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RESUMO

“Estudo Eletroquimico e Eletroanalitico da Microcistina-LR e

Avaliacao in situ da sua Interacao com DNA”

Ilanna C. Lopes; Mario C. U. de Aradjo; Auro A. Tanaka

A Microcistina-LR (MC-LR) é a hepatotoxina heptapeptidica ciclica mais
toxica a saude dos humanos e animais e a mais comumente encontrada
em floracdes de cianobactérias. Além disso, ela é capaz de induzir danos
oxidativos ao DNA, levando possivelmente a carcinogenicidade em
humanos. Neste trabalho, a MC-LR foi investigada sobre um eletrodo de
carbono vitreo utilizando técnicas voltamétricas. Um processo irreversivel,
controlado por difusao e independente do pH foi observado para a
oxidacdao da MC-LR. Essa toxina sofreu degradacdao quimica em solugao
tampao ao longo do tempo, com a formacdo homogénea de dois produtos
de degradacao eletroativos. Esses produtos de degradagao sofreram
oxidacdo em um processo irreversivel e dependente do pH levando a
formacao de dois produtos de oxidacao, os quais sofreram reacgoes
reversiveis em um processo dependente do pH. Com isso, mecanismos de
reacao de oxidacao da MC-LR e dos seus produtos de degradacao foram
propostos. Um estudo eletroanalitico para a determinagao da MC-LR foi
realizado utilizando DPV. Para isso, foi construida uma curva analitica na
faixa linear de concentracdo de 5 a 25 pmol L!. Com base nessa curva,
limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados em 0,0014 pmol L™
(1,39 pg L'Y) e 0,0046 pmol Lt (4,57 pg L), respectivamente. Além
disso, uma avaliagdao in situ da interacdo da MC-LR com dsDNA foi
investigada e mostrou que essa toxina interage e se liga as cadeias do
dsDNA, induzindo a modificagcdes conformacionais na estrutura da dupla

hélice ao longo do tempo de incubacdo.

Palavras-chave: Microcistina-LR, degradacao, voltametria, DNA.
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ABSTRACT

“Electrochemical and Electroanalytical Study of Microcistin-LR and

in situ Evaluation of its interaction with DNA"”

Ilanna C. Lopes; Mario C. U. de Araajo; Auro A. Tanaka

The Microcystin-LR (MC-LR) is a cyclic heptapeptidic hepatotoxin most
toxic to the human and animal health and is the most commonly found in
cyanobacteria blooms. Moreover, it can induce oxidative damage to DNA,
leading possibly to the carcinogenicity in humans. In this study, MC-LR
was investigated on glassy carbon electrode using voltammetric
techniques. It was observed that the oxidation of MC-LR is an irreversible,
diffusion controlled and pH-independent process. This toxin was
chemically degradated in buffer solution along the time, with
homogeneous formation of two electroactive degradation products. These
degradation products have undergone an irreversible and pH-dependent
oxidation process, leading to the formation of two oxidation products,
which have undergone reversible and pH-dependent reactions. Thus,
oxidation reaction mecanisms of MC-LR and its degradation products were
proposed. An electroanalytical study for the determination of MC-LR was
carried out using DPV. For this, an analytical curve was built in a linear
concentration range from 5 to 25 uymol L. Based on this curve, detection
and quantification limits were estimated at 0.0014 pmol L™ (1.39 pg L)
and 0.0046 pmol L (4.57 pg L), respectively. In addition, an in situ
evaluation of MC-LR-dsDNA interaction was investigated and showed that
this toxin interacts and binds to dsDNA chains, inducing conformational

changes in the double helix structure along the incubation time.

Keywords: Microcistyn-LR, degradation, voltammetry, DNA.
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis, sao
bactérias Gram-negativas procariontes fotossintéticas que sdo
encontradas em uma variedade de habitats, colonizando bidtopos
aquaticos e terrestres (MANKIEWICZ et al., 2003; BRIAND et al., 2003).
Seu dominio sobre as demais espécies do ecossistema é uma indicacdo de
gue elas possuem algumas capacidades fisioldgicas especificas que lhes
permitem competir de forma muito eficiente (JAYARAJ, ANAND e RAO,
2006).

As cianobactérias produtoras de toxinas sdao uma ameaca mundial
para os seres humanos e animais, devido a sua ocorréncia ampla em
aguas potavel e recreacional (HITZFELD, HOGER e DIETRICH, 2000; RAO,
2004). Doengas humanas atribuidas as toxinas de cianobactérias podem
ser categorizadas em gastroenterite e doengas associadas, reacgdes
alérgicas e irritacdo, e doengas hepaticas (HITZFELD, HOGER e DIETRICH,
2000; CHORUS, 2000).

Certas espécies de cianobactérias sao capazes de produzir uma
variedade de toxinas potentes, incluindo um grupo de hepatotoxinas,
especialmente as microcistinas (MCs) (SIVONEN e JONES, 1999). As MCs
sao referidas como hepatotoxinas, uma vez que o figado é o alvo primario
em casos de envenenamento de animais e humanos (CODD, MORRISON e
METCALF, 2005). Elas sdo as mais frequentemente encontradas na agua e
mais comumente responsaveis por envenenamento de seres humanos e
outros animais que entram em contato com floragdes tdxicas e agua
contaminadas (CODD, BELL e BROKS, 1989).

Entre um grupo de cerca de 90 variantes de MCs relatadas até agora
(SIVONEN e JONES, 1999; WELKER e VON DOHREN, 2006), a
microcistina-LR (MC-LR) se destaca como a mais tdéxica e a mais
comumente encontrada em floracdes de cianobactérias (CAMPAS et al.,

2007). Essa toxina é uma potente inibidora de proteinas fosfatase 1 e 2A,
2
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conhecidas como PP1 e PP2A, de células eucariontes, respectivamente.
Também ¢é reconhecida como promotora de tumores hepaticos
(HONKANENER et al., 1990; NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al., 1992).
Hemorragia aguda no figado e morte ocorrem com altas doses de MC-LR
(BISCHOFF, 2001).

A alta toxicidade das cianotoxinas gera impacto sobre os aspectos
ambiental, social e econdmico da sociedade moderna (ANTONIOU et al.,
2008a). Devido ao forte efeito tdéxico e a grande presenca dessas
cianobactérias em aguas naturais, as MCs continuam representando um
risco a salde dos seres humanos através da agua potavel (MERILUOTO,
1997). Porém, essas toxinas peptidicas decompdem-se rapidamente
gquando expostas a pigmentos de cianobactérias e devido a degradacao
bacteriana, dentre outras causas (DAWSON, 1998; HARADA e TSUIJI,
1998; WATANABE et al., 1992). A degradacgao total das MCs é dependente
da sua concentragcao inicial, dos microorganismos presentes, da
temperatura da agua, do pH e das disponibilidades de outras fontes de
carbono organico (ROBERTSON, LAWTON e CORNISH, 1999; PARK et al.,
2001). Diante disso, varios estudos tém sido citados na literatura sobre a
degradacao da MC-LR, como meios de investigacao e inativacao dessa
toxina (ANTONIOU et al., 2008a; ANTONIOU et al., 2008b; DAVID et al.,
1996; MOMANI, SMITH e EL-DIN, 2008).

Muitos métodos analiticos e bioquimicos/biolégicos tém sido
empregados na detecgao, caracterizagao e/ou deteminagao de MCs e seus
produtos de degradacdo em &gua. Dentre os métodos empregados,
constam a cromatografia liquida (CL), cromatografia gasosa (CG),
eletroforese (E), ressonancia magnética nuclear (RMN), microscopia de
forca atbmica (MFA) e imunoensaios (MSAGATI, SIAME e SHUSHU, 2006).

Abordagens eletroquimicas para o estudo dessas toxinas de
cianobactérias em solugbes aquosas tém sido menos frequentemente
relatadas (CAMPAS, OLTEANU e MARTY, 2008; HUMBLE, GADD e CODD,
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1997; YAN, 0ZSOZ e SADIK, 2000; MERILUOTO et al., 1998). Até o
momento, a literatura nada relata sobre um processo redox direto para a
deteccao e determinacao de MC-LR, bem como a caracterizagao de seus
produtos formados.

A MC-LR foi relatada também por induzir danos oxidativos ao DNA
(acido desoxirribonucléico) in vitro e in vivo, e sua genotoxicidade parece
ser mediada por espécies reativas de oxigénio (ERO) (ZEGURA, LAH e
FILIPIC, 2004; GAUDIN et al., 2008; ZEGURA, SEDMAK e FILIPIC, 2003).
Embora a MC-LR cause grave hepatotoxicidade em mamiferos (HOOSER
et al., 1989; RAO et al., 1995; BHATTACHARYA et al., 1996), podendo
atuar como um iniciador de cancer hepatico (ZEGURA, SEDMAK e FILIPIC,
2003), a sua genotoxicidade e carcinogenicidade ainda sao inconclusivas.
Assim, segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Céncer, essa
toxina é classificada como, possivelmente, carcinogénica para humanos
(IARC, 2006). Em decorréncia disso, varios estudos tém sido
desenvolvidos na intencao de investigar a agao danosa dessa toxina ao
DNA (GAUDIN et al., 2008; MAATOUK et al., 2004; ZEGURA, SEDMAK e
FILIPIC, 2003).

Biossensores eletroquimicos de DNA tém sido utilizados com sucesso
na investigacdo da interagcao de varias moléculas com o DNA. Comparando
com outros métodos, eles mostram uma grande sensibilidade para
detectar pequenas perturbacdes na estrutura de dupla hélice (OLIVEIRA,
CORDUNEANU e OLIVEIRA-BRETT, 2008), bem como investigar o
mecanismo de acao dos danos oxidativos causados ao DNA. Entretanto,
nada tem sido descrito na literatura sobre o desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos de DNA para investigacao direta da interacdo
da MC-LR com o acido nucléico.

Este trabalho realizou um estudo sobre o comportamento

eletroquimico da MC-LR e da sua degradacdao em meio aquoso, assim
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como um estudo eletroanalitico dessa toxina e investigacao in situ da sua

interacao com o DNA.

1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

Este trabalho teve o propdsito de estudar o comportamento
eletroquimico da MC-LR e de seus produtos de degradacao em solucdo
aquosa, desenvolver um método eletroanalitico de determinacdao dessa

toxina e investigar in situ a sua interagao com DNA.

1.1.2 Especificos

e Investigar as propriedades eletroquimicas da MC-LR, utilizando as
técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial
(VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ);

e Estudar as propriedades eletroquimicas da MC-LR degradada
utilizando VC, VPD e VOQ;

e Investigar a ocorréncia da degradacdo da MC-LR por cromatografia
liquida de alta eficiéncia;

e Detectar os sitios eletroativos da MC-LR;

e Propor os mecanismos de oxidagdao da MC-LR e dos seus produtos
de degradacao;

e Propor um método eletroanalitico para determinacdo da MC-LR,
estabelecendo os limites de detecgao e quantificacao;

e Investigar a interacao in situ da MC-LR com DNA utilizando
biossensores eletroquimicos de dsDNA e solugdes incubadas dessa

toxina com dsDNA.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Consideracoes gerais sobre cianobactérias

As cianobactérias ou "algas azuis" constituem um grupo
diversificado de bactérias fotossintéticas oxigénicas que habitam uma
grande variedade de ambientes aquaticos e terrestres, e mostram grande
diversidade morfoldgica (PEARSON et al., 2010). Pertencem a um antigo
grupo de microorganismos presentes no planeta ha trés bilhdes de anos e
apresentam uma combinacdo de caracteristicas encontradas tanto em
algas como em bactérias.

Em condigdes naturais, as cianobactérias vivem em equilibrio com
os demais grupos de algas. No entanto, em situagdes de enriquecimentos
nutricionais, ou seja, eutrofizacdo do corpo d‘agua e condigles
hidroldgicas estaveis, pode ocorrer o aumento de abundancia das espécies
de cianobactérias, dando origem a floragdes.

As floracbes das cianobactérias causam impactos sociais,
econdOmicos e ambientais, ndo apenas por sua biomassa contribuir para
problemas estéticos como alteragdes na coloracao da agua (as “natas”
verdes na superficie) e odor desagradavel, mas também, por alterar o
sabor da agua tratada para abastecimento. A decomposicdao das floracdes
de algas leva a desoxigenacdo, alterando a quimica da agua e afetando a
capacidade de sobrevivéncia dos organismos aquaticos. As floragdes de
cianobactérias tdéxicas comprometem a disponibilidade hidrica para os
usos mais nobres como abastecimento publico, dessedentacdo animal,
recreacao de contato primario, irrigacdo de hortalicas, aquicultura e
pesca, dentre outros (DEBERDT, NETO e AGUJARO, 2001).

Atualmente, ha cerca de 150 géneros de cianobactérias, das quais
40 sao conhecidas como produtoras de toxinas - as cianotoxinas (SAKER,
THOMAS e NORTON, 1999). No Brasil, os géneros mais comuns de

cianobactérias formadoras de floracdes sao Microcystis, Nodularia,
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Cilindrospermopsis, Anabaena, Aphanizomenon e Planktothrix
(SANT'ANNA e AZEVEDO, 2000).

2.1.1 Cianotoxinas

As cianotoxinas sdo conhecidas como toxinas produzidas por
cianobactérias. Constituem um amplo grupo de produtos naturais téxicos.

Em ambientes aquaticos, as cianotoxinas normalmente permanecem
contidas nas células de cianobactérias e sdo liberadas em quantidade
consideravel apds a lise celular, que ocorre durante a fase de senescéncia
(morte natural), estresse celular ou uso de algicidas, como sulfato de
cobre ou cloracdo (MAGALHAES, SOARES e AZEVEDO, 2001).

A producdo desses metabdlitos secundarios bioativos, com altas
propriedades toxicas pode afetar direta ou indiretamente a saude de
muitos animais, inclusive a do homem (DEBERDT, NETO e AGUIJARO,
2001).

As toxinas de cianobactérias constituem um grupo quimicamente
heterogéneo, apresentando assim, diferentes propriedades toxicoldgicas.

Elas podem ser divididas em trés grupos principais, com base na
estrutura quimica: peptideos ciclicos, alcaldéides e lipopolissacarideos
(SIVONEN e JONES, 1999).

Comumente, as cianotoxinas sao classificadas em categorias
distintas relacionadas aos efeitos tdxicos provocados nos organismos
afetados. Do ponto de vista toxicoldgico, as cianotoxinas abrangem quatro
classes principais, as quais sao bastante diversificadas estruturalmente:
neurotoxinas, hepatotoxinas, citotoxinas e dermatoxinas (toxinas
irritantes) (PEARSON et al., 2010).

As principais e mais perigosas toxinas produzidas pelos géneros de
cianobactérias mais comuns sdao: microcistinas, nodularinas,

cilindrospermopsinas e saxitoxinas (PEARSON et al., 2010).
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Grande parte dos envenenamentos por cianobactérias envolve
hepatotoxicidade aguda causada por hepatotoxinas, que apresentam uma
acao mais lenta, podendo causar mortes num intervalo de poucas horas a
poucos dias (CARMICHAEL, 1994).

Dentre essas hepatotoxinas, as MCs constituem o grupo mais
comum e com maior incidéncia de acidentes por contaminacdo de

humanos e animais.

2.1.1.1 Microcistinas

As MCs foram as primeiras hepatotoxinas identificadas, isoladas do
género Microcystis aeruginosa (BISHOP, ANET e GORHAM, 1959). Sao as
cianotoxinas mais largamente encontradas nas floragdes de cianobactérias
de agua doce (CARMICHAEL, 1994), usualmente encontradas em lagos,
reservatorios de agua e areas recreacionais (YAN, OZS0OZ e SADIK, 2000).

As hepatotoxinas MCs sao as toxinas mais comuns produzidas por
alguns géneros de cianobactérias tais como, Microcystis, Anabaena,
Oscillatoria e Nostoc (FERRAO-FILHO, KOZLOWSKY-SUZUKI e AZEVEDO,
2002). Constituem uma familia de toxinas que tém recebido atencao
consideravel, devido a sua potente atividade hepatotdéxica (HUMBLE,
GADD e CODD, 1997). Essa forte toxicidade implica graves problemas
ecoldgicos e um risco a saude dos seres humanos e animais (VELA et al.,
2008).

As MCs sao de particular preocupagao, uma vez que casos agudos
de intoxicacdao por essas toxinas podem causar morte rapida em humanos
e outros animais (JOCHIMSEN et al., 1998). Elas tém causado mortalidade
em animais domésticos e selvagens, doencas em seres humanos
(CARMICHAEL, 1994; CARMICHAEL e FALCONER, 1993), e quando
expostos por meio de hemodidlise, até mesmo a morte (JOCHIMSEN et
al., 1998).
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Tem sido relatado que as MCs sao as toxinas especificas do figado
em condigOes in vitro e in vivo (MIRURA et al., 1989; PACE et al., 1991).
Essas toxinas agem por inibicdo das proteinas fosfatases 1 (PP1A) e 2A
(PP2A), o que leva a fosforilacao de proteinas (MACKINTOSH et al., 1990;
CARMICHAEL, 1994). As consequéncias sdo a lesdao do citoesqueleto,
necrose hepatica e hemorragia no figado (HOOSER et al., 1989;
CARMICHAEL, 1994). Mais importante, as MCs sao potentes promotoras
de tumor no figado (NISHIWAKI-MATSUSHIMA, 1992) e ha uma indicacao
de que elas também podem agir como iniciadores do tumor (ITO et al.,
1997).

A revelacdao de que hepatotoxinas de cianobactérias causam a
inibicdo de proteinas fosfatases levantou a possibilidade inquietante de
que a exposicao humana a doses nao letais desses compostos podem
contribuir para o desenvolvimento do cancer (YOSHIAWA et al., 1990;
NISHIWAKI et al., 1991). Varios estudos laboratoriais indicaram que a
exposicao cronica a microcistina pode realmente promover tumores na
pele e figado de ratos e camundongos (FALCONER, 1991; NISHIWAKI-
MATSUSHIMA, 1992). Dados epidemiolégicos sugerem que oS mesmos
efeitos a longo prazo, podem ocasionar carcinoma hepatocelular em seres
humanos (YU, 1995; YU, 1989).

Assim, as MCs sao um grupo de toxinas melhor conhecido e mais
extensivamente estudado (FALCONER, 1999; FASTNER et al., 1999). As
MCs compdem o maior grupo de toxinas de cianobactérias e o mais
diverso estruturalmente. Ha cerca de 90 isoformas de MCs identificadas
(SIVONEN e JONES, 1999; WELKER e VON DOHREN, 2006), as quais
compartilham a mesma estrutura, ciclo (D-Alanina-X-D-MeAsp-Y-Adda-D-
Glu-Mdha), onde X e Y sdo os L-aminoacidos variaveis, MeAsp é o acido
metilaspartico, Glu é o acido glutamico, Adda e Mdha s3ao os aminoacidos
incomuns (3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-diendico) e

N-metildehidroalanina, respectivamente. As MCs sao nhomeadas de acordo
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com os L-aminoacidos variaveis que elas contém, formando uma série de
variantes da molécula. A mais comum, mais toxica e, consequentemente,
mais amplamente estudada é a MC-LR que apresenta os L-aminoacidos
leucina (L) e arginina (R) nas posicOes variaveis (LAWTON e ROBERTSON,
1999). Consequentemente, esforcos significativos de investigacdo tém
sido dirigidos para a identificacdo e erradicacdo das MCs em aguas

naturais, principalmente, a MC-LR, objeto de estudo desse trabalho.

2.1.1.1.1 Microcistina-LR

A MC-LR, com estrutura quimica ciclica (D-Alanina-L-Leucina-D-
MeAsp-L-Arginina-Adda-D-Glu-Mdha), Figura 2.1, é uma hepatotoxina
produzida principalmente pela espécie Microcystis aeruginosa, mas
também pelas Anabaena flos-aquae, Oscillatoria agardhii e Nostoc sp
(SHORT e EDWARDS, 1990; HARADA e TSUIJI, 1998).

Acido glutamico
Glu
o OH

N-metildehidroalanina
Mdha

Alanina
0 Ala

O

HN
§ Leucina
Leu
0 0
HO o

acido metilaspartico
MeAsp

Figura 2.1. Estrutura molecular da MC-LR.
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Essa hepatotoxina é altamente sollvel em agua (HARADA e TSUIJI,
1998), é a toxina peptidica mais investigada, pois esta frequentemente
presente em floracdes de cianobactérias e é a mais tdoxica das MCs
(CAMPAS et al., 2007). Essas floracdes ocorrem em rios, lagos, lagoas e
reservatorios no mundo inteiro e estao associadas a estagnacdo de agua,
temperatura e eutrofizacdo das aguas (SHORT e EDWARDS, 1990;
DAWSON, 1998; HARADA e TSUJI, 1998; WATANABE et al., 1992).
Causas antropogénicas do aumento da concentracdo de nutrientes na
agua incluem os esgotos, poluicdo industrial, utilizacdo de detergentes e
escoamento de fertilizantes e residuos animais (DAWSON, 1998).

A MC-LR é liberada quando as cianobactérias morrem ou sdo
destruidas. As pessoas sao expostas a essas toxinas com mais freqliéncia
através da ingestdo de agua potavel ou durante atividades de lazer,
quando a agua € ingerida (GROSSE et al., 2006).

A toxicidade da MC-LR tem como o6rgao alvo o figado, devido a
presenca do sistema de transporte de acidos biliares. A MC-LR liga-se e
inibe as fosfatases protéicas serina/treonina tipos 1A e 2A, que estdo
presentes em todos os tecidos de mamiferos. A carbonila alfa, beta-
insaturadas do residuo Mdha da microcistina liga-se covalentemente a
cisteina-273 da fosfatase tipo 1A. A inibicdo da fosfatase é mediada pela
cadeia lateral Adda e o grupo carboxila glutamil (BISCHOFF, 2001).

A hiperfosforilagao que ocorre na intoxicacao por microcistina devido
a inibicdo de proteinas fosfatases causa desmontagem de proteinas do
citoesqueleto, incluindo os filamentos intermediarios, especialmente
citoqueratinas 8, 9 e 13 de microfilamentos de actina e microtubulos.
Danos no citoesqueleto levam a bolhas e arredondamento dos
hepatdcitos. Os danos estruturais nos hepatdcitos e a consequente perda
de adesdo célula-célula provoca danos a estrutura hepatica e colapso das

sinusdides hepaticas. O figado torna-se cheio de sangue. Na intoxicacao
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aguda por microcistina, a morte é devido ao choque hemorragico
(BISCHOFF, 2001).

O figado também ¢é o 6rgao alvo para a promocdo de tumor pelos
efeitos da MC-LR. A inibicao das PP1A e PP2A é uma via de promogao de
tumor. A formagao de tumores estd provavelmente associada com as
mudancas morfoldgicas nos hepatocitos, devido a hiperfosforilacdo de
citoqueratinas e de outras proteinas estruturais (BISCHOFF, 2001).

Recentemente, um estudo relatou que a MC-LR é capaz de induzir
citotoxicidade nas células renais, apoiando a idéia de que outros 6rgaos,
além do figado, também podem ser afetados por essa toxina (ALVERCA et
al., 2009).

Os efeitos da toxicidade das MCs em humanos sao diversos, entre
eles estdo: gastroenterites, nauseas, vomitos, febre, sintomas de gripe,
dor de garganta, irritacao nos ouvidos e olhos, erupgdes, mialgias, dores
abdominais incluindo dores causadas por hepatomegalia, consolidagao
pulmonar, disturbios visuais, cianose, danos hepaticos e hemorragias
internas, convulsdes e até morte (COOD, 2000; DUY et al., 2000).

Embora a MC-LR cause grave hepatotoxicidade em mamiferos
(HOOSER et al., 1989; RAO et al., 1995; BHATTACHARYA et al., 1996), a
sua genotoxicidade e carcinogenicidade sao inconclusivas. Ding et al.
(1999) relataram que extratos de cianobactérias derivados de Microcystins
induziram significativamente mutacdes genéticas, independentemente de
ativacao metabdlica, embora a MC-LR pura, ndo. Tsuji et al. (1995) e
Tsuji et al. (1997) também ndo conseguiram demonstrar a genotoxicidade
da MC-LR. Por outro lado, a MC-LR tem alguns efeitos genotdxicos em
células mamiferas. Ding et al. (1999) observaram danos no DNA dos
hepatdcitos primarios de ratos e Rao e Bhattacharya (1996) descobriram
gue a MC-LR poderia induzir fragmentacao do DNA e quebras de fitas do
DNA no figado de rato in vivo. Dois estudos relataram a indugao de

aberracdes cromossOmicas e mutacdes genéticas em células de mamiferos
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(SUZUKI et al., 1998; REPAVICH et al., 1990). Assim, segundo a Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre Cancer, essa toxina é classificada como,
possivelmente, carcinogénica para humanos (IARC, 2006).

Varios estudos tém sido desenvolvidos na intencao de investigar a
acdo danosa dessa toxina ao DNA (GAUDIN, et al., 2008; MAATOUKA et
al., 2004; ZEGURA, SEDMAK e FILIPIC, 2003).

Relatos tém mostrado o aumento da incidéncia de cancer de figado
em humanos (UENO et al., 1996) e envenenamentos de animais
(HALDEREN et al., 1995) em diferentes paises, quando as pessoas ou 0
gado haviam consumido agua contaminada com MCs.

No Brasil, ocorreram dois casos graves de envenenamentos
atribuidos a cianobactéria. No primeiro caso, uma floracdo de Anabaena e
Microcystins ocorrida na Represa de Itaparica-BA foi responsavel por 2000
gastroenterites, resultando em 88 mortes, a maioria de criangas
(TEIXEIRA et al., 1993). O segundo caso ocorreu no Instituto de Doencgas
Renais em Caruaru-PE, em 1996, causando a morte de 55 pacientes por
intoxicacdo hepatica devido a contaminacao da agua utilizada para
hemodidlise com microcistina (JOCHIMSEN et al., 1998).

Em algumas regides do pais, a situacao é bastante alarmante, pois
varios reservatorios e acudes utilizados para o abastecimento publico
apresentam freqiientes floracdes de algas téxicas (MAGALHAES, SOARES
e AZEVEDO, 2001).

A alta toxicidade das cianotoxinas gera impacto sobre os aspectos
ambiental, social e econdmico da sociedade moderna (ANTONIOU et al.,
2008a). Devido ao forte efeito téxico e a grande presenca dessas
cianobactérias em aguas naturais, as MCs continuam representando um
risco a saude dos seres humanos através da agua potavel (MERILUOTO,
1997). Diante disso, a Organizacao Mundial da Saude estabeleceu o valor
limite para MC-LR total em &gua potavel como sendo de 1 pg L! (WHO,
1998).
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Essas toxinas peptidicas podem sofrer degradacdao em agua, elas
decompdem-se rapidamente quando expostas a pigmentos de
cianobactérias e devido a degradacao bacteriana, dentre outras causas
(DAWSON, 1998; HARADA e TSUJI, 1998; WATANABE et al., 1992).
Diluicdo e adsorcao também contribuem para a detoxificagdo da MC-LR in
natura (HARADA e TSUJI, 1998). A degradacao total das microcistinas é
dependente da sua concentracgao inicial, dos microorganismos presentes,
da temperatura da agua, do pH e das disponibilidades de outras fontes de
carbono organico (ROBERTSON, LAWTON e CORNISH, 1999; PARK et al.,
2001). Assim, varios estudos tém sido citados na literatura sobre a
degradacao da MC-LR, como meios de investigacao e inativacao dessa
toxina (ANTONIOU et al., 2008a; ANTONIOU et al., 2008b; DAVID et al.,
1996; MOMANI, SMITH e EL-DIN, 2008).

Uma vez que, a MC-LR constitui uma ameaca consideravel para a
saude humana, torna-se de fundamental importancia a aplicacdo de
técnicas analiticas precisas e sensiveis para a sua investigagdao e

monitoramento.

2.2 Métodos analiticos aplicados a analise de MC-LR

Dois métodos sdo geralmente empregados na andlise de
hepatotoxinas de cianobactérias: ensaios bioquimicos/biolégicos e
métodos fisico-quimicos (métodos analiticos) (MSAGATI, SIAME e
SHUSHU, 2006).

Dentre os métodos bioquimicos/bioldgicos utilizados na deteccdo e
identificacdo da MC-LR, os mais comuns sao: ensaios in vivo e ELISA (do
inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (SHENG, HE e SHI, 2007;
LONG et al., 2009).

Os métodos analiticos comumente utilizados na detecgao,
caracterizacao e/ou determinacao da MC-LR, bem como na analise de

seus produtos de degradacdao em agua e na sua investigacdo com DNA,
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constam a cromatografia liquida (CL) (ANTONIOU et al., 2008a;
ANTONIOU et al., 2008b; SONG et al., 2006; SHI et al., 2005; MOMANI,
SMITH e EL-DIN, 2008; DAVID et al., 1996, SANCHES et al., 2007; VELA
et al., 2008; DAI et al., 2008; PYO et al., 2005; SENGPRACHA,
SUVANNACHAI e PHUTDHAWONG, 2006), cromatografia gasosa (CG)
(TANAKA et al., 1993; TSUII et al., 2001), eletroforese (E) (ZEGURA,
SEDMAK e FILIPIC, 2003; GAUDIN et al., 2008; BATEMAN et al., 1995;
GABOR et al., 2006), ressondncia magnética nuclear (RMN) (HARADA et
al., 1990; SANO et al., 2005) e microscopia de forga atébmica (MFA)
(ETCHEGARAY, BUENO e TESCHKE, 2010). No entanto, o método
convencional de anadlise e deteccao da MC-LR é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa com deteccao UV-Vis em 238 nm
(MERILUOTO et al., 1998).

Alguns desses estudos com a MC-LR sao mencionados abaixo:

e Bourne et al. (1996) ao investigarem a acao de enzimas hidroliticas
das Sphingomonas na degradacao da MC-LR encontraram,
identificaram e quantificaram dois produtos intermediarios de
degradacao, utilizando CL com espectrometria de massa;

e Al Momani et al. (2005) verificaram a degradacgao eficaz da MC-LR e
MC-RR em solugao aquosa por processos oxidativos avancgados
(POA’s) baseados em o0z6nio (0s/H,0,, Os/Fe(Il), e tratamento
Fenton), utlizando CL com detector UV-Vis;

e Song et al. (2006) analisaram os produtos de degradacao da MC-LR
e MC-RR formados durante a degradacao induzida por ultrassom,
utilizando CL com espectrometria de massa, e elucidaram os
provaveis mecanismos de degradacao dessas toxinas;

e Antoniou et al. (2008a, 2008b) observaram a degradacao da MC-LR
e identificaram estruturalmente os produtos intermedidrios de

reacdao formados durante a degradacao fotocatalitica da MC-LR com
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fotocatalise de TiO, imobilizado, utilizando CL com espectrometria
de massa;

e Sengpracha, Suvannachai e Phutdhawong (2006) desenvolveram
um meétodo utilizando CLAE de fase reversa com detector UV-Vis
para determinacao de MC-LR em aguas naturais;

e Sanches et al. (2007) desenvolveram e validaram um método
analitico utilizando CL com detector UV-Vis para a determinacao da
MC-LR em &gua utilizada para hemodialise;

e Dai et al. (2008) desenvolveram e validaram um método por CL com
espectrometria de massa para determinagdao quantitativa simultanea
da MC-LR e seus conjugados de glutationa (MC-LR-GSH) nos tecidos
dos peixes;

e Long et al. (2009) desenvolveram um método de detecgao para MC-
LR em amostras de agua utilizando o método ELISA de
fluorescéncia;

e Zegura, Sedmak e Filipic (2003) investigaram a capacidade da MC-
LR em induzir danos ao DNA em célula de hepatoma humano
(HepG2) e os mecanismos moleculares desses danos, utilizando
eletroforese de gel de célula Unica (teste do cometa). Foi observado
que a MC-LR induziu a formacao de espécies reativas de oxigénio
que causaram danos ao DNA, pela quebra das cadeias da dupla
hélice originada da excisdo de adutos oxidativos ao DNA;

e Vela et al. (2008) ao estudar em in vitro a interagao da MC-LR com
DNA utilizando CLAE, revelaram que essa hepatotoxina nao
apresentou afinidade por DNA nas condigdes experimentais
testadas;

e Gaudin et al. (2008) investigaram os efeitos da MC-LR sobre o DNA
em varios orgdos utilizando o teste do cometa in vivo em

camundongos e revelaram que essa toxina causou danos oxidativos
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ao DNA principalmente no figado, mas também foram relatados

lesdes nos rins, intestino e célon intestinal.

Em geral, os métodos acima mencionados requerem um longo
tempo nas etapas iniciais de preparacao das amostras, utilizam grandes
guantidades de reagentes e a instrumentacao é geralmente dispendiosa, o
que eleva o custo das analises. Assim, ha necessidade de se disponibilizar
métodos analiticos mais acessiveis e com baixos custos de manutencao e
operagao, proporcionando desta forma condicdes para o estabelecimento
de métodos praticos para a analise de cianotoxinas. Uma boa alternativa
para superar os inconvenientes das outras técnicas € o uso de métodos
baseados em medidas eletroquimicas (SADIK e EMON, 1996).

Os métodos eletroquimicos permitem que se desenvolvam processos
de medicdo simples, rapidos, seletivos e de baixo custo, além de
demonstrarem ser um dos métodos de deteccao mais sensiveis na andlise
de compostos organicos. Outra grande vantagem consiste na possibilidade
de miniaturizacdo dos eletrodos e células, assim como portabilidade do
potenciostato (CAMPAS, OLTEANU e MARTY, 2008). Todavia, até o
momento, a literatura nada relata sobre um processo redox direto para a
deteccao e determinagao de MC-LR, bem como a caracterizagao de seus
produtos formados em agua e sua interacdo com DNA. Assim, os métodos
eletroquimicos para o estudo dessa toxina de cianobactéria em solugdes
aquosas tém sido menos frequentemente relatados (HUMBLE, GADD e
CODD, 1997; MERILUOTO et al., 1998; YAN, OZSOZ e SADIK, 2000; YAN
et al., 2001; FENG et al., 2005; CAMPAS et al., 2007; CAMPAS, OLTEANU
e MARTY, 2008).

Alguns desses estudos voltamétricos da MC-LR, descritos na

literatura, sao relatados a seguir:

e Humble, Gadd e Codd (1997) investigaram de forma indireta as

toxinas MC-LR, MC-LW e MC-LF em meio aquoso através da
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complexacao com cobre e zinco, utilizando palarografia de pulso
diferencial;

e Meriluoto et al. (1998) desenvolveram um método de deteccao da
MC-LR através da CLAE com detector eletroquimico e relataram que
nenhuma onda ou pico de oxidacao pode ser detectado por VC,
indicando que uma baixa ou irreversivel reacao de transferéncia de
carga tenha ocorrido. Resultados similares foram observados por
Yan, Ozsoz e Sadik (2000) ao estudar a oxidacao da MC-LR por VC.
Em contrapartida, uma deteccdo indireta dessa toxina foi possivel
através da complexagdo com Hg®* em eletrodo de ouro, utilizando
voltametria de redissolugao de pulso diferencial;

e Feng et al. (2005) estudaram o efeito da corrente sobre a taxa de
degradacao da MC-LR ao investigar a sua oxidacdo eletroquimica e
sugeriram que a toxina pode ser decomposta completamente pela
oxidagao indireta durante a oxidagdo eletroquimica;

e Yan et al. (2001) desenvolveram um biossensor eletroquimico de
ssDNA para deteccdo das espécies Microcystis spp. em solucdo
usando azul de metileno e bipiridina de ruténio como indicadores

eletroquimicos, utilizando VC.

2.3 Acido desoxirribonucléico

O DNA é a molécula da hereditariedade, pois ela contém e transmite
a informacgao genética as geragoes seguintes (BRETT e SERRANO, 1995).
A sua descoberta ocorreu em 1869 pelo médico suico Johann Friedrich
Miescher (CLARKE, 2003).

Essa molécula tem uma estrutura tridimensional de dupla hélice
constituida por duas cadeias (fitas) polinucleotidicas, dispostas em

direcdes opostas, enroladas em torno de um eixo comum, Figura 2.2.
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~ agucar-fosfato

3

Figura 2.2. Representacdes da dupla hélice do DNA (Adaptado de GRIFFITHS et
al., 1999).

A estrutura da cadeia é formada por grupos fosfato e pentoses,
alternadamente ligados por pontes de fosfodiéster, as cadeias da dupla
hélice sao mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas purinicas, adenina (A) e guanina (G), e pirimidinicas,
citosina (C) e timina (T), Figura 2.3.
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Figura 2.3. Estrutura quimica do DNA. Ligacbes de hidrogénio entre bases
complementares em um fragmento de uma molécula de DNA (Fonte: BRETT e
SERRANO, 1995).
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Essas bases, adenina - timina e guanina - citosina, através da sua
sequéncia e emparelhamento carregam toda a informacdao genética,
enquanto o acgucar e o fosfato constituem apenas a espinha dorsal
estrutural do DNA. Embora as duas cadeias do DNA sejam
complementares, elas ndao sao idénticas e sdo anti-paralelas. No entanto,
as bases de purina e pirimidina estdo no interior da hélice e os planos das
bases sdo perpendiculares ao eixo da hélice (BRETT e SERRANO, 1995).

2.3.1 Danos ao DNA

O termo "dano ao DNA" refere-se a qualquer alteragdao na estrutura
quimica do material genético resultante de interagdes com agentes fisicos
ou quimicos externos (FOJTA, 2005). Esse dano também ocorre devido a
ataques ao DNA pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas in
vivo (OLIVEIRA-BRETT e DICULESCU, 2004b).

Os principais tipos de danos ao DNA incluem interrupgdes no
esqueleto acucar-fosfato (quebras de fita), liberacdao de bases devido a
hidrolise de ligagbes N-glicosil (depurinagcdo e depirimidinagdo) e uma
variedade de lesbes nas bases (adutos), resultantes de reagdes de DNA
com uma ampla variedade de oxidantes, agentes alquilantes, etc.

Os danos ao DNA podem afetar as funcdes celulares cruciais e
podem, quando nao reparados, dar origem a mutagdes, ou seja,
modificacdes permanentes na estrutura do DNA que produzem falhas de
informagcao genética durante a replicacgdo do mesmo (LABUDA et al.,
2010).

Os danos ao DNA podem ser provocados diretamente através da sua
interacdo com varias moléculas. Existem trés tipos principais de interacao
entre as moléculas em geral e o DNA: atracdo eletrostatica, ligacao
covalente de uma molécula em qualquer um dos sulcos do DNA e
intercalagdo dos anéis aromaticos de uma molécula entre os pares de

base do DNA. Enquanto os dois primeiros tipos de interacdo nao
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modificam a estrutura do DNA, a intercalacdo podera induzir torgdes no
esqueleto fosfato-acucar de modo que os pares de bases adjacentes
sejam separados. Os agentes que podem danificar o DNA podem atuar
diretamente ou necessitar de ativacao metabdlica (POIRIER, WESTON e
JOSEPH, 2002).

Acredita-se que a modificacido do DNA (lesdo do DNA) leva a
carcinogénese (OLIVEIRA-BRETT e DICULESCU, 2004a). Muitas das
doencas hereditarias, que apresentam consequéncias letais, mutagénicas
ou carcinogénicas, sao oriundas de algum dano irreversivel ao DNA
(SEQUARIS e VALENTA, 1987). O processo de carcinogénese é
compreendido como decorrente de multiplas mutagdes em genes criticos,
e o risco de cancer é reduzido quando o dano potencialmente mutagénico
é removido pelo processo de reparacao do DNA (POIRIER, WESTON e
JOSEPH, 2002).

Esses danos ocorrem principalmente nas bases purinicas e com
maior frequéncia nos residuos de guanina. A guanina é de todas as bases
a mais facilmente oxidavel, sendo por isso o alvo principal dos danos
causados por oxidacdo do DNA dentro da célula, quer por agentes
enddégenos como as espécies reativas de oxigénio resultantes do
metabolismo, quer por agentes exdgenos como alguns antibidticos,
cations metalicos e farmacos com acgao antineoplasica (HALLIWELL e
GUTTERIDG, 1999).

O principal produto da oxidacdo da guanina é a 8-oxoguanina (8-
0x0G). A formacdo de 8-oxoG no interior da dupla hélice de DNA origina
mutacdes pontuais significativas, uma vez que, caso o dano nao seja
reparado por uma das enzimas reparadoras especificas, ocorre a
incorporacao errada de desoxiadenosina em vez de desoxicitidina no lado
oposto ao dano oxidativo durante a replicacdo do material genético
(HALLIWELL e GUTTERIDG, 1999; SHIBUTANI, TAKESHITA e GROLLMAN,
1991).
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A modificacdo quimica de cada uma das bases do DNA provoca
perturbacdo molecular para o material genético, levando a disfuncao e,
consequentemente, morte celular. Por exemplo, dano oxidativo no DNA
por radicais livres e exposicao a radiacao ionizante gera dentro da dupla
hélice, além da 8-oxo-G, outros produtos mutagénicos tais como, 2,8-
oxoadenina, 5-formiluracil, 5-hidroxicitosina e 5,6-dihidroxitimina
(OLIVEIRA-BRETT et al., 2004). Esses produtos sao considerados
biomarcadores importantes dos danos oxidativos ao DNA, todos esses
danos causam quebra nas fitas tanto do DNA de cadeia simples (ssDNA)
como do DNA de cadeia dupla (dsDNA) e sao letais para as células
(PIEDADE et al., 2006). Diante disso, foi estabelecido que a oxidagao do
DNA é uma importante fonte de instabilidade genbmica, ja que ha
evidéncias de que os produtos de oxidacdo das bases do DNA
desempenham papéis importantes na mutagénese, carcinogénese,
envelhecimento e doencgas relacionadas a idade (OLIVEIRA-BRETT et al.,
2004).

A reatividade do DNA e os danos ao DNA sao importantes do ponto
de vista quimico tanto quanto médico (OLIVEIRA-BRETT e DICULESCU,
2004a). Assim, torna-se evidente a importancia em desenvolver
tecnologias e metodologias para efetuar analises de investigacao da
interagdo do DNA com diferentes moléculas e dos seus danos. A
necessidade de utilizacdo de ferramentas analiticas capazes de investigar
esses danos causados no DNA de uma forma simples e menos dispendiosa
tem impulsionado o desenvolvimento de diversos sensores eletroquimicos
a base de DNA.
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2.3.2 Eletroquimica do DNA
2.3.2.1 Propriedades eletroquimicas do DNA

A eletroquimica dos acidos nucléicos foi descoberta ha
aproximadamente 40 anos. Durante os 15 primeiros anos a eletroquimica
trouxe as primeiras evidéncias do polimorfimo da dupla hélice do DNA
(PALECEK, 2002).

O DNA ao ser estudado eletroquimicamente sobre eletrodo de
carbono vitreo apresentou dois picos de oxidagao, Figura 2.4, os quais
podem ser usados como sondas individuais dos pares de bases guanina-
citosina e adenina-timina na dupla hélice do DNA (BRETT, SERRANO e
PIEDADE, 1999; BRETT, 2005).

adenina

guanina

T : T : | : : :
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V

Figura 2.4. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sobre um eletrodo de
carbono vitreo em solugdo tampé&o acetato 0,1 mol L pH 4,5 com: 60 pg mL* de
ssDNA (++¢) 12 e (—) 102 varredura, e 60 ug mL™ de dsDNA () 12 e (—) 402
varredura de potencial (Fonte: DICULESCU, 2004).
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O primeiro pico em Elpa ~ + 0,85 V estd associado a oxidacdo de
residuos de guanina, enquanto que o segundo pico em E2IDa =~ + 1,15V é
devido a oxidacao de residuos de adenina, Figura 2.4. Uma diferenca nos
sinais analiticos registrados para o DNA evidenciaram uma maior
dificuldade da transferéncia de carga dos grupos adenina e guanina, que
se encontram no interior da dupla hélice do dsDNA (forma mais rigida),
em comparagao com os sinais obtidos para o ssDNA (forma mais flexivel),
onde os residuos de guanina e adenina se encontram nas proximidades da
superficie do eletrodo (BRETT, SERRANO e PIEDADE, 1999; BRETT e
SERRANO, 1994).

Conforme ja mencionado, como consequéncia da lesao oxidativa do
DNA, a 8-oxoGua (base mais frequentemente alterada no DNA) é formada
pela oxidacao da guanina na posicao C8 (BRETT, PIEDADE e SERRANO,
2000). No entanto, ja foi sugerido que outras lesdes podem ser tdo
importantes quanto a 8 oxoGua (KAMIYA, 2003). A oxidagao da base
adenina leva a formagao de 2-8-dihidroxiadenina (2,8-DHA), o principal
produto de oxidacao da adenina (GOYAL, KUMAR e MITTAL, 1991).

Por VPD, foi possivel identificar a presenca da 8-oxoG (BRETT,
PIEDADE e SERRANO, 2000) e/ou 2,8-DHA (DICULESCU, PIEDADE e
BRETT, 2007) no DNA, Figura 2.4, apds a sua oxidacdo prolongada. Isto
indica que é possivel detectar simultaneamente em um Unico ensaio
voltamétrico se o DNA se encontra em cadeia simples ou dupla e se sofreu
danos oxidativos. Em consequéncia, o estudo da eletroxidacdao do DNA
sobre eletrodos de carbono esta baseado no monitoramento de variacdes
nas correntes das bases purinicas ou na deteccao dos seus produtos de
oxidagao principais, 8-oxoGua (BRETT, PIEDADE e SERRANO, 2000) e/ou
2,8-DHA (BRETT, SERRANO e PIEDADE, 1999; DICULESCU, PIEDADE e
BRETT, 2007), indicadores bioldgicos de danos oxidativos ao DNA
(GRIFFITHS et al., 1999; BRETT, SERRANO e PIEDADE, 1999).
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O fato dos acidos nucléicos poderem sofrer reacdes de oxidacdo e
serem facilmente observados por técnicas eletroquimicas torna possivel a
determinacao da interacago do DNA e dos seus danos oxidativos
provocados por varios tipos de agentes enddégenos e exdgenos (OLIVEIRA-
BRETT et al., 2006).

O uso de técnicas eletroquimicas em conjunto com novos materiais
de eletrodo, como por exemplo, carbono vitreo, pasta de carbono ou
grafite pirolitico possibilitou o desenvolvimento de novos métodos
voltamétricos com maior sensibilidade, assim como o desenvolvimento
dos biossensores de DNA. Esses tipos de eletrodos modificados permitem
o estudo do mecanismo de interacdo do DNA com metais, farmacos e
poluentes, e consequentemente, uma vasta gama de aplicagdes analiticas

e biotecnoldgicas podem ser desenvolvidas.

2.3.2.1 Biossensores eletroquimicos de DNA

O DNA é uma molécula extremamente estavel e com uma
adaptabilidade elevada, sendo uma molécula de reconhecimento bioldgico
para a construcao de dispositivos em nanotecnologia, tais como os
biossensores de DNA (SEEMAN, 1998; FOJTA, 2002).

O biossensor eletroquimico de DNA é um bom modelo para avaliar
os danos causados no acido nucléico, bem como verificar o seu
mecanismo de acgdo. Assim, a deteccao eletroquimica € um método
sensivel e seletivo para a investigagao de interacdes especificas entre DNA
e variados tipos de compostos.

Quando as moléculas de DNA nativo ou sintético interagem com a
superficie de um eletrodo ocorre um processo de adsorcao (BRETT, et al.,
2007; PALECEK, 2002). O estudo da adsorcao do DNA na superficie dos
eletrodos é de interesse fundamental, uma vez que a interacdo do DNA

com superficies carregadas ocorre em sistemas bioldgicos.
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O biossensor eletroquimico de DNA consiste em um transdutor
eletroquimico (o eletrodo) com um filme de acido nucléico, como elemento
de reconhecimento bioldgico, imobilizado na sua superficie (a sonda)
(BRETT e CHIORCEA, 2003a), que permite detectar simultaneamente os
danos no DNA e os agentes causadores desses danos. A interacao do DNA
com o agente prejudicial é convertida, através de mudancas nas
propriedades eletroquimicas do filme de DNA, em sinais elétricos
mensuraveis (OLIVEIRA-BRETT et al., 2006).

Geralmente, existem dois modos de ligagao bem caracterizados para
pequenas moléculas com dsDNA: ligagao covalente (modificagdo quimica
de varios componentes do DNA) e nao-covalente (ligacdo eletrostatica
externa ou intercalacao) (LABUDA et al., 2010).

A interacao do composto com DNA pode ser irreversivel, por causa
de intercalagdao no DNA (BRETT et al., 1997), causando desestabilizagao
subsequente, quebra das ligagdes de hidrogénio e abertura da dupla
hélice. Isto levara a exposicao das bases purinicas do DNA, guanina e
adenina. A quantificacao desse processo permite a avaliacao de danos no
DNA (BRETT, BRETT e SERRANO, 1994).

O primeiro e o mais importante passo na preparacao de
biossensores de DNA consiste na imobilizagdo e estabilizagdo de moléculas
de DNA na superficie do eletrodo. As diferentes estruturas e conformacdes
gue as moléculas de DNA podem assumir na superficie do eletrodo levam
a diferentes tipos de interacdo e a modificacdo da acessibilidade dos
compostos quimicos aos sulcos do DNA (OLIVEIRA-BRETT et al., 2006).

As caracteristicas do filme de DNA, a resposta eletroquimica 6tima
do biossensor de DNA, assim como uma investigacdo satisfatéria da sua
interacdo com varias moléculas dependem do pH, composicdo do tampao,
forca ibnica, procedimento de imobilizacdao, tempo de adsorcdo, condicoes
de pré-tratamento e concentracao do DNA (BRETT e CHIORCEA, 2003b).

27

Lopes, I. C.



Fundamentagéo Tedrica

Estudos realizados por microscopia de forca atOmica mostraram
claramente as caracteristicas morfoldgicas da superficie dos biossensores
eletroquimicos de DNA, cujo substrato ulilizado foi o HOPG (do inglés High
Oriented Pyrolytic Graphite) (BRETT e CHIORCEA, 2003a; BRETT et al.,
2005; BRETT e CHIORCEA, 2003b; CHIORCEA e BRETT, 2004). Assim, na
superficie do eletrodo de HOPG foi possivel verificar as alteragoes
topograficas apds a modificacdo da sua superficie com filmes de DNA de
varias espessuras, Figura 2.5, evidenciando que a metodologia de

imobilizacdo conduz a diferencas estruturais no filme molecular, e

consequentemente, as diferencas na resposta do sensor.

Figura 2.5. Imagens topograficas de dsDNA sobre HOPG obtidas por AFM. A)
Filme fino de dsDNA obtido aplicando um E = + 0,30 mV (vs. fio de Ag) durante
3 min, numa solucdo de dsDNA 60 pg mL' e B) Filme espesso de dsDNA
preparado por evaporacdo a partir de uma solucdo de 37,5 ug mL™* (Adaptado de
(A) BRETT e CHIORCEA, 2003a e (B) CHIORCEA e BRETT, 2004.

O filme fino de DNA adsorvido na superficie do HOPG encontra-se
numa estrutura de rede, com poros que deixam a vista partes da
superficie do eletrodo, enquanto que um filme espesso de DNA cobre
completamente o eletrodo com uma multicamada uniforme e apresenta
uma estrutura mais rugosa, Figura 2.5. A rede formada no eletrodo pela

adsorcdo do filme fino de DNA separa diferentes areas reativas da
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superficie, que podem assim atuar como um sistema de micro e
nanoeletrodos, no entanto, permitindo a difusdao de moléculas a partir da
solucdo e a adsorcdao ndo-especifica das mesmas na superficie do
eletrodo.

Para o estudo da interacao de varios compostos com DNA é preciso
evitar a adsorcdo ndo-especifica, que conduz a dificuldade em discriminar
o sinal eletroquimico proveniente do DNA modificado pela interacdo e o
sinal da molécula adsorvida diretamente na superficie do eletrodo (BRETT
et al., 2002). Uma cobertura completa da superficie do eletrodo, como no
caso do filme de multicamada de DNA, garante que a contribuigao no sinal
eletroquimico é devido apenas ao DNA modificado pela interacdo com a
molécula de interesse.

Na construcdo de biossensores eletroquimicos com DNA geralmente
sao utilizados diferentes tipos de eletrodos de carbono, por exemplo,
carbono vitreo ou pasta de carbono. Verificou-se nesses eletrodos que a
interagdo, adsorcao e o grau de cobertura da superficie por DNA sao
semelhantes ao HOPG. Como o DNA é um poli-anion, a adsorcao na
superficie de um eletrodo é condicionada pela carga deste, ou seja, pelo

potencial aplicado, Figura 2.6.

=
— ’{;

negativo 0,0V positivo

Figura 2.6. Orientacao de uma dupla hélice de DNA na superficie de um eletrodo
conforme o potencial aplicado (Adaptado de KELLEY et al., 1998).
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Verificou-se experimentalmente que o DNA adsorve reversivelmente
na superficie de um eletrodo carregado positivamente e pode sofrer
transicoes conformacionais consoante o potencial aplicado (BRETT,
SERRANO e PIEDADE, 1999; BRETT, BRETT e SERRANO, 1994; KELLEY et
al., 1998).

Em um eletrodo de carbono vitreo sendo operado num intervalo de
potencial positivo, o DNA esta adsorvido de forma que o eixo maior da
hélice encontra-se orientado numa posicdao paralela a superficie do
eletrodo, Figura 2.6. Os pares de bases estao orientados
perpendicularmente a superficie de eletrodo, assim a espessura de uma
monocamada de DNA em hélice dupla é de cerca de 2 nm (HUMPHREYS e
PARSONS, 1977; IKEDA, SHIROTA e SAKURAI, 1990). A possibilidade de
controlar a cobertura da superficie do eletrodo e de selecionar a
orientacdao do DNA, através de pequenas variacdes no potencial aplicado,
abre novas perspectivas para o desenvolvimento e aplicagdes de
biossensores eletroquimicos com DNA.

Os biossensores eletroquimicos de DNA tém a vantagem de
representar uma alternativa rapida, sensivel, simples e de baixo custo na
investigacdo de interagdes de moléculas com DNA. A vantagem mais
importante de se utilizar biossensores eletroquimicos de DNA é a
possibilidade da geracdo in situ de radicais intermediarios reativos e a
deteccao da interacao dos mesmos com o DNA. Esses biossensores tém
contribuido de forma promissora para a compreensao da interacao do DNA
com inumeras moléculas, principalmente carcinogéncias, ou ions, bem
como a investigagao do mecanismo de agao dos danos oxidativos ao DNA.

Particularmente, os biossensores eletroquimicos de DNA sao
utilizados nos estudos de interacdo cinética entre compostos
biologicamente ativos e o DNA, através de técnicas tais como VC, VPD,
VOQ, entre outras (OLIVEIRA-BRETT e SERRANO, 1995; OLIVEIRA-BRETT
et al., 1998; LA-SCALEA, SERRANO e GUTZ, 1999).
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Entre os estudos mais recentes, citam-se a investigacao da
interacdo do complexo paladio-acido lipdico com o dsDNA e os seus danos
oxidativos sobre eletrodo de carbono Vvitreo, utilizando VPD
(CORDUNEANU et al., 2009). Ao investigar a interacdo do dsDNA
imobilizado na superficie do eletrodo de carbono vitreo com a talidomida,
Oliveira et al. (2009) observaram uma condensacao da estrutura do
dsDNA e o surgimento do pico da 8-oxoGua e/ou 2,8 DHA nos
voltamogramas de pulso diferencial obtidos, indicativo de danos ao
dsDNA. Corduneanu et al. (2010) investigaram a interacao de quelatos de
paladio com poliaminas biogénicas espermina e espermidina com dsDNA,
sobre eletrodos de carbono vitreo, e revelaram que a estrutura da dupla
hélice tornou-se condensada apds interagir com os compostos em estudo,
utilizando VPD.

2.4 Técnicas voltamétricas

As técnicas voltamétricas encontram larga aplicagdo em estudos nas
mais diversas areas do conhecimento como medicina, bioquimica, biologia
molecular, quimica ambiental, fisico-quimica e quimica analitica,
objetivando tanto a obtencao de informacdes fundamentais sobre
propriedades intrinsecas das substancias organicas e inorgénicas, quanto
o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos (SOUZA, MACHADO e
AVACA, 2003).

A voltametria compreende um grupo de técnicas eletroquimicas, nas
quais as informacdes sobre o analito se baseiam na medicao da corrente
resultante de uma oxidacdao ou reducdo na superficie de um eletrodo
indicador ou de trabalho, durante a aplicacao de uma diferenca de
potencial na célula eletroquimica (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003;
SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002; BRETT e BRETT, 1996).

Desde sua invencao em 1922 por Jaroslav Heyrovsky, a

polarografia, que é um tipo particular de voltametria, chegou a ser a
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primeira técnica eletroquimica a ser utilizada em analise quimica e, nos
anos trinta e inicio dos anos quarenta a Unica técnica automatica (SOUZA,
MACHADO e AVACA, 2003; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002: BARD e
FAULKNER, 2001.; BRETT e BRETT, 1996).

Dentre as técnicas voltamétricas mais aplicadas em estudos
eletroquimicos e desenvolvimento de métodos eletroanaliticos, destacam-
se a VC, VPD e vOQ.

2.4.1 Voltametria ciclica

A VC é uma técnica muito usada para estudos eletroquimicos
iniciais, cuja principal utilizagao tem sido para diagnosticar mecanismos de
reacdo, para a identificacdo de espécies presentes em solucdao e para a
andlise semiquantitativa de velocidades de reacbes (BRETT e BRETT,
1996; BARD e FAULKNER, 2001).

Nesta técnica, o potencial aplicado ao eletrodo varia de forma linear
a uma velocidade de varredura constante, v = |dE/dt|, entre um potencial

inicial (E;) e um potencial final (E¢), previamente escolhidos, Figura 2.7A.

A B
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Figura 2.7. VC. (A) Esquema de aplicacao de potencial. (B) Resposta tipica para
um sistema reversivel. (Adaptado de BRETT e BRETT, 1996).

Apds o inicio da varredura de potencial e ao atingir t = t;, a diregao
da varredura é invertida e variada até Enin, € depois invertida e variada
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para Emax, Figura 2.7A, e assim sucessivamente, de uma forma ciclica. O
sentido da varredura pode ser positivo ou negativo (BRETT e BRETT,
1996). Obtém-se, como resposta a essa perturbacdo, por exemplo, um
par de picos (catddicos e anddicos), cujos parametros eletroquimicos mais
importantes sdo os potenciais de pico catoédico e anddico (Eyc € Epa), as
correntes de pico catddico e anoddico (I € Ipa) € o potencial de meia altura
(Ep2) ou potencial de meia onda (Ei2), essenciais para caracterizar o
processo eletrdodico ocorrido (BRETT e BRETT, 1996; BARD e FAULKNER,
2001; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). A Figura 2.7B ilustra a resposta
tipica para a VC de um sistema reversivel (quando ha picos direto e
reverso). Para um sistema irreversivel nenhum pico reverso aparece ao
inverter a diregao da varredura.

A dependéncia do potencial e da corrente de pico com a variacao da
velocidade de varredura, observada a partir de analise baseada em testes
diagndstico, permite obter informagdes importantes como reversibilidade
e irreversibilidade do processo de transferéncia de elétrons, presenca de
reacdes quimicas acopladas, adsorcdao e fendOmenos cataliticos, além de
poder caracterizar o fenOmeno que controla a corrente de pico (GREEF et
al., 1985). Os testes diagndsticos para caracterizacdo de cada tipo de

processo redox estao descritos na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Testes diagnosticos em VC para processos reversiveis, irreversiveis e quase-
reversiveis (Adaptado de BRETT e BRETT, 1996 e BARD e FAULKNER, 2001).

Reversiveis Irreversiveis Quase-reversiveis
I, o v*? Ipe 0 VY2 I, aumenta com v
[Ipa/Ipcl = 1 Auséncia de pico reverso [Ipa/Ipcl = 1 se
a=20,5
AE, = |Epa - Epcl = 57/n |dEy/d Ig v| = 29,6/(an’)(mV) AE, = 58/n (mV) e
(mvV) aumenta com v

|E, = Epj2| = 56,6/n (MmV) |Ep = Epj2|l = 47,7/(an”) (MV) -

E,independente de v E,. dependente de v E,. desloca negativamente

com o aumento de v
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2.4.2 Voltametria de pulso diferencial

A possibilidade de interfaciamento com equipamentos eletroquimicos
para o controle digital da perturbacao imposta ao eletrodo de trabalho,
assim como da medida do sinal resultante, possibilitou o desenvolvimento
das técnicas voltamétricas, em especial das técnicas de pulso que, na
década de 50, comecaram a substituir as técnicas polarograficas até entao
utilizadas (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003). As técnicas de pulso sao
amplamente adotadas em quimica analitica para a determinacao de
espécies eletroativas devido as altas sensibilidades obtidas,
particularmente na presenca de correntes com ruidos de fundo, tal como
aquelas que podem resultar da reducao do oxigénio dissolvido. Nestas

/RC onde t é o tempo, R

técnicas, a corrente capacitiva é proporcional a e
a resisténcia da solugao e C a capacitancia da dupla camada elétrica, e a
corrente faraddica é aproximadamente proporcional a /2, o decaimento
da primeira, apos a aplicacdo do pulso de potencial, € muito mais rapido
gue o da ultima (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003). Assim, as medidas
de corrente somente sao realizadas apds a contribuicdo da corrente

capacitiva ter sido minimizada, conforme, Figura 2.8.

medida de corrente
H

corrente

faradaica

capacitiva

T T
tempo do pulso

Figura 2.8. Variacao da corrente faradaica e corrente capacitiva com o tempo,
em técnicas de pulso (Fonte: SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003).
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A Figura 2.9A apresenta o tipo de onda de potencial aplicado ao
eletrodo de trabalho em VPD e a Figura 2.9B, um voltamograma tipico de

pulso diferencial.

oy A, Al
N Al=1,-1

1NN =
i

N

—ir — t

—t E

1/2)

Figura 2. 9. VPD. (A) Esquema de aplicacao de potenciais e (B) Resposta tipica
(Adaptado de BRETT e BRETT, 1996).

Em VPD aplicam-se pulsos de potencial sucessivos com uma
amplitude AE, (amplitude de pulso) em intervalos periddicos de tempo ¢t,
sobre uma rampa ou escada de potencial com incremento de AEs. As
medicOes de corrente sao efetuadas em um certo tempo antes (I;) e
depois (I>) da aplicagao de pulso, Figura 2.9A. A diferenca entre estas
correntes é o valor de corrente registrado num voltamograma de pulso
diferencial, Figura 2.9B.

O tempo r durante o qual o pulso de potencial é aplicado define a
largura do pulso. O tempo 7 é o intervalo entre duas aplicacoes
sucessivas de pulso, e determina conjuntamente com o valor de AEs a
velocidade de varredura v = tAEs. Em VPD a v varia normalmente entre 1
e 10 mV s™.

A amplitude escolhida para o pulso de potencial AE,, deve levar em
consideracao a reacao em estudo e a sensibilidade exigida, uma vez que,
grandes amplitudes geram correntes capacitivas residuais que podem

diminuir a possibilidade de detectar a corrente faradaica. Para pequenas
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amplitudes de pulso, a largura a meia altura W;,»; do pico de corrente é
inversamente proporcional ao nimero de elétrons transferidos (90/n), o
gue permite caracterizar o mecanismo da reacao de transferéncia de
carga. A intensidade corrente de pico (I,) € proporcional a concentragao
do analito, mas também depende da velocidade da reacgao eletroquimica
(BRETT e BRETT, 1996).

2.4.3 Voltametria de onda quadrada

A VOQ foi inventada em 1952 por Barker, mas foi pouco usada
nesse tempo devido a dificuldades com a eletrénica de controle. Com os
progressos na instrumentagao, tornou-se uma técnica analitica importante
(BRETT e BRETT, 1996).

Na VOQ, o potencial aplicado é constituido por uma onda quadrada
de amplitude constante (AE,) sobreposta a uma escada de potencial com
degraus de amplitude (AEs) num periodo t. Esse esquema de aplicagdo de
potencial €& representado na Figura 2.10A. Durante cada ciclo de

frequéncia f =

, um pulso de potencial positivo é aplicado ao eletrodo
durante a metade do ciclo a que se segue, na metade restante é aplicado

um pulso de potencial negativo.

resultante

>
w
(@)

resuitante

Corrente
Corrente

reversa

reversa

1 1 1 1 1
 p— 1 Potencial Potencial

Figura 2. 10. VOQ. (A) Esquema de aplicacdo de potenciais; B) Resposta tipica
para um sistema reversivel e C) para um sistema irreversivel (Adaptado de
BRETT e BRETT, 1996; SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003).
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A corrente é medida antes do fim de ambos os pulsos, positivo e
negativo, em cada ciclo (1 e 2), Figura 2.10A. Nesta técnica o regime de
amostragem permite obter como resposta trés tipos de curvas: a corrente
I, registrada no final do pulso de potencial direto — corrente direta (Ir — do
inglés forward current), a corrente I, registrada no final do pulso reverso
- corrente reversa (I, - do inglés backward current) e a corrente total ou
resultante (Al ou I;) que corresponde a diferenca entre essas duas. A
corrente I, possui sinal contrario a I;. Assim, para sistemas reversiveis, Al
= I, — I € maior do que I; (O'DEA, OSTERYOUNG e OSTERYOUNG, 1981;
OSTERYOUNG e OSTERYOUNG, 1985; O'DEA, RIBES e OSTERYOUNG,
1993). Esse sinal de forma diferencial obtido apresenta excelente
sensibilidade e alta rejeicao a correntes capacitivas (SOUZA, MACHADO e
AVACA, 2003). As Figuras 2.10B e C representam os voltamogramas de
onda quadrada para sistemas reversiveis e irreversiveis, com a separagao
das correntes direta, reversa e resultante.

Enquanto na VPD a v varia entre 1 e 10 mV s na VOQ a mesma
pode alcancar até 1 V s. Este fato confere vantagens a VOQ como
técnica analitica em termos de rapidez de andlise, menor consumo de
espécies eletroativas e diminuicdao de problemas associados ao bloqueio
da superficie do eletrodo. Outra vantagem é o fato de os resultados
experimentais obtidos por esta técnica apresentarem uma sensibilidade
maior, ja que velocidades de varredura mais rapidas podem ser utilizadas.
E além disso, como a amostragem da corrente é feita em ambos os
pulsos, os picos correspondendo a oxidacdo ou a reducgao das espécies
eletroativas na superficie do eletrodo podem ser obtidos num mesmo
experimento (BRETT e BRETT, 1996).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e solucoes

A MC-LR (pureza = 95%) foi obtida da Alexis Biochemicals
(Lausen/Suica). O 4acido sorbico (SA, pureza = 99%), acido 2-
acetamidoacrilico (2-AAA, pureza = 99%), dsDNA (Deoxyribonucleic acid,
sodium salt from calf thymus), acetonitrila (grau HPLC), acido férmico e
0os aminoacidos L-Leucina (Leu), L-Arginina monohidroclorada (Arg), D-
Alanina (Ala), Acido L-glutdmico (Glu) e Acido L-aspértico (Asp) foram
adquiridos da Sigma. Todos os compostos foram utilizados sem qualquer
purificagao adicional.

Para os experimentos eletroquimicos foram preparadas solugdes
estoque de: MC-LR (100 pmol L), cada aminoacido (10 mmol L), SA
(100 pymol L) para VPD, SA (100 pmol L't e 1 mmol L) para VPD e SA
(5 mmol L'!) para VC. Para o 2-AAA, solugdes estoque de 1 mmol L e 1,5
mmol L' foram preparadas para os experimentos de VPD e VC,
respectivamente. Todas as solugdes padrao foram preparadas com agua
purificada obtida pelo sistema Millipore Milli-Q System, Millipore S.A.,
Molsheim, Franca (condutividade < 0,1 pS cm™) e mantidas a 4 °C, exceto
as solugdes padrdo dos aminoacidos, até posterior utilizacao.

Apds a realizagao das analises das solugdes de MC-LR, SA e 2-AAA
durante o dia, as solugdes foram transferidas da célula eletroquimica para
tubos de microcentrifuga de 0,65 mL (Costar®) e mantidas a 4°C durante
a noite, até a realizacdo dos préximos experimentos.

A solucao padrao de dsDNA foi preparada pela dissolugao de = 1,3
mg do mesmo em 5 mL de agua purificada em um microtubo de 1,5 mL
(Eppendorf®). A solucdo foi mantida a 4 °C por 24 h para garantir a
homogeneizacdao e para evitar a sua degradagdao. Em seguida, foi
determinada a concentracdao real dessa solucdo por espectrofotometria
UV-Vis, através da multiplicagdo da absorbancia encontrada
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experimentalmente pelo fator de conversdo (1u Assonm = 50 pg mL! de
dsDNA) (FASMAN, 1975). As concentragdes especificas utilizadas durante
as medidas voltamétricas estdo referidas no texto.

As solucdes tampao de eletrdlitos suporte de diferentes pH’s foram
preparadas com agua purificada e reagentes de grau analitico, conforme a
Tabela 3.1. As medidas de pH foram efetuadas utilizando um pH-metro
Crison micropH 2001, Crison Instruments S.A. (Barcelona/Espanha) com

um eletrodo de vidro combinado, Ingold.

Tabela 3.1. TampOes para eletrdlitos suporte com diluicdo para 100 mL de &gua
(Adaptado de OLIVEIRA et al., 2007).

pH Composicao (mL) i';:-iiaa
1,3 HCI 0,2 pmol L™ (42,5) + KCI 0,2 pmol L (25,0) 0,135
2,0 HCI 0,2 pmol L™ (6,5) + KCI 0,2 pmol L™ (25,0) 0,063
3,4 HAcO 0,2 pmol L (46,3) + NaAcO 0,2 umol L (3,7) 0,100
4,4 HAcO 0,2 pmol L™ (36,8) + NaAcO 0,2 pmol L™ (13,2) 0,197
4,5 HAcO 1 pmol L™ (12,5) + NaAcO 1 pmol L (7,2) 0,100
5,3 HAcO 0,2 pmol L™ (8,8) + NaAcO 0,2 umol L (41,2) 0,100
6,1 NaH,P0O, 0,2 uymol L™ (43,85) + Na,HPO40,2 pmol L (6,15) 0,125
7,0 NaH,P0, 0,2 umol L™ (19,5) + Na,HPO, 0,2 pmol L™ (30,5) 0,222
8,2 NaH-PO, 0,2 umol L (2,65) + Na,HPO, 0,2 pmol L (47,35) 0,289
9,2 Na,B,O,. 10 H,0 0,025 pmol L (50,0) + NaOH 0,1 pymol L (3,0) 0,040
10,3 Na,B,0,. 10 H,0 0,025 pmol L* (50,0) + NaOH 0,1 pmol L? (22,7) | 0,060
11,9 KCI 0,2 umol L! (25,0) + NaOH 0,2 umol L (6,0) 0,062

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente
(25 + 1°C).

As solucdes saturadas com gas nitrogénio (N,) de elevada pureza
(Air Liquide, Franca) foram desoxigenadas pela passagem de um fluxo
constante desse gas durante 10 minutos, antes do inicio do ensaio

voltamétrico. Durante as varreduras, um fluxo constante de N, foi
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mantido sobre a superficie das solucdes para evitar a presenca de

oxigénio.

3.2 Instrumentacao

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se um
potenciostato/galvanostato pAutolab Tipo II da Metrohm/Autolab, Utrecht,
Holanda, funcionando no modo potenciostatico, Figura 3.1.

O controle dos parametros voltamétricos, a aquisicao e o tratamento
dos dados obtidos, foram efetuados por intermédio do software GPES
(General Purpose Electrochemical System) versao 4.9, da Echo-Chemie,
Utrecht, Holanda.

Os ensaios voltamétricos foram realizados em uma célula
eletroquimica de compartimento Unico com capacidade volumétrica de 2
mL (Cypress System, Inc., USA). Um eletrodo de carbono vitreo (ECV, ®=
1,5 mm) foi utilizado como eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl
(Deixo= 2,0 mm) como referéncia e um fio de platina (® = 0,5 mm) como

eletrodo auxiliar, todos da Cypress System, Inc., USA, Figura 3.1.

Eletrodo auxiliar

Potenciostato/ galvanostato i

T——————

B Eletrodo de referéncia
Ag/AgCl [ Eletrodo de trabalho
\ g ECV

\ y

rARENERE Y Y Y e = =]
T HII?U\\
O ] ol |

g-7 Célula eletroquimica

Figura 3.1. Sistema eletroquimico de trabalho: (A) Potenciostato/Galvanostato e
(B) célula eletroquimica e eletrodos (Adaptado de DICULESCU, 2004).
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As medidas espectrofotométricas foram efetuadas utilizando um
espectrofotometro UV-VIS SPECORD S100 da Analytik Jena GmbH, Jena,
Alemanha, interfaciado ao software Aspect Plus Version 1.5 (Analytik Jena
GmbH, Jena, Alemanha). As condicdes experimentais para a obtencao dos
espectros de absorcao foram: tempo de integracao de 41 ms e
acumulacao de 10 pontos. Todos os espectros foram registrados numa
faixa compreendida entre 200 e 500 nm em uma cubeta de quartzo com 1
mm de caminho éptico.

Os experimentos cromatograficos por CLAE (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia) foram realizados empregando um cromatografo
(Separations Module HPLC da Waters 2690 Alliance™) acoplado a um
detector de arranjo de fotodiodos - Photodiode Array Detection (PDA 996)
- da Waters 996, Waters S.A. USA. Foi utilizada uma coluna C;g de fase
reversa Inertsil ODS-3V da Inertsi. A fase modvel utilizada foi
acetonitrila/agua (35:65, v/v), com acido formico 0,05% (v/v), pH = 2,8,
método isocratico. Uma solugdo de MC-LR 6,3 x 10”7 mol L™ foi preparada
em tampao acetato pH 3,4, uma vez que a MC-LR também degrada-se
facilmente nesse meio, e aliqguotas dessa solucao foram injetadas na fase
movel. A absorbancia UV-Vis foi monitorada em 239 nm e o volume da

amostra injetada foi de 50 pL.

3.3 Parametros experimentais das medidas voltamétricas

Os parametros experimentais para as medidas eletroquimicas
foram: incremento de potencial (AEs) de 2 mV e velocidade de varredura
(v) de 100 mV s™! para VC; amplitude de pulso (AE,) de 50 mV, largura de
pulso (AE:) de 70 ms e velocidade de varredura (v) de 5 mV st para VPD;
e frequéncia de pulso (f) de 50 Hz, incremento de potencial (AEs) de 2 mV
e amplitude de pulso (AEp) de 50 mV para VOQ.
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3.4 Tratamento dos dados voltamétricos

Os voltamogramas de pulso diferencial apresentados foram
suavizados através da funcao Savitsky-Golay smooth (level: 4), a fim de
eliminar o ruido de fundo sobreposto ao sinal voltamétrico, e em seguida,
corrigidos a linha de base através da funcao moving average com um step
window de 2 mV, ambas disponiveis no software GPES versao 4.9. Esse
tratamento matematico realizado nos voltamogramas melhorou a
visualizacao e identificacdao dos picos em relacdo a linha de base sem a
introducao de qualquer artefato, embora a corrente de pico em alguns
casos seja reduzida (< 10%) em relagdo a da curva voltamétrica nao
tratada. Os valores das correntes de pico foram obtidos a partir dos
voltamogramas originais, utilizando-se somente a corregao da linha de

base.

3.5 Preparacao da superficie do ECV

Antes de cada medida voltamétrica a superficie do ECV foi limpa
mecanicamente e, em seguida, eletroquimicamente. Na limpeza mecanica,
a superficie do eletrodo foi polida com spray de grao de diamante
(tamanho da particula = 1 pym) da Kemet International Ltd, UK, e em
seguida, lavada rigorosamente com Adagua purificada. Para a limpeza
eletroquimica, o eletrodo foi colocado numa solugdo de H,SO4 0,2 mol L
e, em seguida, foram efetuadas 10 varreduras sucessivas por VC numa
faixa de potencial entre - 1,0V e + 1,3V e v = 500 mV s

O condicionamento eletroquimico da superficie do eletrodo foi
efetuado, apds a limpeza mecéanica/eletroquimica, através do registro de
varios voltamogramas no eletrdlito suporte e na técnica a serem

utilizados, a fim de obter uma linha de base estavel.
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3.6 Testes de adsorcao dos compostos

Para verificar efeitos de adsorcao da MC-LR, SA ou 2-AAA na
superficie eletrodica, foram realizados dois testes para cada um desses
compostos, conforme os procedimentos descritos a seqguir:

1 - Apds efetuar varias medidas na solugdo de cada composto para
todos os pH’'s, sem limpeza da superficie do ECV, o eletrodo foi
lavado com um jato de agua deionizada, em seguida, transferido
para uma nova solucgdo eletrolitica e registrados os voltamogramas.

2 - Apds a imersao do ECV na solugao de cada composto para todos os
pH’s por 10 minutos, o eletrodo foi lavado com um jato de agua
deionizada, em seguida, transferido para uma nova solugao

eletrolitica e registrados os voltamogramas.

Para investigar a adsorcao dos produtos de oxidacao formados na

superficie do eletrodo, somente o procedimento 1 foi realizado.

3.7 Deteccao dos centros eletroativos da microcistina-LR

Com o intuito de detectar os centros eletroativos da MC-LR sobre o
ECV, a oxidacdo eletroquimica dos cinco aminoacidos comuns
constituintes dessa toxina, Leu, Arg, Ala, Glu e Asp, foi inicialmente
investigada.

Uma vez que os aminoacidos incomuns Mdha e Adda, presentes na
MC-LR, nao sao oferecidos comercialmente, dois outros compostos foram
também testados eletroquimicamente. Tratam-se do 2-AAA e SA, Figura
3.2, 0s quais possuem similaridade estrutural aos grupos funcionais alvo.
O 2-AAA e o SA simulam estruturalmente o aminoacido raro Mdha e a
cadeia lateral Adda do anel peptideo, respectivamente (GRETCHEN,
2007).
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Figura 3.2. Estrutura quimica: (A) acido 2-acetamidoacrilico e (B) acido sérbico.

O procedimento de investigacdo voltamétrica de cada composto

estudado é descrito a seguir.

3.7.1 Teste dos aminoacidos Leu, Arg, Ala, Glu e Asp

O comportamento eletroquimico dos aminoacidos Leu, Arg, Ala, Glu
e Asp foi investigado em uma faixa de potencial entre 0,00 Va + 1,45 V.

Os testes foram efetuados em uma solucao de cada aminoacido nas
concentracdes de 30 e 60 pymol L' em solugdes tampdo pH 5,3 e 7,0,
utilizando DPV. Os voltamogramas foram registrados logo apds a adicdo
da solucao de cada aminoacido nos tampdes e apods 5, 24 e 29 horas de

incubacao.

3.7.2 Teste dos compostos 2-AAA e SA

O comportamento eletroquimico dos compostos 2-AAA e SA foi
estudado em uma ampla faixa de potencial entre 0,00 V e + 1,5V,
utilizando VC e VPD para o primeiro composto e VC, VPD e VOQ para o
segundo.

Os voltamogramas do 2-AAA e SA foram registrados logo apds a

adicao da solucdo de cada um desses aminoacidos nos tampdes e apds 24
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e 48 horas de incubacdo para o 2-AAA e apds 5, 24, 48, 96 horas, 7 e 14

dias de incubacgao para o SA.

3.8 Construcao da curva analitica

Para obtencdao da curva analitica para a MC-LR, uma solucao
estoque de 200 pmol L* foi preparada. A partir dessa solugdo, uma
aliquota foi adicionada a oito células eletroquimicas distintas contendo
eletrolito suporte pH 1,3, num volume total de 100 pL. Esse procedimento
foi empregado devido a rapida degradacao da MC-LR nesse pH. A faixa de
concentracdo investigada foi de 2,5 a 35 uymol L.

As medidas foram realizadas por VPD e, entre cada adicao, a
superficie do ECV foi sempre polida a fim de garantir uma superficie limpa

e evitar a adsorgao dos produtos de oxidacao da MC-LR.

3.8.1 Limites de deteccao e quantificacao

Através dos dados obtidos das medidas do branco e da curva
analitica I, vs [MC-LR] estimaram-se as figuras de meérito, limites de
deteccao (LD) e quantificacao (LQ), a fim de verificar a possibilidade do
desenvolvimento de uma metodologia para a determinagao da MC-LR em
aguas naturais.

O LD é a menor concentracdao do analito a ser detectada e é
responsavel por um sinal que é igual a trés vezes o nivel de ruido da linha
de base, ndao sendo necessariamente quantificado. Ja o LQ consiste na
menor concentracao do analito, que pode ser quantificada na amostra,
com precisdo e exatiddao aceitaveis, sob as condicbes em que foram
estabelecidos os ensaios, onde se considera que o limite do equipamento
ainda ndo tenha sido atingido. Assim, a sensibilidade do método serd
avaliada pelo calculo do LD e LQ, conforme as Equacdes (3.1) e (3.2),
respectivamente (MOCAK et al., 1997).
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35,

L[)::‘I;‘ (3.1)
10S

LQ= b : (3.2)

onde S, € o desvio-padrao das medidas do branco em eletrélito puro e “b”
a inclinacao da curva analitica, ou seja, o coeficiente angular em um nivel
de significancia de 95% de confianga.

Em uma curva analitica, o intervalo linear compreende uma faixa de
concentracao que se estende desde a menor concentracao, a qual se pode
realizar uma medida quantitativa (LQ), até a concentracdo na curva
analitica que se desvia da linearidade (Limite de Linearidade - LL),

(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002), conforme se observa na Figura 3.3.

Resposta analitica

Intervalo Linear

1
1
1
1 1
4l -
1~ e L
1 1
1 1
1 1
T

Concentracao

Figura 3.3. Intervalo linear de um método analitico (Adaptado de SKOOG,
2002)
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3.9 CondicOoes experimentais para a investigacao voltamétrica in
situ da interacao da microcistina-LR com dsDNA

A interacao da MC-LR com o dsDNA foi inicialmente investigada por
VPD, conforme os parametros experimentais mostrados na Secao 3.3 e os

procedimentos apresentados a seqguir.

3.9.1 Preparacao do biossensor eletroquimico de dsDNA e
procedimento de incubacao

Para o estudo voltamétrico inicial da interagdo da MC-LR com o
dsDNA, o eletrodo de carbono vitreo foi modificado pela imobilizacdo de
dsDNA na sua superficie, levando a construcdo de um biossensor
eletroquimico de dsDNA.

A imobilizacao do filme multicamada de dsDNA na superficie do ECV,

previamente limpa e condicionada em eletrélito suporte (Secao 3.5), foi

obtida pela deposicao de 5 pL de uma solucao de dsDNA 50 pjg mL_1
(previamente preparada em agua, Secao 3.1) diluida em tampao acetato
pH 4,5. Apdés a secagem dessa primeira camada de dsDNA, o mesmo
procedimento foi repetido duas vezes, Figura 3.4A. Esse filme
multicamada de dsDNA preparado garante que o sinal eletroquimico
obtido seja devido apenas ao dsDNA modificado na superficie e ndo pela
adsorcdo ndo-especifica do composto, uma vez que a superficie do
eletrodo encontra-se completamente coberta com o filme de dsDNA
(OLIVEIRA-BRETT e DICULESCU, 2004b).

Apds a modificacdo, o eletrodo foi lavado com um jato de agua
deionizada para remover as fitas de dsDNA nao adsorvidas (OLIVEIRA-
BRETT e DICULESCU, 2004b). Em seguida, o biossensor foi incubado na
solucao de MC-LR, Figura 3.4B. Apds a incubacado, o eletrodo foi lavado

com agua deionizada para remover as moléculas ndao adsorvidas e
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transferido para o tampao acetato pH 4,5. Este procedimento foi utilizado

para avaliar as interagdes de curto tempo da MC-LR com o dsDNA.

A K\‘j B |

I’ 3 aliquotas "
; — de5 uL Biossensor
de dsDNA
Solugao de dsDNA
50 umol L-'tem
tampao pH 4,5
I ~
Solugao de
. ' MC-LR

Figura 3.4. (A) Preparacdo do biossensor eletroquimico de dsDNA. (B)
Incubagao do biossensor de dsDNA na solugao de MC-LR.

Em paralelo, foram realizados experimentos de controle com os
biossensores de dsDNA seguindo as mesmas etapas acima descritas e nos
mesmos tempos de incubacgao utilizados para o analito, porém na
auséncia da MC-LR.

As concentragoes das solugdes de MC-LR utilizadas nas incubagoes
com os biossensores de dsDNA estdao descritas ao longo deste trabalho,

assim como os tempos de incubagao estudados.
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3.9.2 Preparacao das solucoes de dsDNA incubadas

Para uma avaliacao direta da interacao da MC-LR com o dsDNA,

solugdes de dsDNA 50 ug mL_1 (previamente preparada em agua, Secao
3.1) foram diluidas em tampao acetato pH 4,5 e incubadas (OLIVEIRA-
BRETT e DICULESCU, 2004a) com a MC-LR, Figura 3.5. A sua interacao foi
analisada pela deteccdao no ECV, previamente limpo e condicionado (Secao
3.5), diretamente na solucao. Esse procedimento permite investigar as

interagdes de longos tempos de incubacgao.

Solucgao de dsDNA Solugao de MC-LR
50 pg mL-1

Solugao tampao

- — pH 4,5

.
-y

\ K

Figura 3.5. Preparagdo das solugdes de dsDNA incubadas com MC-LR.

Solugbes de controle de dsDNA foram preparadas em tampao pH
4,5, armazenadas nas mesmas condicdes descritas acima, porém na
auséncia de MC-LR, e analisadas nos mesmos periodos de tempo que as
solugdes incubadas com essa toxina.

As concentracdoes das solucdes de MC-LR utilizadas nas incubacdes
com solucoes de dsDNA estao descritas ao longo deste trabalho, assim

como os tempos de incubagao estudados.
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3.10 Condicoes experimentais para a investigacao
espectrofotométrica in situ da interacao da microcistina-LR com
dsDNA

A interacdo da MC-LR com o dsDNA foi também investigada por
espectrofotometria UV-Vis, conforme o0s parametros experimentais

mostrados na Secao 3.2 e o procedimento descrito a seguir.

-1
Uma solucdao de dsDNA 50 pg mL (previamente preparada em
agua, Secao 3.1) foi diluida em tampao acetato pH 4,5 e incubada com a
MC-LR (25 pmol L. A sua interacdo foi analisada pelo monitoramento

dos espectros de absorcao de dsDNA na auséncia e presenca de MC-LR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comportamento eletroquimico da microcistina-LR

O estudo eletroquimico da MC-LR foi realizado sobre ECV, em varios
eletrélitos suporte com diferentes valores de pH, utilizando as técnicas de
VC, VPD e VOQ. Inicialmente, o comportamento voltamétrico da MC-LR foi
investigado por VC em uma solugao recém-preparada de MC-LR 60 pmol
L' em tampé&o fosfato pH 7,0, saturada com gas No.

Os voltamogramas foram registrados durante a varredura de
potencial iniciada em + 0,00 V e entre um potencial positivo limite de +
1,40 V e um potencial negativo limite de - 1,00 V. Independentemente da
direcdo da varredura inicial somente um pequeno pico anddico foi
observado, Figura 4.1, indicando que a MC-LR sofre somente oxidagao na
superficie do ECV. Por esta razdo todos os experimentos foram realizados

na faixa de potencial caracteristica da regido anddica.

MC-LR

1uA‘

00 02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.1. Voltamogramas ciclicos sobre ECV obtidos imediatamente apds a
adicdo de uma solucdo de MC-LR 60 pmol L' em tamp&o fosfato pH 7,0, na
auséncia (—) e presenca de MC-LR (—). AEs=2mV e v = 200 mV s™.
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4.1.1 Voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos obtidos imediatamente apds a adicdo da
solucdo de MC-LR 50 pmol L' em tampdo acetato pH 3,4, mostraram o
pico de oxidacdo da MC-LR, pico 1, em E',; = + 1,21V, porém com a
corrente de pico ligeiramente maior que a do voltamograma obtido para o
pH 7,0 (Secao 4.1), Figura 4.2. Ao mudar o sentido da varredura nenhum
pico catodico foi observado, mostrando que a oxidacdo da MC-LR é um
processo irreversivel, Figura 4.2. As varreduras sucessivas obtidas na
mesma solugdao, sem a limpeza da superficie do eletrodo, ndo mostraram
nenhum novo pico de oxidacao, demonstrando que o processo de
oxidagdao da MC-LR nao envolve a formagao de nenhum produto de
oxidacao eletroativo. Por outro lado, a diminuicao da corrente do pico 1,
visualizada nas segunda e terceira varreduras ocorreu devido a adsorgao
da MC-LR e/ou seus produtos de oxidacdo nao-eletroativos na superficie
do eletrodo.

O mesmo comportamento eletroquimico da MC-LR foi observado nos

voltamogramas ciclicos registrados em varios valores de pH’s.

0.5 pA

I i I i I i I i I i I i 1
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V (vs. Ag/AgCl)
Figura 4.2. Voltamogramas ciclicos sobre ECV obtidos imediatamente apds a

adicdo de uma solugdo de MC-LR 50 pmol L't em tampdo acetato pH 3,4: (=) 129,
(=) 22 e (--) 32 varreduras. AE;=2mVev =100 mV s™.
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O efeito da velocidade de varredura sobre a corrente do pico 1, foi
estudado em uma solucdo recém-preparada de MC-LR 60 pmol L em
tampao fosfato pH 7,0. Os voltamogramas foram registrados em
diferentes velocidades de varredura, entre 25 e 200 mV s™. Para garantir
gue a superficie do ECV permanecesse sempre limpa e evitasse possiveis
problemas de adsorcao da MC-LR e/ou seus produtos de oxidagao nao-
eletroativos na sua superficie, o eletrodo foi sempre polido entre as
medidas.

Com o aumento da velocidade de varredura foi observado um
deslocamento do pico 1, para potenciais mais positivos, tanto como o
aumento da corrente capacitiva. O modulo da diferenga entre o potencial
de pico e o potencial de meia altura de pico (|E1pa - Elp/2a|) encontrado foi
igual a 43 mV. Uma vez que, para um sistema irreversivel controlado por
difusdo a equagdo é |E'pa - E'ppal = 47,7 mV/(aan’), onde a. € 0
coeficiente de transferéncia de carga anddica e n> o niumero de elétrons
transferidos na etapa determinante da velocidade (BRETT e BRETT, 1996),
o valor de asn’ = 1,11 foi determinado.

Ao aumentar a velocidade de varredura a corrente do pico 1,
aumentou linearmente com a raiz quadrada da velocidade, indicando uma
oxidacao controlada por difusao das espécies em solugao.

A corrente de pico em ampéres para um sistema irreversivel

controlado por difusdo é dada pela Equacgao (4.1):
| . (A) =299x10°n(e,n')"* AMC — LR], Dy V"2 (4.1)

onde n” é o numero de elétrons transferidos durante a oxidacao da
MC-LR (n’ = 1), determinado por VPD (Secao 4.1.2), A é a a&rea do
eletrodo em cm?, Dvc-ir € 0 coeficiente de difusdo da MC-LR em cm? s,
[MC-LR]., é a concentracdo em mol cm™ e v é em V s! (BRETT e BRETT,
1996). O valor da inclinagdo da relagdo linear I, vs. v/ encontrado foi
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5,32 x 1077 A/(V s ™), logo o valor do coeficiente de difusdo da MC-LR em
tamp3ao fosfato pH 7,0 foi determinado, Dvc..r = 7,62 x 10 cm? 7%,

Para esse calculo, a area eletroativa do ECV foi previamente
determinada pela equacao de Randles e Sevick (BRETT e BRETT, 1996)
como sendo A = 1,02 x 107? cm?. Foi utilizada uma solucdo de K4[Fe(CN)s]
500 pmol L' em tampao fosfato pH 7,0, onde o coeficiente de difusdo do
hexacianoferato de pétassio é 7,35 x 10 cm? s™* (HAYNES, 2011).

4.1.2 Voltametria de pulso diferencial

A influéncia do pH na oxidacao eletroquimica da MC-LR foi estudada
em uma ampla faixa de pH, entre 1,3 e 11,9, utilizando VPD. Os
voltamogramas foram registrados em solugdes recém-preparadas de MC-
LR 30 pmol L' em diferentes eletrélitos suporte.

Os voltamogramas foram obtidos imediatamente apds a adicao da
MC-LR em cada solugao tampao. Para 1,3 < pH < 8,2, os resultados
obtidos na primeira varredura mostraram o aparecimento de somente um
pico anddico, pico 1, em Elpa ~ + 1,06 V, Figura 4.3A. Para pH > 8,2, o
pico 1, nao apareceu.

O potencial do pico 1; nao variou com o pH, indicando que o
processo de oxidacao da MC-LR é independente do pH, Figura 4.3B, e o
seu mecanismo envolve somente a transferéncia de elétrons e nenhum
proton (SMITH, 2006). O numero de elétrons envolvidos na reacgao foi
determinado pelo valor da largura do pico a meia altura (Wy,2) encontrado
para o pico 1, em todos os pH’s, obtendo-se um valor de Wy,, = 89,25 +
11,77 mV a 95% de confianca. O valor encontrado é préximo do valor
tedrico, dado pela Equacdao (4.2), que corresponde a uma reacao
eletroquimica envolvendo a transferéncia de um elétron (BRETT e BRETT,
1996). Consequentemente, o processo de oxidagao da MC-LR ocorre com

a transferéncia de somente um elétron.
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W2 =352RT /nF (4.2)

A variacao da corrente do pico 1, com o pH mostrou um maximo de
corrente em pH 1,3, e com o aumento do pH houve um decréscimo

continuo dessa intensidade de corrente, Figura 4.3B.

A a

B
1.5
L 80
S 1.2 u
2 U " m B Bl
B’ 0.9 4 | E
< 1 © L 40 —
€ o064 o} ="
2 - o L 20
Lu 0.3 - IO, OI O
] o o ©
0.0 O
0 2 4 6 8

pH
Figura 4.3. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
da 12 varredura sobre ECV obtidos imediatamente apds a adicdo de uma solugdo
de MC-LR 30 pmol L no tamp&o em funcdo do pH. (B) Relagao dos E, (M) e I,
(O) do pico 1, com o pH. AEs=2mV, AE;.=70msev =5mV s’
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Para todos o0s pH’s estudados, foram realizadas varreduras
voltamétricas sucessivas, sem efetuar a limpeza da superficie do eletrodo,
a fim de confirmar o comportamento do pico 1, observado na VC.

Nas segunda e terceira varreduras foi observado um decréscimo
progressivo da corrente do pico 1, e o seu potencial foi deslocado para
valores mais positivos, em todos os tampoOes. Esse efeito foi causado pela
diminuicdo da area eletroativa disponivel na superficie do eletrodo, devido
a adsorcao da MC-LR e/ou seus produtos de oxidacao nao-eletroativos. No
entanto, nenhum novo pico foi obtido nos segundo e terceiro
voltamogramas consecutivos, mostrando, assim como na VC, que o
mecanismo de oxidacao da MC-LR nao envolve a formacao de qualquer
produto redox eletroativo. A Figura 4.4 mostra os voltamogramas obtidos

para MC-LR em tampao pH 5,3.

2 nA

_ AN

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

Figura 4.4. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos imediatamente apds adicao de uma solugao de MC-LR 30 pmol
L' em tampdo pH 5,3. (=) 12, (—) 22 e (—) 3@ varreduras e (—) 12 varredura
apl)és transferéncia do eletrodo ao tampdo. AEs=2 mV, AE;=70msev =5 mV
s,
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Logo em seguida, foi realizado o teste de adsorcao para a MC-LR em
todos os pH’s, conforme os procedimentos descritos na Secao 3.6. Os
voltamogramas obtidos nessas condicdes nao apresentaram nenhum pico
voltamétrico. Isso significa que a MC-LR ndo adsorve na superficie do
eletrodo. A Figura 4.4 mostra o voltamograma obtido para o teste de

adsorcao da MC-LR em tampao pH 5,3 (procedimento 1 da Secgao 3.6).
4.1.3 Voltametria de onda quadrada

Experimentos de VOQ foram realizados em solugcdo recém-preparada
de MC-LR 30 pmol L™ em eletrélitos com diferentes valores de pH. Todos
os resultados obtidos nessas condicdbes apresentaram resposta
eletroquimica semelhante a dos voltamogramas ciclicos e de pulso
diferencial.

No primeiro voltamograma registrado em tampao acetato pH 5,3
obtido imediatamente apds a adicdo de MC-LR, o pico 1,, em E1pa = +
1,19 V, foi observado, Figura 4.5.

Uma das vantagens mais importantes da VOQ é que com essa
técnica o carater reversivel da reacao de transferéncia de elétrons pode
ser observado durante a varredura. Como a corrente medida pode ser
amostrada em ambos os sentidos de aplicagao dos pulsos, positivo e
negativo, os picos correspondentes a oxidacdo ou a redugao das espécies
eletroativas na superficie do eletrodo podem ser obtidos no mesmo
experimento (GHICA e BRETT, 2005).

Diante disso, a irreversibilidade da reacao referente ao pico 1, foi
confirmada pela obtencao das componentes de corrente direta e reversa
da corrente total, onde a componente direta mostrou o pico 1, no mesmo
potencial e com a mesma intensidade de corrente que a componente total
obtida. Na componente reversa nenhum pico catdodico apareceu, o que

evidenciou o carater irreversivel da oxidacdo do pico 1, Figura 4.5.
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1A

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I !
02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCI)
Figura 4.5. Voltamogramas de onda quadrada sobre ECV obtidos imediatamente
apos adicdo de uma solugdo de MC-LR 30 pmol L'! em tamp&o acetato pH 5,3:

12 varredura; I; - corrente total, Ir - corrente direta, I, — corrente reversa. f =
50 Hz, AEs=2 mV, AE, = 50 mV, Ver = 100 mV s™.

4.2 Comportamento eletroquimico de oxidacao da microcistina-LR
degradada

As mesmas solugdes de MC-LR em tampao inicialmente estudadas
foram deixadas em incubacdo por varios periodos de tempo. Com o passar
do tempo, essas solugdes foram novamente analisadas e verificaram-se a
diminuicao da intensidade de corrente do pico da MC-LR e o aparecimento
de um novo pico de oxidacao em um valor de potencial menor. Esse
comportamento atribui-se a uma degradacao da toxina em solugdao com a
formacao homogénea de produto(s) de degradacao (pdMC-LR)
eletroativo(s).

Desse modo, o processo de degradacdo quimica da MC-LR em todos
os tampdes e o comportamento eletroquimico do(s) produto(s) gerado(s)
durante essa degradagao foram investigados em detalhes por VC, VPD e
VOQ.
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4.2.1 Voltametria ciclica

Os experimentos iniciais sobre o comportamento de degradacao da
MC-LR foram realizados em tampdo acetato pH 3,4, utilizando VC. Os
voltamogramas foram registrados em uma solugdo de MC-LR 50 pmol L™

ap6s 96 horas de incubacdo, Figura 4.6.

4 0.5 pA

02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.6. Voltamogramas ciclicos sobre ECV obtidos apds 96 h de incubacao
de MC-LR 50 pmol L' em tampé&o acetato pH 3,4. (—) 12 e (=) 22 varreduras
entre + 0,25V e 1,35V. AE;=2mVev =100 mV s

Na varredura efetuada no sentido positivo do primeiro
voltamograma, o pico 1, ocorreu em Elpa =+ 1,21V, porém um novo pico
anddico surgiu, pico 25, em E2pa = + 0,94 V, indicando a oxidagao do(s)
pdMC-LR formado(s) em solugao, Figura 4.6. Ao mudar a direcao da
varredura do primeiro voltamograma para o sentido inverso, dois picos de
reducdo, pico 4., em E'c = + 0,58 V, e pico 3¢, Epc = + 0,47 V,
ocorreram, Figura 4.6. Esses dois picos indicam a redugao dos produtos
de oxidacdo do(s) pdMC-LR formados na superficie do eletrodo durante a

varredura anddica. No segundo voltamograma obtido na mesma solucao,
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sem a limpeza da superficie do ECV, os picos de oxidagao 3, em E3pa = +
0,52 V, e 4,, F°,a = + 0,62 V, ocorreram, Figura 4.6, evidenciando o
comportamento reversivel dessas duas reacdoes. Além disso, ainda na
segunda varredura as correntes dos picos 1, e 2, decresceram, devido a
adsorcdo desses produtos de oxidacdo na superficie do eletrodo.

A fim de verificar que o pico 2, levou a formacgao dos produtos de
oxidacao correspondentes aos picos 3, e 4,, os voltamogramas foram
registrados sob as mesmas condi¢cdes acima, com a superficie do eletrodo
limpa. Porém a direcdo da varredura anddica foi invertida imediatamente
ap6s a varredura do pico 2, e antes do pico 1,. Como os picos 3; e 4,
ocorreram nessas condicdes, Figura 4.7, isso revela que eles sao os
produtos de oxidagao formados pela reagao inerente ao pico 2.

O mesmo comportamento eletroquimico da MC-LR degradada e de
seus produtos de oxidacao foi observado em diferentes eletrdlitos

suporte.

4 0.5 pA
3 c

C

02 04 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgClI)

Figura 4.7. Voltamogramas ciclicos sobre ECV obtidos apds 96 h de incubacdo
de MC-LR 50 pmol L' em tamp&o acetato pH 3,4. (—) 12 e (=) 22 varreduras
entre + 0,25V e 1,10 V. AEs=2mVev =100 mV s™.
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4.2.2 Voltametria de pulso diferencial

O comportamento de oxidacao da MC-LR degradada e de seus
produtos de oxidacao foi estudado em uma ampla faixa de pH
compreendida entre 1,3 e 11,9, usando VPD. As andlises foram realizadas
em solugdes de MC-LR 30 pmol L™ em diferentes eletrélitos suporte, apos
5, 24 e 29 horas de incubacdo. Entre os experimentos, a superficie do ECV
foi sempre limpa.

Os voltamogramas obtidos para a MC-LR em tampao acetato pH 5,3
apos 5 horas de incubacdao, mostraram a ocorréncia do pico 2,, em E2IDa =
+ 0,76 V, Figura 4.8C. Os resultados obtidos na mesma solugdo, porém
apos longos periodos de incubacado, ou seja, 24 e 29 horas, mostraram um
aumento progressivo da corrente do pico 2, com o aumento do tempo de
incubacao. Simultaneamente, ocorreu um decréscimo da corrente do pico
1, e o deslocamento do seu potencial, Figura 4.8C. Esse mesmo
comportamento para ambos os picos foi observado em todos os eletrdlitos
suporte com diferentes valores de pH, Figuras 4.8A, B e D.

Os experimentos acima mostram que durante a incubacao da toxina
em tampdo houve modificagdes estruturais na molécula com o aumento
do tempo de incubacgdo. O decréscimo da corrente do pico 1, com o tempo
de incubacdo corresponde ao decréscimo da concentracdao da MC-LR,
atribuido a degradacdo da toxina. O deslocamento de potencial observado
para esse pico é provavelmente devido a uma isomerizacao da molécula
da toxina. Segundo o estudo de degradagcao da MC-LR induzida
ultrassonicamente realizado por Antoniou et al. (2008b), a oxidacao e a
isomerizagao das ligacoes dieno da cadeia Adda da MC-LR ocorreram
simultaneamente. Em contrapartida, o aparecimento e o aumento da
corrente do pico 2, indicam a oxidacao do(s) pdMC-LR formados em

solucdo e 0 aumento da sua concentragdo com o tempo, respectivamente.
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E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)
C 23 D 2a
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E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.8. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos em solu¢do de MC-LR 30 pmol L incubada em tampdo: (A)
pH 3,4, (B) pH 4,4, (C) pH 5,3 e (D) pH 6,1. (=) 12 varredura imediatamente
apos adicao de MC-LR ao tampao e apdés (—) 5 h, (—) 24 h e (=) 29 h de
incubacdo. AE;=2 mV, AE,.=70msev =5mV s,

Para todas as solugdoes tampao, a diminuicao da corrente do pico 1,
com o aumento do tempo de incubagao foi mais acentuada em pH’s 1,3 e
2,0 e com o aumento do pH essa diminuicao foi mais lenta, Figura 4.9.
Isso mostra claramente que a degradacao da MC-LR foi mais rapida em

pH’s muito acidos. A influéncia do pH na degradacao da MC-LR esta em
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concordancia com aquela observada nos estudos de degradacao por
inducao dessa toxina apresentados por Shi et al. (2005), Song et al.
(2006) e Antoniou et al. (2008a), que encontraram uma maior taxa de

degradacao para essa toxina sob condicdes acidas.

50 5
o h
| s5h
40 4 B 24 h
C29h
< 30
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~~
—= 204
104
0_

pH

Figura 4.9. Variacao da corrente do pico 1, para 0, 5, 24 e 29 h de incubagao
em tampao em fungao do pH.

Os voltamogramas sucessivos registrados na solucao de MC-LR
incubada em tampao acetato pH 5,3 por 29 horas, mostraram na primeira
varredura o pico 1,, em E'p, = + 1,09 V, e o pico 2,, em E%,, = + 0,76 V,
Figura 4.10B. Nas segunda e terceira varreduras, dois novos picos de
oxidacdo foram observados em E’,; = + 0,38 V e E*, = + 0,48 V,
correspondentes aos picos 3, e 4,, respectivamente, Figura 4.10B, os
guais adsorvem na superficie do eletrodo. Esses dois picos foram
apresentados anteriormente por VC. Como ja mencionado, esses dois
picos sao relativos a oxidacao dos produtos de oxidacao do(s) pdMC-LR
formados na superficie do eletrodo durante a primeira varredura de

potencial. Devido a esse processo adsortivo e, consequentemente,
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diminuicdo da area eletroativa, as correntes dos picos 1, e 2, decresceram
gradativamente nas varreduras consecutivas. As Figuras 4.10A e C
apresentam os voltamogramas obtidos para a MC-LR em solugdes tampao

pH 3,4 e 6,1, nas mesmas condigdes acima.
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E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

C %a

10 nA

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

Figura 4.10. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos apds 29 h de incubagdo de MC-LR 30 ymol L' em tampé&o: (A)
pH 3,4, (B) pH 5,3 e (C) pH 6,1. (=) 18, (=) 22 e (—) 32 varreduras e (—) 12
varredura alpés transferéncia do eletrodo ao tampdo. AEs= 2 mV, AE;= 70 ms e
v=5mVs.
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A adsorcao dos produtos de oxidacao do(s) pdMC-LR na superficie
do ECV foi confirmada logo apds efetuar o teste de adsorcao (Secao 3.6).
O resultado obtido apresentou somente os picos 3; e 45, Figura 4.10B.
Isso confirma que esses produtos de oxidacao adsorvem fortemente,
contudo nem a MC-LR nem o(s) pdMC-LR adsorvem na superficie
eletrédica. Além disso, os voltamogramas obtidos sucessivamente nas
mesmas condicdes mostraram um decréscimo continuo, porém lento, das
correntes dos picos 3; e 4, devido ao consumo dos produtos formados.

A Figura 4.11 apresenta os voltamogramas obtidos em uma faixa de
potencial menor, onde aparecem somente 0s picos 25, 32 € 45, apos 29
horas de incubagdao da MC-LR em tampao. Ao delimitar a faixa logo apds o
aparecimento do pico 2, e ao efetuar varreduras seguidas, verificou-se
que ambas as correntes dos picos 3, e 4, aumentaram, devido a formagao
de mais produtos de oxidacdo do(s) pdMC-LR na superficie do ECV. As
varreduras foram realizadas sem a limpeza da superficie do eletrodo. Isso

foi verificado em todos os pH’s estudados.

A 25 B 25
10 nA
3a
1 nA
4
4a \
o I\ | \
0!4 ' of5 ' 016 ' of7 ' 078 ' 079 ' 170 03 04 05 06 07 08
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.11. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos apds 29 h de incubacdo de MC-LR 30 pymol L™ em tamp&o: (A)
pH 3,4 e (B) pH 6,1: (=) 13, (=) 22 e (—) 32 varreduras. AEs= 2 mV, AE.= 70
msev=>5mVs?’
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A dependéncia do pH com o(s) pdMC-LR e de seus produtos de
oxidacao foi estudada em solugdes de MC-LR incubadas em eletrélitos com
diferentes valores de pH apds 29 horas de incubacao.

Os resultados mostram que na primeira varredura efetuada, o pico
2, apareceu em todos os eletrdlitos suporte, exceto em pH 1,3. Para 1,3 <
pH < 9,2, o potencial do pico 2, foi deslocado para valores menos positivos
com o aumento do pH, Figura 4.12A, seguindo a relagao E2pa (V) = 1,081
- 0,059 pH, Figura 4.12B. A inclinacao da reta, 59 mV por unidade de pH,
mostra que o mecanismo de oxidagao para essa reagao envolve o mesmo
numero de elétrons e protons (SMITH, 2006). Levando em consideragao
que a largura a meia altura do pico 2, encontrada em todos os pH’s foi
w2 = 73,67 + 2,66 mV a 95% de confianga, o processo de oxidacdo
envolvido ocorre com a transferéncia de um elétron e um proton.

Para as medidas realizadas nos pH’s 10,3 e 11,9, o potencial do pico
2, foi independente do pH, Figura 4.12B, indicando um mecanismo
envolvendo a transferéncia de apenas um elétron e nenhum proton e
atribuindo que o produto de oxidacdao da MC-LR degradada sofre
desprotonacdo quimica em eletrolitos mais alcalinos (PONTINHA,
OLIVEIRA e OLIVEIRA-BRETT, 2008). O valor do pKa = 9,2 foi atribuido
para o(s) pdMC-LR.

A corrente do pico 2, aumentou com o aumento do tempo de
incubacao em todos os meios estudados, confirmando que o processo de
degradacao da MC-LR ocorreu de forma homogénea em solugdo. A
variacao da corrente do pico 2, com o tempo de andlise em diferentes
eletrdlitos é representada na Figura 4.13. Foi observado que, para todos
os periodos de incubacdo, a corrente do pico 2, foi maior em eletrdlitos
com 5,3 < pH < 6,1 e para eletrélitos muito acidos e alcalinos foram
observadas pequenas intensidades de corrente. Isso mostra que nesse
intervalo de pH a reacao de formacao do(s) produto(s) de degradacao da
MC-LR foi favorecida.
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Figura 4.12. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base
corrigida da 12 varredura sobre ECV obtidos em solu¢cdo de MC-LR 30 pmol L™
em diferentes eletrélitos, apds 29 h de incubacdo, em fungao do pH. (B) Relacdo
do (M) E, do pico 2, com o pH. AE;=2 mV, AE;.=70msev =5mV s,
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Figura 4.13. Variacao da corrente do pico 2, para 5 h, 24 h e 29 h de incubagao
em tampao em funcao do pH.

Na segunda varredura registrada nas mesmas condicdoes descritas
previamente, apareceram 0s picos 3, e 4,, Figura 4.14A. O aumento do
pH do meio até pH 9,2 levou a um decréscimo no potencial desses picos,
Figura 4.14B. A dependéncia foi linear e a inclinagdo da reta, 59 mV por
unidade de pH, mostrou que o mecanismo de oxidagao para cada reacgao,
correspondente a cada pico 3; e 4,, envolve 0 mesmo numero de elétrons
e protons. Os valores encontrados em todos os pH’s para WY? = 48,4 +
8,85 mV do pico 35 e W¥? = 44 + 4,59 mV do pico 4, a 95% de confianga,
mostram que cada um desses processos de oxidagdao envolve a
transferéncia de dois elétrons e dois prétons.

Para as medidas realizadas nos pH’s 10,3 e 11,9, os potenciais dos
picos 3, e 4, foram independentes do pH, Figura 4.14B, indicando um
mecanismo de reacdao envolvendo a transferéncia de apenas dois elétrons
e nenhum préton. As correntes desses picos variaram com o pH, atingindo

um maximo de corrente em 5,3 < pH < 6,1, cada, Figura 4.14.
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Figura 4.14. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base
corrigida da 22 varredura sobre ECV obtidos em solugdo de MC-LR 30 pumol L™
em diferentes eletrélitos, apds 29 h de incubacdo, em funcdo do pH. (B) Relacdo
do E, dos picos (@) 3, e (A) 4, e I, dos picos (O) 3, e (A) 4,com o pH. AE; = 2

mV, AE,.=70msev =5mVs™.
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4.2.3 Voltametria de onda quadrada

Para melhor verificar o comportamento dos produtos obtidos
durante a degradacdao quimica da MC-LR em solucdo quanto a sua
reversibilidade, voltamogramas de onda quadrada em solucao de MC-LR
30 pmol L em diferentes tampdes foram registrados, apds 53 horas de
incubacao.

A primeira varredura realizada na solugdo de MC-LR 30 pymol L em
tampao acetato pH 5,3, mostrou o pico 2,, em EZpa = + 0,78 V, Figura
4.15A. A irreversibilidade dessa reacao foi confirmada mediante a
obtencao das componentes de corrente direta e reversa da corrente total,
onde a componente direta apresentou o pico de oxidagao no mesmo
potencial e com a mesma intensidade de corrente que a componente total
obtida. Porém, na componente reversa nenhum pico catddico ocorreu,

afirmando a irreversibilidade da reagao de oxidagao do(s) pdMC-LR.

A 2

I

t

| |
| 0,5 pAl ° 1 pA‘
b_> —

0.2 0.4 06 08 1.0 0.2 0.4 06 08 10

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

Figura 4.15. Voltamogramas de onda quadrada sobre ECV obtidos em solugao
de MC-LR 30 pmol L™ incubada apds 53 h em tamp&o pH 5,3: (A) 12 e (B) 22
varreduras; I; — corrente total, I: — corrente direta, I, — corrente reversa. f = 50
Hz, AEs= 2 mV, AE, = 50 mV, Ve = 100 mV s,
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Na segunda varredura realizada nas mesmas condigcdes acima, sem
a limpeza da superficie eletrédica, os produtos de oxidagao, picos 3, € 4,,
apareceram em E3pa =+ 041 Ve E4pa = + 0,51 V, respectivamente. A
reversibilidade dessas reacdes foi confirmada pela obtencao das
componentes de corrente direta e reversa da corrente total de ambos os
picos, onde as intensidades de corrente de oxidacao e reducgao para cada
pico foram iguais, Figura 4.15B. Ademais, os mesmos valores de potencial
obtidos para cada um dos picos, 35 e 4, nas suas componentes de
corrente direta e inversa sao um indicativo da adsorcao desses produtos
de oxidacao na superficie do eletrodo (OLIVEIRA et al., 2007).

O mesmo comportamento voltameétrico em termos de reversibilidade
para os processos redox dos picos 2,, 3. e 4, foi observado em todos os

pH’s estudados.

4.3 Analise cromatografica da microcistina-LR

Para confirmar a degradacao da MC-LR em meio aquoso observada
nos estudos voltamétricos, experimentos cromatograficos foram
realizados.

O cromatograma obtido para a solucdo recém-preparada de MC-LR
6,3 x 10”7 mol L' mostrou somente um pico referente a MC-LR obtido em
A = 239 nm, com um tempo de retencao de 7,6 minutos, Figura 4.16.
Esse resultado esta de acordo com a literatura (SHI et al., 2005).

Apés 1 més de incubagdo, a mesma solugdo de MC-LR foi
novamente testada e os resultados apresentaram trés picos, Figura 4.16.
O pico da MC-LR apareceu no mesmo tempo de retengdao, porém com
menor valor de absorbancia, e os outros dois novos picos surgiram com
tempos de retencao de 5,7 e 10,3 minutos, com maximos de absorbéancias
em A = 271 nm e » = 209 nm, respectivamente. Isso mostra que a
degradacdao da MC-LR em meio aquoso e nas condicOoes experimentais

estudadas, sem a utilizacdao de qualgquer processo de indugao, ocorre com
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a quebra da molécula em duas partes, levando a formacdo dos produtos
de degradacdo. Esses resultados estdo em concordancia com aqueles
observados nos estudos de degradacdao induzida da MC-LR por Bourne et
al. (1996), Song et al. (2006) e Antoniou et al. (2008a). Esses autores
observaram o aparecimento de produtos de degradacao dessa toxina nos

cromatogramas obtidos.

1.5

=
o
]

7,630

©
o
]

Absorbancia
o
(@) ]

-0.5 A

5 10 15
t/ min

Figura 4.16. Cromatogramas da solugdo de MC-LR 6,3 x 107 pmol L' em
tampdo acetato pH 3,4: (—) imediatamente apds a adicdo da MC-LR no tampao
e (—) ap6s 1 més de incubagao no tampao.

Os experimentos cromatograficos aqui apresentados confirmam a
ocorréncia da degradacao da MC-LR observada pelas técnicas

voltameétricas.
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4.4. Estudo voltamétrico dos aminoacidos Leu, Arg, Ala, Glu e Asp

Com o intuito de detectar os centros eletroativos da MC-LR sobre o
ECV, a oxidacdo eletroguimica dos aminoacidos Leu, Arg, Ala, Glu e Asp,
foi inicialmente investigada.

Os voltamogramas registrados para cada aminoacido nas
concentracdes de 30 e 60 umol L™ em 0, 5, 24 e 29 horas de incubagdo,
utilizando VPD, nao mostraram nenhuma resposta eletroativa para o

grupo de aminoacidos estudados.

4.5 Estudo voltamétrico do acido 2-acetamidoacrilico

Para estudar a eletroatividade do 2-AAA e a sua possivel correlagao
com os sitios eletroativos da MC-LR, esse composto também foi
investigado eletroquimicamente.

A oxidacao do composto 2-AAA foi estudada e os resultados estao

descritos a seguir.

4.5.1 Voltametria ciclica

Voltamogramas ciclicos foram obtidos em solucao recém-preparada
de 2-AAA 750 pmol L' em tampdo fosfato pH 7,0. O primeiro
voltamograma apresentou o pico de oxidacao do 2-AAA, pico 1,, em Elpa =
+ 1,37 V, Figura 4.17. Ao mudar a direcao da varredura nenhum pico
catédico foi observado, mostrando que esse processo de oxidacao é um
processo irreversivel, Figura 4.17. As varreduras sucessivas obtidas na
mesma solucdo, sem a limpeza da superficie do eletrodo, nao mostraram
nenhum novo pico de oxidagao, demonstrando que o processo de
oxidacao do 2-AAA nao envolve a formacao de nenhum produto de
oxidacao eletroativo. Em contrapartida, a diminuicao da corrente do pico

1, visualizada nas segunda e terceira varreduras ocorreu devido a
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adsorcao do 2-AAA e/ou seus produtos de oxidacao ndo-eletroativos na

superficie do eletrodo.

0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.17. Voltamogramas ciclicos com linha de base corrigida sobre ECV
obtidos imediatamente apds adicdo de uma solucdo de 2-AAA 750 pmol L' em
tampao fosfato pH 7,0: (=) 18, (=) 22 e (—) 32 varreduras. AE;=2 mV e v =
50 mV s,

4.5.2 Voltametria de pulso diferencial

Voltamogramas de pulso diferencial também foram registrados para
0 2-AAA. Os experimentos foram realizados em solucao recém-preparada

de 2-AAA 60 pmol L em diferentes eletrdlitos suporte, Figura 4.18.
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Figura 4.18. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base
corrigida da 12 varredura, sobre ECV, obtidos imediatamente apds a adicdao de
uma solucdo de 2-AAA 60 pmol L™ no tamp&o em funcdo do pH. (B) Relacdo dos
(W) E,e (O) I, do pico 1, com o pH. AE;=2 mV, AE,.=70msev =5mV s,
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Os resultados mostram um pico referente a oxidagao do 2-AAA, pico
1,, em E'y, ~ + 1,30 V, Figura 4.18A. Para pH > 8,2, o pico 1, ndo
apareceu. O potencial do pico 1, ndo variou com o pH, indicando que o
processo de oxidacdo do 2-AAA é independente do pH, Figura 4.18B, e o
seu mecanismo envolve somente a transferéncia de elétrons e nenhum
préton (SMITH, 2006).

A largura a meia altura do pico 1, encontrado nos voltamogramas
registrados para todos os pH’s foi de Wy, = 77 + 11,32 mV a 95% de

confianga, correspondendo a uma reagao de oxidagao envolvendo a

transferéncia de um elétron (BRETT e BRETT, 1996). Assim, o processo de
oxidacao do 2-AAA ocorre com a transferéncia de somente um elétron.

A influéncia do pH na corrente do pico 1,, apresentada na Figura
4.18B, mostrou que a intensidade de corrente tende a diminuir com o
aumento do pH.

Voltamogramas sucessivos foram registrados nas mesmas condigoes
acima, em todos os pH’s. Nas segunda e terceira varreduras efetuadas,
em cada eletrdlito suporte, a corrente do pico 1, diminuiu
consecutivamente, porém nenhum novo pico foi observado. A Figura 4.19
apresenta os voltamogramas obtidos para o 2-AAA em pH 4,5. Esse
comportamento foi causado, possivelmente, devido a adsorcdao do 2-AAA
e/ou seus produtos de oxidacdao na superficie do eletrodo. Todavia, o
mecanismo de oxidacao do 2-AAA nao envolve a formagao de nenhum
produto de oxidacao eletroativo. Esses resultados confirmam os obtidos
por VC.

Pelo teste de adsorcao (Secao 3.6) realizado para todos os pH’s,
nenhum pico de oxidacao foi observado nos voltamogramas obtidos,
indicando que o 2-AAA nao adsorve na superficie eletrddica. A Figura 4.19
mostra o voltamograma obtido para o teste de adsorcao do 2-AAA em

tampao pH 4,5 (procedimento 1 da Secgao 3.6).
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E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.19. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida

sobre ECV obtidos imediatamente apds adicdao de uma solucao de 2-AAA 60 pmol

L* em tamp&o pH 4,5. (=) 13, (=) 22 e (—) 32 varreduras e (—) 12 varredura

pos transferéncia do eletrodo ao tampdo. AEs= 2 mV, AEk=70 mse v =5 mV

st

As mesmas solugdes de 2-AAA em tampao utilizadas nos
experimentos anteriores foram armazenadas e em seguida, analisadas
ap6s 24 e 48 horas de incubagao. Os resultados mostram apenas uma
diminuicao da corrente do pico 1,, sem o aparecimento de um novo pico
de oxidagao, Figura 4.20. Isso indica que o composto 2-AAA sofreu
degradacao em solugao sem apresentar nenhum produto de degradacao

eletroativo.
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Figura 4.20. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos em solucdo de 2-AAA 60 umol L incubada em tampdo: (A)
pH 3,5, (B) pH 4,5, (C) pH 5,3 e (D) pH 6,0. (=) 12 varredura imediatamente
apos adicdo de 2-AAA ao tampdo e apds (—) 24 h e (—) 48 h de incubagado. AE,
=2mV, AEi;=70msev=5mVs
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4.6 Estudo voltamétrico do acido sorbico

Estudos eletroquimicos para o SA também foram realizados visando
investigar os centros eletroativos da MC-LR. Assim, o comportamento de
oxidacdo eletroquimica do SA e de seus produtos de degradacao em

solucdo aquosa foi investigado conforme descrito a seguir.

4.6.1 Voltametria ciclica

O comportamento voltamétrico do SA foi inicialmente investigado
em uma solucdo recém-preparada de SA 750 pmol L' em tamp&o fosfato
pH 7,0.

O voltamograma obtido mostrou somente um pico anddico, pico 1,,
em ElIDa ~ + 1,38 V, Figura 4.21. A irreversibilidade dessa reacao de
oxidacao foi observada ao inverter o sentido da varredura de potencial
para valores menos positivos, visto que nenhum pico catddico foi
observado. Ao efetuar mais duas varreduras seguidas, sem a limpeza da
superficie do ECV, observou-se que nenhum novo pico de oxidacao
apareceu demonstrando que o processo de oxidacao do SA nao envolve a
formacao de nenhum produto eletroativo. Contudo, o decréscimo
consecutivo da corrente do pico 1, foi decorrente da adsorcao do SA e/ou

seus produtos de oxidagao ndo-eletroativos na superficie eletrddica.
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E/V (vs. Ag/AgCl)
Figura 4.21. Voltamogramas ciclicos sobre ECV obtidos imediatamente apds

adicdo de uma solugdo de SA 750 pmol L' em tampio fosfato pH 7,0: (=) 13,
(—) 22 e (—) 32 varreduras. AE;=2mVev =50mVs™.

4.6.2 Voltametria de pulso diferencial

A oxidacao eletroquimica do SA em fungdao do pH foi estudada
utilizando solugdes recém-preparadas de SA 150 pmol L em diferentes
eletrdlitos, entre pH’s 3,4 e 11,9, utilizando VPD.

Para pH'’s < 8,2, verificou-se o aparecimento do pico 1,, em Elpa =+
1,36 V, Figura 4.22A. O potencial do pico é independente do pH, logo o
mecanismo de oxidacdo do SA envolve somente a transferéncia de
elétrons. O valor determinado igual a Wy, = 86,5 + 8,37 mV a 95% de
confianca para o pico 1,, em todos os pH’s, evidencia que a reacao de
oxidacdao do SA ocorre com a transferéncia de um Unico elétron e nenhum
proton esta envolvido.

O gréafico da corrente do pico 1, em funcao do pH mostra que a
corrente decresce com o aumento do pH, apresentando maior intensidade

de corrente em pH 3,4, Figura 4.22B.
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Figura 4.22. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base
corrigida da 12 varredura sobre ECV obtidos imediatamente apds a adicdao de
uma solucdo de SA 150 pymol L™ no tamp&o em funcdo do pH. (B) Relacdo dos
(W) E,e (O) I, do pico 1, com o pH. AE;=2mV, AE;.=70msev =5mVs™.
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Voltamogramas sucessivos foram registrados em cada solugao de
tampao, a fim de confirmar os resultados obtidos por VC. Os resultados
mostram somente um decréscimo continuo da corrente do pico 1,
nenhum novo pico voltamétrico foi observado durante as varreduras. A
Figura 4.23 apresenta os voltamogramas obtidos para o SA em tampao
pH 4,2.

Logo em seguida, foi realizado o teste de adsorcao para todos os
pH’s (Secao 3.6). Os voltamogramas resultantes mostraram a presenca
do pico 1,, porém com intensidade de corrente muito menor. Isso significa
que o SA adsorve na superficie do eletrodo. A Figura 4.23 mostra o
voltamograma obtido para o teste de adsorcao do SA em solucao tampao

pH 4,2 (procedimento 1 da Secgao 3.6).

50 nA

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

Figura 4.23. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos imediatamente apds adicdao de uma solugao de SA 150 pmol L
! em tampdo pH 4,2. (=) 12, (—) 22 e (—) 32 varreduras e (—) 12 varredura
aeés transferéncia do eletrodo ao tampdo. AEs=2 mV, AEi=70msev =5 mV
s,
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4.6.3 Estudo voltamétrico do acido sdérbico degradado

Solucbes de SA em eletrolitos suporte de diferentes valores de pH
foram deixadas em incubacdo por varios periodos de tempo. Ao serem
analisadas foram observados a diminuicao da intensidade de corrente do
pico do SA e o surgimento de um novo pico de oxidacdo em valor de
potencial mais baixo, para todos os casos. Isso indica que a molécula de
SA sofreu degradacao ao longo do tempo, com a formagao homogénea de
produto(s) de degradacao (pdSA) eletroativo(s) em solugao aquosa. O
processo de degradacdo quimica do SA em tampdo e o comportamento de
oxidacao do(s) produto(s) de degradagao gerado(s) foram investigados

utilizando VPD e VOQ, conforme apresentados a seguir.

4.6.3.1 Voltametria de pulso diferencial

Os experimentos iniciais sobre o comportamento de degradagao do
SA foram realizados em tampao acetato pH 3,4. Os voltamogramas foram
obtidos apods diferentes tempos de incubagao em solugdes de SA 30 pmol
Ll. Entre as medidas a superficie do ECV foi sempre polida.

Os voltamogramas registrados apds 5 horas de incubacdo mostram
a ocorréncia de um novo pico de oxidagdo, pico 2,, Ezpa = + 0,83V,
correspondente ao(s) pdSA em solucao, Figura 4.24A. Os voltamogramas
obtidos na mesma solucdo apds longos tempos de incubagao, 24, 48, 96
horas, 7 e 14 dias, mostram um aumento progressivo da corrente do pico
2, com o aumento do tempo. Ao mesmo tempo, a diminuicao e,
consequentemente, o desaparecimento do pico 1, foram observados,
Figura 4.24A. Esse comportamento voltamétrico de ambos os picos foi
verificado em todos os eletrdlitos suporte estudados. A Figura 4.24B
apresenta os voltamogramas resultantes para o pH 5,3.

Esses resultados mostram que o acido sérbico sofre modificacoes
estruturais com o tempo quando incubado em solugbes tampao. O
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decréscimo da corrente do pico 1, com o aumento do tempo de analise
corresponde ao decréscimo da concentracdo do SA, atribuido a sua
degradacao. Por outro lado, o surgimento e o aumento do pico 2, indicam
a oxidacdo do(s) pdSA formados em solucao eletrolitica e o aumento da
sua concentracao com o tempo, respectivamente. Esses resultados estao
em concordancia com os da literatura (HILDEGARD e SEBALITSCHKA,
1965, ARYA, 1980; ARYA e THAKUR, 1988; CAMPOS, ROJAS E
GERSCHENSON, 1996; YARRAMRAJU et al., 2007), onde os autores
relatam que o SA em solugcao aquosa sofre decomposicao formando

produtos de degradacao.

A 1, B 2,
!\ !\ )
26
3nA
10 nA ‘
04 06 08 10 12 14 ‘04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.24. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos em solucdo de SA 30 pmol L' incubada em tamp&o: (A) pH
3,4 e (B) pH 5,3. (—) 12 varredura imediatamente apds adicdo de SA ao tampao
e apos (—) 5 h, (—) 48 h e (—) 14 dias de incubacdo. AE;= 2 mV, AE;= 70 ms e
v=5mVs

Uma vez que, o pico 1, nao foi observado nos voltamogramas
registrados apds os periodos de incubacdao acima citados, exceto apds 5
horas de incubacdo do SA em tampao pH 5,3, a taxa de degradacao do SA

em meio aquoso foi avaliada somente pelo pico 2.
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Os voltamogramas sucessivos também foram registrados na solucao
de SA em tampao acetato pH 3,4, apds 14 dias de incubacgao, Figura 4.25.
Na primeira varredura, o pico 2, ocorreu em Ezpa = + 0,82 V. Na segunda
varredura dois novos picos de oxidagao, picos 3,, em E3pa =+ 048V, e
4,, em E“pa = + 0,57 V, foram observados. Esses dois picos correspondem
a oxidacdo dos produtos de oxidacao do(s) pdSA formados na superficie
do eletrodo.

Os resultados obtidos para o teste de adsorcao (Secao 3.6) desses
produtos na superficie do mesmo, apresentaram os picos 3, e 4,, Figura
4.25, mostrando que esses dois produtos adsorvem fortemente na

superficie do ECV.

2
a
5nA
3 .
a
J‘A\A
0.4 0.6 0.8 1.0

E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.25. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
sobre ECV obtidos apds 14 dias de incubagdo de SA 30 pmol L! em tampao pH
3,4: (=) 13, (=) 22 e (—) 32 varreduras e (—) 12 varredura apos transferéncia
do eletrodo ao tamp&o. AE;=2 mV, AE;.=70msev =5 mV s™.

O comportamento eletroquimico de oxidacdo do(s) pdSA e de seus

produtos de oxidacao foi estudado na faixa de pH 3,4 < pH < 11,9, e os
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voltamogramas foram registrados em solucdes de SA 30 pmol L*
incubadas em diferentes eletrélitos, apds 14 dias.

A ocorréncia do pico 2, foi observada para pH < 11,9. Para eletrélitos
com 3,4 < pH < 9,2, o potencial do pico 2, foi deslocado para valores
menos positivos com o aumento do pH, Figura 4.26A. A relacao é linear e
segue a equacdo F%, (V) = 1,03 - 0,059 pH, Figura 4.26B. A inclinacdo
da reta, 59 mV por unidade de pH, mostra que o mecanismo de oxidagao
do pico 2, envolve o mesmo numero de elétrons e prétons (SMITH, 2006).
O valor determinado igual a Wy, = 72,88 + 10,45 mV a 95% de confianca
para o pico 2, em todos os pH’s evidencia que a reacao de oxidagao do
dSA ocorre com a transferéncia de um unico elétron, consequentemente,
também um préton. Para pH > 9,2, o potencial do pico 2, tende a ser
independente do pH, Figura 4.26B, indicando um sistema de reacgao
envolvendo a transferéncia de um Uunico elétron e nenhum préton e
atribuindo que o produto de oxidagao do SA degradado sofre
desprotonacdo quimica em eletrdlitos mais alcalinos (PONTINHA,
OLIVEIRA e OLIVEIRA-BRETT, 2008). O valor do pK; = 9,2 para o(s) pdSA
foi atribuido. Para pH > 10,3 o pico 2, nao foi observado.

Durante os experimentos, em cada eletrdlito, varios voltamogramas
consecutivos foram obtidos. Na segunda varredura os picos 3, e 4,
ocorreram, correspondendo a oxidacdo dos produtos de oxidacao do(s)
pdSA formados na superficie do eletrodo. Seu comportamento
voltamétrico foi estudado em funcdo do pH do eletrélito suporte. Foi
observado que, ao aumentar o pH, um decréscimo do potencial de ambos
0s picos 35 e 4, ocorreu. A dependéncia foi linear e a inclinacao da reta,
59 mV por unidade de pH, mostrou que o mecanismo de oxidacao dos
picos 3; € 4, envolve o0 mesmo numero de elétrons e protons. A largura a
meia altura de ambos os picos, em todos os pH’'s, foi de Wy, = 54,67 +
11,47 mV a 95% de confianca, logo esses processos de oxidacao

envolvem a transferéncia de dois elétrons e dois protons. Para pH > 9,2,
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0s potenciais dos picos 3; e 4, tendem a ser independentes do pH,
indicando um mecanismo de reacao envolvendo a transferéncia de

somente dois elétrons.

A a

E/V (vs. Ag/AgCl)
[

o
N

pH

Figura 4.26. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base
corrigida da 12 varredura sobre ECV obtidos em solucdo de SA 30 ymol L™ em
diferentes eletrdlitos, apdés 14 dias de incubacdo, em funcdo do pH. (B) Relacdo
do (M) E,do pico 2, com o pH. AE;=2mV, AE;=70msev =5mV s,
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Voltamogramas de pulso diferencial foram também registrados em
todos os eletrélitos suporte apds diferentes tempos de incubacao, ou seja,
24, 48, 96 horas, 7 e 14 dias. A variacdo da corrente do pico 2, com o
tempo, Figura 4.27, mostrou que a reacao de formacgao do(s) produto(s)
de degradacao do SA foi favorecida em eletrélitos acidos e diminuiu com o
aumento do pH, tornando-se insignificante a partir de pH 6,0.

Esses resultados estao de acordo com a literatura (ARYA, 1980),
gue revelou que a degradacdao do SA em meio aquoso segue uma reagao
cinética de primeira-ordem ou pseudo-primeira-odem e a taxa de reacgao é
muito dependente da concentracdao de prétons. A taxa de reacao de
degradacao decresce com o aumento do pH e torna-se insignificante em
pH > 5,0. Uma vez que o pK, do acido carboxilico € 4,75, sugere-se que
apenas as moléculas de SA ndo dissociadas sdao susceptiveis a degradacao
oxidativa em meio aquoso; moléculas ionizadas sao degradadas de forma

insignificante.

25
24 h
I 7 dias
20 B 14 dias
< 15 -
c
~~
—= 101
5 4
0 - —‘ r. ’I-'_'
4 6 8 10

pH

Figura 4.27. Variacdo da corrente do pico 2, para 24 h, 7 e 14 dias de
incubagdao em tampao em fungao do pH.
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4.6.3.2 Voltametria de onda quadrada

Visando caracterizar os produtos obtidos durante o processo de
degradacao do acido sérbico e compreender a reversibilidade de seu
sistema, voltamogramas de onda quadrada foram registrados em
diferentes eletrdlitos suporte.

As varreduras voltamétricas realizadas em uma solucao de SA 30
pumol L' em tamp&o acetato pH 3,4, apds 20 dias de incubagdo, mostram
o pico de oxidacdo 2., E%s = + 0,87 V, Figura 4.28A, na primeira
varredura efetuada. A irreversibilidade dessa reacao foi confirmada pela
obtencao das componentes de corrente direta e reversa da corrente total,
onde a componente direta mostrou o pico 2, no mesmo potencial e com a
mesma intensidade de corrente que a componente total obtida. A

componente reversa ndo apresentou nenhum pico catddico, Figura 4.28A.

A 2

b

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

Figura 4.28. Voltamogramas de onda quadrada sobre ECV obtidos em solugao
de SA 30 pmol L incubada apds 20 dias em tamp&o pH 3,4: (A) 12 e (B) 22
varreduras; I; — corrente total, Ir - corrente direta, I, — corrente reversa. f = 50
Hz, AEs= 2 mV, AE, = 50 mV, Ver = 100 mV s™.

A segunda varredura realizada apresentou os produtos de oxidacgao,

pico 3,, F’pa = + 0,51 V, e pico 4., E'ps = + 0,62 V, Figura 4.28B. A
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separacao e demonstracao da componente total de suas componentes
direta e reversa confirmou a reversibilidade dessas duas reacdes, visto
gue as correntes e os potenciais de pico de oxidagao e reducao sao iguais

para ambas as reacgoes, Figura 4.28B.

4.6.3.3 Mecanismos de oxidacdao do acido sorbico e dos seus
produtos de degradacao

Baseado nos resultados anteriormente descritos na VC, VPD e VOQ
para o SA e sua degradagao em solugao aquosa, mecanismos de reagao
para a oxidacao desse composto e dos seus produtos de degradacgao
foram propostos.

Como ja mencionado, a oxidagao eletroquimica do SA, pico 1,,
Figura 4.22, é um processo irreversivel que ocorre em uma Unica etapa
envolvendo a transferéncia de apenas um elétron. Esse processo nao
envolve a formagcao de nenhum produto de oxidacao eletroativo.

A oxidacao do SA tende a ocorrer nas duplas ligagdes entre C2 - C3
ou C4 - C5. Como a dupla ligagao entre C2 - C3 se encontra proximo ao
grupo carboxila, esse exerce um efeito protetor que dificulta o processo de
oxidacao e a dupla ligacdo entre C4 - C5 se torna mais susceptivel.
Portanto, o mecanismo de oxidagao proposto para o SA, pico 1,, Figura
4.29, envolveu a quebra da dupla ligacao entre C4 - C5 com a adigao do
grupo hidroxila na posicao C5, pico 1, seguida pela desprotonagao
quimica do produto de oxidacdo (LOPES et al., 2011).

0 o)

W —>_1e- /.\/\)L
HsC ° 4 2 OH pico 1, HsC ~ OH

OH O
)\/\)L
HaC OH

Figura 4.29. Mecanismo de oxidacdo proposto para o acido sérbico.
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Os resultados obtidos para o SA em solucdo tampao em varios
tempos de incubacao revelaram que essa molécula se degrada ao longo
do tempo e a reacdao de formacao do(s) produtos(s) de degradacao
eletroativo(s), pico 2., Figuras 4.24 e 4.27, foi favorecida em eletrdlitos
acidos. Isso corrobora com o estudo apresentado por Arya (1980) sobre a
estabilidade do SA em solucdao aquosa. Segundo a autora, apds a
incubacao do SA em eletrdlitos acidos, a banda de absorcdo atribuida a
dupla ligagao conjugada do grupo carbonila na molécula do SA diminuiu
com o aumento do tempo de incubacao, indicando a degradagao do SA. A
taxa de degradacao diminuiu com o aumento do pH e foi acompanhada
pelo aumento simultaneo de carbonilas totais e o teor de malonaldeido.
Como principais produtos de degradacao dessa molécula em solugdo
aquosa foram referidos o malonaldeido, crotonaldeido e acroleina
(HILDEGARD e SABALITSCHKA, 1965; ARYA, 1980).

Diante disso, considera-se que o SA ao se degradar em solucao
tampao gera os produtos de degradacao anteriormente mencionados.
Uma vez que, a acroleina € uma molécula planar com os sitemas = das
ligagcbes duplas carbono-carbono e carbono-oxigénio sobrepostos, que
aumentam a estabilidade do sistema conjugado, a sua oxidacao exigiria
uma quantidade de energia muito maior do que a do potencial aplicado ao
ECV. Por essa razao, o pico 2, foi considerado decorrente exclusivamente
da oxidacao eletroguimica do malonaldeido, que se encontra
completamente enolizado em solugao aquosa (MACDONALD e DUNFORD,
1989), e crotonaldeido.

Um mecanismo foi proposto para a oxidacdo do malonaldeido e
crotonaldeido, pico 2,, Figura 4.30. Esta reacao envolveu a remocdo de
um elétron e um préton formando um ion radical, o qual reagiu com a
agua levando a formacdo de 2-hidroximalonaldeido (MARDER e
SCHUERCH, 1959; MACDONALD e DUNFORD, 1989) e 2-

hidroxicrotonaldeido, Figura 4.30. Esses produtos dihidroxilados sofreram
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oxidacdo reversivel, picos 3, - 3¢ e 4; — 4, envolvendo a transferéncia de
dois elétrons e dois prétons, Figura 4.30 (LOPES et al., 2011).

OH -le’; -1H*
N i

pico 2,

Figura 4.30. Mecanismo de oxidagdo proposto para os produtos de degradacgao
do acido sérbico: crotonaldeido (R é C = CH,), malonaldeido (R é C = O).

4.7 Mecanismo de oxidacao da MC-LR e dos seus produtos de
degradacao

Baseado nos resultados voltamétricos da MC-LR e sua degradacdo
em solucdao aquosa, do 2-AAA e nos estudos voltamétricos e mecanisticos
apresentados para o SA e os seus produtos de degradacao em solucao,
mecanismos de reagao para a oxidacao da MC-LR e os seus produtos de
degradacao foram propostos.

Os experimentos realizados em solugdes contendo o0s cinco
aminoacidos comuns constituintes da MC-LR (Leu, Arg, Ala, Glu e Asp)
ndo apresentaram resposta eletroquimica. Porém, os voltamogramas
registrados em solucdes de 2-AAA e SA (compostos de estruturas
quimicas similares aos aminoacidos Mdha e Adda, respectivamente)
mostraram que ambos 0s compostos sao oxidados eletroquimicamente em
ECV. Desse modo, pode-se concluir que os centros eletroativos da MC-LR
correspondem a esses dois grupos.

Os potenciais de oxidacao do 2-AAA e do SA, Elpa ~ 1,30Ve Elpa =

1,36 V, respectivamente (Figuras 4.18 e 4.22), foram ligeiramente
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diferentes do potencial da MC-LR, F'p, = 1,06 V (Figura 4.3), observados
em DPV. Contudo, o comportamento eletroquimico dos trés compostos foi
similar. Conforme ja relatado, a oxidacao eletroquimica tanto da MC-LR,
guanto do 2-AAA e SA, pico 1,, € um processo irreversivel ocorrido em
uma unica etapa, que envolve a transferéncia de um elétron e sem a
formacao de qualquer produto de oxidacao eletroativo.

Baseado nesses resultados, mecanismos de oxidacao da MC-LR em
solugdo aquosa foram propostos, Figura 4.31.

T o
_]_e_
7 —_— /N ®
Glu Ala . Glu Ala
pico 1,

A)

-le-

pico 1,

Arg

Figura 4.31. Mecanismos de oxidagao propostos para a MC-LR: Oxidagao nos
aminoacidos Mdha (A) e Adda (B).

A oxidacao do aminoacido Mdha, pico 15, ocorreu com a remocdo de

um elétron do grupo metileno, seguido pelo ataque nucleofilico direto da
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agua e a formacgdo de um produto de oxidacao hidroxilado, Figura 4.31A.
Por outro lado, a oxidacdo do aminoacido Adda, pico 1, baseada no
mecanismo descrito para o SA (Figura 4.29), envolveu a quebra da dupla
ligacao entre C6 - C7 com a adicao do grupo hidroxila na posicao C7,
seguida pela desprotonacao quimica do produto de oxidagao, Figura
4.31B. Vale ressaltar a possibilidade de a transferéncia de elétron de
ambos o0s centros eletroativos ter ocorrido simultaneamente, levando a
formacao de dois picos sobrepostos, ou seja, as duas reacoes de oxidacao
ocorreram ao mesmo tempo gerando um unico pico (pico 1,).

Os experimentos realizados em solugdao tampdo apds diferentes
tempos de incubagdao mostraram que a MC-LR se degrada ao longo do
tempo, com a formacgao de produto(s) de degradacgao, pico 2,, Figuras 4.8
e 4.12, que envolvem a transferéncia de um elétron e um préton. Além
disso, a oxidacao do(s) pdMC-LR envolve a formacao de dois produtos de
oxidacao, picos 3, e 4, que sofrem reacdes redox reversiveis com a
transferéncia de dois elétrons e dois prétons, Figuras 4.10 e 4.14.

Similarmente a MC-LR, o SA é conhecido por se degradar em
solucdo aquosa (ARYA, 1980; ARYA e THAKUR, 1988; HILDEGARD e
SABALITSCHKA, 1965; YARRAMRAIU et al., 2007). Nos experimentos
previamente descritos (Secdo 4.6), o SA sofre degradagdo quimica em
tampao com o tempo de incubagao. Apds a degradacdo quimica, o pico de
oxidacao do SA, pico 1,, diminuiu, enquanto um novo pico ocorreu em
valor de potencial mais baixo, pico 2,, mostrando a formacao homogénea
de dois produtos de degradacao. A oxidacao dos produtos de degradagao
do SA levou a formacao de duas espécies eletroativas, picos 3, e 4,, que
como no caso da MC-LR sofrem reacoes redox reversiveis.

Dada a semelhanca observada no comportamento eletroquimico dos
dois compostos em estudo, o esquema de degradacao da MC-LR e o

mecanismo de oxidacao de seus produtos de degradagao em solugao
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foram propostos em conformidade com o mecanismo descrito para a
oxidacao dos produtos de degradacao do SA apresentado na Figura 4.30.

Diante disso, a Figura 4.32 mostra o esquema proposto para a
degradacao da MC-LR em solugao aquosa e o mecanismo de oxidagao de
seus produtos de degradacao.

Apds a incubacao em solugdes tampdo, a cadeia lateral Adda da MC-
LR foi separada da estrutura do anel peptideo. Esse processo pode ter
ocorrido em dois diferentes lugares da cadeia, no C4 ou C6, dando origem
a dois produtos de degradacgao eletroativos (1 e 2) contendo um grupo
hidroxila, Figura 4.32A, e a dois outros produtos de degradacgao (1' e 2'),
consistentes com a MC-LR remanescente da estrutura do anel peptideo,
Figura 4.32A.

Isso é condizente com alguns trabalhos da literatura que revelaram
que a degradacao da MC-LR geralmente é iniciada no grupo Adda,
principalmente nas duplas ligagdes conjugadas (SONG et al., 2006;
ANTONIQOU et al., 2008a; ANTONIOU et al., 2008b). Segundo, SONG et
al., 2006, o local mais susceptivel a oxidacdao é nas duplas ligacdes
conjugadas do grupo Adda, principalmente, por causa da sua posicao na
molécula da MC-LR. Um mecanismo proposto para a degradacao
fotocatalitica dessa toxina mostrou que a oxidacao foi iniciada nas duplas
ligacdes conjugadas do aminoacido Adda, formando MC-LR-enol via
substituicao por hidroxila no C7 e levando a remogao completa da cadeia
Adda (ANTONIOU et al., 2008b).

A formacao do pico 2, foi atribuido a oxidagdao dos produtos de
degradacao (1 e 2). Essa reacao envolveu a remocdo de um elétron e um
proton formando um ion radical, o qual reagiu com a agua levando a
formacao de produtos dihidroxilados, Figura 4.32B. Esses produtos
dihidroxilados sofreram oxidacdao reversivel, picos 3, - 3c e 4, - 4

envolvendo a transferéncia de dois elétrons e dois prétons, Figura 4.32B.
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A) Glu

Arg
1) 2)

B)

OCHs
OndeR é: B parao pico 3,e

Figura 4.32. (A) Esquema proposto para a degradacao quimica da MC-LR e (B)

Mecanismo de oxidacdo proposto para os seus produtos de degradacao em
solugao.

para o pico 4,
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4.8 Estudo eletroanalitico da microcistina-LR

A deteccdo direta da MC-LR sobre um ECV, utilizando técnicas
voltamétricas, pode ser uma maneira simples para determinar a presenca

desta toxina em aguas naturais.

4.8.1 Curva analitica

Com o propdsito de avaliar a possivel aplicacdo do eletrodo de
carbono vitreo como sensor voltamétrico para a detecgao de MC-LR (pico
1,), uma curva analitica foi obtida numa faixa linear de concentracdo de 5
a 25 pymol L' em tamp&o pH 1,3 (procedimento descrito na Secdo 3.8).
Este eletrdlito suporte foi escolhido devido a obtencdo de maior
sensibilidade para o pico da MC-LR.

A Figura 4.33A mostra os voltamogramas resultantes da adigao das
diferentes concentragdes de MC-LR sobre ECV, onde é possivel observar o
aumento proporcional da corrente de pico com o0 aumento da
concentragao da toxina.

A dependéncia linear da I, com a concentragdo da toxina em
solugao, Figura 4.33B, mostrou que a curva de trabalho para a MC-LR
sobre a superficie eletrédica estudada pode ser expressa pela equacdo

matematica:

Al InA = -8,36(+1,44) +1,62(+0,09)[MC — LR]/ zmolL™ (3)

com um coeficiente de correlagao R = 0,9957 para N =5e SD = 1,37 x
107,
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Figura 4.33. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
para oxidacao da MC-LR, sobre ECV, em tampdo pH 1,3, numa faixa linear de
concentracdo de 5 a 25 ymol L. AEc= 2 mV, AEi= 70 ms e v = 5 mV s (B)
Relagao da I, com a concentragao da MC-LR nas mesmas condigoes.
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4.8.2 Figuras de mérito

Sabe-se que as figuras de mérito constituem os parametros
requeridos para validacdo do método analitico proposto. Com esse intuito,
avaliou-se o sistema quanto a sua sensibilidade, limites de deteccao (LD)
e quantificacao (LQ).

Entende-se como sensibilidade de um método a capacidade que este
tem, em determinado nivel de confianga, de distinguir duas concentracoes
proximas (MOCAK et al., 1997). Do ponto de vista pratico a sensibilidade
de calibracdo (IUPAC) constitui a inclinacdo da curva analitica (b), cujo

nA

valor encontrado foi da ordem de 1,62 (£ 0,09) Y

a qual foi

utilizada para estimar os LD e LQ do método.

O LD foi calculado com base na Equacgao 3.1 (Secao 3.8.1). Foram
registradas 20 medidas do brancos a fim de estimar o desvio padrao da
média aritmética (Sp= 0,000752 nA), os quais sdao de extrema
importancia para avaliar a resposta da metodologia. Sendo assim, o LD
obtido foi de 0,0014 pmol L™ (1,39 pg L™). O LQ foi calculado mediante a
Equacdo 3.2 (Secdo 3.8.1) e o valor encontrado foi de 0,0046 pmol L*
(4,57 pg L1). Esses limites estimados estdo acima do valor limite
estabelecido pela OMS para MC-LR total em agua potavel, que é de 1 ug
Lt (WHO, 1998). Além disso, eles ndo podem ser considerados aceitaveis,
visto que seus valores estimados estao muito abaixo do esperado para as
concentragbes usadas na construcdo da curva analitica, Figura 4.33B.
Esses resultados podem ser atribuidos ao polimento realizado na
superficie do eletrodo entre cada medida, o qual pode levar a pequenas
alteracdes na sua superficie, induzindo a um erro experimental. Sendo
assim, tal procedimento provocou um deslocamento significativo de
potencial de pico, Figura 4.33A, implicando na sensibilidade de calibragao.
Como ja comentado na Secao 3.8, tal polimento foi necessario devido a

adsorcao dos produtos de oxidacao da MC-LR na superficie do eletrodo.
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4.9 Interacao da microcistina-LR com DNA

A interacao da MC-LR com dsDNA foi estudada a fim de investigar a
acdo dessa toxina na inducdao de mudancas conformacionais no DNA,
clivagem das ligacbes de hidrogénio e/ou dano oxidativo nas bases do
DNA. O efeito de interacao foi investigado por VPD e espectrofotometria
UV-Vis.

4.9.1 Avaliacao voltamétrica in situ da interagdao da microcistina-
LR com dsDNA utlizando biossensores de dsDNA

O estudo inicial da interagdago da MC-LR com o dsDNA foi feito
mediante a imersao do biossensor eletroquimico de dsDNA, previamente
preparado (Secao 3.9.1), numa solucdao recém-preparada de MC-LR e
incubado durante 10 e 20 minutos. As concentracdes da MC-LR testadas
foram 30 e 100 pmol L. Apds a incubacdo, o biossensor foi lavado com
agua deionizada, assegurando desse modo a remogao de moléculas nao
ligadas ao DNA e, em seguida, transferido para o tampao acetato pH 4,5.

Os biossensores de dsDNA de controle também foram preparados e
analisados, conforme o procedimento descrito na Secao 3.9.1. Teve-se
como objetivo assegurar que as mudancas observadas nos
voltamogramas dos biossensores na presenca de MC-LR foram de fato
decorrentes da interagao da MC-LR/dsDNA com o passar do tempo.

O efeito de interagcao da MC-LR/dsDNA foi observado comparando as
alteracbes na intensidade de corrente dos picos de oxidagao
caracteristicos do DNA - as bases purinicas desoxiguanosina (dGuo), Ey; =
+ 1,05V, e desoxiadenosina (dAdo), E1pa ~ + 1,30 V (OLIVEIRA-BRETT e
DICULESCU, 2004b) - com os biossensores de dsDNA de controle. A
ocorréncia dos picos dos produtos de oxidacdo da guanina e/ou adenina -
0s biomarcadores 8-oxoguanina (8-oxoGua) e 2,8-dihidroxiadenina (2,8-

DHA) observados em E’p, ~ + 0,45 V em tamp&o acetato pH 4,5 - é um
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indicativo de dano oxidativo causado ao DNA (OLIVEIRA-BRETT, PIEDADE
E SERRANO, 2000; DICULESCU, PIEDADE E OLIVEIRA-BRETT, 2007).

Em tampdo acetato pH 4,5, o voltamograma registrado para o
biossensor de dsDNA de controle mostrou a presenca dos picos de
oxidacdo: dGuo e dAdo, em F',, = + 0,99 V e Fp, = + 1,25V,
respectivamente, Figura 4.34A.

Em outro experimento, Apds 10 minutos de incubacdo de um novo
biossensor de dsDNA na solucdo de MC-LR 30 pmol L, observou-se uma
diminuicao da intensidade das correntes dos picos da dGuo e dAdo, em
comparagao com os picos do dsDNA de controle. Transcorridos 20 minutos
de incubacao de um novo biossensor, os voltamogramas mostraram uma
diminuicao significativa das correntes dos picos de oxidacao do dsDNA,
Figura 4.34A. Isso mostra que a MC-LR interage com o dsDNA e indica
que a diminuicdo dos picos dGuo e dAdo é consequéncia da reducdo do
contato das bases do dsDNA com a superficie do eletrodo, que dificultou a
transferéncia de elétrons, como resultado de mudangas conformacionais
na dupla hélice do dsDNA. Essas modificacdes conformacionais podem ser
explicadas pelo enrolamento da dupla hélice sobre si mesma, ou seja, a
sua estrutura tornou-se condensada apds interagir com a MC-LR.

Comportamentos similares foram observados nos picos de oxidagao
do dsDNA por Oliveira et al. (2009) e Corduneanu et al. (2010), quando
investigaram a interacdo eletroquimica do dsDNA com a talidomida e
qguelatos de palddio com poliaminas biogénicas espermina e espermidina,

respectivamente.
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Figura 4.34. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida
obtidos para o biossensor de dsDNA 50 pyg mL* de controle (=) e incubado
durante 10 (=) e 20 minutos (—) numa solugao de MC-LR em tampao acetato
pH 4,5: (A) 30 e (B) 100 pmol L*. AEc=2 mV, AE;=70 msev =5 mV s,

Nenhum outro pico anddico referente a oxidacdao da 8-oxoGua ou
2,8-DHA foi detectado nos voltamogramas resultantes, Figura 4.34A. Isso
€ um indicativo de que ndao houve dano oxidativo ao dsDNA pela MC-LR
nas condicOes experimentais estudadas.

Comportamento similar foi observado para a solucao de MC-LR na

concentragdo de 100 umol L}, Figura 4.34B.

4.9.2 Avaliacao voltamétrica in situ da interacao da microcistina-
LR com dsDNA utilizando solucoes de dsDNA incubadas

O estudo da interagao direta da MC-LR com dsDNA foi realizado
através de solucdes de dsDNA incubadas com esta toxina (Secdo 3.9.2), a
fim de observar a possivel ocorréncia de danos oxidativos ao dsDNA pela
MC-LR durante longos tempos de incubacao.

Solugdes de dsDNA 50 pg mL? foram incubadas com a MC-LR 30
HMmol L' em tampao pH 4,5, durante 0, 1, 2, 4, 6, 24 e 48 horas. As

solucdoes de dsDNA de controle foram também preparadas e analisadas,
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conforme o procedimento descrito na Secao 3.9.2. A superficie do ECV foi
sempre polida entre cada medida para evitar o decréscimo das correntes
devido a adsorcdo do dsDNA apds varreduras sucessivas.

Os efeitos da interacao MC-LR/dsDNA foram obtidos por comparacao
dos sinais analiticos de oxidacdo da dGuo e dAdo na auséncia e presenca
da MC-LR na solucgao.

O primeiro voltamograma registrado para a interagcao entre MC-
LR/dsDNA revelou um aumento da intensidade da corrente de pico em +
0,99 V logo apds a adicao da toxina na solucdo de dsDNA, quando
comparado com o dsDNA de controle, Figura 4.35A. Isso ocorreu devido a
duas contribuicdes: a oxidacdo dos residuos de dGuo das cadeias do
dsDNA e a oxidagdo das moléculas de MC-LR, desde que respondem em
potenciais similares. Comportamento analogo foi verificado por Oliveira et
al. (2007), ao avaliar in situ a interacao voltamétrica da ocratoxina A com
dsDNA. Em contrapartida, a corrente de pico da dAdo diminuiu, Figura

4.35A, provavelmente devido a uma interacdo da MC-LR com o dsDNA.

A S B
o
< O <
° % o ©
3
©
5nA 5nA A
/AW A\ N A.
04 06 08 10 12 14 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.35. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida de
uma mistura de dsDNA 50 pg mL™* e MC-LR 30 pmol L em tamp3o acetato pH
4,5, obtidos em um ECV: (A) (—) dsDNA de controle, (=) 0 h; (—=)2he(=)6h
de incubacao; (B) (—) dsDNA de controle, (—) 24 h e (—) 48 h de incubagao.
AE;=2mV, AE;.=70msev=5mVs?
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Quando a solugdo de MC-LR/dsDNA foi investigada apds 2 e 6 horas
de incubacdo, a intensidade das correntes dos picos da dGuo e dAdo
diminuiu sucessivamente com o aumento do tempo de incubagdo, Figura
4.35A. O mesmo comportamento foi observado no estudo da interacao da
MC-LR/dsDNA utilizando biossensores de dsDNA (Secao 4.9.1). Sendo
assim, a dupla hélice do dsDNA sofreu condensacdo, tornando-se uma
estrutura compacta apds interagir com a toxina. Esses experimentos
mostram que a toxina interage e se liga as cadeias do dsDNA.

Apds 24 horas de incubacao, Figura 4.35B, além da diminuicdo das
correntes dos picos do dsDNA, houve o aparecimento de um novo pico em
E3pa = + 0,80 V. Como mostrado na Secao 4.2.2, a MC-LR sofre
degradacao em solucao acida e, por conseguinte, o pico em + 0,80 V é
devido a oxidacdo dos pdMC-LR em solugdo. A corrente desse pico
aumentou consideravelmente apods 48 horas de incubacdo, indicando um
aumento da concentragao dos pdMC-LR, Figura 4.35B. Em adigao, durante
todos os experimentos executados foi observado o aumento da largura a
meia altura do pico de oxidacao em + 0,99 V com o aumento do tempo de
incubacdo, Figuras 4.35A e B. Porém, apds 24 horas de incubagdo foi
observado o seu desdobramento e a ocorréncia de um novo pico em E%p, -
+ 1,12 V referente a oxidacdao da MC-LR, Figura 4.35B. Isso indica que as
cadeias helicoidais do dsDNA podem ter sofrido um desenrolamento
durante a interacdo com essa toxina deixando-a mais exposta na
superficie do eletrodo.

Uma vez que, nenhum pico anddico correspondente aos picos de
oxidacdo da 8 oxoGua ou 2,8-DHA foi observado em todos os
voltamogramas registrados, conclui-se que, para as condicoes
experimentais estudadas, nao houve dano oxidativo ao dsDNA pela toxina
em estudo. Embora, a literatura relate que a MC-LR causou danos
oxidativos ao DNA quando foram investigados a sua capacidade em

induzir danos ao DNA em célula de hepatoma humano (HepG2) (ZEGURA,
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SEDMAK e FILIPIC, 2003) e os efeitos da MC-LR sobre o DNA em varios
orgaos de camundongos (GAUDIN et al., 2008), ambos utilizando o teste

do cometa in vivo.

4.9.3 Avaliacdao espectrofotomeétrica in situ da interacao da
microcistina-LR com dsDNA

Medidas espectrofotométricas da interacdo da MC-LR com dsDNA
foram realizadas a fim de averiguar os resultados observados nos estudos
voltamétricos.

Para verificar se a MC-LR influencia na conformagao do dsDNA, as
diferencas entre os espectros de absorcao de dsDNA foram monitorados
na auséncia e presenca de MC-LR.

Os espectros de absorcao registrados para o dsDNA de controle 50
pug mL? e MC-LR 25 pmol L sdo mostrados na Figura 4.36. A banda de
absorcao tipica do dsDNA foi observada em A = 260 nm, devido
exclusivamente as transicdes n — =n* das bases purina e pirimidina
(RODGER e SANDERS, 2010) e a absorcdo referente a MC-LR foi obtida
em L = 239 nm, atribuida a transicido n — n* do aminoacido Adda,
constituinte dessa toxina (SHI et al., 2005).

O espectro registrado, logo apds preparar a mistura MC-LR/dsDNA
em tampao pH 4,5, exibiu somente uma banda em A = 238 nm, porém
com a intensidade de absorgao diminuida, Figura 4.36. A intensidade da
banda ocorrida em A = 260 nm diminuiu drasticamente. Isso € um indicio
de que houve uma mudanca conformacional na estrutura do dsDNA
durante a incubagao com a toxina, levando a condensacao da estrutura de
dupla hélice do DNA. Comportamento similar foi observado por Oliveira et
al. (2009) ao estudar a interacao espectrofotométrica in situ do farmaco
talidomida com dsDNA.

Os resultados espectrofotométricos concordaram com os dados
observados em VPD.
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Figura 4.36. Espectros de absorcdo de: (—) dsDNA de controle 50 ug mL™?; (=)
MC-LR 25 pmol L e (—) solucdo de dsDNA 50 pg mL™* obtida imediatamente
apos a adicdo da MC-LR 25 pmol L, em tamp&o pH 4,5. Insercdo: espectro de
absorcdao da mistura dsDNA/MC-LR entre 210 e 350 nm.
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5 CONCLUSOES

Os estudos realizados por VC, VPD e VOQ evidenciaram que a MC-LR
sofre oxidacao eletroquimica sobre um ECV em um processo irreversivel e
independente do pH. Essa reacdo envolveu a transferéncia de apenas um
elétron, sem a formacao de qualquer produto de oxidacao eletroativo.

Com o passar do tempo foi observado que a MC-LR sofre
degradacao quimica em solucao tampao, levando a formacdao homogénea
de dois produtos de degradacao eletroativos. Esses produtos sofrem
oxidacao eletroquimica em um processo irreversivel e dependente do pH.
Além disso, a oxidacdo desses produtos levam a formacdao de duas
espécies eletroativas que sofrem reagdes redox reversiveis em um
processo dependente do pH.

O estudo cromatografico da MC-LR confirmou a degradacao dessa
toxina em solugdo aquosa observada pelas técnicas voltamétricas.

Os experimentos obtidos por DPV em solugdes contendo Leu, Arg,
Ala, Glu e Asp nao mostraram nenhuma resposta eletroativa, enquanto
gue os compostos 2-AAA e SA foram oxidados na superficie do ECV.
Diante disso, os mecanismos de oxidacao da MC-LR e dos seus produtos
de degradacao formados em solucao aquosa foram propostos.

A partir do estudo eletroanalitico realizado por DPV, uma curva
analitica foi obtida na faixa linear de concentracdo de 5 a 25 pmol L™ com
um LD = 0,0014 pmol L™ (1,39 pg L) e LQ = 0,0046 pmol L™ (4,57 pg L
1). Porém, os limites encontrados ainda n3o sdo considerados apropriados
para a determinacdo desta toxina em aguas naturais, uma vez que o valor
limite estabelecido pela OMS para MC-LR total em agua potavel é de 1 ug
L'l. Além disso, eles ndo podem ser considerados aceitaveis, visto que
seus valores estimados estdao muito abaixo do esperado para as

concentracdes usadas na construcao da curva analitica.
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Os resultados obtidos durante a investigacao in situ da interagao da
MC-LR com dsDNA, por DPV e espectrofotometria UV-Vis, levaram a uma
possivel descricao dessa interacao.

A MC-LR leva a modificagdes na estrutura da dupla hélice do dsDNA
ao longo do tempo de incubacdo. Essa toxina interage e se liga as cadeias
de estrutura rigida do dsDNA e também induz a sua condensacao,
confirmada pela diminuicao da intensidade de corrente dos picos da dGuo
e dAdo observada em VPD e pelo desaparecimento quase total da banda
de absorcao do dsDNA em espectrofotometria. Nenhum dano oxidativo ao
dsDNA por essa toxina foi observado nos periodos de incubacdo

estudados.

5.1 Perspectivas futuras

e Utilizacdo da técnica de VOQ no desenvolvimento de um método
analitico para a determinagdao da MC-LR em aguas naturais, na
intencao de minimizar os problemas associados ao envenenamento
da superficie do eletrodo com os produtos de oxidagao da toxina;

e Desenvolvimento de um analisador automatico flow-batch e
utilizacao de eletrodos quimicamente modificados na determinacgao
da MC-LR em 4&guas naturais, visando uma maior sensibilidade
analitica;

e Investigagao da interacdao da MC-LR com dsDNA por MFA, a fim de
verificar as caracteristicas morfoldgicas da superficie dos
biossensores eletroquimicos de DNA durante a interacdo com a

toxina.
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