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RESUMO

Espécies reativas de nitrogénio (ERN) e de oxigénio (ERO) sédo produzidas in-vivo
dentro das células como produtos do metabolismo celular. Essas espécies
desempenham papéis fisioldgicos importantes no controle da pressédo sanguinea, na
sinalizacdo celular, na apoptose e na fagocitose. Entretanto, o excesso de ERN e
ERO in-vivo pode causar danos em moléculas biolégicas, como &acido
desoxirribonucléico de hélice dupla (dsDNA) e proteinas, provocando mutacodes,
com consequéncias diretas em muitos processos patologicos. O peroxinitrito
(ONOO") é uma ERN que promove rea¢Bes com proteinas nos residuos de tirosina
produzindo 3-nitro-tirosina (3-NO,-Tyr), podendo causar diferentes tipos de doencas
tais como lesdo pulmonar aguda, aterosclerose e alguns tipos de cancer. Assim, a 3-
NO,-Tyr € um importante biomarcador de producgéo in-vivo de ERN em varios
tecidos. No entanto, ERO provocam danos oxidativos nas proteinas levando a
producdo de orto- (o-Tyr) e para-tirosina (p-Tyr). Diante disso, este trabalho propés
como objetivo investigar por técnicas eletroguimicas, como voltametria ciclica,
voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada, o comportamento
redox da 3-NO,-Tyr, o-Tyr e p-Tyr, utilizando eletrodo de carbono vitreo, bem como
desenvolver métodos eletroanaliticos para suas quantificacdes. O estudo revelou os
mecanismos redox dos biomarcadores. Além disso, foi realizada uma revisdo
bibliografica para elaboracdo de um texto didatico sobre os aminoacidos e proteinas,
como também sobre os fundamentos das técnicas voltamétricas e suas aplicacbes

em estudos biolégicos.

Palavras-chave: biomarcadores de estresse oxidativo, 3-nitro-tirosina, orto-tirosina,

para-tirosina, eletrodo de carbono vitreo, voltametria.
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ABSTRACT

Reactive nitrogen (RNS) and oxygen species (ROS) are produced in-vivo within cells
as products of cellular metabolism. These species play important physiological roles
in controlling blood pressure, cell signaling, apoptosis and phagocytosis. However,
in-vivo excess of RNS and ROS can cause damage to biological molecules, such as
double-helix deoxyribonucleic acid (dsDNA) and proteins, leading to mutations, with
direct consequences in many pathological processes. Peroxynitrite (ONOQ) is an
RNS that promotes reactions with proteins in tyrosine residues producing 3-nitro-
tyrosine (3-NO,-Tyr), which can cause different types of diseases such as acute
pulmonary injury, atherosclerosis and some type of cancers. Thus, 3-NO,-Tyr is an
important biomarker of in-vivo production of RNs in various tissues. However, ROS
provoke oxidative damage in the proteins leading to the production of ortho- (0-Tyr)
and para-tyrosine (p-Tyr). Therefore, the objective of this work was to investigate via
electrochemical techniques, such as cyclic voltammetry, differential pulse
voltammetry and square wave voltammetry, the redox behavior of 3-NO,-Tyr, o-Tyr
and p-Tyr using a glassy-carbon electrode, as well as to develop electroanalytical
methods for their quantifications. The study revealed the redox mechanisms of
biomarkers. In addition, a bibliographic review was carried out to elaboration of a
didactic text on amino acids and proteins, as well as on the fundamentals of

voltammetric techniques and their applications in biological studies.

Key words: biomarkers of oxidative stress, 3-nitro-tyrosine, ortho-tyrosine, para-

tyrosine, glassy-carbon electrode, voltammetry.
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1 INTRODUCAO

Espécies altamente reativas de nitrogénio e oxigénio sdo radicais livres
naturalmente produzidas no organismo humano a partir do metabolismo celular,
como também por agentes externos, como a radiacdo ionizante, quimioterapicos e
xenobidticos. No organismo humano, essas espécies desempenham inumeras
funcdes, tais como na producéo de energia, fagocitose, regulacéo do crescimento
celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. No
entanto, o excesso desses radicais pode causar danos oxidativos em moléculas
biolégicas importantes, DNA e proteinas, bem como mutac¢des, com consequéncias
diretas em muitos processos patologicos (DU et al., 2004; OLIVEIRA, BRETT, 2012;
VASCONCELOS et al., 2007).

O peroxinitrito (ONOQO") promove diferentes efeitos biolégicos a partir de
diferentes reacOes, tais como as reacdes redox diretas e a homdlise de é&cido
peroxinitroso (VASCONCELOS et al., 2007). Rea¢des com o0 ONOO™ podem formar
agentes capazes de nitrar aminoacidos aromaticos, como por exemplo, a tirosina,
gerando 3-nitro-tirosina (3-NO,-Tyr), Figura 01, que pode causar diferentes tipos de
doencas, tais como lesdo pulmonar aguda, neurodegeneracdo, aterosclerose e
alguns tipos de cancer (DU et al., 2004; MAHMOUDI et al., 2016; SARVER et al.,
2001; VASCONCELOS et al., 2007). A 3-NO»-Tyr é um importante biomarcador de
producéo in-vivo de espécies reativas de nitrogénio (ERN) em varios tecidos (DU et
al., 2004; SARVER et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2007). No entanto, a
producao in-vivo de orto- (0-Tyr) e para-tirosina (p-Tyr), Figura 01, esta associada a
danos oxidativos provocados nas proteinas por espécies reativas de oxigénio (ERO)
(DU et al., 2004). A fim de quantificar a 3-NO,-Tyr em fluidos e tecidos bioldgicos,
métodos analiticos tém sido propostos, em sua grande maioria baseados em
cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (DU et al., 2004,
SARVER et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2007).

Figura 01. Estruturas quimicas da 3-nitro-tirosina, orto- e para-tirosina.

o OH o) Q

O,N
OH OH OH

NH NH NHy
HO ’ 2 HO

3-nitro-tirosina o-tirosina p-tirosina
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Para postular mecanismos de reacdes redox de inUmeras espécies quimicas,
incluindo farmacos e biomoléculas, técnicas voltamétricas como voltametria ciclica
(CV), voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV),
principalmente utilizando eletrodos sélidos de carbono, ouro ou platina, sdo muito
utilizadas na atualidade, principalmente devido as caracteristicas intrinsecas de
elevadas sensibilidade, seletividade e adaptabilidade dos métodos eletroanaliticos.
Nesse sentido, iniUmeros mecanismos de reacfes redox tém sido propostos na
literatura a partir de estudos voltamétricos (OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA,
SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT, 2013; OLIVEIRA et al., 2013; PONTINHA et al.,
2012). Além disso, as técnicas voltamétricas de pulso, como DPV e SWV, tém
grande relevancia para o desenvolvimento de metodologias analiticas, considerando
a elevadissima sensibilidade resultante da minimizacédo da corrente capacitiva, o que
melhora significativamente a resolugdo e permite atingir limites de deteccdo da
ordem de 10® mol L (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993; PACHECO et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi investigar por técnicas voltamétricas as
propriedades redox dos biomarcadores de estresse oxidativo 3-NO,-Tyr, o-Tyr e p-
Tyr. O trabalho foi dividido em trés etapas: primeiramente, foi realizada uma reviséo
da literatura a fim de elaborar um texto didatico sobre os aminoacidos e proteinas,
como também sobre os fundamentos das técnicas voltamétricas e suas aplicacdes
em estudos biolégicos. Em seguida, o comportamento redox dos biomarcadores 3-
NO,-Tyr, o-Tyr e p-Tyr foi investigado em eletrodo de carbono vitreo (GCE), numa
ampla faixa de pH, utilizando CV, DPV e SWV. Por fim, foram investigadas as
potencialidades das propriedades redox dessas espécies para aplicacbes

eletroanaliticas.



17

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
e Realizar estudo voltamétrico dos biomarcadores de estresse oxidativo: 3-nitro-

tirosina, orto- e para-tirosina.

2.2. Objetivos Especificos
A partir de uma revisdo bibliogréfica discutir e elaborar um texto didéatico
sobre:
e Estrutura, propriedades e fun¢des dos aminoacidos e proteinas;
e Danos oxidativos em proteinas;
e Comportamento voltamétrico de proteinas;
e Métodos analiticos para deteccdo e quantificacdo de 3-nitro-tirosina, orto- e
para-tirosina;
e Fundamentos das técnicas voltamétricas e suas aplicacdbes em estudos

biolégicos.

Realizar um estudo experimental sobre:

e Comportamento voltamétrico dos biomarcadores de estresse oxidativo 3-nitro-
tirosina, orto- e para-tirosina sobre GCE, utilizando técnicas voltamétricas
como CV, SWV e DPV;

e Potencialidades das propriedades redox da 3-nitro-tirosina, orto- e para-

tirosina para aplicacdes eletroanaliticas;
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3 METODOLOGIA

3.1 Parte tedrica (revisdo bibliogréafica)

3.1.1 Selecéao de livros e artigos

Foram selecionados artigos cientificos e livros considerados importantes para a
fundamentacédo do trabalho, envolvendo temas como estrutura, propriedades e
funcdes dos aminoacidos e proteinas, oxidacdo das proteinas in-vivo, métodos
analiticos para deteccdo e quantificacdo da 3-nitro-tirosina, orto- e para-tirosina e
fundamentos e aplicacBes das técnicas voltamétricas, tais como voltametria ciclica,
voltametria de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial (BRETT, OLIVEIRA-
BRETT, 1993; CAMPBELL, FARRELL, 2007; ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2013).

3.1.2 Aprofundamento cientifico

Realizou-se um aprofundamento cientifico sobre os temas aminoacidos,
proteinas, técnicas voltamétricas e de mecanismos de reacdes redox de
aminoacidos e proteinas utilizando técnicas voltamétricas, tomando como base a
literatura selecionada, analisando livros e artigos publicados em periddicos

cientificos nacionais e internacionais.

3.1.3 Elaboracédo de um texto didatico
Nesta etapa, procurou-se escrever um texto introdutério conciso sobre os
temas em epigrafe indicando apenas referéncias bibliograficas chaves, optando-se

por aguelas mais didaticas e acessiveis para um leitor iniciante na area.

3.2Parte experimental

Para uma melhor compreensao e familiarizacdo dos temas abordados na
revisdo bibliogréafica, o comportamento eletroquimico de biomarcadores de estresse
oxidativo como a 3-nitro-tirosina, orto- e para-tirosina foi investigado sobre eletrodo
de carbono vitreo, utilizando técnicas voltamétricas. Todos o0s resultados obtidos

foram discutidos e comparados com os resultados prévios da literatura.

3.2.1 Materiais e metodologia

A partir de reagentes de alto grau de pureza, foram preparadas solucdes
estoque de 3-NO,-Tyr 1 mmol L™* em tampdes fosfato pH = 7,0 e acetato pH = 4,5,
p-Tyr 1 mmol L™ em NaOH 0,1 mol L™ e o-Tyr 1 mmol L™ em agua deionizada.
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Foram utilizados eletrélitos suporte de diferentes pH / composi¢do: (2.0 / HCI
+ KCI, 3.3 / HAcO + NaAcO, 4.5 / HAcO + NaAcO, 5.2 / HAcO + NaAcO, 5.9 /
NaH,PO4 + Na,HPO4, 7.2 /| NaH,PO4 + Na,HPO4, 8.0 / NaH,PO4 + Na,HPO4, 9.2 /
NaOH + Na;B,07, 11.2 / NaOH + Na,HPO4).

Durante todos o0s ensaios a célula eletroquimica estava ligada a um
potenciostat/galvanostat Autolab Electrochemical Instruments, Utrecht, Holanda,
funcionando no modo potenciostéatico. O controle dos parametros voltamétricos, a
aguisicdo e o tratamento dos dados foram efetuados por intermédio do software
GPES (General Purpose Electrochemical System) versao 4.9, da Echo-Chemie,
Utrecht, Holanda. Uma célula eletroquimica de compartimento Unico foi utilizada,
contendo um eletrodo de carbono vitreo (GCE) (¢ = 1,6 mm), um fio de platina e um
eletrodo de Ag/AgCl (3 mol L™ KCI saturado com AgCl) como eletrodo de trabalho,
auxiliar e de referéncia, respectivamente.

Os estudos fundamentais de caracterizacdo das propriedades redox dos
biomarcadores 3-nitro-, orto- e para-tirosina foram realizados utilizando as técnicas
eletroquimicas voltamétricas CV, DPV e SWV.

Potencialidades das propriedades redox dos biomarcadores 3-nitro-, orto- e
para-tirosina para aplicacdes analiticas foram investigadas, utilizando CV, SWV e
DPV. Diferentes parametros eletroquimicos foram estudados como, escolha das
condi¢cBes que resultam um sinal eletroquimico mais sensivel e seletivo, bem como a

influéncia da velocidade de varredura e do pH na resposta eletroquimica.



20

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Revisédo da literatura
4.1.1 Aminoacidos e proteinas

Os aminoéacidos sédo encontrados em peptideos e proteinas e atuam como
transportadores de nitrogénio, neurotransmissores e precursores de outras
moléculas biologicas, como nucleotideos, creatina e cetoacidos, por exemplo. A
estrutura geral dos aminoacidos inclui um grupo carboxila, um grupo amino e um
hidrogénio ligados ao mesmo atomo de carbono, denominado carbono a, Figura 02,
e, por este motivo, os aminoacidos sao classificados como a-aminoacidos. Além
disso, possuem grupos variaveis R (cadeias laterais) distintos ligados a este
carbono. Assim, o carbono-a encontrado nos aminoacidos ¢é tetraédrico e
assimétrico, com excecdo da glicina em que o grupo R é o hidrogénio (NELSON,
COX, 2014).

Ha vinte tipos de aminoacidos principais (Quadro 01) que podem ser
encontrados nas proteinas, diferenciando-se uns dos outros em suas cadeias
laterais (R), que variam em tamanho, carga elétrica e estrutura, influenciando
consideravelmente suas propriedades quimicas (CAMPBELL, FARRELL, 2007;
NELSON, COX, 2014).

Figura 02. Estrutura geral dos aminoacidos.

H

H,N—Co— COOH

R

Os aminoacidos podem ser classificados em quatro grupos, de acordo com
suas cadeias laterais (grupos R) (CAMPBELL, FARRELL, 2007):

1- Aminoacidos com cadeias laterais apolares nado-carregadas: nesta classe, 0s
grupos variaveis séo apolares e hidrofébicos, devido a auséncia de grupamentos

hidrofilicos nas cadeias laterais.

2- Aminoacidos com cadeias laterais polares nao-carregadas: os grupos R desses

aminoacidos sdo mais solluveis em agua, hidrofilicos, do que aqueles dos
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aminoacidos apolares, em virtude da presenca de grupos funcionais que realizam

ligacBes de hidrogénio com a agua.

3- Aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente (acidos): possuem
0 grupo carboxila em suas cadeias laterais. Este grupo pode perder um proéton,
levando a formacdo do anion carboxilato. Devido a presenca deste anion, as
cadeias laterais dos aminoacidos que compdem esta classe sdo carregadas
negativamente em pH neutro. Além disso, possuem grupos R hidrofilicos.

4- Aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente (basicos):
apresentam o grupo amino em suas cadeias laterais que sdo carregadas

positivamente em pH neutro. Possuem grupos R hidrofilicos.

Quadro 01. Estruturas quimicas e propriedades dos aminoacidos que compdem as proteinas, em
pH = 7,0, (—R) cadeia lateral.
Fonte: (CAMPBELL, FARRELL, 2007; NELSON, COX, 2014)

Aminoé&cidos com cadeias laterais apolares ndo-carregadas

+ +

H;N H3N +:2 H
- H, H - _
H,C—C—CO00 H,C=—C —C—C—CO0O0 coo
H CH; H
Alanina (Ala, A) Isoleucina (lle, 1) Prolina (Pro, P)
H,N*
H,N* HN H
H,N* H : N c'— <|:—coo'
Hy | _ Hy—C—C —C—CO00 !l
¢ —C—cCo0 | |
| CH, H
H
Fenilalanina (Phe, F) Leucina (Leu, L) Triptofano (Trp, W)
H,N* H,N* H,N*
i} H, H, | ) H _
H=— C—CO0O0 H,C—S c'—c C—COO H;C—C=— C—CO0O0
H ,!, CH, H

Glicina (Gly, G) Metionina (Met, M) Valina (Val, V)
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Aminoé&cidos com cadeias laterais polares ndo-carregadas

HyN* H,N" HN"
HaN—G—C'— (|7—C00_ HS—C’— (I:—coo' HoNe— G (. ¢ —COO™
i
Asparagina (Asn, N) Cisteina (Cys, C) Glutamina (GIn, Q)
H,N* H,N* H,N*
HO—G'—C—coG™  HO ' ¢—coG  HC—f—¢—co0"
H H OH H
Serina (Ser, S) Tirosina (Tyr, Y) Treonina (Thr, T)

Aminoécidos com cadeias laterais carregadas negativamente (4cidos)

4

H3;N HN*
H, - H, H
Ho—ﬁ—c —T—COO HO—C—C’—C’— C—CO00
I u
Acido aspartico (Asp, D) Acido glutamico (Glu, E)

Aminoécidos com cadeias laterais carregadas positivamente (basicos)

H3N+ H"' H3N+
H Hy H, H, | ) — o, | )
H,N—C—N—C —C —C — C—CO00 Cle— C—COG
” | HN / |
*NH, H H
Arginina (Arg, R) Histidina (His, H)
H,N*

+ HZ H2 H2 H2 -
H;N—C —C —C —C — C—CO00

H
Lisina (Lys, K)

Em solucdo, os aminoacidos podem agir como acidos ou bases, em virtude

do carater acido do grupo carboxila (-COOH) e basico do grupo amino (-NH). Com a

variacdo do pH do meio, estes grupos apresentam uma seérie de equilibrios,

envolvendo a doacgéo ou recepcao de um préton:

R, —COOH == R;-COO +H"
Rz—NH3+ <= R,—=NH>+ H*
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Tendo em vista que o estado de ionizagdo depende do pH do meio, podem
predominar o grupamento amino com carga positiva (forma catidbnica) ou o
grupamento acido carboxilico com carga negativa (forma anibnica) a medida que
variamos o pH da solucdo. Dessa forma, tanto os aminoéacidos livres quanto alguns
aminoacidos combinados por meio de ligacbes peptidicas podem atuar como
tampdes. Diante disso, quando um aminoacido € titulado, sua curva de titulacdo
indica a reacdo de cada grupo funcional com o ion hidrogénio, evidenciando as
regides de tamponamento. Na alanina, por exemplo, 0s grupos carboxila e amino
sdo o0s grupos titulaveis. Em pH muito baixo, os dois grupos encontram-se
protonados, fazendo com que o grupo amino apresente carga positiva e o acido
carboxilico ndo apresente carga, Figura 03, estrutura |I. Sob essas condicdes, a
alanina tem uma carga liquida positiva de 1. Ao se adicionar gradativamente
equivalentes de OH™ a partir da adicdo de uma base forte, pode-se observar o efeito
tamponante do acido carboxilico, onde o grupo —COOH pode dissociar-se, doando
um préton ao meio, resultando na formacéo do grupo carboxilato, —-COQO~, Figura 03,
estrutura Il. Esta estrutura, predominante no ponto isoelétrico, pl, corresponde a
forma isoelétrica da alanina, também denominada zwitterion, possuindo cargas
positivas e negativas iguais e, portanto, ndo tendo nenhuma carga liquida. A medida
que o pH da solucdo aumenta, pela adicdo de mais base, nota-se outra faixa
tamponante, agora correspondente ao grupo amino protonado que, ao ceder seu
préton, resulta na forma completamente desprotonada da alanina, Figura 03,
estrutura lll, sendo assim, a molécula passa a ter carga liquida negativa de 1
(CAMPBELL, FARRELL, 2007; HARVEY, FERRIER, 2012; WHITFORD, 2005). A
curva de titulacdo da alanina corresponde a de um acido diprético, Figura 04
(CAMPBELL, FARRELL, 2007).

Figura 03. lonizac&o da alanina em funcdo do pH.
Fonte: (CAMPBELL, FARRELL, 2007)

ESTRUTURA | ESTRUTURA Il ESTRUTURAIII
H 0] H (0] H o
H3N+—c|:—c/:/ H* H3N+—(|3—(/:/ H* HzN—cl:—é/
|\ A |\, A |\
CH, OH oK, = 2,34 CH, © oK, = 9,69 CH, ©
Meio acido Meio neutro Meio basico
Carga liquida +1 Carga liquida 0 Carga liquida -1

(Forma isoelétrica)
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Tendo em vista que os aminoacidos sdo capazes de se comportar como

cations ou anions e podem ter a carga elétrica do grupo R variada, diferentes

conformacdes estruturais sdo possiveis as proteinas, uma vez que 0s aminoacidos

se relacionarao entre si de maneira variada.

Moles de OH" por mol de aminoéacido

2

14

Figura 04. Curva de titulacdo da alanina.
Fonte: (CAMPBELL, FARRELL, 2007)

Regido de Regido de
tamponamento tamponamento
f_‘_\ f_xﬁ
+
H;NCHCH;COO
HNCHCH,;COO \
H,NCHCH;COO
pK3 =9,69
+
H3NCHCH3;COOH pH =6,02
+
H;NCHCH;COO \
+
H3;NCHCH3;COO

4 { ]
/ pK, = 2,34
+
<—— H3NCHCH;COOH

0

Ll 1 ] v 1 } v 1 ] Ll v ] Ll 1§ ol

2 4 6 8 10 12
pH

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos que se unem covalentemente,

formando longas cadeias ndo ramificadas, por meio de ligacdes peptidicas

envolvendo o grupo amino de um aminoacido e o grupo carboxila de outro

(NELSON, COX, 2014). Tais moléculas desempenham funcdes dinamicas e

estruturais no organismo,

destacando-se as propriedades enziméticas ou

catalisadoras de reacdes bioquimicas, de sinalizacdo e de transducdo de sinais

celulares, como também as funcdes de transporte de oxigénio no sangue

(WHITFORD, 2005). Além disso, as proteinas estdo diretamente relacionadas a

defesa do organismo, sendo realizada por tipos especificos de proteinas, as

imunoglobulinas (anticorpos) e o interferon, que atuam no combate das infecgoes
bacterianas e virais (VOET, GREENWALD-VOET, PRATT, 1999; WHITFORD,

2005).



25

4.1.1.1 Conformacéo espacial das proteinas

Cada proteina apresenta uma configuracdo tridimensional caracteristica,
determinada pela sequéncia de aminoacidos e pelo grau de inclinacdo entre as
ligacdes quimicas. Devido a complexidade de sua estrutura molecular, as proteinas
séo divididas em quatro niveis de estrutura, Figura 05 (NELSON, COX, 2014).

Figura 05. Niveis de estrutura nas proteinas.
Fonte: (NELSON, COX, 2014)

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura

primaria secundaria terciaria guaternaria
. IR

c:zf
L. ]
&
b, .Y -
Residuos de a-hélice Cadeia Subunidades
aminoacidos polipeptidica montadas

A estrutura priméria da proteina corresponde a sequéncia dos aminoacidos na
cadeia polimérica, determinada geneticamente pela sequéncia de nucleotideos da
molécula de DNA responsavel por sua sintese. As cadeias polipeptidicas tipicas
contém cerca de 100 a 600 moléculas de aminoacidos e tem um peso molecular de
aproximadamente 15.000 a 70.000 Da. Nesta estrutura sdo encontradas ligacdes
peptidicas e, dependendo da proteina, podem ser encontradas ligacGes dissulfeto
que podem ser formadas pela cisteina, por exemplo (CAMPBELL, FARRELL, 2007;
WHITFORD, 2005).

As sequéncias de aminoacidos podem formar ligacdes de hidrogénio entre os
grupos amida N-H e os grupos carbonila C=0 dando origem a estrutura secundaria
da proteina, que se constitui o arranjo espacial dos atomos que compdem a cadeia
polipeptidica. Dois tipos de estruturas secundarias que ocorrem frequentemente nas
proteinas sdo as estruturas de a-hélice e folha B pregueada, ambas mantidas por
ligacbes de hidrogénio (CAMPBELL, FARRELL, 2007; WHITFORD, 2005). A
conformagao em a-hélice, Figura 06A, é conferida através do angulo de rotacao que
os residuos de aminoacidos apresentam na ligacdo peptidica, estabilizada por

pontes de hidrogénio entre o oxigénio do grupamento carboxila de um Ca e o
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hidrogénio do grupamento amino do outro aminoacido. A forma de folha P
pregueada, Figura 06B, é possivel gracas a ligacdes de hidrogénio que podem ser
formadas entre diferentes partes de uma mesma cadeia dobrada sobre si propria
(ligacbes intracadeia) ou entre diferentes cadeias polipeptidicas (ligacbes
intercadeia) (CAMPBELL, FARRELL, 2007).

Figura 06. Estruturas secundarias das proteinas: (A) a-hélice e (B) folha 3 pregueada, ( =) ligacéo
de hidrogénio.
Fonte: (MELHOR BIOLOGIA, 2013)

B P = '?"“‘cf‘\

‘ \ A\
\H' R

As interacdes estabelecidas entre os aminoacidos que constituem a proteina
e a agua induzem a coalescéncia e ao empacotamento da proteina levando a
formacao da estrutura terciaria, que corresponde as relacdes da cadeia polipeptidica
no sentido de estabilizar a conformacéo tridimensional. A fim de adquirir esta
estabilidade, muitos tipos de interacfes quimicas podem ocorrer dentro de uma
molécula proteica. As mais fortes sdo as ligacbes covalentes, como a que ocorre
entre dois aminoacidos cisteina que se unem através de ligacbes dissulfeto entre
seus grupamentos —SH formando o complexo cistina. Além disso, a estabilidade da
estrutura proteica tridimensional pode ser garantida por forgcas ndo-covalentes, como
as ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, interagbes eletrostaticas e
interacbes fracas de van der Waals, existentes entre 0s grupamentos R
(CAMPBELL, FARRELL, 2007; DAVIES, 1999; WHITFORD, 2005).
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Uma proteina pode consistir em multiplas cadeias polipeptidicas denominadas
de subunidades. A associacdo nao-covalente de uma subunidade com relacdo as
outras € a estrutura quaternaria da proteina (CAMPBELL, FARRELL, 2007).

A conformacao espacial final das proteinas (estrutura terciaria ou quaternaria)
é o fator determinante das funcdes biolégicas por elas exercidas. Duas
conformacdes sdo possiveis as proteinas: proteinas globulares e fibrosas. As
proteinas globulares, como a mioglobina, Figura 07A, sdo esferas compactas e
irregulares resultantes do enovelamento da cadeia polipeptidica. Sao bastante
soluveis em agua e apresentam diferentes funcdes. As proteinas fibrosas, como o
colageno, Figura 07B, possuem formato cilindrico, apresentam baixa solubilidade
em agua e possuem funcdes estruturais. Algumas proteinas podem apresentar 0s
dois tipos de conformacado, como o fibrinogénio (CAMPBELL, FARRELL, 2007).

Figura 07. Tipos de conformag®es das proteinas: (A) mioglobina, proteina globular e (B) colageno,
proteina fibrosa.
Fonte: (CAMPBELL, FARRELL, 2007)

4.1.1.2 Grupos prostéticos das proteinas

Ha proteinas que apresentam em sua cOmposiGdo, grupos nao protéicos
ligados de forma covalente ou ndo aos aminoacidos que as compdem,
denominados, genericamente, de grupo prostético. Os grupos prostéticos podem ser
organicos, como por exemplo, uma vitamina ou um acgucar, ou inorganicos, como por
exemplo, um ion metalico. Proteinas que contém um ou mais ions metalicos em sua
estrutura, sdo denominadas metaloproteinas. A mioglobina, Figura 07A, é uma

metaloproteina que possui em sua estrutura um grupo prostético, o grupo heme, que
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consiste em um ion metdlico, o Fe (Il), o qual se liga de forma ndo covalente as
cadeias peptidicas. A presenca do grupo heme afeta completamente a conformacéo
do polipeptideo. A apoproteina, cadeia polipeptidica sem o grupo prostético heme,
nao se dobra tdo fortemente quanto a molécula completa (CAMPBELL, FARRELL,
2007).

Outros grupos importantes das proteinas conjugadas sao as glicoproteinas e
as lipoproteinas. As glicoproteinas sao proteinas que possuem ligacdes covalentes a
uma ou mais cadeias de oligossacarideos, que sdo pequenos polissacarideos,
pertencentes a classe de carboidratos. Estas proteinas estdo presentes na
superficie celular, como por exemplo, a mucina, fazem parte de proteinas
estruturais, como o colageno, sdo hormonios, como por exemplo, o glucagon, ou
receptores de membrana. Ja as lipoproteinas sdo importantes transportadoras dos
lipidios plasmaticos, principalmente os triglicerideos e o colesterol, e possuem em
sua estrutura lipidios conjugados as proteinas (CAMPBELL, FARRELL, 2007).

4.1.2 Oxidacao das proteinas in-vivo

Devido a sua abundancia em células, quando comparadas com outras
moléculas biologicas, as proteinas sdo alvos primarios da oxidacdo in-vivo. A
oxidacdo das proteinas ocorre por meio da exposicao a espécies reativas, como as
ERO ou ERN, geradas por reacdes metabdlicas no interior das células, a partir dos
produtos de reacBes de estresse oxidativo (STADTMAN, LEVINE, 2003), ou através
da presenca de fortes oxidantes. Todos estes fatores podem levar a formacédo de
danos ou a modifica¢des estruturais das proteinas (STADTMAN, 1992; STADTMAN,
LEVINE, 2003).

As ERO e ERN encontradas nas células sdo geradas por via enddégena, como
consequéncia direta do metabolismo aerbbico, ou por fontes exdgenas, devido a
exposicao a radiacdo ultravioleta, radiacdo ionizante, como também a partir de
substancias que sdo capazes de gerar estas espécies reativas, como 0s agentes
carcinogenos (SCHWARZENBACH et al., 2003).

Danos em proteinas, provocados por meio da oxidacédo induzida por ERO e
ERN, sdo conhecidos por causarem doencas neurologicas degenerativas,
pulmonares, inflamagéo, doencas cardiovasculares entre outros problemas
(SHACTER, 2000; STADTMAN, 1992; STADTMAN, LEVINE, 2003).
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A oxidacdo das proteinas ocorre principalmente nas cadeias laterais dos
aminoacidos. Entretanto, mesmo se apenas a cadeia lateral do residuo de
aminoacido for oxidada, toda a estrutura da proteina é modificada, comprometendo
sua atividade in-vivo.

Residuos de histidina podem ser facilmente oxidados & 2-oxohistidina, Figura
08A, e outros derivados. A oxidagdo dos residuos de arginina, lisina e prolina levam
a formacdo de derivados carbonilicos, Figura 08B, C e D, respectivamente
(BARREIROS, DAVID, PEREIRA-DAVID, 2006; STADTMAN, LEVINE, 2003).

Figura 08. Produtos da oxidacao dos residuos de: (A) histidina, (B) arginina, (C) lisina e (D) prolina.
Fonte: (BARREIROS, DAVID, PEREIRA-DAVID, 2006)
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O aminoacido essencial fenilalanina (Phe) pode ser oxidado, sendo convertido
a para-tirosina (p-Tyr) através da enzima fenilalanina hidroxilase. Nenhuma outra
isoforma de tirosina € formada durante esta reacdo enzimatica. Na presenca do
radical livre de hidroxila, uma espécie reativa de oxigénio, Phe pode ser hidroxilada
nas posicdes para, meta e orto. Assim, para-, meta- e orto-tirosina (p-, m-, o-Tyr)
podem ser formados nesta reacéo radicalar, Figura 09. Dessa forma, p-Tyr pode ser
formada naturalmente no organismo, como também através de processos
oxidativos, enquanto m- e o-Tyr sdo marcadores seletivos de radicais livres de
hidroxila (STADTMAN, LEVINE, 2003).
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Figura 09. Reacdes de conversao da fenilalanina em para-, orto- e meta-tirosina.
Fonte: (STADTMAN, LEVINE, 2003)
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Outra molécula que pode sofrer oxidacdo e ter sua estrutura modificada a
partir de espécies reativas, especificamente ERN, é a tirosina, um aminoacido
aromatico ndo essencial. A maioria das proteinas contém residuos de tirosina em
sua composicdo com uma abundancia natural de cerca de 3% (HASEEB, 2013;
RADI, 2013; TEIXEIRA et al., 2016). A Tyr é levemente hidrofilica o que é explicado
pelo seu anel hidrofébico aromético contendo um grupo hidroxila Como
consequéncia, a tirosina é frequentemente exposta a superficie em proteinas e esta,
portanto, disponivel para modificacdes adicionais, como a nitracdo, levando a
formacdo de 3-nitrotirosina (3-NO,-Tyr), Figura 10, em alto rendimento, com uma
pequena producao de 3,3’-ditirosina, 3,4-di-hidroxifenilalanina e os correspondentes
quinona (HASEEB, 2013; TEIXEIRA et al., 2016). A nitragdo dos residuos de tirosina
pode mudar completamente a estrutura e a conformacdo das proteinas que a

contém, alterando sua funcéo in-vivo (HASEEB, 2013).
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Figura 10. Modificacdes causadas por ERN na tirosina.
Fonte: (HASEEB, 2013)

(of0]0) Ccoo
+ +
NH;——C—H NH;——C——H
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NO,
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Devido as propriedades redox dos aminoacidos e de seus derivados,
componentes das proteinas, o comportamento eletroquimico dessas espécies tem
sido investigado nos udltimos anos em diferentes substratos eletroquimicos, como
eletrodos de ouro e carbono, utilizando técnicas voltamétricas (ENACHE, OLIVEIRA-
BRETT, 2013; OSTATNA et al.,, 2012; WACKERBARTH, HILDEBRANDT, 2003).
Uma revisdo bibliogréfica do comportamento voltamétrico de aminoacidos e

proteinas € apresentada na secédo 4.1.5.

4.1.3 Determinacao analitica dos derivados da tirosina: 3-nitro-, orto- e para-
tirosina
4.1.3.1 3-Nitro-tirosina

A 3-nitro-tirosina foi a primeira molécula a ser proposta como biomarcador de
estresse nitrosativo (BECKMAN et al, 1992; RAMEZANIAN, PADMAJA,
KOPPENOL, 1996), demandando o desenvolvimento de métodos analiticos para
sua quantificacdo em amostras biologicas (TEIXEIRA et al., 2016).

As primeiras tentativas de detecgédo da 3-NO,-Tyr foram realizadas a partir de
uma combinagdo de cromatografia liquida de alta performance com deteccao
ultravioleta (HPLC-UV) e métodos imunoldgicos. Embora as abordagens tenham
demonstrado algum sucesso, ambas apresentam algumas limitagcdes. A deteccéo
com UV é suficientemente sensivel para determinacdo de 3-NO,-Tyr in vitro,
entretanto, geralmente ndo é sensivel o suficiente para quantificacdo de 3-NO,-Tyr

in-vivo. A medicdo de 3-NO,-Tyr em plasma humano foi realizada utilizando HPLC
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de fase reversa com deteccao por UV, no entanto, poucos estudos semelhantes
foram relatados (HENSLEY, WILLIAMSON, FLOYD, 2000).

A espectrometria de massa também foi utilizada para deteccdo da 3-NOo-Tyr,
entretanto, este método exige equipamento especializado e de custo elevado,
preparacdo extensiva da amostra, e padroes internos isotopicamente rotulados, o
que pode tornar o método inviavel para analise (SALMAN-TABCHEH, GUERIN,
TORREILLES 1995).HPLC com deteccéo eletroquimica (ECD) tem sido apresentada
como uma alternativa que permite uma determinacédo facil, sensivel e seletiva da 3-
NO,-Tyr (HENSLEY et al., 1999; HERCE-PAGLIAI, KOTECHA, SHUKER, 1998;
SHIGENAGA et al., 1997), apesar das limitacdes inerentes da cromatografia,
especialmente em relacdo ao tempo de andlise. Por muito tempo, detectores
eletroquimicos tém sido utilizados para medicdo de catecolaminas, xenobioticos e
nucleotideos oxidados (HENSLEY et al., 1999), mas apenas recentemente, o ECD
foi utilizado na andlise de proteinas e lipidios. A principal diferenca entre o ECD e
outras formas de deteccdo por HPLC é que o analito a ser analisado experimenta
uma transformacao quimica, oxidacdo ou reducdo ao atingir o detector. A corrente
gerada por essa reacao redox depende da estrutura do analito, sendo proporcional a
sua concentracdo. Compostos fendlicos sdo bastante adequados para fins de
deteccado por ECD, pois eles normalmente se oxidam em potenciais baixos (200—-800
mV) e sdo bem retidos na fase reversa das colunas de HPLC (HENSLEY,
WILLIAMSON, FLOYD, 2000).

Métodos baseados em ELISA oferecem um meio alternativo para detec¢ao da
3-NO,-Tyr. Tais métodos sdo de alto rendimento, relativamente baratos e néo
envolvem preparacdo extensiva de amostras, contudo, apresentam baixa
sensibilidade e sao frequentemente semi-quantitativos (KHAN et al., 1998; FRANZE
et al., 2004). Ensaios ELISA sdo muitas vezes incapazes de detectar a 3-NO,-Tyr
em uma alta proporcao de amostras de soro humano.

Um ensaio ELISA de alto rendimento, baseado em uma plataforma
eletroquimioluminescente (ECL), foi desenvolvido para medi¢cdo da 3-NO,-Tyr. O
método ECL usa uma corrente elétrica para produzir luminescéncia. A corrente
elétrica € transmitida ao complexo anticorpo/antigeno através de eletrodos de
carbono contidos na base da placa de ELISA (KNIGHTA et al., 2018).
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4.1.3.2 Orto-tirosina

Desde os anos 1990, a orto-tirosina tem sido caracterizada como um
indicador de radicais hidroxila e estresse oxidativo, 0 que desencadeou o
desenvolvimento de varios métodos para sua deteccdo, como cromatografia liquida
de alta eficiéncia, cromatografia gasosa e espectroscopia de massa (HALLIWELL,
KAUR, 1997; HEINECKE et al., 1999; KAUR et al., 1988; KAUR, HALLIWELL, 1994;
Ll et al., 2003; REDDY et al., 1999).

A deteccdo da o-Tyr em proteinas foi realizada com precisdo e em niveis
baixos utilizando cromatografia gasosa e espectrometria de massas (GC/MS). Este
ensaio seria eficiente no processo de deteccao por eliminar a interferéncia de fatores
nao proteicos (BLOUNT, 1997). Métodos analiticos baseados em ELISA se
apresentam como alternativas que minimizam algumas possiveis interferéncias
(BUSS et al., 1997; CAO, CUTLER, 1995).

PAL et al. (1988) propuseram um método de deteccdo e estimativa de o-Tyr
em alimentos utilizando a fluorimetria, onde analisaram a absorc¢éo e a fluorescéncia
da o-Tyr e verificaram bandas méaximas de absor¢éo e fluorescéncia em 270 nm e

305 nm, respectivamente, em meio acido e neutro.

4.1.3.3 Para-tirosina

Diferentes métodos tém sido apresentados na literatura para deteccédo de p-
Tyr, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Zhu et al., 2010; YOU et
al, 2003; ZHEN et al, 2011), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) (ISHII et al., 2006), cromatografia de troca ibnica (RAVINDRAN,
BRYDEN, 2005), eletroforese capilar (SIMIONATO et al., 2008; UNDERBERG,
WATERVAL, 2002), fluorimetria (SIKORSKA et al., 2008) e quimioluminescéncia
(LIANG, SONG, 2005; COSTIN, FRANCIS, LEWISM, 2003; HANAOKA, LIN,
YAMADA, 2000). Entretanto, a maioria desses métodos consome muito tempo, tanto
no preparo da amostra quanto na andlise, além de exigir equipamentos altamente
sofisticados e de custo elevado, tornando-os inviaveis para analise de rotina. Em
contrapartida, a deteccdo de p-Tyr por via eletroquimica tem sido considerada como
uma abordagem analitica viavel, por ser simples, de baixo custo e permitir analises

rapidas.
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4.1.4 Técnicas voltamétricas

A voltametria baseia-se na medida da corrente (sinal de resposta) em uma
célula eletroquimica, que flui através do eletrodo de trabalho em funcéo do potencial
aplicado (sinal de excitacdo). A aplicacdo de um potencial ao eletrodo da origem a
uma corrente faradaica, ls, que esta relacionada a transferéncia de carga, e uma
corrente capacitiva, I, que é necessaria para organizar as moléculas e ions
presentes na dupla camada, regido interfacial onde ocorrem as reacodes
eletroquimicas. Ambas as correntes sdo proporcionais a velocidade de varredura
utilizada (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993). Assim, a corrente total, I, registrada é:

le=1lc + It

A curva de corrente (I), em amperes (A), em funcdo do potencial alicado (E), em
volts (V), registrada durante o ensaio voltamétrico € designada voltamograma ou
onda voltamétrica. Atualmente, as técnicas voltamétricas mais utilizadas em
eletroandlise sédo a voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso diferencial (DPV) e
de voltametria de onda quadrada (SWV) (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT,
OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006), sendo aplicadas na area médica, no
desenvolvimento de mecanismos de reacbes redox e de novas metodologias
analiticas para farmacos e compostos biolégicos, tendo em vista que possuem
elevadas sensibilidade, seletividade e adaptabilidade. Diante disso, tém sido
propostos na literatura inUmeros mecanismos de reacdo redox a partir de estudos
voltamétricos (OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT, 2013;
OLIVEIRA et al., 2013; PONTINHA et al., 2012).

4.1.4.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV — “Cyclic Voltammetry”) é uma técnica eletroanalitica
amplamente empregada na obtencdo de informacdes qualitativas sobre as reacbes
eletroquimicas. Além disso, é bastante utilizada no estudo de reagdes redox, tendo
em vista que possibilita a deteccdo de intermediarios de reagdo, bem como a
observacdo e o acompanhamento de reagbes que envolvem produtos formados na
superficie dos eletrodos (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993; SKOOG et al., 2008).

Na CV, a aplicacdo de um potencial ao eletrodo de trabalho, varia de forma

linear a uma velocidade de varredura constante, v = dE / dt, entre um potencial inicial
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(Ei), e um potencial final (Ef), previamente escolhidos, oscilando ciclicamente entre
um valor de potencial maximo (Emax) € um valor de potencial minimo (Emin), onde o
sentido da varredura de potencial pode ser positivo ou negativo (BRETT, OLIVEIRA-
BRETT, 1993, SKOOG et al., 2008).

A variacdo da corrente em funcdo do potencial aplicado é representada
graficamente, ao qual se denomina de voltamograma ciclico. Este apresenta 0s
picos de corrente que correspondem as semi-reacdes de oxidacao e/ou reducéo que
ocorrem no eletrodo. Na Figura 11A, esta representado um voltamograma ciclico
tipico para um processo de transferéncia de carga reversivel, referente ao
comportamento do par redox [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]*, em GCE, onde verifica-se a
existéncia de dois processos redox, um pico catdédico na varredura em sentido
direto, que corresponde & reducéo de Fe*" a Fe** e um pico anddico na varredura
em sentido reverso, associado a oxidacdo do Fe*" a Fe®*. Além disso, foi possivel
observar que a corrente do pico anddico aumenta linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura (r = 0,999), indicando que o transporte de massa do ion
[Fe(CN)e]* & superficie do eletrodo é controlado predominantemente por difuséo,
Figura 11B (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Figura 11. Voltametria ciclica: (A) CVs do [Fe(CN)g]> 1 mmol L™, em KCI 0,1 mol L, para diferentes
velocidades de varredura (5-500 mV s™), em GCE (¢ = 1,6 mm).

B r=0,99961

02 00 02 04 08 00 01 02 03 04 05 06 07 08
ENV (vs. Ag/AgCl) Vi vs'

112

As correntes de pico possuem uma relacdo de proporcionalidade com a velocidade
da reacado de transferéncia de carga, e com a concentragcdo em solucdo da espécie
que sofre essa reacao (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993).
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4.1.4.2 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (DPV — “Differential Pulse Voltammetry”)
baseia-se na diferente velocidade de decaimento das correntes capacitiva e
faradaica depois da aplicacdo de um pulso de potencial. Apds a aplicacao do pulso,
a corrente capacitiva decai exponencialmente com o tempo, e a corrente faradaica,
proveniente da reacgdo eletroquimica, decai a uma velocidade menor, proporcional a
1/tY?, sendo a corrente total medida no final do pulso. Essa propriedade confere uma
maior sensibilidade a técnica de pulso diferencial.

Na voltametria de DP, pulsos de potencial sucessivos com uma amplitude de
pulso AE, séo aplicados ao eletrodo de trabalho, em intervalos periddicos de tempo
Tsobre uma escada de potencial com degraus AEs. A corrente € medida
imediatamente antes da aplicacdo do pulso e no fim deste, e entdo se registra a
diferenca entre as duas correntes, Is= I, — i1, obtendo-se o valor final da corrente, Ix.
Nesta subtracdo os residuos da corrente capacitiva sdo eliminados (BARD;
FAULKNER, 2001; BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993; SOUZA et al., 2003; WANG,
2006). A partir disso, obtém-se uma curva diferencial, Figura 12, onde a altura
dessa curva € diretamente proporcional a concentragdo da espécie quimica

investigada.

Figura 12: DPV do [Fe(CN)e]* 0,0625 mol L™, em tampéo fosfato, pH = 7,0, em GCE (¢ = 2,0 mm),
v=5mV s

Al = |t2 - Itl

02 00 02 04 0§ 08
E/V (vs. Ag/AgCl)
O tempo t, em que o pulso de potencial € aplicado define a largura do pulso.
Em contrapartida, o tempo t multiplicado ao AEs determina a velocidade de

varredura (v), que, em DPV, varia entre 1 e 10 mV s*. Durante a escolha da
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amplitude para o pulso de potencial AE,, deve-se considerar a reagdo em estudo e a
sensibilidade exigida, tendo em vista que grandes amplitudes geram correntes
capacitivas residuais que podem diminuir a deteccdo da corrente faradaica. Para
pequenas amplitudes de pulso, a largura a meia altura, Wy, € inversamente
proporcional ao numero de elétrons transferidos (Wy, = 90/n), 0 que permite
caracterizar o mecanismo da reacao de transferéncia de carga. A intensidade do
pico de corrente, l,, € proporcional a concentracdo do analito e depende da

velocidade da reacao eletroquimica.

4.1.4.3 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV — “Square Wave Voltammetry”) é
resultado da combinacéo de uma onda quadrada de amplitude de pulso AE, de larga
amplitude e uma escala de potencial com degraus de amplitude AEs, com periodo r.
Como consequéncia da construgcdo da onda, um pulso de potencial positivo (direto),
ls - forward current, é aplicado ao eletrodo durante a metade do ciclo que se segue, e
um pulso de potencial negativo (reverso), I, - backward current, é aplicado na
metade restante, durante cada ciclo de frequéncia f = r*. A medicéo da corrente é
realizada antes do fim de ambos os pulsos, o que diminui o efeito da corrente
capacitiva sobre a corrente total medida. A diferenca entre as correntes direta e
reversa dao origem a corrente total registrada, Al ou |.. Dessa forma, Iy = li— I. O
sinal resposta das correntes total, direta e reversa é apresentado na Figura 13
(BARD; FAULKNER, 2001; BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993; WANG, 2006).

Figura 13. SWV do [Fe(CN)g]* 0,0625 mol L™, em tampao fosfato, pH = 7,0, em GCE (¢ = 2,0 mm), | -

corrente total, I - forward (corrente direta) e |, - backward (corrente reversa).

0,2 00 02 04 08 0,8
E/V (vs.Ag/AgCl)
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O método de medicdo e o tratamento da corrente sdo responsaveis por uma
maior sensibilidade desta técnica para reagfes reversiveis. Além disso, a SWV
apresenta como vantagem, em relacdo a DPV, a possibilidade de serem realizadas
analises a velocidades elevadas, o que diminui o consumo de espécies eletroativas
durante a analise, reduzindo também os problemas de bloqueio da superficie do
eletrodo. A voltametria de SW tem grande importancia para o0 estudo da
reversibilidade de uma reacao, tendo em vista que completa a informacéo obtida
através da voltametria ciclica (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993).

4.1.5 Estudo voltamétrico das proteinas

Um estudo eletroquimico dos aminoacidos utilizando voltametria foi
demonstrado pela primeira vez em 1960 a partir de estudos do processo de
oxidacao eletroquimica da cisteina (Cys) em cistina (CySS) utilizando eletrodos de
ouro e platina (PRADAC; KORYTA, 1968). Entretanto, a atividade eletroquimica das
proteinas que ndo continham Cys e CySS ou um grupo prostético
eletroquimicamente ativo, como grupamentos heme ou centros redox de ferro-
enxofre ou cobre, ndo foi relatada até o inicio dos anos 80. Em 1980, foi
demonstrada pela primeira vez a oxidacdo direta de proteinas, gerada pelos
residuos de aminoacidos, em eletrodos sélidos (REYNAUD et al, 1980; BRABEC et
al, 1980; BRABEC et al, 1981).

A eletroquimica das proteinas baseada em residuos de aminoé&cidos é
fortemente dependente do pH, como também depende da interacdo da proteina com
a superficie do eletrodo, levando a adsor¢cdo (BRABEC, MORNSTEIN, 1980;
REYNAUD, MALFOY, CANESSON, 1980). Este processo de adsorcdo dificulta o
estudo eletroquimico das proteinas e das enzimas devido ao bloqgueamento da
superficie do eletrodo e a ocorréncia de modificacdes estruturais nas proteinas, ou
até mesmo a sua degradacao. Além disso, a orientacdo desfavoravel da proteina na
superficie do eletrodo reduz a acessibilidade dos seus centros eletroativos
protegidos no interior das cadeias polipeptidicas, o que dificulta a oxidacéo
eletroquimica da proteina (SHEN, HUANG, HU, 2002; ZHANG et al.,, 2007).
Considerando essas dificuldades, foi recentemente sugerida uma nova metodologia
analitica em que a proteina € previamente desnaturada, utlizando agentes
desnaturantes como ditiotreitol e dodecil sulfato de sodio, facilitando assim o contato

dos residuos dos aminoacidos eletroativos com a superficie do substrato
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eletroquimico utilizado (OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT, 2013;
SANTARINO, OLIVEIRA, OLIVEIRA-BRETT, 2014).

Dos 20 aminoacidos principais constituintes das proteinas, a tirosina
(OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT, 2013; REYNAUD, MALFOY,
CANESSON, 1980; SANTARINO, OLIVEIRA, OLIVEIRA-BRETT, 2014), o triptofano
(ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2013; OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT,
2013), a histidina (ZHOU et al., 2017), a cisteina (CAO et al., 2018) e a metionina
(HOOSHMAND, ES’HAGHI, 2017), sao eletroativos em eletrodos de carbono,
Quadro 02.

Quadro 02. Potenciais de oxida¢do dos aminoacidos eletroativos em GCE, pH = 7,0.
Fonte: (OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT, 2013; ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2013).

Aminoacido Potencial / V (vs. Ag/AgCl)
pH=7,0
Tirosina (Tyr) +0,65V
Triptofano (Trp) +0,65Ve+105V
Histidina (His) +1,25V
Cisteina (Cys) +0,69V,+092Ve+133V
Metionina (Met) +135Ve+1,05V

As moléculas tirosina e triptofano apresentam em suas estruturas 0s grupos
fenol e indol que podem ser oxidados eletroquimicamente. A oxidagéo da Tyr ocorre
em um unico processo anddico, e envolve a transferéncia de dois elétrons e dois
prétons, ocorrendo a conversao do grupo fenol da Tyr em um produto quindnico
(OLIVEIRA, SANTARINO, OLIVEIRA-BRETT, 2013; REYNAUD, MALFOY,
CANESSON, 1980; SANTARINO, OLIVEIRA, OLIVEIRA-BRETT, 2014). No caso do
triptofano sua oxidacdo ocorre em dois processos anodicos e envolve a
transferéncia de dois elétrons e dois protons, levando a formacdo de 2-
oxindolalanine (ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2013; OLIVEIRA, SANTARINO,
OLIVEIRA-BRETT, 2013; REYNAUD, MALFOY, CANESSON, 1980).

Histidina, cisteina e metionina podem ser oxidadas eletroquimicamente devido
suas cadeias laterais (ARDAKANI et al., 2007; REYNAUD, MALFOY,
CANESSON, 1980; ZHOU et al.,, 2007). Os centros eletroativos sao o0 grupo
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imidazol, no caso da histidina, o grupo tiol, na cisteina e a metionina apresenta um
atomo de enxofre que pode ser oxidado (REYNAUD, MALFOY, CANESSON, 1980).
Todos os produtos formados a partir das reacdes de oxidacdo dos aminoacidos

tirosina, triptofano, histidina, cisteina e metionina encontram-se no Esquema 01.

Esquema 01. Reac¢Bes de oxidacdo da Tyr, Trp, His, Cys e Met.
Fonte: (SUPRUN et al., 2014)
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4.2 Resultados experimentais
4.2.1. Oxidacdo da 3-nitro-tirosina em eletrodo de carbono vitreo
4.2.1.1 Voltametria ciclica
A eletro-oxidacdo do biomarcador de estresse oxidativo 3-NO»-Tyr foi
investigada sobre o GCE utilizando CV em solucdes de 3-NO,-Tyr de diferentes

concentracdes (100 pmol L* e 500 pmol L) em tampdo fosfato, pH = 7,0.
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Voltamogramas sucessivos de 3-NO,-Tyr 100 umol L™, Figura 14A, revelaram na
primeira varredura de potencial numa janela de 0,2 V a 1,3 V, a presenca de trés
picos anodicos (pico 1a, Epia = + 0,83V, 28, Epoa =+ 0,96 V e 3a, Epza = + 1,21 V)
associados a processos de oxidacdo na molécula. Além disso, na varredura reversa
de potencial nenhum pico catédico foi detectado demonstrando que o0s trés
processos de oxidacdo sao irreversiveis. Entretanto, a partir da segunda varredura
apenas 0 pico 2a foi detectado demonstrando claramente um bloqueio de sitios
eletroativos da superficie do GCE, devido, provavelmente, a adsor¢cao dos produtos
de oxidagao da 3-NO,-Tyr.

Estudo semelhante foi realizado para uma solucéo de 3-NO,-Tyr 500 pmol L™.
CVs foram registrados em pH = 7,0, Figura 14B, onde foram identificados trés picos
anodicos bem resolvidos e irreversiveis, tal como no resultado anterior, porém mais
definidos (pico l1a, Ep1a =+ 0,82V, 2a, Epa =+ 0,96 V e 3a, Epza = + 1,22 V). A partir
da segunda varredura, foi observado uma diminuicéo na intensidade de corrente do
processo anodico 2a e o0 desaparecimento dos processos la e 3a. Este
comportamento pode ser justificado por uma provavel rota de oxidacao da 3-NO,-Tyr

com producao de um polimero, o qual adsorve e modifica a superficie do GCE.

Figura 14. CVs sucessivos da 3-NO,-Tyr obtidos em tampao fosfato pH = 7,0: (A) 100 pumol L' e (B)

500 umol L™, v = 100 mV s™, (—) primeira varredura de potencial.
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04 0.6 0.8 1.0 1.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V (vs. Ag/AgCl) EN (vs. Ag/AgCl)

4.2.1.2 Voltametria de pulso diferencial

A oxidacéo da 3-NO,-Tyr foi avaliada sobre GCE utilizando DPV em tampéo
fosfato, pH = 7,0, a partir de soluces de 3-NO,-Tyr 50 pmol L™, 100 pmol L™ e 500
pmol L, Figura 15. Voltamogramas de DP de uma solucdo de 3-NO,-Tyr 50 pmol L’
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! revelaram, na primeira varredura de potencial, o aparecimento de trés picos

anodicos (pico 1a, Epia =+ 0,79V, 2a, Epoa =+ 0,88 V e 3a, Epza = + 1,13 V). A partir
da segunda varredura foi observado um novo pico anodico, pico 4a, Epsa = + 0,51V,
que, possivelmente, corresponde a um produto de oxidacédo eletroativo da 3-NO,-
Tyr, Figura 15A. Os DPVs obtidos a partir de uma solucao de 3-NO,-Tyr 100 pumol L
! também demonstraram a presenca de trés picos anédicos na primeira varredura
de potencial (pico 1la, Epia =+ 0,79V, 2a, Eppa =+ 0,89 V e 3a, Egza =+ 1,14 V). A
partir da segunda varredura de potencial foi verificada a existéncia do pico anddico
4a, Epsa = + 0,52 V, Figura 15B. Assim como nos resultados anteriores, 0s
voltamogramas obtidos em solucées de 3-NO,-Tyr 500 pmol L™, apresentaram trés
picos anddicos (pico la, Epia = + 0,77 V, 2a, Eppa =+ 0,89 Ve 33, Epza = + 1,16 V) €,
a partir da segunda varredura de potencial, foi observado a presenca do pico
anodico 4a, Epsa =+ 0,52 V, Figura 15C.

Figura 15. DPVs (com correcao de linha de base) sucessivos da 3-NO,-Tyr obtidos em tampao
fosfato pH = 7,0: (A) 50 pmol L™, (B) 100 umol L™ e (C) 500 pmol L™, (—) primeira varredura.
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A influéncia do pH foi investigada por DPV numa ampla faixa de pH, entre 4,5
e 7,81, Figura 16. Verificou-se que uma inclinacdo de ~59 mV por unidade de pH
para o segundo processo de oxidacdo, pico 2a, demonstrando a participacdo de
igual numero de prétons e elétrons no processo (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993).
Considerando os valores da largura de pico a meia-altura (W, = 117 mV), para este
processo de oxidacdo, concluiu-se que o0 processo anodico 2a ocorre com a
transferéncia de apenas um elétron (BRETT, OLIVEIRA-BRETT, 1993) e,

consequentemente, um proton, em funcédo do coeficiente Nernstiniano de ~59mV
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verificado para o processo. Em relagdo ao processo anddico 3a, considerando os
valores da largura a meia-altura (W1,), ~ 100 mV, verificou-se que este processo de
oxidacdo ocorre com a transferéncia apenas de um anico elétron, ndo envolvendo
prétons.

Os resultados por DPV em diferentes meios também demonstraram
claramente uma melhor resposta eletroquimica em termos de corrente para a eletro-
oxidacdo da 3-NO,-Tyr em meio acido, pH = 5,0, e para o processo anddico 2a,

Figura 16.

Figura 16. Voltamogramas de DP (com correcéo de linha de base) obtidos em solugéo 100 pmol L™

de 3-NO,-Tyr, em funcéo do pH.

4.2.1.3 Voltametria de onda quadrada

O comportamento de oxidacdo da 3-NO,-Tyr foi investigado por SWV, numa
solucdo de 3-NO,-Tyr 500 pmol L™, preparada em tampao fosfato, pH = 7,0, Figura
17. Os SWVs registrados demonstraram a presenca de trés picos anodicos, pico 1a,
Epia =+ 0,78 V, 2a, Eppa = + 0,89 V e 3a, Epza = + 1,18 V, assim como foi observado
nos resultados obtidos por CV e DPV.

A irreversibilidade das etapas de oxidacdo da 3-NO,-Tyr, picos 1a, 2a e 3a, foi
confirmada através do exame das componentes direta (If) e reversa (lp) obtidas a
partir da corrente total (I;), Figura 17A, cujo grafico mostra claramente a completa

inexisténcia de corrente reversa. Esses resultados estdo em concordancia com o0s
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resultados obtidos por CV, Figura 17B, atestando a conclusdo quanto a
irreversibilidade dos trés processos de oxidacéo.

Figura 17. SWVs da 3-NO,-Tyr 500 umol L'* em pH = 7,0: (A) (—) primeira varredura e (B) (—) I, -

corrente total, (==) I; - corrente direta e (==) I, - corrente reversa, ve = 100 mV st
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4.2.2 Mecanismo de oxidagdo da 3-nitro-tirosina

A molécula de 3-NO,-Tyr contém um grupo fendlico em sua estrutura. Com
base nos resultados voltamétricos acima, juntamente com outros dados da literatura
(ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2011; FERNANDES et al, 2012; OLIVEIRA,
NASCIMENTO, 2013), foi proposto um mecanismo de oxidagao para a 3-NO,-Tyr,
em relacdo ao processo anddico 2a, Esquema 02. Concluiu-se que esse processo
de oxidacdo consiste na retirada de um elétron e um préton do grupo fenol. O
primeiro passo da oxidacdo eletroquimica do fenol envolve a formagéo do radical
fendxido. Em seguida, este radical pode reagir de duas maneiras distintas: por um
lado o radical pode reagir entre si, iniciando a polimerizagao, e, se for este o caso, o
produto polimérico formado pode adsorver fortemente na superficie do GCE. Noutra
possivel rota, o radical &€ oxidado e da origem a um produto com grupos quinona em

sua estrutura.
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Esquema 02. Mecanismo de oxidac&o proposto para a 3-NO,-Tyr.

o
O,N
OH
o NH, Polimerizacdo
O,N Pico 2a ‘O
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—_— O
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HO 2 0 O,N
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2
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4.2.3 Determinacdao eletroanalitica da 3-nitro-tirosina

A voltametria de DP foi utilizada para investigar a possibilidade de
quantificacdo eletroanalitica da 3-NO,-Tyr. Os resultados foram obtidos em tampéo
fosfato, pH= 7,0, em concentracdes de 50, 100 e 500 umol L?, Figura 18A.
Verificou-se um aumento linear da intensidade de corrente do pico 2a com a
concentracdo de 3-NO,-Tyr, sobre a superficie do GCE. Dessa forma, foi possivel
construir uma curva analitica relacionando a concentracdo a corrente, Figura 18B. O
grafico mostra uma excelente linearidade de resposta entre a concentragdo e a
corrente do pico anddico 2a, com um coeficiente de correlacdo, r = 1. Esses
resultados exploratérios demonstraram claramente a possibilidade da utilizacdo do
sinal eletroquimico da 3-NO,-Tyr para sua quantificacdo nas condicdes

experimentais investigadas.

Figura 18. (A) DPV (com correcéo de linha de base) de uma solucéo de 3-NO,-Tyr em diferentes
concentracdes, em pH= 7,0 e (B) Curva analitica (I,4/[3-NO2-Tyr]); (a) 50 umol L™ (b) 100 pmol L' e
(c) 500 pmol L™,
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4.2.4 Reducédo da 3-nitro-tirosina em eletrodo de carbono vitreo
4.2.4.1 Voltametria ciclica

O comportamento de reducdo da 3-NO,-Tyr 100 pmol L™ foi investigado sobre
o GCE utilizando CV, em tampao acetato, pH = 4,5. Os voltamogramas foram
registrados em diferentes sentidos de varredura de potencial, tanto no sentido
anaodico, Figura 19A, quanto no sentido catodico, Figura 19B. Nos voltamogramas
ciclicos sucessivos no sentido anodico, Figura 19A, verificou-se na primeira
varredura, a presenga de um unico pico catodico, pico 1c, Epic = - 0,45 V, associado
a reducao do grupo nitro presente na estrutura da 3-NO,-Tyr. A partir da segunda
varredura de potencial, foi detectada a presenca de um produto eletroativo que sofre
oxidagdo reversivel, pico 2a, Epa = + 0,38 V e pico 2c, Epe = + 0,34V,
correspondente a formacdo da hidroxilamina proveniente da oxidacdo do grupo
amino (PAIXAO, SILVA, SALLES, 2015). Diferentemente, no sentido catddico de
varredura, Figura 19 B, foi possivel verificar a presenca do produto reversivel de
oxidacdo, descrito anteriormente, porém ja na primeira varredura de potencial, como
também a presenca de um pico catodico, correspondente a redugado do grupo nitro,
demonstrando que o produto eletroativo identificado é dependente do processo de
reducao 2c.

Figura 19. CVs sucessivos da 3-NO,-Tyr 100 umol L™ obtidos em tampao acetato pH = 4,5: (A)
sentido anédico de varredura e (B) sentido catédico de varredura, v = 100 mV s™, (—) primeira

varredura de potencial, (==) linha de base.
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4.2.5 Oxidacéao da para-tirosina em eletrodo de carbono vitreo
4.2.5.1 Voltametria ciclica

O comportamento de oxidagdo da p-Tyr foi investigado sobre o GCE
utilizando CV, a uma velocidade de 100 mV s, numa solucdo de p-Tyr 100 umol L™
preparada em diferentes meios em diferentes valores de pH, em tampé&o acetato (pH
= 4,5), Figura 20A e tampao fosfato (pH = 7,0), Figura 20B. Nos voltamogramas
ciclicos sucessivos, numa solucdo de p-Tyr em meio acido, Figura 20A, verificou-se
na primeira varredura o pico anodico la, em E,1, = + 0,89 V, associado a oxidacéo
da p-Tyr. Nota-se que este pico é irreversivel, uma vez que ndo foi detectado
nenhum pico catoédico durante a varredura reversa de potencial. Os voltamogramas
ciclicos registrados numa solucéo de 100 umol L™ de p-Tyr, em meio neutro, pH =
7,0, Figura 20B, apresentaram um Unico pico anodico irreversivel 1a, em Epia = +
0,69 V.

Ocorre um deslocamento do pico 1la com a variacdo do pH. Em meio &cido,
os potenciais foram detectados em valores mais positivos, jA e em meio neutro os
em valores mais negativos, demonstrando que ha um equilibrio acido-base de

Bronsted associado a esse processo.

Figura 20. CVs sucessivos obtidos em solu¢do 100 pmol L™ de p-Tyr: (A) tampéo acetato, pH =4,5¢

(B) tampao fosfato, pH = 7,0, v = 100 mV s, (—) primeira varredura.
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4.2.5.2 Voltametria de pulso diferencial

A oxidagédo da p-Tyr foi investigada por DPV, numa solucdo de p-Tyr 100
umol L™ preparada em tampdes acetato, pH = 4,5, e fosfato pH = 7,0.

Nos voltamogramas sucessivos de DP, numa solucdo de p-Tyr em meio

acido, Figura 21A, observou-se na primeira varredura um pico anddico, pico 1a, Epia



48

=+ 0,81 V. A partir da segunda varredura, verificou-se uma diminui¢ao significativa
da corrente do pico 1la, como também foi detectado o aparecimento de um novo
pico, pico 2a, Eppa =+ 0,25V, que corresponde ao produto de oxidagéo da p-Tyr.

Em meio neutro, pH = 7,0, verificou-se na primeira varredura de potencial a
presenca de um unico pico anodico, 1a, Ey1a =+ 0,68 V, Figura 21B. Assim como no
resultado anterior, a partir da segunda varredura de potencial, observou-se uma
diminuicdo significativa da corrente do pico la, e, além disso, detectou-se a
presencga de um novo pico, pico 2a, Eyxa = + 0,11 V. Os resultados obtidos estéo em
concordancia com os resultados descritos na literatura (ENACHE, OLIVEIRA-
BRETT, 2011).

A partir dos resultados, observou-se que ha um deslocamento do pico 1a com
a variacdo do pH, assim como foi verificado em CV, sec¢éo 4.2.5.1, como também, ha

um deslocamento do pico 2a, em meio &cido, para potenciais positivos.

Figura 21. DPVs sucessivos obtidos em solugéo 100 pmol L™ de p-Tyr: (A) tampé&o acetato, pH = 4,5

e (B) tampéo fosfato, pH = 7,0, v = 100 mV s™, (—) primeira varredura.
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4.2.6 Mecanismo de oxidagcdo da para-tirosina

Com base nos resultados voltamétricos acima, juntamente com outros
dados da literatura (ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2011), verifica-se que a oxidacao
da p-Tyr ocorre com a remoc¢ao de um elétron e um proton do grupo fenol, formando
o radical fenoxido. Em seguida, ocorre a hidrélise, dando origem a um produto com
grupos quinonas em sua estrutura, que pode ser convertido em catecol a partir do
ganho de dois elétrons e dois prétons. Como se trata de um processo reversivel, o

catecol formado pode ser re-oxidado a para-quinona, Esquema 03.
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Esquema 03. Mecanismo de oxidacdo proposto para a p-Tyr.
Fonte: (Adaptado de ENACHE, OLIVEIRA-BRETT, 2011).
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-1e” -1H*
OH —  » OH
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Comparando os resultados eletroquimicos da p-Tyr com 0s obtidos para a 3-
NO,-Tyr, secao 4.2.1, verifica se claramente uma forte influéncia do grupo nitro nas
propriedades redox da tirosina, uma vez que, quando presente na estrutura da
tirosina, o mesmo pode sofrer eletro-reducdo, além de alterar os processos de
oxidacgdo da tirosina, desestabilizando a molécula e facilitando a retirada de elétrons
(CAREY, 2003).

4.2.7 Reducédo da para-tirosina em eletrodo de carbono vitreo

O comportamento de reducdo da p-Tyr foi avaliado utilizando CV, DPV e
SWV, a partir da solugéo de p-Tyr 100 umol L™ preparada em tamp&o acetato, pH =
4,5, e tampdao fosfato, pH = 7,0. Os resultados foram semelhantes para as trés
técnicas utilizadas, onde verificou-se a presenca de um Unico pico anddico
irreversivel para ambos os meios analisados. Nenhum pico catddico foi verificado,
como ja era esperado, considerando a estrutura da molécula. Diferentemente, do
que foi observado na molécula de 3-NO,-Tyr, que sofre reducéo, se¢éo 4.2.4, devido

a presenca do grupo nitro em sua estrutura.

4.2.8 Oxidacdo da orto-tirosina em eletrodo de carbono vitreo
4.2.8.1 Voltametria ciclica

O comportamento eletroquimico da o-Tyr 100 umol L™ em tampé&o fosfato, pH
= 7,0, foi investigado sobre o GCE utilizando CV, Figura 22. Nos voltamogramas
ciclicos sucessivos, verificou-se na primeira varredura de potencial o pico anddico

la, em Epa = + 0,75 V, associado a oxidacdo da o-Tyr. O pico la pelo perfil
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voltamétrico € irreversivel, Figura 22. Além disso, a partir do segundo voltamograma

foi identificado a presenca de um novo pico anodico reversivel, 2a, em Epz, = + 0,35

V, que, possivelmente, corresponde a um produto de oxidagao eletroativo da o-Tyr.
Nota-se que ha um deslocamento do pico 1la com a variacdo do pH. Em meio

acido, os potenciais estdo mais deslocados para valores positivos.

Figura 22. CVs sucessivos obtidos em solugdo 100 pumol L de o-Tyr em tampéo fosfato, pH = 7,0, v

=100 mV s™, (=) primeira varredura.
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4.2.8.2 Voltametria de onda quadrada
O comportamento de oxidagdo da o-Tyr foi investigado por SWV, numa
solucdo de o-Tyr 100 umol L™, preparada em meio neutro, tampéo fosfato, pH = 7,0.
Nos voltamogramas sucessivos de SW, Figura 23A, observou-se na primeira
varredura a presenga de um unico pico anédico, 1a, em Ep1a = + 0,70 V. A partir da
segunda varredura de potencial, verificou-se a existéncia de um novo pico, 2a, em
Ep2a = + 0,35 V, Figura 23B. A irreversibilidade dos processos de oxidacdo la e a
reversibilidade do produto de oxidagédo 2a da o-Tyr, foram confirmadas através da
representacdo grafica das componentes direta (If) e reversa (lp) obtidas a partir da
corrente total (l;), Figuras 23B e C. Todos os resultados obtidos por voltametria de
SW estéo em concordéncia com os resultados obtidos por CV, sec¢éo 4.2.8.1.
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Figura 23. SWVs obtidos em solu¢do 100 umol L™ de o-Tyr em pH =7,0: (A) SWVs sucessivos, (—)
primeira varredura, (B) primeira varredura e (C) segunda varredura, |, - corrente total, I; - corrente

direta e I, - corrente reversa, v =50 mV s™
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Com base no perfil voltamétrico da o-Tyr e da p-Tyr bem como das suas
semelhancas estruturais foi detectado um mecanismo redox semelhante para
ambas, com a eletro-oxidacdo do grupo fendlico para formacdo de quinonas
eletroativas, Esquema 03, bem como nenhum processo catédico foi detectado,
Quadro 03. Em contrapartida, para a 3-NO,-Tyr novos processos catodicos e
anodicos foram detectados, devido a presenca do grupo nitro em sua estrutura, 0
que influencia significativamente o seu mecanismo de reacdo redox proposto,
Quadro 03.

Quadro 03. Potenciais de oxidacao e redu¢do dos biomarcadores 3-NO,-Tyr, o-Tyr e p-Tyr, em GCE,

em tampao fosfato, pH = 7,0.

Potenciais de oxidacéao e reducéo
pH=7,0

Epta=+0,77 V

3-nitro-tirosina (3-NO,-Tyr) Sp2a =+ 089V
Epsa=+1,16 V

Epic =-0,45V

Epia=+0,70V

Orto-tirosina (0-Tyr) Eyza = + 0,35 V
Epia =+0,68V

Para-tirosina (p-Tyr) Epza=+ 0,11V
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo do comportamento eletroquimico da 3-NO,-Tyr em meio acido,
neutro e alcalino, utilizando as técnicas voltamétricas, CV, DPV e SWV, demonstrou,
qgue a 3-NO.-Tyr sofre eletro-oxidacao irreversivel em varias etapas dependentes do
pH. Em meio acido a 3-NO,-Tyr sofre oxidacdo em duas etapas sucessivas. A
primeira ocorre com a transferéncia de um elétron e um préton e a segunda com a
transferéncia de um anico elétron. Além disso, um produto de oxidacao eletroativo
também foi detectado. Em meio neutro foram detectadas trés etapas de oxidacéo
sucessivas.

Um mecanismo para a eletro-oxidacao da 3-NO,-Tyr foi postulado e proposto.
A eletro-oxidacao ocorre no grupo fenol envolvendo a transferéncia de um elétron e
um préton.

Uma curva analitica foi realizada para quantificacao eletroanalitica da 3-NO,-
Tyr, numa faixa de 50-500 pmol L™, onde foi obtido um coeficiente de correlacéo de r
=1.

Um estudo do comportamento catédico da 3-NO,-Tyr também foi realizado,
onde foi detectada a presenca de um unico processo de eletro-reducéo na superficie
do GCE, o qual foi associado com a eletro-reducdo do grupo nitro da molécula.

O comportamento redox da p-Tyr e da o-Tyr, em meio acido e neutro, foi
investigado pelas técnicas CV, DPV e SWV, em GCE. Os resultados demonstraram
gue ambas as moléculas sofrem eletro-oxidacdo em uma Unica etapa irreversivel
dependente do pH, com a transferéncia de um elétron e um préton para formacéo de
quinonas.

Os resultados eletroquimicos demonstraram a possibilidade de eletro-
oxidacdo e eletro-reducdo desses biomarcadores bem como elucidaram seus
respectivos mecanismos redox, fornecendo importantes subsidios para o
entendimento de processos bioldgicos in-vivo associados a essas espécies, bem
como para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos altamente seletivos e

sensiveis para deteccdo e quantificacdo dessas espécies.
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