UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE QUIMICA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

%,

' '
i d
UNICAMP

DESENVOLVIMENTO DE UM ELETRODO
AMPEROMETRICO PARA A DETERMINACAO DE
GLUTATIONA EM ERITROCITOS

Tese de Doutorado apresentada a Comissiao de Pos-graduacao
do Instituto de Quimica como parte dos requisitos para a

obtencio do titulo de Doutor em Ciéncias.

Aluno: Percy Calvo Marzal
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
Co-orientadora: Prof. Dra. Nelci Fenalti Hoehr

Campinas — SP
Agosto / 2005



1

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA DA

UNICAMP

M369d

Marzal, Percy Calvo.

Desenvolvimento de um eletrodo amperométrico
para a determinagdo de glutationa em eritrocitos / Percy
Calvo Marzal. -- Campinas, SP: [s.n], 2005.

Orientador: Lauro Tatsuo Kubota.

Tese - Universidade Estadual de Campinas, Instituto
de Quimica.

1. Tetratiafulvaleno — Tetracianoquinodimetano.
2. Eritrocitos. 3. Eletrodo de pasta de carbono.
4. Glutationa. I. Kubota, Lauro Tatsuo. Il. Instituto de
Quimica. lll. Titulo.

Titulo em inglés: Development of an Amperometric Electrode for Determination
of Glutathione in Erythrocytes

Palavras-chave em inglés: Tetrathiafulvalene-Tetracyanoquinodimethane,
Erythrocytes, Carbon paste electrode, Glutathione

Area de concentragdo: Quimica Analitica

Titulagao: Doutor em Quimica Analitica

Banca examinadora: Lauro Tatsuo Kubota (Orientador), Lucia Helena Mascaro
Sales, Marilia Oliveira Fonseca Goulart, Pedro Luiz Onofrio Volpe, Nelson

Eduardo Duran Caballero

Data de defesa: 08/08/2005



O segredo de progredir é comegar. O segredo de
comegar € dividir as tarefas drduas e complicadas
em tarefas pequenas e fdceis de executar, e depois

comegar pela primeira.

A minha esposa Karin, companheira
carinhosa e paciente, que soube compreender-me

em vdrios momentos, com amor.....

A minha mde Maria V. Marzal e meus irmdos
Célia e JThonny, pela ajuda, esfor¢o, paciéncia e

dedicagdo neste periodo, mesmo separados pela distancia.....

...dedico esta Tese

Obrigado pelo amor de vocés.



vil

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota, pela confianca, dedicacao,
orientagdo competente e constante incentivo desde os tempos de mestrado e
por todo apoio com que acompanhou o desenvolvimento desta tese de
doutorado.

A Profa. Dra. Nelci Fenalti Hoehr, pela co-orientagio no
desenvolvimento desta tese.

Ao Paulo e os companheiros do Laboratorio LABEX do Instituto de
Biologia, pelas amostras de sangue fornecidas e discussoes.

A Fundagio de Amparo 4 Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP)
pelo apoio financeiro concedido, sem o qual este trabalho nao poderia ser
concluido.

Aos funcionarios do Instituto de Quimica - UNICAMP em especial a
CPG pela eficiéncia em suas fungoes e apoio constante desde minha chegada
ao Brasil, a todos da Biblioteca do 1Q por estarem sempre disponiveis € ao
Sr. Mario da mecanica fina pela confec¢ao das celas e eletrodos.

A todos os colegas do Laboratorio “LEEDS”, especialmente a
Antonio e Arnaldo pela amizade e discussdes do trabalho desde o mestrado.

A todos os amigos que encontrei durante estes anos: Maria C.,
Pascual, Maria A., Ruben, Jos¢, Pilar, Gliseida, Rodolfo pela amizade,
motivacao e convivio amistoso.

A meus tios, Adriana, Alejandrina, Elena, Fermina, Felicita e Luis, ¢ a

todos meus primos.



X

CURRICULUM VITAE

PERCY CALVO MARZAL

L FORMACAO

Bacharelado em Quimica

Faculdade de Quimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos - UNMSM,
Lima - Peru, 1995.

Mestrado em Quimica

Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP,
Campinas - Brasil, 2000.

1I. PUBLICACOES

Calvo-Marzal, P., Chumbimuni-Torres, K. Y., Fenalti Hoehr, N., Kubota, L. T.
Determination of glutathione in erythrocyte hemolysate using amperometric sensor based

on TTF-TCNQ. Clin. Chim. Acta, submetido (2005).

Chumbimuni-Torres, K. Y., Calvo-Marzal, P., Kubota, L. T. Avancos e novas

perspectives dos eletrodos ion-seletivos. Quim. Nova, submetido (2005).

Calvo-Marzal, P., Chumbimuni-Torres, K. Y., Fenalti Hoehr, N., Oliveira Neto, G.,
Kubota, L. T. Determination of reduced glutathione using an amperometric carbon paste

electrode chemically modified with TTF-TCNQ. Sens. Actuators B 100 (2004) 333-340.

Calvo-Marzal, P., Rath, S., Trivelin, L. A., Imbrunito, T. R., Tomazela, D. M., Jesus, M.
N. Antimoniais empregados no tratamento da Leishmaniose: Estado da Arte. Quim. Nova

26 (4) (2003) 550-555.



Calvo-Marzal, P., Kubota, L. T., Aoyama, H., Rosatto, S. S., Granjeiro, P. A.
Electroanalytical determination of acid phosphatase activity by monitoring p-nitrophenol.

Anal. Chim. Acta 444 (2001) 207-214.

IIl.  PARTICIPACAO EM EVENTOS CIENTIFICOS

Calvo-Marzal, P., Ichihara, D. Kubota, L. T. Desenvolvimento de um Sensor
Amperométrico para Determinagio de Cisteina. 28° REUNIAO ANNUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA - SBQ. Pocos de Caldas, Minas Gerais,
2005.

Calvo-Marzal, P., Hoehr Fenalti, N., Oliveira Neto, G., Kubota, L. T. Determinacao
Amperométrica de Glutationa em Sangue usando Eletrodo de Pasta de Carbono
Quimicamente Modificado com TTF-TCNQ. XIV SIMPOSIO BRASILEIRO DE
ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA, Teresopolis, Rio de Janeiro, 2004.

Chumbimuni-Torres, K. Y., Calvo-Marzal, P., Kubota, L. T. Determinagao Simultanea de
Calcio, Potassio e Cloreto em amostras de sucos usando eletrodo tubular ion-seletivo
acoplado a sistema de injecio em fluxo. XIV SIMPOSIO BRASILEIRO DE
ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA, Teresopolis, Rio de Janeiro, 2004

Calvo-Marzal, P., Hoehr Fenalti, N., Kubota, L. T. Desenvolvimento de um Sensor
Amperométrico para a Determina¢do de Glutationa usando o Complexo TTF-TCNQ. 12°
ENCONTRO NACIONAL DE QUIMICA ANALITICA - ENQA. Maranhio, Sao Luis,
2003.

Calvo-Marzal, P., Kubota, L. T., Aoyama, H. Determina¢do da Atividade da Fosfatase
Acida Mediante o Monitoramento de pNF com Eletrodo Modificado. In: XII SIMPOSIO
BRASILEIRO DE ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA. Gramado, Rios
Grande do Sul, 2001.



X1

Calvo-Marzal, P., Kubota, L. T. Aoyama, H. Estudo Cinético da Redu¢do Eletroquimica
de p-nitrofenol sobre a Superficie do Eletrodo de Carbono Vitreo Recoberto com
Membrana de Nafion. 23 REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
QUIMICA - SBQ. Pocos de Caldas, Minas Gerais, 2000.

Calvo-Marzal, P., Kubota, L. T. Aoyama, H. Determinagdo Seletiva de p-nitrofenol com
Eletrodo de Carbono Vitreo Recoberto com Membrana de Nafion. 10 ENCONTRO
NACIONAL DE QUIMICA ANALITICA - ENQA. Santa Maria, Rio Grande do Sul,
1999.



Xiii

RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de um FEletrodo Amperométrico para a

Determinaciao de Glutationa em Eritrdcitos.

Autor: Percy Calvo Marzal
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Co-orientadora: Prof. Dra. Nelci Fenalti Hoehr

Palavras Chave: Tetratiofulvaleno-tetracianoquinodimetano, eritrécitos,

eletrodo de pasta de carbono, determinacao de glutationa.

O presente trabalho refere-se ao desenvolvimento de um novo método
para determinagdo de glutationa em eritrocitos, utilizando o método
amperométrico. Para isto um eletrodo a base de pasta de carbono modificado
com o complexo tetratiofulvaleno-tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ)
foi desenvolvido, com o intuito de possibilitar a transferéncia de elétrons
entre a glutationa e o eletrodo a baixos potenciais. O eletrodo modificado
apresentou boas caracteristicas em termos de seletividade, sensibilidade e
tempo de resposta, facilitando sua operacionalidade para a detec¢ao de
glutationa. Com a modificacdo do eletrodo foi possivel obter uma resposta
bastante sensivel para glutationa num potencial de 200 mV vs ECS. As
melhores condi¢des foram verificadas com 20% (m/m) de TTF-TCNQ
incorporado na pasta de carbono e 0,5% de Nafion (m/v). As medidas foram
realizadas em tampao fosfato pH 8,0 contendo KCl 0,1 mol L' e EDTA 0,5
mmol L. Nessas condi¢des, o eletrodo modificado apresentou um intervalo

de resposta linear entre 5 a 340 pmol L™ de glutationa ajustado pela equagao
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Aj = 0,7(x0,1) + 90,1(x0,4)[GSH] com um coeficiente de correlagdo de
0.9998 para n = 20, onde a densidade de corrente Aj é dada em pA cm™ e a
concentra¢io da GSH em mmol L™. O tempo de resposta do eletrodo foi de
0,5 s. A aplicagdo do eletrodo permitiu a determinacao direta de glutationa
em eritrocitos apos lisados sem uso de reagentes adicionais. O eletrodo
desenvolvido apresentou um bom limite de detecgdo, alta seletividade e
rapidez. Quando comparado com o método espectrofotométrico este
apresentou boa correlagdo. Os testes de recuperacdo mostraram que o
método amperométrico teve melhor desempenho (98 - 102%) que o método

espectrofotométrico (90 - 92%).
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ABSTRACT

Title: Development of an Amperometric Electrode for Determination of

Glutathione in Erythrocytes.

Author: Percy Calvo Marzal
Supervisor: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Co-supervisor: Prof. Dra. Nelci Fenalti Hoehr

Key words: Tetrathiafulvalene-tetracyanoquinodimethane, erythrocytes,

modified carbon paste electrode, glutathione.

This work describes the development of a new amperometric method
for glutathione determination in erythrocytes. For this task, a carbon paste
electrode modified with tetrathiafulvalene-tetracyanoquinodimethane (TTF-
TCNQ) complex was developed. The modified electrode improved the
transference of electrons between the glutathione and electrode being very
sensitive for glutathione at an applied potential of 200 mV vs SCE. The
modified electrode presented good characteristics in terms of selectivity,
sensitivity and fast response, for glutathione detection. The best performance
was verified using 20% (m/m) of TTF-TCNQ incorporated in the carbon
paste and 0.5% of Nafion (m/v). The measurements were performed in
phosphate buffer at pH 8.0 containing 0.1 mol L' KCl and 0.5 mmol L™
EDTA. In these conditions, the modified electrode presented a linear
response range from 5 to 340 pmol L™ for glutathione adjusted by the
equation Aj = 0.7(x0.1) + 90.1(=0.4)[GSH] with a correlation coefficient of

0.9998 for n=20, where the current density is given in pA cm™ and the



Xvi

concentration of GSH in mmol L. The response time of the electrode was
0.5 s. Applying this electrode was possible to determine glutathione in
erythrocytes after lyses without additional reagents. And comparing the
results obtained with the electrode and a spectrophotometric method a good
correlation was observed. The recovery tests showed that the amperometric

method was better (98 - 102%) that the spectrophotometric one (90 - 92%).



Xvil

INDICE
LISTA DE ABREVIATURAS XiX
LISTA DE TABELAS XX1
LISTA DE FIGURAS XXiii
L. INTRODUCAO 3
I.1. Glutationa 4
I.1.1.  Defini¢do e Estrutura da Glutationa 4
[.1.2.  Esquema da Bioquimica da Glutationa 6
I.1.3.  Concentragdo da Glutationa nas Células 7
I.1.4. Fungodes da Glutationa 8
I.1.5. Importancia da Glutationa 11
1.2. Determinacao de Glutationa 15
1.2.1. M¢étodos de Determinagao de Glutationa 16
1.2.1.1. Método Espectrofotométrico 16
[.2.1.2. Método Fluorimétrico 17
1.2.1.3. Método de Bioluminiscéncia 18
1.2.1.4. Eletroforese Capilar 18
1.2.1.5. Método HPLC 19

1.2.1.6. Método de Cromatografia Gasosa acoplado a 21
espectrofotometria de massa

1.2.1.7. Métodos Eletroquimicos 21

1.2.2. Eletrodos Quimicamente Modificados 23

[.2.3. Tetratiofulvaleno-Tetracianoquinodimetano 28

1. OBJETIVO 35

III. PARTE EXPERIMENTAL 39

III.1. Reagentes e Materiais 39

11.2. Preparagdo do Complexo TTF-TCNQ 40

II1.3. Preparacao do Eletrodo de Pasta de Carbono Quimicamente 42
Modificado com TTF-TCNQ

II1.4. Instrumentacdo e Célula Eletroquimica 43

IIL.5. Tratamento da Amostra de Sangue 45

I1II.6. Avaliagao e Otimizagao do EPC/TTF-TCNQ 47



IV.

VL

VIL

I1.6.1. Avaliagdo da Estabilidade e o tempo de Vida do
Eletrodo

II1.7. Aplicacdo do Eletrodo para determinacdo de GSH em
eritrocitos
IIL.8. Determinacao espectrofotométrica da GSH em eritrécitos
I11.9. Estudos de Recuperacao
RESULTADOS E DISCUSSAO
IV.1. Sintese do Complexo TTF-TCNQ
v.2 Propriedades Eletroquimicas do EPC/TTF-TCNQ
IV.3. Otimizagao do EPC/TTF-TCNQ
IV.3.1. Avaliagdo da Influéncia da Quantidade do Complexo
TTF-TCNQ na Composicao da Pasta
IV.3.2. Estudo da incorporacdo e otimizagdo da quantidade
do Nafion no Eletrodo
IV.3.3. Influéncia da velocidade de varredura no
Comportamento Eletroquimico do EPC/TTF-TCNQ
IV.3.4. Influéncia da Natureza ¢ Concentragdo do Eletrolito
de Suporte no Comportamento Eletroquimico do
EPC/TTF-TCNQ
IV.3.5. Influéncia do pH e natureza do Tampao no
Comportamento Eletroquimico do EPC/TTF-TCNQ
V4. Resposta Eletrocatalitica do EPC/TTF-TCNQ para GSH
IV.s. Influéncia do Potencial Aplicado do EPC/TTF-TCNQ na
Resposta para GSH
IvV.6. Efeito da Solugdo Tampao e pH na Resposta do EPC/TTF-
TCNQ
IvV.7. Tempo de Resposta do Eletrodo
IV.8. Curva Analitica para GSH
Iv.9. Estudo de Interferentes para GSH
IV.10.  Estabilidade e Tempo de Vida do EPC/TTF-TCNQ
IV.11. Determinacdo Amperométrica da GSH em Eritrocitos
IV.12.  Estudos de Recuperagdo
CONCLUSOES
REFERENCIAS

PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

xviii

49

49

50
52

55
55
59
63
63

64

66

68

73

76
80

81

83
85
88
89
91
98

103

107

121



XiX

LISTA DE ABREVIATURAS

CAT Catalase

CE Eletroforese capilar

DNA Acido desoxirribonucleico

DTNB Acido 5,5 ditio-bis-(2-nitrobenzo6ico)

ERO Espécies reativas de oxigénio

E Potencial (mV)

En Potencial médio (mV)

Eqp Potencial aplicado

ECS Eletrodo de calomelano saturado

EPC Eletrodo de pasta de carbono

EQM Eletrodo quimicamente modificado

FTIV Espectroscopia de Infra vermelho com transformada de fourier
FMN Flavina mononucletideo

GSH Glutationa

GSSG Glutationa oxidada

GR Glutationa Redutase

GSH-Px Glutationa Peroxidase

GC-MS Cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de masa
HPCE Eletroforese capilar de alta performance
HEPES N-(2-hidroxietil) piperazina-N,N’-bis(2-acido etanossulfonico)
HMTTeF Hexametilenotetratelurofulvaleno

HPLC Cromatografia liquida de alta performance

I Corrente (LA)

j Densidade de corrente (LA cm™)

NAC N-acetil-cisteina

NMP* fon N-metil-fenazinio

NEP N-etil-fenazinio

OPA o-ftdialdeido

PIPES Piperazina-N,N’-bis-(2-acido etanossulfonico)
SOD Superdxido dismutase

TRIS Tris(hidroximetil) aminometano

TTF-TCNQ Tetratiofulvaleno-tetracianoquinodimetano
AE, Separacao de pico

Aj

Densidade de corrente descontado o valor do branco



xx1

LISTA DE TABELAS

Tabela I.1. Concentragio de GSH (umol L") no sangue em diferentes 14
quadros clinicos.

Tabela III.1. Quantidades utilizadas na preparacdo das cubetas de medida 52
espectrofotométrica para a determinacao de glutationa

Tabela IV.1. Valores das bandas de absor¢do dos espectros de IV dos 56
compostos TTF, TCNQ em KBr.

Tabela IV.2. Valores das bandas de absorcdao dos espectros de IV do 57
complexo TTF-TCNQ em KBr.

Tabela IV.3. Influéncia dos cations sobre a separagdo de pico (AE,) e o 69
potencial médio (E,,). Concentracio dos cations 0,1 mol L™ a
pH 7,0, obtido para EPC/TTF-TCNQ a velocidade de varredura
de 20 mV s™.

Tabela 1V 4. Influéncia dos anions sobre a separagdo de pico (AE,) e o 70
potencial médio (E.). Concentragdo dos anions 0,1 mol L™ a
pH 7,0, obtido para EPC/TTF-TCNQ a velocidade de varredura
de20 mV s™.

Tabela IV.5. Influéncia da concentragdo da solugdo do eletrdlito de suporte 72
no eletrodo. Experimento em solugdo de KCI, pH 7,0, e
velocidade de varredura de 20 mV s™".

Tabela IV.6. Efeito da solugdo tampédo (pH 7,0) contendo 0,1 mol L™ KCI 82
sobre a resposta do sensor obtido num potencial de 200 mV vs.
ECS e concentragdo de GSH de 0,1 mmol L. A concentrago
da solugdo tampéo foi 0,1 mol L™

Tabela IV.7. Parametros analiticos para diferentes eletrodos para 87
determinacdo de GSH e o eletrodo desenvolvido (EPC/TTF-
TCNQ).

Tabela IV.8. Valores de recuperagdo obtidos com o sensor desenvolvido, 89

para solugdes de GSH contendo compostos interferentes na
concentracao de 10 pmol L' em tampao fosfato 0,1 mol L,
pH 8,0. E,p= 200 mV vs. ECS.

Tabela IV.9. Valores de concentracdo obtidos pelo método proposto e de 96
referéncia para analises de GSH em eritrocitos, com os
respectivos desvios para 3 determinagdes.

Tabela IV.10.  Valores de recuperagdo em porcentagem para trés amostras 99
diferentes obtidas pelo método amperométrico.

TabelaIV.11.  Valores de recuperagdo em porcentagem para trés amostras 99
diferentes obtidas pelo método espectrofotométrico.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura da Glutationa.

Figura 1.2. Esquema da bioquimica da glutationa.

Figura 1.3. Transporte do aminoacido pela glutationa.

Figura [.4. Vias de formagdo de ERO (azul) e mecanismo enzimatico de
defesa antioxidante (vermelho). O,  (&nion-radical superdxido);
OH (radical hidroxila); H,O, (peroxido de hidrogénio); NO'
(6xido nitrico); ONOQO™ (anion peroxinitrito).

Figura L.5. Estruturas de algumas moléculas receptoras e doadoras de

Figura III.1.
Figura II1.2.
Figura III.3.
Figura II1.4.
Figura IIL.5.
Figura III.6.

Figura IV.1.
Figura IV.2.

Figura IV.3.

Figura IV 4.

Figura IV.5.

elétrons. Tetracianoquinodimetano (TCNQ),

Tetracianonaftoquinodimetano (TNAP), Tetratiofulvaleno (TTF)

e N-metil-fenazinio (NMP").

(a) Tetratiofulvaleno (TTF), (b) Tetracianoquinodimetano
(TCNQ) e (c) complexo TTF-TCNQ.

Eletrodo de pasta de carbono modificado com o complexo TTF-

TCNQ.

Aparelhagem utilizada para as medidas eletroquimicas.

Célula de trés eletrodos utilizada nas medidas eletroquimicas.

ER = eletrodo de referéncia - ECS, ET = eletrodo de trabalho,
EA = eletrodo auxiliar - espiral de Pt.

Resposta (Aj) do sensor num cronoamperograma em funcao da
concentragao, E,, = 200 mV vs. ECS.

Reacdo entre a Glutationa e o DTNB originando o TNB que ¢
monitorado a 412 nm.

Estrutura do complexo TTF-TCNQ.

Espectros de absor¢cao UV - visivel dos compostos TTF, TCNQ
e TTF-TCNQ dissolvidos em dimetilsulfoxido.

Voltamogramas ciclicos do eletrodo de pasta de carbono nao

modificado (A) e modificado com o complexo TTF-TCNQ (B).
Em 0,1 mol L KClI, pH 7,0, velocidade de varredura de 20 mV
-1

s

Resposta do eletrodo para diferentes porcentagens de TTF-

TCNQ na pasta de carbono. Em 0,1 mol L' KCIl, pH 7,0

velocidade de varredura de 20 mV s™.

Resposta do eletrodo para diferentes concentragdes de Nafion no
eletrodo de pasta de carbono modificado com TTF-TCNQ. Em

0,1 mol L' KCl, pH 7,0 velocidade de varredura de 20 mV s!

xxiii

27

41

43

44

45

48

51

55
58

61

63

65



Figura IV.6.

Figura IV.7.

Figura IV.8.

Figura IV.9.

Figura IV.10.

Figura IV.11.

Figura IV.12.

Figura IV.13.

Figura IV.14.

Figura IV.15.

Figura IV.16.

(A) Voltamogramas ciclicos do EPC/TTF-TCNQ a diferentes
velocidades de varredura. (B) Densidade de corrente de pico
anddico vs. a raiz quadrada da velocidade de varredura. Em 0,1
mol L™ KC1, pH 7,0.

Voltamogramas ciclicos do EPC/TTF-TCNQ em diferentes
concentracdes de KCI. (A) 0,01, (B) 0,05, (C) 0,1 e (D) 0,5 mol
L. Em pH 7,0 e velocidade de varredura de 20 mV s™".
Dependéncia do potencial médio (E,) com o logaritmo da
concentragio do eletrélito de suporte (log[K']).

(A) Efeito do pH da solugao (KCIl) sobre a resposta do eletrodo
EPC/TTF-TCNQ. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos em
diferentes pH. Velocidade de varredura de 20 mV s™.

Voltamogramas ciclicos do EPC/TTF-TCNQ obtidos em
diferentes solugdes tampdo: (A) 0,1 mol L' K;HPO4/KH,PO,,
(B) 0,1 mol L' HEPES, (C) 0,1 mol L' PIPES, (D) 0,1 mol L™
TRIS. Velocidade de varredura 20 mV s™.

Voltamogramas ciclicos obtidos para EPC/TTF-TCNQ em
auséncia (A) e presenca de 1,0 mmol L' GSH (B), em 0,1 mol
L' de tampao fosfato contendo 0,1 mol L'KCle 0,5 mmol L!
Na,H,EDTA (pH 7,0), com velocidade de varredura de
20mV s’

Resposta do eletrodo para 1,0 mmol L' GHS em diferentes
proporcdes de Nafion (0 a 5% (m/m)) no eletrodo modificado
com TTF-TCNQ. Em 0,1 mol L™ de tampdo fosfato contendo
0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol L' Na,H,EDTA (pH 7,0), com
velocidade de varredura de 20 mV s™.

Influéncia do potencial aplicado do EPC/TTF-TCNQ sobre a
GHS (750 pmol L' GSH) em 0,1 mol L™ de tampio fosfato
contendo 0,1 mol L' KCI e 0,5 mmol L™ Na,H,EDTA (pH 7,0).

Dependéncia da densidade de corrente com o pH da solugdo para
a eletrooxida¢do da GHS empregando o EPC/TTF-TCNQ em
750 pmol L' GHS, tampéo fosfato contendo 0,1 mol L™ KCl e
0,5 mmol L' Na,H,EDTA, Eqp=200 mV vs. ECS.

Dependéncia do tempo de resposta para a oxidagdo de 30 pmol
L' GSH aplicando um potencial de 200 mV vs. ECS. Medidas
realizadas em 0,1 mol L' de tampao fosfato contendo 0,1
mol L™ KCl e 0,5 mmol L™ Na,H,EDTA (pH 8,0).

(A) Resposta amperométrica do sensor para GSH. (B) Curva
analitica obtida para GSH. Aplicando um potencial de 200 mV
vs. ECS em tampdo fosfato 0,1 mol L™, (pH 8,0) contendo 0,1
mol L™ KCl e 0,5 mmol L' Na,H,EDTA.
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Estabilidade operacional do eletrodo modificado com TTF-
TCNQ. Concentragdo de GSH 50 pmol L. Em tampéo fosfato
0,1 mol L (pH 8,0) contendo 0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol L™
Na,H,EDTA, com potencial aplicado de 200 mV vs. ECS.

Tempo de vida do eletrodo desenvolvido. Concentragao de GSH
50 pmol L. Em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 8.0), 0,1 mol
L' KCle 0,5 mmol Lt Na,H,EDTA, com potencial aplicado de
200 mV vs. ECS.

Cronoamperograma obtido para a determinacdo da GSH em
eritrocitos lisados pelo método de adigdo padrao. Em tampao
fosfato (pH 8,0) 0,1 mol L™, 0,1 mol L' KCI ¢ 0,5 mmol L™
EDTA. Ey, =200 mV vs. ECS.

Curva de calibragdo obtida para a determinagdo da GHS em
eritrocitos lisados pelo método de adi¢io padrdo. Em 0,1 mol L™
de tampao fosfato (pH 8,0), 0,1 mol L! KCl e 0,5 mmol L!
EDTA. E;, =200 mV vs.ECS.

Curva de adicdo padrao para o método espectrofotométrico, para
a determinacao de GSH no eritrdcito.

Correlagdo entre as medidas obtidas com o método
espectrofotométrico e amperométrico.
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I. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos métodos de andlises ¢ uma tarefa
continua para todo quimico analitico, sendo que métodos que conduzam a
resultados mais rapidos, exatos e reprodutiveis sdo requeridos com objetivo
de substituir ou melhorar os ja existentes.

M¢étodos de analises sdo desenvolvidos para serem aplicados nas mais
diversas areas, tais como em analises clinicas, ambientais, alimentos, entre
outras. M¢étodos analiticos aplicados na 4rea clinica sdo de grande
importancia, ja que endobioticos devem ser encontrados em uma
concentracdo adequada e necessaria para nosso organismo, assim a dosagem
de compostos tais como: agucares, neurotrasmissores, antioxidantes, entre
outros, sao de especial interesse.

Os compostos antioxidantes t€ém alcancado um importante interesse
dentro da comunidade biomédica, devido as varias fungdes que estes
apresentam dentro do nosso organismo. Entre estes compostos antioxidantes
podemos encontrar os tiois, cujo monitoramento em fluidos fisiologicos ¢
muito importante.

Dentre os mais diversos tiois a glutationa apresenta um grande
interesse devido a participacao desta de maneira direta ou indireta em muitos
fendmenos importantes, incluindo a sintese de proteinas e DNA, transporte
de aminodacidos, atividade enzimatica, metabolismo e prote¢ao das células.
As propriedades multifuncionais da glutationa sdo refletidas no crescente
interesse nesta molécula por parte dos pesquisadores nos mais diversos
temas, tais como: mecanismo enzimatico, biossintese de macromoléculas,

metabolismo intermedidrio, metabolismo de drogas, radiacdo, cancer,
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toxicidade de oxigénio, fendmeno imune, endocrinologia, toxinas ambientais
e envelhecimento.

Sua utilizagao como um biomarcador para diferentes estados clinicos,
desperta um interesse consideravel pelo desenvolvimento de metodologias
analiticas utilizando as mais diversas técnicas tais como: espectrofotometria,
espectrometria de massa, ressonincia magnética nuclear, cromatografia
gasosa, eletroforese capilar, assim como técnicas eletroquimicas que nos

permitam fazer a determinagdo de forma rapida.

I.1. Glutationa

Em 1888 J. de Rey-Pailhade isolou um composto contendo enxofre,
extraido de c¢lulas de fermento, ao qual ele chamou de philothion. Na
aquela época foi observado que o philothion continha um &tomo de
hidrogénio reativo como parte de um grupo —SH. Rey-Pailhade disse: o
“philothion realiza uma funcao analoga ao da hemoglobina em relacdo ao
oxigénio”. Em seu tempo isto causou pouco interesse, até¢ que em 1921

Hopkins redescobriu esta molécula e a renomeu de glutationa [1].

I.1.1. Definicio e Estrutura da Glutationa

A glutationa € o principal e mais abundante tiol (-SH) intracelular ndo
protéico de baixo peso molecular encontrado em células do ser humano,

animais e plantas [2].
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Com respeito a sua estrutura a GSH ¢ um tripeptideo composto de trés
aminoacidos: cisteina (vermelho), glicina (preto) e acido glutamico (azul),
ligados peptidicamente (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina). Sua capacidade
redutora ¢ determinada pelo grupamento -SH presente na cisteina (Figura

L1) [3].

Figura I.1. Estrutura da Glutationa

A glutationa ¢ uma das moléculas mais importantes encontradas no
organismo, a qual atua como um tampao redox quando presente em altos
niveis de concentra¢io (aproximadamente 5 mmol L), protegendo as
células sanguineas do prejuizo oxidativo devido também a suas propriedades
redutoras e nucleofilicas [4, 5].

A glutationa também participa na eliminacdo de xenobiodticos
(compostos estranhos ao organismo) e sua capacidade antioxidante ¢ um

fator chave na manutencao da satude.
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I.1.2. Sintese Bioquimica da Glutationa

A glutationa ¢ uma molécula que ¢ produzida especialmente no figado
e esta presente em todos os 6rgdos do nosso corpo. O figado cumpre uma
funcdo importante na sintese de glutationa a partir de glutamato, cisteina e
glicina, como observado na Figura 1.2. A sintese ¢ limitada pela
disponibilidade de cisteina. Como a cisteina do plasma nao ¢ absorvida pelo
figado, entdo este utiliza metionina, obtida da dieta diaria, para formar
cisteina via a rota da cistationina. A glutationa logo ¢ liberado para o fluxo

sanguineo e para a bilis [6].

METIONINA

4 FIGADO
CISTATIONINA
CISTEINA
ATP k—m GLUTAMATO
ATP | GLICINA
GLUTATIONA GSHpile
CONDUTO
BILIAR
GSH SANGUE
DISTRIBUIDO A

0UTROS TECIDOS

Figura 1.2. Esquema da bioquimica da glutationa.
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I.1.3. Concentracao da Glutationa nas Células

A glutationa pode ser encontrada dentro das células em nivel de
milimolar. A concentracdo intracelular da GSH ¢ muito maior que o da
cisteina e cistina, assim a glutationa serve como uma forma de estocagem de
cisteina [7].

Nas células, a glutationa pode ser encontra na forma livre ou ligada a
proteinas, permitindo a formagao de proteinas glutationiladas. A GSH livre
estd presente principalmente em sua forma reduzida, a qual pode ser
convertida a forma oxidada (GSSG) durante o estresse oxidativo, e pode ser
revertido para a forma reduzida pela acdo da enzima glutationa redutase
(GR).

O estado redox depende das quantidades relativas das formas
reduzidas e oxidadas da glutationa (GSH/GSSG) e parece ser um parametro
critico e determinante na célula. A propor¢dao de GSH/GSSG em células ¢
usualmente mantida acima de 100, no entanto em varios quadros clinicos de
estresse oxidativo, esta propor¢do diminui para valores entre 10 e 1 [8]. Em
condi¢des normais a glutationa esta presente nas células dos mamiferos em
concentrac¢des na faixa de 0,5 a 10 mmol L™ [9].

No sangue, mais de 99% da GSH encontra-se nas cé¢lulas sanguineas
vermelhas (eritrocitos), sendo que 16% encontra-se ligada a proteinas.

Somente 0,5% da GSH encontra-se no plasma [10].
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I.1.4. Funcoes da Glutationa

A glutationa tem duas importantes caracteristicas na sua estrutura: a y-
glutamil e o grupo sulfidrila. Esses compostos facilitam sua participagao
num grande numero e variedade de funcdes.

Uma importante fungdo da glutationa ¢ a participagdo no transporte de
aminodcidos (especialmente cistina e alguns outros aminoacidos neutros) e
também de peptideos e aminas [7]. O mecanismo de transporte dos
aminodcidos ao interior da parede celular, envolve a enzima y-glutamil
transpeptidase, uma enzima ligada & membrana. O grupo y-glutamil da
glutationa se liga ao respectivo aminodcido liberando cisteinilglicina,
transportando desta forma o aminoacido ao interior da célula como mostrado

na Figura 1.3.

Amino
acido

Glutarmil-
transpeptidase

Glutationa

Cisteimlglicina

Glutamilamine
acido

5-Oxoprolina

Q

Armino acido

Figura 1.3. Transporte do aminoacido pela glutationa.
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Outra fungdo importante da glutationa ¢ a de participar em reacdes de
trans-hidrogenacdo que estdo envolvidas na formacdo e manutencdo dos
grupos sulfidrilos de outras moléculas tais como: coenzima A, varias
enzimas e proteinas [11].

A glutationa também tem uma fun¢do importante no sistema nervoso
central, onde foi registrado que a maioria dos pacientes com defeitos no
ciclo y-glutamil podem sofrer de retardamento mental ou exibir outros
defeitos cerebrais [7].

Outra importante funcdo da glutationa ¢ a de eliminar perdxido de
hidrogénio, peroxidos orginicos e radicais livres, assim também como
eliminar uma variedade de compostos xenobidticos que interagem com a
glutationa, sendo excretados pela urina ou fezes na forma de dacidos
mercaptaricos.

A glutationa também tem a funcdo de proteger a membrana celular do
estresse eletrofilico, estresse oxidativo e da radiacao [2, 12, 13]. O estresse
eletrofilico ¢ definido como o efeito de compostos altamente reativos que
atuam em centros nucleofilicos presentes em biomoléculas, o qual conduz a
formacao de novas ligagdes quimicas. Devido a alta poténcia nucleofilica do
grupo tiol da glutationa, esta pode funcionar como um excelente agente
nucleofilico eliminando muitos eletrofilos reativos. Ja& que compostos
quimicos eletrofilicos podem reagir com macromoléculas biologicas como
DNA, apresentando um risco genotoxico, sua conjugacdo com glutationa,
fornece um importante mecanismo de protecao [14].

O estresse oxidativo ¢ referido a um aumento na formagao de radicais
livres de oxigénio, originada pelo desequilibrio entre o sistema antioxidante

e oxidante no organismo.
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O termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula altamente
reativa, que contém ndamero impar de elétrons em sua ultima camada
eletronica [15, 16]. Os radicais livres sdo formados em um cenario de
reagoes de oOxido-reducdo, isto €, ou cedem o elétron desemparelhado,
oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se. Assim, por exemplo, quando
no metabolismo normal do oxigénio ocorrer uma redugdo do oxigénio
molecular (O,), este ganha um elétron, formando o anion-radical superdxido

(O;), considerado instavel por possuir nimero impar de elétrons (13) na

ultima camada (L).

O radical livre ¢ s6 uma parte dos agentes patogénicos que provocam
o estresse oxidativo, pois alguns deles ndo apresentam elétrons
desemparelhados em sua ultima camada. Na maioria sdo espécies derivadas
do metabolismo do oxigénio (Figura 1.4), estes agentes patogénicos sao
chamados de ERO (espécies reativas de oxigénio) [17].

Para se proteger, a célula possui um sistema de defesa que pode atuar
em duas linhas. Uma delas atua como eliminador de agentes patogénicos ou
radicais livres antes que estes causem lesdes. Esta linha ¢ constituida por
glutationa, superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase
(GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a funcdo de reparar as
lesdes ocorridas, sendo constituidas pelo acido ascorbico, glutationa redutase

(GR), glutationa peroxidase, entre outros [17].
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T transporte de elétrons na cadeia respiratoria
Xantina Oxidase 0, + H,0 NADP"
NADPH Oxidase

Citocromo P-450 Oxidase CAT QR
Leucocitos ativados NADPH

H,0,+2 GSHSHLY% GSSG + 2 H,0

0, — 0;

NO
Oxido [Nitrico Sintase

Arginina ONOO’ OH

Figura 1.4. Vias de formag¢dao de ERO (azul) e mecanismo enzimatico de
defesa antioxidante (vermelho). O; (&nion-radical superdxido); OH®
(radical hidroxila); H,O, (peroxido de hidrogénio); NO® (6xido nitrico);

ONOO" (anion peroxinitrito).

I.1.5. Importancia da Glutationa no Organismo

A glutationa ¢ um antioxidante hidrofilico fisiologicamente
importante, capaz de eliminar espécies reativas de oxigénio, tais como O3 €

OH", assim como também previne a formagao destes radicais, protegendo a
c¢lula contra a lesdo resultante da exposicao a agentes como ions ferro [18],

oxigénio hiperbarico, 0zénio e radiagdo ultravioleta [19].
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A protecao da GSH contra os ions metalicos ¢ realizada da seguinte
forma. A glutationa se liga a ions metalicos endogenos tais como cobre,
selénio, cromio e zinco via reagdes nao enzimaticas. A ligagdo da GSH a
estes ions metalicos cumpre importantes fung¢des, como: (1) serve para
limitar e regular a atividade dos ions metdlicos, (2) facilita o transporte
destes ions na membrana e sua eliminacdo da célula e do organismo (3)
conduz a formacao de mediadores biologicos essenciais [20].

Existe uma importante correlagdo entre os niveis de glutationa em sua
forma reduzida e os mecanismos enzimaticos de defesa antioxidante. Esta
observagao tem promovido uma série de estudos clinicos sobre a
interdependéncia entre o aumento dos niveis de glutationa no plasma
sanguineo e doengas cancerigenas em determinados 6rgdos vitais como rins
e pulmdes [21, 22].

O poder antioxidante da glutationa foi demonstrado pelo aumento da
sobrevida de 90% de ratos submetidos a hiperoxia e tratados com instila¢ao
de eritrocitos na traquéia. Este resultado foi atribuido a GSH intra-
eritrocitaria, que protege contra o “choque pulmonar” induzido pelo estresse
oxidativo resultante da hiperoxia [23].

Mudangas na concentragao de glutationa podem ser um indicador 1til
em certas desordens fisioldgicas como anemias causadas por infec¢cdo ou
seguidas pela administracdo de algumas drogas oxidantes [24], no
monitoramento da eficicia de alguns tratamentos usando N-acetil-L-cisteina
(NAC) durante o metabolismo do paracetamol [25], no tratamento de
pacientes com artrite reumatoide [26], etc.

Com respeito a HIV, Roederer ef al. [27] sugeriram que a diminui¢ao

observada nos niveis de glutationa correlacionava-se com a progressdao da
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HIV devido ao tratamento com drogas oxidantes como o NAC, inibindo a
replicacdo do virus.

Dado a funcdo da glutationa na protecdo contra o estresse oxidativo e
eliminacdo de xenobioticos, sua disponibilidade na forma reduzida pode ser
um fator chave na manutencdo da saude. Tem sido estabelecido que uma
diminui¢do na concentracdo da glutationa pode estar associado com
envelhecimento e a patogéneses de muitas doencas, incluindo artrites, ataque
cardiaco, distrofia muscular, esclerose amiotrofica lateral, doenga de
Alzheimer, doenga do figado por alcool, sindrome de angustia respiratoria e
o sindrome de Werner [28-36], atribuindo-se a este tripeptideo um papel
importante como indicador do estresse oxidativo [37], e cuja concentragdo
no organismo pode ser relevante para o diagndstico clinico.

J& que as concentragdes de glutationa no sangue podem refletir o nivel
desta molécula em outros tecidos menos accessiveis, determinagdes de
glutationa e dissulfeto de glutationa (GSSG) no sangue tém sido
consideradas essenciais como marcador do nivel da glutationa no corpo e um
indicador util do risco de doencas. Por outro lado, determinacgdes da
glutationa sdo importantes para o diagnostico de desordens do ciclo y-
glutamil. Pacientes que exibem deficiéncia na sintese da glutationa sdo em
geral de trés tipos [7]: (1) aqueles com deficiéncia da glutationa sintetase,
onde os defeitos parecem estar restritos aos eritrocitos; (2) aqueles onde a
deficiéncia da glutationa sintetase ¢ generalizada; estes pacientes exibem um
incremento de 5-oxoprolina na urina excretada. (3) aqueles com deficiéncia
da y-glutamilcisteina sintetase. E interessante notar que, embora os trés
grupos de pacientes listados acima sejam deficientes das enzimas requeridas

para sintese de glutationa e exibem uma diminui¢do marcante nos niveis de
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glutationa em eritrocitos, eles diferem substancialmente com respeito a
outros resultados bioquimicos ¢ em suas manifestagoes clinicas [7].

O estado de oxido-redu¢do da glutationa no sangue ¢ fundamental
para muitas pesquisas envolvendo estresse oxidativo e patologias de radicais
livres [38]. Baixos niveis de glutationa tém sido encontrados em sangue de
pacientes com varias doengas. A Tabela 1.1 resume alguns destes resultados

obtidos.

Tabela I.1. Concentracdo de GSH (umol L") no sangue em diferentes

quadros clinicos.

Valores de Valores em

Referéncia Pacientes Condiglo Referéncia
1100 180° HIV [39]
1100 870" HIV [40]
950 700 Diabetes [41]
1200 980 Obstrucao do ducto biliar [42]
1080 630" HIV [43]
1110 1005 Cancer de mama [44]
1380 900 Rinite prematura [45]

* o A e
Pacientes tratados com selénio e/ou -caroteno.
*k . . . , .
Pacientes tratados com drogas como N-acetilcisteina e/ou acetominofeno.

" Pacientes tratados com HIV avangado.
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I.2. Determinacio de Glutationa

Nas células, a glutationa e dissulfeto de glutationa constituem as
formas livres e, junto a fragdo ligada com a proteina representam a
glutationa total. O primeiro passo na analise da glutationa livre ¢ usualmente
a precipitacdo da proteina por acidificacdo (acido tricloroacético, acido
perclorico ou acido sulfosalicilico) produzindo um sobrenadante limpido
livre de proteina apos centrifugagdo, logo a glutationa e dissulfetos podem
ser determinados.

Acidificacdo ¢ geralmente requerida na maioria dos procedimentos
para a determinagdo de tiol e/ou dissulfetos. Somente alguns métodos (por
exemplo: ressondncia magnética nuclear) sao apropriados para a obtencao de
medidas em amostras de células intactas ou nao desproteinizadas [46, 47].

Varios métodos tém sido descritos na literatura para a determinagao
de GSH. Entre eles podemos encontrar: cromatografia liquida de alta
eficiéncia [48-50], espectrofluorimetria [51], espectrofotometria [52, 53],

potenciometria [54], entre outros.
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1.2.1. Métodos de Determinacao de Glutationa

1.2.1.1. Método Espectrofotométrico

Desde os trabalhos pioneiros, realizados por Ellman em 1959 [55]
varios artigos tém sido publicados sobre a determinagcdo de compostos
sulfidrilas e glutationa em amostras bioldgicas [52, 53, 56, 57].

Em amostras biologicas, o método mais utilizado ¢é o
espectrofotométrico, onde o método utilizando o reagente de Ellman’s [55] ¢
o ensaio mais comum. Este se baseia na reacdo entre GSH e o acido
5,5 ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), conhecido como reagente de
Ellman, gerando o composto acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB), o
qual desenvolve uma coloragdo amarela, e ¢ monitorado
espectrofotométricamente a 412 nm.

Entre outras determinacdes espectrofotométricas, também podemos
encontrar o método baseado na reacao de ciclagem enzimatica descoberta
por Owens e Belcher [56] e desenvolvido por Tietze [57] onde a GSSG
reage com o nucleotideo trifosfopiridina (TPNH) e a GSH gerada reage com

o DTNB como mostrado na seguinte equagao:

GSSG + TPNH + H" —SR » > GsH + TPN'
—S S GSS
GS™ + — +
O>N NO, ON NO,
COO COO COO COO

DTNB TNB GSTNB
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Este método permite a determinacdo de glutationa total e ¢ mais
sensivel que aqueles obtidos com o método espectrofotométrico usando

reagente de Ellman e ndo estd sujeito a interferéncia por outros tidis [57].

1.2.1.2. Método Fluorimétrico

O método fluorimétrico também tem sido aplicado para a
determinagdo da glutationa em amostras biologicas [58, 59].

Este método inicialmente proposto por Cohn e Lyle [58] foi
desenvolvido baseando-se na reagdo entre o-ftadialdeido (OPA) ¢
aminodcidos. Cohn e Lyle modificaram o procedimento da reacdo com OPA
para determinacdo de GSH em sangue e tecidos de ratos por simples
precipitacdo das proteinas com &cido metafosforico a 25% (m/v). A
glutationa reage com OPA a pH 8,0 produzindo um produto altamente
fluorescente apds 15 minutos de reagdo a temperatura ambiente, o qual ¢
estdvel durante 30 minutos. A banda de absor¢ao ocorre a 350 um e a banda
de emissdo de fluorescéncia a 420 pm. A faixa de resposta linear foi de 60
pumol L a 32,5 mmol L™

A maior desvantagem deste método ¢ a pobre seletividade devido a
interferéncia significativa de aminoacidos que também reagem com o OPA,
tais como glutamine, asparagine, histamine, entre outros.

Além do OPA outros reagentes fluoroforos sao também usados para
determinagdo de glutationa, como: Monobromobimano (BrB) o qual ¢ um
reagente especifico para grupos funcionais tidicos formando adutos BrB-tiol

com alta fluorescéncia [60].
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1.2.1.3. Método de Bioluminiscéncia

O método de bioluminiscéncia para a determinacdo de glutationa
reduzida foi desenvolvido por Romero e Mueller-Klieser [61]. O principio
bioquimico ¢ a quimiluminescéncia da bactéria luciferase. A glutationa esta
ligada ao sistema redox NADP/NADPH+H" através de enzimas especificas
(glutationa redutase). O sistema redox pode ser acoplado numa forma
quantitativa a bactéria luciferase via flavina mononucleotideo (FMN). A
acumulagdo de NADPH ¢ medida via reagdo de bioluminiscéncia da flavina
mononucletideo (FMN) e a bactéria luciferase. Uma correlagdo linear ¢
obtida entre a intensidade de bioluminiscéncia da reacdo da luciferase e o
conteudo de GSH em amostras liquidas. Este processo enzimatico oferece
flexibilidade, desde que cada substancia possa ser ligada quantitativamente
ao sistema redox.

Este ensaio requer pequenas amostras liquidas e pode ser usado numa
ampla faixa de concentragdes de glutationa. Por outro lado, isto pode ser
apropriado para uso em microtituladores. A desvantagem deste método ¢ ser

semiquantitativo.

I.2.1.4. Eletroforese Capilar

A Eletroforese Capilar (CE) foi introduzida como uma técnica de
separacdo analitica altamente eficiente, de volume ultrapequeno para as
analises de espécies carregadas mesmo numa unica célula. Piccoli et al. [62]

descreveram pela primeira vez um método de eletroforese capilar de alta
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performance (HPCE) com deteccdo UV, que permitia a determinacao
simultanea de glutationa reduzida e oxidada em células vermelhas em niveis
de fentomoles com um simples procedimento de extragdo com o uso de uma
membrana Microcon-10.

Recentemente Jin et al [63] desenvolveram um método de
eletroforese capilar com detec¢dao eletroquimica para a determinagdo de
glutationa numa unica célula vermelha. A detec¢do eletroquimica foi
realizada com eletrodo de amalgama Ouro/Mercurio, aplicando-se um
potencial de 60 mV vs. ECS. Neste trabalho foi observada através do
microscopio a lise de um eritrocito por vez.

Por outro lado Carru et al. [64] modificaram o método de Piccoli, ¢
descreveram a determinacao direta da GSH e GSSG em células vermelhas
em um tempo de 2 minutos, usando o método de eletroforese capilar com
detecg¢do espectrofotométrica. Carru et al. apresentaram o método como
sendo o mais rapido conseguido até entdao, o que foi alcancado por um ajuste

na composic¢ao e forca idnica do tampao.

1.2.1.5. Método HPLC

O método de cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
tornou-se recentemente o método de preferéncia para medidas de glutationa
e tidis relacionados em amostras bioldgicas. A determinacdo simultanea da
glutationa e outros tidis em um so ensaio pode ser conseguido pela escolha
apropriada da coluna, derivatizagdo e protocolos de eluicdo e sistema de

deteccao.
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O método de HPLC com detec¢do eletroquimica representa uma
ferramenta importante para a anélise de compostos reativos redox, tais como
tidis e dissulfetos, incluindo glutationa. Inicialmente, eletrodos de mercurio
foram usados como detector para determinacdo de glutationa e outros tidis
[65]. Este método foi mais tarde simplificado e expandido por Allison, pelo
desenvolvimento de um eletrodo duplo de camada fina de amalgama Au/Hg
para a determinacao simultanea de glutationa e cisteina, e seus respectivos
dissulfetos [66]. Richie e Lang [67] modificaram o método de Allison,
permitindo a determina¢do de uma ampla variedade de tidis e dissulfetos
biologicamente importantes, ¢ sua aplicagdo em amostras bioldgicas. A
preparacao das amostras envolve precipitacdo da proteina com 4acido
metafosforico e uma diluicdo de 20 vezes com a fase movel.

Recentemente Hiraku et al. [68] registraram um ensaio HPLC com
detec¢do eletroquimica para glutationa reduzida e oxidada e tidis
relacionados. A determinacdo em niveis de fentomoles de glutationa ¢
conseguida num sistema incluindo um eletrodo de ouro com uma ampla é4rea
superficial, obtendo uma sensibilidade extremamente alta para glutationa.

Usando eletrodos de ouro, alguns cuidados devem ser tomados para
assegurar que o oxigénio seja rigorosamente excluido do sistema; de
qualquer forma, os eletrodos Au/Hg perdem sensibilidade apos algumas
centenas de injecoes e deveriam ser recondicionados. Mais recentemente
estudos detalharam o uso de eletrodos de grafite poroso em procedimentos
em linha para monitoramento dos niveis de GSH e GSSG com sensibilidades
na faixa de 4,9 a 325 pmol [69, 70].

O método eletroquimico acoplado a HPLC oferece varias

caracteristicas atrativas: facil processamento da amostra, especificidade,
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auto-injecdo, tempo de andlise curto e a possibilidade de determinagao de

outros tiois.

[.2.1.6. Método de cromatografia gasosa acoplado a

espectrometria de massa

No método de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de
massa (GC-MS) para andlises de glutationa em amostras bioldgicas, descrito
por Capitan et al. [71], a glutationa do sangue ou plasma foi reduzida com
ditiotreitol, desproteinizada com acido sulfosalicilico, derivatizada com
cloroformato etilico e extraidos com éter etilico. Derivados do N,S-
etoxicarbonil metil éster de glutationa e outros tidis foram separados e
quantificados por GC-MS.

O custo relativamente alto do equipamento ¢ a maior desvantagem
deste método. Caracteristicas atrativas sdo: a alta sensibilidade e

especificidade, e a co-determinagdo de outros tiois.

1.2.1.7. Métodos Eletroquimicos

As técnicas eletroquimicas apresentam-se particularmente apropriadas
para determinacdo de compostos tidlicos, dado a flexibilidade da quimica

redox que caracteriza a maioria dos compostos organicos de enxofre.
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Procedimentos simples, tempo de resposta rdpida € o avango da
micro-engenharia e de sistemas de eletrodos descartaveis favorecem o uso
de dispositivos eletroquimicos.

Entre os métodos eletroquimicos desenvolvidos para a determinagao
de glutationa podemos mencionar primeiramente o método potenciométrico,
onde apenas um sensor potenciométrico foi registrado na literatura. Este
método registrado por Compagnone et al. [72] esta baseado na determinagao
do ion F™ (com eletrodo ion seletivo) produzido da reagdo entre a GSH e 1-
fluoro-2,4-dinitrobenzeno catalisado pela enzima Glutationa Transferase.

Outros métodos eletroanaliticos para determinacdo de glutationa
baseados na oxidagdo direta do grupo tiol em eletrodos so6lidos como
carbono vitreo [73], grafite pirolitico [74] e ouro [75], sdo amplamente
explorados. Estes eletrodos foram muito usados acoplados a técnicas de
separacdo, devido a falta de seletividade dos mesmos. Uma grande
desvantagem deste método, € que os tidis requerem alto potencial para a
oxidacao.

Assim, sO para citar alguns exemplos, no método baseado na oxidagao
direta de tiois, podemos encontrar a oxidagdo da glutationa no eletrodo de
mercurio conforme registrado por Allison [76], na qual foi necessaria uma
prévia separagdo utilizando a técnica de cromatografia liquida. Apds esta
separagdo os tidis foram detectados por oxidagdo catalitica na superficie de
mercurio em 150 mV vs. Ag/AgCl.

A oxidacdo direta em eletrodos de carbono também tem sido
reportada, como a descrita por Zhang et al. [77] onde o eletrodo de carbono

foi colocado no final da coluna capilar da cromatografia liquida. O eletrodo
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mostrou boa sensibilidade a compostos tidicos tais como: cisteina,
glutationa, entre outros, para um potencial aplicado de 900 mV.

Moore et al. [74], utilizaram o eletrodo de grafite pirolitico de plano
perpendicular ao plano basal para a deteccao de tidis, entre eles a GSH. Com
este eletrodo conseguiu-se diminuir o potencial de oxidacdo da glutationa
para 650 mV quando comparado com eletrodos de grafite pirolitico de plano
basal, eletrodo de diamante dopado com boro, eletrodo de grafite pirolitico
de plano basal modificado com filme de nanotubos de carbono e eletrodo de
carbono vitreo que apresentaram potenciais de oxidacdo para GSH
superiores a 900 mV.

Como observado nestes exemplos citados acima, os eletrodos so6lidos
geralmente apresentam um alto potencial de oxidacdo para a glutationa,
devido a isto, modificagdes quimicas das superficies destes eletrodos vém
sendo investigadas, com o objetivo de diminuir o alto potencial de oxidagao,
obtendo-se, em muitos casos, uma melhor resposta eletroquimica
(eletrocatalise), alta sensibilidade e eliminagdo de interferentes para analise

em amostras complexas.

1.2.2. Eletrodos Quimicamente Modificados

Os eletrodos quimicamente modificados (EQMs) tém atraido
consideravel interesse nas ultimas duas décadas, da mesma forma que os
pesquisadores tém procurado exercer um controle mais direto sobre a

natureza fisico-quimica do eletrodo. A terminologia, definicdes e métodos
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de preparacao dos EQMs tém sido descritos e classificados pela IUPAC
[78].

Os EQMs tém numerosas aplicagdes, como por exemplo:

(1) um amplo espectro de pesquisas eletroquimicas basicas, incluindo a
relagdo de transferéncia de elétron heterogénea e reatividade quimica da
superficie do eletrodo, fendmeno eletrostatico na superficie do eletrodo e
fendmeno de transporte de elétrons e ions em polimeros.

(2) no desenho de dispositivos eletroquimicos e sistemas para aplicagcdes em
sensores quimicos, conversdo de energia e armazenagem, eletronica
molecular, dispositivos eletrocrdmicos, protecdo a corrosdo e sintese eletro-
organica.

A capacidade de manipular a arquitetura molecular do corpo da matriz
do eletrodo e sua superficie, em particular tem conduzido a uma ampla
extensdo de aplicagdes analiticas dos EQMs e criadas poderosas
oportunidades para eletroanalises.

Desta forma podemos definir o eletrodo quimicamente modificado,
como um eletrodo produzido de um material condutor ou semicondutor que
¢ coberto por um filme molecular ou multimolecular, id6nico, ou polimérico
que contém um modificador quimico, € que por meio de reagdes redox
(transferéncia de carga) ou na diferenca de potencial interfacial (ndo ha
transferéncia de carga liquida) exibem propriedades quimicas,
eletroquimicas e/ou 6pticas do filme [78].

Pela suas grandes vantagens, o desenvolvimento de -eletrodos
quimicamente modificados vem sendo amplamente estudado, com o objetivo

de melhorar a transferéncia de elétrons entre o analito € o eletrodo,
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aumentando sua sensibilidade, diminuindo o potencial de oxidagdo ou
redugdo e melhorando a estabilidade e reprodutibilidade do eletrodo.

Neste sentido, muitos pesquisadores tém utilizado compostos a base
de ftalocianina de cobalto para modificar superficies de eletrodos em
diferentes modos, pois o ion cobalto apresenta atividade catalitica para a
oxidacdo da glutationa, composto que ¢ de nosso principal interesse,
permitindo a diminui¢ao dos altos potenciais de oxidagdo deste.

Assim podemos encontrar o trabalho descrito por Halbert et al. [79],
que prepararam um eletrodo misturando ftalocianina de cobalto
tetrasulfonada com grafite em pd e nujol. O eletrodo apresentou resposta
eletrocatalitica para muitos tidis na faixa de potencial de 750 a 850 mV vs.
Ag/AgCl, esta faixa de potencial foi similar a aquelas observadas para a
oxida¢do da ftalocianina de cobalto em solugdo apos a adi¢dao desta na pasta
de grafite. Devido ao alto potencial e a falta de seletividade, o eletrodo foi
aplicado como detector eletroquimico acoplado a cromatografia liquida.

Por outro lado, Wring et al. [80] também utilizaram a ftalocianina de
cobalto na construcao de eletrodos a base de grafite e resina epoxi, para o
monitoramento de GSH. A determinac¢ao de GSH foi realizada por técnica
amperométrica aplicando-se um potencial de 450 mV vs. Ag/AgCl
encontrando uma faixa de trabalho de 0,1 10° a 5,5 10 mol L, com um
limite de detecgdo de 3,25 10° mol L™,

Seguindo com o uso da ftalocianina de cobalto, encontramos o
trabalho descrito por Griveau et al [81], os quais usaram tetra-
aminoftalocianina de cobalto adsorvida na forma do monOmero e
eletropolimerizada como poli-tetra-aminoftalocianina sobre a superficie do

eletrodo de carbono vitreo. A atividade eletrocatalitica da oxidagao dos tiois
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aumenta ligeiramente com a espessura do filme, mas esta atividade foi
similar ao do eletrodo com o monoémero adsorvido. A determinagao de GSH
foi realizada por técnica amperométrica, aplicando-se um potencial de -130
mV vs. ECS, com uma sensibilidade de 0,12 pA mol™ L e limite de deteccio
de 1,6 10° mol L™

Outros compostos a base de cobalto foram também estudados. Assim,
Shankaran et al. [82] utilizaram o hexacianoferrato de cobalto como
mediador, e imobilizaram este composto com parafina sobre um eletrodo de
grafite. O eletrodo assim construido apresentou resposta eletrocatalitica para
GSH num potencial de 750 mV vs. Ag/AgCl, encontrado-se uma resposta na
faixa de 40 a 520 umol L™, com um limite de detec¢do de 2,4 pmol L™

Além dos compostos a base de cobalto existentes na literatura,
compostos derivados de ruténio (III) [83, 84] também foram utilizados como
mediadores, com objetivo de diminuir o alto potencial de oxidacdo da GSH.
Assim podemos encontrar o trabalho descrito por Nalini et al. [84], os quais
utilizaram como mediador redox o difenilditiocarbamato de ruténio,
composto insoluvel em solugdo aquosa, para preparar um eletrodo com pasta
de carbono. O eletrodo a base de ruténio mostrou uma resposta
eletrocatalitica para a oxidagdo de GSH num potencial de oxida¢ao de 360
mV vs. ECS, o eletrodo desenvolvido apresentou uma ampla faixa de
trabalho de 20 a 200 pmol L' com um limite de detec¢io de 5 pmol L™,

Uma outra classe de materiais utilizados como mediadores, sdo os
complexos de transferéncia de carga, os quais foram introduzidas em 1979
por Jaeger et al. [85].

Complexos de transferéncia de carga sdo preparados pela combinagao

de um doador e um receptor de elétrons. Essas espécies sdo tipicamente
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moléculas planares com uma densidade eletronica-n deslocalizada acima e
abaixo do plano molecular. Exemplos tipicos sdo: o tetratiofulvaleno (TTF)
como doador e o tetracianoquinodimetano (TCNQ) como receptor [86].

Estes e outros exemplos sdo mostrados na Figura L.5.

RECEPTOR DOADOR
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TCNQ TTF
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5 !
CN CH;
TNAP NMP"*

Figura L.5. Estruturas de algumas moléculas receptoras e doadoras de
elétrons. Tetracianoquinodimetano (TCNQ), Tetracianonaftoquinodimetano

(TNAP), Tetratiofulvaleno (TTF) e N-metil-fenazinio (NMP").

Assim os complexos de transferéncia formados sdo utilizados em
forma direta de seus cristais e/ou misturados com grafite para a preparagao
de eletrodos, e estes tém sido utilizados para a deteccao de alguns compostos
de interesse bioldgico e enzimas redox [87-89].

Quando comparados com outros eletrodos quimicamente modificados,
as superficies dos eletrodos a base de complexos de transferéncia de carga,

apresentam as vantagens de serem mais estaveis, mais reprodutiveis, além de
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serem de facil preparo. Devido a isto, estes eletrodos ocupam um importante
lugar em bioeletroanalises [90].

Uma caracteristica muito importante para a constru¢do de eletrodos a
base de complexos de transferéncia de carga ¢ sua condutividade. Assim, por
exemplo, o N-metil-fenazinio tetracianoquinodimetano (NMP-TCNQ) ¢ um
bom condutor elétrico (o = 143 S cm™'), mas sem o grupo metila trocado por
um grupo etila o correspondente  composto  N-etil-fenazinio
tetracianoquinodimetano (NEP-TCNQ) é um isolante (¢ = 10” S cm™).
Desta forma entre a ampla variedade de complexos de transferéncia de carga
podemos encontrar ao TTF-TCNQ como o mais usado para a preparagao de

eletrodos devido a sua alta condutividade (6 =500 S cm™).

1.2.3.  Tetratiofulvaleno-Tetracianoquinodimetano  (TTF-

TCNQ)

O complexo TTF-TCNQ apresenta alta condutividade e baixa
solubilidade em potenciais controlados. A presenca de quatro grupos cianos
e a conjugagdo relativamente extensa de seu sistema de elétrons m fazem
deste complexo um excelente doador e receptor de elétrons [85, 91].

Estudos com os complexos de TTF e TCNQ tém sido bastante
extensos. Os primeiros estudos eletroquimicos empregando estes tipos de
complexos foram registrados na literatura por Jaeger e Bard [92]. Estudos
voltamétricos t€m sido realizados com o objetivo de elucidar os processos

eletroquimicos que ocorrem com as microparticulas de TTF e TCNQ
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confinadas em superficies. Quando submergidos em solugdes aquosas
contendo ions monovalentes, os voltamogramas destes eletrodos
modificados sdo caracterizados por picos estreitos separados por uma ampla
zona inerte [93, 94].

O processo redox deste complexo (TTF-TCNQ) estd associado com a
inclusdao/exclusao de ions dentro da rede cristalina [95, 96]. O processo da
inclusdo de ions ¢ fundamental para a neutralizagdo da carga da rede
cristalina formada durante o processo de redugdo [97]. E o processo de
exclusdo de ions € essencial durante a oxidagdo da rede cristalina.

Para o sistema TCNQ"", a transformagdo do par redox resulta da
incorporagdo de cations durante a reducdo e a exclusdo destes durante a

oxidagao como mostrado na equagao I.1:

XTCNQ) + ne” + nM 1y <> M () TCNQ)o(TCNQ) . (5) (L.1)

Onde para cations do grupo I (M =Na’, K', e Rb") x=1, n=1, embora
outras estequiometrias possam ser observadas (Cs’, x=3, n=2).

Para o sistema TTF’", a transformagdo do par redox resulta na
incorporagdo de anions da solugdo durante a oxidagdo e a exclusdo destes

anions durante a redu¢do, como na equagao [.2:
XTTF ) + nX (aq) <> TTF (i) X)a(TTF)yn 5) + 1€ (1.2)
No caso do TTF aproximadamente 75% do soélido ¢ oxidado

resultando num produto de valéncia misturada, assim, para haletos x=1,

n=0,71-0,76 [98].
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Atualmente os sais de conducdo organica vém obtendo grande
interesse devido a suas importantes propriedades caracteristicas. Um
importante complexo de transferéncia de carga ¢ sintetizado entre o TTF e o
TCNQ originando o complexo organico TTF-TCNQ com propriedades de
alta condugdo. Este complexo tem propriedades como de um metal, o qual
suporta ampla faixa de temperatura, assim como apresenta a mais alta
condutividade dos compostos organicos (¢ = 500 S cm™) [99].

Este complexo de transferéncia de carga (TTF-TCNQ) ¢
intrinsecamente condutor a temperatura ambiente. Assim, € possivel sua
utilizacdo para a construcao de eletrodos modificados. Além disso, cristais
de TTF-TCNQ s3o insoluveis em d4gua, no entanto outras espécies
eletroativas como: TTF", TTF, TCNQO, TCNQ', ou TCNQZ' liberadas apos
a destruicdo da rede cristalina na superficie do eletrodo por processos
catodicos ou anddicos, os quais contribuem como mediadores, apresentam
certa solubilidade em meio aquoso [89, 100].

Estas espécies eletroativas chamadas de “mediadores” podem
transportar elétrons entre o analito ou enzimas redox e a superficie do
eletrodo. Assim o complexo de transferéncia de carga TTF-TCNQ
apresenta-se como um mediador potencial com grandes vantagens. O
comportamento eletroquimico do complexo TTF-TCNQ tem sido estudado
amplamente, com a analise de parametros importantes como: a faixa de
potencial, potencial aplicado, eletrolito utilizado [100].

Desta forma, citaremos alguns exemplos onde sdo utilizados os
compostos de transferéncia de carga, para o desenvolvimento de eletrodos.

Pesquisadores como Pandey [101] e Kulys [102] entre muitos outros,

utilizaram como mediador o composto TCNQ para o desenvolvimento de
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eletrodos quimicamente modificados a base de grafite. Kulys ef al. [102]
prepararam um sensor eletroquimico descartavel a base de TCNQ, usando a
técnica “screen printing” para a determinacdo de 4cido ascorbico. O sensor
desenvolvido apresentou um baixo potencial de oxidacdo para o &cido
ascorbico (50 mV a pH 7,0 vs. Ag/AgCl) quando comparado com eletrodos
nao modificados como eletrodos de platina ou carbono vitreo onde o
potencial de oxidagdo para acido ascorbico ocorre em 500 mV vs. ECS [103-
105]. O sensor apresentou uma sensibilidade de 3,5 pA mmol' L, com
tempo de resposta de 30 segundos, utilizando 30 pL de amostra, o limite de
detecgdo foi de 22 pmol L™

Um outro trabalho utilizando o composto TCNQ ¢ o proposto por
Murthy et al. [106] para a determinacdo de NADH. Neste trabalho, o TCNQ
previamente dissolvido em acetonitrila foi imobilizado eletroquimicamente
sobre o eletrodo de grafite pirolitico de plano perpendicular ao plano basal,
aplicando-se um potencial de 1,0 V vs. Ag/AgCl por 25 minutos. O eletrodo
modificado mostrou resposta catalitica para a oxidacio de NADH em
tampao fosfato pH 7,0, com um potencial de oxidacao de 380 mV vs. ECS, o
qual foi menor ao comparado com eletrodos metalicos onde o potencial de
oxidacdo ¢ de 1,1 V. Ja em eletrodos de grafite pirolitico de plano
perpendicular ao plano basal a eletrooxidagdo do NADH ocorre em 380 mV
mas o pico de oxidacao € pouco definido. No entanto a oxidacao em eletrodo
de grafite pirolitico de plano basal a oxida¢ao ocorre em 450 mV [107].
Assim, este eletrodo apresenta uso potencial para substratos a base de
enzimas desidrogenase.

A desvantagem de usar somente o composto de TCNQ no eletrodo ¢ a

falta de estabilidade e reprodutibilidade, devido este composto apresentar
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certa solubilidade em solucdo aquosa. Por esta razdo, complexos de TTF-
TCNQ ou outros complexos derivados t€m sido utilizados na construgao de
eletrodos, por apresentarem uma alta insolubilidade em solugdo aquosa.

O complexo TTF-TCNQ tem sido utilizado na preparagao de
biosensores para a determinagdo de colina e acetilcolina [76], lactose [87],
glicose [89], e formaldeido [107], entre outros. Assim também tém sido
preparados sensores a base hexametilenotetratelurofulvaleno-TCNQ
HMTTeF-TCNQ sem o uso de enzima, para a oxidacdo direta e
determinagdo de compostos como NADH [90], acido ascérbico, dopamina, e
tiois [101].

Na literatura, ndo se tem registrado o uso do complexo TTF-TCNQ
para a determinacdo de GSH, assim neste trabalho foi utilizado este
complexo no desenvolvimento de um eletrodo para a determinacdo deste
analito, j& que este complexo de transferéncia de carga apresenta alta
condutividade, baixa solubilidade em meio aquoso a potenciais controlados

e propriedades eletrocataliticas.
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II. OBJETIVO

O objetivo da presente tese foi o desenvolvimento de um sensor
amperométrico sensivel a glutationa para a determinagdo desta em
eritrocitos. Para alcangar este objetivo foi necessario realizar os seguintes

estudos:

a) Desenvolver um eletrodo a base de pasta de carbono modificado com

o complexo tetratiofulvaleno-tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ).

b) Avaliar as propriedades eletrocataliticas do eletrodo modificado e as
condigdes Otimas de resposta para GSH, tais como: pH, influéncia do
eletrolito suporte, potencial aplicado, tampdes e faixa de resposta

linear.

c) Aplicar o sensor otimizado na determinacdo de GSH em amostras de

eritrocitos apos a lise dos mesmos.

d) Comparar o método amperométrico desenvolvido com o método

espectrofotométrico.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

III.1. Reagentes e Materiais

Glutationa (GSH), Tris(hidroximetil) aminometano (TRIS), N-(2-
hidroxietil)  Piperazina-N,N’-bis(2-acido  etanossulfonico)  (HEPES),
Piperazina-N,N’-bis-(2-acido  etanossulfonico) (PIPES) e 4cido 5-
sulfosalicilico foram adquiridos da Sigma (St. Louis, USA),
Tetracianoquinodimetano (TCNQ), Tetratiofulvaleno (TTF) e &cido 5,5’-
ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DNTB) foram adquiridos da Acros Organics
(New Jersey, USA). Acetonitrila foi adquirido da Nuclear (Sao Paulo,
Brasil) e destilado antes de ser usado [108].

Po6 de grafite 99,9% e solugdo de Nafion® 5% (m/v) foram adquiridos
da Aldrich (Millwaukee, USA) e o Nujol (6leo mineral) foi adquirido da
Schering-Plough (Sdo Paulo, Brasil). Estes foram utilizados na preparagdo
do eletrodo de pasta de carbono (EPC).

Sais como KCIl, K,HPO,, KH,PO, foram adquiridos da Labsynth,
(Sao Paulo, Brasil) e Na,H,EDTA adquirido da Nuclear (Sao Paulo, Brasil).

Para os estudos de interferéncia foram utilizados: 4cido ascoérbico da
J. T. Baker (New York, USA), glicina, cisteina e 3-D-glicose foram obtidos
da Sigma (St. Louis, USA), acido glutamico da Fisher Scientific Company
(USA).

Todos os demais reagentes foram de grau analitico e preparados em

agua deionizada (> 18MQ) pelo sistema Milli-Q da Millipore.
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A eliminagdo de oxigénio (O,) dissolvido foi feita pelo
burbulhamento de nitrogénio nas solugdes durante 10 minutos antes das

medidas.

II1.2. Preparaciao do Complexo TTF-TCNQ

O complexo TTF-TCNQ foi obtido seguindo o procedimento descrito
por Jaeger et al. [85]. Num baldao de duas bocas de 10 mL equipado com
barra magnética e condensador, foram colocados sob atmosfera de
Nitrogénio 0,12 mmol de TTF (Figura IIl.1(a)) ¢ 0,12 mmol de TCNQ
(Figura III.1(b)), os quais foram dissolvidos em 2,5 mL de acetonitrila
anidro (previamente destilada). Em seguida foi aquecido até 60 °C sob
banho de agua por 40 minutos. Um precipitado preto do complexo TTF-
TCNQ (Figura IIL.1(c)) foi formado imediatamente como um pd
microcristalino. Estes cristais foram lavados com acetonitrila fria a
temperatura ambiente € em seguida com éter etilico frio para eliminar os

materiais de partida que ndo reagiram.
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Figura IIL.1. (a) Tetratiofulvaleno (TTF), (b) Tetracianoquinodimetano
(TCNQ) e (¢) complexo TTF-TCNQ.

O complexo obtido foi caracterizado por trés técnicas:

e Por analise elementar, utilizando-se um Analisador Elementar CHSN da
Perkin-Elmer (modelo 2400).

e Por Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIV), para isto um espectrofotdometro FTIV Bomem modelo B100 foi
utilizado. Os espectros de infravermelho foram obtidos a partir de
pastilhas de KBr, contendo o complexo TTF-TCNQ disperso na
propor¢ao de 100 partes de KBr para uma do complexo. Os espectros
foram obtidos no intervalo de 4000 a 400 cm™, com 20 varreduras min™' e
com resolucdo de 4 cm’™.

e Por Espectroscopia UV-visivel, utilizando cela de quartzo. Os espectros
UV-visivel foram obtidos a partir das solugdes de TTF, TCNQ e do

complexo TTF-TCNQ dissolvidos em dimetilsulfoxido numa
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concentra¢ido de 50 pmol L. Os espectros foram obtidos na faixa de 200

a 1000 nm.

II1.3. Preparacio do Eletrodo de Pasta de Carbono
Quimicamente Modificado com TTF-TCNQ

O eletrodo de trabalho inicialmente foi preparado misturando-se 40
mg de grafite em pd com o complexo TTF-TCNQ. Apoés homogeneizagao,
foram adicionadas duas gotas de Nujol e 30 pL de solu¢do de Nafion 0,5%
(m/v), homogeneizando novamente até obter uma pasta consistente.

Com o objetivo de verificar o efeito da concentragdo do complexo
TTF-TCNQ na pasta, diferentes proporcoes deste (5, 10, 20 e 30% (m/m))
foram testadas. Estudos para verificar a influéncia de Nafion na resposta do
sensor também foram realizados, assim diferentes diluigdes deste (0, 0,25,
0,5, 1, 2, 3, 4 e 5% (m/v)) foram testadas na preparagao do eletrodo de
trabalho.

O eletrodo de trabalho foi preparado no laboratoério, constituido de um
tubo de vidro de 12 cm de comprimento com um diametro interno de 4,0
mm. No qual foi colocada uma lamina de Pt a uma profundidade de 1 mm,
como mostrado na Figura IIL.2.

Finalmente, a pasta foi transferida para a cavidade da extremidade
inferior do tubo de vidro e logo foi polida sobre papel sulfite apoiado em
placa de vidro lisa. Obtendo-se desta forma o eletrodo de pasta de carbono

modificado, o qual foi denotado como EPC/TTF-TCNQ.
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Figura IIL.2. Eletrodo de pasta de carbono modificado com o complexo

TTF-TCNQ.

I11.4. Instrumentacio e Célula Eletroquimica

As medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas com
auxilio de um potenciostato da Eco Chemie (Autolab® modelo PGSTAT 30),
Utrecht, Netherlands; interfaciado a um microcomputador com software
GPES 4.9 para controle de potencial, aquisicao e tratamento de dados como

mostrado na Figura IIL.3.
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Figura II1.3. Aparelhagem utilizada para as medidas eletroquimicas.

O sistema utilizado foi constituido de uma célula eletroquimica de trés
eletrodos com 2,5 mL de capacidade (Figura IIl.4), como eletrodo de
referéncia utilizou-se o eletrodo de calomelano saturado (ECS); como
eletrodo auxiliar uma espiral de platina e como eletrodo de trabalho o
eletrodo de pasta de carbono modificado. Empregou-se um pH/Analisador
de ions da Corning modelo 350 com eletrodo combinado de vidro também
da Corning para as medidas de pH.

Um frasco lavador contendo amalgama de Zn(Hg) em solugdo acida
(HC1 2 mol L") contendo Cr*" foi utilizado para remogio de eventual O,

presente no nitrogénio.
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Figura II1.4. Célula de trés eletrodos utilizada nas medidas eletroquimicas.
ER = eletrodo de referéncia - ECS, ET = eletrodo de trabalho, CE = contra
eletrodo - espiral de Pt.

IIL.5. Tratamento da Amostra de Sangue

Para o tratamento do sangue foi seguido o procedimento proposto por
Habif et al. [109]. O sangue foi coletado em tubos contendo heparina para
evitar a coagulagdo, em seguida foi centrifugado a 1000 g por 10 minutos a
uma temperatura de 4 °C. O plasma e os 4cidos graxos foram eliminados, e
os eritrocitos separados foram lavados com uma solucdo gelada de tampao
fosfato de sédio 0,2 mol L' contendo 0,9% de NaCl a pH 7,4 (esta ¢ uma
solugdo isotonica similar ao plasma sanguineo, o qual evita que a forma e

estrutura dos eritrocitos se alterem e se lisem). Em seguida a solucdao de
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lavagem foi separada e descartada dos eritrocitos por centrifugagdo a 1000 g
durante 10 minutos a 4 °C. Este procedimento foi realizado trés vezes, até
que a solucdo de lavagem ficasse limpida.

O processo de lise dos eritrocitos foi realizado misturando-se
propor¢des iguais de eritrocitos e dgua gelada (1:1 (v/v)), e logo foram
deixados em gelo por 10 minutos produzindo-se a hemodlise [110]. Em
seguida o hemolisado obtido foi desproteinizado pela adi¢ao de uma solucao
de 4cido 5-sulfosalicilico a 10% (m/v), numa propor¢dao de hemolisado e
acido de 2:1 (v/v) [111]. Finalmente, o sobrenadante livre de proteina obtido
apos centrifugagao a 1000 g por 5 minutos, foi colocado em tubos Eppendorf
e armazenado em biofreezer a -70 °C até a realizacdo das analises.

A utilizagdo de amostras de sangue foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Parecer
Projeto N° 302/2000).

Na manipulagcdo da coleta de amostras de sangue, foram utilizadas
luvas como prevencao de infec¢do para o coletador e o paciente. As agulhas
devem ser manipuladas de forma extremamente cuidadosa, e descartadas em
um recipiente rigido, resistente a perfuracdo dotado de tampa. Estes
recipientes devem ser preenchidos somente até cerca de 3/4 do volume e
podem conter uma solugao de hipoclorito de sédio a 2% (m/v).

As amostras de sangue podem ser descartadas no esgoto sanitario caso
a legislacao local o permita, e extremo cuidado deve ser usado neste descarte

para evitar respingos.
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II1.6. Avaliaciao e Otimizacio do EPC/TTF-TCNQ

O comportamento eletroquimico do EPC/TTF-TCNQ foi avaliado por
técnica voltamétrica e amperométrica. Os parametros que influenciam na
estabilidade, sensibilidade e resposta do eletrodo modificado foram
avaliados, tais como: a faixa de potencial, tipo do eletrolito de suporte (KCI,
NaCl, LiCl, NH4Cl, CaCl,, KNO;, K,SO,), concentracdao do eletrdlito de
suporte, pH e composi¢do do tampao. A resposta para a determinagdo da
glutationa no eletrodo foi otimizada, para isto parametros tais como: pH,
tampdes, e potencial aplicado, também foram estudados.

Conhecendo-se as condi¢gdes dtimas de trabalho do eletrodo, partiu-se
para a obtencao da curva analitica (concentragdo vs. resposta), a qual fornece
informagdes importantes, tais como: sensibilidade, intervalo de resposta
linear, limite de detec¢ao e tempo de resposta [86].

A curva de calibragao do eletrodo modificado foi feita por adigdes
sucessivas da solucdo padrao de glutationa na célula eletroquimica e
medindo-se a corrente como resposta. O experimento foi iniciado com o
registro da corrente em funcdo do tempo, num dado potencial aplicado, na
presencga da solugdo tampao sem o analito, até a corrente alcancar um valor
constante, o qual ¢ chamada de corrente de fundo ou corrente residual. Uma
vez alcancado uma corrente constante, uma concentracdo do analito foi
adicionada e com o auxilio de um agitador magnético fez-se a
homogeneizacao da solugdo por 5 segundos, apds esse tempo registrou-se o

aumento da corrente em fun¢do do tempo.
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As respostas foram calculadas em fun¢ao da variagdo da densidade de
corrente obtida quando adicionado o analito na célula eletroquimica, como
se mostra na Figura IILS.

A curva de calibracdo foi obtida por adi¢des sucessivas de
concentracdes conhecidas de glutationa na célula eletroquimica, o qual
fornece um valor de Aj para cada concentragdo. Desta forma, somando-se as
variagdes em densidade de corrente para as demais adigdes, foram

construidos os graficos de Aj vs. Concentragao.
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t/s
Figura IILS5. Resposta (Aj) do sensor num cronoamperograma em fun¢do da

concentragdo [86], E,, =200 mV vs. ECS.
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II1.6.1. Avaliacao da Estabilidade e o Tempo de Vida do
Eletrodo

Para avaliar a estabilidade do sensor, realizaram-se varias medidas
consecutivas com o mesmo eletrodo, e as respostas foram comparadas ao
longo das medidas. Os valores de resposta obtidos inicialmente foram
considerados como 100%.

J& para o tempo de vida do eletrodo, foram realizadas medidas com
este durante varios meses. Durante o periodo de avaliagdo do tempo de vida

do sensor, este foi armazenado em temperatura ambiente a seco.

II1.7. Aplicacdo do Eletrodo para Determinacio de GSH em

Eritrocitos

A concentracdo de GSH em lisado de eritrdcitos foi determinada pelo
método de adigdo padrao. Para isto um volume de hemolisado
desproteinizado (obtidos no item II1.5) de 20uL foi adicionado a célula de
medida e registrada a corrente, seguidamente foram realizadas trés adigdes
sucessivas de padrao (20 pL) e registrados os respectivos valores de
corrente.

A célula eletroquimica de medida contem 2,5 mL de tampao fosfato
0,1 mol L (pH 8,0), 0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol L Na,H,EDTA. Um
potencial de 200 mV vs. ECS foi aplicado durante as medidas e as correntes

de oxidacao foram registradas.
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II1.8. Determinacido Espectrofotométrica da GSH em

Eritrocitos

O método espectrofotométrico foi utilizado como método de
comparacdo para a determina¢do de GSH em lisado de eritrocitos. As
medidas espectrofotométricas foram efetuadas em um espectrofotometro
UV/Visivel da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, usando-se
cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico e 4,5 mL de capacidade
total.

O principio do método espectrofotométrico para a determinacao de
glutationa consiste na reagdo entre o acido 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB) chamado de reagente de Ellman’s como substincia cromogénica
[55], e a glutationa. O DTNB ¢ especifico para oxidar a glutationa, o qual
gera o composto acido 2-nitro-5-mercapto-benzdico (TNB), de coloragdo
amarela, como ¢ mostrado na Figura II1.6, ¢ a absorbancia do TNB ¢
medida a 412 nm, sendo a variagcio na coloragdo proporcional a

concentracao da glutationa.
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COOH GSS NO,
NO, COOH
Aduto Glutationa-ac. 2-nitro-5-mercapto-benzdico
S (GSTNB)
GSH  + ‘ — > .

COOH

NO; HS NO,
COOH

Glutationa ac. 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) ac. 2-nitro-5-mercapto-benzdico
(DTNB) (TNB)

Figura II1.6. Reacdo entre a Glutationa e o DTNB originando o TNB que ¢

monitorado a 412 nm.

A determinacdo espectrofotométrica de GSH em lisado de eritrocitos
foi realizada seguindo o procedimento proposto por Anderson [111]. Os
reagentes utilizados para este procedimento foram: tampao fosfato de sédio
143 mmol L' contendo Na,H,EDTA 6,3 mmol L, ajustado a pH 7,5;
solu¢dio de DTNB na concentra¢io de 6 mmol L™ em tampéo fosfato pH 7,5;
solucdes estoque de GSH nas concentragdes de P, = 0,35, P, = 0,7, P; =
1,05, P, = 1,4 ¢ Ps = 1,75 mmol L' dissolvidos em solucao de acido
S-sulfosalicilico 10% (m/v).

Para a obtengcdo da curva analitica foram colocadas na cubeta
espectrofotométrica: solucdo tampao (2,45 mL), solugdo de DTNB (350 pL),
agua (600 pL) e 100 pL de cada solugdo estoque de GSH (P, a Ps) as
mesmas representam concentragcoes de 10, 20, 30, 40 e 50 pumol L' na

cubeta. A determinagdo de GSH na amostra foi realizada por adi¢ao padrao e
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as quantidades para a preparacao das cubetas estdo indicadas na Tabela

II.1.

Tabela III.1. Quantidades utilizadas na preparacdo das cubetas de medida

espectrofotométrica para a determinagdo de glutationa.

Branco P() P1 Pz P3 P4 P5
Tampao
2,45 2,45 2,45 245 245 245 245
(mL)
Agua (uL) 700 675 575 575 575 575 575
Padrdo (uL) --- --- 100 100 100 100 100
Amostra (uL) --- 25 25 25 25 25 25

DTNB (uL) 350 350 350 350 350 350 350

II1.9. Estudos de Recuperacao

Testes de recuperagdo para trés diferentes amostras foram realizados
em triplicata da seguinte forma: Quantidades iguais do eritrocito obtido apds
a centrifugacdo do sangue foram colocadas em tubos diferentes, o primeiro
tubo de cada amostra foi utilizado como controle € nos outros tubos foram
colocadas quantidades conhecidas de glutationa. Os processos de hemolise e
precipitacdo protéica foram realizados como descrito anteriormente no item
III.5. Uma vez finalizada a etapa de tratamento da amostra, as medidas

espectrofotométricas e amperométricas foram realizadas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO.

IV.1. Sintese do Complexo TTF-TCNQ

O complexo TTF-TCNQ obtido, sintetizado como indicado na parte
experimental seguindo o procedimento descrito por Jaeger et al. [85],
resultou na formag¢dao de um p6 microcristalino preto.

Os compostos iniciais de TTF e TCNQ que ndo reagiram foram
eliminados na lavagem, ja que eles sdo altamente soliveis na solucdo de
acetonitrila a frio. O rendimento da sintese do complexo foi de 92%.

O complexo sintetizado foi caracterizado por andlise elementar,
Infravermelho e UV/Visivel. Os resultados experimentais obtidos por analise
elementar foram: C = 51,77%, H = 1,74%, N = 13,26% ¢ S = 33,23%. Estes
resultados sdo muito proximos aos valores teodricos do complexo TTF-
TCNQ ((C1gHgN4S,), C =52,92%, H=1,97%, N =13,71% ¢ S =31,39%), o
qual confirma a obten¢do do complexo numa propor¢ao molar de 1:1 como

mostrado na Figura IV.1 [112].

+.
S S NC ii CN
[ o j o o
S S NC CN

Figura IV.1. Estrutura do complexo TTF-TCNQ.

Com objetivo de caracterizar o produto, espectros de infravermelho

foram obtidos para os compostos de partida TTF e TCNQ e para o complexo
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TTF-TCNQ, em KBr. Os valores das bandas mais importantes para o TTF e
TCNQ sao apresentados na Tabela IV.1 e os do complexo TTF-TCNQ sao
apresentados na Tabela IV.2. Observa-se que os valores das bandas
registrados para o complexo TTF-TCNQ estdo em concordancia como o0s
registrados na literatura por Wheland e Gillson [113], assim também muito
proximo dos valores registrados para os compostos de partida, do qual

podemos confirmar a obtencao do complexo TTF-TCNQ.

Tabela IV.1. Valores das bandas dos espectros de FTIV dos compostos
TTF, TCNQ em KBr.

. ' Valores da
Composto Ligacao Valores Obtidos _
Literatura [114]
C=N 2.223 2.260 - 2.240
C-H 861 900 - 675
TCNQ
C=C-H 3.052; 1.542 3.000 e 1.600
C-C 1.352; 1.115 1.300 - 800
C-S 631 700 - 600
TTF C-H 778 900 - 675
C=C-H 3.062; 1.660 3.000 e 1.600
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Tabela IV.2. Valores das bandas dos espectros de FTIV do complexo TTF-

TCNQ em KBr.
_ . Valores da
Composto Ligacdo Valores Obtidos _
Literatura [113]
C=N 2.204 2.250
C-H 811 825
TTF-TCNQ | C=C-H 3.073 -
C-C 1.100 1.089
C-S 703 725

Espectros de UV/Vis foram obtidos para o complexo TTF-TCNQ e os

compostos de partida TTF e TCNQ, dissolvidos em dimetilsulfoxido grau

espectroscopico (Figura IV.2). Observam-se quatro bandas de absor¢do

para o complexo TTF-TCNQ em 320, 400, 750 e 850 nm, as mesmas que

também foram observadas nos compostos de partida, TTF (370 nm) e TCNQ
(360, 740 e 840 nm). Indicando por tanto a presenga do TTF ¢ TCNQ na

formagao do complexo.
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Figura IV.2. Espectros de absorcao UV-visivel das solucdes de TTF, TCNQ

e TTF-TCNQ dissolvidos em dimetilsulfoxido.
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IV.2. Propriedades Eletroquimicas do EPC/TTF-TCNQ

A voltametria ciclica ¢ uma técnica eletroquimica muito utilizada para
caracterizar os eletrodos modificados, fornecendo informacdes sobre as
reagdes de oxido/reducdo nos eletrodos. Assim, voltamogramas ciclicos
foram registrados para os eletrodos de pasta de carbono sem modificar e
modificado com o complexo TTF-TCNQ (com 10% TTF-TCNQ).

Estudos de voltametria ciclica foram realizados em diferentes
intervalos de potencial em solu¢ao de KCI 0,1 mol L pH 7,0 a uma
velocidade de varredura de 20 mV s”'. Foi encontrado que na faixa de
potencial de -150 a 350 mV, o eletrodo apresentou picos de 6xido/reducao
que se mostraram estaveis em varreduras ciclicas sucessivas.

Em seguida foi ampliada a faixa de varredura para potenciais mais
negativos € mais positivos, encontrando-se outros picos de oxidagdo e
redug¢do que ndo foram estaveis a sucessivos ciclos. O aparecimento destes
picos para eletrodos constituidos de cristais de TTF-TCNQ tem sido descrito
na literatura [85, 115]. Assim, quando a faixa de potencial ¢ iniciada em
potencias catddicos mais negativos que -300 mV, origina-se a reducao do
complexo TTF-TCNQ na superficie do eletrodo, formando os compostos

TTF’ e TCNQ', como indicado na equagéo IV.1:
TTF-TCNQ(s) + K ' (a9 + € — TTF’, + K'TCNQ (IV.1)

uma vez formados estes compostos (TTF® ¢ TCNQ') na superficie do

eletrodo e seguindo com a varredura do potencial na direcdo positiva, dois
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picos de oxidacdo sdo observados, os quais sio devidos a oxidacdo do TTF’
a TTF e TCNQ a TCNQ".

Por outro lado, quando a faixa de potencial ¢ iniciada em potencias
anddicos mais positivos que 490 mV, ocorre a oxidagao do complexo TTF-
TCNQ na superficie do eletrodo, formando-se os compostos TCNQ’ e

TTF*", como mostrado na seguinte equagio IV.2:
TTF-TCNQg) + 2Cl ) = TCNQ ) + TTF*'(Cl)yq) + 2€” (IV.2)

assim, quando formados os compostos TCNQ’ e TTF*" na superficie do
eletrodo e seguindo com a varredura do potencial na dire¢do negativa, picos
de reducdo também sdo observados, devido & reducdo do TCNQ" a TCNQ,
do TTF*" a TTF e do TTF" a TTF".

No presente trabalho o eletrodo de pasta de carbono modificado com
o complexo TTF-TCNQ apresentou um comportamento similar ao descrito
acima, isto ¢, quando a faixa de varredura de potencial foi ampliada para
valores mais negativos que -150 mV e mais positivos que 350 mV, os picos
resultantes apresentaram alta instabilidade quando mais de uma varredura
ciclica foi realizada, além de se observar a lixiviagdo do complexo para a
solucao.

Desta forma a faixa de potencial onde o eletrodo apresentou-se
altamente estavel foi entre -150 a 350 mV vs. ECS, e somente um pico de
oxidag¢dao e um pico de reducdo foram observados, correspondentes ao par
redox TCNQ/TCNQ", sendo que o TTF’ ndo é formado na superficie do
eletrodo nessa faixa de potencial de trabalho, conseqiientemente nenhum

pico de oxidagdo e reducdo correspondente ao par redox TTFY/TTF' ¢
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verificado, € nenhuma lixiviagdo do complexo foi observada. Estes
resultados estdo em concordancia com os estudos realizados por Scaboo et
al. [95], quando o potencial ¢ fixado numa faixa de potencial onde o eletrodo
¢ estavel.

Assim, na Figura IV.3 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
para os eletrodos de pasta de carbono modificado com o complexo
TTF-TCNQ e sem modificar, na faixa de potencial de -150 mV a 350 mV
vs. ECS.

200 —
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Figura IV.3. Voltamogramas ciclicos do eletrodo de pasta de carbono ndo

modificado (A) e modificado com o complexo TTF-TCNQ (B). Em 0,1 mol

L' KCl, pH 7,0, velocidade de varredura de 20 mV s,
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Para o eletrodo de pasta de carbono sem modificar (Figura IV.3(A))
nenhum pico ¢ observado naquela regido de potencial, j& para o eletrodo de
pasta de carbono modificado, o voltamograma ciclico apresentou um par

redox correspondente a oxidagdo (£,,= 205 mV) e redugdo (£,.= -15 mV)

do complexo TTF-TCNQ como mostrado na Figura IV.3(B), com potencial

médio (E, ) de 95 mV vs. ECS. Onde E, =(E,, +E,)/2,sendo que E,, € E,

sao os potenciais de pico anodico e catodico, respectivamente. Estes
resultados sao similares aos descritos na literatura [85].

Observa-se também no voltamograma da Figura IV.3(B), que existe
uma zona entre os picos de reducdo e oxidacdo chamada de “zona inerte”,
isto ¢, uma faixa de varredura de potencial onde nenhuma reacdo redox
ocorre. Este comportamento € caracteristico para o cristal de TCNQ
imobilizado na superficie do eletrodo e isto ndo ocorre quando o TCNQ esta
em solucdo [93, 116]. Esta zona inerte € explicada pela necessidade de um
sobrepotencial critico (nucleagdo) [93], embora esta zona inerte seja um
pouco ampla as correntes de pico (/.; € 1,,) apresentam cargas similares,
indicando um alto grau de reversibilidade quimica [93].

Na Figura IV.3 (B) observa-se também a formagao de dois picos: o
pico de redugdo que ¢ acompanhado pela insercdo de cations na rede
cristalina, e o pico de oxidacdo que ¢ acompanhado pela exclusao destes

cations [97], como descrito na seguinte equacao (IV.3):

TCNQ + € + K'uy < K'TCNQ (IV.3)

Portanto, a presenca de cations na solugdo ¢ fundamental para o

desenvolvimento do processo redox.
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IV.3. Otimizaciao do EPC/TTF-TCNQ

IV.3.1. Avaliacdo da Influéncia da Quantidade do Complexo
TTF-TCNQ na Composicao da Pasta
Com o objetivo de otimizar a preparagdo do eletrodo, a quantidade do
complexo TTF-TCNQ na pasta foi estudada, e os resultados obtidos sao

mostrados na Figura IV 4.
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Figura IV.4. Resposta do eletrodo para diferentes porcentagens de TTF-
TCNQ na pasta de carbono. Em 0,1 mol L' KCl, pH 7,0 velocidade de

varredura de 20 mV s,
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Pode-se observar que ha um aumento da corrente de pico quando a
quantidade do TTF-TCNQ ¢ acrescentado na pasta até atingir um maximo de
corrente para uma propor¢cdo de 20% (m/m) de TTF-TCNQ (10 mg do
complexo TTF-TCNQ com 40 mg de grafite) na pasta. No entanto a Figura
IV.4 também mostra que apos atingir este maximo a corrente diminui. Esta
diminuicdo da corrente nos indica uma menor condutividade elétrica da
pasta, pois ha um compromisso entre as quantidades do complexo TTF-
TCNQ e o grafite, este mesmo comportamento foi observado por Martorell
et al. [117] no desenvolvimento de um biossensor a base de grafite e TCNQ,
assim como por Gunasingham ef al. [118] no desenvolvimento de um

biossensor a base de grafite e TTF.

I1V.3.2. Estudo da incorporacao e otimizacao da quantidade do

Nafion no Eletrodo

O Nafion foi utilizado na preparacdo da pasta de carbono junto ao
complexo TTF-TCNQ e nujol, com o objetivo de obter uma melhor
estabilidade do eletrodo, isto porque durante continuas varreduras ciclicas
foi observado um pequeno decréscimo das correntes de oxidagao e redugao.
Provavelmente porque os sais do TCNQ tém uma pequena solubilidade em
agua [119, 120].

Assim, quando o Nafion foi colocado na pasta, observou-se uma
maior estabilidade do eletrodo. Provavelmente isto se deva a que os grupos
sulfonicos do Nafion segurem o composto TTF" liberado durante a oxidagao

do complexo TTF-TCNQ na qual o TCNQ ¢ formado. Durante o processo
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de reducao quando novamente o TCNQ™ ¢ formado, este ¢ estabilizado pelo
TTF" segurado pelo Nafion, desta forma ndo h4 perda de material para a
solucao.

Assim, também foi otimizada a concentracdo do Nafion na pasta. Na
Figura IV.5 ¢ apresentada a variacdo das correntes de oxidagdao e reducao

em funcdo das diferentes concentragdes de Nafion apds 50 ciclos.
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Figura IV.5. Resposta do eletrodo para diferentes concentragdes de Nafion
no eletrodo de pasta de carbono modificado com TTF-TCNQ. Em 0,1 mol
L' KCI, pH 7,0 e velocidade de varredura de 20 mV s™.
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Pode-se observar que em concentragdes menores que 0,5%, correntes
menores sdo registradas e além disso o desvio padrdao das medidas ¢ alto,
indicando instabilidade do eletrodo. Ja para concentracdes acima de 0,5% a
corrente se manteve constante e a estabilidade ¢ verificada pelo baixo valor
do desvio padrao relativo das medidas.

Desta forma na preparagdo do eletrodo foi escolhida uma quantidade

de 0,5% (m/v) de Nafion na pasta.

IV.3.3. Influéncia da Velocidade de Varredura no

Comportamento Eletroquimico do EPC/TTF-TCNQ

O efeito da velocidade de varredura foi estudado em solugcao de KCl
0,1 mol L7, pH 7,0. Assim, na Figura IV.6(A) mostram-se os
voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo modificado em diferentes

velocidades de varredura (5a 130 mV s™).
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Figura IV.6. (A) Voltamogramas ciclicos do EPC/TTF-TCNQ a diferentes

velocidades de varredura. (B) Densidade de corrente de pico anddico vs. a

raiz quadrada da velocidade de varredura. Em 0,1 mol L' KCl, pH 7.0.

Observa-se nos voltamogramas que com o aumento da velocidade de

varredura ha um aumento na separagdo de pico (AE, ). Fazendo-se o grafico

da corrente de pico em fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura
(v'"?), observou-se uma correlagdo linear para velocidades abaixo de 50 mV
s (Figura IV.6(B)) indicando que o processo é controlado por difusdo. J4
para velocidades de varredura maiores que 50 mV s™', os valores da corrente

foram praticamente constantes. Este comportamento a baixas velocidades de
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varredura ¢ provavelmente devido a difusdo de ions do eletrolito de suporte
(K") através da rede cristalina do complexo TTF-TCNQ, o qual deve ser a
responsavel pela manutencdo da eletroneutralidade [116]. Porém, em
velocidades de varredura maiores que 50 mV s™' este comportamento ndo é
observado, pois o eletrolito ndo tem tempo suficiente para difundir-se
através da rede cristalina. Este comportamento também pode ser verificado
pelo aumento na separagdo dos picos, o que indica a dificuldade da entrada e

saida do eletrolito durante o processo redox.

IV.3.4. Influéncia da Natureza e Concentracao do Eletroélito de
Suporte no Comportamento Eletroquimico do EPC/TTF-
TCNQ

A influéncia do eletrolito suporte também foi estudada em relagdo a

separacdo de pico (AE,) e o potencial medio (£, ). Na Tabela IV.3 pode-se
observar que os parametros AE, ¢ E, dependem do tipo de cation. Com o

fon Li" nenhuma corrente de pico foi observada, mostrando que este ion
bloqueia a resposta do eletrodo [85], isto pode ser devido a sua dificuldade
de interagir com o TCNQ™ por estar fortemente hidratado, limitando sua
capacidade de entrada e saida no reticulo cristalino e conseqiientemente
nenhuma corrente foi observada. Com o ion Ca®* observou-se uma
diminuicdo da corrente quando sucessivas varreduras ciclicas foram
realizadas, indicando uma solubilizagdo parcial do complexo TTF-TCNQ

[93].
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Tabela IV.3. Influéncia dos cations sobre a separagdo de pico (AE,) € o

potencial médio (E, ). Concentra¢io dos céations 0,1 mol L™ a pH 7,0, obtido

para EPC/TTE-TCNQ a velocidade de varredura de 20 mV s™.

Eletrolito
AE, / mV E, /mV I1,, [uA 1, /uA
de suporte
K' 220 90 32,2+0,2 31,6 £0,2
Na’ 240 90 29,3 +£0,1 30,8 +0,2
Li" ——— ——— ——— ——
NH," 200 50 23,7+0,5 25,2+0,6
Ca®* 170 35 8,7+0,3 9,6 0,4

A influéncia do anion na resposta do eletrodo também foi avaliada,
para isto anions dos sais de potdssio foram utilizados. Assim pode-se
observar pelos valores da Tabela IV.4 que os anions ndo tem influéncia na

separacdo de pico (AE,) e no potencial médio (£, ), este resultado mostrou-

se concordante com os obtidos por Bond et al. [93].
Estes resultados sugerem que os anions nao participam do processo

redox, e isto justifica sua omissao na equagao (IV.3).

TCNQy + € + Ky < KTCNQ (IV.3)
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Tabela IV.4. Influéncia dos anions sobre a separa¢do de pico (AE,) € o

potencial médio (E, ). Concentragdo dos anions 0,1 mol L™ a pH 7,0, obtido

para EPC/TTE-TCNQ a velocidade de varredura de 20 mV s™.

Eletrolito
AE, /mV  E_ /mV I1,,/ pA 1, /pA
de suporte
Cr 220 90 32,2+0,2 31,6 £0,2
NO5 220 90 32,8+ 0,6 32,4+0,1
S04~ 220 100 37,6+ 04 388405

A influéncia da concentragao do eletrolito de suporte na performance
do eletrodo também foi investigada, para concentracdes de 0,01, 0,05, 0,1 e
0,5mol L de KCl a pH 7,0.

Dos resultados obtidos observou-se uma forte dependéncia da
concentracdo do ion potassio com a corrente de pico (Figura IV.7), e os
voltamogramas registrados mostraram uma mudanca no potencial médio

(E,) do processo redox (Tabela IV.5).
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Figura. IV.7. Voltamogramas ciclicos do EPC/TTF-TCNQ em diferentes

concentra¢des de KCI. (A) 0, 01, (B) 0,05, (C) 0,1 ¢ (D) 0,5 mol L. Em pH

7,0 e velocidade de varredura de 20 mV s,
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Tabela IV.5. Influéncia da concentracao da solucao do eletrélito de suporte
no eletrodo. Experimento em solucdao de KCI, pH 7,0 e velocidade de

varredura de 20 mV s

[KCl]/mol L' AE, /mV E /mV 1,/ pA 1,./pA

0,01 230 45 13,0+0,2 13,0+0,3
0,05 220 80 18,1+0,5 163+04
0,1 220 90 322+0,2 31,6+0,2
0,5 210 125 523+03 47,5+0,8

Esta mudanga no potencial médio ¢ linear com o logaritmo da
concentragdo do eletrolito suporte (log[K']) como pode ser observado na
Figura IV.8. A inclinagdo desta reta é 46,6 mV década™ de concentragio de
K", indicando um processo sub-nernstiano do sistema. Esta dependéncia do
potencial na concentragdo do eletrélito suporte pode ser devida ao equilibrio
do cation com a rede cristalina [121], durante o processo redox que envolve

inclusao e exclusao deste.
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Figura. IV.8. Dependéncia do potencial médio (E,) com o logaritmo da

concentracio do eletrélito de suporte (log[K']).

IV.3.5. Influéncia do pH e Natureza do Tampio no

Comportamento Eletroquimico do EPC/TTF-TCNQ

A influéncia do pH na resposta do EPC/TTF-TCNQ também foi
verificada na faixa de 4,0 a 9,0. O eletrodo mostrou que o pH do meio nao
afeta o processo redox do complexo como pode ser observado na Figura
IV.9, no qual tanto o potencial médio como a separacdo de pico

mantiveram-se constantes. Este comportamento sugere que o proton nido
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participa no processo redox do complexo, pelo menos dentro da faixa de pH

estudado.
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Figura. IV.9. (A) Efeito do pH da solugdao (KCl) sobre a resposta do

eletrodo EPC/TTF-TCNQ. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos em
diferentes pH. Velocidade de varredura de 20 mV s™".

Seguindo com a otimizacao do eletrodo desenvolvido, também foram
realizados estudos com diferentes tampoes, entre eles: Fosfato, HEPES,

PIPES e TRIS.
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Na Figura IV.10, s3o apresentados os voltamogramas ciclicos

obtidos nas diferentes solu¢des tampao.
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Figura IV.10. Voltamogramas ciclicos do EPC/TTF-TCNQ obtidos em

diferentes solugdes tampdo: (A) 0,1 mol L™ K,HPO,/KH,PO,, (B) 0,1 mol

L' HEPES, (C) 0,1 mol L™ PIPES, (D) 0,1 mol L' TRIS. Velocidade de

varredura de 20 mV s,

Observa-se que a maior resposta em valores de corrente ¢ obtida em
tampao fosfato. Isto se deve provavelmente ao ion potassio do fosfato, que

tem melhor interagdo com a rede cristalina do complexo TTF-TCNQ do que
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com o ion sodio do PIPES e HEPES, como ja foi discutido anteriormente no
estudo de diferentes eletrélitos.

Foi calculada também a forca i6nica de cada tampao utilizado com o
intuito de verificar se existia alguma dependéncia; as forcas iOnicas
calculadas foram: para o tampao Fosfato 3,5 10, HEPES 5,6 10°, PIPES
4,7 107 ¢ TRIS 2,8 107, verifica-se que HEPES e TRIS tém a mesma forca
10nica, no entanto, a resposta obtida para ambos ¢ completamente diferente
do que podemos concluir que ndo existe dependéncia da reposta do eletrodo
com a variagdo da forca i0nica, reforcando assim a afirmagao que a resposta
do eletrodo depende dos ions presentes na solucdo, como discutido
anteriormente.

Ja em solugdo TRIS ndo se observaram os picos de oxidagdo e
reducao do complexo TTF-TCNQ, provavelmente pelo fato do cation do
TRIS ndo ser capaz de interagir com a rede cristalina do complexo TTF-
TCNQ devido ao seu tamanho [85]. Possivelmente o tamanho da cavidade
da rede cristalina permite que somente cations pequenos se difundam
através desta mantendo a eletroneutralidade, possibilitando desta forma o

aparecimento do processo redox.

IV.4. Resposta Eletrocatalitica do EPC/TTF-TCNQ para GSH

ApOs conhecer o comportamento e as propriedades eletroquimicas do
eletrodo de pasta de carbono modificado com o complexo TTF-TCNQ,

partiu-se para estudar e otimizar a resposta do eletrodo para a GSH.
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Na Figura IV.11, ¢ ilustrada a resposta eletrocatalitica para 1,0 mmol
L' de GSH, verificando-se um aumento da corrente anédica em potenciais
acima de 0 mV vs. ECS. Cabe mencionar que na solu¢do tampao uma
concentracdo de 0,5 mmol L' de EDTA foi utilizada para evitar a oxidagdo
da GSH pelos ions metalicos que possam estar presentes nas amostras.

E importante mencionar que quando o eletrodo de pasta de carbono
sem modificar foi testado para glutationa, nenhuma corrente foi observada
na faixa de potencial estudada. Como relatado na literatura [74], a GSH
apresenta potenciais de oxidacdo altos, geralmente acima de 900 mV em
eletrodos de grafite.

Como observado no voltamograma ciclico da Figura IV.11, o
eletrodo foi capaz de eletrooxidar a glutationa em baixos potenciais. Isto
ocorre provavelmente porque o complexo TTF-TCNQ ¢ capaz de mudar as
propriedades eletroquimicas da pasta de grafite, originando um novo
material para a constru¢do de eletrodos mais sensiveis, neste caso para GSH

o que foi o0 nosso principal interesse.
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Figura IV.11. Voltamogramas ciclicos obtidos para EPC/TTF-TCNQ em

auséncia (A) e presenga de 1,0 mmol L' GSH (B), em 0,1 mol L' de

tampao fosfato contendo 0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol L' Na,H,EDTA (pH

7,0), com velocidade de varredura de 20 mV s,

Como Nafion foi utilizado na construcdo do eletrodo de pasta de
grafite modificado com o complexo TTF-TCNQ com objetivo de melhorar a
estabilidade do eletrodo, um estudo foi realizado para verificar se a
concentracdo de Nafion no eletrodo afeta a oxidacdo da GSH. Na Figura
IV.12 pode-se observar que as diferentes concentragdes de Nafion na pasta
nao influenciam a oxidagao da GSH. Isto provavelmente se deva ao fato do

Nafion encontrar-se dentro da pasta misturada como um aglutinante e nao
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formando um filme. Se 0 mesmo estivesse como filme este poderia impedir
que moléculas grandes e carregadas negativamente se aproximassem a
superficie do eletrodo, ja que o filme de Nafion apresenta-se carregado

negativamente devido aos grupos sulfonicos.
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Figura. IV.12. Resposta do eletrodo para 1,0 mmol L' GSH em diferentes
propor¢des de Nafion (0 a 5% (m/m)) no eletrodo modificado com TTF-
TCNQ. Em 0,1 mol L' de tampao fosfato contendo 0,1 mol L' KCle 0,5
mmol L' Na,H,EDTA (pH 7,0), com velocidade de varredura de 20 mV s
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IV.5. Influéncia do Potencial Aplicado do EPC/TTF-TCNQ na
Resposta para GSH

O potencial aplicado tem um grande efeito sobre a resposta do
eletrodo para GSH. Na Figura IV.13 mostra-se a dependéncia da resposta

do eletrodo em diferentes potenciais aplicados.
10
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E,/ mV vs ECS
Figura IV.13. Influéncia do potencial aplicado do EPC/TTF-TCNQ sobre a
GSH (750 pmol L' GSH) em 0,1 mol L' de tampao fosfato contendo 0,1
mol L' KCl e 0,5 mmol L' Na,H,EDTA (pH 7,0).
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Observa-se que a corrente aumenta a medida que se incrementa o
potencial, atingindo uma corrente de eletrooxidagdo méxima para potenciais
maiores que 200 mV. Isto sugere que o potencial afeta a sensibilidade do
Sensor.

Para obter uma boa sensibilidade e minimizar interferéncias um valor
de 200 mV foi escolhido para as medidas amperométricas.

Cabe salientar que o potencial aplicado de 200 mV para a oxidagdo da
GSH com este eletrodo ¢ menor quando comparado com outros eletrodos
registrados na literatura [74], os quais geralmente apresentam valores
superiores a 900 mV vs ECS. Com este baixo potencial, interferentes que
apresentam altos potenciais de oxidacdo podem ser eliminados, os que
geralmente sdo um grande problema na determinagdao de GSH em amostras

biologicas.

IV.6. Efeito da Solu¢io Tampao e pH na Resposta do
EPC/TTF-TCNQ

A resposta do eletrodo modificado para GSH em diferentes tampoes
foi avaliada. Assim, as medidas eletroquimicas foram realizadas em quatro
diferentes solugdes tampao: Fosfato (K,HPO,/KH,PO,), HEPES, PIPES e
TRIS numa concentragio de 0,1 mol L™, todos eles contendo 0,1 mol L™
KCl para ajuste da forca i6nica, todos em pH 7,0.

A Tabela IV.6 mostra os valores obtidos para GSH usando os
diferentes tampodes. Observa-se que a melhor resposta foi obtida com o
tampao fosfato. Assim, todos os experimentos posteriores foram realizados

neste tampao.
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Tabela IV.6. Efeito da solucdo tampéo (pH 7,0) contendo 0,1 mol L™ KCI
sobre a resposta do sensor obtido num potencial de 200 mV vs. ECS e

concentra¢io de GSH de 0,1 mmol L. A concentragio da solugdo tampio

foi 0,1 mol L.

Tampao Aj (pA cm™)
Fosfato 1,47 + 0,05
HEPES 1,22 + 0,04
PIPES 1,01 + 0,04
TRIS 0,79 +£ 0,03

A Figura IV.14, apresenta o efeito de pH sob a resposta do eletrodo,
mostrando que a resposta permanece constante entre pH 8,0 - 9,0. Assim, pH
8,0 foi escolhido para estudos posteriores, pois em valores maiores que 8,0
ndo hd uma significativa amplificagdo no sinal, pelo contrario, a glutationa
reduzida pode ser facilmente oxidada quimicamente a dissulfeto de
glutationa (GSSG). Também foi observado que a repetibilidade das medidas
foi prejudicado em altos valores de pH [122].
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Figura IV.14. Dependéncia da densidade de corrente com o pH da solugdo
para a eletrooxidacdo da GSH empregando o EPC/TTF-TCNQ em 750
umol L' GSH, tampdo fosfato contendo 0,1 mol L' KCl ¢ 0,5 mmol L

Na,H,EDTA, E,, =200 mV vs. ECS.

IV.7. Tempo de Resposta do Eletrodo

A resposta do eletrodo modificado com TTF-TCNQ apresentou um
tempo de resposta bastante rapido, alcancando uma corrente maxima em
cerca de 0,5 s, como observado na Figura IV.15. Como ¢ necessario

homogeneizar a solugdo quando o analito ¢ adicionado a cela de medida, um
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tempo adicional foi considerado, resultando um tempo total de 10 s. Este

tempo de resposta € pequeno considerando que o eletrodo utilizado ¢ feito de

pasta de carbono, onde geralmente a difusao das espécies € mais dificultada.

Tempo de Resposta
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22
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2,2

Figura IV.15. Dependéncia do tempo de resposta para a oxidacdo de 30

umol L' GSH aplicando um potencial de 200 mV vs. ECS. Medidas

realizadas em 0,1 mol L' de tampao fosfato contendo 0,1 mol L'KCle 0,5

mmol L™ Na,H,EDTA (pH 8,0).

E conhecido que uma condi¢do para o eletrodo responder é que haja

difusdo da solugdo através da pasta, sendo que esta etapa influi no tempo de
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resposta [123]. No sistema proposto a difusao ¢ dificultada por tratar-se de
um eletrodo compacto, no entanto a resposta ¢ rapida, sugerendo que a
superficie do eletrodo se apresenta como uma superficie totalmente ativa,

onde ocorre a oxidacao da GSH.

IV.8. Curva Analitica para GSH

Uma vez otimizado o eletrodo modificado com TTF-TCNQ procedeu-
se a utilizacdo deste. Para isto uma curva analitica para GSH (Figura
IV.16), foi obtida por adigdes sucessivas de diferentes aliquotas de uma
solu¢do 2,5 mmol L' de GSH em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0),
contendo 0,1 mol L' KCI e 0,5 mmol Lt Na,H,EDTA, as medidas
amperométricas foram realizadas aplicando-se um potencial de 200 mV vs.
ECS.

O eletrodo aqui desenvolvido, nas condi¢des otimizadas, mostrou um
amplo intervalo de resposta linear entre 5,0 e 340 pmol L™ de GSH, com um
excelente coeficiente de correlacdo de 0,9998 para n = 20, ajustado pela

equagao:

Aj = 0,7 (£0,1) + 90,1(20,4)[GSH]

Onde Aj é a densidade de corrente em pA cm” e [GSH] é a
concentracdo da GSH em mmol L. O limite de deteccdo do eletrodo,
calculado como trés vezes o valor do desvio do branco dividido pela

sensibilidade foi de 0,3 pmol L' [124]. A estimativa do desvio padrao
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relativo das medidas foi de 2,1% para uma concentracdo de 20 pmol L de

GSH (n=10).
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Figura IV.16. (A) Resposta amperométrica do sensor para GSH. (B) Curva
analitica obtida para GSH. Aplicando um potencial de 200 mV vs. ECS em
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 8,0) contendo 0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol
L' Na,H,EDTA.

Com objetivo de avaliar as vantagens apresentadas pelo presente
eletrodo, este foi comparado com outros eletrodos descritos previamente na

literatura, tais como: O eletrodo de grafite pirolitico de plano perpendicular



Resultados e Discussao 87

ao plano basal (GP/PPPB) [74], Biossensor amperométrico a base de
glutationa peroxidase (CV/GSH-Px) [122], Eletrodo de pasta de grafite
modificado com hexacianoferrato de cobalto (EP/FeCo) [82], Eletrodo de
pasta de grafite modificado com ftalocianina de cobalto (EP/Co) [80], e os
valores referentes aos pardmetros avaliados sdo apresentados na Tabela

IV.7.

Tabela IV.7. Parametros analiticos de diferentes eletrodos para

determinagdo de GSH e do eletrodo desenvolvido (EPC/TTF-TCNQ).

CV/GSH-
GP/PPPB . EP/FeCo | EP/Co | EPC/TTF-TCNQ
X
Sensibilidade
5 » 216 220 248 ——— 90,1
(LA cm™ mmol ™ L)
Faixa Linear
. 10 - 80 20 - 140 5-700 |25-62 5-340
(umol L)
Limite de Deteccao
. 27 | - 1,0 0,03 0,3
(umol L™)
Potencial Aplicado
650 650 800 270 200
(mV)

Observa-se que o eletrodo desenvolvido apresenta faixa linear e limite
de deteccao semelhante aos eletrodos apresentados, no entanto apresenta
uma menor sensibilidade o que ndo € um parametro critico salientando que
este apresenta um menor potencial para oxidagdo da GSH, seguida s6 pelo

EP/Co.
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IV.9. Estudo de Interferentes para GSH

Sendo que o objetivo do trabalho ¢ utilizar o eletrodo modificado com
TTF-TCNQ para a determinacdo de GSH em amostras de eritrocitos, foi
assim verificada a interferéncia de alguns compostos.

Para isto solugdes desses compostos interferentes foram preparadas no
dia, nas mesmas condi¢des que para a determinagdo da GSH (tampao fosfato
0,1 mol L' (pH 8,0), contendo 0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol L
Na,H,EDTA). Para as medidas de interferéncia analitica, o sinal para uma
concentragdo de 50 pmol L™ GSH foi registrado, e este sinal foi comparado
com o sinal obtido para uma mistura de GSH:interferente de 5:1.

Os valores apresentados na Tabela IV.8 mostram uma significativa
interferéncia para acido ascorbico e uma menor interferéncia para a cisteina,
ja glicina, acido glutdmico e glicose nao mostraram interferéncia alguma. A
interferéncia do 4cido ascorbico pode ser minimizada pelo uso do ascorbato
oxidase [125, 126]. No entanto para o presente caso o acido ascorbico nao €
problema na determinacdo de GSH, pois ele ndo se encontra presente nos
eritrocitos.

A interferéncia da cisteina pode ser explicada pelo fato desta
apresentar um grupo tiol na sua estrutura. Mas isto nao interferira em nossas

medidas de GSH, ja que a cisteina ndo € encontrada em eritrocitos.
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Tabela 1V.8. Valores de recuperagdo obtidos com o sensor desenvolvido,
para solugdes de GSH contendo compostos interferentes na concentracao de

10 pmol L' em tampao fosfato 0,1 mol L pH 8,0. E;, =200 mV vs. ECS.

Composto [GSH] adicionado [GSH] encontrado  Recuperagao

Interferente (umol L™ (umol L™ (%)
Ac. ascorbico 50 54,5+0,2 109 =1
Cisteina 50 51,9+0,3 104 +£2
Glicina 50 49,1 £ 0,1 98 + 1
Ac. glutamico 50 50,6 +0,2 101 + 1
Glicose 50 50,5+0,3 101 £ 1

IV.10. Estabilidade e Tempo de Vida do EPC/TTF-TCNQ

A estabilidade ¢ o tempo de vida do eletrodo desenvolvido também
foram estudados. Para o teste de estabilidade medidas sucessivas com o
mesmo eletrodo foram realizadas para uma concentracao especifica de GSH.
Assim, na Figura IV.17 observa-se que o eletrodo desenvolvido pode ser
usado sem perda significativa de sensibilidade até umas 300 determinagdes.
Acima deste nimero de determinacdes o eletrodo apresenta uma diminuicao

na resposta, no entanto nao impede a sua utilizacao.
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Figura 1V.17. Estabilidade operacional do eletrodo modificado com TTF-
TCNQ. Concentragdo de GSH 50 pmol L. Em tampao fosfato 0,1 mol L
(pH 8.,0) contendo 0,1 mol L KCI e 0,5 mmol L' Na,H,EDTA, com
potencial aplicado de 200 mV vs. ECS.

Para os testes de tempo de vida do eletrodo, medidas para uma
concentracdo determinada de GSH foram realizadas periodicamente por um
tempo prolongado. Como pode ser observado na Figura IV.18 o eletrodo
apresentou um tempo de vida de cerca de 3 meses quando o eletrodo ¢

mantido em temperatura ambiente a seco.
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Fig. IV.18. Tempo de vida do eletrodo desenvolvido. Concentracdo de GSH
50 umol L' Em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 8,0), 0,1 mol L'KCle 0,5

mmol L' Na,H,EDTA, com potencial aplicado de 200 mV vs. ECS.

IV.11. Determinacio Amperométrica da GSH em Eritrocitos

Foram analisadas seis diferentes amostras de sangue por triplicata,
determinando-se a concentragdo da GSH com o eletrodo amperométrico
desenvolvido e utilizando o método de adi¢dao padrdo. Os resultados obtidos

foram comparados com o método espectrofotométrico.
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As amostras de sangue foram tratadas previamente como descrito no
item IILS, onde o &cido sulfosalicilico foi usado para desproteinizagao.
Acidos tais como perclérico, tricloroacético e metafosférico foram evitados
ja que estes acidos produzem oxidacao da GSH, como registrado no estudo
realizado por Anderson [111].

Seguidamente as amostras foram colocadas diretamente na célula
eletroquimica de medida, utilizando-se 20 pL do lisado de eritrocitos e
adicdes de 20 pL de solucdo padrio de GSH (2,5 mmol L™). Cabe
mencionar que na solugdo tampao o EDTA foi adicionado com objetivo de
inibir a oxidacdo da GSH por ions metélicos como, por exemplo, o ferro
[127]. Na Figura IV.19 observa-se o amperograma obtido para a
determinacdo da GSH na amostra pelo método de adi¢ao padrao, como

exemplo.
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Figura IV.19. Cronoamperograma obtido para a determina¢do da GSH em

eritrocitos pelo método de adigdo padrao. Em tampao fosfato (pH 8,0) 0,1

mol L, 0,1 mol L™ KCl e 0,5 mmol L' EDTA. E,, = 200 mV vs. ECS.

A Figura IV.20 mostra as curvas de calibragdo para o padrao (A) e a
curva de calibragdo dos padrdes contendo a amostra (B), para a
determinagdo da GSH. Das curvas observa-se que nao ha efeito da matriz na

resposta do eletrodo.
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Figura IV.20. Curva de calibracdo obtida para a determinacdo da GSH em
eritrocitos lisados pelo método de adicdo padrdo. Em 0,1 mol L de tampio
fosfato (pH 8,0), 0,1 mol L' KCl e 0,5 mmol L' EDTA. E,, = 200 mV vs.

ECS.

Ao mesmo tempo, as mesmas amostras de sangue foram analisadas
pelo método espectrofotométrico. Na Figura IV.21 observam-se as curvas
de calibragdo obtidas para a determinacdo de GSH em eritrocitos lisados

pelo método de adicao padrao.
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Figura IV.21. Curva de adicao padrao para o método espectrofotométrico,

para a determinacao de GSH em eritrécitos lisados.

Os valores obtidos para GSH nas amostras analisadas pelo método

amperométrico e espectrofotométrico sao apresentadas na Tabela I'V.9.
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Tabela IV.9. Valores de concentracdo obtidos pelo método proposto e de

referéncia para andlises de GSH em eritrocitos, com os respectivos desvios

para 6 amostras.

Método Amperométrico’

Método Espectrofotométrico”

Amostra

(mmol L) (mmol L™
1 1,23 £ 0,06 0,98 + 0,09
2 1,46 + 0,14 1,22 +0,07
3 2,02 +0,12 1,62 + 0,06
4 1,1 +£0,1 0,89 + 0,06
5 1,33 +0,1 1,1 £0,09
6 1,87+ 0,15 1,46 +£0,11

* N ~ N N
Desvio padrao para trés replicatas.

Dos valores apresentados na Tabela IV.9 observa-se que o método

espectrofotométrico apresenta um menor valor para determinacdo da GSH

nas amostras, isto pode ser devido a perda da GSH por oxidagao ocasionado

pelo prolongado tempo de andlise neste método. No entanto uma boa

correlagdo linear entre ambos métodos foi verificada como observado na

Figura IV.22.
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Figura 1V.22. Correlagdo entre as medidas obtidas com o método

espectrofotométrico e amperométrico.

Adicionalmente foi realizado um teste estatistico “t” pareado, do qual
conclui-se que existe uma diferenga significativa no nivel de confianga de
95% entre os dois métodos. Devido a existéncia desta diferenca, decidiu-se

avaliar a exatidao de ambos métodos por teste de recuperagao.
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IV.12. Estudos de Recuperacao

Estudos de recuperacdo foram realizados para o método
amperomeétrico e espectrofotométrico, ja que os valores de GSH encontrados
nos eritrocitos pelo método espectrofotométrico foram menores aos obtidos
pelo método amperométrico.

Para os estudos de recuperacao o seguinte procedimento foi seguido:
dois tubos contendo 2 mL de eritrécitos foram preparados, dos quais o
primeiro foi utilizado como controle para determinar a concentragdo exata
da GSH e o segundo utilizado para realizar o teste de recuperacao, no qual
foi colocado 2 mmol L' de GSH. Seguidamente estes tubos foram tratados
como indicados no item III.5 e as determinacOes foram realizadas em
triplicata para cada amostra de hemolisado.

Os  resultados obtidos pelo método amperométrico e
espectrofotométrico sdo apresentados nas Tabelas IV.10 e IV.11. A
recuperacdo encontrada com o método amperométrico (98-102%) foi melhor
quando comparado com o método espectrofotométrico (88-92%). Os
resultados obtidos mostram uma melhor exatiddo para o método
amperométrico que o para o espectrofotométrico sendo que as mesmas
amostras foram utilizadas para ambos meétodos. Estes baixos valores de
recuperacdo para o meétodo espectrofotométrico podem ser devido a
problemas de oxida¢ao quimica da GSH durante a etapa de andlise, ja que
neste método os tempos de andlise sdo mais demorados que no método

amperométrico.
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Tabela IV.10. Valores de recuperagdo em porcentagem para trés amostras

diferentes obtidas pelo método amperométrico.

[GSH]

[GSH]

0
Amostra Adicionado Medido Recu /gra %o
(mmol L™ (mmol L™ perag

--- 1,1 +£0,09

4 99,5
2,00 3,09 £ 0,20
--- 1,33 +0,10

5 98,0
2,00 3,29 £ 0,23
--- 1,87 £ 0,15

6 102,5
2,00 3,92 £ 0,28

Tabela IV.11. Valores de recuperagdo em porcentagem para trés amostras

diferentes obtidas pelo método espectrofotométrico.

[GSH] [GSH] %
Amostra Adicionado Medido Recu eora %0
(mmol L) (mmol L™) perag

- 0,89 + 0,06

4 92,5
2,00 2,74+ 0,14
- 1,1 £0,09

5 91,0
2,00 2,92+0,16
——- 1,46 £ 0,11

6 90,5
2,00 3,26 £0,21
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V. CONCLUSOES

Este trabalho mostra que o composto TTF-TCNQ foi capaz de mediar
a transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a GSH, permitindo a oxidagao
da GSH num potencial aplicado de 200 mV vs. ECS. Este potencial foi
muito menor quando comparado com outros eletrodos modificados descritos
na literatura, onde potenciais maiores que 700 mV foram empregados.

O eletrodo desenvolvido apresentou uma ampla faixa de resposta
linear de 5 a 340 pmol L' com limite de detecgdo de 0,3 pmol L™ e uma
excelente estabilidade, o qual pode ser deixado a temperatura ambiente a
seco sem nenhum problema de perda de resposta, diferente de outros
eletrodos que precisam de cuidados especiais.

A repetibilidade do eletrodo, para uma concentra¢io de 20 pmol L™
de GSH, foi de 2,1% em uma série de 10 medidas sucessivas, apresentando
um tempo de resposta total de 10 s. Além disso, o eletrodo mostrou um
longo tempo de vida de aproximadamente trés meses.

Embora o eletrodo desenvolvido apresente faixa linear e limite de
detecgdo similares, ¢ menor sensibilidade, quando comparado com outros
eletrodos existentes na literatura para a determinagdao de GSH, a maior
vantagem deste eletrodo ¢ a possibilidade de determinar GSH em um
potencial bastante baixo, de forma simples, rapida.

O método proposto permitiu a determinagao direta da concentragao de GSH
em lisados de eritrdcitos sem o uso de reagentes adicionais, mostrando-se superior

a outros métodos como o espectrofotométrico, por exemplo, onde sdo utilizados

varios reagentes e longos tempo de analise sao requeridos.
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VII. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como propostas para trabalhos futuros sugere-se:

e (O desenvolvimento de eletrodos descartaveis utilizando o

complexo TTF-TCNQ para determinagdao de glutationa em

analises clinicas, a fim de evitar contaminagdo em analises entre

pacientes.

e O desenvolvimento de eletrodos para determinagao de

glutationa oxidada (GSSG), a fim de encontrar a relagdo

GSH/GSSG o qual poderia dar uma informacao mais clara do

estado de estresse oxidativo do paciente.

e Desenvolver eletrodos com complexos de

TTF-TCNQ

modificados que podem melhorar ainda mais a transferéncia de

elétrons entre e glutationa e o eletrodo.



