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Resumo

Nas inimeras reacdes que ocorrem a nivel celular, sdo gerados compostos que
danificam o ADN. De modo a reparar o dano que ocorre a nivel do material genético, os
organismos vivos desenvolveram complexos sistemas de defesa. Estes sistemas sé&o
constituidos por antioxidantes que desempenham uma funcgdo determinante uma vez que
promovem um efeito protetor no ADN atraves na eliminacdo ou da diminuicdo da

producéo de compostos prejudiciais para a saude.

Com este trabalho pretendeu-se fazer uma simulagdo in vitro do sistema que
ocorre a nivel celular com recurso a biossensores eletroquimicos de ADN. A construcao
destes biossensores, consistiu na imobilizacdo de dAz (cadeia simples de ADN
constituida por uma sequencia de 20 adeninas) num elétrodos de pasta de carbono (CPE).
Seguidamente, efetuaram-se os estudos in vitro em trés etapas e usando-se como técnica

de detecdo a voltametria de onda quadrada (SWV) :

I.  Inducdo de dano oxidativo no dAzo, através da imersdo do CPE na solugéo
contendo o composto oxidante (H.02 ou HO);
Il.  Protecdo do dAz promovido pela presenca do antioxidante no meio reacional
(imersdo do dA20-CPE na solugéo durante 30s);
I1l.  Observagdo do sinal eletroquimico do dAzo por SWV (realizado entre 0,2-1,4
V),

Estes biossensores foram utilizados para a determinacdo da capacidade
antioxidante total (TAC) de infusdes. Tendo-se verificado que as infusdes estudadas

apresentam poder antioxidante com TAC a variar entre 200 a 1000 mgeEAA/L.

Palavras-chave: Radicais livres; Eletroquimica; Contaminantes; Antioxidantes; Dano

oxidativo; TAC; Biossensor; Bases puricas; ADN; CPE.



Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Construgdo de Biossensores de ADN para a Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

Abstract

In numerous reactions that occur at the cellular level, are generated compounds
that damage DNA. In order to repair the damage that occurs to the genetic material level,
living organisms have developed complex defense systems. These systems are comprised
of antioxidants that play a decisive role as they promote a protective effect on DNA by

eliminating or decreased production of compounds harmful to health.

With this work we intended to make a simulation of the in vitro system that occurs at the
cellular level using electrochemical DNA biosensors. The construction of these
biosensors, the immobilization consisted dAx (single stranded DNA consisting of a
sequence of 20 adenines) a carbon paste electrode (CPE). Next, be effected in vitro studies

in three stages using as the detection technique of square wave voltammetry (SWV):

I.  Induction of oxidative damage in the dAzo, the CPE through immersion in the
solution containing the compound oxidant (H202 or HO");
Il.  dA2 protection promoted by the presence of the antioxidant in the reaction
medium (immersion dA20-CPE in the solution for 30 s);
1. Observation of the electrochemical signal dA2o by SWV (conducted between 0.2-
1.4V).

These biosensors were employed for the determination of total antioxidant capacity
(TAC) for infusions. As it was found that infusions studied showed antioxidant power
with TAC ranging from 200 to 1000 mgEAA/ L.

Keywords: Free radicals; Electrochemistry; Contaminants; Antioxidants; Oxidative
damage; TAC; Biosensor; Purine bases; DNA; CPE.
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1. Introducéo

Recentemente, a formagédo dos radicais livres e a acdo dos antioxidantes tém tido
crescente interesse em areas como a biologia, a quimica dos alimentos e a tecnologia
cosmética. A prevencdo de reacOes de oxidagcdo em alimentos ou produtos de cosmética,
bem como o papel das espécies reativas de oxigenio (ROS) em doengas cronico-

degenerativas sdo questdes que tém sido alvo de diversos estudos.

As ROS geradas nos organismos vivos e/ou por fontes exdgenas (como alguns
compostos cancerigenos e reacdes ionizantes), quando em excesso, podem provocar
danos oxidativos no ADN (acido desoxirribonucleico) celular, dando origem a uma série
de modificacdes, tais como, lesGes nas bases azotadas, nos agucares, quebras no ADN e

nas interacbes ADN-proteina.

De modo a inibir ou eliminar as agdes prejudiciais induzidas pelas ROS, os
organismos vivos utilizam antioxidantes. Além disso, uma ingestdo adequada de
antioxidantes através da dieta alimentar, pode contribuir também para a manutencéo do
equilibrio entre a producgdo de ROS e o nivel de antioxidantes no organismo, contribuindo
para a manutencao das funces fisioldgicas do sistema [1].

Alguns alimentos (legumes, frutas, cereais integrais, vinho e infusbes a base de
plantas) sao boas fontes de antioxidantes. Estes incluem na sua composi¢do antioxidantes
como vitaminas (A, E e C), compostos fendlicos (&cido galico, &cido cafeico), flavonoides
(quercetina e rutina), minerais (selénio e zinco) ou proteinas (transferrina, ceruloplasmina

e albumina) [1].

1.1. Formacéo de ROS

O oxigénio constitui 21% da composicdo do ar e encontra-se em 53,8% da crosta
terrestre. E indispensavel para a producdo de energia em seres vivos, animais e plantas.
Contudo, quando os seres vivos, por questdo de sobrevivéncia, utilizam este gas na cadeia
respiratoria, ocorrem reacfes de oxidacdo-reducdo que levam a formacdo de radicais
livres. Estes radicais livres, quando em excesso, podem provocar danos reversiveis ou
mesmo irreversiveis, inclusive morte celular. Estes efeitos variam conforme o tipo de
organismo, o seu estado fisioldgico, as suas defesas e a sua dieta alimentar. No mesmo

ser vivo, diferentes tecidos e células podem ser afetados de distintos modos.
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Assim, surgiram com a evolugdo dos seres vivos, mecanismos de defesa baseados na

utilizagcdo de compostos antioxidantes, com a funcéo de prevenir estes danos oxidativos
[2].

Do ponto de vista quimico, uma reacdo de oxidacdo-reducdo envolve a
transferéncia de eletrGes entre os reagentes. Para que isto aconteca, deve existir um

composto que perde eletrdes (oxidagdo) e um composto que ganha eletrdes (reducao).

Devido a sua configuragéo eletrénica, o oxigénio tende a receber um eletrdo de
cada vez, formando-se compostos intermédios altamente reativos, de onde se destacam o
radical superoxido (O2-), o peroxido de hidrogénio (H20-) e o radical hidroxilo (OHe).
Na Figura 1 encontra-se exemplificado sumariamente, as reacdes de oxidagdo-reducéo
que ocorrem ao nivel das mitocéndrias (durante a respiracdo aerdbia) e que envolvem o

oxigeénio.

e- + H+ e- + H+

Dg i., DZI- ﬂp HgDz —Tq..‘ OH’ — HzD
~A
H:O

Figura 1: ReacOes de oxidagdo-reducdo que ocorrem durante a respiracao e que envolvem o
oxigénio [2].

Estas ROS produzidas em sistemas vivos intervém numa série de processos

degenerativos, devido ao facto de serem ou gerarem radicais livres.

S&o espécies quimicas capazes de existir independentemente, que contém um ou
mais eletres desemparelhados, sendo muito reativos e capazes de reagir com as
biomoléculas existentes na célula (por exemplo, proteinas ou &cidos nucleicos). Os
radicais livres possuem um tempo de semi-vida extremamente curto. A sua formacao

depende da perda ou ganho de um eletrdo podendo ter origem enddgena ou exdgena.

De entre os processos enddgenos de producdo de radicais livres destaca-se a
fosforilacdo oxidativa. Esta ocorre na mitocéndria e € responsavel pela producdo de

energia no organismo através da adenosina trifosfato (ATP) [2].

O processo oxidativo, que ocorre regularmente na célula, é essencial para a vida e
morte da mesma. O oxigénio molecular tem a capacidade de desemparelhar e formar os

radicais livres que sdo instaveis. Estes podem ser produzidos por fontes enzimaticas e
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ndo-enzimaticas e intervém em funcGes fisiologicas como: apoptose, necrose e
fagocitose. As ROS séo neutralizadas pelo sistema de defesa do organismo. Os principais

agentes de defesa sdo: enzimas e antioxidantes endogenos [3].
1.1.1 Stress Oxidativo

Denomina-se “stress oxidativo” o desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes (com predominio das primeiras) que pode resultar em danos celulares ou
teciduais [4]. A Figura 2 mostra um esquema que demostra a relacdo que deve existir
entre a quantidade de ROS e antioxidantes existentes num organismo vivo [5].

shess
red ulivo

Figura 2:Esquema representativo do equilibrio entre as moléculas oxidantes e antioxidantes [5].

A constante producdo de ROS é compensada pela producédo enddgena ou ingestéo
de antioxidantes, com o objetivo de neutralizar os efeitos degenerativos dos radicais
livres. Se esta neutralizagdo ndo for possivel, devido a uma ineficacia do mecanismo
antioxidante, ou a formacdo elevada/exposicao excessiva a radicais livres, ocorre uma

situacdo de stress oxidativo.
Na presenga de stress oxidativo podem ocorrer as seguintes situacoes [2]:

= Adaptacdo do organismo, através do aumento da resposta antioxidante;
= Dano celular, devido a degradacdo de lipidos, hidratos de carbono,

proteinas e ADN;
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= Morte celular por necrose ou apoptose (necrose consiste na morte da célula
ou parte do tecido que compGe o organismo Vvivo, sendo a manifestacao de
que a célula sofreu uma lesdo irreversivel; apoptose € a morte celular
programada).
= Desregulagdo da producéo de energia (ATP, Dinucleotideo de adenina
nicotinamida (NADH), Fosfato de dinicle6tido de adenina nicotinamida

(NADPH)), do transporte de célcio, da homeostase eletrolitica, etc.

1.1.2 Mecanismo de defesa antioxidante

Com a finalidade de impedir os danos oxidativos causados pelas ROS, o
organismo vivo desenvolveu varios mecanismos de defesa, que o protegem das agdes
nefastas dos radicais livres, atraves da sua inibicao [2]. Os sistemas de defesa antioxidante

podem ser: enddgenos ou exdgenos (Figura 3).

Os mecanismos de defesa antioxidante incluem a utilizacdo de enzimas,
vitaminas, compostos fenolicos, minerais e proteinas. O consumo adequado de
antioxidantes na dieta pode ajudar a manter o equilibrio antioxidante e, como tal, manter

as fungdes fisioldgicas normais de um organismo vivo [6].

O equilibrio entre os agentes oxidantes e redutores é essencial nos sistemas

aerobicos, assim como o equilibro entre as ROS e o sistema de defesa antioxidante. [7].

Os antioxidantes enddgenos podem ser dividido em enzimaticos ou néo
enziméticos [2,8]. Os antioxidantes enddgenos enziméaticos sdo por exemplo, a
superoxido dismutase (SOD), a glutationa redutase (GPHR) e a Catalase (CAT). Os
antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos sdo compostos sintetizados pelo organismo
como a cerulopasmina, a melatonina e o acido Urico. Por sua vez, os antioxidantes
exogenos provém de fontes alimentares, sendo obtidos a partir da dieta. S40 compostos
quimicos como o acido ascérbico (vitamina C), acido lipdico, carotenoides, compostos
fenolicos, minerais, entre outros, que ajudam a manter o equilibrio antioxidante no

organismo e, como tal, contribuem para a manutencédo das funcdes fisioldgicas [3,8].
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Figura 3: Esquema resumido dos sistemas antioxidantes [9].

1.1.2.1 Compostos antioxidantes

Um antioxidante é “uma substdancia que, quando se encontra presente em baixas
concentrag6es quando comparado com um substrato oxidavel, protege esse substrato da
oxidacdo e, em ultima analise, protege o organismo de efeitos prejudiciais provocados

pelo dano oxidativo” [6].

Para serem considerados antioxidantes, estes compostos devem possuir algumas

propriedades, tais como [10]:

= Capacidade de ceder eletrdes e/ou atomos de hidrogénios para o radical
livre;
= Capacidade para alterar a estrutura do radical;

= (Capacidade de quelatar metais decorrentes do processo de oxidacéo.
Os antioxidantes podem ser classificados como [10]:

=  Primarios ou secundarios, de acordo com a forma como combatem o0s
radicais livres;

= Naturais (provenientes da natureza) ou sintéticos (criados pelo Homem).
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Como exemplo de antioxidantes sintéticos existem: o Butil- hidroxianisol (BHA),
Terc-butil-hidroquinona (TBHQ), Galato de proprilo (GP), Butil- hidroxitolueno (BHT)

e Tri-hidroxi-butil-fenona (THBP). Estes sdo usados na industria alimentar [11,12].

Como exemplo de antioxidantes naturais temos: a vitamina C, 0S compostos

fenolicos e os tocoferdis provenientes de vegetais e frutas.

A vitamina C (&cido ascorbico; AA) é um importante antioxidante que combate
os radicais livres, sendo um nutriente anti-envelhecimento importante, tanto na dieta

alimentar como para utilizag&o topica [13].

Uma das func¢des da vitamina C é favorecer o processo de cicatrizagdo e também
permitir a absorcdo do ferro presente nos alimentos de origem vegetal, sendo muito
importante no tratamento da anemia. Além disso, ela melhora as defesas do organismo e
ajuda no combate a infe¢bes. Pode ser encontrada em varias frutas e vegetais como

laranja, kiwi, limdo, morangos, pimentos, brécolos, entre outros [13].

Aos compostos fendlicos tém vindo a ser atribuidos varios efeitos benéficos para
a salde. Estes sdo metabolitos secundarios das plantas e encontram-se em frutas e
vegetais. Dos efeitos benéficos descritos, podem citar-se: atividade antioxidante, anti

inflamatdria, anti-microbiana e anti-carcinogénica [14].

Os tocoferdis estdo presentes naturalmente em Gleos vegetais inibindo a oxidagéo
dos &cidos gordos insaturados. S&o usados como aditivos alimentares para prevenir a
oxidagdo de 6leos e gorduras [14,15].

Existem ainda outras substancias como o0s carotenoides, presentes no tomate,
pimento, cenoura, abobora e laranja para 0s quais esta descrita uma potencial atividade

anticancerigena (exemplo licopeno, -caroteno) [15].
Séo varios os fatores que influenciam a eficacia dos antioxidantes [3]:

= A ssuaenergia de ativacao;
= O potencial de oxidagdo/reducao;

= A solubilidade e estabilidade ao pH.

Dependendo do grau de solubilidade os antioxidantes podem ser divididos em

duas categorias: antioxidantes hidrofilicos e hidrofébicos. Os antioxidantes hidrofilicos

encontram-se no citoplasma da célula e no plasma sanguineo (exemplos: acido ascérbico
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e 4cido Urico), enquanto os antioxidantes hidrofobicos protegem as membranas celulares

da peroxidagdo lipidica (exemplos: a vitamina E e os carotenoides) [3].

1.2 Tecnicas analiticas de avaliacdo da capacidade antioxidante

Vérias metodologias tém sido propostas para a avaliagdo da capacidade antioxidante
total (TAC) em amostras bioldgicas e produtos alimentares nomeadamente técnicas

espectrofotométricas, quimiluminescéncia, fluorimetria, eletroquimica e cromatografia
[6].

Estes métodos foram desenvolvidos para avaliar a TAC de varias matrizes, no entanto,
o efeito protetor dos antioxidantes a nivel celular pode também ser estudado através da
monitorizagdo da integridade do ADN. Para este efeito varios métodos inovadores
nomeadamente biossensores eletroquimicos baseados em material do ADN tém vindo a

ser desenvolvidos [1].

1.2.1 Meétodos analiticos convencionais

A TAC pode ser determinada por meio de varias metodologias, nomeadamente
pela transferéncia de um radical peroxilo, a capacidade de reducdo do ido férrico ou

capacidade de inibir um radical organico.

Os métodos convencionais mais utilizados para a determinagdo da TAC in vitro
sdo: FRAP (poder de reducdo do ferro), ABTS-RSA [2,2° — Azinobis (3-
etilbenzotiazolina) — 6 — acido sulfonico — (atividade antioxidante radicalar)], DPPH-RSA
[(2,2 — Difenil — 1 - picrilhidrazila) — (atividade antioxidante radicalar)] e ORAC
(capacidade de absorcéo do radical oxigénio). Um outro também bastante utilizado é o
método da deslocacao do B-caroteno, que avalia o nivel de inibigdo dos radicais livres no

decorrer da peroxidacgdo do acido linoleico [10].

A tabela 1 mostra estes métodos e o0 seu principio de funcionamento.
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Tabela 1: Métodos analiticos convencionais [10].

Tipo de Método

Principio de
Funcionamento

Antioxidante
Padréao

Vantagens /

Desvantagens

Co-oxidagéo do
3-caroteno/acido

linoleico

Radical ABTS

DPPH"

Colorimétrico (A
470 nm)

Colorimétrico (A
maximo de 645,
734 e 815 nm)

Descoloracéo de
uma solucéo de R-
caroteno e acido
linoleico, em meio

aquoso.

Antioxidantes
cedem eletrbes ao
catido radical
ABTS™. Ocorre
um decréscimo na
absorvéancia ao

longo do tempo.

Antioxidantes
cedem eletrbes ao
radical DPPH" .
Ocorre um
decréscimo da
absorvancia

durante a reacéo.
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Butil-
hidroxidotolueno
(BHT).

Trolox (analogo
soltvel da vitamina
E)

Trolox

Interferéncia de
substancias oxidantes
ou redutoras no
ensaio. Necessidade
de elevadas
temperaturas durante

a sua execugao.

Pode ser utilizado em
amostras
hidrossoluveis e
lipossoliveis. Método
muito estavel e de

facil execucao.

Método répido e facil
de executar. O uso da
fluorescéncia permite
gue ocorram menos
interferéncias da

matriz.
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ORAC Medicéo do Trolox O uso da
decréscimo da fluorescéncia permite
fluorescéncia gue ocorram menos

como interferéncias da
""" consequéncia do matriz.

dano oxidativo.

FRAP Colorimetrico (A  Complexo férrico- Acido ascorbico Método rapido, facil
593 nm) tripiridiltriazina de executar e
(Fe"-TPZ) que é econémico.

reduzido a um
complexo ferroso
(Fe"-TPZ),
quando em
presenca de um

antioxidante.

1.2.2 Técnicas Eletroguimicas

De todas as técnicas de analise, a eletroquimica distingue-se pois proporciona uma
elevada faixa dindmica de concentracdo e uma ampla sensibilidade. A baixa seletividade,
as interferéncias de espécies e a afinidade com a superficie do elétrodo, sdo as suas
principais desvantagens. Estas caracteristicas podem levar a um bloqueio do sinal ou ao

aparecimento de sinais indesejados [16].

A eletroquimica baseia-se no estudo da resposta quimica de um sistema a um
estimulo elétrico. Esta técnica permite medir pardmetros como: potencial (E), corrente
elétrica (i), carga (Q) e tempo (t). Dependendo do parametro usado o sistema vai produzir

diferentes respostas.

Quanto aos parametros acima mencionados pode dizer-se:
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O potencial (E) diz respeito a quantidade de forca eletroquimica ou a

energia do sistema. Conforme este potencial aumenta, mais forca estara

disponivel para que uma reacdo acontega. A unidade do potencial é o volt

(V).

= A corrente (i) expressa a magnitude do fluxo de eletrdes de um sistema. A
unidade base da corrente € o ampere (A), no entanto a maior parte das
experiéncias eletroquimicas apresenta este parametro em microampere (1
HA=10PA). A oxidacio é representada pela corrente no anodo e a redugio
pela corrente no catodo.

= A carga (Q) exprime a medida do nimero de eletrGes usados por
equivalente. Tem como unidade base 0 Coulomb (C). Esta pode ser
determinada diretamente ou calculada através da multiplicacdo do tempo
(t) pela corrente (i).

= O tempo (t) representa a medida de duragdo, sendo a sua unidade o

segundo (s).

Existe uma longa lista de técnicas eletroquimicas, que resulta das diversas
combinacges de parametros e que podem utilizar diferentes tipos de elétrodos de trabalho
(WE): voltametria; polarografia; técnicas de varrimento linear; cronoamperometria;

cronopotenciometria; técnicas de pulso; entre outras [16].

De entre as técnicas de eletroquimica acima mencionadas da-se destaque &

voltametria, pois foi a técnica utilizada na realizacéo deste trabalho.

1.2.3 Voltametria

A voltametria € uma técnica que permite a obtencéo de informacGes qualitativas
e quantitativas acerca de uma espécie quimica, a partir do registo de curvas corrente-
potencial. Estas curvas resultam da combinagdo entre a reacdo quimica e elétrica da
espécie quimica, numa célula eletroquimica constituida, pelo menos, por dois elétrodos:
0 WE e elétrodo de referéncia (RE). Existe também um outro elétrodo neste tipo de

técnica, o elétrodo auxiliar (CE).
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O potencial imposto entre estes elétrodos é aplicado na forma de varrimento, ou
seja, varia-se o potencial a uma velocidade constante ao longo do tempo. Tanto o
potencial como a corrente sdo registados em simultaneo. A curva resultante é chamada

de voltamograma e diz respeito a uma curva corrente vs. potencial.

Nesta técnica, o potencial imposto no elétrodo, € um parametro de controlo e varia
de forma sistemética, de maneira a produzir uma reacdo redox sobre o elétrodo. Quanto
a corrente, esta resulta de transferéncia de eletrfes que acontece durante a reducdo ou

oxidacao sobre a superficie do elétrodo [16,17].

Para podermos utilizar a voltametria para determinar a concentracao de analito é
necessario que este seja eletroativo, isto é, que reduza ou oxide numa regido onde o
potencial é aplicado, onde a transferéncia de eletrfes seja possivel de maneira a criar um

fluxo de eletroes.

Existem diversos tipos de voltametria, que dependem da forma como o potencial
é aplicado, e por consequéncia da forma como o sinal analitico (corrente) é adquirido.
Para além do modo de aquisicdo, esta técnica varia também de acordo com as etapas
utilizadas antes ou durante a medida do sinal, como a pré-concentracdo de analito
(derivada da capacidade do analito reagir com o material do elétrodo de trabalho); direcéo

ou inversao do varrimento.

O tipo e a qualidade de informacdo quantitativa/qualitativa (a respeito do analito
ou do processo que envolve a interacdo entre o analito e o elétrodo de trabalho) que se

pretende obter determina a escolha do tipo de voltametria.
Tipos de voltametria [16]:

= Varrimento linear: o potencial aplicado varia ao longo do tempo;

= Pulso diferencial: as medidas de corrente e aplicagdes de potencial e
pulsos de potencial sdo realizadas em intervalos de tempo muito pequenos;

= Onda quadrada: o potencial é aplicado na forma de uma onda quadrada
simétrica de amplitude e sobreposta a uma rampa de potencial na forma de
escada;

= Ciclica: é a técnica mais comum para adquirir informacdes qualitativas
sobre os processos eletroquimicos. Aplica-se um potencial com um valor

onde no qual nenhuma reducéo ocorra.
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Na tabela 2 podemos observar os diferentes tipos de resultados que se podem obter

nas técnicas voltamétricas.

Tabela 2:Quadro ilustrativo dos tipos de voltametria, [16].

Varrimento Linear /T\“

=

Onda Quadrada

Pulso Diferencial |L - JI
!

Ciclica /N n

Vai-se dar destaque a voltametria da onda quadrada (SWV), pois foi a técnica

utilizada ao longo deste trabalho.
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1.2.3.1 Voltametria de onda quadrada

Como ja foi referido anteriormente, neste trabalho vai-se dar destaque a

voltametria de onda quadrada (SWV). Neste tipo de voltametria € aplicada ao WE uma
onda quadrada simétrica de amplitude AE, sobreposta a uma rampa de potencial em forma

de escada determinada pela amplitude AEs, a largura a e o periodo T. Pode observar-se a

representacdo deste tipo de voltametria na figura 4.

Nesta técnica a corrente é amostrada duas vezes, a primeira no final do pulso
direto, onde a direcdo do pulso e a direcdo do varrimento séo iguais; a segunda no final
do pulso onde a direcdo do varrimento e do pulso sdo contrarias. Esta dupla amostragem
permite a minimizacdo da contribuicdo da corrente captativa sobre a corrente total lida.
O voltamograma resultante diz respeito a diferenca entre estas duas correntes vs. a rampa
de potencial aplicado [16].

potencial da onda =T
quadrada o

P
potencial staircase - . .

forma do potencial

' :‘ ] '
para SVWV ' o |
h) . 1
ol ’

forma de onda /.._l R — <
da corrente I ! J ;
resultante ! i f

E>»E
corrente
medida —
diferenga
das -
correntes o
i
corrente )
diferencial EnE .» E“E, .2
E—t-}

Figura 4:Esquema representativo da SWV [16].
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Na figura 4 esta também representado o pico de corrente consequente da SWV,
este pico é definido por um potencial E12 e a largura W12. Uma das grandes vantagens
desta técnica é a velocidade de aquisi¢do dos dados. O uso de frequéncias de 1 a 100 Hz
possibilitam o uso de velocidades de varrimento muito mais rapidas. Comparando com a
voltametria de pulso o tempo de anélise diminui de 3 a 5 minutos para 3 a 10 segundos,
isto deve-se ao facto de, na voltametria de pulso a velocidade de varrimento variar entre
1 a 10 mV, enquanto na SWV a velocidade varia entre 100 a 1000 mV.

Do mesmo modo que a técnica de pulso diferencial, a SWV produz picos
Faradaicos (denominada assim por que segue a lei de Faraday), cuja altura é proporcional
a concentracao da espécie eletroativa [16,18].

1.2.4 Instrumentacdo envolvida na técnica de voltametria

Um sistema de voltametria (Figura 5) tem como componentes basicos um

potencidstato, um computador e uma célula eletroquimica.

O potencidstato tem o papel de aplicar o potencial desejado no elétrodo de trabalho
e monitorizar a corrente gerada. O computador ajusta os dados volumeétricos, assim como
aforma de onda do sinal aplicado. E no computador que os dados obtidos s&o visualizados
[19].

./.F'H-F.__‘—\\
ER
CE [
Computador: U
» Enirada de pardmetros Potenciéstato | 1| .
Controlador Digital —* Geracio da forma de
onda v
* Exihicio de dados
ET
.'\L__,, J/
Célula eletroquimica

Figura 5:Esquema representativo de um sistema eletroquimico para medidas voltamétricas
[18].
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1.2.4.1 Célula eletroquimica
Nesta técnica, as analises sdo efetuadas num recipiente adequado, chamado de
célula eletroquimica. Esta contém uma solucdo eletrolitica (eletrolito de suporte). As
fungdes desta solugdo sdo: reducdo da resisténcia do meio e eliminagdo da corrente de
migracdo. Pode ainda servir, como no caso deste trabalho, para manter o pH constante

(solucéo tampao).
A célula € ainda composta pelos trés elétrodos referidos anteriormente que sao:

= RE: é um elétrodo de calomelano saturado (SCE) ou de prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl);

= CE: normalmente de platina;

= WE: elétrodo inerte de potencial variado, composto por um metal

(mercdario, platina ou ouro), carbono vitreo ou pasta de carbono.

= |WE
CE.! L

s

p— i
[

| L= Iy

+—— Eletrélite suporte

Figura 6:Célula eletroquimica; CE: elétrodo auxiliar; WE: elétrodo de trabalho e RE: elétrodo
de referéncia [18].

O RE tem como funcgéo fornecer um potencial elétrico constante e definido, sem
que seja substancialmente polarizado durante a experiéncia. Quanto ao CE, este é
responsavel por facultar a corrente requerida pelo WE, de maneira a sustentar a eletrolise.
Estes elétrodos estdo ligados a um potencidstato responsavel por facultar o potencial,
avaliar a corrente gerada e enviar um sinal para o dispositivo de registo, dando origem a

curva corrente vs. potencial chamada de voltamograma.

O WE pode ser de diversas formas e tamanhos. Pode ser ainda, estacionario ou

rotatorio e composto por diversos materiais. A escolha do tamanho, estrutura e material
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depende do critério de estabilidade e seletividade frente a espécie que se pretende analisar
[18,20].

1.3 Biossensores

Os primeiros estudos sobre o desenvolvimento de biossensores tiveram origem no
século passado. O primeiro a ser conhecido foi chamado de “elétrodo enzimaético”,

demonstrado por Clark e Lions em 1962 [21].

Biossensor é “qualquer dispositivo de dete¢do que incorpore tanto um organismo
vivo ou produtos derivados de sistemas bioldgicos (enzimas, anticorpos, ADN, etc.),
como um transdutor que fornece a indicacéo, sinal ou outra forma de reconhecimento de

uma substdncia especifica no ambiente” [22].
Estes dispositivos podem ser diferentes dependendo do seu tipo de detecéo:

= Direta: (sensor de detecédo direta ou sistema néo reticulado) onde a interagdo
bioldgica ¢ medida diretamente, usa-se um ligante ndo-catalitico, como
recetores celulares ou anticorpos;

» Indireta: (sensor marcado ou sistema reticulado) onde se usa anticorpos.

Consoante o tipo de construcdo, podem definir-se dois tipos de biossensores:

1) Os que dependem da ligacdo seletiva do analito-alvo ao ligante preso a
superficie (como anticorpos ou sondas oligonucleotidicas);

2) Dispositivos de bioafinidade; os que utilizam uma enzima imobilizada para

reconhecimento do substrato-alvo, dispositivos bioanaliticos [23].

1.3.1 Caracteristicas de um Biossensor

Os biossensores podem ser construidos para uso continuo ou descartavel sendo
considerados ferramentas promissoras para completar as técnicas analiticas existentes.

Apresentam caracteristicas Unicas como [24]:

= Seletividade: capacidade que algumas macromoléculas bioldgicas detém
para discriminar diferentes tipos de substratos;

= Faixa de sensibilidade: faixa de concentra¢do mensuravel;

= Tempo: tempo de resposta; tempo de recuperacdo e tempo de vida dtil;
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= Estabilidade operacional: a resposta do biossensor varia em fungéo dos

diferentes fatores: geometria do sensor, modo de preparagdo, recetores e
transdutores utilizados. Esta dependente ainda da difusdo externa e interna
do substrato e das condi¢Oes operacionais (pH, temperatura, natureza do
tampdo, composicdo da solucdo matriz que contém a amostra,
concentracdo do analito e presenca de solventes orgénicos e de outras
substancias);

= Pequeno tamanho: que possibilita a sua simples instalacdo no ambiente de

medida e monitorizacgéo.

1.3.2 Estrutura e funcionamento

Os componentes que constituem um biossensor sdao: um componente biologico;
um sistema de transducao (transdutor) e um sistema de processamento de dados e registo.
Quanto ao componente bioldgico, pode dizer-se que efetua o reconhecimento da
substancia de interesse a partir de uma reac¢éo quimica produzindo um sinal que pode ser
resultado de: uma variacdo de concentracdo de protdes, libertacdo de gases, emissao ou
absorcédo de luz, emisséo de calor, variagdo da massa, mudanca de estado de oxidacéo,
etc. No que respeita ao transdutor pode dizer-se que este converte o sinal, bioldgico, num
sinal mensuravel como: corrente, potencial, variacdo de temperatura, etc. A figura 7

demonstra de forma clara esta configuragéo [24].

1
| 3 amostra
HITOGuUCa0 da amosira Rl —

Analito-alvo — — Elementode  Transdutor processadora
reconhecimento B) de sinal (C)

(componente

biologico) (A)

Figura 7: Composicao de um biossensor mostra a organiza¢do dos seus componentes. (A) onde
é feita a detegdo do analito-alvo; (B) onde o sinal é convertido; (C) onde o sinal é processado
[24].
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Com estes tipos de biossensores pode efetuar-se uma detecdo quantitativa e/ou
qualitativa, de uma determinada espécie, devido ao facto de estes responderem
seletivamente as espécies quimicas em estudo, produzindo um sinal elétrico cuja

intensidade depende da concentracdo da espécie quimica [24].

1.3.2.1 Componente bioldgico

Uma das caracteristicas mais importantes de um biossensor € o facto de
possibilitar a discriminacdo entre varios substratos, ou seja apresenta seletividade. A
escolha do componente biologico exige alguns requisitos como: disponibilidade de
dominios reativos para reagir/interagir com o analito; estabilidade frente a0 meio e as
condigdes de medigdo; possibilidade de modificagdo/imobilizagdo sobre o elétrodo, por

meios quimicos, sem modificar o seu desempenho.

As enzimas foram e continuam a ser o elemento biolégico mais utilizado na

construcao de biossensores [24].

Com base nas exigéncias acima citadas os componentes bioldgicos podem ser:
enzimas, acidos nucleicos, cofatores, recetores, anticorpos, células de microrganismos,
organelos e tecidos (vegetais, animais e fangicos). Assim dependendo do componente
escolhido os biossensores podem ser divididos em varias classes: enzimaticos,

microbioldgicos, baseados em ADN e imunossensores [21, 24].

1.3.2.1.1 Acidos Nucleicos

Os acidos nucleicos encontram-se no nucleo das ceélulas eucarioticas, nas
mitocdndrias, nos cloroplastos e no citosol das células procaridticas. Os acidos nucleicos
armazenam e transmitem a informacé&o hereditaria. Existem dois tipos de acidos nucleicos
(Figura 8) [25]:

= O 4cido desoxirribonucleico — ADN;

= QO 4cido ribonucleico — ARN.

Estes acidos nucleicos sdo polimeros de nucle6tidos. Cada nucleétido é composto

por trés elementos:
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» Uma base azotada;
= Uma pentose que no ADN ¢ a desoxirribose;

= Um grupo fosfato.

Base
(adenina,

OH ;
I . @ guanina,
=pPp=0Q- citosina
0 r O %% ou timina)

OH ‘(’:/O\C

1
I |
] H\H H / H
Grupamento | |
fosfato aC C2

| |

OH H
J

Desoxirmbose

Figura 8:Estrutura béasica dos nucleétidos [25].

As bases azotadas, na constituicdo do ADN, podem ser:

= Adenina (A);
= Citosina (C);
= Guanina (G);
= Timina (T);

Construgdo de Biossensores de ADN para a Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

O ADN é um polidesoxirribonucledtido formado por milhares de nucle6tidos

ligados entre si através de ligacGes fosfodiéster.

A ligacdo fosfodiéster ocorre entre o fosfato do carbono 5 da pentose de um

nucleotido e o hidroxilo do carbono 3 da pentose do nucleétido seguinte.

Quanto a sua estrutura (Figura 9) o ADN consiste em duas cadeias

complementares e antiparalelas em espiral (estrutura em dupla hélice) [26].
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Figura 9:Esquema da estrutura do ADN [27].

1.3.2.1.1.1 Comportamento eletroquimico do ADN

O estudo sobre o comportamento eletroquimico do ADN tem um importante
significado teorico e prético para a ciéncia. Até ha presente data ja se realizaram-se muitos
estudos sobre 0 ADN. A descoberta da eletroatividade dos &cidos nucleicos realizou-se
h& meio século e deveu-se principalmente a descoberta da eletroatividade das bases que
os compBem. Os seus principais objetivos focaram a reducdo do ADN nos elétrodos de
mercurio e na interacdo entre o elétrodo de trabalho e 0 ADN, nativo ou desnaturado [28].

Os estudos relativos ao comportamento eletroquimico do ADN em elétrodos de
mercurio demonstraram a reducdo eletroquimica de duas bases (citosina e adenina)
originava a sinais catddicos e a reoxidacdo da guanina a sinais anodicos. Mais tarde,
Palecek e Fojta descobriram que as bases adenina e guanina eram oxidaveis, ou seja,

produzem corrente anddica em elétrodos de trabalho constituidos por carbono [18].

As bases puricas (adenina e guanina) e as bases pirimidicas (citosina e timina)
apresentam atividade eletroanalitica sendo suscetiveis de sofrer oxidacdo eletroquimica.
Como nas bases puricas 0s potenciais de oxidacao sdo mais baixos (inferiora + 1 V vs.

AgCIl/AQ), estas tornam-se mais eficazes para estudos eletroquimicos.
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No que concerne, ao potencial de oxidacao e a intensidade de corrente no elétrodo
de mercurio de gota suspensa (HMDE), este é influenciado pela quantidade de guanina
gue se encontra na cadeia do oligonucledtido (oligonucleétido é um fragmento curto de

uma cadeia simples de &cidos nucleicos, tipicamente com 20 ou menos bases) [18,28].

Os sinais eletroquimicos da adenina e da guanina dependem da estrutura da
molécula de ADN, isto faz com que estes sinais sejam importantes na detecdo de danos

existentes na molécula.

Atualmente, para a realizagdo destes estudos, s&o mais utilizados os elétrodos
solidos, principalmente os de carbono (pasta de carbono, carbono vitreo, grafite). A
oxidacdo do ADN neste tipo de elétrodos estd associada a oxidacao irreversivel da
guanina e adenina. Estes elétrodos vieram substituir os elétrodos de mercdrio, estes

deixaram de ser utilizados devido a toxicidade do mercdrio.

Existem varias metodologias para estudar os acidos nucleicos. Os mais utilizados
sdo as medicOes efetuadas através de técnicas eletroquimicas. Estas apresentam vantagens
como: maior sensibilidade e confiabilidade, séo relativamente simples e baratas. Os
sensores eletroquimicos de ADN (ou baseados no material de ADN) tém vindo a tornar-
se muito interessantes no que respeita a analise eletroquimica pois séo muito mais rapidos
que os meétodos classicos, além de possuirem todas as vantagens de analise eletroquimica.
Estes biossensores de ADN sdo ainda muito eficazes no que respeita a detecdo dos danos
causados na molécula do ADN [18].

Com vista a uma melhor compreenséo e aplicacdo dos métodos eletroquimicos é
importante conhecer-se 0 comportamento eletroquimico dos &cidos nucleicos. De entre
os acidos nucleicos existentes destaca-se a adenina, pois 0 seu comportamento é analisado

no presente estudo.

1.3.2.1.1.2 Comportamento eletroquimico da Adenina

A adenina é uma base purica e possui uma grande importancia em diferentes
sistemas biologicos, participando na respiracdo celular na forma de adenosina trifosfato
(ATP), dinucleotideo nicotinamida-adenina (NAD) e dinucleotideo flavina-adenina

(FAD), participa ainda na sintese proteica como um componente quimico do ADN [29].
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De acordo com diversos estudos as bases do acido nucleico sofrem reducéo e
oxidacdo na superficie do elétrodo. A reacdo da adenina com os ROS d& origem a
produtos como a 8-Hidroxiguanina, 2-Hidroxoadenina (isoguanina) e 0 6-N-

Hidroxiaminopurina. A Figura 10 demonstra o processo de oxidacao electroquimica da
adenina [18].

THZ hlle ’T‘Hz ’]‘HZ
C c /C“m
Nf:'c‘“~ N -2H"2e T’;’ “|_|N 2H"2e T'fﬁ‘ x““*| NH i 2 T-” =N
.. | + HyD cC A + H,0 C.. .G C. % ,II'Z\
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Figura 10:Processo de oxidacéo eletroguimica da adenina [18].

1.3.2.2 Biossensor a base de ADN

Um biossensor a base de ADN é um dispositivo que contém oligonucleotideos,
imobilizados na sua superficie e conectados a um transdutor. Este tipo de biossensor pode
avaliar a presenca de genes especificos ou genes mutantes relacionados com doencas

humanas hereditérias.
A detecdo eletroquimica pode ocorrer de duas formas:

= Por oxidacdo direta ou catalisada de bases de ADN;
= Por resposta eletroquimica produzida por uma enzima ou outro marcador

redox, através de uma reacdo especifica com sondas de ADN alvo.

O desenvolvimento de novas metodologias para a detecdo de ADN e dos seus
polimorfismos é possivel devido ao mapeamento da sequéncia do genoma em organismos
vivos, inclusive o genoma humano. Até a data, a maior parte dos métodos desenvolvidos
sdo baseados na imobilizacdo, de pequenas cadeias simples de oligodeoxinucleotideos,
numa superficie de metal, polimérica ou carbono vitreo. A andlise de cadeias

desconhecidas de ADN ¢ feita a partir da colocacdo destas cadeias em contato com sondas
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de sequéncias conhecidas e complementares, detendo-se a reacdo de hibridacdo entre

estas duas cadeias [21,23].

Vaérias novas tecnologias de biossensores que envolvem ADN tém vindo a ser
estudadas, isto deve-se ao facto de serem bastante rapidas. Estas tecnologias séo baseadas
na imobilizacdo de cadeias de ADN em transdutores diferentes, que vdo converter a
reacdo de hibridizagdo de cadeias complementares num sinal elétrico ou 6tico. Algumas
das aplicagcOes deste biossensor sdo: a identificacdo de patologias, a monitorizagéo da

expressao dos genes e o diagnostico de desordens genéticas [21,23].

1.3.2.3 Sistema de Transducao

A defini¢do de transdutor ¢ “todo o dispositivo que transforma uma forma de
energia em outra”. No campo da instrumentagdo elétrica, ¢ definido como “todo o
equipamento que converte qualquer grandeza fisica ndo elétrica (por exemplo
temperatura, som, luz) num sinal elétrico ”. Como componente de um biossensor um
transdutor ¢ “0 equipamento que converte o produto de uma reacgdo bioloégica num sinal
elétrico quantificavel e processavel”. Este equipamento permite detetar a presenga,
mudanca, amplitude ou frequéncia de uma grandeza sujeita a medicao, e fornecer a saida,
um sinal elétrico que, quando processado e aplicado a um aparelho de medicéo, possibilita

a quantificagdo do elemento medido [22,24].

Para a escolha do transdutor tem-se em conta trés condig¢@es bésicas: o transdutor
deve adaptar-se ao material imobilizado; o transdutor deve ser especifico para o analito
de interesse (capaz de detetar as variacdes que ocorrem na reacdo bioldgica); essas
variacOes devem ocorrer na faixa de concentragdo adequada. Deve ter-se em conta ainda
outros aspetos como: a frequéncia de resposta; compatibilidade com o meio ambiente
onde opera; exatiddo; caracteristicas elétricas (possibilidade de amplificacdo quando
necessario, relacdo entre sinal e ruido) e ainda condicBes de aplicacdo e robustez

(dimens0es, peso e robustez mecénica e elétrica) [22,24].

Para além da classificacdo apresentada anteriormente podemos ainda classificar
os biossensores de acordo com o tipo de detecdo que utiliza. Segundo esta classificacdo

existem biossensores:
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eletroquimicos: amperométricos; potenciométricos; condutimétricos
(dependo do seu principio de medicéo);

= acusticos;

= Qticos;

= calorimétricos.

De entre estes varios transdutores 0s mais utilizados sdo: os eletroquimicos; éticos

e calorimétricos [22,24].

1.3.2.3.1 Biossensores eletroquimicos e amperometricos

De entre todos 0s tipos de biossensores, de acordo com o tipo de transdutor, ja
referidos, destacam-se os eletroquimicos, nomeadamente os voltamétricos, pois séo o tipo

de biossensores aplicados a este estudo.

Os biossensores eletroquimicos sdo: simples; sensiveis; confiaveis e de resposta

répida e utilizam uma instrumentacdo de baixo custo.

Fornecem uma abundancia de informagdes que qualificam e descrevem
determinados sistemas, baseiam-se sempre nas propriedades elétricas da solucdo do
analito, quando este se encontra em contacto com a célula eletroquimica. Estas
informagdes abrangem: velocidade de transferéncia de carga interfacial; velocidade de
transferéncia de massa; a extensdo de adsorcdo e constantes de equilibrio de reacdes

quimicas.

Estes sensores apresentam a vantagem de as células eletroquimicas serem
especificas para um estado de oxidacdo particular e a sua instrumentacdo ser

relativamente barata.

O seu principio de funcionamento baseia-se na medicdo da corrente produzida

por uma reacao quimica entre espécies eletroativas.

A reacdo quimica entre as espécies eletroativas ocorre num potencial determinado,

onde é gerada a corrente que esta relacionada com a espécie em estudo.

Com o0 uso de mediadores surgiu uma nova classe de transdutores

amperométricos, estes mediadores sdo incorporados nos elétrodos das seguintes formas:
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adsorcdo, oclusdo em filmes poliméricos, ligacdo covalente ou simplesmente misturados

na pasta de carbono [24].

Na Tabela 3 apresentam-se 0s Vvarios tipos de transdutores e 0s seus tipos de

medicéo e aplicacao tipicos.

Tabela 3: Tabela resumo dos sistemas de detecdo aplicados nos biossensores [24].

Sistemas de Detecéo Sinal Medido Aplicacgdes Tipicas

ELETROQUIMICOS

Condutimétrico Condutancia Reac0es catalisadas por
Enzimas
Amperomeétrico Susbstratos enzimaticos e

Corrente elétrica sistemas |munolog|cos

(antigénio/anticorpo)

Potenciométrico IGes, gases, espécies de

reducao-oxidacao

Carga iénica ou de IGes, gases, substratos
efeito de campo: Voltagem enzimaticos, analitos
ISFET (i seletivo) imunologicos, iBes em meio

biolodgico, elétrodos

ENFET (enzima) enzimaticos e

IMFET (imunoldgico) imunoeletrodos

Impedimeétrico Impedancia Imunossensores enzimaticos

ACUSTICOS
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Cristais piezoelétricos, Gases volateis, vapores e

equipamentos de analitos imunoldgicos

Variagdo de massa
superficie acustica

OTICOS
Optoelectronicos, fibras = Variagdo de luminosidade pH, substratos
Oticas, equipamento de (luminescéncia, enzimaticos, analitos
ondas guiadas fluorescencia), indice de imunoldgicos
refracdo

CALORIMETRICOS

Enzimas, organelos,
Termistores, diodos Calor células integras ou
tecidos, gases, poluentes,

vitaminas

Os biossensores sdo maioritariamente utilizados no diagnostico clinico. Os
biossensores de glicose representam 90% do mercado global deste tipo de dispositivos.
Além destes, existem ainda, na categoria de diagnéstico clinico, os biossensores de
colesterol, lactato, triglicerideos e creatinina.

Na area de avaliacdo ambiental, estdo a ser desenvolvidos biossensores para a

avaliacdo da toxicidade de efluentes industriais e aguas residuais.

Na industria alimentar ndo é tdo comum o uso de biossensores porque as amostras

sdo complexas e mais dificeis de analisar [18].

Neste trabalho, desenvolveu-se um biossensor em material de ADN para a avaliacdo
da TAC em infusbes a base de plantas. Estas infuses sdo fontes ricas em substancias
antioxidantes, principalmente de flavonoides. Os seus efeitos benéficos chamam a
atencdo da comunidade cientifica e tém aparecido por todo o mundo diversos estudos
epidemioldgicos e ensaios clinicos, que apresentam uma relacdo positiva entre o consumo
de cha e uma menos prevaléncia de algumas doencas degenerativas, como doencas

cardiovasculares e alguns tipos de cancro [30].
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1.4 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

A construcdo de um biossensor eletroquimico através da imobilizacdo de dA2o
(sequencia de 20 adeninas) num CPE para avaliar a TAC de infusdes, para isso estudou-

Se:

o O dano oxidativo induzido por compostos oxidantes (H202 e HO") no dAxo-CPE;

o A protegdo promovida pelo AA, na presenca dos compostos oxidantes, no dAzo-
CPE;

o Determinar e comparar a TAC das infusdes obtidas com a utilizacéo de diferentes

oxidantes.

A técnica eletroguimica utilizada neste estudo foi a SWV.
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2. Procedimento experimental

Como previamente referido, ocorrem inimeras reacfes a nivel celular, onde séo
gerados compostos que podem danificar o ADN. De modo a reparar os danos provocados,
0S organismos vivos desenvolveram um sistema de defesa complexo. Este sistema é
constituido por antioxidantes que desempenham uma funcdo determinante, uma vez que
promovem um efeito protetor no ADN através da eliminacdo ou reducao da produgéo de

compostos com efeitos prejudiciais a saude.

No presente estudo pretende-se fazer uma simulagdo in vitro do sistema que ocorre a
nivel celular. Para isto, foram construidos biossensores de ADN (imobilizacéo de cadeias
simples de ADN, ssDNA) em elétrodos de pasta de carbono. Estes biossensores foram
colocados em contacto com compostos oxidantes de modo a ser estudado o dano
oxidativo que ocorre no ADN que se encontra imobilizado no sensor. Paralelamente, foi
utilizado um antioxidante e amostras reais, acido ascorbico e infusdes de plantas, para

visualizar a protecdo que ocorre no ADN.

2.1 Biossensor de dA2o

Os biossensores vieram revolucionar a quantificagdo da TAC por meio da
microanalise, o que origina uma diminuicéo de reagentes e amostra a utilizar, assim como
uma reducdo de custos, um aperfeicoamento das condicdes experimentais e rapidez nos

ensaios.

Através da eletroquimica podemos, facilmente, avaliar a TAC, pois 0s ensaios
eletroquimicos sdo baseados na transferéncia de eletrdes e os antioxidantes possuem

eletroatividade notavel que é detetada electroquimicamente.

E através do efeito protetor que um antioxidante fornece, em relagio aos danos
oxidativos provocados por espécies oxidantes no ADN, que € avaliada a TAC. Para isso,
as bases de ADN, puricas ou pirimidicas, sdo imobilizadas no elétrodo, que no presente
trabalho se trata de um elétrodo de pasta de carbono (CPE). De entre as bases de ADN
qualquer uma pode ser utilizada nestes estudos, no entanto, estd provado que as bases
puricas por possuirem potenciais de oxidacdo mais baixos produzem picos melhor

definidos do que as bases pirimidicas [9,31].
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De forma a cumprir o objetivo deste trabalho construiu-se um biossensor utilizando-

se uma sonda simples de 20 adeninas (dAz0) com a finalidade de estudar:

i.  Odano oxidativo provocado por compostos oxidantes no dAzo imobilizado
no CPE;
ii. O efeito protetor produzido pelo antioxidante no dAzo.

Este biossensor foi desenvolvido através da imobilizagdo, por adsorcéo fisica, de
uma cadeia simples de dAx no CPE, atraves da colocagdo direta de uma gota deste

oligonucleotido no elétrodo.

O dano oxidativo causado no dAxo foi produzido através da imerséo do biossensor
em solugbes de compostos oxidantes de diferentes concentracGes, durante um certo
periodo de tempo. Este dano produz uma diminuigdo significativa no sinal voltamétrico,
quando comparada com a corrente obtida no dAzo quando ndo ocorreu nenhum processo
oxidativo. Contudo quando se adiciona um antioxidante observa-se um aumento do sinal

voltamétrico, que é atribuido a acdo protetora ao dano oxidativo [32].

A figura 11 mostra a variagdo do sinal eletroquimico conforme a adigdo de

antioxidantes ou de compostos oxidantes.

45.01

15'00.50 070 0350 1.10

Figura 11:Intensidades de pico obtidas a partir da SWV: a) leitura direta de adenina; b)
exposicdo a um composto oxidante; c¢) efeito protetor promovido por um antioxidante [1].
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2.2 Material e Equipamento

2.2.1 Reagentes

Neste trabalho foram utilizados os reagentes, tal como foram recebidos, sem
qualquer purificacdo adicional. Todos os ensaios foram realizados a temperatura

ambiente. A Tabela 4 mostra quais o0s reagentes utilizados e qual a sua aplicagéo.

Tabela 4: Reagentes utilizados e respetiva aplicacao.
Reagentes Aplicacéao

Limpeza de material (célula

Etanol (Panreac) eletroquimica)

Parafina (Uvasol, Merck) Producéo de pasta de carbono

Grafite (Ultra “F” purity Carbone

Lorraine) Producéo de pasta de carbono

EDTA — 4cido etilenodiamino tetra-
acético — (99%, FlUka) Comp|exar 0 Fe2+

Formula quimica: C10H16N20s

dAz0 (Sigma)

Simulagdo do ADN
Local de armazenamento: congelador 4°C

Sulfato de ferro 1l heptahidratado (>
99,0% Sigma Aldrich)

Férmula quimica: Fe?* Geracdo do radical HO®

Local de armazenamento: frigorifico
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Peroxido de hidrogénio (30% w/v,

Panreac) _
Formula quimica: H20; Oxidante: Hz0;
Local de armazenamento: frigorifico
Hidroxido de sodio (> 98%, Panreac)

} . Geracdo do radical HO’
Férmula quimica: NaOH

Solucdo salina de fosfato de sodio
(SSPE) concentrado 20x (Sigma Aldrich) Tampéo salino (SSPE)

Local de armazenamento: frigorifico

Acido ascorbico (Merk, 99,7%) - AA
Férmula quimica: CsHgOs Antioxidante
Local de armazenamento: local seco

Azoto (SYSADVANCE) Imobilizagdo do dAxo

Fosfato di-sodio di-hidratado (Merck)

, - Solucéo tampéo (PBS)
Formula quimica: NaoHPO4

Fosfato monossddico hidratado (Merck) 5 3
, o Solugéo tampéo (PBS)
Formula quimica: NaH2PO4

Agua Limpeza de material; preparacao de
Férmula quimica: H,0 solugoes

Acido cloridrico _ ) )
] . Ajustar o pH das solucBes tampao
Férmula quimica: HCI

2.2.2 Solucoes

No presente trabalho prepararam-se solu¢des tampéo salinas de fosfato (PBS) de
pH 7,4; solucdes salinas de fosfato de sodio (SSPE); solucBes de dAxo; solucbes de
peroxido de hidrogénio; de Fe(I)-EDTA (responsavel pela producdo de radicais

hidroxilo, HO’, resultante da reacdo de Fenton); solucdes de AA.
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Solucdo tampéao de PBS

Para a preparagédo da solucdo salina de fosfato (PBS) 0,1mol/L foram preparadas

as solucdes de 0,1mol/L Na;HPO4 e de NaH2PO4, acertando-se o pH a 7,4 com HCI.

Solucdo tampdo SSPE

A solucédo tampédo SSPE 2x foi obtida por diluicdo de 20 vezes da solu¢do SSPE

em agua ultrapura.

Solucdes de dAzo

Foram preparadas solugdes de dA2q de concentragdo de 100mg/L a partir de uma
solug@o-mée de 964 mg/L em solucdo tampdo SSPE 2x. Esta solugéo foi preparada num

eppendorf, quase diariamente e armazenada no congelador.

2.2.2.1 SolugOes Oxidantes

1) Peroxido de Hidrogénio (H202)

O peroxido de hidrogénio € um oxidante, que pode oxidar a maior parte das
substancias organicas, além de diversas substancias inorganicas. E um metabolito natural
em muitos organismos o qual, quando decomposto, resulta em oxigénio molecular e dgua
[33].

H.02 2 HO0+% 0, Equacdo 1

A solugdo de H202 de concentragdo 0,009 mol/L utilizada neste estudo foi
preparada através de uma solucdo-méae comercial de 9 mol/L.

Para a determinacdo rigorosa da concentracdo de H.O; utilizou-se um método
espetrofotométrico. Para tal, numa célula de quartzo colocou-se 3mL de H20 (branco) e
noutra (célula de referéncia) coloca-se também 3mL de H>O, foram as duas colocadas no

equipamento e fez-se o zero no equipamento de UV/Vis. Depois de zerar retirou-se 10uL
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de &gua da célula de referéncia e colocou-se 10uL de H2O- (cerca de 0,1 mol) e mediu-

se a absorvancia a 240nm.

Sabendo-se que o coeficiente de absortividade molar do H20 ¢ 43,6M™cm™ e
obtendo a absorvancia (0,017 U.A.) calculou-se a concentracdo do peréxido comercial,
usando a lei de Beer. Por fim multiplicou-se pelo fator de diluicdo e obteve-se a

concentragéo no frasco comercial.

A lei de Beer, relaciona a absorcéo da radiacdo com as propriedades do material

atravessado por esta radiagdo monocromatica):

Equacdo 2
Abs=ExLxc

Onde, Abs: absorvancia lida; €: coeficiente de absortividade molar (M*cm™); L:
percurso otico (1 cm); c: concentracdo (mol/L). Obteve-se a concentracdo rigorosa de
H>0> de 0,117 mol/L.

) Radical Hidroxilo (HO")

A reacdo de Fenton (Equacdo 3) foi usada para a producdo do radical hidroxilo.
Esta solucgo foi preparada através de uma mistura de Fe?": EDTA: H.02 (1x10° mol/L;
2x10°° mol/L; 4x10° mol/L) na proporgdo molar de 1:2:40.

Fe2* + H.0, > Fe3* + OH" + HO® Equagdo 3

Para se obter esta solucdo foi necessario a preparagdo de uma solucdo de ferro em

de EDTA de modo a conseguir-se solubilizar totalmente o Fe (I1).

Para se efetuar reacdo de Fenton mistura-se na proporcao de 1:40 as solugdes de
Fe?* e de H20..

A Reacgdo de Fenton, faz a geracdo catalitica de radicais hidroxilo a partir da

reagcdo em cadeia entre o ido de ferro (Fe?*) e o peréxido de hidrogénio (H202), em meio
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acido, tem vindo a demonstrar-se muito eficaz na oxidagdo de compostos organicos
toxicos e ndo biodegradaveis. Este reagente € aplicado essencialmente no tratamento de

aguas residuais, lamas e na remediacdo de solos contaminados [34].

2.2.2.2 Solugdes Antioxidantes

No presente trabalho foi utilizado como antioxidante padrdo, o AA (Figura 12).
Este apresenta uma grande importancia em sistemas bioquimicos, farmacolégicos,
eletroquimicos entre outros, sendo as suas propriedades quimicas de oxidagao- reducéo

as de maior interesse [34].

O AA é um composto hidrossoltvel que existe naturalmente na maioria dos frutos
e vegetais. A capacidade redutora do AA € de mais valia e caracteriza a sua fungéo
bioldgica. Este participa na hidroxilacdo de colagénio, na biossintese de carnitina e na

biossintese de hormonas e aminoacidos.

H

5 0
L (o] o
HDJ\q HO 2

HO oM HO OH

anbiC)
anl T
3
T

Acigo L-ascarbico Agide D-asctrbico

Figura 12:Estrutura quimica do &cido ascérbico [35].

A concentracdo de AA existente nos alimentos é afetada por varios fatores como:

estacao do ano, estagio de maturacéo, tempo de armazenamento [34].

Neste trabalho preparam-se diariamente e, ao abrigo da luz, solu¢bes aquosas de

AA de concentragdo 500mg/L.

2.2.3 Equipamento

Com o objetivo de avaliar o dano oxidativo provocado no biossensor baseado no
dA2o e 0 efeito protetor promovido por antioxidantes no mesmo, recorreu-se a SWV. Para
tal utilizou-se um potenciostato (Autolab Metrohm) com um software de aquisicéo e

tratamento de dados GPES (General Purpose Electrochemical System) versdo 4.9,
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ECOCHEMIE (Figura 13). Este software possibilitou a obtencdo de voltamogramas de
onda quadrada que demonstram a relagéo entre a intensidade de pico (ip) em Amperes (A)
e o potencial de pico (Ep), em Volts. Na medida voltamétrica usou-se um RE de Ag/AgCl,

um CE de platina e um WE de pasta de carbono.

Nas pesagens dos reagentes usou-se, a balanca analitica New Classic da
METTLER com uma precisao de 0,00001g.

Para o ajuste do pH das solugdes tampéo utilizou-se um medidor de pH da marca
CRISON.

Para a dissolugdo de compostos solidos utilizou-se o banho de ultra-sons da
BANDELIN.

Recorreu-se a uma placa de agitacdo da NAHITA para garantir a homogeneidade

nos ensaios do dano oxidativo.

Foi utilizado um equipamento da SYSADVANCE para a utilizacdo de azoto na
secagem da gota de dAzo no CPE.

No calculo da concentragdo rigorosa do H20O; utilizou-se um espetrofotometro
UV-Vis da marca Thermo Scientific de modelo Evolution 300.

Para o tratamento das amostras de infusdes utilizou-se a centrifugadora de marca
Thermo Scientific de modelo HERAEUS FRESCO 21 Centrifuge.

No tratamento das amostras utilizou-se ainda os filtros de seringa PTFE da marca
Teknokroma de 13mm de didmetro com uma porosidade de 0,22pm.

Figura 13:Imagens ilustrativas do equipamento, sendo a primeira imagem correspondente ao
AUTOLAB e as duas restantes a célula eletroquimica.
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2.2.3.1 Construcéo do elétrodo de pasta de carbono (CPE)

Com a finalidade de cumprir 0s objetivos deste trabalho procedeu-se a construgéo

de um CPE modificado com dAxo.

A pasta de carbono consistiu numa mistura de 1,8g de parafina, que atua como
ligante, e 5g de grafite (carbono). De modo a obter-se o aspeto desejado, foi necessario
misturar e triturar os dois componentes até se atingir um aspeto brilhante, homogéneo e
sem quaisquer pontos brancos. Esta pasta foi feita sempre que necessario e guardada num
exsicador de modo a evitar a degradacdo da mesma pela humidade.

O CPE é constituido exteriormente por um tubo de teflon e internamente por um

pistdo de ago inoxidavel.

Para construir este CPE (Figura 14) utilizou-se uma microespatula e colocou-se a
paste de carbono no orificio do elétrodo (Figura 14). Para ndo existirem resisténcias e/ou
interferéncia precisou-se de polir a superficie do CPE até se obter uma area homogeénea e

sem espacos entre o interior do elétrodo e a pasta de carbono.

Ap0s cada ensaio, a superficie do elétrodo foi renovada.

Figura 14:Construcdo do CPE; A: ilustragdo do elétrodo; B: ilustracéo do pistao de aco
inoxidavel; C: pasta de carbono; D: CPE polido.
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2.3 Preparacdo das infusdes

A TAC de 10 amostras de infusdes foi avaliada com recurso a este biossensor. As
ervas foram recolhidas em supermercados existentes na regido do Porto. A Tabela 5

apresenta a composigdo das amostras analisadas.

Tabela 5: Tabela da composic¢do das amostras.

NUmero

1

Nome

Pura Vida -
Prodrenant

Anti - Celulite

Alcachofra e Dente-
de-ledo

Celulite

33 Sene

Chéa Preto

Marca

Pingo Doce

Naturefoods

Ignoramus

Ignoramus

Raizes da Natureza

Tetley

50

Ingredientes

Cavalinha (planta,
30%), alcachofra
(folhas, 25%), urtiga
verde (folhas, 25%),
pilriteiro (folha,
20%)

Centela asiatica
(folhas, 25%), bétula
(folhas, 20%),
bodelha (planta,
20%), dente-de-ledo
(plata, 15%),
gilbarbeira (raiz,
10%), erva prata
(planta, 10%)

Dente-de-ledo
(planta, 60%),
alcachofra (folha,
20%), menta (folha,
20%)

Laranjeira (flor,
30%), funcho
(sementes, 30%),
milho (barbas, 15%),
bodelha (caules,
15%), sene (folhas,
10%)

Sene (100%)

Ché preto (100%)
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7 Funcho Ignoramus Funcho (semente,
100%)

8 Menta Aro Menta (100%)

9 Cidreira Tetley Cidreira (100%)

10 Cha Verde Pingo Doce Sinensis (100%)

Modo de preparacao das infusdes:

v Colocaram-se aproximadamente 200 ml de &gua ultrapura num gobelet;
v Ferveu-se a 4gua;

v’ Colocou-se uma saqueta de cha na dgua durante 5 minutos;

v’ Suspendeu-se a saqueta e deixou-se pingar para a infusao;

v Colocou-se a infusdo arrefecida num baldo volumétrico de 200mL e

perfez-se o volume com agua ultrapura.

2.4 Procedimento experimental

A parte experimental deste trabalho foi executada em 5 etapas:

1) Imobilizacdo de cadeias simples de ADN, dAzo, através de uma adsorcédo
fisica;

2) Inducdo de dano oxidativo no dAzo, através da imersdo do CPE na solugdo
contendo o0 composto oxidante;

3) Protecdo do dA2 promovido pela presenca do antioxidante no meio reacional;

4) Observacao do sinal eletroquimico do dA2o por SWV;

5) Auvaliagdo da TAC de infusdes.

1) Imobilizacdo do dA,, no CPE

O dA2o € uma cadeia simples de ADN que possui grupos de acucar, grupos fosfato

mas as suas bases sdo apenas adeninas e as ligacdes que existem sdo glicosidicas.
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Neste trabalho a adsorcéo fisica [36,37] do dA2 no CPE realizou-se através da

colocacdo de uma gota de 4pL de uma solucdo de dA2 (100mg/L) na superficie do

elétrodo. Seguidamente a gota foi seca através de uma corrente de azoto. Esta corrente de

azoto deve ser aplicada com pouca forga de maneira a possibilitar que a gota permaneca

na superficie do elétrodo e seque de modo uniforme por todo o elétrodo. Na Figura 15 é

possivel visualizar-se um esquema resumido desta etapa. Esta etapa repete-se sempre que

se efetua um ensaio.
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Figura 15:Esquema da 12 etapa: 1) Construgdo do CPE;Il) Colocacao da gota no CPE; 111)
Secagem com corrente de azoto.

2) Inducéo de dano oxidativo no dAy

O estudo do dano oxidativo induzido por compostos oxidantes no dAz foi

realizado na presenca dos compostos: H>O, e HO".

Apos a imobilizagdo do dA2 no CPE, 0 dA2-CPE, € imerso num reator (contendo
o0 oxidante H20, ou HO") e solucéo tampdo PBS, durante 30s (Figura 16) [19].

A medicédo do ip apos a inducdo do dano oxidativo foi efetuada por SWV numa

solugéo tampdo de pH 7,4 por varrimento entre os potenciais de +0,70V e +1,50V.

52



L] |
I I Instituto Superior de
| Engenharia do Porto

Construgdo de Biossensores de ADN para a Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

STIRRING POWER HEATING

HEAT
A .

Figura 16:Representacdo do ensaio do estudo do dano oxidativo.

Na Tabela 6 sdo apresentados os parametros eletroquimicos utilizados na SWV.

Tabela 6: Tabela com os parametros utilizados em SWV.

Parametros analiticos dA2-CPE
Frequéncia (Hz) 25
Step (mV) 51
Amplitude (V) 0,02
Intervalo de potencial (V) +0,70 a +1,50
Eletrolito PBS pH 7,4

3) Protecédo do dA, promovido pela presenca do antioxidante

Nesta etapa estudou-se o efeito protetor causado pelo antioxidante, na presenca de
compostos oxidantes, no dA2-CPE. O antioxidante padréo utilizado, como referido, foi
0 AA. Neste caso dA2-CPE foi imerso, durante 30s, num reator contendo diferentes
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concentragdes de antioxidante, oxidante e solucdo tampdo. Observaram-se relagdes
lineares entre ip e a concentracdo de AA e por consequente elaboraram-se curvas de

calibracéo.

4) Protecdo do dAy promovido pela presenca dos antioxidantes
existentes nas infusoes

Para avaliar a TAC das infusdes, mergulhou-se 0 dA2-CPE, por um determinado
periodo de tempo, num reator que continha amostra real, composto oxidantes e solugédo

tampao.
5) Observacao do sinal eletroquimico do dAz por SWW

Ap0s a realizacdo das etapas descritas, 0 dA2-CPE foi lavado com agua ultrapura
e colocado na célula eletroquimica contendo eletrélito (PBS) a 0,Admol/L e pH 7,4. Em
seguida realizou-se uma SWV de modo a ser possivel observar o processo de eletro-

oxidacdo do dAxo.

Depois de realizado o varrimento analisaram-se os dados obtendo-se como
resultado experimental, o potencial de pico (Ep) e a intensidade de pico (ip) (Figura 17).

Neste trabalho experimental o estudo analitico consiste em efetuar a medicéo da:

» Corrente eletroquimica maxima (ipM) — intensidade de pico maxima expressa
como sendo o sinal do dA20 medida em solucéo tampé&o de fosfato (0,1 mol/L e
pH 7,4) sem a ocorréncia do ensaio de dano oxidativo ou da protecéo;

» Corrente eletroquimica obtida apds o dano oxidativo (ipD) — intensidade de pico
do dA2o obtida apos o contacto do material baseado no ADN ao oxidante (ipD <
ipM);

» Corrente eletroquimica obtida apds os ensaios da prote¢do ao dano oxidativo (ipP)
— intensidade de pico do dAzo obtida apds imersdo do biossensor numa solucéo
contendo antioxidante e radical hidroxilo ou peroxido de hidrogénio (ipD <ipP <
ipM).
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Figura 17:Figura ilustrativa da medicdo do valor de pico.
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3. Resultados e Discussao

Como ja foi referenciado, em seccdes anteriores, 0 objetivo principal deste estudo é
avaliar a TAC nas amostras de infusbes com recurso a um biossensor eletroquimico,

nomeadamente 0 dA»-CPE.

Tal como se encontra descrito na literatura [1,19], o dA2o, que se encontra imobilizado
no CPE, apresenta eletroatividade, com um processo oxidativo ao Ep de cerca + 1,0 V,
valor este que depende do pH, do eletrélito utilizado, da forga ionica e do tipo de
transdutor utilizado. A oxidacéo das adeninas existentes no dAzq envolve um processo de

redox de 2 electrdes/molécula.

8.0
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i/ nA

4.0
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EIY

Figura 18: Voltamograma da imobilizacdo do dAx.

O dAx utilizado neste trabalho pretende simular a biomolécula de ADN e nesse
sentido 0 dA2 € suscetivel de ser sofrer dano oxidativo na presenca de substancias
fortemente oxidantes ou de ser protegido desses mesmos danos quando na presenca de
compostos antioxidantes. Tal como descrito, este processo pode ser monitorizado

electroquimicamente conforme se visualiza na Figura 19 [9].

56



Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Construgdo de Biossensores de ADN para a Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

8.0
6.0
-
= 40
II
20
III
0.0 . v . T . r - '
1.000 1100 1.200 1.300 1.400
!

v

Figura 19: Voltamograma de corrente maxima; dano induzido e protecdo: 1) i,M; 1) i,P e I11)
ipD.

Conforme se pode verificar, 0 AA promove, na presenca de oxidantes, protecao

no dA2o-CPE. Por isso, estudou-se o efeito da concentragdo de AA, na presenca de H20»
ou de OH’, na promog&o da protecdo do dA2 através da avaliacdo da ip de oxidacdo do

dA2-CPE.

3.1 dA20-CPE: AA na presenca do oxidante H2O-

Apos a construcdo do dA20-CPE, este biossensor foi imerso num reator com o
volume total (Vt) de solucdo de 10mL durante 30s e em constante agitacdo [19]. No reator
as solucdes foram colocadas com uma determinada ordem: primeiramente foi colocada a
solucdo tampdo PBS, seguidamente foi colocada a solugdo de AA com um volume
especifico para a concentracdo desejada (a partir de uma solucdo mée de 500 mg/L) e por
fim a solugao contaminante de H.O> de concentragéo 0,009 mol/L [19].

A Tabela 7 apresenta as concentracGes e volumes das solucdes utilizadas nestes
ensaios.
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Tabela 7: Planificacdo dos ensaios do estudo da influéncia da concentragcdo de AA na presenca
de H,0, na oxidacao do dAx-CPE.

Caa (mg/L) Vaa (uL) VH202 (ML) Vpss (UL)
[0,009mol/L]
10 200 28 9772
15 300 28 9672
20 400 28 9572
25 500 28 9472
30 600 28 9372

Passado o tempo estipulado de incubacéo (30 s), retirou-se o0 dA2-CPE do reator,
lavou-se com &gua ultrapura e efetuou-se a leitura da ip por SWV em solugdo tampédo PBS
de pH 7,4, num intervalo de potencial de +0,70V a +1,50V.

Na Tabela 8 estdo indicados os resultados obtidos de iy do dAx-CPE para

diferentes concentracdes de AA (na presenca do oxidante H20>).

Tabela 8: Dados obtidos de i,P do dA20-CPE quando se utilizou como antioxidante o AA na
presenca de H»O,.

Desvio Padréo Erro Relativo
(HA) (%)
10 0,58 0,04 7,35
15 1,16 0,06 5,49
20 1,40 0,02 2,02
25 1,87 0,09 5,29
30 2,14 0,02 0,93
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Ao analisarmos a Tabela 8 verifica-se que o0 aumento da concentracdo de AA
origina um aumento da ipP do dA2 e como consequéncia 0 aumento na promogéo e
eficacia da protecéo por parte do AA no dAz. Confirma-se que o AA é um antioxidante
potente, tendo capacidade de oferecer protecdo no dA2o-CPE na gama de concentracéo de
AA entre 10 a 30 mg/L. Acima da concentragéo de 30 mg/L, o AA n&o tem capacidade

de aumentar o nivel de protecao.

Na Figura 20 apresentam-se 0s voltamogramas obtidos por SWV para 0 dAx-CPE
quando se utilizaram concentracdes de AA crescentes (condi¢des da Tabela 8).

6.0
4.0 |
-
=
2.0
1
0.0 ¢ . . . .
1L.00 L.10 120 1.30 1.40
E/V

Figura 20: SWV do efeito protetor conferido pelo AA, 1) 10; 2) 15; 3) 20;4) 25; 5) 30mg/L.

O Gréfico 1 representa a relacdo linear obtida entre ipP do dA2-CPE e a
concentracdo de AA. Conforme se pode observar, obteve-se uma reta de calibracdo com
uma ordenada na origem de 0,11pA, declive de 0,077pA/(mol/L) e coeficiente de
correlagdo (r?) de 0,9821. Os desvios associados as medicdes eletroquimicas foram

inferiores a 8%.
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Curva de calibracao do AA+H,0,
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Gréfico 1: Curva de calibracdo do AA na presenca de H,O5.

3.2 dA20-CPE: AA na presenca do radical hidroxilo HO"

Ap0s construido o dAx-CPE, este biossensor foi imerso num reator com o volume
total (\Vt) de solucéo de 2,5mL durante 30s mas contendo radical HO".

Tal como na situacdo anterior, no reator as solucdes foram colocadas com uma
determinada ordem: primeiramente foi colocada a solucao tampéo PBS, seguidamente foi
colocada a solucdo de AA de concentragdo crescente, solugdo de Fe?* de concentragdo
1,0x10° mol/L e seguidamente a solucdo de H»O, de 4,0x10° mol/L. A Tabela 9

apresenta as concentracdes e volumes das solucdes utilizadas neste ensaio.

Tabela 9: Planificacdo dos ensaios do estudo da influéncia da concentracdo de AA na presenca
de HO' na oxidacdo do dA-CPE.

Caa (mg/L) Vaa (UL) Vpes (UL) VEe?* (UL) VH202 (ML)
[1,0x10® mol/L] [4,0x10° mol/L]

1 5 2145 250 100
4 20 2130 250 100
6 30 2120 250 100
8 40 2110 250 100
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Tal como no estudo anterior, efetuou-se a leitura da ip do dA20-CPE por SWV em
solucdo tampédo PBS de pH 7,4. Na Tabela 10 estdo indicados os resultados obtidos
aquando da utilizacdo do antioxidante AA, na presenca do radical hidroxilo, como
protetor do dA2-CPE ao dano oxidativo.

Tabela 10: Dados obtidos de i,P do dA20-CPE quando se utilizou como antioxidante o AA na
presenca do radical hidroxilo.

Desvio Padréao Erro Relativo

(HA) (%)

1 0,53 0,01 1,89
4 0,88 0,02 2,45
6 0,98 0,01 1,02
8 1,24 0,09 7,44

Ao analisarmos a Tabela 10 verifica-se que o aumento da concentracdo de AA da
origem também a um aumento da ip,P do dA2-CPE e como consequéncia 0 aumento e
eficacia da protecdo por parte do AA, no material baseado no ADN, relativamente ao
radical hidroxilo. Neste caso, e contrariamente ao que ocorreu quando se utilizou como
oxidante o H20-, a gama de concentragcdes de AA necessaria para promover a protecdo
do dAxo variou entre 1 a 8 mg/L. Na Figura 21 apresentam-se os SWV para este estudo.

61



-
Instituto Superior de
| Engenharia do Porto

Construgdo de Biossensores de ADN para a Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

5.0
3.75

2.50

i/pA

1.25

0.00

1.000 1.050 1.100 1.150 1.200 1.250 1.300 1.350 1.400

E/V
Figura 21: SWV do efeito protetor conferido pelo AA1) 1; 2) 4; 3) 6; 4) 8mg/L.

O Gréfico 2 mostra a relacdo linear obtida entre ipP do dA20-CPE e a concentracdo
de AA, que pode ser representada matematicamente por uma equacéo de 1° grau e linear
de ordenada na origem de 0,31pA e declive 0,12uA/(mol/L) tendo-se obtido um r? de
0,9827 e erros relativos inferiores a 10%.

Curva de calibracéo do AA+HO.

1,4

y =0,12x + 0,31
R2 = 0,9827

<3 0,8

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cana (mg/L)

Grafico 2: Curva de calibracé@o do AA na presenca de HO".
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3.3 Estudo do efeito da matriz das infusdes no sinal eletroquimico
do dAx-CPE

Apo0s a realizacdo das curvas de calibragdo procedeu-se a analise das infuses,
com o objetivo de determinar a capacidade antioxidante presente em cada uma das
amostras. Contudo, primeiramente, avaliou-se as possibilidades de a complexa matriz das

infusdes interferirem no sinal eletroquimico e/ou de ocorrer sujamento do dA2-CPE.

3.3.1 Avaliacédo da matriz complexa: oxidante H,O,

Foram realizados varios ensaios, utilizando duas amostras (a amostra 3 e a amostra
6, Tabela 5) e trés volumes, de infusdo a usar nos ensaios, diferentes (150uL; 300uL e
500uL) e com fatores de diluicdo de 66,66; 33,33; 20, respetivamente. Este estudo teve
como finalidade estudar os possiveis sujamentos que poderdo ocorrer no elétrodo. Para
isso algumas amostras foram sujeitas a etapas de centrifugacéo e de filtracdo (com filtros
PTFE).

Numa fase inicial, ndo se efetuou nenhum tratamento as amostras. Assim sendo,
apos a preparacao das infusdes, pipetaram-se de 150, 300 ou 500uL de amostra que foram
colocados no reator (na presenca de tampéo e de composto oxidante H>0.). Na Figura 22
mostram-se os SWYV referentes a este estudo. Conforme se pode visualizar, quanto maior
for o volume de extrato de infuséo colocado no reator menor € o sinal (pico) eletroquimico
do dAxo.

Na Tabela 11 apresenta-se as ip do dA20-CPE obtidas no estudo do efeito da matriz

das infus@es no sinal eletroquimico do dA20-CPE.
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Tabela 11: Resultados obtidos para os valores de i,P para o estudo do efeito da matriz das

infusdes.
ipP (LA) Erro ipP (HA) Erro ipP (HA) Erro
Amostra  VcrHa Sem Relativo Com Relativo Com Filtracdo  Relativo

Tratamento (%0) Centrifugacéo (%) (%)

150 0,97 3,07 0,50 7,29 0,71 38,02

3 300 0,86 15,42 0,81 2,35 0,44 76,95
500 0,77 1,94 0,73 3,09 0,36 66,92

150 1,36 6,61 1,05 9,44 Para este cha nao foram
300 0,86 3,19 1,20 8,33 obtidos valores pois 0 cha

6 preto ndo se consegue

500 0,63 6,40 0,70 5,42 filtrar com a seringa, tem

uma textura muito eSpessa.

4.0

I
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1.000 1.050 1.100 1.150 1.200 1.250 1.300 1.350 1.400
E/V
Figura 22: SWV correspondente a amostra 3 (sem tratamento): 1) i,P correspondente ao
volume de 500pL; I1) i,P correspondente ao volume de 300pL; 1) i,P correspondente ao
volume de 150pL.

Conforme se pode verificar na Tabela 11, quanto maior for o volume de infusdao
utilizado no ensaio (0 que corresponde a um menor fator de diluicdo), menor € o sinal
analitico obtido com o dA20-CPE. Numa primeira analise estes resultados podem parecer
absurdos, contudo indicam que as amostras contém interferéncias que inibem o sinal

eletroquimico, e acima de tudo que tém a capacidade de sujar a superficie do elétrodo,
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bloqueando a passagem dos eletrbes, diminuindo assim o sinal eletroquimico. Por isso 0s

préximos estudos foram efetuados com etapas de limpeza e de tratamento das amostras.

Nesta etapa, e de modo a estudar a possibilidade de as amostras sujarem o
biossensor, as amostras 3 e 6 foram sujeitas a um tratamento de centrifugagéo durante 12
minutos a 14,8 rotacBes/segundo, tendo-se analisado somente o sobrenadanante. Na

Tabela 11 apresenta-se as ip,P do dA20-CPE obtidas neste estudo e na Figura 23 os SWV

das mesmas.

3.0

1}

2.0 I
- I

1.0

0.0

1.000 1.050 1.100 1150 1.200 1.250 1.300 1.350 1.400

E/V

Figura 23: SWV correspondente a amostra 3 (com centrifugacéo): 1) i,P correspondente ao
volume de 500uL; 1) ipP correspondente ao volume de 300uL; I11) i,P correspondente ao
volume de 150uL com centrifugacéo.

Conforme se pode observar (e tal como aconteceu com as amostras néo tratadas),
as amostras que foram sujeitas a etapas de centrifugacao, o sinal analitico também baixou
com o aumento do volume utilizado. Este fendmeno indica que as amostras, mesmo que
tratadas, continuam a sujar o elétrodo. Contudo, se se comparar os resultados (ipP do dAzo)
obtidos nas amostras tratadas com as amostras ndo tratadas, verifica-se que as amostras

tratadas (com centrifugacao) originam ipP do dA20-CPE mais baixos do que quando se
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usou as amostras ndo tratadas. Assim pode-se concluir que as amostras tratadas conferem
menos protecdo aos danos oxidativo induzido pelo H>O> ao dAz. A explicacdo para esta

ocorréncia, deve-se possivelmente ao facto de com a centrifugacdo serem removidos
compostos antioxidantes.

Seguidamente, testou-se um novo método de tratamento das amostras, que se
baseou na utilizacédo de filtros de PTFE com seringa. Neste caso, a amostra foi colocada
numa seringa e filtrada num filtro de PTFE porosidade de 0,22 um. A amostra filtrada
por este processo foi recolhido ao abrigo da luz e usada nos ensaios. Na Tabela 11

apresenta-se as ip,P do dA2-CPE obtidas e a Figura 24 representa os SWV desta etapa.
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a0 180
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E/V
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Figura 24: SWV correspondente a amostra 3 (com filtracdo com seringa): A) ipPs
correspondentes ao volume de 150puL; B) ipPs correspondentes ao volume de 300uL; C) ipPs
correspondentes ao volume de 500uL com seringa.

De acordo com a Tabela 11, este processo de limpeza ndo € adequado para tratar
as amostras pois como se pode ver os resultados ndo sdo reprodutiveis, tendo uma
variabilidade que oscila entre os 38 e 0s 77 %. Mais acresce que devido a viscosidade,

algumas amostras ndo foram possiveis de ser filtradas, estragando os filtros.
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Apos a realizacdo destes estudos, decidiu-se nao efetuar tratamento de limpeza as
amostras (a centrifugacdo remove uma boa parte dos antioxidantes presentes nas amostras
e a filtragdo mostrou ndo ser eficaz), tendo-se utilizado para os restantes estudos,

envolvendo o oxidante H>O2, volumes de amostra de 150 pL.

3.3.2 Avaliacdo da matriz complexa: radical HO

Como ja se tinham testado os diferentes tipos de tratamentos de limpeza com o
oxidante H>O>, os estudos do efeito da matriz envolvendo o radical HO® consistiram

somente em testar qual o volume mais adequado a ser utilizado no restante trabalho.

Foram realizados varios ensaios, utilizando uma amostra (a amostra 8) e trés
volumes diferentes (200uL; 300uL e 400uL) com fatores de diluicdo de 12,5; 8,33; 6,25,
respetivamente. Neste caso, no reator colocou-se PBS, infusdo, Fe (I1) de concentracdo
1,0x10°° mol/L e H202 de 4,0x10° mol/L. Estes dois Gltimos reagentes sdo utilizados para
a geracdo do radical HO". Na tabela 12, mostram os volumes de cada reagente utilizado
neste estudo.

Tabela 12: Composicao do ensaio.

VCHA Vit VEe?* (UL) V202 (ML) VpBs
(uL) (uL) [1,0x10°mol/L]  [4,0x10° mol/L] (uL)
200 2500 250 100 1950
300 2500 250 100 1850
400 2500 250 100 1750

Na Figura 25 observam-se os SWV obtidos neste estudo. Tal como aconteceu,
quando se usou 0 H>O> como indutor de dano oxidativo, neste estudo também o sinal

eletroquimico diminuiu com o aumento do volume da infusdo. Na Tabela 13 mostram-se
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o0s resultados obtidos para as ip do dA2-CPE. Considerando que ocorre sujamento da

superficie do biossensor, optou-se por se usar nos estudos seguintes o volume de 200 pL.

6.0 ;
ITI
4.0 ;
.dl ]]
=,
~ I
2.0 ;
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1.000 1050 L1100 1150 1.200 1.250 1300 1.350 1.400
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Figura 25: SWV correspondente a amostra 8: 1) ipP correspondente ao volume de 400uL; 1)
ipP correspondente ao volume de 300uL; I11) ipP correspondente ao volume de 200pL.

Tabela 13: Resultados obtidos para os valores de i,P com a amostra sem tratamento na presenca
do radical hidroxilo.

Amostra
VcHa Média i,P (uA) Erro relativo (%)
200 0,93 7,32
8 300 0,90 3,18
400 0,66 6,34

3.4 Determinagéo da TAC das infusGes com recurso ao dAz-CPE

A menos gue indicado de outra forma, todos os ensaios da determinacdo da TAC

em infusdes constituem trés etapas: (i) imobilizacdo do dA2o no CPE; (ii) inducdo do dano
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oxidativo no dA20-CPE, usando o H202 ou 0 HO"; (ii) utilizagdo das amostras para estudar
a protecdo no dAzo. O dano oxidativo é provocado atraves da imersdo do biossensor numa

mistura do oxidante preparado com a solu¢do PBS na auséncia de antioxidantes, durante
30s.

Para estudos eletroquimicos considerou-se que a corrente maxima obtida

corresponde a corrente lida apds a imobilizagdo do dA2o no CPE (ipM).

Para a avaliagdo da TAC das infusdes, foi utilizado o antioxidante AA e 0s
oxidantes H20: e o radical HO", assim como dez amostras diferentes de infusdes (Tabela
5).

A TAC foi avaliada através da observacdo da intensidade de pico obtida apos o
ensaio com amostras reais. Seguidamente, e com recurso as curvas de calibracdo

determinou-se o valor de TAC.

3.4.1 Avaliacdo da TAC em infusdes: Oxidante H,O,

Os resultados correspondentes a determinacdo da TAC das infusGes usando como
oxidante o H20», encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14: TAC das infusdes quando se usou o oxidante H,O,.
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Analisando a Tabela 14 e o Grafico 3, verifica-se que tanto os erros relativos das
ipP como das TAC s&o inferiores a 10%, demonstrando que o sistema eletroquimico é
reprodutivel. Verifica-se ainda que as infusdes contém um bom poder antioxidante tendo
niveis de TAC variando entre 310 (amostra 7, funcho) e 1280 mg AAE/L (amostra 8,

menta).

Se compararmos as amostras 3 (Alcachofra e Dente-de-ledo) e 9 (Cidreira) ambas
apresentam um valor de TAC muito proximo, 845 mgEAA/L e 824 mgEAAIL,
respetivamente. Apesar de ambas amostras serem constituidas por plantas diferentes,
serdo constituidas por um perfil antioxidante semelhante e neste caso, tanto a planta de
alcachofra, dente-de-ledo e cidreira previnem distarbios digestivos, distirbios renais e de
figado, etc [38,39].

Nas Figuras 26 e 27 mostram-se os SWV obtidos na determinagcdo da TAC das

amostras reais.
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Figura 26: SWV para as amostras de 1 a 5 sendo que aparecem na seguinte ordem, do pico
mais pequeno para o maior. Ordem: 1; 2; 5; 3; 4.
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Figura 27: SWV para as amostras de 6 a 10 sendo que aparecem na seguinte ordem, do pico
mais pequeno para o maior. Ordem: 8; 6; 10; 9; 7.
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Grafico 3: Concentragdes obtidas (mgEAA/L) nas diferentes infusdes analisadas na presenca
de H20..
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3.4.2 Avaliacdo da TAC em infusdes: Radical HO

Os resultados correspondentes & medicdo da TAC das infusdes usando o radical
hidroxilo encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15:TAC das infusdes quando se usou o radical HO".

I o086 0,03 3,26 3 3,26
_ 0,73 0,04 5,86 91 5 5,86
e o086 0,05 6,28 107 7 6,28
_ 1,18 0,07 6,11 147 9 6,11
S o062 0,04 6,02 77 5 6,02
e 124 0,05 4,26 155 7 4,26
_ 0,95 0,05 4,71 118 6 4,71
_ 0,93 0,07 7,31 116 8 7,31
g 094 0,03 2,54 123 3 2,54
o 183 0,14 7,88 229 18 7,88

Analisando a Tabela 15 e o Gréfico 4, e tal como no caso anterior, verifica-se que
tanto os erros relativos das i,P como das TAC s&o inferiores a 8%, sendo por isso um

sistema reprodutivel.

Foram comparados os valores de TAC obtidos nas diferentes amostras reais agora na
presenca do radical hidroxilo HO". Verifica-se que a amostra 10 apresenta o maior valor
de TAC (229 mgeEAA/L) e a amostra 5 (77 mgEAA/L) o menor.

Neste estudo algumas amostras apresentam valores de TAC iguais, por exemplo
a amostra 1 (Cavalinha, alcachofra, urtiga verde, pilriteiro) (107 mgeAA/L) e amostra 3
(alcachofra de dente-de-ledo) (107 mgEAA/L). Por outro lado, outras amostras ttm TAC
com niveis muito proximos; as amostras 4 (Centela asiatica, bétula, bodelha, dente-de-
ledo, gilbarbeira, erva prata) e amostra 6 (cha preto), com valores de TAC 147 mgeEAA/L

e 155 mgEAA/L, respetivamente. As amostras 7 (funcho) e 8 (menta) cada uma com 118
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mgEAA/L e 115 mgEAAI/L, respetivamente. Isto pode dever-se ao facto de estas amostras

apresentarem constituicdes semelhantes.

50
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Figura 28: SWV dos ipP para as amostras de 1 a 5 sendo que aparecem na seguinte ordem, do
pico mais pequeno para o maior. Ordem: 4; 3; 1; 2; 5.

i/pA

5.0

4.0 \-%
P 3.0
- 20 \—/
_\-____-____,-
10
0.0

1000 1050 1.100 1.150 1.200 1250 1.300 1.350 1.400
E/V

Figura 29: SWV dos i,P para as amostras de 6 a 10 sendo que aparecem na seguinte ordem, do
pico mais pequeno para o maior. Ordem: 10; 6; 7; 9; 8.
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TAC das Infusoes
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Grafico 4: Concentracdes obtidas (mgEAA/L) nas diferentes infusdes analisadas na presenca
do radical hidroxilo.

3.5 Comparacéo dos valores de TAC para os diferentes oxidantes

Comparam-se também os resultados de TAC obtidos para cada oxidante. A Tabela 16

e o Gréfico 5 apresentam esse estudo.

Tabela 16: comparacGes entre oxidantes.

Amostra TAC - HO* TAC - H202
(mgEAA/L) (mgEAA/L)
1 107 +3 1075 + 66
2 91+5 939 £ 52
3 107 +7 845 + 26
4 147 +£9 564 + 26
5 775 918 £ 52
6 155+7 1187 + 78
7 118+6 310+ 29
8 116+ 8 1280 + 126
9 123+3 824 + 23
10 229 + 18 1057 + 66
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Comparacao entre os dois oxidantes
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Gréfico 5: Caparagdo dos valores obtidos para as concentracdes de AA dos dois oxidantes.

Da andlise do Grafico 5 podemos constatar que o H>O> tem menos poder de
provocar dano oxidativo no ADN do que o HO". Na presenca de H2.O, obteve-se uma
faixa de valores de TAC (310 - 1280 mgEAA/L) muito superior a faixa obtida para o
radical hidroxilo (77 - 229 mgEAA/L). Pode-se concluir que o AA oferece uma maior
protecao na presenca de H202 do que na presenca de HO".

75



Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Construgdo de Biossensores de ADN para a Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

4. Conclusao

A producdo de ROS desempenha um papel central na vida da célula. Estes radicais
sdo continuamente controlados e eliminados por sistemas de defesa antioxidantes
enddgenos ou exdgenos, que podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos. Se a quantidade
de antioxidantes existentes no organismo ficar comprometida o equilibrio das rea¢Ges de

reducdo e oxidagdo na célula podem ficar perturbadas.

Neste trabalho foi desenvolvido e aplicado um biossensor baseado no material de
ADN para a determinacdo da TAC em infusdes, com o objetivo de testar a possibilidade

de se utilizar este biossensor na monitorizagdo da TAC em produtos alimentares.

Os estudos efetuados com recurso a este biossensor (dA2-CPE) na determinacéo da
TAC de amostras reais permitiu demonstrar que as infusdes estudadas contém uma boa
capacidade antioxidante e possivelmente podem ser usadas pelos organismos como fonte
de antioxidantes exdgenos. De modo a diversificar este estudo, utilizou-se como oxidante
e promotor do dano oxidativo do dAz dois oxidantes existentes no organismo humano:
H20, e HO".

O estudo do efeito protetor proporcionado por antioxidantes no ADN foi efetuado
utilizando o AA e confirmou-se que este tem a capacidade de proteger o material do dano
oxidativo produzido pelos oxidantes.

O dA2-CPE foi aplicado na avaliagdo da capacidade antioxidante em varias amostras
reais na presenca de H.O, e HO". Obtiveram-se valores de TAC para o H20 a variar de
310 - 1280 mgEAA/L e para 0 HO"a variar de 77 — 229 mgEAAJ/L.

Para continuagdo deste trabalho seria de interesse utilizar mais oxidantes e

antioxidantes para comparar os valores obtidos.
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