives, the hydrazine, the aldehyde and carbon-
centered and oxygen free radicals, that in contact with DNA can cause
alkylation and/or oxidative damage [1-6].

ft Corresponding author at: Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE, 52071-030 Recife, PE, Brazil.
E-mail addresses: s.carlosb.oliveira@gmail.com, severinocarlos.oliveira@dg. ufrpe.br
(S.C.B. Oliveira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2015.02.033 1572-
6657/ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Electrochemical techniques are widely used in fundamental research to
characterize the redox properties of drugs and biologi-cal compounds, mainly
using polarographic and voltammetric techniques with different types of
electrochemical substrates such as mercury and carbon electrodes, since the
electrochemical data are correlated with the chemical structure and the
pharmaco-logical/biological activity of the species investigated, providing
insights to help understanding biochemical mechanisms in living cells [7-18].
Recently numerous redox mechanisms of various antineoplastic drugs have
been postulated from voltammetric studies [15-18].

To the best of our knowledge, the only electrochemical investigation of
PCZ presented in the literature is a polarographic study of the influence of
titanium (IV) ions, which are present on white cells of Hodgkin’s and of
leukemia patients, in the oxidation of PCZ by air, under physiological pH
[19]. That study reveals that PCZ presents four reduction waves with half-
wave potentials at 0.61, 0.93, 1.04 and 1.30 V and that titanium (IV) coordi-
nates PCZ, causing a significant inhibition on its air oxidation, especially for
oxidation catalyzed by copper (I1) ions [19].

This work presents, for the first time, a study of the electro-chemical
oxidation mechanism of PCZ hydrate, for a wide range of solution conditions,
using cyclic, differential pulse and square-wave voltammetry, at glassy
carbon electrode.
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Scheme 1. Oxidation mechanism of PCZ.

2. Experimental
2.1. Materials and reagents

Procarbazine hydrochloride (PCZ) was obtained from Sigma and used
without further purification. A stock solution of 300 IM PCZ was prepared in
deaerated deionized water and stored in the dark at 4 LC.

Supporting electrolyte solutions of different pH/composition (2.0/HCI +
KCI, 3.3/HOAc + NaOAc, 45/HOAc + NaOAc, 5.2/HOAc + NaOAc,
5.9/NaH2P0O4 + NapHPO4, 7.2/NaH2PO4 + NapHPOg4, 8.0/ NaH2POs +
Na2HPO4, 9.2/NaOH + Na2B207, 11.2/NaOH + Na2HPO4) were prepared
using analytical grade reagents and purified water from a Millipore Milli-Q
system (conductivity 6 0.1 IS cm 1) with ionic strength | = 0.1 M according to
the literature [20]. Microvolumes were measured using EP-10 and EP-100
Plus Motorized Microliter Pippettes (Rainin Instrument Co. Inc., Woburn,
USA). The pH measurements were carried out on a Metrohm Herisau
(Switzerland) pH-meter using a Scott Gerate glass combination electrode.

All experiments were done at room temperature, T =298 K (25 LC).

2.2. Voltammetric parameters and electrochemical cell

Voltammetric experiments were carried out using a |Autolab potentiostat,
running with GPES 4.9 software, Metrohm/Autolab, Utrecht, The
Netherlands. Measurements were carried out using a GCE (d = 3.0 mm), a Pt
wire counter electrode, and an Ag/AgCI (3 M KCI) as reference electrode, in
a 2 mL one-compartment conventional electrochemical cell. The experimental
conditions for differential pulse (DP) voltammetry were: pulse amplitude DE
=50 mV, pulse width Dt = 70 ms, and scan rate M =5 mV/s. For square wave
(SW) voltammetry the experimental conditions were: frequency f = 25 Hz and
potential increment E = 2 mV, correspond-ing to an effective scan rate Meffective
= 50 mV/s. The GCE was pol-ished using diamond spray (particle size 1 Im,
Kement, Kent, UK) before every electrochemical assay. After polishing, the

electrode was rinsed thoroughly with Milli-Q water. Following this mechani-cal
treatment, the GCE was placed in supporting electrolyte and
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various voltammograms were recorded until a steady state base-line
voltammogram was obtained. This procedure ensured very reproducible
experimental results.

2.3. Acquisition and presentation of voltammetric data

All DP voltammograms presented were baseline-corrected by the moving
average application with a step window of 2 mV included in the GPES
version 4.9 software. This mathematical treatment improves the visualization
and identification of peaks over the baseline without introducing any artefact,
although the peak current is in some cases reduced (<10%) relative to that of
the untreated curve. Nevertheless, this mathematical treatment of the original
DP voltammograms was used in the presentation of all experimental DP
voltammograms for a better and clearer identification of the peaks. The values
for peak current presented in all graphs were determined from the original
untreated voltam-mograms after subtraction of the baseline.

3. Results and discussion
3.1. Cyclic voltammetry

The oxidation of PCZ at a GCE was first investigated by cyclic
voltammetry (CV) at a scan rate of 100 mV/s in 0.1 M phosphate buffer pH =
7.0, Fig. 1A. The successive CVs, obtained in a freshly prepared solution of
PCZ 150 IM in a potential range from 0.20 V to +1.30 V, showed four

separated consecutive oxidation peaks: peak 1a at Ep1a = +0.16 V, peak 25 at

Ep2a = +0.38 V, peak 33 at Ep3a = +0.76 V and peak 4, at Epaa = +1.24 V. On
scanning in the cathodic direction, no peaks were detected, demonstrating that
all oxidation processes are irreversible in this pH. In the second scan a

decrease in peak heights can be seen for the peaks 13 and 44, while the two

peaks, 23 and 3,, disappear due to strong adsorp-tion of PCZ oxidation
products on the GCE surface.

CVs were also carried out in a freshly prepared solution of PCZ

150 IM in 0.1 M acetate buffer pH = 4.5 in a potential range from 0.20 V to +1.40
V, Fig. 1B. Four consecutive oxidation peaks: peak

1a at Ep1a = +0.38 V, peak 23 at Ep2a = +0.49 V, peak 33 at Ep3a = +0.87 V
and peak 4; at Epaa = +1.33 V, were also detected in that pH. However, the
anodic peaks, 15 and 24, are not fully sepa-rated and on the reversed scan, a
small reduction peak (peak 5¢ at Epsc = +0.03 V) is observed.

In a new experiment with a clean electrode a CV was ran by inverting the
scan direction before reaching the peak 33, where the peak 5¢ was detected,
Fig. 1C. So, the cathodic peak 5¢ was assigned to PCZ oxidation products

yielded in the oxidation pro-cesses associated to peak 14 and/or 2. As will be
seen later, this

—_—

cathodic peak is associated with the reduction of the electroactive product
obtained after the second anodic step, since in acid media it is more stable,
hydrolyzing only partially and enabling its electroreduction on the GCE
surface.

CVs were also obtained for a 150 IM solution of PCZ in pH = 7.0 at scan
rates from 10 to 500 mV/s, Fig. 2. With the increase in the scan rates, the
potential of the peak 15 showed a small drift in the anodic direction and the
peak currents increased linearly, indicating an adsorption-controlled electrode
process, according to Laviron equation [21,22]. This is explained taking into
con-sideration the adsorption of PCZ molecules on the GCE surface.

3.2. Differential pulse voltammetry

The influence of pH on the electrochemical oxidation of PCZ was studied
in different electrolytes, using a 0.1 M ionic strength, over a pH range
between 3.0 and 12.0, by using DP voltammetry.

DP voltammograms in freshly prepared solutions of PCZ 100 IM
confirmed that the oxidation process occurs in four steps, peaks 1a, 2a, 3a and
44, Fig. 3A, in agreement to the above CVs experiments. However, in pH

higher than 8 no peak was detected, showing that in alkaline pH there is a
complete chemical degradation of the PCZ.

The peak potential is shifted to more negative values with increasing pH
for peaks 13 and 24, Fig. 3A and B, indicating the exis-tence of an acid-base
equilibrium where protons are involved in the process. Since there is a slope
of 59 mV per pH unit for the peaks 13 and 23, Fig. 3B, and a half-height width
of the peaks, 120 mV and 66 mV, respectively, it can be concluded that both
oxidation reactions involve one electron and one proton [7,22]. The graph of
peak current 15 vs. pH, Fig. 3A, points out an optimum sensitivity for the
peak 13 in neutral media, pH = 7.0, and for the peak 23 in acid media, pH =
45.

For the peak 33, the electrochemical oxidation was clearly detected only in
acid media and the peak potential shifted to more negative values with
increasing pH, Fig. 3A and B. Since there is a slope of 59 mV per pH unit,
Fig. 3B, and a half-height width of 63 mV for the peak 3, it can be concluded
that the oxidation reaction involves one electron and one proton. The graph of
peak current 33 vs. pH, Fig. 3A, shows an optimum sensitivity in the pH
range 4.0-5.0.

The potential of the peak 45 is pH-independent, Fig. 3A and B. That
means an oxidation process involving only electron transfer. The number of
electrons transferred (n) was determined by the peak width at half height,
corresponding to an electrochemical reaction involving the transfer of one
electron [7,22].

Successive DP voltammograms were also recorded for a 200 IM solution
of PCZ, in physiological pH media, pH = 7.0, Fig. 4A and in

T T T T T T T T 1
£42 00 02 04 06 0.8 10 12 14

E 1V (vs. Ag/AgCl)

0.2 00 02 0.4 06 0B 10 12 14

E/V (vs. AgiAgCl)

0z 00 02 04 06 08

E|V (vs. Ag/AgCl)

Fig 1. Successive Vs in freshly prepared solution of PCZ 150 pM in: (A) 0.1 M phosphate buffer, pH = 7.0 and (B and C) 0.1 M acetate buffer, pH = 4.5, v = 100 mV/s.
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Fig. 2. CVs in freshly prepared solution of PCZ 150 IM in 0.1 M phosphate buffer, pH = 7.0,
under different scan rates (10, 25, 50, 100, 200, 300 and 500 mV/s).
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Fig. 3. (A) 3D graph of DP voltammograms of 100 IM PCZ as a function of pH (M =5 mV/s);
(B) plot of Epa vs. pH: peak 1a (j), peak 2a (h), peak 3a (s) and peak 4a (d). The slope of the
lines for peaks 1a, 2a and 3a is 59 mV per pH unit.

acid media, pH = 4.5 acetate buffer, Fig. 4B. The oxidation of PCZ in
physiological pH in a potential range from 0.20 to 1.30 V showed four

oxidation peaks in the first scan: peak 1a at Ep1a = +0.08 V, peak 25 at Ep2a =
+0.31 V, peak 33 at Ep3a = +0.67 V and peak 4a at Epsa = +1.15 V. But,

during a second DP scan, only the peak 13 and 43 were observed, in a
complete agreement with the above CV
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Fig. 4. DP voltammograms in freshly prepared solution of PCZ 100 IM in (A) 0.1 M phosphate
buffer pH = 7.0 (B) 0.1 M acetate buffer, pH = 4.5, m =5 mV/s.

experiments, Fig. 2A. The oxidation of PCZ in acid media in a potential range
from 0.15 to 1.40 V, showed clearly all four oxidation processes, Fig. 4B.
And during the successive DP scans a decrease of all anodic peaks current
was observed, due to a strong adsorption of PCZ oxidation products on the
GCE surface.

When compared DP voltammograms of PCZ in 0.1 M phosphate buffer
pH = 7.0, Fig. 4A, to those ones obtained in 0.1 M acetate buffer pH = 4.5,
Fig. 4B, a large decrease in peak heights can be seen for the peaks 23 and 33
in neutral pH, which can be explained considering that PCZ and some PCZ
oxidation products are more stable in acid media [23].

3.3. Square wave voltammetry

Great advantages of SW voltammetry are the high speed of analysis,
reduced problems with the poisoning of the electrode surface and the
possibility to evaluate in a single scan the reversibility of the electrochemical
process [7,22].

The SW voltammograms recorded in freshly prepared solutions of PCZ
100 IM in different electrolytes showed similar features to the DP
voltammograms, exhibiting four oxidation peaks and the decrease in peak
heights for the peaks 24 and 33 in buffer support-ing electrolytes with pH > 5,
Fig. 5. In the second scan (not shown) a new reversible peak (5a, at Epsa =
0.12 V) appeared related to the product formed in peak 14 or 23, in agreement

with CV results, Fig. 1B. The irreversibility of all peaks 1a, 23, 3a and 43 was
con-firmed by plotting the forward and backward components of the

12
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Fig. 5. SW voltammograms in freshly prepared solution of PCZ 100 IM in: (A) 0.1 M
phosphate buffer, pH = 7.0 and (B) 0.1 M acetate buffer, pH = 4.5, Meffective = 50 mV/s.

total current obtained in a solution of 100 IM PCZ prepared in pH = 7.0, Fig.
5A, and in pH = 4.5, Fig. 5B. Whereas the forward component showed all
peaks at similar potentials as found by DP voltammetry and the backward
component showed no cathodic peak.

In another experiment, successive SW voltammograms were recorded for
a 100 IM solution of PCZ in a potential range from 0.00 to 0.30 V, in acid
media, pH = 4.5 acetate buffer, inverting the scan direction before reaching
the peak 24, where the peak 55 was detected. So, the peak 55 was assigned to
PCZ oxidation prod-ucts yielded in the oxidation processes associated to peak
la.

3.4. Oxidation mechanism of PCZ

Based on the electrochemical results discussed above and tak-ing into
account the well-known pathways for the chemical oxida-tion behaviour of
PCZ [6], a four electrons oxidation mechanism for the oxidation of PCZ can
be proposed. The mechanism involves three oxidation steps involving one-
electron and one proton (peaks 1la, 23 and 3a) and finally an oxidation step

involving only one elec-tron (peaks 4a), Scheme 1.

In the first and second step, peak 15 and 24, the oxidation pro-cess occurs
on the hydrazine group with the production of azo-

procarbazine [6,26], following isomerization to hydrazo-procar-bazine and
after hydrolysis to benzaldehyde-procarbazine, Scheme 1. In acetate buffer
pH = 4.5 an electroactive product was detected, peak 5¢, associated with the
electroreduction of the azo-procarbazine, Scheme 1, since in acid media it is
more stable, hydrolyzing only partially and enabling its reduction on the GCE
surface. Considering the electrochemical results and that isomer-ization of
azo derivatives to hydrazine and, after the hydrolysis, to aldehyde are
favorable in aqueous media [6,23-25], the third and fourth steps, peaks 33 and

44, are associated with the oxidation of the benzaldehyde-procarbazine with
the production of the N-isopropylterephthalic acid, Scheme 1. This proposed
mechanism was based on the CV, DP and SW voltammetry results taking into
account the electron-donor character of the functional groups of the
procarbazine molecule [26] and with data reported to PCZ by using other
techniques [3,6,23-25,27,28].

4, Conclusion

The study shows that PCZ, a molecule with large range of clini-cal
applications, undergoes oxidation in aqueous media at glassy carbon electrode
giving rise to four oxidation waves.

The oxidation of PCZ is an irreversible adsorption-controlled process,
where the first, second and third oxidation steps are pH dependent and occur
with the transfer of one electron and one pro-ton, leading to the formation of
an electroactive product in acid media. The last anodic process is pH-
independent and occurs with the transfer of one electron. The first and second
peaks are associ-ated with the oxidation of the hydrazine group, while the
third and the last one are associated with the oxidation of the benzaldehyde-
procarbazine derivative.

The electrochemical oxidation mechanism at GCE seems to fol-low
pathways very similar to the chemical oxidation pathways early known in the
literature, from in vitro and in vivo studies. Such agreement reinforces the
importance of electrochemical stud-ies of drugs on obtaining additional
information to studies of their molecular biochemistry.
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