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RESUMO

Nos tltimos anos, o interesse pela area da Eletroquimica aumentou de modo bastante
expressivo, especialmente pela necessidade crescents por metodologias de baixo custo e mais
especificas para a analise de determinadas espécies em sistemas de complexidade variada. Dentre os
campos de maior impacto, tem-se o desenvolvimento de sensores, em que a busca por novos
materiais para melhoria de suas propriedades é alvo de intensas mvestigaces. Neste sentido, os
compostos de rédio sdo potencialmente uteis j4 que aliam, entre outras caracteristicas, potencial
catalitico e mediador de elétrons. No trabalho em questdo, foi desenvolvido um semsor com
acetamidato de rodio para analise de hidrazina. O sensor apresentou uma boa resposta linear na
faixa de 10 a 10” mol L ajustada pela equagdo i = 23,13 (+/- 0,34) ¢, onde i = intensidade de
corrente em mA e ¢ = concentragio em mol L. Outrossim, a boa estabilidade ¢ repetibilidade,
aliada a0 baixo potencial aplicado e tempo de resposta confirmaram as potencialidades destes
compostos para o desenvolvimento de sensores. Outro dimero investigado neste contexto foi o
catalisador de Doyle Rhy(55-MEPY), tetrakis fmetil 2-oxipirrolidina - 5 § - carboxilato)], o qual
mereceu destague pelo expressivo aumento dos niveis de corrente observado guando imobilizado na
presenga de DNA. Observou-se um aumento da constante de transferéncia de elétrons de 50% para
o sistema contendo catalisador ¢ DNA em relagiio ao eletrodo modificado apenas com catalisador.
Estas observagdes, somadas ao recanhecido potencial antineoplasico dos carboxilatos de rédio,
levou a mvestigacio eletroquimica da interacio DNA-Dimeros. Este estudo biceletroquimico se
baseou em um dos mecanismos mais propostos para a agio antineoplasica do acetato de rodio, ou
seja, a coordenagdio axial via N7- adenina. Outrossim, a oxidagdo das bases guanina e adenina, ja
esta bem estabelecida, sendo estas influenciadas de modo diretamente proporcional & forga destas
interages. No presente trabalho, foram constatadas para diferentes dimeros (acetato, propionato,
butirato trifluoroacetato, citrato, gliconato, acetamidato, trifluoroacetamidato e carboxamidato)
relaqo&s entre niveis de supressdo dos picos de oxidagio das bases purinicas com pardmetros
estéricos e eletronicos, sugerindo as potencialidades da bioeletroquimica nos estudos de REA
(Relagdo Estrutura Atividade).
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ABSTRACT

The electrochemistry has increased meaningfully in recent years, especially due to the
increasing of the necessity for low cost and specific methodologies to analyse some species in
various complex systems. The sensors development where the search for new matsrials to tmprove
the sensors properties has been widely investigated. On this putpose, the thodium compounds are
potentially useful, because their great catalytic potential and mediator properties. In this work the
electrochemical behaviour of rhodium acetamidate immobilized in carbon paste electrode for
hydrazine analyses were investigated. A good linear response range between 10~ and 10% mol L
hydrazine solution was fit by the equation i = 23.13 (+/- 0.34) ¢, where i = current in mA and ¢ =
concentration in mol L. Moreover, the good stability and repeatability besides the low applied
potential (300 mV) and response time (1 s) shows the potentialities of these compounds for sensor
development. The Doyle catalyst Rhy(5S-MEPY), tetrakis [msthyl 2-oxopyrrolidine - § § -
carboxylate], was also investigated on this sense, showing in presence of DNA a remarkable
improvement of its electrochemical properties. The rate comstant increases 50 % for the system
having DNA and Doyle catalyst, when compared with the electrode modified with Doyle catalyst
without DNA. These observations, besides the knowledge that rhodium carboxylates have
antineoplastic activity, motivated us to investigate by electrochemical tools the DNA-dimer
nteractions. This bioelectrochemistry study was based on the fact that one of the most proposed
mechanism of action for rhodium acetate is the axial coordination through N7-adenine. Moreover,
the DNA purinic bases oxidation is already well established, being affected proportionality to the
strength of DNA interactions. At this work were observed for different dimers (acetate, propyonate,
butirate, citrate, trifiuoroacetate, gliconate, acetamidate, triffluoroacetamidate and carboxamidate) a
relationships between parameters like electronic and steric with the level of the peak currents
suppressions of the purines oxidation, suggesting the potentialities of bioelectrochemistry m the
QSAR (Quantitative Structure Relationships) studies.
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Introdugio 1

1- INTRODUGAO

As fungbes da Quimica Analitica, dada a diversidade e complexidade dos
analitos que se queira identificar ou quantificar, ndo sé se multiplicam, como
também se extendem a outras areas',

Este trabalho, intitulado “Estudo das propriedades eletroquimicas de
dimeros de rédio para o desenvolvimento de sensores sob um enfoque
bioletroquimico”, foi abordadc sob dois aspectos distintos mas
intercorrelacionaveis em termos de Quimica Analitica.

Num primeiro momento avaliou-se a potencialidade destes complexos na
confeccdo de sensores eletroquimicos. No segundo, sob um enfoque
bioeletroquimico, avaliou-se as potencialidades da eletroanalitica no estudo dos
mecanismos de reag&o entre diversos dimeros de rodio e algumas biomoléculas.

As justificativas para este estudo, embora possam ser resumidas em trés
caracteristicas principais destes complexos tais como : eficiéncia em catalise*®,
potencial antineoplésico (citostatico)®'® e estrutura dimérica'"® ser&io detalhadas
ao longo da introdugio.

Para tanto, serédo inicialmente descritas algumas das razdes relacionadas
ao desenvolvimento de sensores'®*. Neste tépico, serdo abordados desde alguns
conceitos basicos, até os avangos mais recentes, na busca de novos materiais
para a confecgdo de sensores cada vez mais seletivos e sensiveis®52.

Feito isto trataremos de mostrar a relevancia do desenvolvimento de
sensores, assim como das {écnicas analiticas como um todo, nos estudos teéricos
dos mecanismos de reagdes. Particuiarmente, sera abordado neste topico, o papel
da eletroquimica como uma ferramenta dtil para o estudo mecanistico de alguns
processos bioldgicos, papel este que da origem a bioeletroquimica®™>’.

Nestes topicos serdo enfatizados respectivamente : as potencialidades dos
complexos de rédio na confecgdo de sensores™% e o uso das técnicas

eletroquimicas para o estudo do mecanismo de interacdo entre dimeros de rédio e
DN A61 63
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1.1 - SENSORES

1.1.1 - IMPORTANCIA

Ha uma necessidade crescente em se monitorar vérios aspectos de nosso
meio ambiente em tempo real, dado a questdes associadas a poluigdo, saide e
seguranga®¥. Ha também uma busca por metodologias capazes de determinar
contaminantes e analitos com rapidez de andlise e em concentragdes cada vez
menores, de modo que o objetivo maior de toda Quimica Analitica moderna &
reduzir tempo e limites de quantificagéo, sem comprometer os niveis adequados
de precisdo e exatiddo. A instrumentacio em Quimica Analitica se tormou t&o
sofisticada que hoje somos capazes de detectar niveis de tragos que ha poucos
anos atras, jamais seriam imaginados. Por outro lado, a grande gama de
compostos quimicos que s&o langados todo ano em nosso sistema, vem requerer
esforcos no sentido de desenvolver sensores seletivos para cada composto ou
mesmo classe® 2.

As muiltiplas aplicagGes de diferentes tipos de sensores, incluem desde
medidas de grandezas associadas aos fendmenos fisicos (temperatura corporal,
batimento cardiaco, velocidade de vento, pressdo atmosférica®?) até a andlise
qualitativa ou quantitativa associada a fenémenos quimicos (doseamento de
substancias®*, monitoramento de dguas, solo, atmosfera®®, ou mesmo o
estudo mecanistico de uma reacdo quimica por meio do monitoramento de
intermediarios™™). A ciéncia envolvida no desenvolvimento de sensores é
igualmente mudltipla, incluindo a participago de quimicos, fisicos, bidlogos,
engenheiros eletronicos, entre outros'®%,

Neste contexto, merecem destaque os estudos sobre eletrodos
modificados, cujo interesse cresceu exponencialmente a partir da constatagso, de
que pequenas modificagGes superficiais poderiam conferir expressivos ganhos na
seletividade e sensibilidade dos sensores quimicos's-%®561.05%

Gil E.S.
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1.1.2 - FUNDAMENTOS

Sensores séo dispositivos sensiveis a variagBes associadas a fendmenos
fisicos ou quimicos. Sdo compostos por trés partes : i - fase sensora propriamente
dita, capaz de sentir alteragdes relacionadas a fendmenos fisicos ou quimicos,
il - fase transdutora ou amplificadora, a qual torna o sinali em algo mensuravel,
iii - fase condutora, que transporta o sinal para o instrumento de medida. Deste
modo, os sensores podem ser reunidos em dois grupos principais : fisicos e
quimicos.

Os sensores fisicos medem grandezas fisicas, respondendo a fendmenos
fisicos, como variagbes de temperatura, press&o, campo magnético e forga, as
quais ndo tém nenhum evento quimico na interface'®%2

Ja 0s sensores quimicos apresentam uma interface (reconhecedora) onde
ocorre fendmenos quimicos, ligada a dispositivos (transdutores) que transformam
uma informagéo quimica, oriunda de um sistema (analito), em um sinal analitico
util. A informagéo obtida no instrumento de medida, pode estar relacionada a uma
reag&o quimica ou mesmo a uma propriedade quimica do analito®2.

Os sensores quimicos apresentam trés partes basicas : i - receptor, regido
reconhecedora onde ocorre a reag8o quimica seletiva, ii - transdutor, que traduz o
sinal quimico gerado pela reagcdo em um sinal mensuravel, iii — condutor, que
transporta o sinal para a instrumentagdo de medida. De acordo com o tipo de
transdutor utilizado, os sensores podem ser classificados em 4 tipos (Fig. 1) :
opticos, piezelétricos, calorimétricos e eletroquimicos®%,

1) Opticos - Baseiam-se em medidas espectroscopicas associadas a uma
reagéio ou propriedade quimica. S&o referidos como optodos®?® e os mais
comuns, disponiveis comercialmente, sdo aqueles baseados na reflexiio ou
espalhamento da luz laser (crescimento da superficie) em fungdo do tempo, que
se relaciona diretamente com a constante de interagéo ou dissociagdo analito-fase
sensora, pelo qual 0 mesmo tera afinidade?.

Gil. E.S.
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2) Piezelétricos - S&0 sensores sensiveis a variagbes de massa na
superficie de um cristal. Esta alteragfio de massa por sua vez altera a frequéncia

de oscilagéo do cristal de quartzo e, por esta razio, estes sensores s&o também
denominados sensores actsticos?®?®,

3) Calorimétricos - Baseiam-se na variagdo de temperatura, s&o
comumente chamados de sensores calorimétricos?®¥,

4 ) Eletroquimicos - Baseiam-se em reagbes de transferéncia de carga,
(processos faradaicos) ou em fendmenos de migragéo de cargas (processos ndo
faradaicos) . Dependendo da natureza da fase receptora podem ser classificados
em sensores ou biossensores. Os sensores quimicos podem ser :

a) Potenciométricos, baseiam-se na medida do potencial elétrico gerado na
interface solugdo/sensor, sendo que na solugio estariam presentes as espécies
aptas a interagir com a superficie do sensor. Como exemplo, poderiamos citar os
eletrodos ion seletivos®34

b) Condutométricos, baseiam-se na medida de condutividade elétrica. Um
exemplo destes sensores seriam os sensores a base de semicondutores para
gases™.

c) Amperométricos, constituem os sensores baseados na medida de
corrente. Nesta técnica aplica-se um potencial fixo suficiente para a efetivacéo de
um processo redox na cela eletroquimica *'.

d) Voltamétricos s@o uteis tanto em andlise quantitativas®* como
qualitativas na caracterizagdo™ e no estudo de mecanismos redox®. Nesta
técnica monitora-se os niveis de corrente em fungdo do potencial. A faixa de
varredura é escolhida de acordo com o objetivo, sendo que para andlise
quantitativas quanto menor e mais préximo de zero for o potencial, menores serdo
os problemas relacionados a interferentes.

Gil E.S.
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Analite

Fase Sensora

Evento de reconhecimento seletivo

ransducd

o Lo l

Eletroquimica
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}

Processamento Leitura

Sinal mensurivel

Fig. 1 - Classificagdo dos sensores quimicos.

Biossensores podem ser considerados um subgrupo dos sensores
quimicos, sendo que nestes o receptor é de origem biologica®® ™8, Qg
componentes biolégicos mais comumente empregados s&o : enzimas® 7%
receptores de membranas biolégicas®, DNA®™#7" horménios®, anticorpos®,
organelas, células e até tecidos®.

Uma caracteristica que diferencia estes dos demais sensores é a
especificidade da andlise®™*®. Um biosensor é capaz de fornecer informagéo
analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa. O reconhecimento de um
determinado substrato (analito) se dé por meio de um processo bioquimico, que
gera uma quantidade de energia proporcional 3 concentragdo do analito. A
traduglio desta energia em sinal analitico Gtil é também executada por um
transdutor®. Logo, os biossensores, dependendo do transdutor, poderdo também

ser eletromagnéticos, eletroquimicos e calorimétricos®,

Gil. E.S.
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Dentro do contexto de desenvolvimento de sensores, os biossensores em
vista de algumas de suas propriedades, tais como boa seletividade, baixo custo de
construcdo ou estocagem, potencial para miniaturizagao, facilidade de automagéo,
rapidez de andlise e possibilidade de monitoramento in situ, representam uma
ferramenta promissora para suplementar as técnicas existentes. Entretanto,
apesar da marcante seletividade destes sensores, entre outras vantagens, s&o
também caracteristicas frequentes dos receptores de origem bioldgica a baixa
estabilidade.

Entre os componentes biolégicos mais importantes utilizados no
desenvolvimento de sensores, como fase sensora, destacam-se as enzimas>® 4%
%, Estas sd0, em sua maioria, proteinas de elevado peso molecular®.5-89.7683
com propriedades cataliticas especificas, presentes em todos os seres vivos. A
razao principal para o ampio uso das enzimas no desenvolvimento de sensores se
deve a sua alta especificidade e atividade catalitica. Como outros catalisadores
elas aceleram ou viabilizam as rea¢des. De acordo com o tipo de reagbes elas se
dividlem em seis grupos principais® : 1- oxiredutases, 2- transferases, 3-
hidrolases, 4- liases, 5- isomerases e 6- ligases, destacando-se entre estas,
especiaimente para a confecgdo de biossensores amperométricos as
oxiredutases. As oxiredutases podem ainda ser subdivididas de acordo com ©
grupo prostético (flavina, quinona, heme ou cobre).

Os Dbiosensores, assim como todos sensores, requerem como
caracteristicas desejaveis: boa estabilidade, resposta répida, boa sensibilidade e
seletividade. Caracteristicas estas que séo inerentes a espécie receptora utilizada
na fase reconhecedora. A seletividade, sensibilidade e estabilidade dependem
ainda, do tipo de imobilizagdo e transdutor utilizado. No caso de biossensores
baseados em enzimas as condigdes 6timas de pH, temperatura e forga idnica séo
também fundamentais. Ja o tempo de resposta, depende, além das condigbes
otimas, do tipo de imobilizagdo que determinard a espessura da camada
biocatalitica, e também de outros fatores tais como, agitagdo, concentragdo do
substrato e da enzima.

- Gil E.S.
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Em resumo, a etapa critica na construcio de um biossensor & a
imobilizag&o e embora esta afirmagéo se extenda a todos sensores quimicos, é
mais gritante no caso especifico dos biossensores®#'% Qs principais métodos de
- de imobilizagéo séo : oclus&o e adsorgio {métodos fisicos) e ligag&o covalente ou
cruzada (métodos quimicos)®' %,

Logo, por esta razéo seria de grande interesse a obtengéo de receptores
quimicos com alta estabilidade e seletividade. Deste modo, é uma tendéncia
comum a busca por novos materiais que possam ter estas caracteristicas.

1.1.3 — AVANGOS - Busca DE NOVoS MATERIAIS

A pesquisa de novos materiais para a confecgdo de sensores tem como
meta a possibilidade de conferir a estes dispositivos seletividade, sensibilidade,
baixo custo, simplicidade, rapidez de anslise, analise in situ, etc?® Estas
caracteristicas s&o de fundamental importancia em anélises guimicas,
principalmente em amostras complexas ¥7-1%

Na Uitima década, sensores capazes de fazer o papel dos sentidos
humanos vém sendo desenvolvidos, entre estes os chamados narizes
eletronicos®®”. Pouco mais recente, foi desenvolvido também a lingua eletrénica,
baseada em uma combinacéio de potenciometria, voltametria e condutimetria®,
Estes fatos mostram claramente, a que velocidade que avangam o
desenvolvimento de novos sensores.

Neste contexto, vérios tipos de modificagtes de superficie de eletrodos, tais
como imobilizagdo de catalisadores®™ <, polimeros condutores®™ 1%, pNAS! 105108
complexos'®,e particulas dispersas de metais nobres'®"" t&m sido empregados
na busca do desenvolvimento de novos sensores mais especificos e sensiveis a
diferentes propdsitos. Logo, no desenvolvimento de sensores, também merecem
destaque os avangos na busca de novos materiais.

- A quimica de novos materiais pode ser Util ao desenvolvimento de sensores
sobre varios aspectos, seja no aperfeicoamento de materiais de suporte ou
materiais eletrc')dicos, seja na busca de espécies eletroativas, que possam

Gil E.S.
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intermedeiar uma reagdo ou funcionarem como receptores especificos para
determinado analito ou classe'®'%.

O emprego de novos materiais para o desenvolvimento de suportes para a
fixacdo de espécies eletroativas, que possam ser empregadas em sensores
quimicos, tem sido uma excelente alternativa, principalmente pela possibilidade da
construgdo de eletrodos modificados de pasta de carbono''®''* a qual se constitui
numa técnica relativamente simples e de facil execugso.

Outras caracteristicas positivas dos eletrodos preparados a base de pasta
de carbono séo: baixa corrente de fundo, baixo ruido, modificagdo conveniente,
renovabilidade de superficie e possibilidade de miniaturizagio. Estas qualidades
dos eletrodos a base de pasta de carbono os mantdm em extensivo uso na
eletroanalitica ''*'"¥, apesar da falta de estabilidade estrutural que esta matriz
mole (semi-sdlida) apresenta. As pastas de carbono sdo elaboradas da mistura de
grafite em pd e um liquido imiscivel as solugdes aquosas, em geral 6leo mineral. O
Oleo serve para dar consisténcia a pasta, atuando como aglutinante e mantendo o
grafite firme no eletrodo, bem como preencher cavidades vacantes entre as
particulas de grafite e isolar o grafite do contato direto com solugdes
aquosas''?"'> A grande vantagem deste tipo de matriz para a construgdo de
sensores € a flexibilidade na modificagdo da composigéio da pasta, ou seja os
percentuais de grafite, 6leo, mediador, catalisador, coadjuvantes (polimero
condutores, tensoativos) que podem ser facilmente alterados na busca da melhor
composicdo da pasta®5!108-114

Por outro lado, o uso de polimeros condutores®™'®116¢118 aseociados aos
diversos materiais eletrodicos disponiveis®'®®% tais como : derivados de

carbono1$—1 15

, ouro, platina entre outros metais, veio propiciar maior gama de
versatilidade aos sensores, na busca por sensibilidade e seletividade®'®®*2 Entre
os materiais eletrédicos, os derivados de carbono merecem destaque pelo seus
baixos custos. Dependendo do processo de fabricagdo e da morfologia, dos
compostos de carbono podem-se obter o carbono vitreo'®, pasta de carbono'®

"4 filmes de carbonc''?, compo6sitos'®, ou fibras de carbono!'”.

Gil E.S.
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Outra estratégia bastante investigada tem sido a eletrodeposicdo de
materiais eletrodicos, em geral metais sobre a superficie de materiais
suporte®™ 519410111 Fetes procedimentos visam aumentar ou modificar a regiso
de eletroatividade, aumentar a 4rea interfacial, melhorar a atividade
eletrocatalitica, ou ainda em se tratando de um material ndo condutor, obter um
material condutor ou semi condutor''®,

Estes procedimentos contemplam também o aspecto econdmico, ja que
com esta técnica metais nobres, mais raros que a platina como paladio, iridio e
rédio podem ser investigados como materiais eletrodicos 1%,

Outra tecnologia que vem sendo explorada no campo dos sensores
quimicos, e que merece destaque & a tecnologia do sol-ge! para preparacao dos
6xidos'®'®. O emprego desta tecnologia na preparagio de eletrodos
convencionais de pastas de carbono modificados com silica™, assim como de
outros compostos inorgénicos, tais como 6xidos metalicos, ftalocianinas!®®2
porfirinas metélicas®™, fosfatos e fosfonatos*™'?, v.alumina e zedlitas deram
origem a uma nova categoria de matrizes suporte para confecgdo e
desenvolvimento de sensores'®.

O emprego da silica, embora recente, merece destaque e tem sido alvo de
intensas investigagdes'?. Apesar de apresentar férmula minima bastante simples,
Si02, a quimica de sua superficie principalmente por meio de grupos silandis e
siloxanos possibilita uma variedade de modificages resultando na grande
diversidade de materiais a base de silica, hoje disponiveis. Este fato somado a
boa capacidade de adsorgdo, estabilidade térmica e quimica &cido-base sao
extremamente promissores para o desenvolvimento de novos suportes aplicados
de interesse em sensores quimicos'®. Entre as vantagens destes suportes
encontra-se a possibilidade de medidas em estado sé[ido, a qual pode resultar em
analises com consumo minimo de solvente e até na redugdo de potenciais e
consequentemente de interferentes®®285127 A quimica de estado sélido aplicada
a vbltametria foi recentemente revisada e discutida quanto as implicagtes
eletroanaliticas de sistemas sélidos rigidos ou semi rigidos na auséncia de fase
liquida. Os ganhos obtidos com a utilizagdo de eletrodos microdimensionais no

Gil. E.S.



10 : Introducéo

desenvolvimento da eletroquimica de estado sélido também foi abordada®®, Novos
sensores para pH, uréia®™ e gases™ baseados neste conceito foram recentemente,
desenvolvidos™.

No campo dos microeletrodos a pesquisa de novos materiais é de enorme
valia para diferentes areas da quimica ambiental e ciéncias biomédicas®.
Sensores com diferentes bioafinidade podem ser obtidos por meio da associagéo
de diferentes materiais poliméricos'®.

Finalizando, o uso de complexos e / ou outras espécies eletroativas,
capazes de promoverem a catalise de uma reacio eletroquimica ou simplesmente
intermedeiarem a transferéncia de elétrons s&o também alvos de intensa
pesquisa'?'®, Isto porque reduzindo-se os potenciais redox necessarios para se
efetivarem uma reagdo na interface eletrodo/solugdo, reduz-se também os
interferentes potenciais.

Compostos de rédio dado o seu grande potencial catalitico®'%'2 destes,
quando comparados aos outros metais, s80 uma excelente alternativa. Entre
estes, destacam-se os dimeros analogos aos carboxilatos de rodio, dada a
habilidade de coordenarem de modo reversivel (labil), a qual além da
citotoxicidade''®°, poderia conferir a estes alguma seletividade.

1.1.3.1- Compostos de Rédio no desenvolvimento de sensores

O maior motivo pelo interesse em utilizar os compostos de rédio na
confecgéo de sensores = pode ser atribuido ao grande potencial catalitico destes
compostos'®'®,

A eletrodeposicio®™ e a dispers&o''®'"! de rédio metdlico em materiais
eletrédicos tém sido bastante exploradas, revelando as vantagens no aumento da
area superficial e das propriedades eletrocataliticas obtidas por este metai®’'.

Entre os complexos, aqueles contendo ligantes piridinicos''®'?' e
pirrélicos'?'® destacam-se tanto por suas propriedades cataliticas, quanto pela
possibilidade de modificagéo de materiais eletrédicos via
eletropolimerizagéo''*'%

Gil E.S.
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Também merecem destaque os ligantes que coordenam com dois centros
metalicos em proximidade, viabilizando a ligagdo metal-metal (eixo z). O interesse
por estas estruturas diméricas'®'>® deve-se ao fato de que pode ocorrer
sinergismo'®'” das propriedades dos metais envolvidos, tais como mediagcdo da
transferéncia de elétrons em processos redox e catlise,'?'>* e principalmente
porque este eixo () de ligagao determina a coordenacéo axial 115162

1.1.3.1.a - Dimeros de Rédio

Entre os dimeros de rédio, merecem destague aqueles obtidos com ligantes
naftiridinicos (Fig.2). Estes complexos justificam suas potencialidades para
aplicagdo em eletrodos modificados pelo bom potencial catalitico'2 !5
apresentado.

Q. Q0L
OO T
Fig. 2 - Estrutura de ligantes naftinidfnicos.

Ja os carboxilatos de r6dio'™'®, além de seus possiveis empregos em
catélise®® vem sendo extensivamente investigados por suas propriedades
antineoplasicas, especialmente apés o advento da introdugdo da cisplatina no
arsenal terapéutico do tratamento do cancer®'®'®'4 Egta atividade & atribuida &
coordenagio axial com espécies doadoras contendo —SH {ex. cisteina de RNA
polimerase) ou —NH (ex. adenina de DNA). Outrossim, as coordenagdes axiais
ocorrem ao longo da ligagdo Rh-Rh (eixo z) no sitio axial. Os ligantes que
coordenam por este sitio sdo denominados ligantes axiais (L) ao contrario dos
ligantes equatoriais (R) s&o geralmente labeis (Fig. 3).

Gil. E.S.
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| R
"
Rh/ R = Ligantes equatoriais
_l_o/ T—L L= Ligantes axiais
R & Rh-Rh = Eixo z
o]
\T/
R

Fig. 3 - Estrutura geral de carboxilatos de rédio.

A afinidade preferéncial por espécies doadoras contendo grupos -SH, -N
somadas a labilidade da ligagio axial s&o caracteristicas potencialmente Uteis
para a idealizag&o de eletrodos modificados com estes compiexos.

Logo, se justifica uma investigagio detalhada das propriedades
eletroquimicas destes complexos sob este enfoque.

As propriedades eletroquimicas desses compostos s3o bastante
influenciadas pelos 4 ligantes equatoriais (R), ligados em ponte, bem como pelos
ligantes axiais (L) %28 Estudos eletroquimicos de uma série de carboxilatos,
em que se utilizaram diferentes ligantes equatoriais, estabeleceram que
parémetros eletrbnicos exercem grande influéncia nos potenciais redox, podendo
estes variarem de 1,0 a 1,8V'® Neste estudo verificou-se que, quanto maior a
eletronegatividade dos ligantes equatoriais maiores eram os potenciais médios de
oxidagéo (Em e Emz @squema 7). Neste caso o efeito aceptor do ligante compete
com o processo eletroquimico de oxidagio, justificando assim, o aumento nos
potenciais Em1 © Enp.

Esquema 1

Emi Rh/RR™  Rhy(XOR)4(S). « [Rho(Acam)4(XOR) + 1e°

Eme RhRN" [Rha(XOR)4(XOR)]* & [Rh(XOR)4(S)J** + 1"

X= -b para carboxilatos, -NH para amidatos ou —N para carboxamidatos

Estudos semelhantes foram feitos substituindo-se progressivamente
acetatos por ligantes acetamida (de menor eletronegatividade), constatando-se
que para cada acetato substituido por acetamida havia um decréscimo de cerca
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de 0,2 V, sendo que o potencial Ey caia de 1,0 V para acetato para 0,15 V com
acetamidato'®'%,

Este fato, provavelmente esteja correlacionado ao aumento da densidade
eletrnica sobre eixo z (ligagéo Rh-Rh), ao longo dos sitios de coordenagao axial
(L) (Fig. 3), com consequente estabilizag8o dos estados mais oxidados.

Outras amidas foram igualmente empregadas nestas reacbes de
substituicio, entre elas a fenilacetamida, benzamida e a triflucroacetamida,
respectivamente. Os potenciais de oxidag&o para o primeiro par estiveram entre
0,2 e 0,3 V para benzamida'® e fenilacetamida'® e em tomo de 1,0 V para
triflucroacetamida™®, respectivamente.

Quando se estudou as propriedades eletroquimicas de analogos
dinitrogenados, observou-se néo s6 a queda dos potenciais (esquema 1) como
também possibilidade de redugdio reversivel com formagdo de espécies
Rhz(I11)'®%. Entre estes o anilinopiridinato de dirédio(ll,11)'® foi empregado num
eletrodo modificado de pasta de carbono para monitorar a redugéo de 0./H-0 &.

Em relagéo ao efeito dos ligantes axiais observou-se que de uma maneira
geral, quanto maior o poder doador, menores os potenciais médios En e
Ema>>'%1%  0Os potenciais redox de reagbes, em que o solvente estd
axialmente coordenado, s&o mais positivos ou menos positivos, dependendo de
qual estado de oxidagdo, o dimero seja predominantemente estabilizado pelo
solvente. A Tabela 1 mostra resultados obtidos para acetamidato de rédio em
diversos
solventes™ '81%

TABELA 1 - Potencias médios para acetamidato de rodio'®

SOLVENTE Em (V) Em (V)
Acetonitrila 0,15 1,41
Piridina 0,08 -
Dimetilsuiféxido 0,31 -
PPh3 0,1M / CHCI, 0,25 1,65
PPH = trifenilfosfina

A excecdo do dimetilsulféxido (DMSQ), em que se observou potenciais
substancialmente mais positivos, a correlagdo entre poder doador e potenciais
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médios (Ems © Emz) foi linear e inversamente proporcional. Mecanismos de
retrodoacéo foram sugeridos para explicar ligantes como DMSO e trifenilfosfina
(PPhs) que embora apresentem grande poder ¢ doador, apresentam também
potencial = aceptor>'%1%

A versatilidade em se alterar os potenciais redox destes complexos em
fungdo da troca de ligantes, somadas ao potencial catalitico >*'® e a relevancia
da atividade biolégica'® quanto a seletividade para espécies doadoras (contendo
-SH ou -N), reforgam o potencial destes complexos para o desenvolvimento de
sensores.

Entre os dimeros mais promissores para 0 emprego em sensores

destacam-se os amidatos®'®'%  carboxamidatos’®'

e anilinopiridinatos®
(Fig.4),.uma vez que estes complexos apresentam boa estabilidade, potencial

médio, Em, relativamente baixos (< 0,3 V) e reversibilidade de potenciais.

Amidatlgs de rodio Catalisador de Doyle
tI: H, o wH
o N M CH 000 OOCHs
l \ R AN |
I Rh
b N C\: L \\oRh/L
~. CH;00C N
R— B ==COOCH,
H/ o) H
"
L Anilinopiridinato

R=
CH3;— Acetamidato @\ @ @
SO
@ Benzamidato ' ON&‘: -

@/N\L{@@

Fig. 4 - Estrutura de dimeros de rédio nitrogenados.
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Outro aspecto pelo qual o estudo das propriedades eletroquimicas destes
complexos torna-se relevante do ponto de vista de suas propriedades bioldgicas é
a possibilidade de se correlacionar os potenciais redox (esquema 1) dos ligantes
com seus respectivos parametros eletrdnicos e Investigar a associagdo destes
potenciais redox diretamente com estudos de Relagdo Estrutura Atividade
(REA)'™*7%, ou mesmo com os mecanismos de agio biolégica' 171177,

Uma investigac@o eletroquimica destes complexos viria a complementar o
estudo realizado para a série de carboxilatos, no qual foi descrito'™ uma
correlagdo entre parametro eletrénico e potenciais redox (Tabela 2).

Tabela 2 - Potenciais de oxidag&o de complexos de rédio com substituintes
de diferentes valores de 4c* 1%

Substituintes 46* Ei»Vvs S.C.E.
(CHs )sC- -1,20 0,93
c-CsHe- -0,80 0,94
n-CsHz- -0,46 0,97
CaHs- -0,40 0,96
CHa- +0,00 0,97
CeHsCHo- +0,86 1,05
CH3OCH,- +2,08 1,13
CsHsOCH2- +3,40 1,20
CH3CHCI- +4,20 1,27
CFs- =10,00 1,80

~ 4c™ = soma de efeitos indutivos e polares nos 4 substituintes (parametro eletrbnico).

Este estudo é perfeitamente fundamentado no fato de que a atividade
biolégica estd diretamente relacionada as caracteristicas de seus ligantes
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equatoriais, 0s quais véo conferir a estes as caracteristicas de reatividade'™ e
lipossolubilidade'™. O estudos eletroquimicos destes compostos sob enfoque

biolégico enquadram-se numa sub-drea da eletroquimica denominada
“bioeletroquimica’.

1.2- BIOELETROQUIMICA

O primeiro experimento enquadrado dentro da drea de bioeletroguimica foi
realizado no ano de 1786 pelo médico italiano Luigi Galvani®*®. Neste
experimento, Galvani observou contragGes musculares nas pernas de uma ra
morta, quando ele tocava seus nervos com um par de tesouras durante uma
tempestade. Embora, a interpreta¢éo dada por Galvani naquele tempo, néo tenha
sido de todo correta, as controvérsias geradas serviram como um impulso inicial
ao desenvolvimento da bioeletroquimica®™®, que s6 veio a aparecer na
enciclopédia de eletroquimica por volta de 1964%, definida por sua propria
etmologia como a aplicacdo da eletroquimica nos estudos de fendmenos
bioldgicos. Posteriormente, com os avangos obtidos na tecnologia de sensores e
nas técnicas eletroquimicas de analise, o desenvolvimento da bioeletroquimica
teve um grande saito, possibilitando a investigagdo eletroquimica de varios
fenémenos biolégicos' 18!,

Hoje este campo é tdo extenso, que a bioeletroquimica poderia ser dividida
em vdrias dreas, destacando-se neste contexto os estudos cinéticos e
termodinédmicos de processos redox em sistemas vivos (ex: fosforilagéo
oxidativa'™, bioeletrocatalise™'®'...), a bioeletroanatise®''®2 e a separagéo e
transporte de cargas em interfaces bioldgicas (ex: interface eletroquimica entre
biomoléculas'®®, eletroporagso'®, potenciais transmembranares'®, eletroquimica
do impulso nervoso'™... ) e assim por diante.

Gil E.S.
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1.2.1 - APLICAGOES DA BIOELETROQUIMICA
Dada a tamanha diversidade dos fendmenos eletroquimicos associados a

sistemas biol6gicos'™, as aplicagdes da bioeletroquimica poderiam ser
subdivididas em quatro topicos :

A - Aspectos eletroquimicos de fendmenos biolégicos
B - Aplicagdes analiticas.

C - AplicagGes em Medicina.

D - Aplicagdes voltadas as Ciéncias Farmacéuticas

Em relag@o aos aspectos voltados aos fenémenos biol6gicos poderiamos
destacar: Reagbes faradaicas envolvendo biomoléculas e eletroquimica de
membranas biolégicas.

A.1 - ReacOes faradaicas envolvendo biomoléculas de baixo PM

Talvez a area mais ativa da bioletroquimica envolva a eletroguimica de
moléculas de baixo peso molecular (< 1000 daltons). A histéria desta sub-érea
teve inicio nos anos 30 com o estudo da oxidagéo da adrenalina por polarografia
cléssica'®. Seguindo nos anos 40 com a polarografia de vitaminas eletro-
reduziveis, tais como a tiamina e a riboflavina'’. Entretanto, o maior expoente
neste campo de pesquisa provavelmente, envolva o estudo redox do sistema
NAD* /NADH™187-189

Este sistema est4 envolvido com uma ampla variedade de reagdes
metabdlicas, de modo que muitas pesquisas tem se direcionado ao estudo da
redug&io do NAD’, assim como da oxidag&io do NADH 7167189

Outros estudos que merecem destaque envolvem as porfirinas'™®'®,
flavinas ™% farmacos e DNA 170192195

. A.2 - ReacOes faradaicas envolvendo macromoléculas biolégicas

A investigacao de processos redox de macromoléculas tem sido muito ativa
nos anos recentes, particularmente na édrea de transporte de elétrons em

biopolimeros como DNA'®*'® g proteinas®™.
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As aplicagdes da eletroquimica para o estudo de macromoléculas podem
ser melhor entendidas sob dois aspectos, um envolvendo reagdes redox de
macromoléculas diretamente sobre a superficie de eletrodo'®'® e outra
envolvendo estudo indireto por meio de mediadores de transferéncia de carga ou
interagbes com outras espécies’®,

A reducao direta de macromoléculas foi executada em uma variedade de
sistemas, incluindo DNA'® e albumina de soro bovino (BSAY® %, Na reduggo
polarografica do BSA, a principal reagéo envolvia formag&o de ligagdes entre
mercirio e proteina através de residuos sulfidrila®! 22,

Jé as ondas de redugéo do DNA na regiéo de -1,3 V tem sido atribuidas aos
nucleosideos adenina e citosina'®.

Tanto para o BSA, quanto DNA a interpretagéo dos resultados é dificultada
devido a irreversibilidade e fenémenos de adsorgéo associados aos processos
redox. Por outro lado, estas macromoléculas néo exibem nenhuma reagdo redox
de reconhecida importancia para o sistema fisiolégico, de modo que os estudos
eletroquimicos n&o forneciam informagdes diretas sobre reagdes biolagicas®! 2
Deste modo, investigagbes eletroquimicas diretas, eram mais promissoras para
macromoléculas que apresentassem reacGes redox associadas a processos
fisiologicos, tais como citocromo ¢ *®, relacionados aos mecanismos de
fosforilagdo oxidativa.

Entretanto, os avangos obtidos na eletroquimica do DNA e suas bases®®
ampliaram as aplicagbes da eletroquimica, especialmente nos estudos entre
agentes antineopldsicos e dacidos nucléicos'®'®. Neste contexto, entre as
aplicagbes indiretas da eletroquimica no estudo de macromolécuias, merecem
destaque as aplicagfes da bioeletroquimica na elucidagéo dos mecanismos de
agio'™.

A.3 - Eletroquimica de membranas biolbgicas

Quando uma membrana semi-permedvel separa duas solugdes de
diferentes composigbes. ibnicas, sobre esta desenvolver-se & um potencial. A
magnitude do potencial de membrana gerado dependerd da natureza da
membrana e do gradiente de concentragéo das espécies carregadas'®4 155204207
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investigagdes relacionando a estrutura da membrana com o mecanismo de
desenvolvimento do potencial tem sido efetuadas ha algumas décadas®’.

As membranas apresentam estrutura lipo-proteica e a passagem de
espécies carregadas se d4 em canais de estrutura protéica, os quais abrem e
fecham mediante alteragdo da conformagéo tridimensional da proteina. Como
exemplo poderiamos citar os canais de Ca™, a abertura destes depende da
interagdo de neurotransmissores a receptores de membrana'®4185:204207
Entretanto, o transporte massivo de ions ocorre ndo apenas através de canais
especificos, mas por toda a membrana por meio de um mecanismo que envoive a
alteracao da conformag&o da membrana pela de movimentagéo dos &cidos graxos
(Fig. 5), de modo que estes tendem a formar poros hidrofobicos. Este mecanismo
foi recentemente, revisado por Neumann e colaboradores'®.

Fig. 5 — Esquema da abertura de poros lipidicos em membranas biolbgicas, A =
membrana fechada, B = formagéio de poros, PL = poro lipofilico e PH = poro
hidrofifico, Em = potencial de membrana e E = potencial externo (de
aplicacéo).

B - Aplicagbes analiticas

As aplicagbes analiticas da bioeletroquimica estio relacionadas aos
avangos na eletroanalise de biomoléculas e farmacos, e no desenvolvimento de
biossensores.

O interesse pela utilizagdo dos métodos eletroanaliticos, para determinagdo
de biomoléculas e farmacos, aumentou significativamente apés o desenvolvimento
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de métodos mais sensiveis como os de pulso de potencial'®, pré-concentragio®™®
, bem como devido a fusdo destes a outras técnicas, como por exemplo os
imunoensaios®2®

Outro aspecto, que aumentou o interesse por estas técnicas foi decorrente
da miniaturizagdo dos sensores eletroquimicos® 19210212 possibilitando anélises
in viva®'"#13, O uso de sistemas associando detectores potenciométricos a FIAZ*®
foi aplicado a anélise de salicilato em soro humano. Com este mesmo objetivo,
sensores modificados com DNA foram utilizados para a determinagéo de
carboplatina'® em soro humano, entre outros farmacos'®. A aplicagdo de
eletrodos de pasta de carbono modificados com silica-titanio na andlise de
glicose® e salicilato™ merecem destaque pela melhora significava obtida no
desempenho do sensor.

Analise simultanea de classes de farmacos ou biomoléculas enddgenas,
também vém sendo desenvolvida com sensores eletroquimicos. Recentemente,
foi desenvolvidoc um método para anélise simultdnea de retinal, retinol e acido
retinico'® em amostras de cosméticos e medicamentos, bem como para
determinagcdo amperométrica de colina, acetilcolina e arsenocolina®.

Outros avangos recentes obtidos no campo de sensores e biossensores
eletroquimicos incluem o desenvolvimentc de microbiossensores para
salicilato?'?'®, glutamato, ascorbato®'? e glicose’™""?, o uso de voltametria de
“stripping“adsortivo na andlise de farmacos®®, a andlise de farmacos em amostras
bioldgicas a nivel de picomolar’®, bem como a confecgio de sensores capazes de
mimetizar com precisdo os sentidos do olfato™ e paladar™,

Atualmente, com o desenvolvimento de ultramicroeletrodos, ja é possivel
monitorar os niveis de neurotransmissores no espago intra e extracelular”''?'?,
fato este relevante tanto para aplicagfes analiticas como aplicagdes em medicina.

C - Aplicagbes em Medicina

As aplicagbes da eletroguimica em medicina incluem desde o estudo do
efeito de um campo eletromagnético em biologia celular®™® ao crescimento
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assistido de ossos e tecidos?'® e o desenvolvimento de aparelhos e tecnologias de
sustentagdo de 6rgdos humanos'®.

O estimuio de nervos efou musculos por meio da aplicago de um potencial
elétrico marcou o inicio da bioeletroquimica, ja no final do século XVIIl peio médico
italiano Luigi Galvani em seus experimentos com a perna de ra.

O processo de estimulo de tecidos vivos por aplicagdo de um campo
elétrico envolve 6 etapas®*

1) Inicialmente, ha o estimulo propriamente dito, de membrana excitaveis do
tecido em questao.

2) Podem ocorrer reagbes faradaicas na superficie do eletrodo com
producio ou consumo de ions metélicos ou H'.

3) Um campo elétrico deve causar migrag@o e aumento da concentracio de
ions na regido do eletrodo.

4) Este aumento da concentragdo pode causar uma alteragio adicional na
interface da membrana.

5) Ha um aumento da temperatura préxima ao eletrodo devido ao efeito
Joule.

6) Finalmente, h& alteragéo ou estimulo da sintese de material genético na
presenca do campo elétrico ou dos processos faradaicos.

Os parametros envolvidos nestes tratamentos incluem além de condicdes
do meio (temperatura, osmolaridade, condutividade, fatores nutricionais ...) da
frequéncia, amplitude e tempo de aplicag&o do campo elétrico?.

Hoje a eletroestimulacéo de células é amplamente explorada na medicina,
tanto por campos elétricos, quanto eletromagnéticos. Entre as principais
aplicagbes da eletroestimulagdo temos : proliferacéo celular, transporte ibnico,
ativagdo de enzimas e aumento da concentragéo de determinadas proteinas®'4.

Outro aspecto cuja aplicagdo em medicina vém sendo alvo de intensas
investigagbes € a monitoracdo de espécies endogenas e exégenas in vivo por
meio das técnicas eletroquimicas, especialmente apds o desenvolvimento de

ultramicroeletrodos?'1212,
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D - AplicagGes voltadas as Ciéncias Farmacéuticas

Entre as aplicagbes exclusivas da bioeletroquimica as ciéncias
farmacéuticas poderiamos citar o uso da eletroquimica nos estudos dos
mecanismos de agéo e das relagGes estrutura-atividade.

O estudo do mecanismo de agéo de farmacos pela eletroquimica se
aplicam aqueles eletroativos'™ ou cujos mecanismos envolvam a indugéio de
radicais livres'®, sendo raras as excegdes dos farmacos que néo pertengam a
estas categorias'®.

Entre os farmacos mais estudados, destacam-se os compostos
nitroimidazélicos (antiprotozodrios, antibacterianos ou antiftingicos)*747107.171.172

O mecanismo de agfo bioidgica destes compostos (Fig.6) depende da
reducéo do grupo nitro, o qual origina espécies intermediarias que irdo interagir
com DNA (protozoario, bactéria ou fungo), oxidando-o e liberando fosfatos de

timidinas e radicais, que causardo assim les&o por desestabilizagio da dupla
hélice de DNA'™.

LA, G,

0.N" N~ “CH,

| |
CH,CH,OH CH200NHCH2©
a

b
Fig. 6 — Estrutura dos nitroimidazélicos (a) metronidazol, (b) benznidazol.

As raz0es que estimulam o uso da eletroquimica na investigagio destes
antimicrobianos se devem ndo sé a relevancia em andlises clinicas e

farmacéuticas, como também ao instigante processo de redugéo do grupo nitro ao
correspondente grupo amino.
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Este processo complexo de redugéo envolve cerca 6 elétrons, sendo que
em baixas concentragdes de pressao de oxigénio esta redugso ocorre de modo
similar ao nitrobenzeno. A formacdo de nitro derivados (R-NO) e hidroxilamina (R-
NHOH) requerem um total de 4 elétrons e 4 prétons'® ™ (esquema 2).

R-NO; + H" § R-NO-MH*
R-NOzH" + & 5 R-NO:H'
R-NO:H + H* 5 R-NO2H;"
R-NO2H;* + @ 5 R-N(OH);
R-N(OH): 5 R-NO + H;0
R-NO + 2¢" + 2H" 5 R-NHOH
Esquema 2

Outra classe de farmacos, também investigada sob este enfoque com
relativa freqiéncia, é a dos antineoplasicos, alguns exemplos incluem o
mitroxanteno®, a carboplatina'®, o tiotepa'® e a mitomicina C'** O mecanismo
de aglo destes quimioterdpicos envoive freqlentemente mecanismos de
intercalagéo e/ou alquilagio com cisdo e/ou desestabiiizagdo da fita dupla de
DNA.

Como exemplo a mitomicina C, um antineoplasico de amplo espectro para
tumores sdlidos, atua por sua habilidade de ligar-se covalentemente ao DNA, seja
de modo bi ou mono funcional. Entretanto, mitomicina C & uma molécula de
atividade latente, ou seja sua ativagio depende da reducdo de dois grupos
funcionais C-1 aziridina e C-10 carbamato (Fig. 7a). Logo, justifica-se a
importéncia da eletroquimica na elucidagdo do mecanismo de acao deste
farmaco'®. Os estudos voltamétricos sugeriram a coordenagdo via guanina, O
decréscimo ou supressdo do pico de oxidagdo da guanina sugeriu, neste
estudo, "** que a alquilagéo com a guanina ocorria via G-N7 (Fig. 7b), uma vez que
coordenagéo via G-06 ou G-N2 néo produziria mudancas drasticas no perfil do
voltamograma'®., O uso de DNA de dupla e simples hélice, bem como dos
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respectivos nucleosideos foi Util para avaliar o envolvimento de fatores estéricos
neste mecanismo.

Fig. 7 - Estrutura da a) Mitomicina C e b) guanina.

Os mecanismos de interagcdo entre farmacos e albumina também foram
investigadas via eletroquimica. Estes estudo é de grande importancia uma vez que
& maioria dos farmacos sdo carregadas no soro sanguineo complexadas a esta
proteina®'®, As interagbes entre dimeros de rodio e albumina j& foram
investigadas por dicroismo circular e fluorescéncia’®'®, tendo constatado a
interagé&o via anéis imidazolicos de seus residuos de aminoécidos.

Tanto a interag&o com DNA, quanto com albumina podem ser investigadas
eletroquimicamente desde que seja possivel verificar mudancas seja na amplitude
de corrente de pico, seja no deslocamento de potenciais. Para isto faz-se
necessario que se tenha bem estabelecido estes parametros sob condicdes
normais, ou seja antes da interacéo.

Neste sentido, a eletroquimica do DNA foi amplamente investigada e
apresenta-se bem definida®®.

Logo, complexos de rédio como por exemplo o acetato, cuja interagéo com
DNA ja foi investigada por outros métodos'®"'””, podem também ser investigados
eletroguimicamente sob este enfoque, fornecendo informagdes adicionais, aos
mecanismos de agdo mais propostos para os carboxilatos de rédio, entre estes a
interagdo com DNA via N7 da adenina'® ou a coordenagso com residuo cisteina
de enzimas, especialmente as polimerases'”".

Finalizando, outro aspecto que vem ganhando forga dentro da
bioeiletroquimica é a possibilidade de associarmos potenciais redox entre outros
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parametros eletroquimicos aos parémetros usuais de QSAR (Quantitative
Structure Activity Relationship) nos estudos de REA.

Entretanto, esta drea tem muito a crescer havendo poucos estudos
relacionados a aplicacdo dos métodos eletroquimicos nos estudos de REA' ™78

Em trabalhos recentes, foi constatado''®, para os lactatos e gliconatos de
rédio hidrossoliveis, que o derivado monc-hidroxilado se ligava de modo
irreversivel & amoénia, enquanto o derivado poli-hidroxilado ligava-se labilmente.

Gil et al ™® comprovaram maior atividade citostatica in vitro para lactato
(mono hidroxilado) frente as células leucémicas humanas K-562. Neste tltimo
caso, 0s parametros de solubilidade eram semelhantes, sendo as maiores
mudangas atribuidas aos fatores estéricos e eletronicos (Tabela - 2) . Logo, pode-
se inferir que se a forga de coordenagdo com o aménio variou tdo
significantemente, em fungdo de outros pardmetros que ndo apenas a
hidrossolubilidade, anteriormente invetigada'®, o mesmo comportamento poderia
ser esperado para outras interagdes, como por exemplo com as bases purinicas e
pirimidinicas'®', DNA®%, aminoécidos'™® e proteinas''®, explicando assim a
atividade citostética diferenciada observada para diferentes dimerog!!-141%8-141,

Em adig&o, observou-se em estudos visando a aplicagio do catalisador de
Doyle (isdmeros R e S) na confecgéo de eletrodos de pastas de carbono puros ou
modificados com DNA comportamentos distintos, os quais sugeriram também
interagdes diferenciadas®®. Neste ultimo caso os Gnicos parametros usuais de
REA que mudaram eram os estéricos, j4 que o0s parametros eletronicos
(eletronegatividade dos ligantes), hidrofébicos (solubilidade) sdo os mesmos para
quaisquer isdmeros’ .

Estes dados, reforgam o interesse em se experimentar a eletroquimica
como uma ferramenta para desvendar a influéncia dos ligantes equatoriais R
(Fig. 2) sobre o mecanismo de interagdo complexo-bases DNA'®'7 oy
complexo-residuo cisteina (proteinas)'®1%.

A aplicagéo da bioeletroquimica sob este enfoque aos dimeros de rédio

sera portanto de grande valia, contribuindo para os avangos das aplicagbes das
técnicas eletroquimicas nos estudos de REA.
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- 2-0BJETIVOS

O objetivo deste trabalho é estudar as propriedades eletroquimicas de
diversos dimeros de rodio, em solugdo aquosa, tanto livres, quanto imobilizados
em pasta de carbono. O interesse neste estudo & devido ao reconhecido potencial
- catalitico e antineoplasico desta classe de compostos.

No caso dos ensaios eletroquimico's em solugdo, pretende-se
complementar os dados da literatura, e obter infformagdes Uteis sobre o
mecanismo de agéo biolgica destes compostos. Neste intento, serdo avaliadas
as potencialidades da bioeletroquimica também nos estudos de Relacéo Estrutura
Atividade (REA).

Os ensaios dos complexos imobilizados tém como meta investigar as
potencialidades destes dimeros para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos. Neste intento, vérias estratégias de imobilizagdo, assim como

diferentes composigbes da pasta seréo testadas.

Gil_ E.S.






Material e Métodos 27

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAIS

REAGENTES PROCEDENCIA GRAU
Acetamida Aldrich Chemical Co., Milwaukee-USA. PA
Acetato de rédio Aldrich Chemical Co., Milwaukee-USA. PA
Benzamida Aldrich Chemical Co. , Milwaukee-USA. PA
Butirato de rédio Laboratdrio do Prof. Renato Najjar IQ-USP *
Catalisador de Doyle (R) Aldrich Chemical Co. , Milwaukee-USA. PA
Catalisador de Doyle (S) Aldrich Chemical Co. , Milwaukee-USA. PA
Citrato de rédio Laboratério do Prof. Renato Najjar IQ-USP *
Cloreto de rodio Aldrich Chemical Co., Milwaukee-USA. PA
DNA “caif thymus” (D-1626)  Sigma Chemical Co., St. Louis-USA. PA
Etanol absoluto Merck S/A, Rio de Janeiro-BR. PA
Eter etilico Merck S/A, Rio de Janeiro-BR. PA
Grafite em pé BDH limited Poole England, London-UK. PA
Nujol Shering-Plough Ltda, Rio de Janeiro-BR. PA
Propionato de rédio Laboratério do Prof. Renato Najiar IQ-USP >
Trifluoroacetamidato de rédio  Laboratério do Prof. Renato Najjar IQ-USP *

PA = Para Andlise

* = previamente sintetizado e purificado de acordo com os métodos da literatura.

Gil. E.S.



28 Material e Métodos

3.2 - SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

3.2.1 - SINTESES

Obtiveram-se ou sintetizaram-se todos os complexos de rédio aqui
investigados, junto ao laboratério do Prof. Renato Najjar do 1Q-USP.

3.2.1.1 - Aduto de acetamida com tetrakis-acetamidato de dirrédio (ll),

[Rh2(HNOCCH;)s (H2NOCCH;).).

Misturou-se 0,2g de [Rhx(Ac)s} com 4,0 g de acetamida em um frasco de
100 mL com sistema para vacuo (Fig. 8). Inflou-se o frasco com N, e entdo
evacuou-se por cerca de 1 hora.

Baldo de reagédo
. . (c/ agitador magn.)

N,

Oleo de Silicone

Chapa de
aquec/ agit.

Fig. 8 - Sistema empregado para rea¢bes por fuséo.

Apds este processo, lacrou-se o sistema, transferindo-o para banho de 6leo
de silicone a temperatura de 130 +/- 5 °C, mantendo-o por cerca de 20 horas.

Remqveu-se 0 excesso de acetamida, bem como residuos escuros por
sublimagdo no sistema Abderhalden (Fig. 9), o produto puro apresenta cor
purpura. |

Repetiu-se o procedimento, adicionando-se mais 4,0 g de acetamida fresca.

O rendimento aproximado é de 15 %.
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Tubo ¢/ secanie
&
Condensador Barquinha cf
amosira

— §<; ==

Balie com solvenie
epedras de ebulicio

Fig. 9 - Sistema de sublimagéo Abderhalden.

3.2.1.2 - Tetrakis-acetamidato de dirrédio (ll), [Rh(HNOCCH;), ]

Dissolveu-se o produto anterior (obtido em 3.2.1.1) em 1 mL de etanoi
anidro, tranferindo-o para um tubo de ensaio. Adicionou-se ao tubo de ensaio 3
mL de éter anidro, e deixou-se decantar o preciptado azul. Lavou-se o preciptado
com 3 x 3 mL de éter, ressuspendendo-o em ultrasom e deixando-se decantar
novamente.

O rendimento aproximado é de 70%.

3.2.1.3 - Tetrakis-benzamidamidato de dirrédio (ll), [Rh2(HNOCgHs)4]

Transferiu-se cerca de 0,015 g de [Rha(Ac)4} e 2 g de benzamida para baldo
de 125 mL com sistema de vécuo (Fig. 8) e inflou-se com N, evacuando-se em
seguida. Apds remogéo de O, aqueceu-se a 140°C por 48 h. Extraiu-se 0 excesso
de Senzamida por sublimagéo em sistema de Abderhalden (Fig. 9). Removeu-se
um sélido castanho, lavando-o em seguida com cerca de 5 porgdes de 5 mL de
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diclorometano e S porges de 5 ml de éter etilico até isolamento de um preciptado
verde. O rendimento aproximado & de 10 %.

3.2.1.4.- Tetrakis-trifluoroacetato de dirrédio {ll), [Rho(OOCCFs)]

Dissolveu-se 16,1 g (121 mmol) de trifluoroacetato de sédio em 100 mL de
etanol (solucéo A). Paralelamente preparou-se solu¢do de 1,5 g (5,8 mmol) de
RhCls . 3H20 em 150 mL de etanol (solugdo B). Adiciona-se lentamente (em cerca
de 1 hora) a solucéo B sobre, a solucao A, sob refluxo em atmosfera de N..
Terminada a adi¢cdo de toda a solugéo etandlica de RhCls, refluxou-se ainda por
20 minutos. Seguiu-se com remogéo do solvente por evaporagdo a vacuo, e
adicdo de 150 mL de agua destilada ao residuo, obtendo-se uma solugéo azul
intensa. Filtrou-se e extraiu-se o produto desejado com diclorometano (5 x 60 mL).
O rendimento aproximado é de 55 %.

3.2.1.5 - Tetrakis-gliconato de dirrédio (ll), [Rh2{O0CCs0sH11)4]

Transferiu-se 0,4 g de RhCla.3H,0 para um baldo de 250 mL. Adicionou-se
50 mlL. de etanol 95%. Paralelamente, preparou-se solugdo de 1,0 g de gliconato
de calcio em 50 mL de agua quente. Misturou-se as duas solugbes no baldo e, sob
atmosfera de N, refluxou-se por aproximadamente 11 horas, a temperatura néo
superior a 75 °C. O rendimento aproximado é de 22%.

3.2.2 - CARACTERIZACAO

3.2.2.1 - Andlise Elementar
Efetou-se no analisador de C,H,N da Perkin-Elmer modelo 240B.

3.2.2.2 - Andlise por Infravermelho
Obtiveram-se os espectros de infravermelho em pastilhas de KBr de 10 mg
com 3 mg do composto, em espectrofotdmetro FTIR Perkin-Elmer PE 1700.
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3.2.2.3 - Andlise por UV-Visivel

Obtiveram-se 0s espectros eletrénicos dos complexos em solugio aquosa
1 x 10° mol L' em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico, com
espectrofotdmetro da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000.

3.3 - SENSORES

3.3.1 - ENsAlos ELETROQUIMICOS

3.2.3.1 - Voltametria Ciclica
Realizaram-se estes estudos em um potenciostato/galvanostato da PAR
modelo 273A, utilizando-se contra eletrodo de Pt (espiral), eletrodo de referéncia

de calomelano saturado ECS e KCI 0,5 mol L™ pH 7 como eletrélito de suporte
a 10 mV/s.

3.2.3.2 - Voltametria Ciclica dos Compostos em Solugao

Para estudos de voltametria ciclica dos compostos em solugéo utilizaram-
se solugdes aquosas dos compostos com concentragdes de 5 x 10 mol L
prepradas em KCI 0,5 mol L™, e eletrodos convencionais de Pt e eletrodo de

calomelano saturado (SCE) como eletrodos auxiliar e de referéncia
respectivamente.

3.2.3.3 - Voitametria Ciclica dos Eletrodos Modificados

Para os estudos destes eletrodos modificados, utilizou-se 0 ECS como
eletrodo de referéncia e Pt como contra eletrodo. Os eletrodos suporte para pasta
de carbono (eletrodo de trabatho) foram construidos com superficie de piatina de
1 mm de espessura e 5 mm de didmetro. Para a preparagsio das pastas utilizaram-

~S€ 0s menores percentuais possiveis dos complexos para obtengZio de uma boa
resolucéo dos voltamogramas.
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3.2.3.3.a - Amidatos de Rédio

A )} Eletrodo Modificado com Acetamidato (EMAC) 4,8%.

Para imobilizac&io em pasta de carbono homogeneizou-se 80 mg de grafite,
seco & 100 °C por 2 horas com 4 mg de acetamidato. |

Adicionou-se em seguida 1 gota de polietilencimina PE} (1:20 em agua) no
sentido de se garantir a imobilizagéo do acetamidato de rodio. Deixou-se secar &
temperatura ambiente por 3 horas, adicionando em seguida 80uL de nujol.

B) Eletrodo Modificado com Aduto do Acetamidato (EMAA) 8%

No caso do eletrodo modificado com aduto entre acetamidato de réodio e
acetamida, utilizou-se 7 mg do complexo para 80 mg de grafite.

C) Eletrodo Modificado com Benzamidato (EMB) 10%

Para imobilizag&o em pasta de carbono homogeneizou-se 80 mg de grafite,
seco a 100 °C por 2 horas com 8 mg de benzamidato, adicionando em seguida
80uL de nuijol.

3.2.3.3.b - Carboxamidatos de Rédio
Eletrodos modificados com Catalisadores de Doyle (S} e (R) 1,5%.

Para este oorhposto foram elaborados dois tipos de pasta :
A) Eletrodo Modificado com Catalisador de Doyie pré dissolvido em éleo mineral
(DOO)

Na elaboragéo da pasta denominada DOO, homogeneizou-se 130 mg de
grafite, seco & 100 °C por 2 horas com 2 mg de [Rhx(5-MEPY)4], previamente
triturado em almofariz e dissolvido em130 ulL de nujol com auxilio de ulrasson.
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B) Eletrodo Modificado com Catalisador de Doyle pré dissolvido em 6leo mineral
com DNA (DOD)

Na elaboragéo da pasta DOD, procedeu-se conforme esquema a seguir:

a) Dissolveu-se 2 mg de DNA (Sigma D-1626) em 120 pL de agua
destilada, homogeneizando-se em seguida com 64 mg de grafite.

b) Homogeneizou-se 64 mg de grafite com 2 mg de [Rhx(5-MEPY),]
dissolvido como para DOO em 80 uL de nujol.

¢) Misturou-se pasta A e B, obtendo-se DOD.

Obs: Também foram testados além do DNA o uso de : Polietilenocimina

(PEI), Dodecil sulfato de sédio (DSS), Polietileno glicol 4000 (PEG) e lcool
~ polivinilico (PVA).

3.2.3.4 - Avaliagado das Propriedades Eietrocataliticas

Os sistemas EMAC, DOO e DOD foram investigados para fins praticos em
KCI 0,5 mol L™ por voltametria ciclica e posteriormente detectado seu potencial
catalitico, por cronoamperometria. Para cronoamperometria utilizou-se como
eletrodo de trabalho um eletrodo rotatéric com cavidade de 0,8 mm de
profundidade e didmetro de 10 mm.
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3.4 - BIOELETROQUIMICA
3.4.1 - ESTUDO DA !NTERAQAO DIMERO-DNA EM SOLUGAO

Avaliou-se a interagdo entre DNA e os dimeros de rédio : acetato [Rh2{Ac)4],
propionato [Rha(Prop)4], butirato [Rha(But)y], triflucroacetato [Rho(TFA)4], citrato
[Rho(Cit)], glicolato [Rhz(Gli)s), acetamidato [Rhx{Acam)s], triflucroacetamidato
[Rh(TFAcam)4] e o carboxamidato (catalisador de Doyle S) [Rho(MEPY)4] por
voltametria de pulso diferencial na faixa de 0 a 1600 mV, velocidade de varredura
de 10 mV s™, amplitude de pulso de 25 mV e tempo de pulso de 50 ms utilizando
como eletrodo de trabalho fibra de carbono da Toray T-800. Para estes estudos
prepararam-se solugSes 1,0 x 10> mol L' dos complexos, adicionando-os em
aliquotas de 200 pL a uma célula contendo 5 mL de DNA calf Thimus (D-1626) 0,2
mg/mL, ambas preparadas em solugso de KCI 5,0 x 10° mol L™ pH 7. O DNA em
solucéo foi previamente denaturado por choque térmico, para isto aqueceu-se a
ebuli¢&o (100 °C) resfriando-se em seguida em banho de gelo (0 °C).

Realizaram-se os ensaios em funglio da concentragdo dos dimeros,
variando-se amesmade 1 x 10°mol L™ 8 1,5 x 10 mol L.

Em seguida avaliou-se o efeito do dimero em funciio do tempo de
incubag&o, variando-se este de imediato (< 5 min) até 360 horas. Para este estudo
fixou-se a concentragdo no valor intermedidrio de 1 x 10 mol L*, a qual
apresentou niveis razoéveis de supress&o dos picos de oxidagdio das bases
purinicas do DNA para todos compostos. Atribuiu-se a supressso total dos picos
anodicos o valor de 100 % (valor este reiacionado a linha base do pico), ja
supresséo zero foi aquela em que n&o houve diferenca entre corrente de pico da
amostra e do branco (solugdo de DNA sem complexo).

3.4.1.1 - Instrumentacio

Utilizou-se para estes estudos um potenciostato/galvanostato da PAR
modelo 273A. Utilizando-se contra eletrodo de Pt (espiral), eletrodo de referéncia
de calomelano saturado ECS e KCI 0,5 mol L™ pH 7 como eletrélito de suporte.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Dado a indisponibilidade comercial da maioria dos compostos de rédio, aqui
investigados foi necessdria a sintese dos mesmos. Entre os compostos utilizados,
enquanto o acetato e catalizador de Doyle ja sdo disponiveis comerciaimente, o
citrato e o trifluoroacetamidato de rédio, foram fornecidos pelo Prof. Renato Najjar
(1IQ-USP). Ja o trifluoroacetato, gliconato, acetamidato e benzamidato de rédio
foram sintetizados durante o projeto, salientando-se que a‘sintese dos amidatos é
de modo geral, muito mais dificil que a dos analogos carboxilatos.

4.1 - SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DIMEROS

Observou-se, nas varias tentativas de obtengiio dos amidatos, que a
eficiéncia da sintese depende especialmente, do rigor empregado nos métodos de
eliminacdo de oxigénio e umidade. Estes interferentes estariam relacionados a
processos de oxidagéo, hidrélise e decomposigéio dos reagentes empregados e
produtos gerados na sintese. Os produtos de decomposigao mostraram deslocar a
reagéo num sentido desfavoravel, sendo aconselhavel portanto interrompe-la em
tempo habil, assim que o produto de cor pdrpura [Rha(Acam)4(Acam),] é obtido.
Assim sendo, o tempo de reagdo e temperatura também devem ser bem
controlados. Esta hipétese condiz com a literatura, que sugere executar a reagéo
em duas etapas de 24 horas, na qual se troca a porgéo de amida empregada na
primeira etapa de reag&c por outra de amida fresca®'®. A troca completa de
amidatos por carboxilatos mesmo pela metodologia usual, tem sido descrita como
uma tarefa dificil, dado que os ligantes eguatoriais sdo bastante estaveis,
especialmente para os carboxilatos®'®'®. Qutra ressalva, & que mesmo entre os
produtos de troca completa s&o possiveis varios isdmeros geométricos (Fig. 10),
sendo a separagdo dos mesmos possiveis apenas por cromatografia'®.

Gil. E.S.



36 ‘ Resultados & Discussio
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Fig. 10 - Possiveis isbmeros geométricos para os amidatos de rédio.

O método proposto para remogédo do ligante axial (acetamida) do aduto
[Ro(HNOCCH3)4(H2NOCCHs): na  obtengdo do  acetamidato  livre
[Rha(HNOCCHa)4), em gue dissoive-se em etanol e precipita-se com éter foi
bastante pratico e eficiente. O mesmo condiz com estudos realizados por Espésito
e colaboradores'®#'7, onde foi verificada uma competicao entre metanol e amidas
pela posigio axial. A solubilidade do complexo em éter foi praticamente nula em
relagéo a acetamida, por outro lado a volatilidade e baixo poder coordenante deste
soivente, facilitam a sua eliminagéo.

4.1.1 - ANAUSE ELEMENTAR

Os resultados da andlise elementar dos compostos obtidos encontram-se
na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados de micro andlise

Compostos % Carbono % Hidrogénio % Nitrogénio
calc. exptal. calc. exptal. calc. exptal.
[Rha(Gli)4(H20)4] 27,22 27,41 4,95 4,93 - -
[Rh2(TFA),) 14,60 14,88 - 0,31 - -
[Rho(Acam)](Acam), 25,91 26,25 4,71 4,80 15,11 13,87
[Rha(Acam),) 21,94 21,80 3,68 3,66 12,79 11,89
[Rha(BZA)4(H:0)2] 46,56 46,59 3,91 3,57 7,76 6,70
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Os valores experimentais para anélise de CHN se encontram bem préoximos
aos tedricos, para os carboxilatos. Em parte, os bons indices de pureza obtidos
para os carboxilatos, devem-se ao fato de que, as metodologias empregadas para
estes compostos ja est&o bem estabelecidas® '3 141571® ¢ fa70m parte da rotina
do laboratério do Prof. Renato Najjar.

Jé os resultados obtidos para os amidatos, embora bastante préximos aos
valores tefricos para carbono e hidrogénio, apresentaram vaiores
sistematicamente menores para nitrogénio. Pode-se atribuir este fato a presenga
de contaminag&o por subprodutos de reag&io [Rho(ONHCCH3)4a(OOCCHS3),] como
descrito anteriormente por Bear & colaboradores &%,

Cabe ressaltar aqui que, embora o aumento do tempo de reacao eleve os
niveis de pureza (troca completa), isto comprometeria o rendimento da sintese,
que, no caso os amidatos, é bastante baixo.

4.1.2 - ANAUSE NO UV-VISIVEL

As quatro bandas caracteristicas da classe dos carboxilatos de rodio* séo
apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Atribui¢do das bandas do espectro na regido do UV-visivel

A tipicos em carboxilatos TRANSICAO
BANDA 1 ~590 nm 7*Rh-Rh - ¢*Rh-Rh
BANDA 2 ~460 nm =*Rh-Rh— ¢*Rh-O
BANDA 3 ~250 nm (ombro) c Rh-Rh - o*Rh-Rh
BANDA 4 ~210nm o Rh-O - ¢*Rh-Rh

Os espectros eletronicos dos carboxilatos s&o, em geral, caracterizados por
absorges fracas na regifo do visivel e ultravioleta préximo, tipicas de transigdes
proibidas (bandas 1 e 2) e absor¢do intensa na regido do ultravioleta, tipicas de
transigbes permitidas (bandas 3 e 4). Segundo Norman e Kolari'®* a pequena
absor¢ao observada para as bandas 1 e 2 no espectro visivel (transigbes
proibidas), séo explicadas por transi¢des viabilizadas devido a efeito de dipolo
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elétrico. Entre estas, a banda 1 é fortemente influenciada pela natureza dos
ligantes axiais L', o que evidencia muitas vezes o sitio de coordenago. Ja a
banda 2 altera-se apenas com mudangas de ligantes equatorias.

Na regido do ultravioleta (bandas 3 e 4), absorgdes em torno de 260 nm
(ombro) e 220 nm '®'®, apresentam deslocamento para o vermelho, 4 medida
gue se aumenta a for¢a doadora do ligante e podem ser consideradas parte da
impresséo digital destes carboxilatos.

Em relagdo aos amidatos, tanto a presenga de um sistema heterogéneo de
coordenacéo O-C-N, quanto a presenca de varios isdmeros geométricos possiveis
resultam em queda na simetria, quando comparados aos carboxilatos. Entretanto,
as 4 bandas caracteristicas da estrutura em “gaiola” foram também observadas
para estes compostos. Na Tabela 5 sdo mostrados os comprimentos de onda de
absorgfio para o acetamidato de rédio e seu aduto.

Tabela 5 - Bandas de absorgéo na regido UV-visivel obtidas para amidatos
[Rhz(Acam)]  [Rhy(Acam)s(Acam),]

BANDA 1 560 nm 570 nm
BANDA 2 427 nm 424 nm
BANDA 3 368 nm 370 nm
BANDA 4 222 nm 221 nm

Nas Tabela 4 e 5, verifica-se que a similaridade, entre os espectros dos
amidatos e carboxilatos é apenas superficial %'%61%1® Entretanto, algumas das
principais bandas caracteristicas destes dimeros foram detectadas, evidenciando
a formacéio da estrutura de “gaiola” °. A maioria dos espectros dos amidatos
apresentam duas absorgbes principais no visivel, uma abaixo de 400 nm e outra
em ~450 nm, valores estes, condizentes com o0s resuitados obtidos, onde os
espectros apresentaram bandas em 368 nm e 427 nm para o [Rhz(Acam)4] e 370
nm e 424 nm para seu aduto.

Gil E.S.



Resultados & Discussdo 39

4.1.3 - ANAUSE NO INFRAVERMELHO

A Tabela 6 apresenta as bandas observadas no espectro na regiao do
infravermelho para os compostos Rhy(BZA)4, Rhx(Acam), e [Rhz(Acam)s(Acam),).

Tabela 6 - Bandas de espectro obtidas para Rh2(BZA)4, Rhx(Acam), e
[Rhz(Acam)4(Acam),] na regi&o do infravermelho (cm™)
Rhx(BZA)4 Rhx(Acam)s  Rhx{(Acam)s(Acam), Atribuigdes tentativas
3360-3180(14) 3559-3336(14) 3563-3327(13) v N-H, v O-H ligagédo H

3040 (65) 2921 (55) 2928(74) v C-H
- - 1669(6) v C=0 amidas secundarias
1595 (10) 1601(10) 1605(5) v CO ass
1445 (31) 1471(31) 1473(35) vC-N
1425(38) 1431(38) 1430(20) v CO sim
1218(31) 1223(31) 1216(29) 8 (CNH) + v C-N
695-540(40) 698-602(40) 697-569(40) 8 N-H

() intensidade de transmitancia das bandas
v estiramento, 3 deformag&o angular

As frequéncias de absorgo no infravermelho para estiramento assimétrico e

simétrico do grupo carbonila da amida na interagdo rodio-amida em analogia a
rodio-carboxila s&o mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 - Exemplos de A (v ass CO-v sim CO) para alguns compostos

Compostos v ass CO v sim CO A
Rhz(BZA)4 1595 1425 170
Rho(Acam)4 1601 cm™ 1431 cm™ 170
. Rha(Acam)4(Acam), 1605 cm™ 1430 cm™ 175
* Rhy(Gii)e(H:0)4 1605 cm’™ 1433 cm’ 172
Rhy(Ac)4 1589 cm™’ 1439 cm ™! 159
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De acordo com Deacon e colaboradores ™, carboxilatos que possuirem
valores de A maiores que 200 cm™ devem funcionar como ligantes monodentados

e bidentados para os compostos com A menores que 200 cm™. Fazendo-se uma
analogia entre os valores encontrados para os amidatos e carboxilatos, pode-se
dizer que estes séo caracteristicos de ligagdes, cuja coordenacgéo se da de forma
bidentada.

As atribuigdes das bandas na regi&o de baixa frequéncia, relacionadas a
ligagéo metal-ligante, séo dificultadas pelo aparecimento de vibrages do reticulo
cristalino e a possibilidade de acoplamentos vibracionais. Entre estas, as mais
fortes s&io v ass CO Rh-O (487-402 cm™) e v sim CO Rh-O (364-315 cm™). J4 as
bandas relacionadas a vibragdes Rh-Rh, s6 s&o visiveis no Raman %12 No
caso do aduto, a coordenagdo por NH, causaria desiocamento para ntimeros de
onda menores, o pequeno aumento na frequéncia v C-NH pode ser indicio de
coordenacéo axial via oxigénio. Este aumento pouco significativo condiz com o
carater fraco da ligagéo axial. O estiramento C=0 em tomo de 1669 cm™ foi
encontrado apenas para o aduto por ser exclusivo de amidas
secundarias % 116217

A auséncia do mesmo no espectro obtido para o acetamidato livre (ndo
coordenado axialmente por acetamida), confirma a eficéncia do método proposto
para elimina¢éo do ligante axial.

As principais bandas foram atribuidas com base na literatura %'%'2
estando as mesmas coerentes com os valores encontrados.
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4.2 - ENSAIOS ELETROQUIMICOS
4.2.1 - VOLTAMETRIA CiCLICA

4.2.1.1 - Carboxilatos de Rédio
A caracterizagdo eletroquimica dos carboxilatos de rédio em solugdo aquosa, bem
como seu emprego no desenvolvimento de sensores foi inviabilizada pelos altos
potenciais redox destes dimeros %'®1%® _ Estes potenciais foram igualimente altos
Ou mesmo superiores quando os complexos foram imobilizados.

4.2.1.2 - Amidatos de Rédio

4.2.1.2 a - Acetamidato

A caracterizagéo eletroquimica dos dimeros de rédio, de uma maneira
geral, tem sido efetuada, quase que exclusivamente em solucgdes
ndo-aquosas '*'®, Nesses experimentos foram relatadas duas reagdes simples
de transferéncia de elétron. Bear e colaboradores %'%  no sentido de verificar o
numero total de elétrons envolvidos em cada passo, oxidaram e re-reduziram a

potenciais confrolados, relatando o fenémeno como sendo um processo reversivel
monoeletrénico.

Em Rh/RRM  Rhy(Acam)((S), <> [Rho(Acam)a(S)* + 1€
Emz Rh""/Rh;"  [Rhy(Acam)(S).]* < [Rh(Acam)«(S)* + 1e”

Os potenciais redox destas reagdes, em que o solvente esta axialmente
coordenado, seréo deslocados anédica ou catédicamente, dependendo do estado
de oxidagdo no qual o dimero seja predominantemente estabilizado. De uma
maneira geral, quanto maior o poder doador, menores os potenciais médios Em e

Emz. A Tabela 8 mostra resultados obtidos para acetamidato de rédic em diversos
solventes '8
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Tabela 8 - Potencias médios para acetamidato de rodio'® 164

SOLVENTE Em (MmV) Emz (MV)
Acetonitrila 150 1410
Piridina 080 -
Dimetilsulféxido 310 -
PPh; 0,1mol L' / CHC, 250 1650

PPh; = trifenilfosfina

A excegdo do dimetilsulféxido (DMSO), em que se observou potenciais
substancialmente mais positivos, a correlagdo entre poder doador e potenciais
médios (Em1 € Emz) foi linear e inversamente proporcional. Mecanismos de
retrodoacéo foram sugeridos para explicar ligantes como DMSO e trifenilfosfina
(PPh3) que, embora apresentem grande poder ¢ doador, apresentam também
potencial = aceptor %1%

Os resultados obtidos por voltametria ciclica em solugdo aquosa com
diferentes eletrélitos para o acetamidato de rédid apresentaram dois pares redox

Em: © Em2 na faixa de 270 mV e 492 mV (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores de E my @ Emz para [Rha(Acam)q] 1,0 x 103 mol L™ em
diferentes eletrolitos suportes, obtido com eletrodo de disco de platina

Solugdo aquosade Ems (MmV) Emz (MV)

KNO; 0,1 mol L™ 280 492
KCIO, 0,1 mol L™ 278 488
KCi 0,1 mol L™ 270 470
KC10,5 mol dm™ 250 381

Na Tabela 9, observa-se que, assim como para os resultados obtidos na
literatura em diferentes sistemas nd&o aquosos (Tabela 8), hd uma correlagéo
inversamente proporcional entre poder coordenante do eletrélito e potenciais
redox observados '®'®. No caso de eletrdlitos coordenantes como o cloreto, 0
aumento da concentragdo também resulta em deslocamento para potenciais
menos positivos.
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Em relagéo aos sistemas imobilizados, observou-se que de uma maneira
geral os picos relacionados a formagéo dos estados de transigdo intermedidrios
Rh"" s#o suprimidos e esta supressio, bem como a resolugio dos
voltamogramas, sofre uma forte influéncia do eletrdlito (Fig.71). Os valores dos
potenciais médios encontrados para EMAC em diferentes analitos encontram-se
na Tabela 10.

Tabela 10 — Potenciais médios obtidos para EMAC em diferentes eletrdlitos
suporte solugso aquosa 0,5 mol L' pH 7

Eletrdlito  Em (MV) Emg (MV)

K2S0O4 - 478
KAc - 450
KNO; - 430
KCIO, - 425
KCI 245 -
NaCl 245 -
LiCl 245 -
20 1 T T T T T T
K*A- 0,5 mol -1, PH 7, 10 mVi/s
15 FT Ac- ¢ -
—ClI- 7 S _,?
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Fig. 11 - Voltamoagramas ciclicos obtidos para EMAC (registro do 22 ciclo) x
ECS em eletrolitos suporte contendo diferentes anions (0,5 mol L', pH 7,
0-800 mV, 10 mVs™).
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Para o cloreto, estes picos séo predominantemente suprimidos no processo
catddico enquanto que, para os eletrdlitos ndo coordenantes no processo anddico.
No processo anddico, apenas ¢ ion cloreto parece se coordenar com o complexo
neutro (Rh"), favorecendo a formag8o de espécies (Rho"). Em contrapartida, os
demais anions provavelmente devem interagir melhor com o complexo na forma
totaimente oxidada (Rh."), quando este se encontra positivamente carregado,
estabilizando as espécies intermedidrias (Rh,"") formadas na redugso.

Por outro lado, o fato deste comportamento néo ter sido observado para o
complexo livre em soluges aquosas (Tabela 9) ou orgdnicas®'®'® (Tabela 8),
sugere também a influéncia da imobilizag&o via PEl. Ja que os estados
intermediarios sd0 resultados de um sinergismo, comumente observado para
ligagdes metal-metal >'%'® em que um elétron é dividido ao longo do orbital
molecular da ligagdc Rh-Rh, pode-se inferir que a coordenagéo axial com este
polimero policationico, dificulte este sinergismo. Qutro ponto em favor a esta
teoria, & que o aumento da quantidade de PEI, resultou em voltamogramas menos
definidos.

Ainda em relagéo a influéncia dos eletrélitos para os sistemas imobilizados,
observaram-se diferengas bastante significativas na resolugdo do perfil dos
voltamogramas (Fig. 12). Constatou-se que ions pequenos de maior mobilidade
(Tabela 11) interagem melhor na superficie do eletrodo facilitando os processos de
transferéncia de elétrons.

Tabeia 11 - Propriedades idnicas em soluc&o aquosa®

ions A2 em? Q' eq™e U, cm?sec” v'®
K* 73,52 7.619x10*
Na* 50,11 5,193 x 10
Lt 38,69 4,010 x 10
1/2 SO4* 79,8 8,27 x 10
~cr 76,34 7,912 x 10
" NOs 71,44 7.404 x 10
Ac ' 40,9 4,24 x 10

*diluigao infinita & 25 °C
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Ja em relagéo aos cétions, exceto quando o contra jon era o cloreto
(Fig. 12), n&o houve alteragéo significativa dos perfis dos voltamogramas.

400 600 800
E 'mVvs ECS

Fig. 12 - Voltamogramas ciclicos do EMAC em eletrélito suporte M*CI
0,5 mol L', (M = Li, Na, K, pH 7, 0-800 mV, 10 mV s°").

As diferencas observadas para este anion coordenante, se devem
provavelmente, ao fato de que, apds a coordenagéo, o balango de cargas é feito
pelo cation, de modo que a eficiéncia deste processo dependera da mobilidade do
contra-ion.

Ainda para o caso especifico de medidas feitas em presenca de anions CI',
observaram-se desdobramento ou aparecimento de novos picos anédicos em
voltamogramas obtidos em solucSes mais diluidas (Fig. 13).
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Fig. 13 - Perfil do voltamograma obtido para EMAC em fungéo da
concentracdo de KCIpH 7, 10 mV s-, 0-800 mV.

A constante de coordenacdo é diretamente relacionada a concentragsio °,
de modo que provaveimente, em diferentes concentragSes ocorra formacgéo de
espécies de coordenac@o completa e parcial, com estabilizagdo em potenciais
distintos.

Emi Rhy'/Rh, Rha(Acam)s + CI o [Rha(Acam)4(Cl)] + 1e”
Emz(C) Rhy""/Rh," [Rhz{Acam)4(C1)] + CI' &> [Rha(Acam)4(Cl)z] + 1€
Emz(d) Rh,""/Rh," [Rhz{Acam)(C1)] « [Rha(Acam)«(Ci)]* + 1e”

¢ = [Clconcentrado, d = [CI] diluido

Como n&o foram observadas alteragdes significativas dos perfis dos
voltamogramas para demais eletrélitos em funcéo da concentragéo ou respectivo
contra-ion, pode-se comprovar que a interagdo com este anion seja mais forte que
com 0s demais. No sentido de se avaliar esta hipétese foram realizados ensaios
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nos quais foram adicionadas quantidades crescentes de KCl aos demais
eletrélitos. Nestes ensaios, constatou-se que a percentagem minima de cloreto por
solugdo 0,5 mol L” dos demais eletrdlitos, suficiente para alterar os perfis de seus
voltamogramas foram da ordem de 3% a 14%. Num trabalho anterior foi verificado
que em presenca de cloreto havia precipitagdo do trifluoroacetamidato de radio
[Rhz(TFAcam)4 em solugéo aquosa *'. Pode-se concluir que, especialments,
para espécies neutras de acetamidato de rédio, ocorre coordenagéo apenas dos
fons CI. Enquanto que, para os demais &nions a interagdo é fraca regida
principalmente por interagdes eletrostaticas, mais efetivas para espécies
carregadas positivamente como [Rh."]".

A independéncia dos parémetros eletroquimicos em fungdo do pH,
Tabela 12 indicam que o processo & centrado no metal e que a estrutura em
gaiola (Fig. 3,4) do acetamidato de rédio permanece intacta %',

Tabela 12 - Variagdo da razéo de corrente I* e potenciais médios Emq € Emz
em pH, obtidos para EMAC x ECS, respectivamente, para solugéo 0,5 mol L™ de
KCl e KNO3

pH Em1 (mV), KCI l1a / lic Emz (MV), KNO3 l2a / loc
2 258 0,33 426 1,73
3 259 0,34 424 1,73
4 260 0,35 420 1,72
5 261 0,36 421 1,72
6 262 0,37 420 1,71
7 261 0,38 420 1,72
8 262 0,39 424 1,73

» lic = corrente de pico catddica para En, e 112 = corrente de pico anddica para En
s I = corrente de pico catédica para En € [, = corrente de pico anddica para Eq;

- As diferengas nas razbes de pico de corrente anddico e catddico para
primeiro e segundo par redox, resultam num valor médio préximo da unidade. Esta
observagdo se soma a supressdo diferenciada dos estados intermedidrios
(Fig. 11-13}, sugerindo uma interdependéncia entre os pares redox Em; € Emz.
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Este fato foi comprovado por varreduras feitas sucessivamente com potenciais de
invers&o menores (Fig. 14), constatando-se que pico catddico Eq. era afetado pelo
anddico Ez,.
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Fig. 14 — Voltamogramas Ciclicos (2° registro) obtidos em diferentes
potenciais de inversdo a) complexo imobilizado (EMAC), e b) “complexo livre” na
concentragéo de 1,0 x 10° mol L' ambos nas seguintes condigbes : KCI 0,5 mol L
T pH 7, 0-800 mV, 10 mV s™.

Para investigacdo dos parametros eletroquimicos do EMAC, foram
escolhidos dois eletrélitos: KCI devido a melhor definig&o do par redox Em e
KNOs, pelo fato de n&o ocorrer desdobramentos no segundo par Emp, tanto em
fungdo da concentragéo quanto do contra-ion (Fig. 12 e 13).

A razdo entre corrente anddica e catédica Iz /loc variou sensivelmente de
maneira inversamente proporcional a concentragéo de NO3 (Fig. 15), entretanto
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quando se mediu a razdo de corrente do processo global laflc (média) esta se
manteve constante em torno de 1. Este fato reafirma a interdependéncia destes
processos envolvendo a passagem de Rh,'/Rh,"' seja n= 1 (processo parcial) ou 2
(processo global).

25 T T T T T T T T T T
2.0- n
1 - 3
< =
= 0
1.54 -
8
-_— . =
~ >
_8
1.0 e e -} |
05 +——F————————————
0.0 02 04 06 03 1.0 1.2

[KNO,] /moiL"
Fig. 15 - Variagdo da razdo de corrente Ia/lc do processo total (azul) e do

segundo par redox (vermelho) em relagdo a variagdo de concentragdo de KNOs,
pH 7, a 10 mV/s, eletrodo EMAC x ECS.

A diferenga entre potenciais anddicos e catddicos AE variou
proporcionalmente em relagdo a velocidade de varredura e de maneira
inversamente proporcional em relagdo a concentragéo.

A reducdo dos valores de AE com o aumento da concentracdio &
perfeitamente natural, mostrando que a transferéncia é facilitada com aumento da
concentragio eletrolitica, diminuindo-se a resisténcia.

De um modo geral, o comportamento em ambos eletrdlitos frente a
velocidade de varredura foi similar , embora a interpretagéo ou definigio dos
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dados tenha sido mais facil em KNOa. ‘Razdo pela qual, tomaremos
predominantemente estes dados para ilustrar este comportamento.

Observou-se entre 2 e 60 mV/s uma variagdo linear da intensidade de
corrente em funcéo da raiz quadrada da velocidade (Fig. 76), mostrando que o
processo & difusional. Qutrossim, a partir de 60 mV/s havia queda progressiva da",f
linearidade e comprometimento da resolugdo do voltamograma.
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Fig. 16 - Variagdo da corrente de pico anddico do segundo par redox (Emz)
em fungdo da velocidade de varredura (KNOz 0,5 mol L pH 7, 0-800 mV).

Nos estudos de estabilidade, tanto em fungéo de ciclagens sucessivas,
quanto em fun¢éo do tempo de acondicionamento ndo se cbservaram alteragbes
dos potenciais médios ou correntes de pico mesmo apés 60 ciclos ou 6 meses de
estocagem. Entretanto, o perfil do voltamograma pode variar consideravelmente
dependendo das condigdes do ensaio ou acondicionamento da pasta. O perfil
estavel do voltamograma mostrou ser dependente de um certc numero de
ciclagens (2 a 5), que por sua vez, mostrou ser menor para anions menores. Este
fato pode ser explicado facilmente pela maior facilidade que ions menores teriam
para interagir com o sistema EMAC, devido a suas mobilidades.
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Outro ponto a ser ressaltado, € que se faz necessaéria pelo menos uma
ciclagem para definicdo do perfil do voltamograma, no caso do complexo
imobilizado, enquanto que, quando livre em solugdo ambos pares sdo definidos ja
na primeira ciclagem®. Como j4 foi justificado anteriormente, a coordenacéo entre
PEl e o complexo provavelmente altera a densidade eletrénica sobre o orbital da
ligagdo metal-metal, comprometendo a capacidade deste em compartilhar a
deficiéncia monoeletronica ao longo da ligagdo Rh-Rh ®'*%'® Deste modo,
apenas parte dos complexos imobilizados neste sistema heterogéneo
apresentariam ainda caracteristicas sinérgicas °'*'® ¢ seriam responsaveis
pelos potenciais de pico correspondentes aos processos intermediarios %5168
Outrossim, a estabilizagdo destes processos mostrou-se dependente da interagéo
com o eletrdlito, sendo efetivada apds o primeiro ciclo.

Ainda sobre o acetamidato, alguns testes realizados para otimizacéo da
pasta EMAC merecem destaque, entre estes, o uso de DNA e/ou PEIl em varias
proporgdes. Entretanto, ndo se observou melhora na resolugéo dos picos e houve
aparente lixiviagdo do composto com quedas nos picos de corrente em ciclagens
sucessivas (Fig. 17).
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Fig. 17 - Estabilidade (registrados 3°, 9°e 15° ciclos) do eletrodo EMAC (modificado
com 100 uL de DNA 10%) x ESC (KCI 0,5 mol L™ pH7, 10 mV s™' 0-800 mV)
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4.2.1.2 b - Benzamidato
Infelizmente, ao contrario do que esperavamos o benzamidato de rédioc néo
apresentou um voltamograma com um perfil promissor para posteriores
aplicagbes. A Figura 18 mostra o melhor resultado obtido apds varias tentativas
em termos de preparagéo e otimizagao da pasta.
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Fig. 18 - Voltamograma obfido para EMB, em KC! 0,5 Mol L', pH 7, a

10mvs’.

Nota-se que tanto a resolugdo quanto, o nivel de corrente séo bastante
inferiores aos resultados obtidos com acetamidato de rédio. Ressaita-se aqui que
todas as tentativas feitas, seja com DNA, PEI, pasta mais ou menos aglutinante,
bem como variagdes de eletrélito, pH e velocidade de varredura, foram frustradas.

4.2.1.3 - Carboxamidatos de Rédio

Catalisadores de Doyle

Entre as vérias tentativas de obten¢do do eletrodos modificados de pasta
de carbono contendo este catalisador destacaram-se: a pasta contendo DNA
(DOD) e a pasta sem DNA (DOOQ) (Fig. 19) descritas no (item 3.3.3.3.b). Ambos os
eletrodos modificados tiveram em comum na fase de preparagdo da pasta a
dissolugio do catalisador em nujof, ponto este que pareceu determinante na busca
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da melhor definigéd dos picos, uma vez que a dissolugéo do complexoc em dleo

era dificultada pelo grafite.
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Fig. 19 - Perfis dos volfamogramas obtidos para DOD e DOO
(KCI0,5moil L, pH7 4 10 mv s7).

Considerando-se na Figura 20, que ambos os eletrodos foram preparados

com quantidades idénticas de catalisador de Doyle e que foi dado a ambos

eletfrodos o mesmo tempo e condigdes de condicionamento, pode-se assumir

numa primeira instancia, que a pasta contendo DNA viabiliza a transferéncia de

elétrons de forma bastante expressiva.

Assim como para o EMAC, o menor En, para estes eletrodos foi obtido em

solugdo contendo anions cloreto (Tabela 13).

Gil. E.S.



54 = Resultados & Discussio

Tabela 13 - Potenciais médios obtidos em solugdes [K'A710,5mol L' pH 7
(A" = tipo de anion do eletrdlito) com DOO e DOD, &4 10 mV s™

DOD DOO
Eletrolitos En/ MV En/ MV
cr 350 351
S04 378 378
NOy 376 377
AC 416 418

Como pode ser visto na Tabela 13 ndo houve diferengas entre 0os En, dos
sistemas DOO e DOD para concentragéo de 0,5 mol L. Por outro lado, quando
se variou a concentrag8o do sietrélito, o comportamento do DOD e DOO (para
ambos isdmeros) apresentou pequenas diferengas (Fig. 20), a que atribui-se uma
maior interagdo do eletrélito para pasta contendo DNA.

I i I ' 1 ' 1 ‘ 1

poD
00 02 04 08 08 © 10
| [KCI] / mol L™
Fig. 20 - Variag8o do E,, para DOQ e DOD, a 10 mVi/s, pH 7 em fungéo da
concentracédo de KC/.
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Outro aspecto, bastante relevante que merece ser enfatizado é a presenca
de um unico par redox Ey. Este fato, a principio n&o era esperado, entretanto
verificou-se que 0s valores da distancia de ligagdo Rh-Rh eram maiores para os
carboxamidatos que para_amidatos e carboxilatos respectivamente. Considerando
que a separagéo entre os pares Eyy e Enz é proporcional a forga de ligag&o metal-
metal, esta se tornaria reduzida para o carboxamidato "%,

Outra diferenga para estes sistemas em comparagdo ao EMAC, é que a
raz&o entre as correntes catddica e anddica, foi relativamente constante e de valor
proximo a 1, fato que evidéncia a reversiblidade do processo e descarta
favorecimento diferenciado de determinado estado redox (Fig. 27).
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Fig. 21 - Razdo de corrente x concentragdo, 10 mVi/s, pH 7 para DOD e
DOO.

Finalizando os estudos em fungéo da concentragéo do eletrdlito, o AE,
como seria esperado diminui com o aumento da concentragdo. A curva mostrada
na Figura 22 sugere que a participagdo do eletrdiito na transferéncia eletrénica se
torna mais efetiva a partir de 0,5 mol L™'. Também s&o evidentes na Figura 22, os
menores valores de AE, para a pasta contendo DNA. Este fato reafima a

Gil. E.S.



56 o Resultados & Discussdo

participag¢éo positiva deste biopdlimero na transferéncia eletrénica, bem como no
aumento da hidrofilicidade do sistema DOD.
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Fig. 22 - Variag8o do AE, em fungdo da concentragdo de KCl para DOD e

DOO, a 10mV/s, pH 7.

Outra caracteristica marcante, entre DOD e DOO (para ambos isdmeros) é
o modo como estes s#o influénciados pela mudanga de pH (Tabela 14). Sendo
estas diferengas mais pronunciadas em pHs mais &cidos, em que o deslocamento
do Em é antagbnico.

A Tabela 14 arrola os resultados obtidos para a variagédo do potencial médio
e razdo de corrente em fungéo do pH.
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Tabela 14 - Comportamento do DOD e DOOQ frente a variagdo de pH

pH Em fmv la/le
DOD DOO DOD boo

5 341 344 1,0 1.1
6 340 344 1,0 1,0

8 340 344 1,0 1,0
9 341 345 1,0 1,0

O efeito diferenciado no processo redox, destes complexos imobilizados em
presenca ou nao de DNA, em pHs menores que trés, reafirma a suposicio de ter
se efetivado a interagdo DNA-compiexo. O catalisador de Doyle apresenta um
anel heterociclico contendo um nitrogénio e um grupo éster adicional protondveis,
fato que torna este complexo mais susceptivel as variagdes de pHs que o
acetamidato de rédio, que no caso manteve-se inerte com a variagdo de pH,
mesmo em pH 2. Em adigdo a incorporagdo do DNA e a ndo lixiviagdo do
composto pode ser explicada por estas diferengas estruturais, bem como pela sua
menor hidrosolubilidade, em comparag&o ao acetamidato. Uma vez incorporado o
DNA, cuja conformagéo é bastante influenciavel pelo pH, o complexo devera se
comportar diferentemente. Para o DOO houve aumento do potencial médio. Este
fato condiz com a suposta protonagdo de seus ligantes equatoriais, j4 que a
presenca da carga positiva dificultaria a oxidagdo. No caso do DOD esta carga
deve ser distribuida pelas bases nitrogenadas ou minimizada pelos grupos
fosfatos do DNA.

Os ensaios de velocidade para DOO e DOD (isdbmero S) sdo apresentados
na Figura 23 em fungéo da velocidade e logaritimo da velocidade de varredura.
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Fig. 23 - Variagdo do AE, em fungdo da velocidade (A) e do log da
velocidade (B) para DOO e DOD em KCI 0,5mol L', pH 7.

Observa-se que, a partir de velocidades maiores que 5 mV/s o AE;
aumenta significativamente (>> 60 mV), mostrando um compromstimento da
reversibilidade do processo.

A variag8o de corrente de pico em fungdo da velocidade de varredura para
DOD e DOO é ilustrada na Figura 24.
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Fig. 24 - Corrente de pico x raiz quadrada da velocidade de varredura para
DOO e DOD, em KC! 0,5 mol L™ pH 7, 0-800 mV.

O perfil observado em ambas curvas | x v'2 mostram uma ampla faixa de
linearidade (2 & 60 mV/s) que sugere que o sistema contendo a espécie eletroativa
adsorvida na pasta é também controlado por difus&o, talvez devido a necessidade
de difuséo do eletrdlito dentro da pasta para fazer o balango de cargas. A cinética
quimica de interagdo com eletrélito nesta faixa de velocidade de varredura deve
ser rapida o suficiente para os casos do DOO e DOD, mantendo a
proporcionalidade de corrente,

A partir dos ensaios de velocidade (Fig. 25) determinaram-se para as
pastas contendo isdmero S, os coeficientes de transferéncia de elétrons (a) e
constantes (k) de velocidade pela adaptagéo do método de Laviron '8, que estso
‘mostradas na Tabela 15.
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Fig. 25 - Efeitos da velocidade de varredura sobre Eyq & Ep. (AE) (KCI 0,5 mol L
pH 7, 0-800 mV, 10 mV' s™).
QObservou-se um aumento de cerca de 50% na taxa de transferéncia de

elétrons, quando em presenga de DNA, mostrando uma participagdo positiva do

DNA na transferéncia de elétrons aumentando a reversibilidade do sistema

(Tabela 15).

Tabela 15 - Constantes (k) e coeficientes (o) de transferéncia de elétrons para o
isdmero (8) do catalisador de Doyle sem {DOQ) ou com DNA (DOD)

o k

/s”

DOO(S) 022
DOD(S) 033

17
26
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Esta determinagéo entretanto, ndo foi possivel para o isémero R (Fig. 26),
por ter apresentado perfil diferenciado do voltamograma em velocidades mais
altas.

ffeimme 5 mV 57 AL .
Foomye’ S8 el 50+

25+

5.0+

754

20 400 600 800 0 20 400 B0 800 0 200 400 800
E/mV vs. ECS E/mV vs ECS E/mV vs. ECS

Fig. 26 — Voltamogramas obtidos em ensaios de velocidade para os eletrodos de
pasta de carbono modificados com: A) DOD(S), B) DOD(R) e C) DOO(R), faixa de
varredura de 0 @ 800 mV em KCI 0,5 mol L' pH 7.

O desdobramento observado para.o isémero R (Fig. 26) indica que
provavelmente, em presenca de DNA a velocidade de transferéncia de elétrons
para cada etapa de oxidag&o (Em Rhy""" e Emz Rh,""") seja afetada de maneira
diferente. Considerando ainda, que nenhuma outra diferenga no comportamento
eletroquimico foi encontrada entre estes isémeros opticos, pode-se inferir que ha
uma interacao diferenciada entre eles e o DNA.

Em relacdo ao preparo da pasta, convém ressaltar que o grau de
hidratacdo do DNA durante o preparo é de extrema importancia na
reprodutibilidade dos niveis de corrente de pico, bem como da resolucdo dos
voltamogramas, obtidos para estes sistemas (Fig. 27).
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0 I 200 : 400 i 600 . 860
E/mV vs ECS
Fig. 27 - Voltamogramas obtidos para DOD(R), KCI 0.5 mol L' pH 7,
10 mV s, a) pasta preparada com DNA previamente hidratado com 120 ul de
agua, b) pasta preparada com DNA seco, c) sem DNA.

O uso de outros surfactantes e /ou polimeros, na elaboragéo das pastas
contendo catalisador de Doyle foram testados sem sucesso (Fig. 28).
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Fig. 28 - Voltamogramas obtidos para catalisador de Doyle substituindo DNA
(método descrito para DOD) por outros surfactantes (polietileno glicol PEG 4000,
Dodecil sulfato de sédio DSS, élcool polivinilico PVA, polietilenoimina PEI), em KCI
0,5mol L' pH 7, 10 mV s, 0-800 mV.
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As vantagens observadas para DNA em relagdo a estes surfactantes efou
polimeros se deve tanto a sua condutividade inerente, quanto a sua capacidade
de melhorar a hidrofilicidade do sistema.

Depois de testados varias composi¢cdes de pasta de carbono contendo
diferentes dimeros, foram entdo avaliadas as potencialidades dos melhores
sistemas, entre estes EMAC, DOO e DOD para aplicagbes analiticas.

4.2.2 - CRONOAMPEROMETRIA

Inicialmente, as potencialidades dos sistemas EMAC, DOQ e DOD, foram
investigadas por voltametria ciclica para diversos analitos, entre estes : os
aminoacidos (alanina, &acido glutamico, cisteina, fenilalanina, glutamina e
histidina), as biomoléculas : DNA (calf thimus D-1626), dopamina, glutationa e
serotonina, 0 antibidtico pHactamico : penicilina G-potéssica e a hidrazina.

Embora ndo tenha sido observado por voltametria ciclica nenhuma melhora
significativa da atividade eletrocatalitica para estes analitos, quando utilizaram-se
os sistemas DOO ou DOD, observou-se, para o EMAC, um comportamento
bastante distinto para a hidrazina, quando comparado a um eletrodo de pasta de
carbono preparado sem adigdo dos complexos de rédio. Embora sua eletrocétalise
para hidrazina tenha gerado menores incrementos de corrente, esta ocorreu em
potenciais menores, com nivel de ruido menor, maior faixa de resposta linear e
melhor reprodutibilidade, guando utilizou-se da técnica de cronoamperometria.

Outrossim, a relevancia do sistema EMAC na andlise da hidrazina
(NH2=NH.) justifica-se pela importancia toxicologica desta classe de compostos, ja
que estas interagem com DNA por ligagbes covalentes e intmeros compostos
hidrazinicos s&o langados ao meio ambiente pela industria®'®%%®,
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4.2.2.1 - EMAC x Hidrazina

A aplicagéo do eletrodo EMAC para a determinaggo de hidrazina foi testada
nas melhores condigées (pH 7, E = 300 mV, w = 200 rpm). Houve resposta linear
em concentragles entre 10° e 102 mol L™, entretanto sem boa correlagéo (R =
0,988). Quando se red'uziu a faixa de concentragdo para hidrazina de 1 x 10° a
1 x 10% mot L', um coeficiente de correlagdo linear de 0,999, ajustado pela
equagdo i = 19.9 (£ 0.3) ¢, onde i = corrente em mA e c = concentragéo de
hidrazina em mol L™ foi obtido. Este sistema foi bem estavel e apresentou boa
repetibilidade mesmo apés 30 medi¢des com uma variancia relativa de 0,5 %. O
limite de detecg&io considerando como sinal/ruido = 3 foi de 1 x 10° mol L™ e a
sensibilidade de 66 mA L / mol cm?.

As condi¢cdes ideais de analise foram investigadas, variando-se faixas de
pH, velocidade de rotagéo e potencial aplicado.

Definiu-se a partir do grafico da Figura 29, como o pH ideal o neutro. Como
seria esperado o nivel de corrente cai com pH, mostrando que a protonagéo da
hidrazina em pH menores que 7 e a carga positiva gerada dificulta sua
aproximagéao do anodo.

-1 — T T T S A
2 5 6 7 8
pH

Fig. 29 — Curva da corrente de pico de oxidagdo do EMAC vs. pH na
presenga de hidrazina 1 x 107 mol L, v = 200 rpm, E, = 300 mV.
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Em relagdo a velocidade de rotagéo do eletrodo, verificou-se que o nivel de
resposta aumenta de maneira mais brusca até 200 rpm (Fig. 30). A formacéo de
bolhas na superficie do eletrodo, sugere alta eficiéncia catalitica do eletrodo com
formagéo de N, 2'®??. Este fato, embora pudesse prejudicar o sinal foi contornado
com aumento da velocidade de rotag&o nos intervalos de adigdo, assumindo-se
como ideal 200 rpm.

5.0 T T T T T T
45 - -
40 "]
351 ‘ ]
< 30 ]
] /0 _'
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154 ]
\ T m @ wm | w
’ w / rpm
Fig. 30 - Atividade do EMAC frente a hidrazina em fungdo da velocidade de

rotagéo.

) Quanto ao potencial aplicado, as melhores respostas s&o obtidas a partir de
300 mV, definindo-se como potencial ideal de trabalho (Fig. 37). Convém ressaltar
que potenciais mais altos ndo séo interessantes, dado a maior possibilidade de
acéo de interferentes, embora o eletrodo possa ter maior sensibilidade 2'9%%,
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Fig. 31 - Dependéncia da corrente de pico anddica para EMAC em fungdo do
potencial de aplicagdo em pH 7, na presenga de hidrazina 1 x 10* mol L7,
v = 200 rpm.

O tempo de resposta nas melhores condigdes, ou seja pH 7, 300 mV e 200
rpm foi de apenas 1 s, caindo para 0,6 s (Fig. 32), quando se fixou o poténcial em
350 mV. Por outro lado este valor foi superior a 1,4 s em medidas executadas com
eletrodo estético. |
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Fig. 32 - Tempo de resposta nas melhores condigdes.
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A aplicagdo do eletrodo EMAC para a determinagéo de hidrazina na faixa
de concentrag#o entre 1,0 x 102 & 1,5 x 102 mol L (Fig. 33) apresentou uma boa
resposta linear para este analito com R = 0,9988.

A Figura 33 mostra ainda a reprodutibilidade do sistema, ilustrando a
superposicéo de duas curvas obtidas de ensaios feitos em seguida, com simples
lavagem do eletrodo e troca de solugdo. O sistema EMAC para andlise de
hidrazina veio confirmar as expectativas em relagdo a aplicabilidade destes
dimeros para a confecgdo e desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Com
rélagéo as vantagens do sensor aqui desenvolvido, podem-se destacar os baixos
potenciais de aplicagcéio e tempo de resposta, quando comparado a outros
sistemas descritos na literatura 2922,

40 - | -
R = 0,9988

30

| / pA

20

10 S

(4] T T T 1 I
0.000 0.005 - 0.010 L, 0015
[ Hidrazina] /mol L

Fig. 33 - Resposta do EMAC vs. ECS frente a concentragBes de hidrazina
na faixa de 10° a 1,5 x 1072 mol L' e reprodutibilidade da pasta.
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4.2.2.1 - DOO ! DOD x Hidrazina / Glutationa

O nivel de ruldo dos cronoamperogramas das pastas contendo catalisador
de Doyle foram bastante grandes em alguns potenciais e/ou pH. Este fato
dificultou bastante a definicdo das melhores condigbes de trabalho, tendo sido
necessario as vérias repeticdes destes ensaios. O nivel de ruido foi maior em pH
menores que 7 @ em potenciaiskmais préximos do potencial médio do sistema,
entre 250 e 350 mV. A Figura 34 mostra que a melhor resposta em fungao do
potencial aplicado foi em 350 mV. Entretanto, houve boa resposta em 250 mV com
nivel de ruido igual ou menor dependendo do pH.

45 1 T 1 g T T T y 1 g T T T

4.0+ ]
3.5- ‘ [ -
20- ]
527 :
T 20- B
154 i
1,01 ]

0.54 =

0.0

| v 1 v 1 * | ' | ° H v ]
100 150 200 250 300 350 400
E/mV

Fig. 34 - Variagéo da resposta frente a adig&o de hidrazina (1 x 107 mol L)
em fung8o do potencial para DOD.

Em relagdo ao pH as melhores respostas foram obtidas para pH entre 6 e
8 (Fig. 35).
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o

pH
Fig. 35 - Variagdo da resposta frente a adicdo de hidrazina (1 x 107 mol L")
em fungédo do pH para DOD.

Embora a resposta em pH 7 e 350 mV, quanto aos niveis de corrente de
pico tenha sido boa, houve saturacéo a partir da 42 adigéo (Fig. 36), como pode
ser constatada pela queda da linearidade.
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Fig. 36 - Variagdo da resposta do DOD em fungéo da concentragdo de
hidrazina (pH 7, 350 mV, 200 rom). '
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Em relagéo aos demais analitoé testados, ndo se observou para estes
eletrodos modificados nenhuma melhora em relagdo a um eletrodo de pasta de
carbono preparado nas mesmas condicdes e sem adigéo dos complexos.

A evidente queda de corrente observada para glutationa, quando utilizou-se
o DOD (Fig. 37) pode ser atribuida a alta afinidade destes dimeros por grupos
sulfidrila SH 21®181%18  srasentes na cisteina e no tripeptideo glutationa
resultando em provavel passivagdo do eletrodo ou mesmo no
desproporcionamento do dimero.

1 T ' ] 1] 1 1 ]

4,5- .

c
407 Glutationa / DODr '}b y
354 a0mollL" AE T
304 b3x103molL ra 4
2'5.- ¢ 1x 102 mol L ra

201 d2x102mol L 2 B

| luA

400 0 00 200 300 400 500 600 700
E/mV vs. ECS
Fig. 37 — Resposta eletrocatalitica do DOD(R) frente glutationa

(KCI10,5mol L' pH 7, 350 mV, 200 rom).

No caso dos estudos da aplicagéo destes eletrodos (EMAC, DOO ou DOD) para
andlise da cisteina, embora houvesse um deslocamento para potenciais
ligeiramente mais negativos, observou-se por cronoamperometria a potenciais de
350 mV gqueda acentuada da linearidade, podendo ser também um indicio de
interacdo com o0s dimeros por coordenagio axial ou mesmo troca dos ligantes

equatoriais %1%,
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3.2 - ESTUDO DA INTERAGAO DNA-DIMEROS EM SOLUCAO

Em vista, do conhecimento prévio de que as duas principais hipdteses para
0 mecanismo de a¢do dos carboxilatos de rédio é a coordenagéo axial com sitios
—SH presentes em residuos cisteina de enzimas (ex: polimerases) efou a com
—N7 de residuos adenina de &cidos nucléicos, somado ao fato de que muitos
quimioterapicos induzem & formag&o de radicais livres por processos redox,
justifica-se o interesse em investigar a interagiio destes compostos via
eletroquimica.

Inicialmente, os potenciais formais dos dimeros foram obtidos em solugéo
de KCI 5 x 10 mol L™ mostrando, conforme relatado, dependéncia da densidade
eletronica sobre o eixo da ligagdo metal-metal (Tabela 2). As diferenca entre os
potenciais requeridos para cada processo foram inversamente proporcionais a
distancia de ligagdo Rh-Rh. Esta distancia & maior para os carboxilatos, que para
os analogos amidatos e carboxamidatos. No caso do acetato de rddio cerca de
2,38 A, observando-se uma maior separagdo entre os pares redox, Rh'V'! ¢
Rh"W! 4 no caso do carboxamidato de menor forga de ligagdo Rh-Rh e portanto
maior distancia (2,45 A), a separacio entre os pares é praticamente
81215 A explicagio para este fato se deve que, com o aumento da
separagdo entre os dois nlcleos de rédio, eles passam a se comportar
independentemente, de modo que cada rédio se oxida de rodio Il a rédio Il em
tempo e de modo igual, haja visto que ambos possuem a mesma vizinhanga. Por

nula

outro lado para dimeros cujos centros metdlicos estdo mais préximos, o que
prevalece € a orbita molecular, de modo cada elétron sera dividido igualmente por
ambos atomos de rddio, sendo portanto necessério diferentes niveis de energias
(potencial) para que cada etapa de oxidac&o E; ou E; ocorra.

Os valores de potencial de pico obtidos por voltametria de puiso diferencial
para todos dimeros em solugdo sdo apresentados na Tabela 18, e estio de
acordo com estas afirmagdes.
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Tabela 16 - Potenciais de pico anddicos para
| dimeros de rédio

Composto Em /mV Emz/ mV
Rh3(Ac), 973 -
Rh(Prop)s 951 -
Rh;(But), 949 -
Rhy(Cit), 1084 -
Rhy(Gli) 1086 -
Rhy(TFA)4 1180 -
Rhy(Acam), 234 463
Rhy(TFAcam), 889 -
Rhz(5 S-MEPY), 350 350

Em relagdo as condigbes de analise, o uso de KCI como eletrélito suporte
ao invés de tampao acetato, mais comumente utilizado '®* se deve que nestas
condi¢gdes haveria possivelmente troca dos ligantes equatoriais pelos fons acetato
presentes em excesso na solugdio '®'%® este fato na verdade foi confirmado
experimentalmente. A baixa concentragdo de KCI (0,005 mol L), foi escolhida
porque em presenca de altas concentragdes de cloreto a denaturacdo do DNA
poderia ser dificultada 2°, também convém ressaltar que para isto o pH deve ser
ligeiramente &cido (~ 4,5) %%,

Os valores médios obtidos para 10 experimentos referentes aos valores de
potencial para os picos de oxidacdo dos residuos guanina e adenina foram
respectivamente de 885 (+10) mV e 1252 (£+10) mV. Nas condigbes experimentais
aqui utilizadas, estes apresentaram ainda, correntes de pico de 14 (1) pA e
23 (+ 3) pA (n=10), outrossim estes valores se encontram préximos aos
encontrados na literatura, em condigdes semelhantes ®11B®1826  Nogtes
estudos procurou-se abordar o efeito concentragéo e do tempo de incubagéo na
cinética de interagéo, associando-os aos aspectos comuns em estudos de relagio

estrutura atividade (REA), tais como parametros estéricos, eletronicos e
hidrofébicos 17,
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De um modo geral, observou-se para todos os complexos com excecéo do
acetamidato de rédio, apés a primeira adigéo e com tempo de incubagcao inferior a
30 minutos, supresséo proeminente dos picos da adenina (Tabela 17).

Tabela 17 - Efeito imediato na supress&o do picos da guanina e adenina
para solugdo de DNA 0,2 mg/mL contendo Rha(XOCR)4 1 x 10 mol L™

Composto Supressao Supressao
observada para observada para
pico da pico da
Guanina (%) Adenina (%)

Rhz(Ac) 0 15
Rha(Prop), 2 30
Rh,(But), 5 25
Rhy(Cit), 0

Rhx(Gli)s 3

Rh2(TFA)4 0 10
Rhz2(Acam), 10

Rha(TFAcam), 1 6
Rha(5 S-MEPY), 0

Obs : (Iona = 100 %), | = corrente de pico

Esta supressé&o indica blogueio do nitrogénio no sitio oxidave! da molécula
de adenina.

Os resultados obtidos para tempo maior de incubagdo (Tabela 18),
mostram, de forma mais evidente as diferengas associadas a estrutura dos
ligantes. Este fato condiz com resultados realizados por outras técnicas em que se
verificou que a interacdo DNA-acetato de rodio requeria grande tempo de
incubag&o e era predominantemente feita pela adenina '”’. Em relaco ao acetato
de rédio, observou-se claramente na série acetato, propionato e butirato que a
seletividade para adenina, diminui e com aumento da cadeia (Tabela 18) e
(Fig. 38 A). Este fato poderia ser atribuido tanto a impedimentos estéricos, quanto
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ao aumento de possibilidades de interagbes hidrofébicas dada a flexibilidade dos
ligantes desta série.

Tabela 18 — Efeito da supress&o do picos da guanina e adenina, para

diferentes tempos de incubag&o de solugdo de DNA 0,2 mg/mL contendo
Rhz(XOCR)4 1 x 10 mol L™

Supressdo observada Supressao observada

para pico da Guanina (%) | para pico da Adenina (%)
Composto 1h 72hs 3680hs! 1h 72hs 360 hs
Rha(Ac), 0 0 7 17 81 100
Rh;(Prop), 0 22 100 53 65 100
Rhz(But), 19 49 95 30 54 92
Rhz(Cit)4 7 8 53 11 32 61
Rha(Gli)4 11 11 44 6 8 18
Rhz(TFA), 1 22 75 15 36 65
Rhy(TFAcam), 2 50 78 7 47 90
Rha(Acam), 29 51 100 | 39 57
Rhy(55-Mepy), 0 0 0 0 0 0

Da Tabela 18 podemos extrair para 72 horas de incubagéo que enquanto o
acetato apresenta um percentual de supresséo de O para guanina e 81 para
adenina, o butirato apresenta 49 % de supresséo da guanina e 54 % para
adenina, reafirmando claramente as diferencas de seletividade para esta série,
bastante explorada em estudos de REA, ja que os parametros eletrdnicos sio
constantes, variando apenas os parametros estéricos e hidrofébicos.

Ainda em relagcc aos parametros estéricos, observou-se que os figantes
mais volumosos como citrato, gliconato e carboxamidato (catalisador de Doyle) de
uma maneira geral apresentaram menores percentuais de supressdo para os
picos de oxidag&o das bases purinicas (Tabela 17 e 18). No caso do catalisador
de Doyle, por exemplo, mesmoc em tempos mais elevados de incubago ndo
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houve evidéncia de supressdo destas bases. Este fato pode ser atribuido ao
volume e rigidez de seus ligantes equatoriais. Outrossim, a presenca de grupos
éster, bem como hidroxila e carboxila (para gliconato e citrato de rédio), poderiam
propiciar interagdes eletrostaticas relativamente estéveis com outros residuos do
DNA, tais como pontes de hidrogénio com as desoxiribose ou com os grupos
fosfato 17177,

Em relagdo aos pardmetros eletrénicos, pode-se observar que, de uma
maneira geral, os maiores percentuais de supressao (a excecdo do catalisador de
Doyle) foram obtidos para os complexos formados por ligantes menos
eletronegativos. Pode-se inferir que os ligantes serdo mais favoraveis, para a
coordenacéo axial, se contribuirem para elevar a densidade eletrénica sobre o
eixo z Rh-Rh ao longo do sitio de coordenagZo axial, de modo que, com o
aumento da densidade eletronica sobre este eixo, aumenta-se também, por sua
vez, a capacidade de coordenaco entre os complexos e as bases. Os parametros
eletronicos podem, por sua vez, ser diretamente correlacionados com os
potenciais de oxidagéo dos dimeros (Tabela 16), uma vez que, quanto maior for a
eletronegatividade dos ligantes, maior serdo os potenciais necessdrios para os
1173, ¢ elou hall,lllnll.

Este aumento da capacidade de coordenacéo, em fungdo do aumento da

processos redox Rh;

densidade eletronica sobre eixo z, diminui por sua vez as diferengas observadas
entre percentuais de supressdo para cada base. De modo que, a aparente
seletividade pela adenina, diminui quando esta densidade aumenta, ou seja
quando a eletronegatividade dos ligantes diminui. Na Figura 38 b, observa-se para
o acetamidato, em tempos de incubag&o prolongado, supress&o total de ambos
picos das bases purinicas, enquanto no caso do trifluoroacetato embora este n&o
apresente elevado impedimento estérico, observaram-se menores percentuais de
supressdes, especialmente para a guanina. Pode-se atribuir a isto, a elevadissima
eletronegatividade de seus ligantes, o que confirmaria a teoria aqui proposta, em
que a maior densidade sobre eixo z, favorece a coordenagéo axial para quaiquer
espécie, diminuindo assim a seletividade para adenina.
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Fig. 38 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos apés 3 dias de
incubagdo para A) série acetato, propionato e butirato de rédio e B) para a série
acetamidato, trifluoacetamidato e trifluoacetato, obtidos nas concentragcbes de
1 x 10% mol L' em célas contendo 5 mL DNA 0,2 mg/mL, eletrodo de fibra de

carbono (10 mV s, amplitude de pulso 25 mV e duracdo de pulso 50 s,
KCI 0,5 mol L'! pH7).

Convém ressaltar, que para elevados tempos de incubagdo, ndo havendo
elevado empedimento estérico e / ou sitios alternativos (OH, COOH ou COOR)
que viabilizem a formagao de pontes de hidrogénio com outros residuos do DNA,
a interagdo DNA-dimero via coordenacgao axial com adenina ou guanina devera
ocorrer mesmo que mais lentamente, de modo que justificam-se os razoaveis
indices de supressdo observados para estas bases na Tabela 18.
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5 - CONCLUSOQES & PERSPECTIVAS

5.1 — CONCLUSOES

O comportamento eletroquimico dos dimeros de rédic em solugdo aquosa
apresentaram desiocamento negativo dos potenciais anddicos, quando utilizou-se
anions mais coordenantes (ex: M'CI’), concordando com os dados da literatura
para solventes organicos. Outrossim, observou-se que a resolugio dos
voltamogramas & melhor em sistemas de maior mobilidade. Estes fatos mostram
que, os processos redox s&o viabilizados, quando a interagdo com o anion ou
solvente é mais efetiva @ que especialmente no caso de sistemas aquosos o
balanceamento de carga & favorecido por cétions de maior mobilidade,
determinando assim uma melhora significativa da resoluco.

A imobilizagdo do (Rhx{Acam)s mostrou-se efetiva apds adigéo de PEI a
pasta podendo-se concluir, em vista dos resultados obtidos, que o complexo
provavelmente se liga a esta matriz polimérica por meio de pelo menos um de
seus sitios axiais. Por outro lado, esta coordenagdo parcial ou integral entre
acetamidato de rédio e PEl comprometeria a interagéo dimero-eletrélito (anion),
justificando-se assim a perda de resolugdo dos voltamogramas para os sistemas
imobilizados. Em adigdo, a presenga de DNA foi prejudicial para o EMAC
resultando em lixiviagdo devido a competigéo pelos sitios axiais com PEI.

Por outro lado, dada a boa lipossolubilidade do catalisador de Doyle foi
possivel imobiliza-lo & pasta apenas com o uso de proporgBes adequadas de
aglutinante (6leo nujol). A presenca de DNA, basicamente resultou na melhora da
condutividade do sistema. Entretanto, pode-se verificar algum grau de interagéo
entre DNA e compiexo, j&4 que pequenas mudangas estruturais (isomeria ptica)
resultaram na interferéncia diferenciada das constantes de transferéncia de
elétrons nos sistemas DOD(S) e DOD(R).

Nos estudos da interagdo DNA-dimeros em solugio constatou-se que, a
estrutura dos ligantes é determinante no grau de coordenagio axial. Pode-se
concluir que além dos parametros hidrofobicos, os parametros estéricos e
eletrdnicos s&o determinantes no modo (seletividade e forga de ligagéo) pelo qual
ocorre a interagdo DNA-dimero.
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A atividade bioldgica (antineoplasica) depende n&o apenas da solubilidade
do dimero, a dual € expressa pelo coeficiente de particdo resultante e depende
basicamente da polaridade de seus ligantes, como também da reatividade do
dimero em sistemas biolégicos, a qual & expressa tanto pela forga quanto pelo
modo de interagdo axial, os quais dependerio respectivamente do nimero de
elétrons disponiveis no sitio axial e de fatores estéricos aliados ou néo a presenca
de sitios axiais.

Como conclusdes finais, pode-se inferir que, embora os dimeros de rédio se
constituam numa alternativa apenas razoavel para confecgdo de sensores, 0 Us0O
da bioseletroquimica se destacou como uma ferramenta bastante promissora para
estudos qualitativos e quantitativos de REA. Este fato abre portanto novas
perspectivas para o campo da bioeletroguimica.

5.2 - PERSPECTIVAS

Tentar imobilizar os dimeros em outras matrizes, tais como fibra de
carbono. _

Utilizar eletrodos de ouro modificados com glutationa e / ou cisteina para
investigar e comprovar via eletroguimica a afinidade destes complexos por
residuos -SH.

Fazer estudos quantitativos de REA.

Aplicar o método bioeletroquimico aqui proposto a outros sistemas
(farmacos).

Verificar para outros isdmeros Opticos de importancia farmacolégica ou
toxicolégica, tais como a talidomida o modelo utilizado para DOO e DOD.
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