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RESUMO

Ti6is de relevancia biolodgica (biotidis), os mais importantes antioxidantes enddgenos
sistémicos e intracelulares, apresentam fungdes essenciais na prote¢ao contra o dano oxidativo,
causa bioquimica de uma série de doencas. Na classe, sdo incluidas proteinas com residuos de
cisteina e compostos sulfurados de baixa massa molecular. Devido a importancia ambiental,
bioquimica, quimica e farmacologica dos tidis e dissulfetos, sua determinagdo acurada tem
ganhado atencdo significativa na comunidade analitica. A deteccdo eletroquimica destes
oferece vantagens analiticas. O presente trabalho tem como objetivos o desenvolvimento de
estratégias eletroanaliticas para a determinagdo de varios biotiois, juntamente com a aplicagado
de técnicas seletivas baseadas em polimeros molecularmente impressos para a separacio e
quantificagdo de um dos mais importantes biotiois, a glutationa reduzida (GSH). Um método
eletroquimico simples e sensivel, baseado em voltametria ciclica (VC) e de pulso diferencial
(VPD), para a determinagdo da N-acetilcisteina (NAC) e glutationa reduzida (GSH), em
eletrodo de carbono vitreo (ECV), foi desenvolvido, com base na reatividade quimica entre tidis
e dissulfetos, no caso, o dissulfeto 4cido lipoico (LipS.). Os resultados indicaram que a presenca
de LipS», em solugdo, em ECV, facilitou a oxidacdo eletroquimica de tidis: NAC, GSH, cisteina
(Cys) e homocisteina (HCys), com um aumento substancial da corrente, no potencial da
oxidacdo de LipS2, em pH neutro. O LipS2 desempenha um importante papel como mediador
redox, em solugdo, sendo regenerado, apds oxidagcdo e captura de elétrons dos tiolatos
analisados. Em condi¢des otimizadas, empregando VPD, as curvas analiticas para NAC e GSH
foram obtidas no intervalo de 1 a 10 pmol L' e 1 até 60 pumol L', respectivamente. A
quantificagdo foi realizada com alta sensibilidade, reprodutibilidade e limite de detecg¢do (LD)
submicro de 0,27 e 0,67 umol L' para NAC e GSH, respectivamente. O método adigdo de
padrao foi aplicado com sucesso na determinacdo de NAC e GSH em amostras de saliva
artificial e urina humana, com excelentes resultados de recuperacdo. O desempenho analitico
do método foi, também, avaliado usando um eletrodo de diamante dopado com boro (DDB),
para a determinagdo de NAC. As figuras de mérito analiticas para NAC revelaram um intervalo
de 1a 100 umol L' e LD em nivel nanomolar (93 nmol L!). O método foi aplicado com sucesso
para quantificar NAC em preparagdes farmacéuticas (capsulas, xarope e em suspensio), sem
efeitos de matriz. O presente estudo evidenciou que a reacdo homogénea redox entre os tiolatos
estudados e o LipS,, em dois eletrodos ndo modificados, constitui uma ferramenta analitica
promissora, habil para quantificar tidis de maneira simples, rapida, conveniente, sensivel, de
baixo custo e facil preparagdo. Polimeros magnéticos molecularmente impressos (MMIP) sdo
ferramentas analiticas eficientes, hdbeis em realizar deteccdo e separacdo de analitos, em
amostras complexas. Nesse trabalho, o analito utilizado foi GSH. A sintese do MMIP foi
realizada por termopolimerizagdo e fotopolimerizagdo, variando o mondmero funcional
(alilamina e acrilamida). O MNIP foi sintetizado de maneira semelhante sem a presenga de
GSH. O MMIP foi lavado, para remog¢ao da molécula impressa (GSH). Os MMIPs e MNIPs
foram avaliados por espectrofotometria UV/Vis. Os materiais sintetizados foram caracterizados
fisicamente, com diferenca significativa entre 0 MMIPs e MNIPs, indicativas de ligagdes
especificas no MMIPs, sendo material promissor para captura e deteccao de GSH.

Palavras-chave: Glutationa. Acido lipoico. N-acetilcisteina. Polimeros impressos magnéticos.



ABSTRACT

Biologically relevant thiols (biothiols), the most important systemic and intracellular
endogenous antioxidants, play essential roles in the protection against oxidative damage, cause
of several diseases. They include proteins with reduced cysteine residues and low-molecular
weight (LMW) sulfur compounds. As the result of environmental, biochemical, clinical, and
pharmacological importance of the thiols and disulfides, an accurate determination has gained
significant attention within the analytical community. Electrochemical detection offers
advantages in terms of analytical methods. The present work aims to develop electroanalytical
strategies for determination of several biothiols, together with a selective approach based on
molecular imprinted polymer for the separation and quantification of one of the most important
biothiols, reduced glutathione (GSH). A simple and sensitive electrochemical method for the
determination of N-acetyl-cysteine (NAC) and reduced glutathione (GSH), on glassy carbon
electrode (GCE), using cyclic (CV) and differential pulse (DPV) voltammetries, was
developed, based on the chemical reactivity between sulfides and disulfides, especially the
lipoic acid (LipS:z). The results indicate that lipoic acid (LipS2) can facilitate the electrochemical
oxidation of thiolates, in a neutral pH, with a substantial increase in the anodic current, for the
oxidation of NAC, GSH, cysteine (Cys) and homocysteine (HCys). LipSz plays an important
role as a redox mediator, in solution, being regenerated, at the electrode surface, after oxidation
and electron capture from the thiolates. Under optimized conditions, by DPV, the analytical
parameters for NAC and GSH were obtained in the range of 1 up to 10 umol L' and 1 up to 60
umol L1, respectively. The quantification was performed with high sensitivity, reproducibility
and submicro detection limit (LOD) of 0.27 and 0.67 umol L' for NAC and GSH, respectively.
The standard addition method was successfully applied to the determination of NAC and GSH,
in artificial saliva and human urine samples, with excellent recovery results. The sensitivity of
the method was also evaluated using a boron doped diamond electrode (BDDE) for the
determination of NAC. Several analytical parameters were obtained for NAC, in the interval
of 1 up to 100 pmol L' and nanomolar LOD of 93 nmol L!. The method was successfully
applied to the quantification of NAC in pharmaceutical preparations (capsules, syrup and
suspension), without matrix effects. The present study shows that the redox reaction between
the studied thiolates and LipS», in BDDE, is a promising analytical tool, which can be used for
quantifying NAC in a simple, rapid, convenient, sensitive and low-cost way, for both
unmodified electrodes. Magnetic Molecularly Imprinted Polymers (MMIP) are efficient
analytical tools with high potential for detecting and separating analytes in complex matrices.
In this work, the analyte used was GSH. Thus, the polymer synthesis for GSH identification
was performed by thermopolymerization and photopolymerization, by varying the functional
monomer (allylamine and acrylamide). MNIP was similarly synthesized, in the absence of
GSH. MMIP was washed for removal of the imprinted molecule (GSH). The technique of
analysis for the evaluation of MMIPs and MNIPs was UV/Vis spectrophotometry. The
synthesized materials were physically characterized, with a significant difference between
MMIPs and MNIPs, indicating that in MMIPs, a specific binding occurs, showing this device
to be a promising material for GSH detection and separation.

Keywords: Glutathione. Lipoic acid. N-Acetylcysteine. Magnetic imprinted polymers.
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1 INTRODUCAO
1.1 A idéia por tras dos fatos

O acido a-lipdico (LipS2) e a N-acetilcisteina (NAC) sdo suplementos utilizados para
combater o estresse oxidativo e a inflamagao. Ambos 0s compostos tém sido objeto de pesquisa
intensa nos ultimos anos e foram avaliados como potentes agentes antioxidantes e anti-
inflamatorios, especialmente quando atuam em conjunto. Os dois tém sido utilizados em
diversas condig¢des clinicas e patologicas, dentre elas, a colite ulcerativa, uma doenca
inflamatoria intestinal, cuja etiologia ¢ multifacetada, mas comprovadamente ligada a alteragao
da resposta imune e ao estresse oxidativo. Os efeitos da administragdo de diversos antioxidantes
em modelos animais com colite ulcerativa provocada por sulfato de sodio dextrana tém sido
investigados (AMROUCHE-MEKKIOUI; DJERDJOURI, 2012; ANCHA et al., 2009; JENA;
TRIVEDI; SANDALA, 2012; KOLGAZI et al., 2007), inclusive, por nosso grupo de pesquisa
(MOURA et al., 2016). Nos resultados obtidos pelo nosso grupo, a NAC demonstrou uma
melhor atividade antioxidante quando comparado ao LipS». Outro resultado importante foi que
a combina¢do LipS, e NAC demonstrou efeitos adversos. Ambos os antioxidantes, quando
fornecidos em conjunto e a0 mesmo tempo, apesar de estarem em uma dose baixa, comparada
a dose maxima considerada segura, demonstraram um perfil prejudicial, aumentando condi¢des
oxidativas e inflamatdrias em ambos os 6rgaos: colon e figado dos animais investigados. Dessa
forma, quando os dois foram administrados, em conjunto, nos animais, ocorreu efeito
antagonico. Estudos relacionados a interacdo entre estes dois antioxidantes inexiste, na
literatura. Com base nestes resultados e devido a importancia desses dois antioxidantes, nos
fizeram avaliar se ocorreria alguma interacdo entre o LipS: e NAC via eletroquimica. Os
resultados da avaliagdo eletroquimica preliminar se revelaram intrigantes, com efeito
aparentemente eletrocatalitico para a oxida¢do da NAC, em presenca de LipS,. Em vista disto,
devido a importancia ambiental, bioquimica, quimica e farmacoldgica dos tidis e dissulfetos,
os mais importantes antioxidantes enddgenos sistémicos e intracelulares, e a necessidade de sua
determinag¢do acurada, a presente tese aprofundou-se na tematica da eletroanalitica de biotidis,
com atencdo adicional aos processos de separagdo seletiva, via emprego de polimeros
magnéticos molecularmente impressos, desta feita, em relagdo a glutationa, o mais importante

dos biotidis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Espécies reativas e desequilibrio redox

A vida na terra ¢ dependente de sistemas redox, devido a importancia central dos
processos de transferéncia de elétrons na obtencdo de energia, na defesa, na reprodugdo, nos
caminhos de sinalizagdo e na dindmica molecular de proteinas (GROITL; JAKOB, 2014). O
oxigénio ¢ de suma importancia para a eficiéncia energética, porém, em sua presencga, ha
geracdo das chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs), que a depender da escala de

intensidade, podem desencadear processos nocivos aos organismos.

Em sistemas bioldgicos, diversos fatores metabolicos e ambientais sdo responsaveis pela
produgdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Quando a producao ¢ exacerbada
ou quando ha uma diminuigao significativa na eficacia das defesas contra essas espécies, ocorre
o desequilibrio redox, ou o chamado estresse oxidativo (EO), causando a disfun¢do da
sinalizacdo redox e dos mecanismos de controle, com consequentes danos a macromoléculas
bioldgicas, sendo, alguns deles, irreversiveis (FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; SIES,
2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017). As EROs e as ERNs formadas in vivo sdo espécies
quimicas que apresentam comportamento fisiologico duplo (“Janus faced”), sendo benéficas
(oxidative eustress) ou nocivas (oxidative distress), a depender de sua concentracdo, do local e
finalidade de sua geragdo. Elas sdo continuamente produzidas no corpo humano, pois
desempenham papéis importantes em uma variedade de processos fisiologicos e patologicos e
sdo essenciais para o fornecimento de energia, desintoxicagdo, sinalizagdo quimica e funcao
imunolodgica (ALI et al., 2008; WANG, 2016). Entretanto, podem também causar danos e morte
celular, por uma série de alteragdes oxidativas, em micro- ou macromoléculas ou em sistemas

supramoleculares (SIES, 2017).

O aumento do nivel dessas espécies estd associado ao surgimento e progressao de varias
doengas (PRIOR, 2015). As ERNs podem agir em conjunto com as EROs, danificando células,
causando o chamado estresse nitrosativo (WINK; MITCHELL, 1998), e que adicionados ao
estresse carbonilico, causado especialmente por metabdlitos a-oxaldeidicos gerados no curso
de reacdes do tipo Maillard (PORTO BARBOSA et al., 2016) contribuem para o
desenvolvimento de diversas doengas, como diabetes (AOUACHERI et al., 2015), cancer
(AGGARWAL et al., 2013), doengas gastrointestinais (QUEIROZ DE ANDRADE et al.,
2015), cardiometabolicas e neurodegenerativas (CHEN; ZHANG; HUANG, 2016) entre outras.
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A Figura 1 representa um esquema geral, envolvendo a geracdo, as estruturas das
espécies reativas biologicas mais relevantes, seus papéis fisioldgicos e as consequéncias de suas
presencas em restricdo e excesso no organismo. As espécies reativas podem ser formadas a
partir do metabolismo mitocondrial, por meio de reacdes enzimaticas ou ndo, ou por meio da
acdo de citocinas; bem como em decorréncia de estimulos e fontes exdgenas, sendo formadas,
principalmente, EROs, ERNs, espécies reativas de cloro, de carbono, mistas e ainda espécies
reativas advindas da reacdo do tipo Maillard, as denominadas espécies carbonilicas reativas
(ECRs), as quais também podem ter origem enddgena ou exogena. Além da formagdo
enddgena, favorecida em condig¢des de maior disponibilidade de substratos, como no diabetes
(maiores concentracdes de glicose), as ECRs podem ser absorvidas a partir da dieta, dos
poluentes ambientais e de produtos farmacéuticos (medicamentos e cosméticos). Os niveis
dessas espécies devem ser controlados de forma a manter um equilibrio no organismo (a
homeostase), pois niveis baixos prejudicam muitas fungdes fisioldgicas, resultando em
problemas nas respostas proliferativas, disfun¢do no sistema imunologico e defeito na
vasodilatacdo, ocasionando alteracdes como a doenca granulomatosa cronica e algumas
doengas auto-imunes (WANG, 2016). Para o controle biologico frente a todas essas espécies
existem as defesas antioxidantes, que podem ser enzimaticas ou ndo, e também podem ser
obtidas de fontes exdgenas ou enddgenas. Porém, se houver falha nas defesas e/ou produgdo
exacerbada dessas espécies, danos a biomoléculas podem ocorrer, com consequente lesdo local

em células, tecidos e sistemas.
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Figura 1 - Uma visao integrada e simplificada dos estresses oxidativo, nitrosativo e carbonilico:
agentes, causas e consequéncias.
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Legenda: AGEs = Produtos de glicagdo avancgada (do inglés Advanced Glycation Endproducts), ALEs
= do inglés Advanced Lipoxidation Endproducts, CAT = catalase, COX = Ciclooxigenase, GPx =
glutationa peroxidase, GR = glutationa redutase, NADH = dinucleotideo de nicotinamida e¢ adenina
reduzido; NADPH = nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reduzido, NOS = 6xido nitrico sintase,
R-NH,= grupo amina de aminoacidos, RAGEs = Receptores sensiveis a AGEs, SOD = superdxido
dismutase, TrX = tiorredoxina.

Danos a biomolécula

Fonte: CAMATARI, 2017.

Dentre as EROs podem ser destacados: o radical anion superoxido (O2*7), o radical
hidroxila (HO®), o peroxido de hidrogénio (H.02), o oxigénio singlete ('02) e o &cido
hipocloroso (HOCI), além dos radicais peroxila (ROO?®) e alcoxila (RO®). Dentre as ERNSs,
destacam-se o monodxido de nitrogénio, mais conhecido como o6xido nitrico (*NO) e o
peroxinitrito (ONOQO"), entretanto ha também muitas outras ERNs advindas de rearranjo ou
decomposicao dessas, como tridoxido de dinitrogénio (N203), acido nitroso (HNO.), didxido de
nitrogénio e anion nitrito (*NO2, NO;") e nitrato (NO3"). Além das EROs e ERNs, sdo relevantes

fisiologicamente, ECRs (ex. glioxal, metilglioxal e outras), espécies reativas de carbono,
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enxofre, halogenadas, mistas e outras (Figura 1) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
LUSHCHAK, 2014).

As espécies reativas podem ser radicalares e ndo radicalares. Dentre as formas
radicalares incluem-se: O>*~, HO®, ROO*, RO®, *NO e *NO;, enquanto as ndo radicalares sao
H,03, '0,, HOC1, ONOO™, N»O3, HNO2, NO;™ ¢ NOs . A forma radicalar é definida como uma
espécie atdmica ou molecular que contém um ou mais elétrons ndo emparelhados em um dos
seus orbitais moleculares. As formas nao radicalares ndo apresentam elétrons desemparelhados,
mas sdo moléculas que podem ser tdo reativas ou mais que os radicais (KRUMOVA; COSA,

2016; THANNICKAL; FANBURG, 2000).
2.2 Antioxidantes

Para se proteger contra o dano oxidativo, os organismos desenvolvem sistemas de
resposta diferentes, cuja principal fungdo ¢ detectar e responder rapidamente a mudangas nos
niveis de oxidantes especificos, que sdo os chamados antioxidantes, substancias que, em baixas
concentragdes, previnem ou retardam significativamente a oxidacdo de substratos por agentes
oxidantes (SUBRAMANIAN; SUBBRAMANIYAN; RAJ, 2013). Dessa forma, exercem
funcdes importantes na manutengdo do equilibrio organico redox e de mecanismos fisiologicos
de defesa em combate aos agentes pro-oxidantes, substancias endogenas ou exdgenas, que
possuem a capacidade de oxidar moléculas alvo (Figural). Dessa forma, podem retardar ou
prevenir a oxidacdo de substratos, como proteinas, dcido desoxirribonucleico (DNA), lipidios,
reducdo do sistema operacional, mutagdes do DNA, transformagdes malignas, bem como outros
parametros de dano celular (CERQUEIRA; GENNARI DE MEDEIROS; AUGUSTO, 2007;
GARAGUSO; NARDINI, 2015; WU et al., 2015).

2.2.1 Biotidis

Entre os antioxidantes enddgenos sist€émicos e intracelulares mais importantes, podemos
destacar os tiois, que tém sido foco do interesse particular da comunidade cientifica. Os tidis
biologicamente relevantes (biotidis) incluem proteinas com residuos de cisteina e compostos
de baixo peso molecular, em ultima andlise, sdo derivados do aminoécido cisteina (TRUJILLO;

ALVAREZ; RADI, 2016).

Os ti6is sdo os principais contribuintes para o ambiente redox das células. Eles estdo

envolvidos na funcdo e no controle de muitas proteinas. Os pares de tiol/dissulfeto tém diversas



25

funcdes na sinalizagdo celular, regulagdo de proteinas e estrutura macromolecular. Muitos
desses pares, como glutationa reduzida/Glutationa oxidada (GSH/GSSG) e cisteina/cistina
(Cys/CySS), e pares de ditiol/dissulfeto em proteinas, tais como a tiorretoxina -1 e -2, existem
em estados de ndo equilibrio em que a cinética da oxida¢do e reducdo determinam o equilibrio
estacionario entre formas oxidadase reduzidas (POOLE, 2015). Este deslocamento do
equilibrio permite uma rapida regula¢do dindmica, suporta a sinalizagdo redox e representa um

alvo central de mecanismos nao-radicais de estresse oxidativo (GILBERT, 1990).
2.2.2 Quimica dos tidis

A quimica de tidis pode ser representada, de maneira simples por reagdes de troca,
substitui¢do e adigdo nucleofilicas, rea¢des de transferéncia de 1 ou 2 elétrons, transferéncia de

hidretos e S-conjuga¢do (Equagoes 1-8).

RSH+ GSSG RSSG + GSH Troca tiol/dissulfeto Equagdo 1
RSH RS*+H"+e Transferéncia de um elétron Equagao 2
2 RSH RSSR + 2H* + 2e” Transferéncia de 2 elétrons Equagdo 3
RSH RS*+H*  Transferéncia de atomos de hidrogénio Equagao 4
RSOH + GSH RSSG + H,O  Substitui¢ao nucleofilica Equacao 5
RSH + R’CHO [RSCH(OH)R’]

[RSCH(OH)R’] & RSC(O)R’ +2H'+2e  Adicdo nucleofilica Equacido 6
RSH + R’-X R-SR’ + HX S-conjugacdo (R’-X ¢ eletrofilico) Equacgao 7

A reacdo de troca tiol/dissulfeto (Equacdo 1) € uma das mais comuns, in vivo.

De uma forma mais adequada, a reagdo deve ser escrita, com os tidis na forma ionizada,
a depender do pKa dos tidis envolvidos. Na maioria dos casos, as espécies reativas sao 0s

tiolatos (RS"), que sdo melhores nucleéfilos do que os tidis protonados (RSH).

RS-+ GSSG + H* RSSG + GSH Equagao 8
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As reagoes de compostos tidlicos com diferentes oxidantes formados in vivo contribuem
para suas ac¢des antioxidantes. Além disso, a oxidacdo de grupos tiol em residuos de proteina,
¢ crucial na sinalizagdo redox, um processo pelo qual um sistema biologico responde a

mudancas nos niveis de ERONs (FORMAN; FUKUTO; TORRES, 2004; GO; JONES, 2013).

A Figura 2 esquematiza a quimica redox dos tiois. Dissulfetos podem ser reduzidos de
volta aos tidis com redutores adequados. Outros podem ser considerados produtos de oxidacao
final. Em geral, as vias de oxida¢do de um elétron foram tradicionalmente relacionadas ao dano
oxidativo, enquanto que as a¢des de sinalizacdo foram associadas a oxidagdo por dois elétrons.

RS-

A oxidagao dos biotidis participa ndo apenas na defesa contra o dano oxidativo, mas
também nos mecanismos cataliticos enzimaticos € nos processos de transducao de sinais. Os
tiois sdo redutores versateis que reagem com espécies oxidantes por mecanismos de um
(Equacdo 2) e dois elétrons (Equagdo 3), levando a radicais tiila e acidos sulfénicos,
respectivamente. Esses intermediarios, dependendo das condigdes, participam de novas reagdes

que convergem em diferentes produtos estaveis (TRUJILLO; ALVAREZ; RADI, 2016).
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Figura 2 - A quimica redox de tidis e tiolatos: oxidacio via um, dois ou mais elétrons de tidis.
Reatividade frente a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Geracio de uma série de grupos
funcionais orgénicos de enxofre.
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Fonte: TRUJILLO; ALVAREZ; RADI, 2016.

Como fontes de grupos -SH, a NAC, a glutationa reduzida (GSH), o acido lipoico
(LipS2), que se converte in vivo, no derivado reduzido, dihidrolipoico, e a homocisteina estao
sendo investigados, em modelos animais e estudos clinicos, no combate a doencas
caracterizadas por aumento do estresse oxidativo (MOURA et al., 2015b; QUEIROZ DE
ANDRADE et al., 2015). Eles serdo analisados a seguir.

2.2.3 N-Acetil-cisteina (NAC)

Quimicamente, a NAC (2-acetamido-3-imercaptopropanoico) ¢ um derivado da cisteina
com um grupo acetil ligado a um atomo de nitrogénio (Figura 3), que age como precursor da
GSH por meio do fornecimento de cisteina (ATKURI et al., 2007). Por ser um tiol (R-SH),
pode ser oxidado por varios radicais e também servir como um nucleéfilo (SAMUNI et al.,
2013). Em comparacao com a cisteina, a NAC ¢ menos toxica e menos suscetivel a oxidacgao (e
dimerizacdo) e é mais solivel em agua podendo ser transportada para outros 6rgaos, incluindo

o figado, através da circulacdo sistémica, tornando-se dessa forma a melhor fonte de cisteina
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(ATKURI et al., 2007). Além disso, ¢ um agente redutor mais forte que a GSH e a cisteina,
apresentando um potencial redox superior em 63 mV e 106 mV do que os do GSH/GSSG e os
pares redox cisteina/cistina, respectivamente (NOSZAL; VISKY; KRASZNI, 2000). Embora a
NAC tenha a capacidade de eliminar diretamente as espécies reativas, as constantes de
velocidade na reacdo com as EROs sdo menores do que as das enzimas antioxidantes, como a
SOD, a CAT e a GPx (JONES et al., 2003). Assim, a eliminacdo direta dos radicais ndo ¢ a

atividade antioxidante da NAC mais importante.

Figura 3 - Estrutura molecular da NAC.

_0

O OH

Fonte: Estrutura baseada no site da empresa Sigma-Aldrich.

A NAC, consumida oralmente, ¢ absorvida no estbmago e no intestino e ¢ transportada
ao figado através da veia porta, em que ja se encontra quase em sua totalidade na forma de
cisteina. O figado incorpora a maior parte da cisteina em GSH que, em seguida, ¢ lancada na
circulagdo (ATKURI et al., 2007). Nao sdo reconhecidos efeitos adversos clinicamente com a
administracdo oral da NAC em doses de até 8000 mg/dia (DE ROSA et al., 2000). Nos estudos
que testaram doses orais de NAC em ratos machos e fémeas, a fim de determinar a toxicidade
sub-aguda (2000 mg/kg de peso corporal/d por 4 semanas) e sub-cronica (1000 mg/kg de peso
corporal/d por 28 semanas), observaram que essas quantidades ndo afetaram o comportamento,
ganho de peso corporal, hematologia, fun¢do hepatica e renal, e tempo de protrombina.
Resultados da autopsia e exames histolégicos ndo evidenciaram lesdes patologicas

(BONANOMI; GAZZANIGA, 1980).

Os mecanismos de defesa antioxidante endogenos incluem a eliminag¢do de EROs e das
ERNSs ou seus precursores, a ligacdo a ions metalicos envolvidos na geragdo de EROs ¢ ERNs

e aumento da regulacdo enddgena de defesas antioxidantes (SAMUNI et al., 2013).

Os pares redox interdependentes GSH/GSSG, NADPH/NADP*, NADH/NAD" ¢

tiorredoxina (Trx(SH)»/TrxS-S) interagem entre si para regular o ambiente redox. A baixa
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capacidade antioxidante em um ambiente celular com EO ¢ principalmente devida a diminuigao
da GSH e/ou aumento da GSSG, pelo fato da GSH ser o tiol mais abundante no meio
intracelular (TIROUVANZIAM et al., 2006). A GSH ¢ fonte de tiol no organismo € um
importante antioxidante envolvido em inumeros processos fisiologicos. Estes incluem a
desintoxicagdo de xenobioticos eletrofilicos, modulacao da regulagdo redox na transdugdo de
sinal, regulacdo da resposta imunolodgica, metabolismo da prostaglandina e leucotrienos, defesa
antioxidante, sinalizacdo de neurotransmissores, modulacdo da proliferacdo celular, entre
outros (SIES, 1999). Dai a importancia da NAC, aumentando a defesa antioxidante através do

fornecimento de cisteina, necessaria para a sintese de GSH.

Quanto a capacidade de eliminagdo direta das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONSs), a NAC reage com os radicais altamente oxidantes, tais como o HO", NO> e radical
carbonato (CO3™) (SAMUNI et al., 2013). Além disso, ¢ capaz de quelar ions de metais de
transi¢do, tais como cations de cobre (Cu*?) e ferro ( Fe*?) e ions de metais pesados, tais como
cadmio (Cd?*"), mercurio (Hg*") e chumbo (Pb*?) (KASPERCZYK et al., 2014), principalmente
através de sua cadeia lateral tiol, formando estruturas complexas, as quais sdo facilmente
excretados do corpo, sendo removidos assim do meio intra e extracelular (SAMUNI et al.,

2013).

A atividade anti-inflamatoria da NAC vem sendo amplamente estudada, especialmente
pelo seu efeito sobre o fator nuclear Kappa intensificador das células B ativados (NF-«kB), que
¢ central na regulagdo da expressdo de genes envolvidos na resposta ao EO e inflamatorio
(HADDAD, 2002). No entanto, a NAC afeta também outras vias de transdu¢do e a expressao
de vérios genes, e diretamente modula a atividade de fatores de transcri¢do tanto in vitro quanto

in vivo (SAMUNI et al., 2013).

Por apresentar a fungdo de precursora de GSH, a capacidade hepaproterora de NAC tem
sido associada a preven¢ao de doencas hepaticas caracterizadas pela diminui¢cao de GSH e/ou
aumento do EO (LASRAM et al., 2014) e nas colites ulcerativa idiopatica, cuja producio e
liberagdo das EROs sdo pontos cruciais na fisiopatologia da doenca, pois resultam em dano
oxidativo e dissolu¢do das jungdes intercelulares e da membrana basal epitelial que mantém a
funcdo da barreira colonica (PRAVDA, 2005) podendo levar a varios processos metabolicos
que desencadeiam o dano hepatico. Cabe salientar, que essas situagdes patologicas ja sdo
estudadas in vivo por nosso grupo de estudo, o que contribuiu para a idealizagdo deste trabalho,

como ja mostrado na introdugao.
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Outros efeitos benéficos da NAC sdo: 1) redugdo das ligacdes dissulfeto das proteinas,
interrompendo suas ligagcdes e alterando suas estruturas, o que pode justificar a atividade
mucolitica da NAC, além do bloqueio do fator de necrose tumoral o (TNF-a), através da
reducdo da afinidade pelo receptor (HAYAKAWA et al., 2003); 2) regulacao do ciclo celular e
apoptose; 3) atividade anti-neoplasica e anti-mutagénica (PARASASSI et al., 2005); 4)
modulagdo na expressdo génica e transducdo de sinal; 5) modulagdo no sistema imune

(BREITKREUTZ et al., 2000).

Dessa forma, a avaliacdo de novas metodologias para a determinacdo de NAC ¢ de
fundamental importancia, sendo a NAC um agente antioxidante comprovadamente eficaz em

diversas patologias, cujo estresse oxidativo participa da patogénese.
2.2.4 Acido Lipoico (LipSa)

O é4cido o-lipoico (1,2-ditiolano-3-pentanoico) ¢ um composto organosulfurado, de
ocorréncia natural e sintetizado em pequenas quantidades por plantas e animais. Sua estrutura
(Figura 4) ¢ constituida de uma cadeia de 8 carbonos, com uma carboxila em uma das
extremidades como grupo funcional e um anel ditiolano, com inicio no carbono 6, na outra. O
anel ditiolano consiste de um anel heterociclico de cinco membros contendo dois atomos de
enxofre vizinhos (ALARFAJ, 2009; CORDUNEANU; GARNETT; BRETT, 2007,
MIRANDA et al., 2012). O carbono 6 do LipS; é um carbono quiral (estd ligado a quatro
substituintes diferentes entre si), e, portanto, a molécula se apresenta sob a forma dos

enantiomeros R ou S.

Figura 4 - Estrutura molecular do LipS..

Fonte: Estrutura baseada no site da empresa Sigma-Aldrich.

O LipS; ¢ um cofator que contém naturalmente o enxofre que ¢ sintetizado
enzimaticamente em mitocondrias humanas a partir de cisteina e &cido octandico. E um

antioxidante capaz de produzir seus efeitos em ambientes aquosos ou lipofilicos. O lipoato ¢ a



31

base conjugada do LipS> e a forma mais prevalente de LipS, sob condigdes fisiologicas.
Aumenta a expressdo de enzimas antioxidantes e participa na reciclagem de vitaminas C e E,
desempenha um papel central no metabolismo celular, bem como em varios complexos multi-
enzimaticos. Devido a essas propriedades, LipS, ¢ chamado de "antioxidante universal"

(MOURA et al., 2015a).

O LipS; ¢ encontrado no germe de trigo, no levedo de cerveja e na carne vermelha
(MORIKAWA; YASUNO; WADA, 2001). Este acido aumenta o fluxo sanguineo para os
nervos ¢ melhora a conducdo dos impulsos nervosos, sendo indicado no tratamento de
problemas neuroldgicos como dorméncias e formigamentos de qualquer origem, ndo apenas os

decorrentes do diabetes (BILSKA; WLODEK, 2005).

Devido ao seu potencial antioxidante o LipS> tem sido estudado como agente terapéutico
para diversos distirbios: isquemia (GHIBU et al., 2009), intoxicacdo por metais (GURER et
al., 1999), diabetes (ZIEGLER et al., 1999), sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(BIEWENGA; HAENEN; BAST, 1997) , esclerose multipla e distirbios neurodegenerativos ,
como mal de Alzheimer e deméncias relacionadas (HOLMQUIST et al., 2007), bem como para

o tratamento de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (PATRICK, 2000).
2.2.5 Glutationa (GSH)

Glutationa (I-glutamil-l-cisteinilglicina), ¢ um tripéptido que estd presente em altas
concentragdes (gama mM) em diferentes tecidos, incluindo o figado, exerce um papel
importante nas reagdes de desintoxica¢dao, como a remogao de peroxido de hidrogénio celular
e a conjugacdo de metabolitos eletrofilicos de xenobiodticos (KAPLOWITZ; AW; OOKHTENS,
1985). Adicionalmente, ¢ um antioxidante fisiolégico muito importante, que atua tanto no
combate de espécies reativas como também aumenta a capacidade funcional de outros
antioxidantes cruciais, como vitaminas E e C (DROGE et al., 1986; MEISTER; ANDERSON,
1983).

Durante a biossintese da glutationa, a GSH (Figura 5a) pode se oxidar para formar
dimero correspondente, GSSG (Figura 5b), reagindo com espécies reativas de oxigénio
(PASTORE et al., 2003). O par quimico GSH/GSSG ¢ talvez o principal regulador redox
intracelular (CAO et al., 2013). Sua andlise quantitativa como moléculas individuais e/ou
propor¢do GSH/GSSG pode ser valiosa para medir a toxicidade celular, assim, indicando

estresse oxidativo (MELONI; NICOLAY, 2003).
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Figura S5 - Estruturas molecular: (a) GSH e (b) GSSG.
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Fonte: Estrutura baseada no site da empresa Sigma-Aldrich.

No corpo humano, as propriedades antioxidantes da glutationa sdo bem reconhecidas.
Sua capacidade de eliminar os radicais livres fisiologicos ¢ de particular importancia
considerando a liberagdo de 6xido nitrico associada a distirbios inflamatérios (COLEMAN,
2001; KLATT; LAMAS, 2000). Como resultado, as alteracdes nas concentracdes fisioldgicas
desta molécula estdo correlacionadas com diversos distirbios como o Alzheimer (LIU et al.,
2004; PINNEN et al., 2011), Parkinson (LANG, 2007; MAETZLER et al., 2011), diabetes
mellitus (NWOSE et al., 2006; WHILLIER; RAFTOS; KUCHEL, 2008), bem como numerosos
tipos de cancer (WONG et al., 1994; YEH et al., 2006).

2.2.6 Homocisteina (HCys)

A homocisteina (Figura 6) ¢ aminoéacido ndo protéico, contendo um grupo tiol, que
participa de fungdes que mantém o metabolismo, ¢ gerado pela desmetilagdo da metionina.

Uma vez formado, HCys ¢ irreversivelmente catabolizado por transulfuracdo para cisteina ou
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remetilado para metionina (Met). Essas transformagdes sdo controladas por reagdes enzimaticas

(DUCROS et al., 2002).

Figura 6 - Estrutura molecular da HCys.

O

HS OH

NH»

Fonte: Estrutura baseada no site da empresa Sigma-Aldrich.

Os niveis de homocisteina podem levar a implicagdes para a leucemia (REFSUM;
WESENBERG; UELAND, 1991), doenga de Alzheimer (WANG et al., 2005), cancer
(MAYER; JACOBSEN; ROBINSON, 1996) ¢ (HANKEY; EIKELBOOM, 1999). Embora
sejam encontrados niveis fisiologicos de homocisteina em plasma sanguineo saudavel, cerca de
5-15 umol L', pode ocorrer uma condi¢do médica caracterizada por um nivel anormalmente
alto (acima de 15 umol L") de homocisteina no sangue, chamado hiper-homocisteinemia (GUO
et al., 2009). A concentracao total de homocisteina no plasma de humanos saudaveis (jejum) €
baixa e seu nivel esta entre 5,0 e 15,0 pmol L' quando avaliado com o uso de HPLC ou 5,0-
12,0 umol L'quando sdo utilizados métodos de imunoensaio (BASZCZUK; KOPCZYNSKI,
2014). Quando o nivel esta entre 16-30 umol L ¢ classificado como moderado, 31-100 pmol
L' é considerado intermediario e um valor acima de 100 pumol L' é classificado como
homocisteinemia grave (HANKEY; EIKELBOOM, 1999), elevando, dessa forma, o risco de

doencas cardiometabolicas.
2.2.7 Métodos para a determinagdo de tiois

Devido a importancia bioldgica, ambiental, farmacologica e terapéutica dos tidis faz-se
necessario aplicar metodologias para detec¢do e quantificacdo em uma grande variedade de
amostras (dietas, suplementos, medicamentos e matrizes bioldgicas), isolados € em misturas de
tigis. Os tidis podem ser detectados por uma variedade de reagentes e técnicas quimicas. O
reagente cromogénico classico para a deteccao de tiol € o 4cido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico)
(DTNB), também conhecido como reagente de Ellman (ELLMAN, 1959). Este composto tem

uma ligacao dissulfeto altamente oxidante, que é reduzida estequiométricamente por tidis livres
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numa reacgao de troca (Equacao 1), formando um dissulfeto misto e liberando uma molécula de
acido 5-tio-2-nitrobenzoico, na forma ionizada, a depender do pH do meio (TNB) (WINTHER;
THORPE, 2014). TNB ¢ um excelente grupo de saida, com uma fungao tiolada, com pKa de
4,5, proximo ao de acidos carboxilicos (RIDDLES; BLAKELEY; ZERNER, 1983). Se um
segundo tiol R>-SH estiver presente, a reagdo com o o dissulfeto mixto, formado anteriormente,
pode ocorrer, formar um terceiro dissulfeto (R;-S-S-R») misto, conforme mostrado na Figura 7,
liberando assim, o segundo TNB. Em ambos os casos, um TNB ¢ liberado para cada tiol

oxidado apoés o tratamento com DTNB.

Figura 7- Reacdo do DNTB (reagente de Ellman) na presenca de tidis.
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Fonte: WINTHER; THORPE, 2014

Técnicas quimicas e instrumentais para a determinacdo de tidis tém sido amplamente
relatadas na literatura,Entre as técnicas mais regularmente utilizadas, estdo as técnicas
cromatograficas (CONCHA-HERRERA; TORRES-LAPASIO; GARCIA-ALVAREZ-
COQUE, 2004) e eletroforese capilar (ZHANG; HU; CHEN, 2005). No entanto, essas técnicas
requerem instrumentagdes complexas, preparacdo laboriosa de amostras e necessidade de
derivagdo o que limita sua utilidade. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High
Performance Liquid Chromatography — HPCL) combinada a outros modos de detecgdo, tais
como fluorimetria (KAND’AR et al., 2007) e espectrometria de massa IWASAKI et al., 2012)
também estdo sendo utilizadas. Os detectores fluorimétricos possuem alta sensibilidade, no
entanto, estes ensaios requerem a preparacao laboriosa da amostra e um alto custo de reagentes.
A técnica de HPLC acoplada a espectrometria de massas, normalmente, oferece uma alta

sensibilidade e seletividade, mas o equipamento possui um alto custo e um maior tempo de
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analise e recursos sdo necessarios, que podem potencialmente causar substanciais atrasos na
obtenc¢ao de resultados. Comparado com outros métodos analiticos, os métodos eletroquimicos
tém sido empregados com sucesso para produtos farmacéuticos, bioldgicos e deteccao
ambiental, devido a sua resposta rapida, baixa custo, boa seletividade, alta sensibilidade e

portabilidade (KALCHER et al., 1995).

Nesse sentido, diferentes eletrodos de trabalho tém sido empregados para a
determinagdo desses tiois, eletrodos ndo modificados (RAOOF et al., 2010) e eletrodos
modificados (INOUE; KIRCHHOFF, 2000). No entanto, eletrodos ndo modificados sofrem de
falta de sensibilidade, devido ao envenenamento da sua superficie, em potenciais de oxidagdo
altos, enquanto que os eletrodos modificados tém desvantagens devido as diferentes etapas de
preparacdo e falta de reprodutibilidade de sinal. Assim, os esfor¢os para ampliar a detec¢ao

eletroquimica de ti6is com metodologias simples e sensiveis tém sido desafiadores.

Uma alternativa para diminuir as limitagdes dos sensores eletroquimicos, envolve o uso
de mediadores eletroquimicos homogéneos ou heterogéneos (LEE; GONCALVES;
COMPTON, 2015; RAOQF et al., 2010). Com o mediador eletroquimico em solugdo, evita-se
o envenenamento do eletrodo sem a necessidade de modificacdo, tornando a metodologia
eletroquimica simples, rapida e facilmente aplicada. Diferentes superficies eletrodicas podem
ser aplicadas nessas andlises, eletrodos convencionais (carbono vitreo, ouro, grafite) que se
destacam pelo baixo custo, ou eletrodos mais sofisticados, como o eletrodo de diamante dopado
com boro (DDB). Em compara¢do com eletrodos convencionais, o DDB oferece muitos
beneficios exclusivos, como baixa corrente capacitiva, uma janela grande de potencial de
trabalho, alta resisténcia mecanica e ¢ menos propenso a passivagao superficial devido a sua
inércia fisica e quimica (SIANGPROH; NGAMUKOT; CHAILAPAKUL, 2003). Dessa forma,
o uso de diferentes superficies eletrodicas aliadas ao mediador eletroquimico nos fornece uma

ferramenta analitica promissora para a determinagdo de tidis em matrizes relevantes.

Dependendo da matriz, a metodologia pode ser facilmente aplicada, porém, algumas
matrizes apresentam alta complexidade, devido aos baixos teores dos constituintes de interesse
e presenga de interferentes. Nesse sentido, o emprego de polimeros molecularmente impressos,
ou de impressdo molecular (do inglés - “Molecularly Imprinted Polymers” - MIPs), tem
demonstrado ser uma eficiente ferramenta analitica e com grande potencialidade para

minimizar essas limitagdes, sendo altamente seletivo.
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2.3 Polimeros molecularmente impressos (MIPs)

A historia da tecnologia de impressdo molecular teve seu inicio na década de 1930,
quando Polyakov explicou a seletividade em termos de um efeito de modelo, embora os aditivos
foram incluidos ap6s a polimerizagdo (POLYAKOV, 1931). Na década de 1940, Pauling
apresentou pela primeira vez a idéia sobre a impressao molecular, a teoria segundo a qual os
anticorpos adotam uma estrutura complementar tridimensional especifica em relacdo ao
antigeno apos contato com ele (PAULING, 1940). No entanto, nenhum avango significativo na
impressdo molecular foi feito nos 20 anos seguintes. Em 1972, Wulff e Sarhan langaram as
bases para a area de pesquisa atual com o primeiro relato de polimeros organicos que foram
preparados por ligagdes quimicas reversiveis (WULFF; SARHAN, 1972). No inicio dos anos
80, Vlatakis e colaboradores prepararam com sucesso os MIPs usando tecnologia de impressao
molecular ndo covalente (VLATAKIS et al., 1993). Com base nestes estudos pioneiros, a

tecnologia de impressdo molecular comecgou a crescer rapidamente.

Existem trés processos diferentes de moldagem molecular para a preparacdo de MIPs,
que sdo: covalentes, ndo covalentes e semi-covalentes, esses processos diferem da forma como
o modelo estd ligado ao mondmero funcional e, portanto, dos sitios de ligacao resultantes. A
abordagem covalente envolve a formagao de ligacdes covalentes reversiveis entre o molde e o
mondmero funcional, este procedimento produz um polimero impresso caracterizado pela
distribuicdo homogénea dos locais de ligagdo devido a forte interagdo entre a molécula-molde
e o mondmero. Similar ¢ a op¢ao semi-covalente, mas neste caso, ¢ usada uma molécula molde
que estabelece uma ligacdo covalente com os monomeros funcionais e, na etapa de religacdo, ¢
estabelecida uma ligacdo de natureza ndo covalente. A abordagem ndo covalente, ¢ a mais
utilizada nos processos de impressao molecular, uma vez que podem ser utilizados varios
mondmeros comercialmente disponiveis, esse processo envolve a formagao de interacdes fracas
e ndo covalentes entre o modelo e 0 mondmero na mistura de reacdo (interagdes idnicas, ligacao
de hidrogénio, for¢as de van der Waals e empilhamento - ). Esta abordagem ¢ particularmente
interessante pela sua simplicidade, permitindo a obtencdo de MIP que apresentam uma
afinidade elevada para o seu alvo e uma ampla aplicabilidade. Assim, usando essencialmente o
mesmo procedimento ¢ mudando a molécula alvo, podem ser desenvolvidos MIPs com
capacidade para reconhecer uma grande variedade de compostos (SELLERGREN;
ALLENDER, 2005).
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Os MIPs sdo polimeros que realizam reconhecimento especifico por formarem
cavidades que sdao complementares em tamanho e forma ao analito; sendo denominados
também de polimeros biomiméticos por imitarem o sistema de reconhecimento biologico
baseado em afinidade, como o sistema antigeno/anticorpo (TARLEY; SOTOMAYOR;
KUBOTA, 2005). O reconhecimento molecular do MIP ¢ baseado nos sistemas biologicos;
contudo, os polimeros apresentam diversas vantagens em relagao aos biossistemas: baixo custo,
facil preparacdo (podem ser sintetizados de diferentes modos de acordo com a necessidade),

alta resisténcia mecanica e térmica (HAUPT et al., 2011; UZURIAGA-SANCHEZ etal., 201 6).

Os polimeros ndo-molecularmente impressos (NIPs) sdo polimeros de controle de MIPs.
Sua sintese ¢ semelhante, praticamente a mesma que a sintese dos MIPs, com a tnica diferenca
de que a molécula modelo ndo ¢ adicionada, desta forma ¢é possivel estudar se a interagdo que
ocorre entre o polimero e a molécula modelo ¢ devida a capacidade que o MIP reconhece o
modelo e ndo apenas a interacdo de mondmeros funcionais e estruturais com o modelo; e se a

cavidade originada na sintese de MIP ¢ o que torna o polimero altamente seletivo.

Em linhas gerais, os MIP (Figura 8) sdo obtidos por polimerizagdo na presenca de uma
molécula molde a ser impressa (template), de tal forma que um esqueleto polimérico ¢ formado
ao redor do analito ou de uma molécula com estrutura analoga. Apo6s a polimerizacdo, a
molécula que foi impressa ¢ removida por dissolugdo ou evaporagdo, revelando nanositios de
ligagdo (cavidades nanoporosas) que sdo complementares em forma e tamanho do analito. Com
esta estratégia, o resultado ¢ uma “memoria” molecular em um polimero nanoporoso, que ¢
apropriada para que ocorra um processo de inclusdo reversivel e um enriquecimento seletivo
do analito. A primeira etapa da sintese consiste em misturar o mondmero contendo grupos
funcionais complementares aqueles da molécula molde, o que permite formar, em solucdo, o
complexo “mondmero-molécula molde”, por meio de interagdes (covalentes ou ndo covalentes)
entre os respectivos grupos funcionais complementares. Posteriormente, sdo adicionados ao
meio reacional, o reagente de ligacdo cruzada (monodmero estrutural) e o iniciador radicalar de
polimerizacdo. Finalmente, a polimerizagdo ¢ induzida por meio de calor e/ou luz UV na
auséncia de oxigénio. A seguir, o MIP formado ¢ avaliado em relagdo a sua seletividade,
capacidade de extragdo e de pré-concentracdo do analito (TARLEY; SOTOMAYOR;
KUBOTA, 2005).
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Figura 8 - Esquema ilustrativo das etapas envolvidas na sintese de polimeros com impressao
molecular.

Monémeros Funcionais
Matriz

L ) == Polimérica
L L Complexacgao k A Polimerizacédo A

Molde
/ Extragdao

Reconhecimento

Sitio Seletivo

Fonte: Baseado em TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005

Para a impressdo molecular, a molécula modelo ¢ de grande importancia porque
influencia diretamente a organiza¢do de mondmeros funcionais. Mas nem todas as moléculas
podem ser modelo, a escolha dos mondmeros funcionais ¢ influenciada pela sua afinidade com
a molécula modelo, em geral, para a impressao molecular ndo covalente, a razdo molar entre o
modelo e o mondmero funcional ¢ de 1 a 4. As trés principais fungdes do mondmero estrutural
sdo, controle da morfologia do polimero da matriz, estabilidade dos locais de ligacdo impressa

e estabilidade mecanica do polimero da matriz (CORMACK; ELORZA, 2004)

Os MIPs produzidos pelos métodos convencionais de sintese, embora muito eficientes,
ainda apresentam alguns problemas no seu desempenho de reconhecimento. As particulas
formadas possuem os sitios de ligacdo especifica distribuidos de maneira ndo homogénea e no
interior da particula, o que diminui a acessibilidade do analito na cavidade do MIP (SHAHAR;

TAL; MANDLER, 2016).

Assim, um dos modos encontrados de minimizar e/ou acabar com os inconvenientes

mencionados foi através da jun¢do dos polimeros impressos com nanoparticulas.

As nanoparticulas magnéticas atrairam uma aten¢do consideravel devido ao interesse

cientifico fundamental e as aplicagdes promissoras em diversas areas: separacdo, catalise,
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biologica e ambiental. Além disso, apresentam também vantagens como baixa toxicidade e
baixo custo (HUANG et al., 2015). Aliando as vantagens das nonoparticulas magnéticas com
técnica de impressao molecular os beneficios aumentam em seletividade e sensibilidade. Essa
unido gerou materiais nanocompdsitos do tipo core@shell, no qual o nicleo ¢ formado por
nanoparticulas solidas recobertas com uma camada de MIP (WACKERLIG; LIEBERZEIT,
2015).

O processo de preparacao mais comumente usado inclui quatro etapas: 1) preparagao de
nanoparticulas magnéticas; 2) modificagcdo ou funcionaliza¢do da superficie dos componentes
magnéticos (onde um dos métodos mais comuns para a preparagdo de MMIP  emprega
substratos funcionalizados com vinil); 3) polimerizagdo impressa na superficie, usando
nanoparticulas funcionalizadas como um nicleo magnético na presenca da molécula modelo,
mondmero funcional e mondmero estrutural; 4) a remog¢do da molécula modelo do polimero

(UZURIAGA-SANCHEZ et al., 2016; ZHANG et al., 2010).

Os passos gerais da preparacdo dos MMIPs sdo apresentados a Figura 9. O processo

MIPs na superficie modificada com nanoparticulas magnéticas ¢ andlogo ao da sintese de

polimeros.

Figura 9 - Esquema ilustrativo das etapas envolvidas na sintese de polimeros magnéticos com
impressao molecular.

magnetita funcionalizacio da magnetita magnetita recorbertas por MIP
OO O
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Fonte: PUPIN, et al, 2016.

Os MMIPs sdo dotados de alta afinidade com os modelos como os MIP tradicionais e
permitem monitorar compostos segmentados em matrizes ambientais complexas de forma
rapida, barata e precisa (LIN et al., 2016). Os MMIPs sao preparados pela encapsulacao de
particulas magnéticas inorganicas com um polimero organico, o que resulta em um produto que
combina as vantagens das altas propriedades de reconhecimento de MIP e a conveniéncia de
manipulagdo da separacdo magnética. Enquanto isso, o processo de separacdo magnética pode
ser realizado diretamente em amostras complexas, sem a necessidade de preparo de amostras.

Portanto, os MMIP podem ser promissores candidatos multifuncionais para o processo de
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adsorcao/ separacdo (HUANG et al., 2015; HUSSAIN et al., 2016; LI et al., 2012; LIU et al.,
2016; NING et al., 2014).

Assim, com base no anteriormente exposto, este trabalho propde duas metodologias para
a determinagdo de tiois, a primeira utilizando métodos eletroanaliticos sensiveis, simples e de
baixo custo e a segunda metodologia ¢ a sintese de polimeros magnéticos molecularmente
impressos que fazem ligacdes especificas com analito, para separar e determinar GSH, em

misturas mais complexas, com seletividade.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologias analiticas com alta sensibilidade, seletividade e estabilidade
para a determinagdo de tiois empregando eletrodos de carbono vitreo (CV) e diamante dopado
com boro (DDB) e a sintese de um material hibrido no formato core@shell, constituido de
nanoparticulas magnéticas modificadas (core) com MIP (shell) para a determina¢do de GSH

em amostras mais complexas.

3.2 Objetivos especificos

Investigar o comportamento do eletrodo CV na presenca de tidis de interesse

bioldgico;

¢ Investigar os mecanismos das reacdes eletroquimicas dos analitos estudados usando as

voltametrias ciclica e de voltametria de pulso diferencial;
e Realizar eletroandlise e obter as respectivas figuras de mérito analiticas;
e Aplicar a metodologia em matrizes distintas;
e Comparar os resultados obtidos com o eletrodo de DDB (sob condi¢des otimizadas);
¢ Sintetizar as nanoparticulas magnéticas;
e Modificar as nanoparticulas magnéticas com MIP (MMIP) para GSH;
e Otimizar os parametros de sintese do MMIP;
e Caracterizar o MMIP;

e Avaliar o desempenho do MMIP sintetizado.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho foi dividido em duas partes. O primeiro tdpico refere-se a andlise
eletroquimica de LipS2 e NAC, com experimentos realizados em ECV, utilizando a técnica de
voltametria ciclica (VC). Posteriormente, foi realizada a analise com diferentes tidis e dessa
forma, foi possivel estabelecer 0 mecanismo de reagdo entre o LipS: e os tidis. Para melhor
desempenho da metodologia adotada, os parametros experimentais que influenciam na
sensibilidade, estabilidade e resposta dos ti6is foram otimizados. A técnica de voltametria de
pulso diferencial (VPD) ¢ uma técnica mais sensivel que a VC, portanto, foi a técnica utilizada
para a obteng@o dos parametros analiticos e para a aplicagdo em amostras reais. Todo o processo
foi repetido, aplicando-se, desta feita, o eletrodo de diamante dopado com boro (DDB). A
comparacdo entre as duas metodologias em diferentes superficies eletrodicas foi possivel. A

Figura 10 apresenta o fluxograma para cada etapa seguida no trabalho.

Figura 10 - Fluxograma representando as etapas das eletroanalises dos tiois.

cv |B)| Lips, |{| DpB
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Investigar os mecanismos das
reacoes eletroquimicas
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Fonte: Autora do trabalho.



43

A segunda etapa do trabalho relata a sintese de MMIPs e MNIPs para a determinagio
de GSH. Esse tiol foi escolhido devido a sua importancia biologica. As etapas aplicadas na

execugdo do trabalho sdo apresentadas na Figura 11.

Inicialmente realizou-se a sintese de nanoparticulas magnéticas e a sua funcionalizagao.
Em seguida, a camada impressa molecularmente ¢ formada na superficie por polimerizacgao dos
grupos vinila com monodmero estrutural e funcional na presenca de GSH para a formacao do
MMPIs e na auséncia de GSH para formagao dos MNIPs. Apos a polimerizagdo, o analito foi
removido da cavidade do MMIPs, caracterizado e avaliado seu desempenho em ralagdo do
MNIP. Todos produtos oriundos de cada etapa da sintese foram caraterizados por Microscopia
Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEQG), infravermelho e magnetometria

de amostra vibrante.

Figura 11 - Fluxograma representando as etapas para a obtencio e avaliacio dos MMIPs e
MNIPs.
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Fonte: Autora do trabalho.

4.1 Reagentes e Solucdes

Os reagentes LipS2, NAC, GSH, GSSG e HCys, Cys foram adquiridos da Sigma-
Aldrich, as solugdes estoques foram preparadas diariamente, antes das medidas voltamétricas.
Os tampdes: Britton-Robinson (H3BOs/ H3POs4 CH3COOH/ NaOH), Fosfato de sodio
(NaH>PO4/NaOH), Mcllvaine (Na;HPO4/CsHgO7), Sorensen (Na,HPO4/ KH2PO4) foram de
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grau analitico (adquirido da Sigma e Merck). Todas as solu¢des foram preparadas com agua

ultrapura, obtida em Milli-Q Millipore.

Para sintese e modifica¢do das nanoparticulas magnéticas os reagentes utilizados foram
FeCl2.4H>0 e FeCl3.6H>O (Sigma-Aldrich); NH4OH (Synth); tetraetilortossilicato (TEOS) da
Acro6s; 3- (trimetoxisilil) propil metacrilato (MPS) da Sigma-Aldrich, etanol e tolueno, ambos

fornecidos pela Synth.

Os reagentes utilizados na a sintese dos polimeros foram GSH, alilamina, acrilamida,
trimetilolpropano trimetacrilato (TRIM), etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) e 2,2-azo-
bisisobutironitrila (AIBN), todos fornecidos pela Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados foram

acetonitrila e metanol da Panreac, tolueno e acido acético glacial da Synth.
4.2 Equipamentos

Todas as experiéncias eletroquimicas foram realizadas num potenciostato Autolab-tipo
IT (Eco Chemie, Holanda) acoplado a um microcomputador controlado pelo software GPES
(General Purpose Electrochemical Software) para controle de potencial e aquisicdo de dados.
Para ajuste do pH das solugdes tampdes, foi utilizado um medidor de pH calibrado (Quimis Q-
400MT, Diadema, SP, Brasil). O estudo da temperatura foi realizado e controlado com a ajuda
de um banho ultra-termostatico (Solab, modelo SL-152/10), em célula de vidro dividida,

encamisada, adquirida da Labsolution.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotometro UV-Vis
com arranjo linear de diodos da Bel Photonics modelo UV-M 51, comandado pelo programa
UV Professional. Todas as medidas foram realizadas utilizando cubetas de quartzo de 1,0 cm

de caminho 6ptico e em comprimentos de onda no intervalo de 370 a 800 nm.

Para a caracterizagdo magnética foi usada a técnica de magnetometria de amostra
vibrante ( VSM- do inglés Vibrating Sample Magnetometer) o equipamento LakeShore VSM
série 7300. As medidas foram realizadas pelo Dr. Luis Alvares, pesquisador do Centro Atomico

Bariloche, Divisdo de Ressonancias Magnéticas, Argentina.

Para as medidas no infravermelho por transformada de Fourier foi empregado um
espectrometro FT-IR Vertex 70 da Bruker, com uma fonte de laser e detector L-alanina dopado

com sulfato de triglicina deuterada (DLaTGS), utilizando uma faixa de leitura de 4000 a 400
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cm’!. A andlise foi realizada diretamente nas amostras sélidas ou liquidas, no modo de

refletancia total atenuada.

A morfologia dos polimeros foi analisada utilizando a técnica de microscopia eletronica
de varredura com campo de emissdo (MEV-FEG; Jeol JSM 6330F), onde as nanoparticulas e
os polimeros foram dispersos em alcool isopropilico e colocados em um banho ultrassom
(Unique modelo USC — 1400) por 10 min, os polimeros foram recobertos com ouro, para

posterior andlise no microscopio.
4.3 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica convencional,
utilizando trés eletrodos: um eletrodo de trabalho (CV ou DDB), um eletrodo auxiliar (fio de

platina) e um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl, KCl sat.).
4.3.1 Pré-tratamento da superficie do eletrodo CV

Inicialmente, a superficie do eletrodo de carbono vitreo (CV) foi lixada sequencialmente
com lixas de carbeto de silicio de granulometria 600, 1200 e 2000 (3M do Brasil, Sdo Paulo-
SP). Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua purificada e, posteriormente, imerso em agua
em um sistema de banho ultrassom, por cerca de dez minutos, para a remog¢ao de possiveis

particulas de carbeto de silicio impregnadas na superficie do eletrodo.

Em seguida, o eletrodo de CV foi submetido a um polimento manual, com suspensao
aquosa de granulagdes de alumina 1,00; 0,30 e 0,05 pm (Micropolishing Material, Buehler
Ltda). Apds o polimento, o eletrodo foi lavado com &gua purificada, e posteriormente, imerso
em agua purificada e levado para um sistema de banho ultrassom por cerca de dez minutos,

para a remocao de possiveis particulas de alumina da sua superficie.

A érea eletroativa do eletrodo CV (0,056 ¢cm?) foi calculada empregando a equagdo de

Randles-Sevcik (Equagdo 9) (BARD; FAULKNER, 2001; LAVIRON, 1979):
Ip=269x10°. 12 A.C.D.v"” Equagdo 9

onde Ip € a corrente de pico, 4 a area eletroativa (cm?), D o coeficiente de difusdo (6,2 x 10°¢
cm? s71), n o nimero de elétrons da reagdo, v a velocidade de varredura (V s!) e C a concentragdo

da espécie em solugdo (mol cm™) , empregando a técnica de voltametria ciclica em diversas
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velocidades de varredura e solugdo de ferricianeto de potassio (K3(Fe (CN)g)) 2 mmol L' em

KCL 0,1 mol L.
4.3.2 Pré-tratamento da superficie do eletrodo de DDB

O eletrodo de DDB foi, inicialmente, lavado com dgua deionizada, em seguida, limpou-
se suavemente com um pedago de pano de seda imido até obter uma aparéncia espelhada (com
minima probabilidade de danos mecanicos da superficie). Posteriormente, foi pré tratado
anodicamente, aplicando o potencial de +2 V durante 180 s em 1 mol L! de 4cido sulfurico
(H2SO4) para limpar a superficie do eletrodo (eliminar quaisquer impurezas) seguido de pré-
tratamento catédico a -2 V durante 180 s para renovar a superficie (STANKOVIC; MEHMETT,
KALCHER, 2016).

Antes das medidas eletroquimicas, as solugdes eletroliticas foram mantidas saturadas
com gas nitrogénio (N2) do tipo 5.0 — Gases Especiais da White Martins S.A., para eliminac¢ao

de possiveis interferéncias causadas pelo oxigénio nas curvas corrente-potencial.
4.3.3 Aplicacdes em amostras de urina e saliva

As amostras de urina humana foram obtidas a partir de duas pessoas saudaveis, com
idade de 25 anos. As amostras foram transferidas para a célula voltamétrica para serem
analisadas, sem qualquer pré-tratamento. Estas amostras de urina foram analisadas
imediatamente ou foram armazenados a baixa temperatura, até a analise. A saliva artificial foi
adquirida em farmacia de manipulagio (Sdo Luis, MA, Brasil), € ¢ composta de: 5 mmol L™ de
cloreto de sodio, 1 mmol L' de cloreto de célcio, 15 mmol L de cloreto de potassio, 1 mmol
L' de 4cido citrico, 5 mmol L' de 4cido tirico, 1 mmol L' de 4cido ascorbico, 0,2 mmol L! de
lactato, 1,1 mmol L' de tiocianato de potassio, 4 mmol L' de cloreto de amonio € 10 g L' de

carboximetil celulose de sddio, em 4gua.

Os testes de recuperagdo para NAC e GSH foram realizados para avaliar os efeitos da
matriz em amostras de saliva e urina artificial usando o método de adicdo de padrio.
Inicialmente, as amostras de urina e saliva sintética foram enriquecidos com: NAC (1,0 e 2,9
umol L) e GSH (9,8 e 19,3 umol L) respectivamente, para dar dois diferentes niveis de
fortificagdo, a partir de uma solugdo estoque 1 mmol L! de NAC. Correntes de pico vs. as
concentracdes de cada analito foram construidas e as concentracdes de NAC e GSH das

amostras fortificadas foram determinadas.
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4.3.4 Preparo das amostras farmacéuticas para as medidas eletroquimicas

As amostras NAC (capsulas, xarope e suspensdo) foram adquiridas em uma farmacia
de Maceio- AL (Farmécia Homeopatica Natural — FHN). De acordo com o rétulo apresentado
nos frascos, cada capsula continha 10 mg, a suspensdo 2mg mL! e o xarope 20 mg mL™! do
analito. Foram utilizados o contetido de 5 (cinco) cépsulas, solubilizados em agua deionizada.
Todas as amostras foram filtradas e transferidas para um baldo volumétrico. No final todas as

amostras continham uma solugdo estoque de 1 mmol L' de NAC.
4.4 Preparo dos MMIPs e NIPs
4.4.1 Sintese e modificagdo de nanoparticulas de Fe3O4

O procedimento de sintese das nanoparticulas magnéticas (Fe3O4) ¢ baseado no método
publicado por KONG et al., 2012. Foi realizada a co-precipitagdo de 0,01 mmol de Fe** € 0,02
mmol de Fe’" em meio basico. Para isso, solubilizou-se os sais de ferro em 80,0 mL de H,O,
com agitacdo vigorosa (800 rpm) sob nitrogénio. O precipitado das MNPs foi separado com um
ima permanente e lavado com agua, para remover os produtos quimicos ndo reagidos e depois
secado no vacuo. Posteriormente, 300 mg de MNPs foram dispersos em 40 mL de etanol, em
meio basico e colocados no banho ultrassom durante 15 min, seguido da adi¢cdo de 2 mL de
tetraetilortossilicato (TEOS). Deixou-se a mistura reagir durante 12 h a temperatura ambiente
por agitacao (400 rpm). Os produtos foram coletados por separagdo magnética, lavados com
acido cloridrico diluido e agua ultrapura e secados no vacuo. Os MNPs de Fe304 @ SiO; foram
modificados por MPS, através da dispersdao de 250 mg dos MNP Fe304 @ SiO2 em 50 mL de
tolueno anidro contendo 5 mL de MPS e deixou-se reagir a mistura durante 12 h sob nitrogénio.
Ap0s separacdo magnética, lavou-se com agua e secou-se no vacuo, obtendo-se os produtos

(Fe3sOs@ Si02-C=C).
4.4.2 Simulacdo computacional

A otimizagdo da sintese dos MIPs para GSH em relacdo ao mondémero funcional mais
adequado foi realizada usando modelagem molecular computacional. Para tal foram usados os
programas (WONG et al., 2015): (i) HyperChem® 8.0.5: utilizado para modelagem das
moléculas a serem utilizadas na sintese dos MIPs. (i) OpenEye® (pacote de softwares)
contendo os programas: VIDA 3.0.0: utilizados para visualizar as moléculas modeladas para

conferir possiveis erros de ligacdes entre atomos. Omega2: Gera diversos conformeros das
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moléculas, o que torna possivel levar em consideracao possiveis impedimentos espaciais. Por
padrdo, sdo gerados 10 conformeros de cada analito, sendo escolhidos 3 ao acaso para realizar
os testes simulatorios. Szybki 1.2.2: Programa que leva a molécula até seu estado de menor
energia e, portando, mais estavel. (iii) Autolt 3.3.6.0: Aplicativo que utiliza linhas de comandos
(scripts) para automatizar processos repetitivos durante a modelagem molecular, eliminando
erros humanos durante os procedimentos. (iv) Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com
MOPAC (Molecular Orbital PACkage) 2009: utilizado para realizar as simulagdes
propriamente ditas. Este programa faz a aproxima¢ao dos mondomeros com a molécula que sera
usada como molde, calculando a energia liberada, resultando assim a afinidade entre os
mesmos. MOPAC ¢ um utilitario que emprega quimica quantica semi-empirica para os calculos

de aproximacao.
4.4.3 Sintese do MMIPs e MNIPs

A sintese dos polimeros impressos (MIPs) e ndo impressos (NIPs) sobre as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas, gerando MMIPs e MNIPs para GSH, foi realizada
pelo método de precipitagdo. Para isso, 1,5 mmol de GSH (como moélecula molde, 3 mmol de
alilamina ou acrilamida (como mondémero funcional) e 100 mL de 3:1 acetonitrila/tolueno
(usado como solvente porogénico) foram dissolvidos em 8 mL de 4gua. A mistura foi deixada
interagir por 2 h, sob agitacdo constante. A seguir, 200 mg de nanoparticulas de magnetita
modificadasforam adicionadas a esta solugdo e acrescentou-se a mistura 14 mmol de EDGMA
e 1 mmol de AIBN (iniciador radicalar), sendo nitrogénio borbulhado a solu¢do continuamente
em baixo fluxo, de maneira a impedir que o oxigénio interfira na polimerizagdo. A temperatura
de reacdo foi aumentada de 25 para 60 °C por 4 h, para o método inicial de termopolimerizagao.
Os NIPs correspondentes foram preparados de forma semelhante, mas sem a molécula modelo,

no caso GSH.

A fotopolimerizacao foi realizada sob as mesmas condi¢des empregadas, no entanto o
monodmero estrutural utilizado foi o trimetilolpropano trimetacrilato (TRIM) e foi acionada a
lampada de vapor de Hg de alta pressdo (125 W) em tubo de quartzo sob nitrogénio por 4 h. Os

NIPs correspondentes foram preparados de forma semelhante, mas sem a molécula modelo.

Em seguida, o polimero obtido foi colocado para lavagem em sistema Soxhlet. Nas
primeiras 24 h, foram lavadas com agua ultrapura para a retirada da molécula molde, apds, 24

h foram lavadas com 100 mL da propor¢ao 70/30 (v/v) metanol: acido acético, para remogao
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do excesso de reagentes da sintese e depois mais 24 h com 100 mL de 4gua. Com o intuito de
verificar a eficiéncia de remog¢do da GSH do polimero, as solugdes do solvente de lavagem

foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis a cada 12 h.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Determinacao eletroanalitica de NAC e GSH usando CV

5.1.1 Estudo do comportamento voltamétrico da oxidagdo do é4cido LipS> e NAC sobre o

eletrodo CV.

Os perfis de oxidagdo de NAC e LipS,, foram investigadas por VC no eletrodo de CV,
em tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7. A faixa de potencial usada foi de 0,4 - 1,1 V vs. Ag/AgCl
e velocidade de varredura de 10 mV s'. A Figura 12 apresenta os voltamogramas ciclicos
registrados, na auséncia do analito (branco), o qual ndo apresenta qualquer pico voltamétrico
(processo faradaico), ou seja, ndo se observa transferéncia de elétrons na interface eletrodo-
eletrolito e a corrente observada é de natureza capacitiva. Apos a adi¢do de 500 pmol L' de
NAC, na regido de oxidagdo, a andlise dos voltamogramas ciclicos mostra que ndo ha pico
definido e apenas um pequeno aumento de corrente (1,5 pA) foi observado. De forma diferente,
o perfil mostrado por LipSz (500 umol L), apresenta um pico de oxidagdo intenso em torno
0,85 V vs. Ag/AgCl, com uma corrente de 5 pA aproximadamente. Surpreendentemente, a
adi¢do de NAC a solucdo de LipS: provoca um aumento significativo na corrente de pico a 0,85
V vs. Ag/AgCl (corrente de cerca de 8,0 pA). Comportamento similar foi observado, quando
LipS: foi adicionado a solugdo de NAC, com semelhanga de corrente de oxidagdo na presenca
dos dois analitos. Com base neste primeiro resultado, ¢ evidente que LipS2 e NAC interagem,
em solugdo, o que leva ao aumento da onda de oxidagdo, relacionada a oxidacdao de LipSo,

sugestivo de um aumento de sua concentragdo, na superficie do eletrodo.
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Figura 12 - Voltamogramas ciclicos registrados em eletrodo CV, tampio fosfato 0,1 mol L™, pH
7, registrados na auséncia de analito (branco), na presenca de NAC (500 pmol L™), na presenca
de LipS: (500 pmol L"), com ambos os analitos, LipS; (500 pmol L) + NAC (500 pmol L) e NAC
(500 pmol L") + LipS; (500 pmol L™).

m— Branco

8 { = 500 umol L' NAC

| =500 pmol L" Lips,

—— 500 pmol L (1:1) NAC + LipS,
= 500 pmol L (1:1) LipS, + NAC

04 06 08 10
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.

5.1.2 Estudo da velocidade de varredura

Para compreendermos melhor o processo de oxidagdo do LipS: no eletrodo CV, foi
realizado o estudo de velocidade somente na presenca de LipS: de acordo com a Figura 13. A
partir destes dados, foi construido o grafico de corrente de pico anodica (I,,) em fungdo de (v)'?,
resultando numa dependéncia linear (Figura 14), ou seja, um processo eletroquimico

irreversivel e com controle difusional expresso pela Equagdo 10 (BARD; FAULKNER, 2001):
La = (299 x 105)n(an,)/?AC;DY*v'/2 Equagdo 10

onde n representa o numero total de elétrons envolvidos na reacdo de oxidagdo de LipSy; A, a
area do eletrodo de trabalho (0,056 ¢cm?); “an,” o parAmetro que reflete a irreversibilidade da
reagdo e; “D,” (cm? s7), o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa em solugdo (1,1x107
cm? s1); Co* (mol cm™), a concentragdo dessas espécies (CORDUNEANU; GARNETT;
BRETT, 2007).
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O parametro an, na Equagdo 10 pode ser determinado através potencial de pico (E,) e
o potencial de pico de meia onda (E,»),de acordo com a Equagdo 11 (BARD; FAULKNER,
2001):

47.7 ~
|Ep — Ep/2| = EmV Equagido 11
Assim, o valor para an, foi determinado como sendo de aproximadamente 0,85 para
LipS,. Substituindo-se este valor na Equagdo 10, foi possivel obter um valor para n de 1,74,

aproximadamente 2 elétrons na oxidagdo de LipSo.

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos da oxidacio de LipS; registrados sobre o eletrodo de CV, em
diferentes velocidades de varredura do potencial, contendo 500 pmol L' de LipS:, em 0,1 mol L™
de tampao fosfato pH 7.

16
14 100 mV s~

1

12
10 -

pA

04 06 08 10 12
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.
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Figura 14 - Grafico da dependéncia de Ipa com (v)'% dados extraidos da Figura 13.
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Fonte: Autora do trabalho

A Figura 15 apresenta os voltamogramas ciclicos, registrados em diferentes velocidades
de varredura (v) para a oxidag@o da mistura reacional LipS; e NAC, sobre o eletrodo de CV. Os
voltamogramas apresentados mostram que hd um aumento do sinal analitico (correntes
anoddicas), com o aumento da velocidade de varredura do potencial. Esses estudos indicam que
ha uma reagdo quimica acoplada no processo de oxidacao da NAC, portanto um grafico da
razdo entre a corrente ¢ a velocidade de varredura (Ip/v'’?) vs. velocidade de varredura foi
construido (Figura 16) e apresenta o comportamento caracteristico tipico de um processo EC',
no qual a fun¢do de corrente a baixas velocidades de varredura apresenta elevados valores de
Ip e a altas velocidades de varredura, a fung¢@o de corrente converge para o coeficiente angular
da curva Ip vs. v/"> . A partir destes dados, foi construido o grafico de Ipa em fungio de (v)!?,
o qual resultou numa dependéncia linear (Figura 17), ou seja, de acordo com o esperado para

um processo eletroquimico irreversivel, com controle difusional.
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Figura 15 - Voltamogramas ciclicos da oxidacao de LipS; + NAC registrados sobre o eletrodo CV,
em diferentes velocidades de varredura do potencial, com 500 pmol L™ de LipS; + 500 pmol L™
de NAC, em 0,1 mol L' de tampao fosfato pH 7.

25 100 mvs™!
20-

15 -

04 06 08 10 12
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.

Figura 16 - Grifico de Ipa/v'? vs. v para a oxidacio de LipS; na presenca de NAC. Dados extraidos
da Figura 15.
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Fonte: Autora do trabalho.
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1/2

Figura 17 - Grafico da dependéncia de Ipa com (v)* para a oxidacdo de LipS; na presenca de

NAC, dados extraidos da Figura 15.
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Fonte: Autora do trabalho.

5.1.3 Estudo da oxida¢ao do LipS; sobre o eletrodo CV com outros tidis

Para avaliar o perfil de oxidagdo de LipS: frente a outros tiois, ele foi investigado, na

presenca de: GSH, GSSG, HCys e Cys (Figura 18).

De acordo com os voltamogramas, podemos observar que a adi¢do dos tidis GSH
(Figura 18a), HCys (Figura 18b), Cys (Figura 18c) a solucdo de LipS», provoca o aumento da
corrente anddica de LipS,. No entanto, na presenga da GSSG (Figura 18d), a corrente de
oxidagdo continua a mesma. Estas experiéncias indicam que LipS; ¢ oxidado, em 0,85 V, no
eletrodo CV, e, que, provavelmente, devido ao aumento de corrente, ¢ regenerado por reacao

com tidis ou intermediarios, em soluc¢ao.
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Figura 18 - Os voltamogramas ciclicos registrados no eletrodo CV, em tampao Fosfato 0,1 mol L~
L, pH7,v=10 mV s™, em diferentes tiéis: (a) branco, GSH, LIPS,, e LIPS, +GSH (1:1); (b) branco,
HClys, LIPS;, LIPS+ HCys (1:1); (¢) branco, Cys, LIPS,, LIPS+ Cys(1:1); (d) branco, GSSG,
LIPS;, e LIPS; + GSSG (1:1). Todos os analitos com concentrac¢io de 500 pmol L.

12 = branco ) (a) 12]= branco . (b)
=== 500 pymol L GSH === 500 pmol L~ HCys
10 J=—— 500 ymol L™ LIPS, 10 /=500 pmol L' LIPS,
=500 pmol L™ (1:1) LIPS, + GSH =—— 500 pmol L (1:1) LIPS+ HCy:
8- 8
e <
= =
4 4
2 2
0- (]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 1,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E/V vs Ag/AgCI E/V vs Ag/AgCI
12]™ branco ) (c) 42 ]==branco (d)
=== 500 ymol L~ Cys = 500 yM GSSG
10 | =500 pmol L™ LIPS, 10 J—— 300 UM LIPS,
—— 500 pmol L (1:1) LIPS+ Cys =500 yM LIPS, + GSSG (1:1)
8| 8|
<§L 6- i 6-
= =
4 4
2 2
0] 0]
00 02 04 06 08 10 12 00 02 04 06 08 10 12
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.

Ha uma diversidade de estados de oxidac¢ao de enxofre e grupos funcionais a base de
enxofre, espelhado por um comportamento redox complexo, que transcende as reagdes classicas
de transferéncia de 1 ou 2 elétrons (TRUJILLO; ALVAREZ; RADI, 2016). O enxofre
prontamente participa na quimica radicalar e em reagdes de transferéncia de hidreto. Ele
também sofre alteragdes em seu estado redox como parte do sistema “tiol / dissulfeto” em

reacdes de troca (Equagdo 12) (TRUJILLO; ALVAREZ; RADI, 2016):
RiSH + RSSR - R;SSR + RSH Equacdo 12

A tltima reagdo (Equagdo 12) ¢ a base para o bem conhecido ensaio de Ellman
estequiométrico colorimétrico (Figura 7) (ELLMAN, 1959; RIDDLES; BLAKELEY;
ZERNER, 1983) e modificado (HANSEN et al., 2009).
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Certamente, as oxidagdes dos tidois NAC, GSH, HCys e Cys sdo facilitadas por LipS»,
que desempenha papel de mediador eletroquimico homogéneo. O dissulfeto (GSSG) nao ¢
afetado. Um possivel mecanismo pode ser proposto. No presente caso, LipS., por si s0, sofre
oxidagdo, via 2 elétrons (conforme resultados j& apresentados), conduzindo provavelmente para
o sulfoxido (representada como LipSSO) e outros produtos, bem como relatado na literatura
(MCNEIL et al., 2015; MIRANDA et al., 2012) (Equag@o 13). No entanto, na presenga de
tiolatos (representada como RS"), LipS: sofre uma oxidagao de 1 elétron com a formagao de um
cation radical tiol reativo (LipS>*") (Equagdo 14), que, na presenga de anions tiolato (RS-, a
partir de GSH, NAC ou HCys), ¢ regenerado (LipS2), dando origem a radicais tiila (RS*®), como
intermediarios (Equagdo 15). Estas espécies reagem com outras semelhantes, que conduzem,

finalmente, para os dissulfetos (RSSR), na ultima etapa (Equagdo 16).

A reacdo ¢ interrompida, na auséncia de tiolatos (ja consumidos em reagdes de
dimerizacdo), o que conduz, finalmente, aos produtos finais estaveis, LipSSO (Equagdo 12) e
RSSR (Equagdo 16). Quando LipS, encontra outros dissulfetos, como ¢ o caso da GSSG,

nenhuma reagdo ocorre (Figura 18d).

LipSa@aq+ H2O@q  — LipSSO ag+ 2H" + 28 Equagédo 13
—_— LipSaag) ' T LipS2™(aq) Equagio 14
LipS2™(ag) + RS (ag) —>I LipS(aq) TRS" Equagio 15
RS"ag)+ RS aq) RSSR (aq) Equagdo 16

Em resumo, LipS; ¢ oxidado no eletrodo, mas ¢ regenerado por tiolatos, em solug¢do. A
plena compreensdo do mecanismo estd sob investigagdo. Os parametros eletroquimicos,
principalmente a cinética reacional, dependem da reatividade dos diferentes radicais tiila, como
evidenciado pelo aumento de corrente de oxidacdo combinada, diferente para cada tiol, em

concentragdo similar.

O perfil voltamétrico de LipS>, foi investigado na presenga de tidis aromadticos:
metilbenzenotiol e metoxitiofenol. A Figura 19a apresenta os voltamogramas ciclicos referentes
ao metilbenzenotiol, que apresenta um potencial de pico em torno de 0,25 V vs Ag/AgCl ao
adicionar LipS> em solucdo nenhuma alteragdo na corrente de pico foi observada, indicando

que ndo ocorre interacdo entre esses tidis. Um perfil semelhante foi observado para o
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metoxitiofenol (Figura 19b) que apresenta um potencial de pico em torno de 0,1 V vs Ag/AgCl,
onde a adi¢cdo de LipS2 ndo interferiu na corrente de pico. Estes resultados indicam que a
metodologia ndo pode ser aplicada em compostos aromaticos, pois eles sdo facilmente

oxidados, impedindo assim a interagdo com LipSa.

Figura 19 - Os voltamogramas ciclicos no eletrodo CV, em tampio Fosfato 0,1 mol L', pH 7, v =
10 mV s, em diferentes ti6is: (a) branco, Metilbenzenotiol, LIPS, e LIPS; + Metilbenzenotiol (1:
1); (b) branco, Metoxitiofenol, LIPS,;, LIPS;+ Metoxitiofenol (1: 1) Todos os analitos com
concentracio de 500 pmol L.

— Branco e Branco . 3
6 /— 500umol L LipS, 61 oo :::: o “,_"i:t;’“"°f°"°'
= 500pmol L™ Metil benzenotiol 500umol L™ (1:1) Metoxitiofenol +LipS,
—— 500umol L™ LipSo+ Metil benzenotiol
4 41
1 3
2- 24
N —————
0+ 0- /
02 00 02 04 06 08 10 12 02 00 02 04 06 08 10 1,2
E/V vs Ag/AgCI E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.

5.1.4 Otimizagao de Pardmetros Analiticos para a determinag¢do de NAC

Para investigar a possibilidade de estabelecer as melhores condi¢des eletroanaliticas
sobre o eletrodo CV, na oxidagdo de LipS: e tidis, principalmente NAC, experimentos para
otimizar o sistema foram realizados. Inicialmente, foram feitas medidas de voltametria ciclica
em uma solugdo tampao Britton Robinson, em diferentes valores de pH, contendo 500 pmol L

I'de NAC + 500 umol L' de LipS: (Figura 20).
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Figura 20 - Voltamogramas ciclicos registrados sobre o eletrodo CV em solucdes tampio Britton
Robinson de diferentes valores de pH: (a) pH 2, (b) pH 4, (¢) pH 6, (d) pH 7, (¢) pH 7.4, (f) pH 8,
(g2) pH9 e (h) pH 10, =10 mV s,

10— branco (a) 10— branco (b)
— 500:M NAC — 500pM NAC
gl— 500uM LIPS, gl — 500uM LIPS,
—— 500uM (1:1) NAC+ LipSy = 500pM (1:1) NAC+ LipSo
6 - 6-
= 4. = 4/
2 2
0 0-
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E/V vs Ag/AgCI E/V vs Ag/AgCI
10— branco (c) 10— branco (d)
—— 500pM NAC — 500.M NAC
S 500uM LIPS, 8l 500uM LIPS,
—— 500pM (1:1) NAC+ LipSo —— 500uM (1:1) NAC+ LipSy
6 - 6
< <
3 3
= 4/ = 4
2 24
0 0
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E/V vs Ag/AgCl E/V vs Ag/AgClI
10 /— branco (e) 10 J— branco )
— 500pM NAC — 500pM NAC
P 500uM LIPS, g 500uM LIPS,
= 500p:M (1:1) NAC+ LipSo —— 500uM (1:1) NAC+ LipSy
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10— branco (9) 10— branco (h)
—— 500puM NAC —— 500pM NAC
8l 500uM LIPS, 8l 500uM LIPS,
—— 500uM (1:1) NAC+ LipSy —— 500uM (1:1) NAC+ LipSy
6 6-
< <
= =
= 4 - 4
24 24
0- 0-
pH9 pH10
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E/V vs Ag/AgCI E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.

Os estudos, em diferentes valores de pH, permitem evidenciar que, em valores de pH
entre 2 a 4, ndo ha uma interagdo significativa entre o LipS2 e a NAC. Por outro lado, em
tampdes com valores de pH entre 6 e 10, evidenciou-se intensa resposta voltamétrica, apds a
adi¢do da NAC as solugdes contendo LipS». Neste sentido, a resposta eletroquimica da NAC
assistida pelo LipS» ¢ fortemente dependente do pH, bem como ¢ favorecida em meios de pH
neutro e entre os pKa do LipS: (pKa 4,7: -COOH) e da NAC (pKa 3,24: -COOH e 9,5: -SH).
Em valores de pH acima de 8 (Figura 20 f, g e h), podemos observar um segundo Ep em torno
de 0,75 V vs Ag/AgCl, provavelmente devido a presenca de formas dissociadas, no caso, o
tiolato, mais facilmente oxidavel. Assim, o pH ideal para estudos posteriores foi estabelecido
como 7,4 por apresentar maior corrente e além disso, o pH fisioldgico ¢ de aproximadamente

7,4, o que facilita a aplicacdo e o estudo desta interagdo em amostras biologicas.

Ao avaliar que a resposta eletroquimica ¢ dependente do pKa do tiol estudado, realizou-

se o estudo de influéncia do valor de pH na oxidagao dos tiois (Figura 21).
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Figura 21 - Voltamogramas de varredura linear registrados sobre o eletrodo CV em solucgdes
tampao Britton Robinson de diferentes valores de pH: 2; 4; 6; 7; 7,4; 8 e 10, contendo 250 pmol
L' de cada analito: (a) GSH + LipS;, (b) HCys + LipS, (¢) Cys + LipS;, v=10 mV s\,

Fonte: Autora do trabalho

Nos tidis estudados, GSH (pKaicoon= 3,69, pKaxsu= 8,75, pKasnuz+= 9,65), HCys
(pKaicoon = 2,22, pKaxsu= 8,87, pKasnuz+= 10,86) e Cys (pKaicoon= 1,71, pKazsu= 8,33,
pKasnus+=10,78), obteve-se um comportamento semelhante ao observado com NAC. Nos
valores de pH 2, ndo se observa interacdo entre LipS>+GSH e LipS2 + HCys; observa-se uma
pequena interacdo para a Cys, provavelmente, devido ao valor do pH ser maior que o pKa; da
Cys, 0 que ndo ocorre com 0s outros tidis que possuem o pKa; maior que 2. Para GSH, HCys
e Cys, o maior valor de Ip obtido foi para os valores de pH entre 6 e 8. Em valores de pH acima
de 8, a Cys apresenta um segundo pico em torno de +0.6 V vs Ag/AgCl, com facilitacao da
oxidagdo, provavelmente devido a dissociagdo da ligagdo S-H. Estes resultados indicam
claramente que os véarios equilibrios hidrogenidnicos sdo fatores importantes nas reagdes

baseadas em tiol, em termos intermoleculares, com atragdes e repulsdes eletrostaticas, como
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em reagdes redox. No presente caso, ¢ uma relacdo entre a atragdo eletrostatica entre os
intermediarios eletrogerados e a oxidacdo mais facil dos tiolatos (RS") em relagdo aos tidis

correspondentes (RSH).

O segundo parametro avaliado foi a influéncia da natureza da solucdo tampao no
comportamento oxidativo de LipS; e NAC, em eletrodo de CV. Experimentos similares foram
realizados em 4 (quatro) solugdes tampao: 1) Britton-Robinson, 2) Fosfato (NaH2PO4/NaOH),
3) Mcllvaine (Na;HPO4/ CsHgO7), Sorensen (Na2HPO4/ KoHPO4), em pH 7,4, e os resultados
sdo apresentados na Figura 22. As solugdes-tampao Mcllvaine e Britton-Robinson foram as que
provocaram uma maior magnitude de corrente. O tampao Mcllvaine foi escolhido para dar

continuidade ao experimento.

Figura 22 - Voltamogramas de varredura linear registrados sobre o eletrodo CV em diferentes
solucdes tampio em pH 7 ,4 contendo 500 pmol L-1 de NAC + 500 pmol L™ de LipS;, v =10 mV
-1
s,

12

10

Britton Robinson
Fosfato- NaOH

Mclivaine ) 449
Sorensen 0,4 <\

Fonte: Autora do trabalho.

A partir dos dados obtidos, realizou-se o estudo da concentragdo do tampao (Figura 23),
onde se pode observar que a resposta voltamétrica de LipS, + NAC nao foi influenciada
significativamente pela concentragdo do eletrolito de suporte. Assim, uma solucido de tampao
Mcllvaine 0,1 mol L foi escolhida como eletrdlito de suporte para dar continuidade aos

experimentos.
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Figura 23 - Voltamogramas de varredura linear registrados sobre o eletrodo de CV, em soluc¢oes
tampao Mcllvaine de diferentes concentracdes, contendo 500 pmol L' de NAC + 500 pmol L™ de
LipS, pH 7,4, v=10mV s’

Fonte: Autora do trabalho.

5.1.5 Influéncia da temperatura

Estudos da variacdo de temperatura foram realizados para verificar o comportamento
cinético da oxidac¢do LipS>+ NAC sobre eletrodo de CV. Como podemos observar na Figura
24, com o aumento da temperatura hd um aumento significativo na corrente de oxidacdo, bem

como o deslocamento para valores menos positivos de potencial de pico.
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Figura 24 - Voltamogramas ciclicos registrados sobre o eletrodo CV em diferentes temperaturas:
288,15 K; 298,15 K; 308,15 K; 318,15 K; 328,15 K; 338,15 K, tampao Mcllvaine, pH 7 ,4 contendo
500 pmol L' de NAC + 500 pmol L' de LipS;, v=10 mV s’

25

—— 288,15 K
|—— 298,25 k
20 - 308,15 K
}——318,15K
15 328,15 K
|——338,15K

02 04 06 08 10 12
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.

Para o estudo da ordem de reagéo, a concentragido de NAC foi variada de 2x10 a 1,72
x103 mol L' e a concentragio de LipS, foi mantida em 500 pumol L', para diversas
temperaturas (15, 25, 35,45 e 55 °C). Com o aumento da concentragdo de NAC, temos um
aumento na densidade de corrente como pode ser observado na Figura 25. Com base nestes
experimentos, foi construido um grafico do logaritmo de densidade de corrente (log Ip/A) vs. o
logaritmo da concentragdo [NAC], o coeficiente angular fornece a ordem da reagdo. Em relagdo
ao NAC, a ordem de reagdo foi aproximadamente 1 em todas as temperaturas estudadas, ou

seja, ao dobrarmos a concentragao de NAC, a velocidade da reagdo dobrara.
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Figura 25 - Voltamogramas ciclicos sobre o eletrodo CV, 500 pmol L™ de LipS;, com a adi¢io de
diferentes concentracoes de NAC, em tampao Mcllvaine pH 7,4. Temperatura 55° C,v=10 mV s

!. A insercdo mostra a curva analitica.
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Fonte: Autora do trabalho.

Para determinacdo dos parametros cinéticos, calculou-se o valor de k, por meio da

seguinte Equacdo 17 (BARD; FAULKNER, 2001):

I, = 0.227nFAC;k° exp [— (“:?F) (B, —E 0')]

Equacgao 17

onde a € o coeficiente de transferéncia, F' a constante de Faraday, £°a constante heterogénea de

velocidade de transferéncia de elétrons na reacdo, n o nimero de elétrons transferidos, e £ é o

potencial formal. Os valores de &’ sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Anilise da variacio de &’ em funcdo da temperatura.

Temperatura (K) kst [NAC]
288,15 0,0456
298,15 0,0474
308,15 0,0502
318,15 0,0538
328,15 0,0626

Fonte: Autora do trabalho.
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A partir dos valores obtidos de £’ foi construido um grafico de In k versus 1/T em relagio

a constante para NAC (Figura 26), de acordo com a equagao:

] k —lkb+ AS * AH *
n(T)_nh (R) <RT)

onde ky ¢ a constante de Boltzmann , /4 ¢ a constante Plank, AH* ¢ a entalpia e AS* ¢ a entropia.

Da inclinagdo da dependencia linear (AH*/R) de In (k/T) a entalpia foi calculada, e do intercepto
[In(kv/h) + (AS*/R)] a entropia foi calculada. A variacao da energia livre de Gibbs (AG*=AH-
TAS) também foi calculada e os resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Figura 26 - Relacgdo entre In k’ versus a velocidade de varredura para a oxidacio NAC + LipS;
em solugio tampao Mcllvaine pH 7,4, v =10 mV s,

2,8

In K

-3,0

3,1

: : : : :
0,0030 0,0032 0,0034 0,0036
1UTK'

Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 2 - Parametros termodinimicos e cinéticos para a oxida¢do de NAC, em presenca de LipS..

Ea AH AS AG
kJ mol! kJ mol! J mol’! kJ mol!
NAC 5,95 5,38 -202,784 64,86

Fonte: Autora do trabalho.

O valor positivo da entalpia de ativagdo e da energia livre de ativa¢dao, bem como o valor
negativo de entropia de ativacdo significa que a reagdo de LipS> e de NAC ¢ endotérmica, nao

espontanea e ordenada. Verificou-se, que ao baixar a temperatura do sistema, ocorre diminui¢ao
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da velocidade de troca de elétrons entre o eletrodo e as espécies eletroativas na célula

eletroquimica.
5.1.6 Voltametria de pulso diferencial (VPD) usando o eletrodo de CV

Apo6s estudos empregando voltametria ciclica, verificou-se o comportamento deste
eletrodo na oxidagdo de LipS>+NAC utilizando a técnica de VPD. Na voltametria de pulso
diferencial, ¢ de grande importancia a otimizagdo dos parametros para se obter as melhores
respostas. Desta forma, os parametros velocidade de varredura e amplitude de pulso foram
avaliados. Inicialmente, estudou-se a velocidade de varredura no intervalo de 5a 100 mV s, e
a amplitude de pulso foi mantida em 50 mV. Na Figura 27, sdo apresentados os voltamogramas
de pulso diferencial obtidos em diferentes velocidades de varredura de potencial. Observa-se
que os picos se mostram bem definidos em baixas velocidades de varredura; em altas
velocidade, h4 diminui¢ao de Ipa (Figura 28), uma vez que, em altas velocidades o tempo ¢
insuficiente para que a reagdo LipS2 e NAC ocorra. Nesse sentido, foi escolhida a velocidade

de 10 mV s'! para dar prosseguimento ao trabalho.

Figura 27 - Voltamogramas de pulso diferencial para LIPS; (500 pmol L) e NAC (500 pmol L)
registrados sobre eletrodo de CV, em diferentes velocidades de varredura de potencial, amplitude
fixada em 50 mV. Solucdo tampao Mcllvaine 0,1 mol L' em pH 7,4.

] A1
0,25 100 mV s
0,20
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E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora do trabalho.
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Figura 28 - Estudo da variacio de Ipa em funciio da v, dados retirados da Figura 27.
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Fonte: Autora do trabalho.

Em seguida, foi analisada a varia¢do da amplitude do pulso. Este estudo foi realizado
no intervalo de 10 a 100 mV, com variagdo de 10 mV, sendo fixada a velocidade de varredura

em 10 mV s,

A Figura 29 mostra os voltamogramas de pulso diferencial de LIPS;, obtidos em
diferentes amplitudes de pulso. Observa-se que a medida em que se aumenta a amplitude de
pulso, ocorre um aumento na intensidade de corrente de pico até 0,06 V. A partir dai os valores
de Ip permanecem constantes (Figura 30) e associados ao deslocamento de potencial de pico.
Neste caso, para os estudos subsequentes, foi escolhida a amplitude de pulso de 50 mV, devido

ao alto valor de corrente, sem deslocamento de potencial.
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Figura 29 - Voltamogramas de pulso diferencial para LIPS; (500 pmol L) e NAC (500 pmol L)
registrados sobre eletrodo de CV, em diferentes amplitudes e v fixada em 10 mV, solucio tampiao

Mecllvaine 0,1 mol L' em pH 7.4.
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Fonte: Autora do trabalho.

Figura 30 - Estudo da variacio de Ipa em funcio da amplitude, dados retirados da Figura 29.

E/V vs Ag/AgCI
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Fonte: Autora do trabalho.
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5.1.7 Obtengao da Curva Analitica

Ap0s a otimizagdo dos pardmetros experimentais € operacionais, a curva analitica foi
construida para verificar a resposta eletroquimica do eletrodo CV em funcao da concentragao
de NAC, GSH e HCys. Na Figura 31, sdo apresentados os voltamogramas de pulso diferencial
registrado sobre o eletrodo de CV, onde fixou-se a concentragdo de LIPS, em 5Sumol L! e
realizaram-se sucessivas adigdes de NAC, GSH e de HCys individualmente. Os voltamogramas
mostram que a corrente de pico versus a concentragdo ¢ linear. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificagdo (LQ) do NAC, GSH e HCys (Tabela 3), usando o eletrodo CV, na presenca de
LipSz, foram estimados a partir das inclinagdes das respectivas correlagdes lineares (y = a+bx)
e o desvio padrdo na auséncia de analito, utilizando para o limite de detec¢ao (LD) (3s/b)eo
limite de quantificacdo (LQ) (10 s / b), onde s ¢ o desvio padrdo do valor médio para 10
voltamogramas e b ¢ a inclinacdo da curva de calibracdo, determinada de acordo com as

recomendacdes da [IUPAC.

Figura 31 - Voltamogramas de pulso diferencial para adicdes consecutivas de: NAC (1 a 10 pmol
L™"); (b) GSH (1 a 60 pmol L"); (¢) HCys (1 a 86 pmol L"), pH 7,4 em solucio tampio de Mcllvaine
0,1 mol L' na presenca de 5 pmol L™ de LipS.,.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 3 - Parametros analiticos obtidos para o NAC, GSH e HCys.

NAC GSH HCys
Equacio da reta 0,016 + 0,029 [NAC] 0,011 + 0,010 [GSH] 0,035 + 0,015 [HCys]
(Ipa/pA) pmol L pmol L pmol L
LD
(umol L) 0.27 0,67 0,46
LQ
(umol L) 0,89 2,23 1,53
Faixa linear
(umol L) 1-10 1-60 1-86

Fonte: Autora do trabalho.

O estudo demonstra que o presente método empregado ¢ uma ferramenta analitica
promissora, que pode ser usada, como um sensor para detectar NAC, GSH e HCys de forma

simples e rapida.
5.1.8 Estudo de Interferentes

Um elevado grau de seletividade ¢ fundamental para o desenvolvimento e aplicagdo de
sistemas de sensores. Para que a metodologia empregada seja eficaz para a detecgdo seletiva de
tiois, a resposta de possiveis interferéncias comumente encontradas em amostras biologicas
precisa ser examinada. Estas incluem espécies que sofrem uma reagdo eletroquimica direta no
eletrodo ou simplesmente reagem com LipS> para produzir indiretamente uma resposta devido
a regeneracdo de LipS: pelo eletrodo. A seletividade do presente método, foi investigada em
termos de quantificacdo de NAC. A Tabela 4 lista os resultados obtidos, utilizando a técnica de
VPD, quando foram adicionados NAC (5 umol L) e LipS> (5 umol L), juntamente com
possiveis interferentes, em tampdo Mcllvaine 0,1 mol L' (pH 7,4). A investigagio foi realizada
em triplicata. As espécies eletroativas como o acido ascorbico, o 4cido urico, a adrenalina e a
dopamina s3o interferentes notoérios em amostras bioldgicas e geralmente produzem uma
resposta analitica capaz de prejudicar a detec¢ao de tiol. Os resultados mostraram que, para os
compostos ativos redox testados, nenhum provocou interferéncia significativa na detec¢ao dos
analitos, utilizando uma proporc¢do de 1 : 1, e que conduz a um erro inferior a 3%, para a

determinagdo de NAC.
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Tabela 4 - Avaliacio da seletividade da interacao LIPS;+NAC em relacio a possiveis interferentes

Interferentes Resposta Relativa
Acido Ascorbico 99,7 (£0,3)
Acido Urico 97,7 (£0,6)
Dopamina 98,0 (+0,4)
Epinefrina 98,5 (+0,5)

Fonte: Autora do trabalho.

5.1.9 Aplicagdes em amostras reais

O método proposto foi aplicado a andlise individual de NAC e GSH em amostras
sintéticas de saliva e urina, livres desses analitos, com o intuito de avaliar o desempenho das
oxidacdes dos tiois frente a presenca de interferentes em matriz complexa, sem pré-tratamento
das amostras. O procedimento de adi¢ao padrao foi realizado pela adi¢do de uma solugdo padrao
dos analitos de NAC ou GSH para aliquotas contendo volumes idénticos. A curva analitica para
cada amostra foi obtida, relacionando-se as quantidades de NAC ou GSH adicionadas a amostra
com as respectivas Alpa determinadas por VPD sob condi¢des experimentais e operacionais
otimizadas. O ponto no qual a curva analitica cortou o eixo das ordenadas correspondeu a de
Alpa, sem qualquer adi¢do do padrdo. A extrapolacdo da reta definiu, no eixo das abscissas, a
concentracao de NAC ou GSH na amostra fortificada, os valores obtidos em cada amostra sdo

apresentados na Tabela 5 para NAC e na Tabela 6 para GSH.

A percentagem dos valores de recuperacao foi calculada comparando-se a concentracao
obtida das amostras com concentragdes reais e adicionadas. A recuperagdo das amostras para
NAC variou entre 97,6 e 103,5% e para GSH variou entre 98,0 e 103,1%, indicando que o
método proposto ¢ efetivo e pode ser aplicado para detecgdo de NAC e GSH em amostras reais.
Pode-se observar claramente que ndo ha influéncia das matrizes no método desenvolvido para
as amostras avaliadas. Neste sentido, ¢ demonstrado que o método ¢ uma alternativa viavel,

sensivel, estavel e boa para a determinacao de NAC e GSH.
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Tabela S - Determinaciao de NAC em amostras artificiais de saliva e urina.

[NAC]
Amostras Adicionado Encontrado Recuperado
N=3 (umol L) (umol L) %
Saliva 2,00 2,07 (x0,05) 103,5
Artificial 5,90 6,01 (+0,14) 101,9
2,00 1,96 (+£0,05) 98,0
Urina 5,90 5,76 (£0,09) 97,6

Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 6 - Determinaciao de GSH em amostras artificiais de saliva e urina.

[GSH]
Amostras Adicionado Encontrado Recuperado
N=3 (umol L) (umol L) %
Saliva 9,8 10,10 (x0,31) 103,1
Artificial 19,3 19,80 (+0,35) 102,6
9,8 9,60 (£0,18) 98,0
Urina 19,3 19,20 (+0,38) 99,4

Fonte: Autora do trabalho.

5.2 Determinacio eletroanalitica de tidis usando eletrodo de Diamante Dopado com Boro
(DDB)

5.2.1 Estudo do comportamento voltamétrico da oxidacdo do LipS2 e da NAC sobre o eletrodo

de DDB.

A atividade catalitica do eletrodo de DDB para a reag¢do de oxidagdo de NAC + LipS:
foi investigada por voltametria ciclica. A Figura 32 apresenta os voltamogramas ciclicos. Em
presenca de eletrolito suporte (branco), observa-se somente a corrente capacitiva. A oxidacao
da NAC eletrodo de DDB apresenta pico de oxidacdo mal definido, manifestando apenas um
pequeno aumento de corrente (4 nA); o LipS; apresenta um potencial de pico de oxidagdo em
torno de 0,85 V vs. Ag/AgCl e corrente aproximada em 36 pA; a adicdo de NAC a solucdo de
LipS; resultou em um aumento significativo na corrente de pico de oxidagdo (aproximadamente
72 pA). Como verificado em CV, as oxidagdes de NAC sao facilitadas pelo LipSz. Os perfis

voltamétricos foram semelhantes aos perfis obtidos com o eletrodo CV, no mesmo potencial,
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com a vantagem do eletrodo de DDB ser mais sensivel, com valores de Ip mais altos, quando

comparado ao eletrodo CV.

Figura 32 - Voltamogramas ciclicos sobre o eletrodo de DDB registrados na auséncia de analito
(branco), em solucdes contendo 500 pmol L™ de NAC, 500 pmol L' de LipS; e de 500 pmol L' de
NAC e LipS; (1:1) em 0,1 mol L' tampio fosfato, pH 7, v=10 mV s™.
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Fonte: Autora do trabalho

5.2.2 Estudo do comportamento voltamétrico da oxidagdo do LipS: e tidis sobre o eletrodo de

DDB.

A oxidagao do LipS: foi investigada sobre o eletrodo de DDB na presenca dos tiois
anteriormente estudados (GSH, HCys e Cys). De acordo com os voltamogramas (Figura 33),
podemos observar que a GSH (Figura 33a) apresenta um potencial de pico de oxidagdo em
torno de 0,9 vs. Ag/AgCl e a corrente de pico de 14 pA; com a adi¢do de LipSz, hd um aumento
de corrente para 51 pA. O voltamograma da HCys (Figura 33b) apresenta dois picos de
oxidag¢do em potenciais de Eq1=+0,9 Ve E.2=+1,3 V vs Ag/AgCl, enquanto para Cys (Figura
33c) a oxidagdo ocorre em um potencial de oxidag¢do de 0,73 V vs Ag/AgCl. Todos os tidis
estudados, apresentaram picos bem definidos, sendo possivel a sua detec¢do somente com o

eletrodo de DDB.
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Figura 33 - Voltamogramas ciclicos utilizando o eletrodo de DDB, em tampao fosfato 0,1 mol L™,
pH7,v=10 mV s, em diferentes tiéis: (a) branco, GSH e LIPS,+GSH (1: 1); (b) branco, HCys e
LIPS,+HClys (1: 1); (¢) branco, Cys, LIPS;+Cys. Todos os analitos com concentracio de 100 pmol
L
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Fonte: Autora do trabalho.

5.2.3 Variacao de pH usando eletrodo DDB para detec¢do de NAC

O efeito do pH sobre a corrente de pico anddica e o potencial de pico obtidos a partir de
voltamogramas ciclicos (10 mV s!) foi investigado em tampdo Britton Robinson de pH 2,0 a
10,0, na auséncia de analitos, na presenga de 100 umol L'! de LipS: € na presenga de 100 umol
L' de LipS> +100 pmol L' de NAC (Figura 34). Observa-se que ha um aumento gradual da
corrente de pico com o aumento do pH até o pH 7,4; em valores maiores, ha a diminuicao da
corrente de pico e um segundo de pico de oxidacdo em torno de 0,6 V vs Ag/AgCl. Assim, o
pH 7.4 foi escolhido para estudos posteriores, porque além de apresentar melhores valores de

Ip, esse valor de pH facilita a aplicag@o e o estudo desta interacdo em amostras bioldgicas.
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Figura 34 - Voltamogramas ciclicos registrados sobre o eletrodo de DDB em solucdes tampéao
Britton Robinson de diferentes valores de pH: (a) 2, (b) 4, (¢) 6, (d) 7, (e) 7,4, (f) 8 e (g) 10, v =10

mV s
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Fonte: Autora do trabalho

A influéncia da natureza do tampdo sobre o sinal analitico foi avaliada em quatro
diferentes solugdes tampao: Mcllvaine, Sorensen, Britton Robinson e fosfato, mantendo o pH
em 7,4. Os respectivos voltamogramas obtidos sobre o eletrodo de DDB, na presenca de 100
umol L (1:1) LipS2 + NAC séo apresentados na Figura 35a. A intensidade de pico em cada
perfil voltamétrico ndo foi significativamente influenciada pela natureza do tampao, entdo, o
tampao Mcllvaine foi adotado nas medidas posteriores. A partir destes dados, a concentragao
de tampdo Mcllvaine foi analisada (0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 mol L!). O perfil voltamétrico de
LipS2 + NAC (Figura 35b) apresentou a maior intensidade de pico, na concentracdo de 0,1 mol
L', assim, o tampdo Mcllvaine 0,1 mol L'!, pH 7,4, foi escolhido como o eletrolito de suporte

para os experimentos seguintes.
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Figura 35 - Voltamogramas de varredura linear registrados sobre o eletrodo de DDB em: (a)
diferentes solucdes tampao em pH 7,4, contendo 500 pmol L' de NAC + 500 pmol L' de LipS;;
(b) diferentes concentracdes da solugiio tampio Mcllvaine, em pH 7 ,4 contendo 500 pmol L' de
NAC + 500 pmol L' de LipSz, v=10mV s™.

Britton Robinson
Fosfato- Na
Mcllvaine

Sorensen

Fonte: Autora do trabalho.

5.2.4 Voltametria de pulso diferencial (VPD) usando o eletrodo de DDB

A voltametria de pulso diferencial, no eletrodo de DDB, foi utilizada para a
quantificacdo de NAC, utilizando LipS: como par redox homogéneo. No entanto, para se
estabelecer os melhores parametros experimentais foram avaliados: a faixa de varredura (5-100
mV s!) e amplitude do pulso (10-100 mV), sendo os valores otimizados para a taxa de varredura
(10 mV s!) e amplitude do pulso (50 mV). Depois de otimizar os pardmetros experimentais,
construiu-se a curva analitica. A concentragdo de LipS: foi fixada em 5 pmol L' e aliquotas de
uma solu¢do recentemente preparada de NAC de 500 pmol L' foram adicionadas, em

sequéncia.

Os voltamogramas de pulso diferencial (Figura 36) mostram que a concentragao de pico
vs. concentragdo de NAC ¢ linear para NAC de 1-100 umol L', sendo a equagdo de regressio
(Ipa/ pA) = 0,22+ 0,04x [NAC] umol L' (r> = 0,993). Os limites de detec¢do e quantificagio

foram determinados como 0,09 € 0,31 umol L! para NAC, respectivamente.



79

Figura 36 - Voltamogramas de pulso diferencial para adicdes consecutivas de NAC (concentracio
de NAC de 1 a 100 umol L"), pH 7,4 em 0,1 mol L' tampao Mecllvaine, na presenca de 5 pmol L™
LipS;. A insercio mostra a curva analitica para NAC.
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Fonte: Autora do trabalho.

5.2.5 Determinagao de NAC em amostras farmacéuticas empregando o eletrodo de DDB

As concentragdes de NAC em amostras farmacéuticas foram determinadas usando o
método de adi¢do padrdo, onde foram selecionados dois valores de concentracao dentro da faixa
linear de cada um dos tiois. A curva analitica para cada amostra foi obtida, relacionando-se as
quantidades de NAC adicionadas a amostra com as respectivas Ipa determinadas pelos
voltamogramas de pulso diferencial desenvolvidos sob condigdes experimentais e operacionais
otimizadas. A quantidade de NAC encontrada em cada uma das amostras farmacéuticas ¢
apresentada na Tabela 7. E importante ressaltar que os resultados das determinagdes da
quantidade de NAC nas amostras farmacéuticas analisadas apresentaram baixos desvio padrao
e que as amostras foram analisadas sem nenhum tratamento prévio, o que pode estar associado
a uma boa repetibilidade das analises. Todos as quantidades de NAC estdo proximas ao valor
rotulado. Adicionalmente, foram calculados os valores de recuperagdo para cada amostra. A
porcentagem de recuperacao foi dada pela razao entre a concentragdo de NAC encontrada e a
concentragdo adicionada multiplicada por 100. Como observado na Tabela 7, NAC + LipS»
permitiu uma boa recuperag@o para NAC nas amostras analisadas, com valores de recuperacao

compreendidos entre 97 e 104 %, evidenciando a precisao do método proposto.



Tabela 7 - Determinacio de NAC em amostras de capsulas, xarope e suspensao.

[NAC] [NAC]
Amostras
3 adicionada encontrada Recuperacio %
n =
(umol L) (umol L)
5,0 5,2 (+0,36) 104
Capsula
50,0 50,4 (£2,45) 101
5,0 4,86 (+0,26) 97,2
Xarope
50,0 49,8 (£2,7) 99,6
5,0 4,88 (+0,18) 97,6
Suspensio
50,0 49,2 (£3,5) 98,4
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Fonte: Autora do trabalho.

Os eletrodos CV e DDB, apresentaram resultados satisfatorios, € podem ser aplicados
em diferentes metodologias, as vantagens do eletrodo de CV é que possui um menor custo e
maior acessibilidade, além de ter oxidados todos os tiois propostos no mesmo potencial sendo
possivel, a detecgdo de tidis totais. O eletrodo de DDB, ¢ um eletrodo mais sensivel, portanto
temos ganho analiticos, como: maior sensibilidade, maior faixa linear de trabalho e melhor

limite de detecgao.

A Tabela 8 compara o desempenho analitico do eletrodo CV e DDB com métodos
eletroquimicos propostos na literatura. Na determinacdo de NAC eletrodos com diferentes
modifica¢des foram empregados, grande parte dos trabalhos apresentam potencial de oxidagao
para NAC menor do que a metodologia proposta nesse trabalho, no entanto, possuem um maior
limite de deteccdo, necessidade de renovacdo da superficie, gasto de tempo e reagente no
preparo dos eletrodos, sdo desvantagens consideraveis que compensam a vantagem de
oxidarem mais facilmente a NAC. Um Eletrodo de DDB funcionalizado com grupos amino foi
também utilizado para a determinacdo de NAC, no entanto, além de apresentar um alto
potencial de oxidagdo (+1,36 V) foi empregado em meio acido (pH2,7) o que torna inviavel a
aplicacdo desse eletrodo em amostras bioldgicas. Para a determinacdo de GSH e HClys,
eletrodos modificados tém sido relatados, e mesmo apresentando menores potenciais de
oxidacdo possuem a desvantagem falta da reprodutibilidade do sinal e maior tempo gasto na
analise. Portanto, a metodologia aplicada nesse trabalho apresenta vantagens quando
comparadas as metodologias reportadas na literatura, por ser de baixo custo, rapida e sem a
necessidade de pré-tratamento das amostras antes das aplica¢des, proporcionando maior

vantagem em relacdo as outras metodologias propostas na literatura.



Tabela 8 - Deteccio eletroquimica de NAC, GSH, e HCys relatada na literatura.
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Faixa
LD linear
Método (pmol  (pmol
Eletrodo eletroquimico  pH Ep LY LY Refs
NAC
Eletrodo de pasta de (SUAREZ;
carbono modificado MARCOLINO;
com Cobre(II) 0,8V vs 100- FATIBELLO-
hexacyanoferrate(I1l) LSV 6 Ag/AgCl 63 830 FILHO, 2006)
CV modificado com
magnetita /compdsito
de oxido de grafeno 0,5V vs 100- (CARDOSO DE
reduzido VC 7 Ag/AgCl 418 890  SAetal,2011)
CV na presenga de 4- 0,24 vs (JAHANSHAHI
clorocatecol VPD 7 Ag/AgCl 3,5 5-45 etal., 2014)
Pasta de carbono
modificado com
nanotubo de carbono
com Pt/nanotubos de
carbono e 8,9-
dihidroxi -7- metil -
12H - benzothiazolo 0,48 V vs 0,1- (ARABALI et
quinazolin-12-one VOQ 7 Ag/AgCl 0,07 600 al., 2015)
Pasta de carbono
modificado com 5-
amino-3’,4’- 0,21 V vs 0,4- (BEITOLLAHI
dimetilbifeenyl-2-ol VOQ 7 Ag/AgCl 0,2 900 et al., 2012)
Etrodo de DDB 0,21 V vs 12- (ABT etal.,
terminados com NH» VPD 2,7 Ag/AgCl 300 2016)
Eletrodo DDB na 0,85 vs
presenca de LipSz VPD 7 Ag/AgCl 0,093 1-100 Este trabalho
GSH
Eletrodo de pasta de
nanotubos carbono e
parede multipla
mediados por 0,65V vs 0,3- (ENSAFI et al.,
cloropromazina VPD 4 Ag/AgCl 0,16 18,3 2010)
Eletrodo de pasta de
nanotubo de carbono
modificado com acido
ferroceno 0,15V vs 0,5- (RAOQF etal.,
dicarboxilico VPD 7 Ag/AgCl 0,2 122 2011)
(LEE;
Eletrodo impresso GONCALVES;
modificado com 0,48 V vs 10- COMPTON,
nanotubo de carbono VOQ 7 Ag/AgCl 3 100 2015)
Eletrodo de pasta de (RAOOF;
carbono modificado OJANI,
com 2,7-bis (ferrocenil 0,3 Vs 0,92- KARIMI-
etil) fluoren-9-one VPD 7 Ag/AgCl 0,5 11 MALEH, 2009)
NAC and GSH
Eletrodo de aluminio NAC 0,54 2-40
paladizado modificado (POURNAGHI-
com filme azul da 0,3 Vs 0,46 0,5-18 AZAR;
Prissia GSH AMP 2 SCE AHOUR, 2008)
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CV modificado com NAC AMP 34 0,5V vs 5,54 -

polipirrol / Ag/AgCl (INOUE;

pirroloquinolina 11,4 - KIRCHHOFF,

quinona GSH 2000)

CV na presenga de NAC 0,85V vs 0.27 1-10

LipS oS VPD 7.4 Ag/AgCl 0.7 60 Este trabalho
Hcys

Eletrodos com base
em oOxido de grafeno

reduzido-TiO2 (RGO- 0,2V vs 0,1 - (ZHAO et al.,
TiO) AMP 7 Ag/AgCl 0,024 80 2017)
Eletrodo coloidal de

ouro-cisteamina e

pasta de carbono, 0,56 V vs (EKSIN;
Aucoll-Cyst-CPE VPD 7,4 Ag/AgCl 1,21 2-20 ERDEM, 2014)
Eletrodo de pasta de

carbono modificado (FOULADGAR;
com nanotubos e MOHAMMADZ
isoprenalina como 0,56 V vs ADEH;
mediador VPD 3,5 Ag/AgCl 3,3 5-800 NAYERI, 2014)
CV na presenca de 0,85V vs

LipS: VPD 7 Ag/AgCl 0,46 1-86 Este trabalho

LSV, Voltametria de varredura linear; VPD, Voltametria de pulso diferencial, VOQ, Voltametria de onda
quadrada; CV, voltametria ciclica; AMP, Amperometria; SCE, eletrodo de calomelano saturado.

Fonte: Autora do trabalho.

E importante ressaltar a abrangéncia da metodologia, o 4cido lipdico é o personagem
principal para aplicagdo do método, ele ¢ um dissulfeto e por apresentar, cadeia linear, ser
facilmente oxidado em superficies eletrodicas e por ndo possuir impedimento histérico, facilita,
desta forma, a reacdo com tidis, estes, que por sua vez devem ser estruturalmente disponiveis e
alifaticos. Nesse sentido, ¢ possivel prever em quais tidis podem ocorrer a reagdo e ampliar o

estudo para uma grande variedade de moléculas.

E uma metodologia muito simples, e pode ser facilmente aplicada em amostras de saliva,
urina e medicamentos, no entanto, ela responde a uma classe de moléculas em vez de um analito
especifico, ¢ necessario um método adicional mais seletivo para atingir o nivel de especificidade
necessario para a andlise de tidis em uma mistura complexa, em varios meios bioldgicos, com
a vantagem adicional de permitir a sua separagdo, em matriz complexa. Nesse sentido, foram
sintetizados polimeros molecularmente impressos (MIP), em conjunto com nanoparticulas
magnéticas, originando polimeros magnéticos molecularmente impressos (MMIP) para

separacgdo e determinagao especifica de GSH.
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5.3 Polimeros magnéticos molecularmente impressos (MMIPs) e ndo impressos (MNIPs)

para GSH
5.3.1 Otimizag¢ao da sintese dos MMIPs empregando ferramentas computacionais

Para a sintese de MMIPs e de MNIPs, hd uma grande quantidade de monomeros
funcionais que podem ser utilizados, sendo comum, um grande consumo de tempo e reagentes
na tentativa de obter o polimero mais adequado para o analito escolhido, além de acarretar o

aumento do custo de pesquisa e descarte de reagentes contaminantes.

A modelagem molecular computacional pode auxiliar a prever as melhores condigdes
experimentais para este fim, reduzindo custos e eliminando o fator “tentativa e erro”, obtendo
MMIPs mais seletivos e com melhor desempenho na extragdo e pré- concentragdo do analito,
pois as simulag¢des quimicas computacionais podem mostrar, por exemplo, quais mondmeros
terdo melhor afinidade com a molécula de interesse, resultando em polimeros mais eficientes.
Neste sentido, a simulagdo computacional foi realizada com o intuito de verificar a variagdo da
energia de ligacdo de GSH com diversos monomeros funcionais. Foram avaliados os 20
mondmeros apresentados na Tabela 9, os quais foram nomeados de MP1 a MP20 (WONG et

al., 2015).

Tabela 9 - Monémeros comumente usados na sintese de MMIPs e escolhidos para realizar as
simula¢des computacionais.

Sigla Monémero Sigla Monémero

MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno MP11 Acido metilenossuccinico
MP2 Acido imidazol-4-acrilico MP12 Acido metacrilico
MP3 Etil éster de imidazol-4-acrilico MP13 3-divinilbenzeno
MP4 Acido acrilico MP14 4-divinilbenzeno
MP5 Acrilamida MP15 Estireno

MP6 Acroleina MP16 1-vinilimidazol

MP7 Alilamina MP17 2-vinilpiridina

MP8 Acrilonitrila MP18 4-vinilpiridina

MP9 Etileno glicol dimetacrilato MP19 Acido 2-acr11am1d0:2.- metil-1-

propano-sulfonico

MP10 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato MP20 2-hidroxietil metacrilato

Fonte: Autora do trabalho.
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A Figura 37 mostra os resultados obtidos a partir da simulagdo computacional. Os

valores de energia podem ser interpretados como a energia liberada na aproximacao entre cada

mondmero e GSH, sendo que quanto maior a energia liberada (mais negativo o valor), maior a

afinidade entre eles, e teoricamente mais seletivo o polimero resultante.

Figura 37 - Valores de energia de ligacio entre GSH com os 20 monémeros tabelados.
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Fonte: Autora do trabalho.

Observando os resultados obtidos, nota-se que os monomeros de maior energia liberada

(maior estabilidade) para o GSH foram a 1-vinilimidazol (MP16), alilamina (MP11) e

acrilamida (MP5). Descartou-se 0 mondmero de maior energia liberada - 1-vinilimidazol

(MP16) e os dois mondmeros seguintes foram utilizados para realizar as sinteses e avaliar o

comportamento frente ao reconhecimento GSH. As estruturas destes mondmeros funcionais

estdo representadas na Figura 38 e sdo de grande importancia para a analise da interagdo com

GSH.
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Figura 38 - Estrutura molecular dos dois mondmeros funcionais escolhidos na sintese (a)
alilamina, (b) acrilamida.

(a)

w O
NH

Fonte: Estrutura baseada no site da empresa Sigma-Aldrich.

A espectrofotometria no UV-VIS foi a técnica utilizada para a otimizacdo dos
parametros experimentais empregando o MMIP. A GSH apresenta uma banda de absor¢ao
abaixo de 200 nm, portanto, foi empregado o método de Ellman (DTNB, TNB, acido 5,5’-
ditiobis-(2-nitrobenzodico)) para a sua determinagio (COSKUN; ZIHNIOGLU, 2002). A reagio
que ocorre foi apresentada na Figura 8. A mistura reacional compreendeu 1,0 mL de 0,1 mol L~
!'tampéo fosfato (pH 7,0) € 0,1 mL de reagente Ellmann (1 mg em 1mL de tampéo fosfato 0,1
mol L1, pH 7). A absorvéncia da mistura reacional foi determinada a 410 nm. A concentragdo
de glutationa foi variada de 8-70 umol L!. Na Figura 39, observa-se que a concentragdo de
NAC na faixa estudada, o sistema obedece a lei de Lambert-Beer. Para os testes de otimizagao,
a concentragdo de 40 pmol L' foi a escolhida como a mais adequada, pois se encontra dentro

da faixa linear da curva analitica.

Figura 39 - Espectros de absorc¢ao na regiio UV-VIS para solu¢oes com diferentes concentracoes
do GSH, em 0,1 mol L' tampao fosfato pH 7.
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Fonte: Autora do trabalho.
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5.3.2 Sintese e otimizagao de sintese do MMIP para GSH

A sintese foi, inicialmente, realizada empregando o método de termopolimerizagdo, no
entanto, observou-se que mesmo antes da mistura reacional polimerizar o solvente
(acetonitrila/tolueno, 3:1) evaporava, devido ao baixo ponto de ebulicdo desses solventes,
impedindo assim, de serem obtidos MMIP e MNIP com propriedade fisicas e quimicas
desejadas. Portanto, a sintese foi realizada por fotopolimerizagdo (radiagdo UV), utilizando o
método de precipitagdo. Desta forma, foram sintetizados MMIPs com os mondmeros funcionais

alilamina e acrilamida, obtendo-se particulas mais homogéneas.

Com o intuito de verificar a eficiéncia de remoc¢ao do GSH dos polimeros sintetizados,

as solugdes do solvente de lavagem foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis a cada 12
h.

A Figura 40 apresenta os graficos de lavagens do MMIP. Pode-se observar que a
remocao da molécula molde ocorre apods 24 hs, indicando uma facilidade da remog¢ao do analito
as cavidades especificas, para os dois monomeros funcionais empregados na sintese, pois nao
¢ mais observada a banda correspondente ao GSH (410 nm). Para garantir também a remog¢ao
total dos componentes da sintese que ficaram em excesso, o procedimento adotado de limpeza
a partir de entdo para ambos os polimeros foi de 72 h, dividido em trés etapas de 24 h; na
primeira etapa, utilizou-se 4gua para a remocao do analito, na segunda etapa, utilizou-se uma
solugdo de metanol: 4cido acético na propor¢ao 90/10 (v/v) para a remog¢do de reagentes

organicos em excesso na sintese, e na ultima etapa utilizou-se 4gua novamente.

Figura 40 - Espectros de absorc¢io na regifio ultravioleta para as solucdes de limpeza do MMIP (a)
monémero alilamina (b) mondmero acrilamida.
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Fonte: Autora do trabalho.



87

5.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A caracterizacdo da estrutura do MMIP, foi realizada através de medidas
espectrométricas no infravermelho com transformada de Fourier, onde, cada reagente utilizado
foi analisado para posterior comparagdo entre todos os reagentes aplicados na sintese, cada
banda foi especificada de acordo com a literatura (LARKIN, 2011; LOPES; FASCIO, 2004;
PAVIA et al., 2015; SILVERSTEIN et al., 2000).

5.3.3.1 Analito

A Figura 41 apresenta os espectros no FT-IR, caracteristicos da GSH, onde ¢ possivel
observar, inicialmente, pequenas bandas na regido de 3340 e 3000 cm™!, sdo regides tipicas de
vibragdes O-H e N-H, respectivamente. O grupo éster ¢ identificado pelas bandas em 1710 cm
(estiramento C=0) e 1332 cm™! (estiramento C-O). As atribui¢des de cada banda estdo listadas

na Tabela 10.

Figura 41 - Espectro na regido do infravermelho para GSH.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 10 - Bandas dos espectros no infravermelho para GSH.

Principais 3340 3000 2950- 1710 1630- 1440- 1240- 960- 750-
bandas GSH 2850 1510 1210 1168 880 600

Atribui¢des v O-H vN-H vC-H vC=0 O6sN-H vC-O v C-N ®C-O oN-H

v=deformagdo axial; ds=deformac¢@o angular simétrica; @=deformac¢ao angular fora do plano

Fonte: Autora do trabalho.

5.3.3.2 Monomeros Funcionais

Os mondmeros funcionais empregados na sintese do MMIP foram a acrilamida e a
alilamina. A Figura 42 apresenta as bandas nos espectros de FT-IR para cada mondomero
estudado. Para a acrilamida, as principais bandas sdo devidas a deformacgdo axial N-H entre
3340 € 3170 cm!. A absor¢do mais forte do espectro corresponde a deformagdo da carbonila,
em 1419 cm’!, as demais bandas sdo apresentadas na Tabela 11. Para 0 monomero alilamina, é
possivel observar as bandas referentes ao deslocamento axial das ligagcdes C-H (2950-2850) e

C-N (1228-1274) e a deformacao angular simétrica fora do plano N-H (800-666) (Tabela 12).

Figura 42 - Espectro na regido do infravermelho para alilamina e acrilamida.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 11 - Bandas dos espectros de infravermelho (cm™) para o monémero funcional acrilamida
com as respectivas atribuicdes. Dados extraidos da Figura 42.

Principais 3340-3176 2950-2850 1614 1419 1240 750-600
bandas
Atribuigdes v N-H v C-H 6sNH vC-O v C-N ® N-H

v=deformagdo axial; ds=deformac¢@o angular simétrica; @=deformac¢ao angular fora do plano

Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 12 - Bandas dos espectros de infravermelho (cm™) para o monémero funcional alilamina
com as respectivas atribuicdes. Dados extraidos da Figura 42.

Principais bandas 2950-2850 1228-1254 800-600

Atribuigdes v C-H v C-N ® N-H

v=deformagdo axial; @=deformagao angular fora do plano

Fonte: Autora do trabalho.

5.3.3.3 Monomero Estrutural

O espectro de FT-IR do monomero estrutural do trimetilolpropano trimetacrilato
(TRIM) ¢ apresentado na Figura 43 e as bandas estao listadas e atribuidas na Tabela 13, onde ¢
possivel observar as bandas caracteristicas do grupo éster em 1715 ¢ 1290 ¢cm™!, referentes,
respectivamente, ao estiramento da carbonila (C=0) e da ligagio C-O, C-H sp? e sp® de
estiramento e dobramento; além dos dobramentos angulares referentes as ligacdes duplas em

1453 cm™. Em 2970 até 2850 cm!, os estiramentos C-H sp°.



Figura 43 - Espectro na regiao do infravermelho para o TRIM.

100‘*’»—»\’\/\m
| 2970
52 80
®
g 60 0 1637{ 655
«© CH, 1453
€ MG Q 810
] 40 CHs H3C CHj 1200| 937
7 @] O
© chg\( m)‘“}CHz
- ' 0 o) 1725
201 1140
——TRIM
—

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda cm”

Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 13 - Bandas dos espectros no infravermelho (cm™) para o monémero estrutural (TRIM)

com as respectivas atribuicoes. Dados extraidos da Figura 43.

Principais bandas  2970-2850 1725 1637 1453 1290 e 1160 937, 810 e 655

Atribuigdes vC-Hsp> vC=0 v(C=C §CH: vC-O o C-0

v=deformagdo axial; d=deformac@o angular s; @=deformagao angular fora do plano

Fonte: Autora do trabalho.

A Figura 44 apresenta dois espectros do MMIP e MNIP usando o mondmero acrilamida,

enquanto a Figura 45 apresenta os espectros de MMIP e MNIP, usando o mondémero alilamina.

Nos dois espectros apresentados ndo se observou diferenca entre o MMIP e o MNIP, ou seja,

comparando-se 0s espectros observa-se que o analito foi removido da cavidade seletiva do

MMIP e os polimeros apresentaram bandas idénticas. Os dois polimeros impressos, com

diferentes mondmeros, apresentaram bandas semelhantes, como esperado, uma vez que o

mondmero funcional foi empregado em menor quantidade e ndo apresentam bandas

caracteristicas destes.
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Figura 44 - Espectro na regido do infravermelho para 0 MMIP e 0 MNIP usando o0 monémero
funcional acrilamida.
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Fonte: Autora do trabalho.

Figura 45 - Espectro na regiio do infravermelho para o MMIP e o0 MNIP, usando o0 monémero
funcional alilamina.
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Fonte: Autora do trabalho.
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O espectro no IV comparando os MMIPs com o mondmero estrutural € apresentado na
Figura 46. Podemos observar que a estrutura do polimero ¢ constituida basicamente do
mondmero estrutural, uma vez que é o componente da sintese empregado em maior quantidade.

Adicionalmente, os estiramentos e transi¢des sdo conservados na formagao do polimero.

Outra observacdo interessante obtida no espectro do MMIP ¢ a auséncia do sinal
referente a ligagdo dupla entre os carbonos (C=C) em 1637 cm’!, presente no espectro do TRIM,
indicando que ocorreu a polimerizagdo pelas quebras das ligagdes duplas entre os carbonos pelo

iniciador radicalar.

Figura 46 - Espectro na regiio do infravermelho para o MMIP (acrilamida), MMIP (alilamina) e
o TRIM.
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Fonte: Autora do trabalho.

5.3.4 Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

A técnica de magnetometria de amostra vibrante ¢ baseada na lei de inducdo de Faraday
na qual a variagdo de fluxo magnético induz uma forga eletromotriz em um condutor préximo.
Seu principio de funcionamento ¢ fazer vibrar uma amostra magnetizada préximo a bobinas
detectoras. Essa vibracdo ¢ responsavel pela variacdo de fluxo magnético, que produz uma

tensdo alternada proporcional a magnetizagao (SMITH, 1956).
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Todas as etapas da sintese foram caracterizadas com o propodsito de verificar se ha
conservacdo das propriedades magnéticas apos as diversas modificacdes. Na Figura 47
apresenta as curvas de histerese das NPs (Fe;O,, Fe;O,@TEOS, Fe;O0,@MPS) ndo foi
observada histerese € nem magnetizagdo remanescente, como esperado para materiais
superparamagnéticos (SODIPO; AZIZ, 2016). No entanto, ¢ possivel visualizar uma queda nos

valores de magnetizacdo de saturagdo, devido a funcionalizagdo das nanoparticulas magnéticas.

Para o MMIPs e MNIPs o estudo de magnetizagdo ¢ apresentado na Figura 48 para os
dois mondmeros estudados. Observa-se o comportamento superparamagnético, no entanto
temos uma diminui¢do no valor de magnetizagdo do MMIP, quando comparado com as NPs,

devido a polimerizagdo e o recobrimento das nanoparticulas.

Figura 47 - Curvas de histerese magnética para Fe3O4 (magnetita); Fe304@TEOS; Fe;O4@MPS.
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Figura 48 - Curvas de histerese magnética dos MMIPs e MNIPs para os mondmeros
funcionais acrilamida e alilamina.
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Fonte: Autora do trabalho.
5.3.5 Microscopia eletronica de varredura com emissdao de campo (MEV-FEG)

Cada etapa da sintese dos MMIP foi analisada pela técnica MEV-FEG, com o intuito de

observar diferengas na sua morfologia, distribui¢@o e caracteristicas superficiais.

A Figura 49 apresenta as nanoparticulas magnéticas obtidas nas trés primeiras etapas da

sintese, antes da obten¢do do MMIP.

Na primeira etapa (a), as particulas estdo um pouco aglomeradas e seus tamanhos variam
de 8 a 15 nm. Na segunda etapa de sintese, ocorreu o recobrimento das nanoparticulas com o
TEOS (Fe;04@Si0z), onde podemos observar o aumento no tamanho das nanoparticulas que
possuem a variacao de 100 a 150 nm (b), e na terceira etapa (c), ao serem tratadas com MPS
(Fe304@Si10,-C=C) aumenta ainda mais o tamanho devido ao processo de silanizacdo (inser¢ao

de um grupo metacrilico), com a variagdo no tamanho das nanoparticulas de 130 a 190 nm.

As Figuras 50 (a, b) e 51 (a, b) referem-se a MMIP e MNIP da acrilamida e alilamina,
respectivamente. Pode-se observar que as particulas obtidas tém um formato esférico e

uniforme, com uma ligeira aglomeragdo. Possuem tamanhos maiores por terem sofrido
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polimerizacdo e € possivel verificar uma diferenca na superficie ou morfologia das particulas

do MMIP, que apresentam uma superficie aparentemente mais porosa em relagdo ao MNIP.

Figura 49 - Imagens de MEV-FEG para as nanoparticulas: a) magnetita; b) Fe;04@SiO:; e ¢)
(Fe;04@Si0,-C=C com ampliacio de 25.000 e 150.000 X.
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Figura 50 - Imagens de MEV-FEG para MMIP (a) e 0o MNIP (b) usando o mondmero acrilamida
com ampliacio de 5.000, 10.000 e 50.000 X.
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Figura 51 - Imagens de MEV-FEG para MMIP (a) e 0 MNIP (b) usando o monémero alilamina
com ampliacio de 5.000, e 10.000 X.
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4.3.6 Avaliacdo da eficiéncia do MMIP sintetizado por meio de experimentos de afinidade

Depois de sintetizados e lavados adequadamente, os diversos MMIPs (com diferentes
mondmeros funcionais) tiveram suas eficiéncias avaliadas pela capacidade de se religar a GSH,
ou seja, foi avaliada a especificidade do MMIP frente ao MNIP, em funcdo de sua cavidade.
Com o intuito de maximizar a retencdo do GSH, foram avaliadas diferentes condigdes
reacionais, tais como solugdes de religacdo, quantidade de massa de adsorvente e tempo de
interacdo para atingir o equilibrio. Em todas as etapas de otimizacdo, as medidas foram

realizadas em espectrofotometro UV/Vis.

Para os estudos de religagdo, a concentragdo de GSH foi fixada em 20 pmol L! e variou-
se a massa do polimero (1 a 50 mg) e o solvente (4gua, metanol e etanol) simultaneamente o

tempo de interagdo foi fixado em 180 min.
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Na Figura 52 ¢ possivel analisar, que a porcentagem de GSH retida para o mondmero
acrilamida em agua, apresentou uma diferenca pequena na curva de retengdo do MMIP e MNIP,
ou seja, em agua, as ligacdes observadas sdo ndo especificas. Ao se utilizar propor¢des do
metanol como solvente (b, c e d), o melhor perfil da curva foi obtido, utilizando-se metanol
50% e a maior diferenga de retengao do analito no MMIP e MNIP foi obtida, utilizando-se a
massa do polimero de 25 mg, onde a porcentagem de reten¢do do MMIP foi aproximadamente
de 50% e a do MNIP de 20%. Desta forma, ¢ possivel afirmar que o GSH se ligou

especificamente as cavidades moleculares do MMIP.

Figura 52 - Estudo de ligacio em entre GSH o polimero sintetizado com o mondmero funcional
acrilamida em agua e proporcoes de metanol: 90, 70 e 50%.
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Fonte: Autora do trabalho.

Nos estudos realizados com proporgdes do solvente etanol, pode-se observar, na
Figura 53, que em 90% de etanol, a maior diferenga entre MMIP ¢ MNIP foi obtida com a

massa de 10 mg, no entanto o perfil ndo apresentou linearidade, para as porcentagens de 70 e
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50% de etanol GSH retida, observou-se alta ligagdo com GSH para ambos os polimeros e sem
diferenciagdo significativa entre eles, o que mostra que ndo existe ligagdo preferencial do GSH
as cavidades especificas do MMIP. Nesse sentido, para estudos posteriores, usando o
mondmero funcional acrilamida, foi fixada a massa de 25 mg de MMIP ¢ MNIP em 50%
metanol.

Figura 53 - Estudo de ligacdo em entre GSH e o polimero sintetizado com 0 monémero funcional
acrilamida em proporcoes de etanol: 90, 70 e 50%.
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Fonte: Autora do trabalho.

Para a investigacdo da religacdo de GSH com o polimero sintetizado com o
mondmero alilamina foram utilizados os mesmos solventes com intuito de comparar em qual
polimero ocorre maior absor¢do com maior diferenca entre MMIP e MNIP. Conforme
observado na Figura 54, em agua, a diferenca MMIP e MNIP foi muito pequena em quantidade
de massa do polimero mais alta (50 mg) tivemos praticamente uma equivaléncia de absorgao,

o que era esperado. Com o aumento, ha um maior nlimero de ligagdes inespecificas e adsor¢ao
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de GSH a superficie do polimero. Nas propor¢des de metanol 90, 70 e 50%, nota-se uma
pequena diferenca MMIPs e MNIPs, indicando alta ligagdo de GSH para ambos os polimeros

e que ndo existe ligacdo preferencial de GSH as cavidades especificas do MMIP.

Figura 54 - Estudo de ligacdo entre GSH e o polimero sintetizado com o0 monémero funcional
alilamina em 4agua e proporcdes de metanol: 90, 70 e 50%.
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Fonte: Autora do trabalho.

Nas solugdes de etanol a 90, 70 e 50% (Figura 55), a maior diferenga entre os
polimeros impressos e ndo impressos foi obtida, utilizando-se a solucdo de etanol a 70%, em
propor¢ao maior ou menor do solvente, ndo obtivemos diferenca significativa entre os dois,
para 90 e 50% a diferenca de absorcao entre os polimeros foi inferior a 10%, para 70% de etanol
a porcentagem de religagdo aos polimeros apresentou uma boa diferenca, de aproximadamente
20%, entre MMIP e MNIP, além disso apresentou um perfil de ligagdo linear. Desta forma, 10
mg e 70% etanol foram, respectivamente, a massa e o solvente empregados para religagdo de

GSH nos demais experimento para o mondmero Alilamina.
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Figura 55 - Estudo de ligacio em entre GSH o polimero sintetizado com o mondmero funcional
alilamina em de etanol: 90, 70 e 50%.
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Fonte: Autora do trabalho.

O terceiro parametro estudado foi o tempo de interagdo entre o analito e o polimero
(tempo de equilibrio), tempo foi variado entre 10 e 480 min, a concentragdo GSH fixada em 20

umol L' e a massa do polimero como o mondmero acrilamida foi fixada em 25mg.

A maior retengdo de GSH pelo polimero ocorreu entre 120 e 180 min (Figura 56).
Ap0s esse tempo, observa-se a dessor¢ao de GSH até os 240 min de interagdo. Em tempos
maiores que 240 min, a quantidade adsorvida de GSH permanece constante. Mesmo com o
tempo de 180 min apresentando a maior retengdo do GSH, o tempo de interacdo adotado nas
etapas subsequentes foi de 360 min, devido, ao percentual de retengdo de GSH ter se mantido
constante, indicando que o sistema estava em equilibrio e apresentando uma diferenca

satisfatoria entre a porcentagem de religacdo de GSH ao MMIP e MNIP.
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Figura 56 - Analise do tempo de interaciio entre GSH e os polimeros obtidos nas sinteses usando
o mondmero funcional acrilamida.
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Fonte: Autora do trabalho.

O tempo de interagdo entre o analito e o polimero usando o monémero funcional
alilamina foi avaliado no intervalo entre 10 ¢ 480 min, com concentra¢ao de GSH fixada em 20
umol L e concentra¢do da suspensio polimérica de 10 mg mL!. Podemos observar na Figura
57 que até 50 min a diferenca entre MMIP e MNIP foi pequena, depois dos 100 min obtivemos
uma diferenga significativa entre os polimeros. Com o tempo de 240 min de interacdo, houve

uma diferenca satisfatoria entre a porcentagem de religacdo de GSH ao MNIP e MMIP.
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Figura 57 - Analise do tempo de interaciio entre GSH e os polimeros obtidos nas sinteses usando
o mondmero funcional alilamina.
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Fonte: Autora do trabalho.

Os materiais sintetizados apresentaram uma diferenca significativa entre 0 MMIPs
e MNIPs, indicando que no MMIPs, ocorrem ligacdes especificas, sendo material promissor

para captura e detec¢do de GSH.
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6 CONCLUSOES

Os estudos realizados no presente trabalho demonstram que a reagdo redox entre
tidis de baixa massa molecular estudados e dissulfetos, em fase homogénea, ¢ uma ferramenta
analitica promissora para determinacdo de tidis. A principal vantagem deste método ¢ a
capacidade de aumentar a sensibilidade e a seletividade de tiois pela presenca de LipSz, em
solucdo. Foram empregados dois tipos de eletrodos de trabalho CV e DDB, onde cada um
apresentam suas vantagens, o eletrodo de para CV possui menor sensibilidade quando
comparada ao eletrodo DDB, no entanto, possui um menor custo, ndo ¢ necessario realizar pré-
tratamento e responde aos tidis no mesmo potencial de oxidagdo, facilitando, dessa forma a
determinagdo de tidis totais. O eletrodo DDB, compensa a desvantagem da necessidade de pré-
tratamento com uma alta sensibilidade e grande faixa linear de trabalho. Dessa forma, sob
condi¢des otimizadas, os dois eletrodos apresentaram excelentes resultados, o eletrodo CV foi
aplicado na determina¢do de NAC e GSH em amostras de urina e saliva e eletrodo DDB foi
empregado na determinacdo de NAC em amostras farmacéuticas, ambos foram aplicados com
sucesso, apresentando boa recuperagdo e baixos desvios padrdo para as amostras analisadas,
indicando que esta metodologia ndo sofre efeito de matriz, ou seja, € possivel a deteccao desses

tiois sem a necessidade de pré-tratamento das amostras.

Metodologias reportadas na literatura para a determinacdo desses analitos,
indicaram limites de deteccdo semelhantes, no entanto, normalmente utilizam eletrodos
modificados, que exigem gasto de tempo e reagente no preparo do eletrodo, falta da
reprodutibilidade do sinal e a necessidade de renovagao da superficie. Portanto, a metodologia
adotada no trabalho, utiliza um sistema simples com boa sensibilidade, alta seletividade, baixos
limites de detec¢@o e com baixo custo, com amplas possibilidades de portabilidade e estudos in
situ. E importante ressaltar que devido ao entendimento das reagdes redox em solugdo, essa
metodologia pode ser aplicada na determinagdo de uma grande variedade de tidis, ampliando

desta forma o alcance deste trabalho.

As reacdes redox em solucdo, que acabamos de descrever, podem imitar ambientes
biologicos, em meios hidrofilicos, como no citoplasma. A co-administracdo terapéutica de
varios tiois (terapia combinada) mostra, por vezes, efeitos prejudiciais em vez de sinérgicos.
Portanto as reacgdes, no presente método pode ser utilizado na clarificagdo de interagdes entre
tiois e dissulfetos, com resultados controversos apresentados na literatura e este também ¢ um

resultado vantajoso deste trabalho.
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A metodologia aplicada sofre de algumas limitagdes, responde a uma classe de
moléculas e ndo pode ser aplicada em amostras mais complexas como o sangue, por exemplo,
pois algumas substancias sdo facilmente adsorvidas no eletrodo, dificultando assim a interagao

LipS>+NAC, para solucionar essas limitacdes foi realizado a sintese de MMIPs.

A sintese dos MMIPs foi realizada com sucesso para a determinag¢ao de GSH, onde
as nanopaticulas foram sintetizadas pelo método de coprecipitagdo, posteriormente recobertas
pelos MIPs, que foram sintetizados pelo método de precipitacao, usando acrilamida e alilamina
como mondmeros funcionais, GSH como molécula molde, TRIM como reagente de ligagao
cruzada, AIBN como iniciador radicalar e acetonitrila/ tolueno como solvente porogénico.
Todos os polimeros obtidos foram caracterizados através das técnicas de FT-IR, VSM e MEV-
FEG. Os polimeros molecularmente impressos apresentaram grande eficiéncia, uma vez que o
MIP sintetizado para GSH apresentou uma diferenca significativa em relagdo aos MNIPs,

indicando uma boa religa¢do do analito as cavidades seletivas do MIP.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando as etapas realizadas até entdo, as perspectivas de desenvolvimento e continuidade

da pesquisa abrangem os seguintes topicos:

e Auvaliar outros dissufetos em relagao aos tiois;

e Avaliacdo da seletividade dos polimeros impressos na presencga de outros tiois;

e Aplicacdo dos MMIPs em amostras de sangue;

e Aplicacdo do material obtido como fase sensora na constru¢do de magneto-sensores

para determinagdo eletroquimica seletiva de GSH;
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