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RESUMO

Um estudo eletroquimico da 3-nitro-tirosina (3-NO2-Tyr), em meio aquoso, foi realizado
em diferentes substratos eletroquimicos, eletrodo de carbono vitreo (GCE), platina e ouro,
utilizando técnicas voltamétricas, como voltametria ciclica (CV), voltametria de onda quadrada
(SWV) e voltametria de pulso diferencial (DPV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS), com a finalidade de investigar o seu mecanismo de oxida¢gdo, bem como sua
reatividade/toxicidade frente a molécula do DNA de fita dupla (dsDNA). A eletro-oxidagéo da
para-tirosina, em meio aquoso, foi também investigada e comparada com a 3-NO2-Tyr.
Potencialidades das propriedades de oxidacdo da 3-NO2-Tyr para aplicagdes eletroanaliticas
também foram estudadas.

Os resultados eletroquimicos, no geral, demonstraram que a 3-NOx-Tyr sofre eletro-
oxidacdo, em meio aquoso, em uma Unica etapa irreversivel dependente do pH, perdendo um
elétron e um proton no grupo fendlico e com formagdo de produtos néo eletroativos que
adsorvem fortemente nas superficies de todos os eletrodos utilizados. Além disso, foi detectado
que o grupo fendlico presente na estrutura da 3-NO2-Tyr € mais dificil de ser oxidado (~ 170 mV),
guando comparado a sua eletro-oxidagdo na molécula da para-tirosina, possivelmente devido a
influéncia do grupo nitro, um grupo retirador de elétrons. O transporte de massa da 3-NO2-Tyr
até a superficie do eletrodo foi investigado em eletrodo de platina e foi estabelecido que o mesmo
€ controlado predominantemente por difusdo. Métodos eletroanaliticos para deteccdo e
quantificacdo da 3-NO2-Tyr foram propostos em GCE, ouro e platina, os limites de detec¢éo
(LOD) e quantificacao (LOQ) desses métodos foram calculados e comparados. No GCE o LOD
foi de 0,17 pumol L1, no eletrodo de platina foi 6,81 umol L1, enquanto no eletrodo de ouro 7,33
pmol L1, demonstrando uma melhor sensibilidade para detec¢é@o e quantificagdo da 3-NO2-Tyr
no GCE.

Por dltimo, os resultados de DPV e de eletroforese em gel, demonstraram claramente
uma interacao da 3-NO2-Tyr frente a molécula do dsDNA em meio fisiolégico (pH = 7,0), uma
vez que os resultados da DPV, com o tempo de incubacao da 3-NO2-Tyr com o0 DNA, detectaram
uma queda significativa ou até o desaparecimento por completo do pico anddico associado com
a oxidacao da 3-NO2-Tyr, em E = 0,70 V, enquanto os resultados da eletroforese detectaram
uma diminuicdo bem significativa da intensidade de fluorescéncia do brometo de etidio. Assim
foi estabelecido a interagdo da 3-NO2-Tyr possivelmente via sua intercalagéo na fita dupla do
DNA e com a formag&o de um complexo 3-NO2-Tyr-dsDNA estavel, dificultando a oxidag&o da
3-NO2-Tyr na superficie do GCE, bem como a intercalagdo do biomarcador fluorescente, o
brometo de etidio, no dsDNA.

Palavras-chave: 3-Nitrotirosina, Oxidac@o, DNA, Voltametria, Substratos eletroquimicos.



ABSTRACT

An electrochemical study of 3-nitro-tyrosine (3-NO2-Tyr), in aqueous medium, was
performed on different electrochemical substrates, glassy carbon electrode (GCE), platinum and
gold electrode, using voltammetric techniques, such as cyclic voltammetry (CV), square wave
voltammetry (SWV) and differential pulse voltammetry (DPV), and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), to investigate its oxidation mechanism, as well as its reactivity / toxicity to the
double-strands DNA molecule (dsDNA). para-Tyrosine electro-oxidation in aqueous media was
also investigated and compared with 3-NO2-Tyr. Potentialities of 3-NO2-Tyr oxidation properties
for electroanalytical applications were also studied.

The electrochemical results, in general, showed that 3-NO2-Tyr undergoes electro-
oxidation in agueous medium in a single irreversible pH-dependent step, losing one electron and
one proton in the phenolic group and forming non-electroactive products, that are adsorbed
strongly on all used electrodes. In addition, the phenolic group present in the 3-NO2-Tyr structure
was found to be more difficult to oxidize (~ 170 mV) when compared to its electro-oxidation in the
para-tyrosine molecule, possibly due to the influence of the nitro group. an electron withdrawing
group. The mass transport of 3-NO2-Tyr to the electrode surface was investigated at platinum
electrode and it was established that it is predominantly diffusion controlled. Electroanalytical
methods for detection and quantification of 3-NO2-Tyr were proposed at GCE, gold and platinum
electrode, the detection limits (LOD) and quantification (LOQ) of these methods were calculated
and compared. At GCE the LOD was 0.17 pmol L, in the platinum electrode was 6,81 pmol L,
while in the gold electrode was 7,33 umol L1, demonstrating a better sensitivity for detection and
guantification of 3-NO2-Tyr. at GCE.

Finally, the DPV and gel electrophoresis results clearly demonstrated a 3-NO2-Tyr
interaction with dsDNA molecule in physiological medium (pH = 7.0), since the DPV results over
incubation time of 3-NO2-Tyr with DNA, detected a significant decrease or the complete
disappearance of the anodic peak associated with 3-NO2-Tyr oxidation, at E = 0.70 V, while
electrophoresis results detected a very significant decrease in the ethidium bromide fluorescence.
Thus, it was established the interaction of 3-NO2-Tyr possibly via its intercalation in the DNA
double helix and with formation of a stable 3-NO2-Tyr-dsDNA complex, hindering the oxidation of
3-NO2-Tyr on the GCE, as well as the intercalation of the fluorescent biomarker, ethidium bromide,
on the dsDNA.

Keywords: 3-Nitrotirosine, Oxidation, DNA, Voltammetry, Electrochemical substrates.
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apo6s 2 h de incubacéo. Controles do dsDNA 100 ug mL* e 250 ug mL* (Pogo
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1 e 5) e mistura de dsDNA 100 pg mL* com 3-NO2-Tyr 50, 100 e 250 pmol L*
(Poco 2, 3 e 4) e dsDNA 250 pg mLt com 3-NO2-Tyr 50, 100 e 250 umol L?
(0o Lot o G A =< 87
Figura 41. Eletroforese em gel de agarose (0,7 %) da mistura 3-NO2-Tyr-DNA

apos 24 h de incubacédo. Controles do dsDNA 250 ug mL* (Poco 1) e mistura de
dsDNA 250 pg mL* com 3-NO2-Tyr 50, 100 e 250 pmol L (Poco 2,3 e 4) ....... 88
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1.1. INTRODUCAO

Espécies altamente reativas de nitrogénio (RNS do inglés “Reactive
Nitrogen Species”) e de oxigénio (ROS do inglés “Reactive Oxygen Species”) a
partir do metabolismo celular sdo produzidos no organismo, em baixas
concentracdes, e desempenham inimeras fun¢des, tais como na producéo de
energia, fagocitose, regulacéo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e
sintese de substancias biolégicas importantes (DU et al., 2004; OLIVEIRA,
BRETT, 2012; VASCONCELOS et al., 2007). No entanto, o excesso desses
radicais, geralmente produzidos por agentes externos como a radiacao
ionizante, quimioterapicos e xenobidticos, pode causar danos oxidativos em
moléculas bioldgicas importantes, DNA e proteinas, e mutacdes, com
consequéncias diretas em muitos processos patologicos (DU et al., 2004;
OLIVEIRA, BRETT, 2012; VASCONCELOS et al., 2007).

Reacdes com RNS podem nitrar aminodcidos aromaticos, como por
exemplo a tirosina, gerando 3-NO2-Tyr. A produgéo in-vivo da 3-NO2-Tyr esta
associada ao aparecimento de inUmeras doencas, tais como lesdo pulmonar
aguda, neurodegeneracao, aterosclerose e alguns tipos de cancer (SARVER et
al.,2001; DU et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2007; MAHMOUDI et al., 2016).
Consequentemente, a interacao da 3-NO2-Tyr-DNA vem sendo investigada para
determinar sua toxicidade/carcinogénese (MIHM et al., 2000; MURATA;
KAWANISHI, 2004). Recentemente foi levantado que a 3-NO2-Tyr pode
contribuir para disfuncdo endotelial vascular através de danos no DNA e/ou
apoptose (MIHM et al., 2000) e que a sua geracao in-vivo pode favorecer a
formacdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina, um indicador de dano
oxidativo no DNA (MURATA; KAWANISHI, 2004). Assim, ainda se faz
necessario a investigacao das propriedades quimicas da 3-NO2-Tyr, enfatizando
suas possibilidades reacionais in-vivo. Além disso, a fim de quantificar a 3-NO:-
Tyr em fluidos e tecidos biol6gicos, métodos analiticos tém sido propostos, em
sua grande maioria baseados em cromatografia gasosa e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (SARVER et al., 2001; SHAROV et al., 2006; WANG et al.,
2007; ERDAL et al., 2008; GUO et al., 2009; KILCIKSIZ et al., 2011; LI et al.,
2015; TEIXEIRA et al., 2017).
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Para postular mecanismos de reacfes redox de diferentes espécies,
técnicas voltamétricas, como voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso
diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV), bem como
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS), utilizando principalmente
eletrodos sélidos de carbono, ouro ou platina, sdo bastante utilizadas. Assim,
inlmeros mecanismos tém sido postulados na literatura por estudos
eletroquimicos e co-relacionados com dados bioguimicos que ocorrem in-vivo
(PONTINHA et al., 2012; OLIVEIRA et al.,, 2013; OLIVEIRA et al.,, 2013;
OLIVEIRA, 2015). Além disso, considerando a alta sensibilidade das técnicas
voltamétricas de pulso, como DPV e SWYV, elas tém grande relevancia para o
desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas (BRETT, OLIVEIRA-BRETT,
1993; PACHECO et al., 2013).

Este trabalho tem como objetivo estudar o comportamento anédico da 3-
NO2-Tyr bem como sua interacdo com o DNA. Para isso, este estudo foi dividido
em trés etapas. Primeiramente, foi investigado a oxidacdo da 3-NO2-Tyr em GCE
utilizando técnicas voltamétricas como CV, DPV, SWYV e EIS a fim de certificar
suas propriedades intrinsecas bem como sua estabilidade no meio fisioldgico.
Na segunda etapa, um método eletroanalitico foi desenvolvido para a detec¢ao
e quantificacdo da 3-NO2-Tyr usando SWV em meio neutro, pH = 7,0. Além
disso, o comportamento de oxidagdo da 3-NO2-Tyr foi investigado em outros
substratos eletroquimicos como em eletrodo de platina e ouro, com a finalidade
de comparar e confirmar os resultados obtidos em GCE. Para ambos os
substratos um método eletroanalitico utilizando SWV foi desenvolvido para
deteccédo e quantificacdo da 3-NO2-Tyr em tampéo fosfato, pH = 7,0. Por ultimo,
foi estudado a interagdo 3-NO2-Tyr-DNA utilizando DPV e como
complementacao foi utilizado a técnica de eletroforese em gel. Todas as etapas
tiveram como objetivo principal postular um mecanismo de oxidacdo para a 3-
NO2-Tyr bem como observar o grau de toxicidade/reatividade da 3-NO2-Tyr com
0 dsDNA.
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1.2. Acido desoxirribonucleico: Estrutura, propriedade e
funcdes
1.2.1. Estrutura primaria

O acido desoxirribonucleico (DNA) é um polimero formado por
mondmeros de nucleotideos. Os nucleotideos do DNA consistem de trés
espécies quimicas unidas por ligagbes covalentes, uma base nitrogenada
(timina, guanina, citosina ou adenina), a desoxirribose e um grupo fosfato, Fig.
1. A estrutura denominada primaria do DNA é justamente a ordem das bases na
sequéncia de polinucleotideos (SINDEN, 1994; ATKINS; JONES, 2011;
CAMPBELL; FARRELL, 2017).

Figura 1. Parte da cadeia polinucleotidica de uma molécula de DNA.

Extremidade 5'

Guanina

Extremidade 3'
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O DNA possui bases que séo classificadas de dois tipos: as bases
purinicas, que sdo compostos aromaticos de anéis condensados, a adenina e a
guanina, Fig. 1, e as bases pirimidinicas, compostos aromaticos de um unico
anel, a citosina e a timina, Fig.1 (SINDEN, 1994; ATKINS; JONES, 2011;
CAMPBELL; FARRELL, 2017).

O acucar presente na molécula de DNA é a desoxirribose, que contém
dois hidrogénios na posicdo C-2’, Fig. 1. Quando o acucar é ligado
covalentemente com uma base purinica ou pirimidinica ha a formacdo de um
composto denominado nucleosideo. Esta ligacao é feita pelo carbono C-1" do
acucar ao nitrogénio N-1 das pirimidinas ou ao nitrogénio N-9 das purinas através
de uma ligacao covalente chamada B-glicosidica (SINDEN, 1994; ATKINS;
JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

Por outro lado, quando o &cido fosforico é esterificado com um dos grupos
hidroxila da parte do acucar de um nucleosideo, se tem a formacdo de um
nucleotideo. A partir da polimerizacdo desses via ligacdo repetida 3,5’ —
fosfodiéster, forma-se a estrutura primaria do DNA, Fig. 1 (SINDEN, 1994;
ATKINS; JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

1.2.2. Estrutura secundéaria do DNA: A fita dupla

A molécula do DNA é uma fita dupla (dsDNA) também denominada de
estrutura secundaria, na qual duas longas cadeias de polinucleotideos se
enrolam uma na outra, Fig. 2. Pontes de hidrogénio entre as bases em fitas
opostas estabelecem o alinhamento da hélice, com os pares de base em planos
perpendiculares ao eixo e as moléculas de desoxirribose e fosfato na parte
externa da dupla hélice, Fig. 2 (SINDEN, 1994; ATKINS; JONES, 2011;
CAMPBELL; FARRELL, 2017).

Na década de 50, andlises quantitativas realizadas pelo pesquisador
Chargaff mostrou claramente que a quantidade de adenina sempre era
equivalente a quantidade de timina e a quantidade de guanina sempre
equivalente a de citosina na dupla hélice do DNA (SINDEN, 1994; ATKINS;
JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017). Esta condicéo é estabelecida uma
vez que as bases dos polinucletideos para formacao da hélice estéo ligadas por

ligagbes de hidrogénio com emparelhamento exclusivo de bases
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complementares, onde A emparelha apenas com T (AT) e C emparelha apenas
com G (CG), Fig. 2 (SINDEN, 1994; ATKINS; JONES, 2011; CAMPBELL;
FARRELL, 2017).

Figura 2. Modelo do DNA de fita dupla (esquerda) e pareamento de bases do
DNA (direita). Ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases adenina-timina e

guanina-citosina. As linhas tracejadas representam as ligacdes de hidrogénio.
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1.2.3. Funcdes bioldgicas do DNA

O ndcleo de cada célula possui ho minimo uma molécula de dsDNA,
responsavel pela sintese de proteinas e de carregar a informacdo genética e
repassar de uma geracao para outra (SINDEN, 1994; ATKINS; JONES, 2011,
CAMPBELL; FARRELL, 2017).

A replicacdo do DNA é um processo que ocorre in-vivo devido
exclusivamente a existéncia da estrutura secundaria do DNA. Durante a
replicacdo do DNA as ligacdes de hidrogénio entre as bases G-C e A-T séo
guebradas e as fitas separadas serdo posteriormente atacadas por nucleotideos

do fluido celular, para formacgéo das fitas duplas de duas novas moléculas de
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DNA. Essa replicagdo do DNA semiconservativa é realizada por um complexo
de proteinas multiplas denominadas de replissomo (SINDEN, 1994; ATKINS;
JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

O DNA também é responséavel pela sintese de proteinas, uma vez que é
utilizado como molde para producdo de moléculas de RNA. As moléculas de
RNA, com uracila substituindo a timina, transportam a informacéo genética para
fora do ndcleo até a regido que ocorrera a producao das proteinas na célula,
sendo também chamadas de moléculas mensageiras (SINDEN, 1994; ATKINS;
JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

Vérios fatores também podem causar a desnaturacdo do DNA, isto € a
separacdo das fitas, onde as ligacbes de hidrogénio e as interacdes do
empilhamento sao rompidas, como, por exemplo, pH muito alto ou muito baixo e
aumento da temperatura que desestabiliza a dupla hélice (SINDEN, 1994;
ATKINS; JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

A desnaturacdo do DNA pode ser medida e monitorada por diferentes
caminhos. Um dos métodos envolve a medi¢do de um aumento caracteristico na
sua absorbancia na regiao do UV (260 nm) denominado hipercromicidade que
tem como resultado o desempilhamento das bases (SINDEN, 1994; ATKINS;
JONES, 2011; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

1.2.4. Modos de interacdo de pequenas moléculas com o DNA

O estudo dos mecanismos de reacao de diferentes espécies quimicas,
proteinas, pequenas moléculas, ions e radicais, com o DNA é bastante relevante,
para a compressao de diferentes mecanismos/processos que ocorrem in-vivo,
como celulares, patologicos e de diferentes farmacos que atuam diretamente no
DNA, como muitos antineoplasicos (CHIORCEA-PAQUIM et al.,, 2017;
OLIVEIRA et al. 2018).

As pequenas moléculas podem interagir com a molécula do DNA, no geral
de dois modos de ligacao, covalente que ocorre através da interacéo direta no
DNA, geralmente no grupo fosfato ou nas suas bases nitrogenadas. E ndo
covalente que ocorre através da intercalacdo, interacdes eletrostaticas ou

interacdes nos sulcos da molécula na estrutura do DNA de fita dupla, Fig. 3
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(SIRAJUDDIN et al.,, 2013; BARRA; NETTO, 2015; OLIVEIRA et al.,, 2017;
CHIORCEA-PAQUIM et al., 2017).

Figura 3. Modelos de modos de ligagdo de pequenas moléculas com o
DNA.

Ligagcoes covalentes Ligagdes nao covalentes
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1.2.4.1. Modo de ligacao covalente

O modo de ligacdo covalente de pequenas moléculas com o DNA,
geralmente ocorre no grupo fosfato ou nas bases do DNA, um bom exemplo € o
antineoplasico cisplatina [cis-diclorodiaminaplatina (Il)], amplamente utilizada no
tratamento de diferentes tipos de cancer, cancer de bexiga, cabeca, pescoco,
pulm&o, ovario e testiculo, que quando entra na célula perde os cloretos e em
seguida liga-se covalentemente ao DNA nucleico para formar ligagdes Pt-DNA.
A posicdo mais favoravel na base do DNA para reagir com a cisplatina € o local

N7 do residuo de desoxiguanosina, Fig. 4. Inicialmente a cisplatina forma apenas
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uma ligacao covalente e numa segunda reacao pode interagir com uma segunda
guanina formando um reticulado no DNA. Se as duas bases estiverem na mesma
fita a ligacdo covalente é denominada de intra-fita, em duas cadeias diferentes é
denominada de inter-fitas. A cisplatina também reage com residuos de
desoxiadenosina, mas com baixa afinidade de interacao, Fig. 4, (WANG; ZHU,
2018).

Figura 4. Cisplatina ligado no modo covalente ao DNA principalmente na
posicdo N7 da guanina.
Fonte: Adaptado de WANG; ZHU, 2018.
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Alguns agentes alquilantes sdo utilizados para o tratamento do cancer e
envolvem reacdes diretamente na guanina no DNA, onde grupos alquilas sao
adicionados covalentemente na posicdo N7 da guanina devido sua alta
reatividade. Alguns exemplos de agentes alquilantes s&o: temozolomida,
dacarbazina, clorambucil, ciclofosfamida, carmustina, lomustina, etc

(SIRAJUDDIN et al., 2013). Por outro lado, agentes alquilantes, tais como
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haletos de metila, dietilnitrosamina, 1,2-dimetil-hidrazina, N-etil-N-nitrosoureia
que sao adquiridos pela dieta alimentar sdo consequentemente toxicos e hoje ja
sdo associados ao aparecimento de diferentes processos patologicos em
humanos (NASCIMENTO et al., 2018; MENDES et al., 2019).

1.2.4.2. Modo de ligacdo ndo-covalente

Diferentes espécies, tais como pequenas moléculas e ions, podem reagir
diretamente com o DNA via ligagao nao-covalente, por exemplo via intercalagéo,
interacdo nos sulcos e ligacdo externa que se refere ao exterior da fita, Fig. 3
(NI; LIN & KOKOT, 2010). O estabelecimento dessas interacfes € de extrema
relevancia bioquimica, pois podera estabelecer o grau de toxicidade de possiveis
agentes carcinégenos, que incluem produtos do proprio metabolismo celular,
bem como fontes exdgenas, como espécies genotoxicas presentes na dieta,
uma vez que também provocam alteracdes significativas no DNA, tais como
mudancas conformacionais na estrutura da dupla fita, alteracdo na tensao de
torcdo do DNA e pode interromper interacdes de importantes enzimas com o
DNA, responsaveis por exemplo pelos processos de replicacdo celular
(SIRAJUDDIN et al., 2013). Todos esses fatores podem ter efeitos substanciais
na expressao génica (SIRAJUDDIN et al., 2013).

1.2.4.2.1. Intercalagéo

A intercalacao foi vista pela primeira vez na literatura por Lerman para
explicar a forte afinidade que alguns corantes heterociclicos aromaticos tém com
a molécula de DNA, Fig. 5 (REHN; PINDUR, 1996; SHUI et al., 2000;
MARTINEZ; GARCIA, 2005). Os intercaladores estdo ligados
perpendicularmente ao esqueleto do DNA por forgas intermoleculares (ligagdes
de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interacdes hidrofébicas e/ou
transferéncia de cargas), formando um complexo estavel DNA-intercalador,
entretanto sem quebrar as ligacdes de hidrogénio entre as bases, Fig. 3
(WARING; BAILLY, 1994; REHN; PINDUR, 1996; BAGINSKI et al., 1997; SHUI
et al., 2000; MARTINEZ; GARCIA, 2005). Algumas espécies que intercalam no
DNA sao utilizadas no tratamento quimioterapico para inibir a replicacdo do DNA

em células cancerigenas de rapido crescimento, pois esses intercaladores
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provocam alteragOes estruturais no DNA que estabiliza, alonga, endurece e
desenrola a dupla hélice do DNA (BAUER; VINOGRAD, 1970).

Figura 5. Estruturas heterociclicas arométicas que interagem via intercalacéo

com o DNA.
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1.2.4.2.2. Interag&o nos sulcos

As interac¢des nos sulcos ocorrem com a interacao direta da molécula com
as bases nitrogenadas localizadas no sulco menor ou maior, Fig. 2. Os sulcos
maior ou o menor diferem consideravelmente no potencial eletrostatico e
caracteristicas da composicdo das bases, como exemplo, nas ligacbes de
hidrogénio, nos efeitos estéreos e na hidratacdo (POLICARPI, 2008). Alguns
pequenos compostos se ligam ao sulco menor do DNA a partir da interacéo de
Van der Waals e ligagdo de hidrogénio. Geralmente sdo farmacos que possuli
varios anéis aromaticos como o pirrol, furano ou benzeno, onde estédo unidos por
ligacdes que tem capacidade de tor¢éo, favorecendo a promocéo de interacdes
de Van der Waals (MEI; BARTON, 1986; SILVA, 2016). Além de que, esses
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farmacos podem fazer ligagdes de hidrogénio com as bases de preferéncia com
a adenina e timina (MEI; BARTON, 1986). Esta preferéncia se da provavelmente
a melhores interacdes de Van der Waals entre as paredes do ligante e do sulco
nessa regido, ja que as regides AT sdo mais estreitas que as regidées do sulco
GC e devido ao impedimento estérico apresentado pelo grupo amino C2 da base
guanina (MEI; BARTER, 1986). As tiazotropinas constituem uma classe de
moléculas biologicamente ativas conhecidas por formarem complexos de ligacéo
dentro do sulco menor do DNA e outros exemplos de alguns ligantes classicos
gue interagem por via sulco sdo Hoechst 33258, berenil, netropsina, distamicina
A e seus derivados que sdo mostrados na tabela abaixo, Tabela 1, (SALVIA et
al., 2013; SILVA, 2016).

Tabela 1. Exemplos de moléculas que interagem com o DNA via sulco.

Molécula Interacao Referéncia
Tiazotropinas Via sulco SALVIA et al., 2013; SILVA, 2016
Hoechst 33258 Via sulco SALVIA et al., 2013; SILVA, 2016
Berenil Via sulco SALVIA et al., 2013; SILVA, 2016
Netropsina Via sulco SALVIA et al., 2013; SILVA, 2016
Distamicina A Via sulco SALVIA et al., 2013; SILVA, 2016

1.2.4.2.3. Ligacdao externa (eletrostatica)

A ligacao externa € um tipo de ligacao de natureza eletrostética. Esse tipo
de ligacao ocorre geralmente a partir da interacdo de cargas negativas do fosfato
presente na estrutura do DNA e cargas positivas de pequenas moléculas ou ions
(REHMAN et al., 2015; OLIVEIRA; BRETT, 2008). Céations metalicos como Pb?*,
Cd?* e Ni?* sdo considerados possiveis cancerigenos, um vez que experimentos
in-vitro demonstraram que 0s mesmos podem interagir com o DNA por afinidade
eletrostatica nos grupos fosfatos e também provocando com o tempo de
exposi¢cdo outros tipos de interagcdes, como danos oxidativos nas bases
(OLIVEIRA; BRETT, 2008).

Assim, devido a grande relevancia deste tema inGmeras técnicas

analiticas tém sido utilizadas na investigacdo das interacdes de diferentes
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espécies quimicas com o DNA, tais como espectrometria UV-Vis, infravermelho
e Raman, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de massa, microscopia de forca atbmica (AFM) e de varredura
por tunelamento (STM), técnicas eletroquimicas como a voltametria de pulso
diferencial (DPV), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese
em gel, técnicas de modelagem molecular e DNA Footprinting (CHIORCEA-
PAQUIM et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018). Dentre essas técnicas, a DPV tem
se destacado por ser uma técnica seletiva e altamente sensivel (CHIORCEA-
PAQUIM et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018). A DPV serd discutida mais

detalhadamente na Secédo 1.5.2.

1.3. Aminoacidos: estrutura e fungdes

Os aminoacidos tém como fung¢do agir como transportadores de
nitrogénio, neurotransmissores e precursores de outras moléculas bioldgicas,
sendo a maioria encontrados em proteinas. A estrutura geral dos aminoacidos é
composta por um grupo amina e carboxila em que ambos estéo ligados a um
carbono assimétrico ou também denominado de carbono alfa (a). Este carbono
a também esta ligado a um hidrogénio e ao grupo de cadeia lateral, representado
pela letra R, Fig. 6 (==), que determina a identidade do aminoacido especifico.
Portanto, a cadeia lateral € o que diferencia um aminoacido do outro, em
diferentes caracteristicas, por exemplo estrutura, tamanho e carga elétrica,
influenciando significativamente suas propriedades quimicas, Fig. 7
(LEHNINGER et al., 2014; CAMPBELL; FARRELL, 2017).

Figura 6. Estrutura geral dos amino&cidos.

H2N C C
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Os aminoacidos séo divididos em quatro grupos a partir de suas cadeias
laterais (grupos R) (CAMPBELL; FARREL, 2017), Fig. 7, tais como:

Figura 7. Estruturas quimicas e propriedades quimicas dos amino&cidos que

compdem as proteinas, (==) cadeia lateral.

Aminoacidos com cadeias laterais apolares nao-carregadas
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Aminoacidos com cadeias laterais polares nao-carregadas

0} O‘ 0 0
H,N )
OH HaN \/%OH HO/% S
(9] NHZ NHZ

NH,
Asparagina (Asn, N) Glutamina (GIn, Q) Serina (Ser, S)
I CH, 0 °
_— F Nz NH, NH,
Tirosina (Tyr, Y) Treonina (Thr, T) Cisteina (Cys, C)

Aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente (acidos)

0 0 0
- 1
\’/ OH HO R OH
OH NH, NH;

Acido aspartico (Asp, D) Acido glutamico (Glu, E)

Aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente (basicos)

NH (0]
HaN )L ﬂ /\/%OH
NH

Arginina (Arg, R) Histidina (His, H)

HyN
\/\\ S
NH,

Lisina (Lys, K)

e Aminoacidos com cadeias laterais apolares néo carregadas: 0s grupos R

sao apolares e hidrofobicos.
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e Aminoacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas: 0s grupos R
sdo mais sollveis em agua, pois possui grupos funcionais que realizam
ligagbes de hidrogénio com a dgua deixando-os mais hidrofilicos.

¢ Aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente (&cidos):
possui grupos carboxila em suas cadeias laterais em que esse grupo pode
perder um préton, formando o &nion carboxilato que por esse motivo essa
classe é carregada negativamente em meio neutro. Apresentam grupos
R hidrofilicos.

e Aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente (basicos):
possui grupos amina que sdo carregadas positivamente em pH neutro.

Apresentam grupos R hidrofilicos.

Os aminoacidos podem agir tanto como acidos quanto como bases em
solucdo aquosa, pois 0s grupos carboxila e amina da estrutura geral estdo
carregados em pH neutro. Variando o pH do meio, esses grupos apresentam

varios equilibrios envolvendo a transferéncia de préton:

Ry- COOH <™= R, - COO + H* (Equagéo 1)

Ry - NHy* <= R, - NH,+ H* (Equacéo 2)

Como o estado de ionizac&o depende do pH do meio, podem predominar
o grupo amina (forma catibnica) ou o grupo carboxila (forma anidénica) com a
variacdo do pH do meio. Diante disso, tanto os aminodacidos livres quanto os
aminoacidos combinados por meio de ligacdes peptidicas podem agir como
tampdes (CAMPBELL; FARRELL, 2017).

1.3.1. Oxidacdo de aminoé&cidos

Os aminoacidos séo alvos primarios de oxidacdo in-vivo dentro das
células por causa da sua abundancia e geralmente ocorre atraves de ROS e
RNS, que sao produzidas por reacdes metabdlicas na parte interna das ceélulas
a partir dos produtos de reacdes de estresse oxidativo (STADTMAN; LEVINE,
2003) ou na presenca de fortes oxidantes, onde isso pode acarretar danos ou a
modificacdes estruturais nesses aminoacidos (STADTMAN, 1992; STADTMAN,
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LEVINE, 2003).

As ROS e RNS séo geradas por vias enddégena ou exogena dentro das
células. Por via enddgena, tem consequéncia direta do metabolismo aerdbico
nas mitocondrias, peroxissomas, NADPH oxidase, citocromo P450, etc. E por via
exdgena, € devido a exposicao ultravioleta, quimioterapicos e xenobidticos
(SCHWARZENBACH et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007).

O dano celular nos aminoacidos resulta de atague das ROS e RNS, onde
sdo conhecidos por causarem inumeras doencas como neuroldgicas,
pulmonares, cardiovasculares, doengas autoimunes, entre outras (SHACTER,
2000; STADTMAN, 1992; STADTMAN, LEVINE, 2003; VASCONCELOS et al.,
2007).

A oxidacdo dos aminoacidos ocorre principalmente nas suas cadeias
laterais. Portanto, toda a estrutura do aminoécido € modificada afetando sua
atividade in-vivo. A tirosina € um aminoacido ndo essencial (proprio organismo
sintetiza) e € levemente hidrofilica e isso € explicado pelo seu anel aromatico
hidrofébico contendo apenas um grupo hidroxila. A Tyr pode sofrer oxidacdo por
RNS e ter sua estrutura modificada, formando a 3-nitro-tirosina [acido (2-amino-
3-(4 hidroxi-3-nitrofenil) propanoico)] (TOPKAYA et al, 2018).

1.4. 3-nitro-tirosina (3-NO2-Tyr)

A 3-NO2-Tyr € uma modificacdo causada pela acédo de agentes nitrantes,
por exemplo RNS. A Tyr é modificada no C3 do anel fendlico com a adi¢éo do
grupo nitro, Fig. 8 (ABELLO et al., 2009).

A adicdo de um grupo nitro infere propriedades fisico-quimicas
especificas ao aminoacido modificado e as proteinas correspondentes que
podem ter importantes consequéncias funcionais (ABELLO et al., 2009). O pKa
do fenol OH para a 3-NO2-Tyr cai para aproximadamente 7, resultando que a 3-
NO2-Tyr torna-se cerca de 1000 vezes mais acida que a Tyr (KONG, 2017). Uma
carga fortemente negativa, dependendo do seu meio, pode perturbar a estrutura
da proteina e possivelmente alterar a sua funcdo. Isso pode ser mediado via
perda ligagbes de hidrogénio, repulsdo de carga negativa-negativa, estabilizacdo

da estrutura da proteina por fazer uma nova interacdo de carga negativa-positiva
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ou alteragBes das propriedades quimicas/fisicas de uma superficie da proteina
(ZHAN et al., 2013).

Pode-se destacar outra diferenca nas propriedades quimicas entre a 3-
NO2-Tyr e a Tyr, que é a dependéncia do pH para a 3-NO2-Tyr. Essa
dependéncia do pH para a 3-NO2-Tyr é observada no perfil de emissdo e
excitacdo. A Tyr emite a 303 nm, enquanto a 3-NO2-Tyr emite uma cor amarela
intensa em funcédo do aumento do pH. Contudo, a principal queda do pka do
grupo OH e o perfil de absorbancia sao informagdes gerais importantes das
propriedades quimicas da 3-NO2-Tyr e Tyr (ZHAN et al., 2013; KONG, 2017).

A conversdo da tirosina para a 3-NO2-Tyr pode resultar em sérias
consequéncias para uma célula se proteinas especificas ou enzimas sdo
modificadas, que podem levar a danos celulares adicionais, possivelmente
resultando em morte celular programada ou apoptose (SARVER et al., 2001).

Figura 8. Estrutura da tirosina (esquerda) e 3-nitro-tirosina (direita) e suas
principais diferengcas em propriedades quimicas.
Fonte: adaptado de HASEEB, 2013; TOPKAYA et al., 2018.
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Varias doencgas estdo associadas a 3-NO2-Tyr, tais como, doencas
cardiovasculares, cancer, esclerose lateral amiotréfica, esclerose mudltipla,
doenca de Alzheimer e doencas inflamatérias (DU et al., 2004). Assim na
literatura recente é ainda de extrema importancia estabelecer as propriedades
quimicas da 3-NO2-Tyr e suas diferencas frente a Tyr. As propriedades redox da
3-NO2-Tyr tém sido investigadas utilizando técnicas eletroanaliticas (ABU-
QARE; ABOU-DONIA, 2001; DU et al.,, 2004; RICHARDS et al.,, 2006;
CONVENTZ et al., 2007; ABELLO et al., 2009; ACAR et al., 2015; TEIXEIRA et
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al., 2017; TOPKAYA et al., 2018) e esses trabalhos serdo mencionados mais
detalhadamente na Secéo 1.7.

Os possiveis mecanismos de interacao da 3-NO2-Tyr com biomoléculas
também vém sendo investigados na literatura por diferentes técnicas (MIHM et
al., 2000; MURATA; KAWANISHI, 2004). Mihn M.J. e colaboradores
demonstraram que a 3-NO2-Tyr pode contribuir para disfungdo endotelial
vascular através de danos no DNA e/ou apoptose (MIHM et al., 2000). Ja Murata
M. e colaboradores demonstraram que a 3-NO2-Tyr e a 3-NO2-Tyr contendo
peptideos podem aumentar a formacdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina, um indicador de dano oxidativo no DNA (MURATA;
KAWANISHI, 2004). Recentemente a interacdo da 3-NO2-Tyr com
polinucleotideos foi demonstrada utilizando DPV e eletrodo de grafite (TOPKAYA
et al., 2018). Deste modo, se faz necessério a investigacdo das propriedades
quimicas da 3-NO2-Tyr, enfatizando as possibilidades reacionais dessa espécie
com moléculas biolégicas, como o DNA, no organismo.

Além disso, a 3-NO2-Tyr livre, bem como ligada a proteinas sao produtos
relativamente estaveis e podem ser consideradas como importantes
biomarcadores de estresse oxidativo geral ou estados especificos da doenca
(SARVER et al., 2001). Portanto, diferentes métodos que quantifiquem com
precisao e sensibilidade a 3-NO2-Tyr vém sendo desenvolvidos (SARVER et al.,
2001; SHAROV et al., 2006; WANG et al., 2007; ERDAL et al., 2008; GUO et al.,
2009; KILCIKSIZ et al., 2011; LI et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017). A técnica
mais favorita para determinar a 3-NO2-Tyr € a HPLC (TEIXEIRA et al., 2017)
acoplada com detector ultravioleta-visivel (UV-Vis) (SHAROV et al., 2006;
ERDAL et al., 2008; KILCIKSIZ et al., 2011) e sistema de deteccdo de
fluorescéncia (FLD) (GUO et al., 2009), pois esses métodos cromatograficos
apresentam boa sensibilidade e especificidade (TEIXEIRA et al., 2017).
Espectrometria de massa (MS) ou espectrometria de massa acoplada com
cromatografia liquida (LC-MS / MS) também é uma técnica utilizada devido a sua
capacidade de detectar baixos niveis de concentracéo do analito (WANG et al.,
2007; LI et al., 2015). No entanto, MS requer habilidades operacionais para a
etapa de preparacdo da amostra. Bem como, a LC-MS/MS ser uma técnica
considerada de alto custo devido a sua necessidade de isotopos de interesse.

Aléem de métodos baseados em cromatografia, outros metodos existentes séo
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métodos baseados em anticorpos, como, por exemplo, ensaio enzima-ligado de
imunoabsorcdo (ELISA) que serve para a deteccao da 3-NO2-Tyr em tecidos e
fluidos (SUN et al., 2007; WEBER et al., 2012). Um estudo eletroquimico com a
3-NO2-Tyr foi o preparo de um sensor eletroquimico GCE/MWCNT (nanotubos
de carbono de paredes multiplas) que apresenta maior sensibilidade e
especificidade para a determinagdo da 3-NO2-Tyr (SILVA, 2017). HPLC com
deteccao eletroquimica (HPLC-ECD) é outro método que pode ser utilizado para
a deteccdo da 3-NO2-Tyr (DU et al., 2004).

1.5. Técnicas voltamétricas

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde se obtém informacdes
qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica eletroativa a partir do registro
de curvas potencial vs. corrente, denominada de voltamograma, realizadas
durante a eletrolise dessa espécie quimica em uma célula eletroquimica em que
contém pelo menos dois eletrodos: o eletrodo de trabalho, o qual ocorre o
processo redox, e o eletrodo de referéncia. A oxidacdo ou reducéo das espécies
na superficie do eletrodo ocorrera numa regido de potencial
termodinamicamente ou cineticamente favoravel (BRETT; OLIVEIRA-BRETT,
1993; WANG, 2006). Para sistemas controlados pelas leis da termodindmica, o
potencial do eletrodo pode ser usado para estabelecer a concentracdo das
espécies eletroativas na superficie [Co (0, t) e Cr (0, t)] de acordo com a equagao
de Nernst, Equacao 3, onde E° é o potencial padrdo para a reacao redox, R € a
constante universal dos gases (8,314 J Kt mol?) T é a temperatura em Kelvin, n
€ 0 numero de elétrons transferidos na reacdo e F é a constante de Faraday
(96,487 C (coulombs)) (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006).

E=E°+23RT/nFlogCo (0,1t)/Cr(0, 1) (EQuagao 3)

Na voltametria, estuda-se o processo eletroquimico, o qual é importante
considerar, o transporte de massa da espécie até a superficie do eletrodo e a
reacao redox que ocorrera no substrato eletroquimico utilizado. Sendo assim, a
corrente gerada propriamente pela reacao redox sera influenciada por diferentes

fatores, como a transferéncia de massa, transferéncia de carga e reacodes
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guimicas que ocorrem antes ou depois a transferéncia de elétrons, que podem
ser homogéneas (protonacéo, dimerizacao, etc.) e heterogéneas (decomposicéo
cataliticas, dessorcao, adsorcao, cristalizacdo) (PACHECO et al., 2013).

E imprescindivel que o transporte de massa seja continuo, sendo, a
concentracdo da espécie eletroativa de interesse na superficie do eletrodo ira
decrescer rapidamente, impossibilitando a relacdo com a concentracdo do
analito no seio da solucéo. O transporte de massa pode ocorrer de trés formas
distintas: por migragéo, por convecg¢ao e por difusdo. Na voltametria, considera-
se que o transporte de massa seja feito basicamente por difusédo, onde a espécie
quimica de interesse chega na superficie do eletrodo por movimentacéo
espontanea devido a formacdo de um gradiente de concentracdo (BRETT,;
OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006; PACHECO et al., 2013).

A corrente resultante da oxidacdo ou da reducao das espécies eletroativa
investigada € denominada de corrente faradaica, uma vez que obedece a lei de
Faraday (1 mol da espécie eletroativa envolve n x 96487 C), sendo uma medida
direta da velocidade da reacdo. A corrente total € o somatério da corrente
faradaica da espécie e da corrente capacitiva. A corrente capacitiva relacionada
com a carga/descarga da capacitancia de dupla camada, seria como um
capacitor devido acumulo ou remocao de cargas na superficie do eletrodo de
trabalho e no eletrdlito. Entretanto a corrente capacitiva ndo esta relacionada a
nenhum processo redox com transferéncia de carga (BRETT; OLIVEIRA-
BRETT, 1993; WANG, 2006).

Para os testes voltamétricos geralmente é usado um sistema de trés
eletrodos numa célula eletroquimica. Os trés tipos séo: o eletrodo de referéncia,
o eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho que sdo imersos numa solucao da
amostra. O eletrodo de trabalho € o eletrodo que ocorre a reagao de interesse,
o eletrodo de referéncia fornece um potencial estavel e reprodutivel quando
comparado ao eletrodo de trabalho e isso se deve a composicao deste eletrodo
com uma solucdo do par redox Ag/AgCIl. Para minimizar a contaminacdo da
solucdo da amostra, o eletrodo de referéncia pode ser isolado da amostra
através de uma ponte intermediéria utilizando um eletrodo auxiliar que pode ser
algum material condutor inerte, como fio de platina ou haste de grafite (BRETT,;
OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006).
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Os eletrodos de trabalho a base de carbono existem em diferentes
formatos, tais como, grafite, carbono vitreo, nanotubo, fibra de carbono,
diamante, etc e o de carbono vitreo € um dos mais usados na eletroquimica. Ele
€ duro, microestruturalmente isotrépico (0 mesmo em todas as dire¢des), onde
apresenta condutividade elétrica e térmica menor quando comparado ao HOPG
e outros grafites. Além disso, geralmente necessita de um polimento mecanico
e/ou um tratamento eletroquimicos para a ativacao da sua superficie visto que
exposto a atmosfera sua superficie € desativada gradualmente (BRETT;
OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006; SWAIN, 2007).

Os eletrodos de metais sdélidos como o0 ouro e a platina sdo bastante
explorados na eletroanalise, pois apresentam uma cinética de transferéncia
eletrbnica rapida para muitos sistemas redox como também possui uma janela
de potencial anddico relativamente ampla quando comparado ao HMDE. Esses
eletrodos geralmente também necessitam de um polimento mecéanico e/ou um
tratamento eletroquimico, para se obter uma cinética de transferéncia de elétrons
mais rapida (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006; SWAIN, 2007).

A voltametria é largamente usada por quimicos e bioquimicos para
estudos fundamentais de processos de oxidacdo e reducdo em varios meios,
processos de adsorcdo em superficies e para a determinacdo do mecanismo de
elétrons e prétons e tem como importancia a elucidacdo do mecanismo redox de
diferentes espécies quimicas como farmacos e moléculas biologicas fazendo
uma comparagdo com 0s processos celulares que ocorrem in-vivo, em que
muitos mecanismos ainda ndo sdo bem esclarecidos (OLIVEIRA-BRETT et al.,
2002; SKOOG et al., 2006; OLIVEIRA-BRETT et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2009; OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010; CORDUNEANU et al., 2010);

1.5.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) é a técnica mais usada para fins qualitativos
sobre o0s processos eletroqguimicos que tem como caracteristicas fornecer
rapidamente informacdes sobre a termodindmica de processos redox, da
cinética de reagfes heterogéneas de transferéncias de elétrons e sobre reacdes
guimicas acopladas a processos adsortivos (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993;
WANG, 2006; PACHECO et al., 2013). Na CV, a varredura de potencial &
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aplicada linearmente no sentido direto e no sentido inverso no eletrodo de
trabalho em repouso medindo-se a corrente resultante (SKOOG et al., 2006).

O sinal de excitacdo (potencial vs. tempo) na CV é uma varredura de
potencial linear com uma forma de uma onda triangular, pois produz a varredura
no sentido direto e no sentido inverso. Na Figura 9, é observado o sinal de
excitacdo, onde tem inicio em + 0,80 V a - 0,20 V no sentido catédico e
posteriormente o sentido da varredura € invertida no sentido anodico de potencial
voltando para + 0,80 versus SCE (KISSINGER; HEINEMAN, 1983).

Figura 9. Sinal de excitacdo da CV — forma de onda triangular de
potencial com uma faixa de potencial de +0,8 V a -0,2V versus SCE.
Fonte: Adaptado de KISSINGER; HEINEMAN, 1983

|— ciclo 1 I ciclo 2 —-I

1
o
%]

Varredura
direta /
Varredura
inversa

Einicial d

1 | i J

0 20 40 60 80
Tempo (s)

© ©o o @
o o A~ N O
L

-
Efinal

Potencial (V versus SCE)

A CV tem como caracteristica principal a inversdo da varredura de
potencial (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001), visto
gue importantes parametros eletroquimicos podem ser facilmente determinados
como, potenciais de pico catédico e anddico (Epc e Epa), correntes de picos
catodico e anodico (Ipc e Ipa) e os potencias de meia onda (Ei2) (BRETT;
OLIVEIRA-BRETT, 1993; FAULKNER, 2001; WANG, 2006).
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Exemplo:

Na Figura 10A, esta representado um voltamograma ciclico tipico
referente ao comportamento do par redox [Fe(CN)e]“/[Fe(CN)e]>, em GCE, onde
€ observado a existéncia de dois processos redox, um pico catddico na varredura
em sentido direto, a Epc= + 0,22 V, que corresponde a reducdo de Fe3* a Fe?* e
um pico anddico na varredura em sentido inverso, a Epa = + 0,28 V, que
corresponde a oxidacdo do Fe?* a Fe3*. A diferenca entre o potencial do pico
anodico e do pico catodico é de ~ 60 mV, indicando que a reacdo redox é
reversivel. Além disso, considerando a equacéo utilizada apenas para sistemas
reversiveis| Epa - Epcl ~ 2,3 RT/nF (ou 59/n mV em 298 K), observa-se que o
processo ocorre com a transferéncia de apenas um elétron (OLIVEIRA BRETT;
BRETT, 1996; SKOOG et al., 2006).

Figura 10. (A) Voltamogramas ciclicos do [Fe(CN)]* 1 mmol L%, em KCI 0,5
mol L1, para diferentes velocidades de varreduras (5-500 mV s*) em GCE (¢ =
1,6 mm) e (B) Gréfico da lpa vs. V12 referente aos CVs do [Fe(CN)]* em KCI
para diferentes velocidades (5-500 mVs™).

Fonte: PROPRIO AUTOR
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Também e demonstrado que a corrente do pico anodico cresce
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (R= 0,999)
indicando que o transporte de massa do ion [Fe(CN)e]*- a superficie do eletrodo
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€ controlado predominantemente por difusdo, Fig. 10B, (OLIVEIRA BRETT;
BRETT, 1996).
Para um sistema reversivel controlado por difusédo temos a equacao de

Randles-Sevcik, Equacéo 4.

lpa = 2,69x10° n¥2 ADo'2 Cov'2 (Equacédo 4)

Onde Ipa é a corrente do pico anddico, em amperes (A); n € o0 nimero de
elétrons transferidos no processo (n = 1); A é a area do eletrodo em cm?; Do € 0
coeficiente de difusdo da espécie eletroativa em cm?s; Co é a concentracéo da
espécie oxidada no seio da solugdo em mol cm=3e v é a velocidade de varredura
em V s A inclinacdo da reta referente ao grafico lpa vs. v¥? foi também
determinada, Fig. 10B.

Ja a equacédo de Randles-Sevcik para sistemas irreversiveis controlados
predominantemente por difusdo, Equacéao 5, (QUEIROZ et al., 2017; GUIDELLI
et al., 2014; GUIDELLI et al., 2014; SHIMIZU et al., 2016), temos:

lpia (A) = 2.99x10°n (aiat+n ")Y2A[0]DoY2vY2 (Equacéo 5)

Onde n é o numero de elétrons transferidos durante a oxidagcéo da espécie
quimica, A é a area eletroativa de GCE em cm?, Do € o coeficiente de difusdo
em cm?st, [O]« é a concentragdo do analito em mol cm= e v é a velocidade de

varredura em Vst

1.5.2. Voltametria de pulso diferencial

Barker e Jenkin foram os pioneiros a introduzir as técnicas de pulso com
a finalidade de diminuir o limite de detecg&o nos testes eletroquimicos, onde h&a
um aumento da corrente faradaica permitindo quantificar em concentragbes
baixissimas na ordem de 10-® mol L* da espécie quimica de interesse. Para isso,
uma sequéncia de pulsos de potencial sdo aplicados por cerca de 50 ms ao
eletrodo de trabalho, onde se obtém a discriminacdo das correntes capacitiva e
faradaica. A corrente capacitiva decai rapidamente (exponencialmente)

enquanto a corrente faradaica decai mais lentamente (WANG, 2006).
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Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixos superpostos
a uma rampa de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de trabalho, Fig.
11, onde a corrente € medida duas vezes, uma antes da aplicacao do pulso e a
outra no final do pulso. A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da
segunda e essa diferenca de corrente por pulso tem como resultado uma curva
diferencial com um pico, Fig. 11 (SKOOG et al., 2006; ALEIXO, 2002; PACHECO
et al., 2013).

Figura 11. Sinais de excitacao para a voltametria de pulso diferencial.
Fonte: PACHECO et al., 2013.
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Uma das vantagens da DPV em forma de derivada € que os picos
associados com os processos redox podem ser identificados para espécies com
potenciais de meia onda muito préximos que se diferenciam entre 0,04 V e 0,05
V, mostrando alta seletividade quando comparada a CV, cuja necessita uma
diferenca de potencial em torno de 0,2 V entre 0s processos para uma boa
resolucéo/separacgéo das curvas (OLIVEIRA-BRETT; BRETT, 1996; SKOOG et
al., 2006; WANG, 2006).

No voltamograma de DP é possivel determinar o mecanismo da reagéo
de transferéncia de carga a partir da largura a meia altura W12 em que para

pequenas amplitudes de pulso, W12 € inversamente proporcional ao nimero de
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elétrons transferidos (W12 = 3,52RT/nF ou W12 = 90/n) (OLIVEIRA-BRETT;
BRETT, 1996; SKOOG et al., 2006).

Exemplo:
A influéncia do pH na oxidacéo do ferrocianeto usando DPV em solugbes

de [Fe(CN)e]* 500 pmol L1, preparadas em diferentes eletrdlitos suporte, 4 < pH

< 13, Fig. 12.

Figura 12. Voltamogramas de DP do [Fe(CN)e]* 500 pmol L't em funcéo do
pH.
Fonte: PROPRIO AUTOR

H

E claramente demonstrado que o pico anédico do [Fe(CN)e]* é
independente do pH e considerando o valor da sua largura a meia-altura (Wu12)
~ 100 mV e W2 = 3,52RT/nF, que o processo anodico ocorre com a
transferéncia de apenas de um elétron e sem a participacdo de protons
(OLIVEIRA BRETT; BRETT, 1996).
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1.5.3. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV) é uma técnica de pulso que
apresenta grande velocidade e elevada sensibilidade. Uma onda quadrada
simétrica é aplicada ao eletrodo de trabalho, onde a corrente € medida duas
vezes durante cada ciclo de onda quadrada (no final do pulso direto e no final do

pulso inverso), Fig. 13.

Figura 13. Representacdo esquematica da voltametria de onda
quadrada.
Fonte: PACHECO et al., 2013.
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O voltamograma de SW baseia-se da diferenca entre estas duas
correntes versus a rampa de potencial aplicado. O pico de corrente resultante da
SWYV ¢é caracterizado por um potencial de E12 e largura W12, onde a corrente é
proporcional a concentracdo. Esta técnica tem como maior vantagem a
velocidade de obtencg&o dos resultados, pois frequéncias de 1 a 100 ciclos de
onda quadrada por segundo permitem o uso de velocidades de varredura de
potenciais bem rapidos quando comparada a DPV em que a velocidade de
varredura varia de 1 a 10 mV s, Isso faz com que na SWV diminua o tempo de

analise sem haver perda da resolugéo dos picos (PACHECO et al., 2013).
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Exemplo:

Ensaios utilizando a técnica de SWV para uma solucao de ferrocianeto de
potassio em diferentes eletrélitos suporte H2SO4 0,1 mol L, pH = 1,3; tampéo
fosfato, pH = 7,0 e KCI/NaOH, pH = 13,0, Fig. 14. A principal vantagem da SWV
€ a possibilidade de ver numa Unica varredura, se a reacao de transferéncia de
elétrons é reversivel ou ndo (OLIVEIRA BRETT; BRETT, 1996). A reversibilidade
do pico anddico do [Fe(CN)s]* é demonstrada no voltamograma SW registrado
para pH = 1,3, Fig. 14A, atraves da representacdo das curvas das componentes
da corrente direta e reversa obtidas a partir da corrente total de varredura. O
mesmo é possivel observar em relacdo ao voltamograma registrado em pH = 7,
Fig. 14B. Enquanto em meio basico foi observado uma ligeira perda de
reversibilidade, Fig. 14C.

Figura 14. Voltamogramas de SW do [Fe(CN)e]* 1mmol L** em funcéo do pH
(A)pH=1,3(B) pH =7,0 (C) pH = 13,0, (lt) corrente total, (If) corrente direta e
(Ib) corrente reversa, Veffective= 100 mV s,

Fonte: PROPRIO AUTOR
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1.5.4. Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) € uma técnica
bastante utilizada para diferentes aplicacdes, investigacdo de mecanismos
redox, andlise de corrosdo, propriedades de adsorcdo de moléculas em
interfaces e funcionamento de baterias. Além disso, recentemente a EIS vem
sendo utilizada em diferentes estudos bioquimicos (RANDVIIR; BANKS, 2013).
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A impedancia é definida como uma relacdo complexa entre a tenséo e a

corrente em um circuito de corrente alternada, onde (Equacéo 6):

V{jw)
I (jw)

Z(jw) =

(Equacéo 6)

Z é aimpedancia, V é o potencial, | € a corrente, j € um componente imaginario
e w é a frequéncia (RANDVIIR; BANKS, 2013).

Os dados de impedancia podem ser coletados de diferentes maneiras,
como exemplo os espectros de impedéancia da Fig. 15, conhecido como gréafico
de Nyquist, onde os componentes da impedancia real e imaginaria sao plotados
um contra o outro e contém informacdes geralmente abrangentes sobre a
interface eletrificada e a reacdo de transferéncia de carga. Onde Cg4 € a
capacitancia da dupla camada, Rs € a resisténcia 6hmica da solucao eletrolitica,
Rp é a resisténcia da transferéncia de elétrons e W é a impedancia de Warburg

resultante da difusdo de ions da solucéo para a superficie do eletrodo.

Figura 15. Espectro de impedéancia faradaica apresentados na forma de
graficos de Nyquist juntamente com o circuito equivalente eletrdnico da
interface eletrificada.

Fonte: WANG, 2006.
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Geralmente em processos redox controlados predominantemente via
difusdo o gréafico de Nyquist, Fig. 15, tem como caracteristica uma regiao de
semicirculo no eixo, seguida por uma linha reta. A parte do semicirculo
corresponde ao processo limitado pela transferéncia de elétrons observado em
frequéncias mais altas enquanto a linha reta, em uma faixa de baixa frequéncia,
representa o transporte de massa difusional da espécie quimica investigada, do
seio da solucdo até a superficie do substrato eletroquimico. Os processos de
transferéncia de elétrons muito lentos sé@o caracterizados por uma grande regiao
semicircular (WANG, 2006; RANDVIIR; BANKS, 2013).

O modelo de circuito equivalente eletrdnico de Randles e Ershler é
essencialmente util na modelagem dos fenébmenos interfaciais, Fig. 15, e inclui
a capacitancia da dupla camada Cq, a resisténcia 6hmica da solucéo eletrolitica
Rs, a resisténcia da transferéncia de elétrons Rp e a impedéancia de Warburg W,

resultante da difusdo de ions da solucéo para a superficie do eletrodo.

1.6. Estudo eletroquimico dos aminoacidos

Foi visto na literatura pela primeira vez em 1960 um estudo eletroquimico
dos aminoacidos utilizando voltametria. Foi estudado o processo de oxidacao da
cisteina (Cys) em cistina (CySS) utilizando diferentes substratos eletroquimicos
como ouro e platina (PRADAC; KORYTA, 1968). Mas, foi em 1980 que foi
apresentado a oxidacao direta de proteinas em eletrodos sélidos, a partir dos
residuos de aminoacidos (REYNAUD et al., 1980; BRABEC et al., 1980;
BRABEC et al., 1981).

Os aminoéacidos que séo eletroativos em eletrodos de carbono sao: a
tirosina (OLIVEIRA et al.,, 2013; REYNAUD et al., 1980; SANTARINO et al.,
2014), a histidina (ZHOU et al., 2017), a cisteina (CAO et al., 2018), o triptofano
(ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2013; OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA
BRETT, 2013) e a metionina (ARDAKANI et al., 2007; REYNAUD et al., 1980;
ZHOU et al., 2007), Fig. 16.

A tirosina e o triptofano apresentam em suas estruturas os grupos fenol e
indol, respectivamente, que podem sofrer oxidacdo eletroquimicamente. O

triptofano, por exemplo, sofre oxidagdo em uma Unica etapa com a transferéncia
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de dois elétrons e dois prétons (ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2013; OLIVEIRA
et al., 2013; REYNAUD et al., 1980).

No caso dos aminoacidos, histidina, cisteina e metionina sofre oxidacao
eletroquimicamente devido suas cadeias laterais em que os centros eletroativos
sdo: imidazol, tiol e o atomo de enxofre que pode ser oxidado, respectivamente
(ARDAKANI et al., 2007; REYNAUD et al., 1980; ZHOU et al., 2007).

Figura 16. Estrutura quimica dos aminoacidos eletroativos.
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1.7. Estudo eletroquimico da 3-nitro-tirosina

De acordo com a similaridade nas reacdes eletroquimicas e biolégicas,
pode-se presumir que 0s mecanismos redox que ocorrem no eletrodo e no
organismo humano, respectivamente, compartilham principios similares.
Moléculas biologicamente importantes podem ser investigadas

eletroanaliticamente por voltametria para estabelecer as propriedades redox
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dessas espécies e potencialidades eletroanaliticas para suas detecc¢bes e
quantificacdes (ACAR et al., 2016).

Um método eletroanalitico para quantificacdo da 3-NO2-Tyr em amostras
biolégicas, plasma e liquido cefalorraquidiano, utilizando SWV por redissolugdo
adsortiva e eletrodo gotejante de mercurio (HMDE), foi proposto. Os resultados
demonstraram um processo catodico controlado predominante por adsorcao e
em relagdo a quantificacdo da espécie um baixo LOD de 0,25 nmol Lt e LOQ de
1,5 nmol L'* (ACAR et al., 2016).

Outro estudo envolvendo eletroquimica foi a detec¢do da 3-NO2-Tyr e sua
interacdo com oligonucleotideos de DNA, utilizado DPV e eletrodo de grafite, o
qual o objetivo principal deste trabalho foi a aplicacdo da 3-NO2-Tyr como
biomarcador para deteccéo da hibridizagdo do DNA (TOPKAYA et al., 2018).

Outros estudos eletroquimicos da 3-NO2-Tyr foram realizados sob GCE,
em condicBes experimentais especificas, em tampéao acetato e fosfato, por CV e
DPV, para investigar o seu comportamento redox e para aplicar um sensor
eletroquimico de nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (GCE/MWCNT),
para sua quantificacdo. Os resultados demonstraram um pico catodico
associado a eletro-reduc¢éo do grupo nitro da molécula, bem como um Unico pico
anodico, ambos dependentes do pH do meio. Além disso, o processo catédico
apresentou uma boa resposta de corrente vs. a concentragdo da 3-NO2-Tyr no
eletrodo de GCE/MWCNT, numa faixa linear de resposta de 10 a 100 umol L*
com um coeficiente de correlagdo de 0,989. O LOD foi de 0,42 umol Lt e 0 LOQ
foi de 1,38 umol L (SILVA, 2017).

1.8. Eletroforese

Eletroforese € uma técnica hoje de grande relevancia em diferentes areas
do conhecimento como a bioguimica, biologia molecular e quimica analitica, uma
vez que estuda por exemplo as interacdes do DNA com diferentes espécies
guimicas com alta simplicidade, rapidez e sensibilidade (HAMES, 1998). Além
disso, 0 uso da eletroforese permite hoje a caracterizacédo e identificacdo de
fungos, virus, bactérias, estudo de interagdo patdgeno-hospedeiro, além das
inlmeras areas da genética médica e forense (TANKSLEY; ORTON, 1983;
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ACQUAAD, 1992; FERREIRA; GRATTAPAGLIA,1998; ALFENAS et al., 1999;
BRAMMER, 2001).

A técnica de eletroforese é relativamente simples e o principio base é a
migracdo de moléculas ionizadas em relacdo as suas cargas (positivas e
negativas) e pesos num campo elétrico, onde moléculas carregadas
negativamente se direcionam para o eletrodo carregado positivamente (anodo)
e as moléculas carregadas positivamente para o0 eletrodo carregado
negativamente (catodo), Fig. 17. Por exemplo, as proteinas uma vez que sao
capazes de adquirirem carga positiva ou negativa em fungédo do pH. Assim,
durante a andlise € de extrema relevancia manter o pH do meio tamponado
(BRAMMER, 2001). O sistema tampao utilizado € geralmente dividido em duas
partes: o tamp&o do gel usado na preparacdo do gel e o tampéo da cuba
eletrolitica, cuja se encontram os eletrodos, Fig. 17.

Figura 17. Representacao esquematica da eletroforese.
Fonte: BRAMMER, 2001.
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A técnica eletroforese pode ser conduzida em solucéo por gradiente de
densidade ou em diferentes meios suporte, como, membranas de acetato de
celulose, silica gel, papel de filtro, amido ou poliacrilamida, gel de agarose, entre
outros, que sao obrigatoriamente quimicamente e fisicamente inertes néo

interferindo na mobilidade da espécie investigada no meio (BRAMMER, 2001).
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Normalmente, a agarose € usada principalmente para separar macromoléculas
maiores, como, por exemplo, os &cidos nucleicos, enquanto um gel de
poliacrilamida é amplamente empregado para separar proteinas (HAMES,
1998). Outro ponto importante € a grau de porosidade nos géis, uma vez que
determina a resolucao das bandas (BRAMMER, 2001).

A técnica de eletroforese em gel funciona a voltagem (V), corrente (1) e
poténcia (W) constantes, fornecidas por uma fonte apropriada de energia. A
eletroforese também pode ser realizada unidirecional, a corrente em um anico
sentido ou bidirecional em que pulsos elétricos sdo emitidos em mais de um
sentido. A porosidade do gel pode ser continuo ou descontinuo e a posicao
vertical ou horizontal. (HAMES, 1981; ALFENAS et al., 1999; BRAMMER, 2001).

Em uma eletroforese em gel ha varios sistemas de revelacao das bandas,
que € o caso de moléculas de DNA ou de RNA. A detec¢do das bandas é feita
através da fluorescéncia, emitida pelo corante, por exemplo o brometo de etidio,
na presenca da luz ultravioleta. Outras formas para detectar as bandas é através

de radioatividade, quimiluminescéncia e de nitrato de prata (BRAMMER, 2001).



CAPITULO 2
OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

e Estudo eletroquimico e eletroanalitico do biomarcador de estresse
oxidativo 3-nitro-tirosina em diferentes substratos eletroquimicos e de sua

interagéo com o dsDNA.

2.2. Objetivos especificos

¢ Investigar a oxidacdo da 3-nitro-tirosina em meio aquoso, em eletrodo de
carbono vitreo, utilizando técnicas voltamétricas e espectroscopia de
impedancia eletroquimica.

e Investigar a oxidag&o da 3-nitro-tirosina em meio aquoso, em eletrodo de
platina, utilizando técnicas voltamétricas.

¢ Investigar a oxidacdo da 3-nitro-tirosina em meio aquoso, em eletrodo de
ouro, utilizando técnicas voltamétricas.

¢ Investigar potencialidades das propriedades redox da 3-nitro-tirosina para
aplicacdes eletroanaliticas.

e Investigar a interacdo 3-nitro-tirosina-dsDNA utilizando voltametria de

pulso diferencial e eletroforese em gel.



CAPITULO 8
EXPERIMENTAL
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3.1. Reagentes, materiais e metodologia

A Tyr, 3-NO2-Tyr e 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), foram obtidos da Sigma-Aldrich, onde foram usados sem
qualquer tipo de purificacdo adicional. Solugdes estoque da 3-NO2-Tyr 200 pmol
Lt foram preparadas diretamente em tampéo acetato, pH = 4,5 e tampéo fosfato,
pH = 7,0 e foram guardadas ao abrigo da luz e s6 foram retiradas para as
medidas eletroguimicas. A solucédo estoque da Tyr 500 pmol L foi preparada
diretamente em tampéao fosfato, pH = 7,0 e por ndo ser facilmente solavel na
solucéo tampéao foi deixado no ultrassom durante 15 minutos. As determinadas
concentracfes usadas nas medidas voltamétricas foram obtidas por diluicdo das
solucdes estoque no eletrdlito suporte pretendido, diretamente na célula
eletroquimica.

Solucdes estoque de dsDNA foram preparadas em agua deionizada e a
concentracao estabelecida por espectrofotometria UV: 1uA (260 nm) =50 pg mL-
! de dsDNA.

As solucbes eletroliticas foram preparadas utilizando eletrélitos suporte
com diferentes valores de pH (Tabela 2), onde foi usado reagentes de grau
analitico e agua purificada de um sistema Millipore Milli-Q (condutividade < 0,1
uS cm) de forga i6nica | = 0,1 mol L* de acordo com a literatura (BEYNON;
EASTERBY, 1996). Para a afericdo do pH foi utilizado um medidor de pH
Metrohm Herisau (Suica).

Tabela 2. Composicéo das solucdes de eletrélito suporte.

Eletrolitos suporte (diluic6es para 100 mL) pH
0,2 mol L't KCI (25 mL) + 0,2 mol L-* HCI (6,5 mL) 2,0
0,2 mol L't NaOAc (3,7 mL) + 0,2 mol L't HAcO (46,3 mL) 3,4
1 mol L't NaOAc (7,2 mL) + 1 mol L't HAcO (12,5 mL) 45
0,2 mol L't NaOAc (41,2 mL) + 0,2 mol L* HAcO (8,8 mL) 54

0,2 mol L NazHPO4 (6,15 mL) + 0,2 mol L NaH2POx (43,85 mL) 6,1
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0,2 mol L't Na2HPO4 (30,5 mL) + 0,2 mol L't NaH2PO4 (19,5 mL) 7,0
0,2 mol L NazHPO4 (47,35 mL) + 0,2 mol L' NaH2PO4 (2,65 mL) 8,0
0,025 mol L Na2B4+0O7.10H20 (50 mL) + 0,1 mol L* NaOH (3,0mL) 9,2
0,2 mol L1 KCI (25 mL) + 0,2 mol L* NaOH (6,0 mL) 12,0

Foram utilizadas pipetas eletronicas (EP), EP-10 pmol L** e EP-100 umol
L1 Plus Motorizada (Rainin Instrument Co. Inc., Woburn, EUA). As medicdes de
pH foram realizadas utilizando um eletrodo de vidro combinado Scott Gerate em
um pH-metro Metrohm Herisau (Suica). Todos os experimentos foram feitos a

temperatura ambiente.

3.2. Parametros voltamétricos e célula eletroquimica

Os testes foram realizados utilizando um potenciostato de modelo Autolab
PGSTAT 302 N, Fig. 18, com os software GPES 4.9, Metrohm / Autolab Utrecht,
Holanda e o software NOVA versdo 2.0, EcoChemie Utrecht, Holanda. Os
parametros usados para a DPV sao: amplitude de pulso AE = 50 mV, largura de
pulso At = 70 ms e a velocidade de varredura v = 5 mV st. Para a SWV as
condi¢cbes experimentais foram: amplitude de pulso AE = 20 mV, frequéncia de
20 Hz e incremento potencial de 5 mV, correspondendo a uma velocidade de
varredura de 100 mV s1. Para a CV foram os seguintes parametros: degrau de

potencial AEs = 5mV e v =100 mV.

Figura 18. Imagem do potenciostato.
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As medi¢cdes foram feitas utilizando um sistema de trés eletrodos
contendo um eletrodo de trabalho (GCE) (d = 1,6 mm), ouro e platina, um contra-
eletrodo de fio de Pt e um Ag/AgCl (3 mol L** KCI) como eletrodo de referéncia
em uma célula eletroquimica de compartimento unico de 5 mL, Fig. 19.

Os parametros utilizados durante os testes de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS), a aquisicdo e o tratamento de dados obtidos
foram efetuados por intermédio do software FRA (“Frequency Response
Analyser”) inserido no software NOVA versdao 2.0. Para os espectros de
impedancia obtidos sempre foi aplicado um sinal perturbador de amplitude 5 mVv
num intervalo de frequéncia de 65000 Hz a 0,009 Hz com cinco valores de

frequéncia por década.

Figura 19. Imagem da célula eletroquimica e dos eletrodos utilizados.
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O GCE foi polido usando spray diamante (tamanho de 1 um, Kement,
Kent, UK) antes de cada medida eletroquimica. Depois do polimento, o eletrodo
foi enxaguado cuidadosamente com agua deionizada. Apos esse tratamento
mecanico, o GCE foi mergulhado no eletrdlito suporte e varios voltamogramas
foram registrados até que um voltamograma de linha de base de estado estavel
fosse obtido. Este método garantiu resultados experimentais reprodutiveis.

O eletrodo de ouro e platina foi polido usando alumina (granulometria 0,3
micron) antes de cada medida eletroquimica. Apds o polimento, tanto o eletrodo

de ouro como o de platina foram enxaguados com cuidado com agua deionizada
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para remover o0 excesso de alumina. Feito isso, os eletrodos foram mergulhados
no eletrolito suporte e varreduras foram realizadas até que um voltamograma de
linha de base de estado estavel fosse obtido assegurando resultados

experimentais reprodutiveis.

3.3. Aquisicao e apresentacédo de dados voltamétricos

Em todos os resultados de DPV e SWYV foram realizados a correcao de
linha de base pela aplicagdo de média movel com uma janela de step de 5 mV
incluida no software GPES versédo 4.9. Este procedimento matematico melhora
a visualizacdo e identificacdo de picos sobre a linha de base, apesar que a
corrente de pico seja em alguns casos reduzida (<10%) quando comparada a
curva ndo tratada. Assim, este procedimento mateméatico dos voltamogramas
originais de DP e SW foram utlizados na apresentacdo de todos os
voltamogramas experimentais de DP e SW para uma melhor identificacdo dos
picos. Os valores de corrente foram obtidos dos voltamogramas originais nao

tratados depois da subtracdo da linha de base.

3.4. Eletroforese em gel

As medicdes de eletroforese horizontal foram efetuadas em gel de
agarose com voltagem constante de 80 V durante o tempo de corrida de 2 h.
Antes do preparo do gel, foi feito o tampdo Tris base
[tris(hidroximetil)aminometano] TAE 1x. Este TAE 1x foi preparado a partir da
diluicdo em agua deionizada do TAE 25x que foi preparado utilizando 121 g de
Tris base, 28,5 mL de acido acético glacial e 9,25 g de EDTA sal dissddico,
diluidos para 1000 mL de solu¢cdo com agua deionizada. Em sequéncia, esta
solucéo foi medida utilizando-se o pHmetro da Metrohm 827 pH lab.

Apos a preparacdo do tampéo, o gel foi preparado utilizando 0,7 g de
agarose misturado em 200 mL do TAE 1x. Apds a mistura, o sistema ficou sob
aguecimento a 120 °C numa chapa aquecedora até que toda a agarose fosse
dissolvida no tampao. Posteriormente, a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente e, quando estava morna, foi jogada cuidadosamente na tina, onde foi
adicionado o pente com a quantidade de dentes desejada.

Depois do total resfriamento do sistema, a tina foi inserida na cuba de

eletroforese Loccus LCH-20x25, contendo 1,5 L do TAE 1x. Apos a submersao
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total da tina no tampao, o pente foi retirado com cuidado e cada pogo foram
inseridos 10 pL da amostra a ser analisada junto com 10 pL da solucdo Loading
da Sigma-Aldrich.

Para a revelacdo das amostras apds o fim da corrida, a tina foi inserida
em 400 mL de uma solugdo de brometo de etidio (EtBr) 1 mg/mL durante 15 h.
ApoOs esse tempo, as amostras foram reveladas no transiluminador da Loccus
modelo LTB-20x20 HE.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Estudo eletroquimico e eletroanalitico da 3-nitro-tirosina
utilizando eletrodo de carbono vitreo

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados da
investigacdo do comportamento anddico da 3-NO2-Tyr em baixas
concentracfes, em meio aquoso, no GCE, utilizando as técnicas eletroquimicas
de CV, SWV, DPV e EIS. Um mecanismo para a oxidacdo da 3-NO2-Tyr é
proposto, bem como um método eletroanalitico para sua deteccdo e
quantificacdo foi desenvolvido. Além disso, os resultados da eletro-oxidacao da
3-NO2-Tyr no GCE séo de extrema relevancia para os estudos da interacéo da
3-NO2-Tyr com a molécula do dsDNA, Secéo 4.3.

4.1.1. Voltametria ciclica
A oxidacdo da 3-NO2-Tyr 20 upmol L' no GCE foi investigada
primeiramente por CV, numa velocidade de varredura de 100 mV s, em

diferentes meios, tampéao acetato, pH = 4,4 e tampao fosfato, pH = 7,0, Fig. 20.

Figura 20. Voltamogramas ciclicos sucessivos da 3-NO2-Tyr 20 pmol L1 (A)
tampéao acetato, pH = 4,4 e (B) tampao fosfato, pH = 7,0, (=) primeira

varredura, v = 100 mV s
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Voltamogramas ciclicos sucessivos foram registrados, na janela de
potencial de 0,0 V até 1,4 V, numa solugdo da 3-NO2-Tyr 20 umol L preparada

em tampéo acetato, pH = 4,4, Fig. 20A. No primeiro voltamograma registrado
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apenas um unico pico anddico irreversivel foi identificado, pico 1la em Epia = +
0,98 V. Entretanto, ja a partir da segunda varredura uma queda significativa da
sua corrente foi observada, possivelmente devido aos produtos de eletro-
oxidagdo que adsorvem na superficie do substrato.

Os voltamogramas ciclicos sucessivos registrados, na janela de potencial
de 0,0 V até 1,3 V, numa solugdo de 3-NO2-Tyr 20 pumol L' em tampéao
fisiolégico, pH = 7,0, Fig. 20B, detectaram apenas um Uunico pico anddico
irreversivel, pico 1a em Epia = + 0,88 V, com queda significativa de corrente a
partir da segunda varredura de potencial. Esses resultados foram bem similares
aos voltamogramas registrados em meio acido, Fig. 20A, entretanto em meio
fisiolégico o potencial do pico la foi deslocado para valores mais negativos,
demonstrando que a retirada do elétron ocorre mais facilmente e com a

participacdo de protons.

4.1.2. Voltametria de pulso diferencial

A oxidacdo da 3-NO2-Tyr 5 pumol L' em meio aquoso, tampéo acetato e
fosfato, foi investigada utilizando GCE e DPV, Fig. 21. Em meio acido, pH = 4,5,
os voltamogramas de DP da 3-NO2-Tyr 5 pmol L™ registraram um Unico pico de
oxidacao, pico 1a, em Epia = + 0,95 V, bem definido e com baixa intensidade de
corrente (nA), Fig. 21A. Os voltamogramas sucessivos também detectaram ja a
partir da segunda varredura de potencial uma queda significativa da corrente do
pico la, o qual foi associada com produtos de oxidacdo da 3-NO2-Tyr que
adsorvem na superficie do eletrodo aumentando sua resistividade (ENACHE;
OLIVEIRA-BRETT, 2011). O numero de elétrons envolvidos neste processo de
oxidacao, foi estabelecido como um elétron, considerando que a largura a meia
altura do pico anddico 1a é de W12 = 70 mV (OLIVEIRA-BRETT; BRETT, 1996),
Secao 1.5.2.

Os voltamogramas de DP da 3-NO2-Tyr 5 umol L' em tampéo fosfato (pH
=7,0), Fig. 21A, registraram, como esperado, um uUnico pico anddico, pico 1a,
em Epia = + 0,87 V, com um valor de W12 = 81 mV, demonstrando que este
processo de oxidac&o ocorre em uma Unica etapa e com a retirada de apenas
um elétron. Quando esses voltamogramas da 3-NO2-Tyr sdo comparados com

0s registrados em meio acido, Fig. 21A, o pico de oxidacdo ocorre com valor de
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potencial mais negativo (~ 8 mV), indicando a participacdo de prétons e

consequentemente de um equilibrio acido-base de Bronsted-Lowry associado.

Figura 21. Voltamogramas de DP sucessivos da 3-NO2-Tyr 5 pumol L (A)
tampao acetato, pH = 4,5 e (B) tampéo fosfato, pH = 7,0, (=) primeira

varredura, v=5mV s
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4.1.3. Voltametria de onda quadrada

Por Gltimo, a oxidacdo da 3-NO2-Tyr 5 umol L* no GCE foi investigada em
meio aquoso, utilizando a SWV, Fig. 22. Em meio acido os voltamogramas de
SW sucessivos da 3-NO2-Tyr registraram apenas um Unico pico de oxidagéo,
pico 1la em Epia = + 1,0 V, e uma queda significativa da sua corrente a partir da
segunda varredura de potencial, Fig. 22A. Em tampéao fosfato, pH 7,0, os
voltamogramas de SW sucessivos da 3-NO2-Tyr foram registrados numa janela

de potencial de 0,25 V até 1,3 V, Fig. 22B, e com base nos resultados foi
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observado um anico pico de oxidag&o, pico 1a em Epia = + 0,86 V, Fig. 22B e

22D.

Figura 22. Voltamogramas de SW sucessivos da 3-NO2-Tyr 5 umol L em (A e

C) tampéo acetato, pH = 4,5 e (B e D) tampéo fosfato, pH = 7,0, (=) primeira

varredura. |t — corrente total, |+ — corrente direta e Ip — corrente reversa,
v =100 mV s,
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A irreversibilidade do processo de oxidacdo da 3-NO2-Tyr, pico 1a, em

meio acido, bem como em meio fisioldégico, foi confirmada através da

representacdo grafica das componentes direta (Ir) e reversa (Ib) obtidas a partir

da corrente total (It), Fig. 22C e 22D. Esses resultados estdo em concordancia

com os resultados obtidos por CV, Fig. 20.

4.1.4. Espectroscopia de impedancia eletroquimica

O mecanismo de oxidagdo da 3-NO2-Tyr em GCE foi investigado por EIS

em tampao acetato, pH = 4,5 e tampao fosfato, pH = 7,0. Espectros sucessivos
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de EIS da 3-NO2-Tyr 5 umol L foram registrados com um potencial aplicado de
1,0 V para ambos os pHSs, Fig. 23. Os resultados demonstraram tanto no pH =
4,5 como no pH = 7,0, que o primeiro espectro obtido apresenta em altas
frequéncias a formacdo de um semicirculo, associado com o processo de
transferéncia de carga, e em baixas frequéncias a formac&o de uma linha reta,
o qual foi relacionado ao transporte de massa difusional da 3-NO2-Tyr do seio da
solucéo para a superficie do GCE (OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 1993). Além
disso, pode-se observar um aumento no semicirculo a partir dos espectros de
impedancia sucessivos, que indica a adsor¢éo de produtos de oxidacéo da 3-
NO2-Tyr na superficie do eletrodo, aumentando a sua resisténcia e dificultando
consequentemente a transferéncia de carga, uma vez que ndo ocorreu uma
limpeza da superficie do GCE entre essas experiéncias. Esses resultados
eletroquimicos de impedancia para 3-NO2-Tyr sdo convergentes aos resultados
voltamétricos obtidos, Figs. 20-22, deixando claro que o transporte de massa da
espécie é controlado predominantemente via difusdo e sua eletro-oxidacdo
ocorre em valores de potenciais bem positivos com formacéo de produtos que
adsorvem fortemente na superficie do GCE.

Figura 23. Espectros de EIS sucessivos da 3-NO2-Tyr 5 pumol L aplicando um
potencial de 1,0 V em: (A) tampéao acetato pH = 4,5 e (B) tampéo fosfato pH =

7,0, (m) primeira varredura.

Z' I KQem® Z' I KQcm®

L]
5000



66

Assim, baseado nos resultados eletroquimicos de CV, DPV, SWV e EIS
da 3-NO2-Tyr, Figs. 20-23, nos grupos funcionais doadores de elétrons
presentes na estrutura da 3-NO2-Tyr e resultados prévios da literatura sobre
eletro-oxidacdo de compostos fendlicos em GCE (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT,
2011), a eletro-oxidacao da 3-NO2-Tyr ocorre, predominantemente via difuséo,
no grupo fendlico, com a retirada de um elétron e um préton, formando um radical
intermediario altamente reativo que, em meio aquoso, gera produtos poliméricos

que adsorvem fortemente na superficie do GCE, aumentado sua resistividade.

4.1.5. Determinacdao eletroanalitica do biomarcador 3-nitro-tirosina

A oxidacdo da 3-NO2-Tyr foi investigada por SWV com a finalidade de
também desenvolver um método eletroanalitico para sua deteccdo e
quantificacdo. Estudos foram realizados em varias condi¢des experimentais para
a obtencdo de uma curva analitica linear para a 3-NO2-Tyr e nas condi¢cfes
experimentais ja otimizadas a curva analitica foi entdo levantada por SWV numa
janela de potencial de 0,0 V até 1,3 V, com uma faixa de concentracao de 2,04
umol Lt a 10,00 pmol L2, em tampéo fosfato, pH = 7,0 e sem o polimento da
superficie do GCE entre as medidas, Fig. 24A.

Figura 24. (A) Voltamogramas de SW (com correcéo de linha de base) da 3-

NO2-Tyr em tampao fosfato, pH = 7,0, para diferentes concentracgdes: (a) 2,04

umol L1, (b) 4,00 umol L%, (c) 6,00 umol L2, (d) 8,00 umol L e (e) 10,00 umol
L1 (B) Curva analitica da 3-NO2-Tyr.
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A curva analitica obtida apresentou uma excelente linearidade
considerando a equacéo da reta lpa (LA) = 0,01005 [3-NO2-Tyr] — 1,58443 x 108
com coeficiente de correlacdo r =0,999, n =5, 0 = 5,74522 x 1019, Fig. 24B. Foi
calculado o LOD com valor de 0,17 pmol L (30 / S, onde o é o desvio padrédo
do sinal em branco e S, a sensibilidade), como também foi calculado o LOQ
sendo 0,57 pmol Lt (100 / S).

4.2. Estudo eletroquimico e eletroanalitico da 3-nitro-tirosina
utilizando eletrodo de platina e ouro

Nesta se¢éo 4.2.1 e 4.2.2 serdo apresentados e discutidos os resultados
da investigacdo da eletro-oxidag&o da 3-NO2-Tyr, em meio aquoso, no eletrodo
de platina, bem como os resultados no eletrodo de ouro, utilizando as técnicas
eletroquimicas de CV, SWV e DPV. Os resultados eletroquimicos e
eletroanaliticos da 3-NO2-Tyr no eletrodo de platina e de ouro foram comparados
com a eletro-oxidacédo da tirosina (Tyr), bem como com os resultados no GCE,
Secdao 4.1, e assim seu mecanismo de oxidacao foi proposto e potencialidades
eletroanaliticas para deteccdo e quantificacdo deste biomarcador de estresse

oxidativo foram demonstradas.

4.2.1. Eletrodo de platina
4.2.1.1. Voltametria ciclica

O comportamento eletroquimico da 3-NO2-Tyr foi estudado sobre o
eletrodo de platina usando CV em meio acido, tampéo acetato pH = 4,4 e em
meio neutro, tampao fosfato pH = 7,0, Fig. 25. Em meio acido, voltamogramas
ciclicos sucessivos foram registrados numa solucéo de 3-NO2-Tyr 200 umol L,
na faixa de potencial de 0,4 V até 1,2 V, numa velocidade de varredura de 100
mV st Fig. 25A. Os resultados demonstraram um Unico pico anddico
irreversivel, pico 1a, em Epia = + 1,03 V, com queda significativa de corrente a
partir da segunda varredura de potencial.

Em meio neutro, voltamogramas ciclicos foram registrados, numa janela
de potencial de 0,3 V até 1,0 V com velocidade de varredura de 50 mV s, numa
solucdo de 3-NO2-Tyr 500 umol L*?, Fig. 25B, onde foi observado um pico

anaodico 1a irreversivel, em Epia = + 0,90 V, com queda significativa de corrente
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a partir da segunda varredura de potencial, como ocorre com o GCE, Secéo
4.1.1, foi associada aos produtos de oxidacdo da 3-NO2-Tyr que adsorvem na
superficie do eletrodo de platina, aumentando sua resistividade e dificultando a
transferéncia de carga. Esses resultados de CV, Fig. 25, também demonstraram

o deslocamento do pico 1a com o pH, indicando a participagéo de protons.

Figura 25. CVs sucessivos da 3-NO2-Tyr: (A) 200 umol L, tampéo acetato, pH
= 4,4, (B) 500 umol L1, tampéo fosfato, pH = 7,0 e (C) CVs da 3-NO2-Tyr 500
umol L't em tampéo fosfato, pH = 7,0 em diferentes velocidades de varredura

(25, 50, 100, 200 e 300 mV s1).
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Um estudo para a 3-NO2-Tyr 500 umol L'* em tampéo fosfato, pH = 7,0 foi
realizado sobre o eletrodo de platina utilizando CV, onde os voltamogramas
foram registrados em diferentes velocidades de varredura entre 25 mV s e 300

mV s, na direcdo anddica numa janela de potencial de 0,3V a 1,0V, no qual a
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superficie do eletrodo era sempre limpa ao final de cada medida, Fig. 25C. Como
esperado, todos os voltamogramas detectaram o pico anodico 1la em Epia ~ +
0,88 V e demonstraram que sua corrente de pico cresce linearmente com a raiz
gquadrada da velocidade de varredura, Fig. 25C, indicando que o transporte de
massa da 3-NO2-Tyr até superficie do eletrodo é controlado predominantemente
por difusdo, considerando a equacdo de Randles-Sevcik, Equacédo 4,
(QUEIROZ et al., 2017).

lpta (A) = 2.99 x 10°n (ac + n )2 A [O]. Do'2 v¥? (Equacdo 7)

Onde n é o numero de elétrons transferidos durante a oxidagéo, A é a
area eletroativa do eletrodo em cm?, Do é o coeficiente de difusdo em cm? s,
[O]~ é a concentracdo da espécie investigada em mol cm e v é a velocidade de

varreduraem V s,

4.2.1.2. Voltametria de pulso diferencial e onda quadrada

O comportamento andédico da 3-NO2-Tyr 200 umol L foi investigado
sobre o eletrodo de platina usando DPV, em meio &cido e fisiolégico, Fig. 26.
Em tamp&o acetato, os resultados apresentaram um pico de oxidacao, pico la,
em Epia =+ 0,96 V, com um valor de W12 =81 mV, Fig. 26A. Em tampé&o fosfato,
os resultados foram semelhantes, onde também foi detectado o pico anddico 1a,
entretanto com valor de potencial mais negativo em Epia= + 0,84 V e com um
valor de W12 = 81 mV, Fig. 26B. Esses resultados eletroquimicos indicam
claramente que o0 processo anodico la ocorre no grupo fendlico com a
transferéncia de um elétron e participacdo de proton, em concordancia com 0s
resultados de DPV no GCE, Sec¢é&o 4.1.2.

A oxidacdo da 3-NO2-Tyr 200 pumol L* também foi estudada sobre o
eletrodo de platina utilizando SWV. Em meio acido, a 3-NO2-Tyr apresentou um
pico anddico, 1la, em Epia = + 1,0 V, Fig. 26C. E em meio neutro, 0s
voltamogramas também detectaram apenas um unico pico de oxidagao, 1a, em
Epia = + 0,87 V, Fig. 26D, onde para ambos os meios teve uma queda de
corrente a partir da segunda varredura de potencial, Fig. 26D e 26E.
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Figura 26. Varreduras sucessivas (com correcédo de linha de base) de DP (A e
B) e SW (C-D) da 3-NO2-Tyr 200 umol L*. (A,CeE)pH=4,4e (B,DeF)pH =

7,0. (=) primeira varredura. I - corrente total, Is - corrente direta e I» - corrente

reversa.
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A irreversibilidade do processo de oxidagao da 3-NO2-Tyr em relacao ao

pico la identificado tanto no meio acido, pH = 4,4 como no meio neutro, pH =

7,0, foi confirmada através da representacgdo gréfica das componentes direta (Ir)

e inversa (ln) obtidas a partir da corrente total (lt), Fig. 26E e 26F. Pelos
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resultados foi possivel observar que a eletro-oxidacdo da 3-NO2-Tyr €
dependente do pH, onde foi observado o deslocamento de potencial para valores
mais positivos em meio acido e valores mais negativos em meio neutro. Todos
0s resultados estdo em concordancia com os resultados obtidos por CV e DPV,
Secao4.1.1.e4.1.2.

4.2.1.3. Comparagédo da eletro-oxidagdo da 3-nitro-tirosina com a tirosina
no eletrodo de platina

Voltamogramas de SW da Tyr e 3-NO2-Tyr 200 pmol L%, em meio aquoso,

pH 7,0, em eletrodo de platina foram registrados e comparados, Fig. 27.

Figura 27. Voltamogramas de SW (com correcao de linha de base) em tampéao
fosfato, pH = 7,0: (=) da Tyr 200 pmol L e (==) da 3-NO2-Tyr 200 pmol L.
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Ambos os voltamogramas detectaram um Unico pico anddico, la, o qual
foi relacionado com a oxidacdo do grupo fendlico em ambas as moléculas,
entretanto o pico de oxidac&do da Tyr ocorreu em Epa = + 0,70 V, enquanto que
0 da 3-NO2-Tyr ocorreu num valor de potencial 170 mV mais positivo, em Epia =
+ 0,87 V, demonstrando que a presencga do grupo nitro na estrutura da Tyr
dificulta sua eletro-oxidacdo, como esperado uma vez que 0 grupo nitro é um
grupo retirador de elétrons (RADOVIC et al.,, 1997), além disso demonstra a

possibilidade de deteccdo e quantificacdo eletroquimica dessas espécies com
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elevada seletividade. Esses resultados eletroquimicos no eletrodo de platina
foram bem semelhantes com resultados prévios da literatura utilizando eletrodo
de carbono impresso e eletrodo de grafite (TOPKAYA et al., 2018; SUPRUN et
al., 2013), o qual também detectaram uma seletividade na deteccdo

eletroquimica da 3-NO2-Tyr na presenca da Tyr.

4.2.1.4. Determinacdo eletroanalitica da 3-nitro-tirosina no eletrodo de
platina

Uma curva analitica objetivando a deteccéo e quantificacdo da 3-NO2-Tyr
foi levantada, nas condi¢cdes experimentais jA otimizadas, correlacionando a
corrente de eletro-oxidacdo do pico anddico la vs. sua concentracéo (faixa de
20,00 a 71,43 umol Lt em tampéo fosfato, pH = 7,0) Fig. 28A.

A curva analitica obtida, Fig. 28B, demonstrou excelente coeficiente de
correlacao de 0,995 com uma equacéao da reta de Ipa (MA) = 0,01254 [3-NO2-Tyr]
—2,15406 x 107 (n =5 e 0 = 2,84567 x 10®). O limite de deteccéo foi de 6,81
umol Lt (30 / S, onde o é o desvio padrdao do sinal em branco e S, a

sensibilidade) e o limite de quantificagdo de 22,69 umol L (100 / S).

Figura 28. (A) Voltamogramas de SW (com correcéo de linha de base) da 3-
NO2-Tyr em tampéo fosfato, pH = 7,0, para diferentes concentracdes: (a) 20,00
umol L1, (b) 36,36 umol L%, (c) 50,00 umol L, (d) 61,54 pumol L e (e) 71,43
umol Lt (B) Curva analitica da 3-NO2-Tyr.
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4.2.2. Eletrodo de ouro
4.2.2.1. Voltametria ciclica

O comportamento anédico da 3-NO2-Tyr 500 umol L foi avaliado sobre o
eletrodo de ouro em meio fisiolégico, pH = 7,0. Varreduras sucessivas foram
efetuadas numa janela de potencial de 0,7 Va 1,0V, Fig. 29. Foi observado um
Unico pico de oxidag¢do, como esperado, pico 1la, em Epia = +0,89 V e ja a partir
da segunda varredura de potencial foi observado uma queda significativa da sua
corrente, o qual demonstra adsorcao dos produtos de oxidacao da 3-NO2-Tyr na
superficie do eletrodo de ouro, resultados bem semelhantes aqueles obtidos no
GCE e no eletrodo de platina, Se¢do 4.1.1e 4.2.1.1.

Figura 29. CVs sucessivos da 3-NO2-Tyr 500 pmol L?

em tampéo fosfato, pH = 7,0, (=) primeira varredura e (==) linha de base.
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E/V (vs. Ag/AgCl)

4.2.2.2. Voltametria de pulso diferencial e onda quadrada

O comportamento de oxidacédo da 3-NO2-Tyr 200 umol L foi investigado
por DPV em meio agquoso. Em meio acido, voltamogramas sucessivos foram
registrados numa faixa de 0,9 V a 1,2 V, Fig. 30A, e detectaram um anico pico
anaodico, pico 1a, em Epia = + 0,97 V. Em meio neutro, a faixa de potencial
utilizada foi de 0,7 V a 1,0 V, Fig. 30B. Os resultados demonstraram apenas um
pico anadico, pico la, em Epia = + 0,84 V. Esse processo de oxidacdo la
corresponde a oxidagcao do grupo fendlico da 3-NO2-Tyr no eletrodo de ouro e

foi bem similar aqueles obtidos no GCE e no eletrodo de platina, Tabela 3,



74

demonstrando claramente nenhum efeito eletrocatalitico dessas superficies
metalicas, ouro e platina, quando comparadas ao GCE. Resultados semelhantes

foram observados para a eletro-oxidacao da Tyr, Tabela 3.

Tabela 3. Substancias e seus respectivos potenciais na DPV.

Substrato 8-NO=-Tyr Ui
eletroquimico pH=45 pH=7,0 pH=7,0
GCE Epia=+095V Epia=+0,87V -

Eletrodo de platina Epia=+0,96 V Epia=+0,87V | Epia=+0,70V

Eletrodo de ouro Epia=+0,97V Epia=+0,84V | Epia=+0,67V

A eletro-oxidacédo da 3-NO2-Tyr 200 umol L também foi estudada por
SWV sobre o eletrodo de ouro em meio acido, tampé&o acetato, pH = 4,4 e em
meio neutro, tampéo fosfato, pH = 7,0. No pH = 4,4, os resultados apresentados
demonstraram um Unico pico anddico, pico 1a, em Epia =+ 1,00 V, Fig. 30C. No
meio neutro, também foi detectado apenas o pico anddico 1a, em Epia= + 0,86
V, Fig. 30D. O processo de oxidacdo da 3-NO2-Tyr em relacdo ao pico la
identificado tanto no meio acido, pH = 4,4 como no meio neutro, pH = 7,0, foi
confirmada sua irreversibilidade através da representacdo grafica das
componentes direta (IY) e inversa (Ib) obtidas a partir da corrente total (lt), Fig.
30E e 30F. Os resultados mostraram que a 3-NO2-Tyr tem uma dependéncia
com o pH em que é verificado um deslocamento de potencial para valores mais
positivos em meio &acido e valores mais negativos em meio neutro. Todos 0s
resultados estdo em concordancia com os resultados obtidos por CV e DPV,

utilizando eletrodo de ouro.

Figura 30. Varreduras sucessivas (com correcao de linha de base) de DP (A e
B) e SW (C-F) da 3-NO2-Tyr 200 pmol L. (A,CeE)pH=4,4e (B,DeF) pH =
7,0. (=) primeira varredura. l: - corrente total, Ir - corrente direta e Ip - corrente

reversa.
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4.2.2.3. Estudo de comparacdo da tirosina com a 3-nitro-tirosina no
eletrodo de ouro

O comportamento anodico da Tyr foi investigado por SWV sobre o
eletrodo de ouro numa solugéo de Tyr 200 umol L't em tampéo fosfato, pH = 7,0,
em comparado com a eletro-oxidacdo da 3-NO2-Tyr nas mesmas condigcdes
experimentais, Fig. 31. O resultado obtido demonstrou que a Tyr sofre oxidac&o
em um potencial de + 0,67 V, enquanto a oxidacdo da 3-NO2-Tyr ocorre no
potencial de + 0,86 V, demonstrando claramente que a presenca do grupo nitro
dificulta a oxidacdo da tirosina. Esses resultados sdo concordantes com obtido
no eletrodo de platina, Segéo 4.2.1.

Figura 31. SWVs (com correcéo de linha de base) da 3-NO2-Tyr 200 pmol L
em tampao fosfato, pH = 7,0: (=) Tyr e (==) 3-NO2-Tyr.
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4.2.2.4. Determinacgao eletroanalitica da 3-nitro-tirosina no eletrodo de ouro
Um método eletroanalitico para deteccdo e quantificagdo da 3-NO2-Tyr
utiizando SWV foi proposto. Assim uma curva analitica para deteccdo e
quantificacdo da 3-NO2-Tyr foi investigada correlacionando a corrente de eletro-
oxidac&o do pico anodico 1a vs. sua concentracao.
Nas condi¢des experimentais ja otimizadas uma curva analitica da 3-NO2-
Tyr, em meio fisiologico (pH = 7,0) numa faixa de concentracdo de 20,00 a 80,00

umol L1, foi obtida, Fig. 32A, e demonstrou uma boa linearidade considerando
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sua equacdo da reta lpa (UA) = 0,01865 [3-NO2-Tyr] — 2,97738 x 108, com
coeficiente de correlacdo r =0,996, n =5, 0 = 4,55476 x 108, Fig. 32B. Logo, foi
calculado o LOD com valor de 7,33 umol L (30 / S, onde o é o desvio padrdo
do sinal em branco e S, a sensibilidade), como também foi calculado o LOQ
sendo 24,42 pmol L (100 / S).

Figura 32. (A) Voltamogramas de SW (com correcéo de linha de base) da 3-
NO2-Tyr em tampao fosfato, pH = 7,0, para diferentes concentragdes: (a) 20,00
umol L2, (b) 36,36 pmol L, (c) 50,00 umol L2, (d) 71,43 umol L e (e) 80,00
umol L1 (B) Curva analitica da 3-NO2-Tyr.
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O método eletroanalitico proposto para deteccdo e quantificacdo da 3-
NO2-Tyr em meio fisiol6gico foi comparado com 0s propostos aqui utilizando
GCE e eletrodo de platina, Secdo 4.1.5 e 4.2.1.4, respectivamente e com

meétodos eletroanaliticos ja propostos na literatura, Tabela 4.

Tabela 4. Comparacédo de métodos eletroanaliticos para a determinacgéo da
3-NO2-Tyr.
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, LOD LOQ Faixa de
I Meto?,o_ concentragao Referéncia
e etrana |t|CO (|Jm0| L-1) (|Jm0| L-1) (um0| L-l)
SWV-GCE -
(PH 7.0) 0,17 0,57 2,04 -10 Este trabalho
SWV- Eletrodo
de platina— (pH 6,81 22,69 20-71 Este trabalho
7,0)
SWV-Eletrodo
de ouro — (pH 7,33 24,42 20 - 80 Este trabalho
7,0)
WANG et al.,
GCE/AuNPs 0,05 - 0,2-50 2018
DPV-
GCE/MWCNT - 0,42 1,38 10 - 100 SILVA, 2017
(pH 7,4)
DPV-
GCE/MWCNT - 1,83 6,10 10 - 60 SILVA, 2017
(pH 7,4)
GCE/dsDNA 0,058 0,2 0,060 -0,32 COSTA, 2016
Eletrodo
gotejante de  0,00025 i 0,0066 — 0,597 ACAZE 1e6t al.
mercurio
Nanoparticulas
bimetalicas 0,0053 i 002163833 oyetal
2015
Fe/Pd

Os resultados presentes neste trabalho sao bastante satisfatérios, pois foi

visto que apresentam baixos limites de deteccdo e quantificacdo quando

comparados a outros trabalhos da literatura, onde usaram eletrodos modificados

para a obtencédo de um resultado satisfatorio. O método eletroanalitico utilizando

SWV com o GCE em tampéao fosfato, pH = 7,0, foi o que apresentou uma melhor
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resposta quando comparado com outros substratos platina e ouro utilizando as

mesmas condicdes experimentais.

4.3. Mecanismo de oxidacao da 3-nitro-tirosina

A molécula de 3-NO2-Tyr contém na sua estrutura um grupo fendlico,
doador de elétrons (RADOVIC et al., 1997), bem como um grupo nitro, ja
conhecido na literatura como um grupo retirador de elétrons (RADOVIC et al.,
1997). Assim, com bases nos resultados eletroquimicos para a eletro-oxidagao
da 3-NO2-Tyr, em meio aquoso obtidos nos diferentes substratos eletroquimicos
utilizados (carbono, platina e ouro), Figs. 20-32, e com a literatura (ABU-QARE;
ABOU-DONIA, 2001; DU et al., 2004; RICHARDS et al., 2006; CONVENTZ et
al., 2007; ABELLO et al., 2009; ACAR et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017;
TOPKAYA et al., 2018) uma tentativa de mecanismo para a oxidagéo da 3-NOq-
Tyr foi proposto, Fig.33. O pico 1la foi associado com a eletro-oxidac¢ao do grupo
fendlico da 3-NO2-Tyr, com a retirada de um elétron e um proéton e formacao do
radical altamente reativo, 3-NO2-Tyr®. Além disso, considerando o aumento da
resistividade dos substratos eletroquimicos a via de polimerizacao do radical foi
predominante, em relagdo a sua reacao com moléculas de agua para formacéao

de derivados de quinonas eletro-ativas.

Figura 33. Proposta de mecanismo de oxidagéo para 3-NOz2-Tyr.
0
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HO b ”2() o

4.4. Estudo dainteracdo da 3-nitro-tirosina com o dsDNA

4.4.1. Estudo da interacdo da 3-nitro-tirosina com o dsDNA utilizando
eletrodo de carbono vitreo e voltametria de pulso diferencial

Para o estudo da interacdo da 3-NO2-Tyr com a molécula do dsDNA foi
primeiramente investigado utilizando GCE e DPV a estabilidade dessas
respectivas espécies em meio fisiolégico (pH = 7,0), assim soluc¢des de 3-NO2-
Tyr (5 umol L) e do dsDNA 165 pg mL* foram preparadas em tampéao fosfato,
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incubadas por diferentes periodos de tempo (5 min, 2 h, 3 h e 24 h) e por fim de
cada periodo o voltamograma de DP registrado.

Os voltamogramas de DP da 3-NO2-Tyr 5 umol L* todos detectaram um
anico pico anddico (1a), em Epia = + 0,81 V, com correntes proximas de 16 nA,
Fig. 34, associado com a oxidacdo do grupo fendlico da molécula, em
concordancia com os resultados da Secdo 4.1.2. Além disso, os resultados
demonstraram claramente que a 3-NO2-Tyr ndo sofre grandes variacdes
estruturais em meio fisiolégico nos intervalos de tempo (5 min e 3 h)

investigados, provando sua estabilidade em meio fisiolégico, pH = 7,0.

Figura 34. Voltamogramas de DP (com correcao de linha de base) da 3-NO2-
Tyr 5 umol L't em tampéo fosfato, pH = 7,0 ap6s (=) 5 min e (==) 3 h de

incubacao.

16+ 1a

04 ' ds - d8 ' ﬂO ) 1.2
E/V (vs. Ag/AgCl)

A eletro-oxidagdo do dsDNA 165 pug mL* em tampéo fosfato, pH = 7, em
GCE, foi investigada por DPV, para diferentes periodos de tempo (5 min e 2 h).
Os voltamogramas de DP do dsDNA detectaram dois picos de oxidagdao bem
separados, Fig. 35, o primeiro pico anddico corresponde a oxidacdo dos
residuos da desoxiguanosina (dGuo), em Edcw = + 0,91 V e 0 segundo &
associado com a oxidacao da desoxiadenosina (dAdo) em Edado = + 1,17 V, em
concordancia com a literatura (OLIVEIRA; OLIVEIRA BRETT, 2010). Além disso

verifica-se que ndo ocorreu mudancas significativas no perfil voltamétrico
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(potencial e corrente) desses voltamogramas, indicando, como esperado, a
estabilidade da molécula do dsDNA em meio fisiolégico (QUEIROZ, 2017).

Figura 35. Voltamogramas de DP do dsDNA 165 ug mL* em tampéo fosfato,
pH = 7,0, apds, (==) 5 min e (==) 2 h de incubacé&o.
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Estabelecido o comportamento anddico da 3-NO2-Tyr e do dsDNA no
GCE, bem como a estabilidade dessas moléculas em tampéao fosfato, pH = 7,0,
realizou-se finalmente o estudo da reacdo da 3-NO2-Tyr com a molécula do
dsDNA. A interagdo da 3-NO2-Tyr-dsDNA foi investigada por DPV, utilizando
GCE, a partir da mistura 3-NO2-Tyr 5 umol L* com o dsDNA 165 pug mL* em
tampéo fosfato, pH = 7,0, por diferentes periodos de tempo (5 min, 1 h e 2 h) de
incubacédo. Apés as varreduras de DP iniciais, de 5 min., Fig. 36, a mistura de 3-
NO2-Tyr/dsDNA foi mantida ao abrigo da luz até o registro dos demais
voltamogramas de DP.

Figura 36. Voltamogramas de DP (com corre¢éo de linha de base), em pH =
7,0, apds 5 min de incubacgéo da: (=) 3-NO2-Tyr 5 umol L1, (==) dsSDNA 165 ug
mL1 e (===) 3-NO2-Tyr-dsDNA (5 pmol L1/165 pg mL™1).
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O voltamograma de DP da mistura 3-NO2-Tyr-dsDNA (5 pmol L'1/165 ug
mL1) apés 5 min de incubacéo detectou apenas 2 picos anddicos, em valores
de potenciais de 0,88 V e 1,17 V, Fig. 37 (===), o qual quando sdo comparados
com os voltamogramas controles da 3-NO2-Tyr, Fig. 37 (=), e do dsDNA, Fig.
37 (==), incubados nas mesmas condi¢cdes experimentais, foram associados a
eletro-oxidacdo, dos residuos da dGuo e da dAdo da molécula do DNA,
demonstrando claramente que a partir da interacao da 3-NO2-Tyr-dsDNA ocorre
o completo desaparecimento do pico anddico da 3-NO2-Tyr, devido ao
impedimento da sua eletro-oxidacao na superficie do substrato eletroquimico, o
GCE. Além disso, verifica-se em relacdo ao pico da dGuo do DNA Fig. 37 (===),
guando comparado ao controle, Fig. 37 (==), um alargamento da sua largura,
bem como um aumento da sua corrente, demonstrando uma mudanga
conformacional da molécula do DNA na solu¢éo aquosa, pH =7,0.

O voltamograma de DP da mistura 3-NO2-Tyr-dsDNA (5 umol L'1/165 ug
mL?1) apés 1 h de incubacédo detectou, um resultado bem similar aquele
observado ap6s 5 min de reagéo, apenas 2 processos anodicos, em valores de
potenciais de 0,90 V e 1,17 V e que foram relacionados aos picos anddicos do
dsDNA no GCE, Fig. 38. Além disso mais uma vez foi observado apos a
interagcéo o alargamento da largura do pico da dGuo, Fig. 38. Esses resultados
consequentemente tanto pelo desaparecimento do processo anodico da 3-NO2-

Tyr, bem como pela variacdo do perfil voltamétrico da resposta do dsDNA na
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superficie do eletrodo, indicam uma forte interacdo da 3-NO2-Tyr na molécula do
dsDNA, possivelmente provocando uma mudanca conformacional bem

significativa na sua estrutura.

Figura 37. Voltamogramas de DP (com corre¢éo de linha de base), em pH =
7,0, da: (=) 3-NO2-Tyr 5 umol L** apés 3 h, (==) dsDNA 165 ug mL* apés 2 h e
(===) 3-NO2-Tyr-DNA (5 pmol L%/165 pg mL?) ap6s 1 h.
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O dultimo voltamograma de DP registrado na mistura 3-NO2-Tyr-DNA (5
umol L1/165 pg mL™Y), apds 2 h de interacéo, Fig. 38, detectou apenas os dois
picos anddicos referentes a eletro-oxidacdo do DNA, bem semelhantes aos
resultados obtidos em 5 min e 1 h de incubacéao, Fig. 36 e 37, demonstrando que
a interagéo da 3-NO2-Tyr-DNA que ocorreu nos 5 min iniciais de incubagao ainda
persiste apdés 2 h e que outras interacdes/processos paralelos ndo foram
observados. Assim, no geral, os resultados eletroquimicos, Fig. 36, 37 e 38,
indicaram uma forte interagcdo da 3-NO2-Tyr com o DNA, possivelmente via
intercalacdo da 3-NO2-Tyr na dupla-fita do DNA, com uma formacdo de um
complexo estavel, alterando a conformacado estrutural da molécula do DNA e
dificultando o acesso da 3-NO2-Tyr na superficie do substrato eletroquimicos e
consequentemente sua eletro-oxidacdo. Os resultados também demonstraram

que a cinética de reacao (intercalacédo) entre a 3-NO2-Tyr na dupla fita é
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relativamente r4pida e estavel. Esses resultados eletroquimicos sé&o
concordantes com os resultados da interacdo da 3-NO2-Tyr-dsDNA via
eletroforese, Secdo 4.3.3., o qual também indicaram uma forte interacdo via
intercalacdo desta droga na dupla fita do DNA, como também sao concordantes
com resultados eletroquimicos prévios da literatura, o qual também
demonstraram via eletroquimica, utilizando eletrodo de grafite, a interacéo da 3-
NO2-Tyr com oligonucleotideos de DNA (TOPKAYA et al., 2018).

Figura 38. Voltamogramas de DP (com correcéo de linha de base), em pH 7,0,
da: (=) 3-NO2-Tyr 5 umol L't ap6s 3 h, (==) dsDNA 165 g
mLt apés 2 h e (===) 3-NO2-Tyr-DNA (5 pmol L-Y/165 pug mL?) apés 2 h.
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Estudos da interacdo 3-NO2-Tyr-DNA foram também efetuados variando
as concentracdes da 3-NO2-Tyr (10, 50 e 100 umol L!) e mantendo-se sempre
a concentracdo do dsDNA préxima aos 165 pug mL?. Todas as misturas foram
incubadas por diferentes periodos de tempo e no fim de cada periodo os
voltamogramas de DP foram registradas. Os resultados, no geral, foram
analogos aos obtidos para a mistura 3-NO2-Tyr/DNA (5 umol L1/165 pg mL?t) e
mostraram uma queda significativa ou o desaparecimento do pico andodico
associado com a eletro-oxidacéo da 3-NO2-Tyr e pequenas variacdes no perfil
voltamétrico da molécula do dsDNA, sinalizando a intercalacédo deste produto de
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estresse oxidativo (in-vivo) na dupla hélice do DNA, provocando
consequentemente uma mudanca conformacional bem significativa na sua
estrutura. Entretanto, "é também importante relatar que, nas condicGes
experimentais investigadas, nenhum dano oxidativo na molécula do DNA foi

detectado a partir da sua interacdo com a 3-NO2-Tyr.

4.4.2. Eletro-oxidacado da guanina na auséncia/presenca do dsDNA

E bem conhecido na literatura a baixa afinidade da molécula do dsDNA
com a superficie do GCE, considerando a complexidade da sua estrutura e sua
alta hidrofilicidade (OLIVEIRA BRETT; BRETT, 1996). Entretanto foi investigado
agui a eletro-oxidacdo da guanina na auséncia/presenca da molécula do dsDNA,
como uma experiéncia controle/modelo, para demonstrar que a molécula de
dsDNA néo provoca o bloqueio nem parcial, muito menos total, da superficie
eletroativa do GCE, os quais poderiam dificultar os processos de transferéncia
carga associados a reacfes redox de moléculas organicas na presenca do
dsDNA.

Voltamogramas de DP foram registrados numa solug¢éo de Guanina (Gua)
1 pmol L? preparada em tampéo fosfato, pH = 7,0, e apenas um Unico pico
anodico, em Epa = + 0,69 V e com corrente de pico de 14 nA, Fig. 39, foi
identificado, em concordancia com a literatura (OLIVEIRA-BRETT et al., 2002),
o qual corresponde a oxidacdo da Gua, com a retirada de dois elétrons e dois
prétons, para formacéo de 8-oxoguanina.

O mesmo experimento acima foi realizado, mas na presenca do dsDNA
200 pg mL*. Assim voltamogramas de DP foram registrados numa solucédo de
Gua-dsDNA (1 pumol L1/200 pg mL?) preparada em tampao fosfato, pH = 7,0, e
como esperado o pico de eletro-oxidacdo da Gua, em Epa = + 0,69 V, foi
observado e com valores de corrente bem proximos ao experimento controle,
realizado na auséncia do dsDNA, Fig. 39, demonstrando assim que a molécula
do dsDNA nao provoca nenhum bloqueio da superficie eletroativa do GCE e
consequentemente nao interfere no processo de eletro-oxidacdo da Gua. Assim,
esses experimentos foram importantes para demonstrar e confirmar que o
desaparecimento do pico anddico da 3-NO2-Tyr, Secdo 4.3, na presenca do

dsDNA ocorre de fato e exclusivamente devido a interacdo dessas moléculas,
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dificultando assim o acesso da 3-NO2-Tyr a superficie do GCE e

consequentemente sua oxidacao.

Figura 39. Voltamogramas de DP (com correc¢éo de linha de base),
obtidos em tampéo fosfato, pH 7,0: (==) Guanina 1 pmol L e (=) Guanina-
DNA (1 pmol L1/200 pg mL™1).

14 «
124

104

1/ nA

0.4 075 ) 0?6 ) 0.7 0.8
E /V (vs. Ag/AgCl)

4.4.3. Estudo da interacdo 3-NO2-Tyr-DNA utilizando eletroforese em gel

O método de retardacdo em gel tem sido exaustivamente utilizado para
evoluir variagcdes estruturais na molécula do DNA, a partir de interacdes de
inUmeras espécies quimicas com o DNA (HAMES, 1998; OLIVEIRA; OLIVEIRA-
BRETT, 2012). Assim, a eletroforese em gel de agarose convencional foi
realizada, como descrito na Se¢do Experimental, para investigar as variacfes
estruturais do DNA apdés sua exposi¢ao/incubacdo com a molécula da 3-NO:z-
Tyr. Os resultados da eletroforese foram todos comparados aos eletroquimicos,
Secao4.1e4.2.

Para deteccao das variagdes estruturais no DNA foi usado o ensaio de
ligacdo do marcador/intercalante brometo de etidio (EtBr) ao DNA. No geral,
guanto menor o comprimento do fragmento do DNA, maior € a sua mobilidade
eletroforética. Ja a mobilidade do DNA de fita simples de mesmo comprimento
de uma molécula de DNA de fita dupla apresenta uma maior mobilidade na

matriz do gel de agarose, mesmo que a carga negativa da estrutura da dupla fita
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seja o dobro (HAMES, 1998). Além disso, na presenca de uma interacdo droga-
DNA via intercalacdo é esperado neste ensaio uma diminuicdo significativa ou
até o completo desaparecimento da fluorescéncia do marcador eletroforético
utilizado (HAMES, 1998).

O perfil eletroforético de migracdo para as amostras preparadas em
tampéo fosfato, pH = 7,0, e incubadas todas por um periodo total de 2 h com:
DNA 100 pg mL?t com 3-NO2-Tyr 50, 100 ou 250 pmol L (pogos 2, 3 e 4
respectivamente) e DNA 250 pg mL?* com 3-NO2-Tyr 50, 100 ou 250 pmol L*
(pocos 6, 7 e 8 respectivamente) é mostrado na Figura 40. As amostras
controles de dsDNA 100 e 250 pg mL* foram também analisadas apés 2 h de
incubacdo em tampao fosfato, pH = 7,0 (pocos 1 e 5 respectivamente). A banda
observada para as amostras de dsDNA controle foi associada aos fragmentos
do dsDNA altamente polimerizado utilizado (calf thymus dsDNA altamente

polimerizado, 10000-15000 pares de bases).

Figura 40. Eletroforese em gel de agarose (0,7 %) da mistura 3-NO2-
Tyr-DNA apés 2 h de incubacgéo. Controles do dsDNA 100 ug mL* e 250
Hg mL? (Pogo 1 e 5) e mistura de dsDNA 100 pg mL* com 3-NO2-Tyr
50, 100 e 250 umol L (Poco 2, 3 e 4) e dsDNA 250 pug mL* com 3-NO2-
Tyr 50, 100 e 250 umol L (poco 6, 7 e 8).

Em todas as amostras analisadas (pocos 2-4 e 6-8) foi observado uma
diminuicdo significativa ou total da fluorescéncia do EtBr, quando comparado as
amostras controles (poco 1 e 5), indicando a dificuldade da intercalacdo do
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marcador o EtBr e de sua ligacdo a molécula do dsDNA, claramente devido a
prévia intercalacdo da 3-NO2-Tyr na dupla-fita do dsDNA. Esses resultados estédo
bem concordantes com os resultados eletroquimicos que também sinalizaram
uma interagao 3-NO2-Tyr-dsDNA via intercalagéo, Segao 4.3.

O experimento acima foi repetido onde amostras de dsDNA 250 pg mL™?
com 3-NO2-Tyr 50, 100 ou 250 pmol L foram incubadas em tampéo fosfato (pH
= 7,0) por 24 h e posteriormente analisadas (pocos 2, 3 e 4 respectivamente),
Fig. 41. Em todas as amostras uma diminuicdo bem significativa da intensidade
de fluorescéncia do BrEt foi observada quando comparado com o pogo 1
controle, obtido nas mesmas condi¢cdes experimentais, mas na auséncia da 3-
NO2-Tyr. Indicando dificuldade de ligagdo do marcador fluorescente devido a
prévia interagdo claramente via intercalagdo da 3-NO2-Tyr no dsDNA. Este
resultado também indica a estabilidade desta intercalacio mesmo apdés um
longo periodo de tempo, 24 h e que outros processos/interacdes paralelas nao
foram detectadas. Consequentemente baseado nestes resultados pode se
afirmar que a interagdo 3-NO2-Tyr com dsDNA ocorre provocando variacdes
conformacionais sobre a estrutura secundaria do DNA, podendo assim interferir
em diversos processos bioguimicos importantes da molécula do DNA in-vivo e
possivelmente como ja relatado na literatura causando alguns tipos de patologias
(SIRAJUDDIN et al., 2013).

Figura 41. Eletroforese em gel de agarose (0,7 %) da mistura 3-NO2-
Tyr-DNA apoés 24 h de incubacédo. Controles do dsDNA 250 pg mL?
(Poco 1) e mistura de dsDNA 250 pug mL* com 3-NO2-Tyr 50, 100 e 250
umol L (Poco 2, 3 e 4).




CAPITULO 5
CONCLUSOES



90

Este trabalho investigou o comportamento de oxidacdo da 3-NO2-Tyr bem
como sua interacdo com o DNA. Portanto, estudos voltamétricos foram
realizados em varios substratos, tais como, GCE, eletrodo de ouro e platina
utilizando as técnicas de CV, DPV, SWV e EIS. O estudo sistematico dos
processos de eletrodo envolvidos na oxidagdo eletroquimica da 3-NO2-Tyr foi
estudado em diferentes eletrolitos suporte. Para o estudo da interacdo 3-NO2-
Tyr-DNA também foi utilizada a técnica de eletroforese em gel.

O estudo do comportamento anddico da 3-NO2-Tyr demonstrou que a 3-
NO2-Tyr sofre eletro-oxidagdo numa Unica etapa, no grupo fendlico com a
retirada de um elétron e um préton, com a formacéo de um radical intermediario
altamente reativo que em meio aquoso produz produtos poliméricos que
adsorvem fortemente na superficie do GCE, aumentando sua resistividade e
consequentemente dificultando a transferéncia de carga na sua superficie.

A oxidacao da 3-NO2-Tyr no eletrodo de ouro e platina foi bem semelhante
agueles obtidos no GCE demonstrando com clareza que ndo ha efeito
eletrocatalitico dessas superficies metalicas, ouro e platina, qguando comparadas
ao GCE. O estudo que foi realizado com a Tyr no eletrodo de ouro e platina por
outro lado demonstrou que a nitracdo da Tyr dificulta a eletro-oxidagcéo do grupo
fendlico da sua estrutura, o qual ocorre em valores de potenciais bem mais
positivos.

Métodos eletroanaliticos para a determinacdo da 3-NO2-Tyr foram
desenvolvidos utilizando SWV em GCE, eletrodo de ouro e platina em meio
neutro, pH = 7,0. E quando esses métodos propostos sdo comparados foi
notoriamente evidente a melhor sensibilidade do GCE, com um LOD de 0,17
umol Lt e um LOQ de 0,57 pumol L.

Os resultados eletroquimicos demonstraram uma forte interacdo da 3-
NO2-Tyr com o DNA possivelmente via intercalacdo com a formagdo de um
complexo estavel, alterando a conformacéo estrutural da molécula de DNA, e
dificultando a eletro-oxidacdo da 3-NO2-Tyr na superficie do eletrodo. Estes
resultados também mostraram que a intercalacao da 3-NO2-Tyr na dupla fita do
DNA ocorre de forma rapida e estavel. Os resultados da eletroforese em gel
convergiram claramente com os eletroquimicos e detectaram a intercalacdo da

3-NO2-Tyr na fita dupla do DNA, uma vez que a fluorescéncia do marcador,
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brometo de etidio, diminuiu significativamente com o tempo de incubacao dessas
espécies.

Assim no geral os resultados eletroguimicos demonstraram a
possibilidade da oxidacao da 3-NO2-Tyr em diferentes substratos eletroquimicos,
e poderao talvez elucidar ou serem co-relacionados com processos redox dessa
molécula que ocorrem in-vivo. Os meétodos eletroanaliticos propostos também
possivelmente serdo aplicados para deteccdo e quantificacdo da 3-NO2-Tyr. E
por fim os resultados da interacdo 3-NO2-Tyr com a molécula do dsDNA
demonstram a sua toxicidade e a mesma como um possivel carcindgeno,
entretanto estudos complementares, principalmente in-vivo, ainda s&o

relevantes e importantes para tal concluséao.
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