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RESUMO

O Rituximab (RTX) é um anticorpo monoclonal quimérico direcionado
especificamente para o receptor CD20 existente a superficie dos linfécitos B,
introduzido no mercado para o tratamento de linfomas non-Hodgkin. O presente
trabalho teve como objetivo investigar o comportamento electroquimico do RTX
a superficie do eléctrodo de carbono vitreo (GCE) bem como a sua interacdo com
o 4cido desoxirribonucleico (DNA).

Os resultados obtidos usando um filme de RTX para electrdlitos de
suporte no intervalo 3 < pH < 9, mostraram o aparecimento de um pico
correspondente a oxidagdo da tirosina para todos os valores de pH e de um pico
correspondente a oxidagdo da metionina, a pH =3 e 4.

Sendo uma proteina estruturalmente complexa, foi necessario submeter o
RTX a uma desnaturacdo quimica de modo a tornar possivel uma caracterizagio
mais completa da proteina no GCE. Assim, biossensores electroquimicos de RTX
foram incubados a diferentes tempos numa solucdo fosfato 0,1 M a pH = 7, com
os agentes redutores ditiotreitol (DTT) e tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) e com
o desnaturante dodecil sulfato de sdédio (SDS). Comparando com o controlo,
verificou-se que o SDS e o TCEP expde um maior nimero de residuos de tirosina
a superficie do eléctrodo, enquanto que o DTT desestabilizou mais extensamente
a cadeia polipeptidica, permitindo a dete¢do da oxidagdo da histidina e da tirosina
e dos dois primeiros passos de oxidacdo do triptofano.

Ap6s incubacdo do biossensor dupla hélice DNA (dsDNA) com o RTX,
verificou-se a existéncia de uma forte interagdo entre ambos com condensac¢do da
estrutura helical do DNA, depurinacio, dano oxidativo e interac@o preferencial do
RTX com o residuo de adenosina. O processo revelou ser reversivel e
dinamicamente intemporal.

O estudo do comportamento -electroquimico dos agentes redutores
utilizados para auxiliar na caracterizacdo electroquimica do RTX, foi realizado
com 0 GCE e os seus mecanismos de oxidagdo propostos. O DTT sofre oxidagao

no grupo tiol, enquanto que o TCEP sofre oxidac¢do na fosfina central.



ABSTRACT

Rituximab (RTX) is a chimeric monoclonal antibody that targets the CD20
surface receptor on B-lymphocytes, for the treatment of non-Hodgkin’s
lymphoma. The aim of this work was to investigate the electrochemical behaviour
of RTX at the glassy carbon electrode (GCE) surface and its interaction with
DNA.

The results using a RTX layer for electrolyte solutions between 3 < pH <9,
showed an oxidation peak for tyrosine for all pH range and an oxidation peak for
methionine at pH = 3 and 4.

RTX was denatured due to its complex structure with denaturant and
reductants. Thus, RTX biosensors were incubated at different time periods in
pH = 7.0 0.1 M phosphate buffer, with dithiothreitol (DTT) and tris(2-
carboxiethyl)phosphine (TCEP) as reductants and with sodium dodecyl sulphate
(SDS) as denaturant. Comparing with the control, in the presence of SDS and TCEP it
was possible to expose more tyrosine residues at GCE surface, while DTT was able to
destabilize extensively the polypeptidic chain, allowing the detection of histidine and
tyrosine oxidation and the first two steps of tryptophan oxidation.

After the incubation of DNA double helix biosensor (dSDNA) with RTX, it
was observed a strong interaction between them with DNA condensation, oxidative
damage, depurination and a preferential interaction between DNA deoxyadenosine
and RTX. The process was shown to be reversible and dynamically timeless.

The study of the electrochemical behaviour of reductant agents used to
auxiliate on the RTX electrochemical characterization, was performed on GCE
and their oxidation mechanisms were proposed. The DTT oxidation step occurs at

the sulfhydryl group while TCEP occurs at the central phosphine.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



O cancro é uma condicdo patoldgica que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo, sendo dos processos bioldgicos mais complexos com o qual os investigadores
se debatem diariamente. O processo comega pela breve exposi¢cdo a um potencial
agente cancerigeno afetando inicialmente uma unica célula que, ao dividir-se,
transmite a descendéncia a alteragdo genética adquirida [1]. A proliferacdo celular
leva a que a malignidade seja constante nas geragdes seguintes fazendo com que, a
certa altura, a sua maquinaria deixe de conseguir controlar o crescimento e divisdo,
originando instabilidade genética com subsequente bloqueio da diferencia¢do das
células. O crescimento ndo controlado faz com que haja um desequilibrio nos
programas de regulacdo da proliferacdo, originando uma nova massa com multiplas
células distintas (neoplasma) que estabelecem interacdes heterotipicas entre elas —
tumor — podendo levar a morte de células vizinhas sauddveis. Estes tumores podem
ser de dois tipos: malignos e benignos, sendo que os primeiros, denominados de
cancro, invadem e destroem tecidos adjacentes metastizando através de canais
linfaticos ou vasos sanguineos, enquanto que os benignos permanecem localizados [2].

Devido a essa complexidade, varias s@o as perspetivas para as quais se olham
do ponto de vista de prevencdo e tratamento. A cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia sdo dos métodos de tratamento mais usuais, mas esta tltima provoca
mais danos colaterais uma vez que afeta também células normais. Cresce, assim, a
necessidade de encontrar novos compostos anticancerigenos mais seletivos com vista
a diminuir esses mesmos efeitos adversos.

O Rituximab (RTX) é um farmaco antineoplésico do grupo dos anticorpos
monoclonais (mAb) que ndo atua diretamente na estrutura do dcido
desoxirribonucleico (DNA), mas que de alguma maneira influencia a sua sintese. E
utilizado maioritariamente no tratamento de linfomas non-Hodgkin em conjunto com
quimioterapia mas, desde a sua descoberta, o nimero de patologias onde € aplicado
tem aumentado. Sabe-se que se liga ao receptor CD20 existente a superficie dos
linfécitos B, mas o mecanismo pelo qual o leva a destrui¢do das células ainda nao é
totalmente conhecido.

Diversos t€m sido os avangos feitos na elucidacdo dos mecanismos de reagdo
dos diferentes antineopldsicos com a contribuicdo de diferentes métodos sensiveis e
especificos de modo a possibilitar uma melhor aplicagdo dos mesmos, bem como o

desenvolvimento de novos compostos.



As técnicas voltamétricas, tais como a voltametria de onda quadrada (SW) e
de impulso diferencial (DP), s@o alguns destes métodos alternativos que possibilitam
uma andlise rdpida, sensivel e altamente seletiva. Além disso, devido & capacidade
direta de detecdo de processos que ocorrem a superficie do eléctrodo, é possivel
desenvolver biossensores electroquimicos com moléculas bioldgicas de modo a
estudar os mecanismos de reconhecimento entre as mesmas e analitos de interesse.

Os biossensores electroquimicos de DNA tém sido utilizados com sucesso
para estudar a sua interacdo com agentes antineopldsicos [3], elucidando quanto ao
tipo de alteracdes na sua estrutura. Recentemente, muitos sdo os investigadores que se
tém debrugado na caracterizagdo electroquimica de biossensores com proteinas,
macromoléculas com um grau de complexidade superior ao do DNA [4].

O trabalho aqui apresentando pretende demonstrar que € possivel caracterizar
electroquimicamente uma proteina estruturalmente complexa, o RTX, e tirar ilagGes
dos efeitos que exerce na molécula de DNA em hélice dupla (dsDNA), conjugando e
tirando partido de particularidades protocolares de técnicas bio e electroquimicas.

O trabalho foi, assim, dividido em trés etapas. A primeira consistiu no estudo
do comportamento electroquimico, em meio aquoso, dos agentes redutores ditiotreitol
(DTT) e tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) e o agente desnaturante dodecil sulfato de
sédio (SDS) a superficie do eléctrodo de carbono vitreo (GCE) utilizados
posteriormente na desnaturacdo do RTX. Na segunda etapa ji com os agentes
redutores e o SDS caracterizados electroquimicamente, o comportamento redox do
RTX foi também investigado no seu estado nativo e desnaturado. O DTT, o TCEP e o
SDS utilizados para desnaturar o RTX imobilizado sob o eléctrodo, facilitam a
transferéncia electrénica entre os seus grupos electroativos (os aminodcidos) e a
superficie do GCE. A terceira e ultima etapa, consistiu na realizagdo do estudo
electroquimico da interacdo do RTX-dsDNA, a partir de solucdes incubadas e por

utilizacdo do biossensor electroquimico de dsSDNA multicamada.



1.1 O ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

Ha 3.8 bilides de anos atrds pensa-se que se terd formado um ancestral
constituido por uma molécula de 4cido ribonucleico (RNA) autoreplicativa num
invOlucro de fosfolipidos, que deu origem as células como hoje as conhecemos,
incrivelmente complexas. Contudo, nem todas as células tém esse grau de
complexidade como se observa nos organismos multicelulares eucariotas. As
bactérias (procariotas), por exemplo, sdo caracterizadas por terem uma maquinaria
celular bastante simples, dai serem utilizadas, na maioria das vezes, como modelo
experimental em estudos preliminares. Uma caracteristica comum a todos estes
organismos vivos, sem excecdo, ¢ o facto de se reproduzirem e isso passa por
transmitirem o material genético a sua descendéncia. Esse material genético, o DNA,

¢ o responsdvel pelas funcgdes vitais subjacentes a vida.

1.1.1 AS UNIDADES ESTRUTURAIS DO DNA

O DNA ¢ um biopolimero constituido por diversas unidades bdsicas
designadas de nucleétidos. Cada nucledtido, Esquema 1.1, é formado por uma base
azotada (adenina, guanina, citosina ou timina), um grupo fosfato e um agticar de cinco
carbonos (desoxirribose) [5]. A molécula sem o grupo fosfato é denominada de

nucledsido.

5 Base
~“0,P0—CH, O
4H  HY
H Nt H
OH H

Esquema 1.1: Representagdo geral de um nucledtido: a vermelho o grupo fosfato, a azul a
base azotada e no centro do mondmero, a desoxirribose.

As bases azotadas podem ser divididas em dois grupos: pirimidinas - citosina
e a timina e purinas - guanina e adenina, Fig. 1.1. Deste modo, a informagdo genética

dada pela sequéncia de bases, varia de molécula para molécula.
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Figura 1.1: Estruturas das Purinas: Adenina (A) e Guanina (G) e das Pirimidinas: Citosina
(C) e Timina (T).

A desoxirribose é a molécula central do nucledtido e € assim designada uma vez que
ndo contém o grupo hidroxilo (-OH) ligado ao C,", ao contrdrio do que acontece com
o RNA. Tem a si ligada no carbono C;”, por uma ligagcdo glicosidica, uma das cinco
bases azotadas referidas anteriormente e no carbono Cs” um grupo fosfato, por uma
ligacdo fosfodiéster. Uma vez que o grupo fosfato ligado ao carbono Cs” da ribose se
vai ligar ao grupo -OH existente no carbono C;” do nucledtido seguinte, a sequéncia

de nucle6tidos do DNA 1é-se sempre de 5" para 3"
1.1.2 A DUPLA HELICE DO DNA

O modelo descrito por Watson e Crick para a estrutura do DNA, teve como
base um estudo por Difracdo de Raios-X realizado por Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins, tendo obtido um padrdo representativo de uma estrutura helical.
Determinaram que as duas cadeias de desoxirribonucleétidos se dispdem ao longo de
um eixo, formando uma hélice dupla, Esquema 1.2, com ~ 20 A. As cadeias sdo
antiparalelas e s6 sdo possiveis de serem separadas caso haja desenrolamento das
mesmas. Calcularam, de igual modo, a distincia entre cada base na cadeia de DNA,
~ 34 A, e que por cada volta que a hélice d4, existem 10 pares de bases

correspondendo a ~ 36 A [6].
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Esquema 1.2: Estrutura do DNA em dupla hélice e complementaridade de bases [6].

No centro da hélice encontram-se as pirimidinas e as purinas, Esquema 1.2,
com o0s seus anéis aromadticos planares e hidrofébicos perpendiculares ao eixo. Na
periferia, em contacto com a dgua, encontram-se as cadeias de desoxirribose-fosfato
minimizando as repulsdes entre os grupos fosfato. Pela segunda regra de Chargaff, foi
possivel deduzir o modo de emparelhamento das bases azotadas na molécula do DNA
sendo que a adenina emparelha com a timina por duas pontes de hidrogénio e a
citosina emparelha com a guanina por trés pontes de hidrogénio. O emparelhamento
entre as duas cadeias cria uma fenda maior e uma fenda menor na hélice, em que a
densidade de carga negativa ¢ maior na fenda menor. Esta estrutura recebeu a
designagdo de B-DNA e é a estrutura mais estivel para o DNA em condic¢des

fisioldgicas, sendo assim, a mais frequente nos seres vivos.

1.1.3 A TERMODINAMICA DA DUPLA HELICE

Com o modelo acima descrito, pode-se concluir que a dupla hélice
responsavel pela hereditariedade € composta principalmente por duas regides: uma
hidrofébica, situando-se no centro da cadeia e que compreende as bases azotadas, e
uma hidrofilica, situando-se na periferia e com carga negativa promovida pela
existéncia dos grupos fosfatos. Esta linearidade estrutural faz com que a molécula de

DNA tenha uma polaridade especifica. Contudo, a barreira de estabilidade tem de ser



tal, de modo a permitir que a molécula se replique e consiga transcrever e traduzir a
informagdo em proteina sendo importante, portanto, entender as suas propriedades
quimicas. Em condi¢des de pH e temperatura extremos, a molécula altera-se. Embora
ndo haja quebra de ligacdes covalentes, a hélice desenrola-se e separa-se, destruindo a
sua estrutura tridimensional — desnaturacdo. O AG desta reagdo tem de ser elevado e
depende da entropia (AS) e da entalpia (AH), sendo que este dltimo parametro tem de
ser muito superior, dado a estabilidade da dupla hélice resultante das forcas
cooperativas. Contudo, o processo ndo € totalmente cooperativo e, como tal, abrem
primeiro as regides terminais da hélice uma vez que s6 estdo estabilizadas por uma
interagdo hidrofébica. De seguida, formam-se bolhas no interior da dupla hélice, em
regides ricas em pares A:T, uma vez que estdo ligadas por menos pontes de
hidrogénio comparativamente ao par G:C. A renaturagdo, processo de reassociacao
das bases complementares, apenas serd conseguida se a desnaturagdo for parcial, se a
concentracdo do DNA for suficientemente alta para que as colisdes intermoleculares
sejam frequentes e se a forca idnica da solucdo for também suficientemente alta de

modo a neutralizar as repulsdes electroestdticas entre os grupos fosfato.

1.2 AGENTES ANTICANCERIGENOS

Com a evolucdo da ciéncia e da tecnologia a si associada, tem sido possivel
estudar e avaliar o cancro a diversos niveis mas passadas décadas parece que é uma
realidade que tende a ndo findar. Inclusive, apelidam-na de “doenca do século”.

Intensas pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de elucidar as possiveis
causas do cancro mas sendo um processo demasiado complexo, torna-se dificil esta
abordagem, pelo que os investigadores centram-se em pontos especificos da doenca,
nomeadamente nos processos que afetam o DNA das células cancerigenas. Deste
modo, a maioria dos compostos desenvolvidos para diminuir a incidéncia da doenga
baseiam-se em provocar a citotoxicidade da célula, isto é, atuar direta ou
indiretamente no DNA celular de diversas maneiras e destrui-la.

Os farmacos anticancerigenos podem ser classificados consoante o seu
mecanismo de acdo: agentes que interagem diretamente com a molécula do DNA,

antimetabdlitos, antitubulinicos, hormonais e os anticorpos monoclonais que

pertencem a uma classe terapéutica relativamente nova [7].



1.2.1 AGENTES QUE INTERAGEM COM O DNA

Os agentes que interagem com o DNA sdo os mais utilizados e os mais
importantes quando se fala no tratamento por quimioterapia. Dentro deste grupo faz-
se a divisdo em agentes alquilantes, complexos de coordenacao de platina, inibidores

da topoisomerase e agentes intercaladores [7-9].
1.2.1.1 Agentes Alquilantes

Os agentes alquilantes [7-9] sdo farmacos com grupos alquilo fortemente
electrofilicos que, ao reagirem com os centros nucleofilicos do DNA, formam
ligacdes covalentes cruzadas quebrando, na maioria das vezes, nao s6 a hélice dupla
como a hélice simples do DNA. Estas ligacdes cruzadas podem ser de trés tipos:
ligacdes cruzadas inter e intrafilamentares e ligacdes cruzadas entre duas hélices
duplas, Esquema 1.3. As ligacOes cruzadas interfilamentares sdo as mais citotdxicas,
uma vez que exigem processos de reparacdo mais complexos, podendo até levar a

inibi¢do da sintese de DNA.

) 7 N

Lizagio cmizada Ligagio cruzada Lizagio cmzada
intra fita inter fitas inter hélices

Esquema 1.3: Representacio das ligacdes cruzadas que podem ocorrer entre agentes
alquilantes e o DNA [9].

O principal local de alquilagdo na estrutura do DNA € a posi¢ao N7 da
guanina porém, outras bases podem ser alquiladas mas com menos probabilidade,
como a adenina nas posi¢des N1 e N3, a citosina na N3 e a guanina na O6. As

mostardas nitrogenadas e derivados dos triazenos como a temozolamida e a



dacarbazina sdo exemplos de agentes alquilantes sendo que, estes ultimos, reagem

com o DNA na forma de catido.
1.2.1.2 Complexos de Coordenacao de Platina

Os compostos de platina [7-10] apesar de ndo possuirem grupos alquilo,
reagem com o DNA da mesma maneira que os agentes alquilantes. Contudo, todos
eles tém de ser ativados intracelularmente de modo a formarem espécies intermédias
altamente reativas, para posteriormente se ligarem ao dtomo N7 da guanina ou da
adenina, Esquema 1.4. A fenda maior do DNA € o local preferencial de coordenacao

com a platina por ser o local mais acessivel e mais nucleofilico.

NH,

NH4
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Esquema 1.4: Ligacdo do complexo de platina, cisplatina, 2 molécula de DNA [11].

A cisplatina é o complexo de platina mais conhecido e a sua coordena¢do com
o DNA leva a formagdo de adutos que provocam uma distor¢ao significativa na dupla
hélice impedindo a sua sintese, com posterior indu¢do de morte celular programada
(apoptose). Tem-se falado bastante nos compostos de platina de terceira geracio,
como o caso da oxaliplatina [8] que, devido ao seu grande volume, ocupam uma
maior drea da fenda maior da dupla hélice impedindo em maior percentagem o acesso
da maquinaria de reparacdo do DNA. Para além disto, revelou-se menos toxico em

relagdo a cisplatina, daf o seu maior uso.



1.2.1.3 Inibidores da Topoisomerase

A replicacio do DNA é um processo complexo e sequencial que esta
dependente da desestabilizacdo da dupla hélice e a enzima responsavel pelo controlo
da sua estrutura tridimensional é a topoisomerase. Existem dois tipos de
topoisomerases, a I e a I, com o objetivo comum de reduzir o stress torcional da
hélice, provocando quebras na mesma e permitindo a passagem dos restantes
segmentos do DNA. Quando o processo se completa, as cadeias emparelham e a

estrutura torna a enrolar-se.
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Figura 1.2: Accdo do inibidor da topoisomerase I, Irinotecan [8].
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Na presenca dos inibidores destas enzimas [8], como se observa na Fig. 1.2, o
inibidor liga-se a topoisomerase tornando-a disfuncional ja que impede que se ligue
novamente a molécula de DNA. Deste modo, as quebras nas cadeias nunca sao
reparadas, levando a morte celular. Dos inibidores mais conhecidos, encontra-se o

irinotecan que € aplicado no tratamento do cancro colorectal.
1.2.1.4 Agentes Intercaladores

Os agentes intercaladores sdo o grupo de compostos mais importantes que
interagem reversivelmente com o dsDNA. S@o na sua maioria antibidticos naturais,
todos eles com caracteristicas estruturais comuns consistindo em sistemas
poliarométicos planares. Sdo estes anéis que se vao intercalar por interacdes
electrostticas entre as bases purinicas do DNA, levando ao seu espacamento e
alterando a estrutura do B-DNA, impedindo a transcricio em RNA mensageiro

(mRNA).
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Esquema 1.5: Estrutura geral de uma antraciclina [9].

As antraciclinas, Esquema 1.5, produzidos pelos microorganismos
Streptomyces spp., sao um grupo de compostos anticancerigenos intercaladores com
as bases do DNA e conhecidos pelos seus efeitos desde os anos 60. A daunorrubicina

e a doxorrubicina sdao exemplos desse grupo de compostos.

1.2.2 AGENTES ANTIMETABOLITOS

A maioria dos agentes antimetabdlitos antineopldsicos bloqueiam a sintese do
DNA [7-9]. Sédo, na sua maioria, andlogos estruturais das purinas e pirimidinas, com
dois modos de acdo: inibicdo de enzimas envolvidas na sintese do DNA e
incorporacdo de quebras na estrutura do DNA e do RNA. A clofarabina é um dos
andlogos da adenosina que ao ser fosforilada se incorpora na estrutura do DNA,
levando a inibicdo da sua sintese e consequentemente morte celular. Os antifolatos,
anélogos de 4cido fdlico, também sdo antimetabdlitos aplicados em quimioterapia por
interferirem na sintese de desoxirribonucle6tidos de timina. O antifolato mais
utilizado é o metotrexato. Uma vez transportado para o interior da célula, inibe a
redutase do dihidrofolato responsdvel pela regeneracdo dos folatos que por sua vez
ndo permite a sintese dos desoxirribonucledtidos. Os antimetabdlitos sdo, assim,
particularmente ativos contra células que se encontram na fase de sintese do ciclo

celular.
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1.2.3 AGENTES ANTITUBULINICOS

Os microtibulos, Fig. 1.3, sdo estruturas proteicas que constituem o
citoesqueleto das células e sdo os responsaveis pela manutencdo da sua forma, pelo
transporte intracelular e axonal, pela secrecio e pela divisao celular. Os seus
constituintes compreendem dimeros de tubulina como unidade bdsica e proteinas
associadas. Contudo, a sua acdo s6 € completada quando a tubulina polimeriza e

forma estruturas tubulares.

B-tubulin

p
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Figura 1.3: Estrutura dos microttbulos.

Existem vdrias classes de anticancerigenos conhecidos por interferirem com a
funcdo da tubulina [8]. Os alcaléides da vinca, como a vinblastina e a vincristina, que
inibem o fuso mitético por impedimento da sua polimerizacdo, fazem parte desse
grupo, parando o processo mitdtico em metafase. Pelo contririo, os taxanos ligam-se
aos microtibulos impedindo a sua despolimerizagao. De uma maneira ou de outra,
estas classes de antitubulinicos afetam a instabilidade dindmica dos microtibulos que
¢ imprescindivel no processo mitdtico, uma vez que depende dos ciclos de

encurtamento/crescimento dos microtibulos.
1.2.4 AGENTES HORMONAIS

Ao contrério dos restantes agentes mencionados acima, os agentes hormonais
ndo provocam citotoxicidade direta nas células. O objetivo da sua aplicacdo € modular
a proliferacdo celular através da interacdo com receptores citoplasmaticos especificos,

levando a sintese de novas proteinas responsdveis pelo crescimento e proliferacio

celular.

12



Existem fortes evidéncias que os estrogénios, hormonas esterdides dos ovarios,
participam no desenvolvimento e progressdo do cancro da mama [13]. Esta hormona
afeta a taxa de divisdo celular das células epiteliais da mama, tornando-as susceptiveis
a erros durante a replicacdio do DNA. Contudo, em células cancerigenas, também &
capaz de modificar a expressdo dos genes responsdveis pelo ciclo celular e pela
inducdo de apoptose ou mesmo intervir na sinalizacdo destes mecanismos.
Moduladores dos receptores dos estrogénios tais como o tamoxifeno e o raloxifeno,
demonstraram reduzir o risco do cancro da mama [13]. Por outro lado, é possivel
aplicar um regime hormonal de baixa concentracio de estrogénios com adigdo
posterior de antiestrogénios, privando as células do consumo desta hormona e
provocando a morte celular. Assim, € possivel acompanhar um tratamento de

quimioterapia com um desequilibrio hormonal.

1.2.5 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Na dltima década, os avangos na biologia molecular vieram facilitar o
desenvolvimento de técnicas de manipulacdo e recombinagdo genética permitindo
aplicar a imunoterapia no tratamento do cancro tendo como base o uso de anticorpos
monoclonais (mAb) [14].

A maioria dos anticorpos utilizados no diagndstico do cancro e em terapia,
derivam das imunoglobulinas IgG naturalmente circundantes no nosso organismo,
consistindo em duas regides varidveis que se ligam ao antigénio especifico (por¢ao
Fab) conectadas a uma regido constante (por¢dao Fc) que liga uma variedade elevada
de moléculas efetoras do sistema imunitério. Esta estrutura compreende dois pares de
cadeias polipeptidicas, cada um contendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve.

Os mAb sdo, assim, anticorpos monoespecificos para um antigénio uma vez
que foram produzidos a partir do mesmo clone de células. Podem ser de trés tipos:

= Derivados de ratinhos (murine): isolados de ratinhos e com atividade
limitada j4 que sd3o rapidamente removidos da circulagdo por serem
reconhecidos como agentes estranhos ao organismo, com grande
imunogenecidade. Estes anticorpos possuem, geralmente, pouca habilidade de
ativar os sistemas efetores responsdveis pela morte das células tumorais;

= Quiméricos: constituidos por porcdes Fab de ratinhos e por¢cdes Fc de

humanos mediando, assim, mais eficientemente os processos de defesa.
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Quanto mais por¢des humanas tem, mais humanizado se torna. O Rituximab
foi o primeiro anticorpo monoclonal quimérico a ser aprovado e direciona para
o receptor CD20 a superficie dos linf6citos B.
= Humanos: a sua estrutura provém na sua totalidade de humanos, pelo que os
mecanismos efetores sdo ainda mais eficientes comparativamente aos
anticorpos monoclonais quiméricos. O alirocumab € um exemplo deste tipo de
mADb aplicado a casos de hipercolesterémia.
Na sua maioria, os mAb sdo aplicados em conjunto com um regime de
quimioterapia por serem capazes de sensibilizarem as células tumorais. No futuro, o
sucesso da sua aplicacdo passa por conseguir desvendar mais pormenores da biologia

do cancro e entender qual o mecanismo exato que ¢é ativado.

1.3 O RITUXIMAB

O Rituximab (MabThera®, Rituxan®) é um mAb quimérico de ratinho/humano
produzido por engenharia genética, isto é, criado por fusdao de dominios varidveis das
cadeias leve e pesada de um anticorpo monoclonal de ratinho contra a proteina CD20,

com dominios constantes das cadeias pesada [11 e leve k de humanos, Fig. 1.4 [15].

\ /—— Heavy-chain (anti-CD20) variable region
\ % y — Light-chain (anti-CD20) variable region
Fab % - Light-chain (kappa) constant region

Fc
— Heavy-chain (gamma) constant region

Figura 1.4: Diagrama da estrutura do RTX. E constituido por sequéncias varidveis anti-CD20
de ratinho (a cheio) e por sequéncias constantes de humanos (a aberto), baseado na
imunoglobulina IgG1.

Este mAb foi o primeiro a ser aprovado pela FDA (U. S. Food and Drug
Administration) em 1997 e pelas autoridades europeias em 1998 para o tratamento de
linfomas non-Hodgkin de crescimento lento [16]. No entanto, hoje em dia ja é

aplicado em inimeras patologias como doencas autoimunes [17], outros tipos de
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linfomas e diabetes do Tipo 1 [18]. A sua estrutura foi desenhada direcionando-o para

o receptor CD20, antigénio existente a superficie de 80% dos linfomas de células B.

1.3.1 ESTRUTURA E PROPRIEDADES

Em 1994, Anderson R. Darrell e o seu grupo de investigacdo [15]
conseguiram produzir por técnicas de DNA recombinante um anticorpo quimérico de
humano/ratinho (C2B8) para o receptor CD20, apds identificarem um anticorpo
monoclonal anti-CD20 de ratinho com elevada afinidade (2B8). Verificaram que o
primeiro tinha uma especificidade e afinidade equivalentes ao anticorpo de onde tinha
derivado (2B8), bem como funcdes efetoras humanas. Apds uma exposi¢do a baixas
concentracdes do C2B8, observaram uma significante deplecdo de células B no
organismo, tanto em primatas como em humanos. Com estes dados e pelo facto de
este anticorpo ter demonstrado inexisténcia de efeitos adversos apds a sua
administra¢do, quatro anos mais tarde, a empresa farmacéutica da Califérnia nos
Estados Unidos IDEC Pharmaceuticals (conhecida hoje em dia como Biogen IDEC)
patenteou e comercializou o anticorpo C2B8 com o nome de Rituxan® ou Rituximab®.

Esta proteina tem uma estrutura 3D complexa idéntica as imunoglobulinas
existentes naturalmente no nosso organismo, como se pode verificar pela estrutura
ilustrada na Fig. 1.4. Tem um peso molecular de 145 kDa com duas cadeias pesadas
de 451 aminodcidos cada e duas cadeias leves de 232 aminodcidos cada (informacao
retirada de uma patente chinesa gentilmente cedida pelo Doutor Hao Wang [19]). O
seu pl estimado tem um valor de ~ 8,7 e a sua carga € positiva (dados calculados pelo
programa “Protein Calculator v 3.37).

Estudos de cristalografia foram realizados para determinar a base molecular da
interacdo entre o RTX e o CD20 [19], Fig. 1.5, tendo em conta que o dominio Fab,
Fig. 1.4, do RTX ¢ aquele que interage com o receptor. O CD20 liga-se
especificamente a uma bolsa larga do RTX por quatro residuos "ANPS'” (170 -
alanina, 171 - asparagina, 172 - prolina, 173 - serina) que sdo criticos no
reconhecimento, estabelecendo entre si e com o préprio dominio Fab, uma rede de
pontes de hidrogénio. Extensivas forcas de van der Walls explicam a elevada
afinidade do RTX para o CD20, nomeadamente 79 das forcas existentes nesses quatro

residuos do peptideo.
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Figura 1.5: Imagem da interagdo entre o RTX (representado com fitas) e o CD20
(representado com ligagdes e seus atomos), realgcando as pontes de hidrogénio (a tracejado)
[19].

E de salientar também que dois residuos de cisteina existentes na molécula de CD20,
estabelecem entre si uma ponte dissulfeto o que o faz adotar uma estrutura dnica
ciclica. Com a disrupcdo desta ligacdo, a especificidade é perdida.

Especificamente para o trabalho que foi desenvolvido e que serd aqui descrito,
¢ importante salientar que o Rituximab é composto por 12 residuos de metionina, 32
residuos de cisteina, 26 residuos de histidina, 28 residuos de triptofano e 62 residuos

de tirosina.

1.3.2 O RECEPTOR CD20

A molécula CD20 é uma proteina ndo glicosilada com 33-37 kDa
(dependendo do estado de fosforilagao) codificado por um gene que se localiza no
cromossoma 11. A sua expressdo a superficie das células depende do tipo de doenca e
do estado de maturacdo das células B: ndo estd presente nas células estaminais
hematopoiéticas, nas células imaturas (células pro-B) e nas células secretoras de
anticorpos [20]. A sua estrutura € caracterizada pela presenca de quatro regides
hidrofébicas transmembranares, um loop extracelular com 44 aminoécidos sendo o
local de contacto dos ligandos e terminais aminico e carboxilico citoplasméticos com
sequéncias codificantes de cinases, Fig. 1.6. Pode ocorrer como homotetramero ou

dimero de dimeros e alguns mAb reagem apenas com uma das formas do receptor.

Este receptor membranar € um atrativo na pesquisa de novos anticorpos monoclonais
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para o desenvolvimento de imunoterapias, devido ao facto de ndo ser internalizado

nem clivado apés interagdo e também por ndo ter qualquer ligando natural especifico.

Exvaced

Figura 1.6: Estrutura do CD20. Representacéo da proteina cinase C (laranja),
calcio/calmodulina (verde), cinase II da caseina (amarela). (imagem retirada de: Joan K. Riley
and Mark X. Sliwkowski (2000) Sem. Oncol. 27).

Ja ha muito que se tem vindo a especular sobre o0 mecanismo exato inerente a
interacdo entre o CD20 e compostos utilizados em imunoterapia, como o caso do
rituximab. Pensa-se que a sua acfo inclui manter os niveis de Ca®* [21]. Na realidade,
diversos estudos comprovaram que o receptor era responsdavel pela entrada deste
catido: 1) expressando o CD20 em células onde esta proteina € naturalmente ausente
(células de ovdrio de hamster chinés — CHO), verificou-se um grande aumento do
influxo de Ca*; 2) silenciando o gene que codifica 0 CD20 em células B de humanos
e ratinhos, foi observado um abaixamento da entrada de Ca®*. Contudo, estas
evidéncias ndo esclarecem se o CD20 é um canal de Ca>* ou um componente de um
canal de Ca®* ou se apenas regula o influxo deste catido. A certeza que se tem € que
existe uma interacdo entre o CD20 e o receptor das células B (BCR) e que ambos
estdo envolvidos no mecanismo de sinalizacdo celular por estimulacdo do fluxo de
Ca**. Estudos referem que ambos devem ser coordenadamente expressos uma vez que
aparecem na superficie das células B aproximadamente na mesma fase de maturacao
[21]. Contudo, investigadores sugerem que estdo fisicamente associados [22]

enquanto que outros defendem que essa associacdo sé ocorre apds estimulagao [23].
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Claire A. Walshe et al [23], Esquema 1.6, juntaram dados e teorias e com
experiéncias confirmativas, criaram um modelo para o mecanismo de fluxo de Ca**

apos interacdo do mAb com o CD20:

A. Sem estimulagdo, o BCR e o CD20 ndo se encontram associados;

B. Apds a ligagdo do mAb (os autores consideram este modelo para mAbs do
Tipo I que provocam sempre a redistribuicdo dos receptores com clustering) a
superficie do CD20, ocorre uma associacado funcional entre este e o BCR.

C. Ocorre um clustering entre os varios mAbs e entre estes e 0 BCR, levando a
uma ativacio de cinases que por mecanismos de transducdo de sinal, libertam
Ca®* de organelo intracelulares;

D. Este aumento de concentracio de Ca® intracelular leva a uma

abertura/estimulacdo de sensores de Ca** (SOCs), prolongando o seu influxo.
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Esquema 1.6: Mecanismo do fluxo de Ca** mediado pelo CD20 apés ligacio do mAb. [23]
(com modificagdo de imagem).

E importante ressalvar que os niveis de expressdo do CD20 a superficie das células B
vao influenciar o grau do clustering dos intervenientes. Isto €, se os niveis de CD20

forem reduzidos, o clustering tem de envolver um maior nimero de ligacoes.
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1.3.3 MECANISMOS DE ACAO DO RITUXIMAB

O CD20 foi o primeiro marcador especifico para as células B a ser
identificado e, apesar de existirem diversas moléculas derivadas de ratinho e
especificas para este receptor, a sua aplicacdo clinica foi rejeitada devido a formagao
de anticorpos contra o mesmo, produzindo uma resposta imune grave. Na prepara¢do
do RTX, os investigadores conseguiram eliminar os elementos que produziam este
tipo de imunogenecidade. Para além disso, o tempo de vida in vivo € apenas de 20
horas, o que limita bastante a sua aplicagdo. Com o aparecimento dos anticorpos
monoclonais quiméricos, esse problema foi ultrapassado: o seu tempo de vida
aumentou para dias e isto justifica-se pelo facto de a regido Fc do anticorpo ser

derivada de humano.
1.3.3.1 Apoptose

Como referido anteriormente, a distribuicdo do CD20 nas células B € desigual,
o que faz com que seja um alvo apelativo para aplicacdo em terapias uma vez que é
especifico para certos estddios de desenvolvimento das células B. Quando ocorre
ligagdo do RTX ao CD20, o complexo anticorpo-antigénio € translocado para regides
da membrana constituidas por jangadas lipidicas. Estes subdominios dindmicos ricos
em colesterol e esfingolipidos sdo caracterizados por terem a si associadas proteinas
especificas envolvidas na regulacdo da transducdo de sinais funcionando, assim, como
plataformas para o assembling de moléculas sinalizadoras. Eva Janas e a sua equipa
[24] verificaram que o CD20 tem baixa afinidade para se concentrar nesses dominios,
valor esse que aumenta no momento em que o RTX se liga ao receptor. Deste modo,
moléculas sinalizadoras concentram-se na membrana ativando mecanismos celulares,
como proposto por Mitchell Smith, Fig. 1.7, [25]: o CD20 ativa uma série de cinases
(Iyn, fyn e p75/p85, sendo a primeira que mantém o balanco da concentracio de Ca®*
e as duas ultimas controlam o crescimento e a diferenciacio celulares), que por sua
vez ativam a fosfolipase C (PLC), uma proteina membranar, a: 1) clivar o
fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3), gerando um fluxo de Ca’* com consequente
ativacdo da apoptose; 2) clivar o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), formando o

diacilglicerol (DAG) que vai ativar a proteina cinase C (PKC), desregulando vérios
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eventos celulares como a diferenciacio e o crescimento; 3) ativando o mecanismo de
sinalizagdo da cinase mitogénica (MAPK) regulado por proteinas responsdveis pela

inducdo da apoptose e do crescimento celular.

fyn
Ick
p75/p85

1Py MAPK JNK
ERK

Figura 1.7: Modelo de cascata de sinalizacdo intracelular proposto por Mitchell R. Smith
[25].

O mecanismo por apoptose [25-28] é o mais dificil de ser explicado uma vez
que é complicado demonstrd-lo experimentalmente in vivo. Enquanto que alguns
grupos sugerem a ativagdo das caspases, proteinas mediadoras da apoptose, como
mecanismo central, outros demonstraram que a indu¢do da morte celular pelo RTX é
completamente independente dessas proteinas. Outros postulam que a ligacdo do RTX
as células B cancerigenas sensibilizam-nas para o processo apoptotico induzido pela
quimioterapia. Estudos continuam a serem desenvolvidos com vista a elucidar melhor

este mecanismo.

1.3.3.2 Citoxicidade Dependente de Complemento

O sistema complemento ¢ um mecanismo pertencente a imunidade inata e que
atua como primeira defesa do organismo face ao contacto com agentes estranhos. O
processo consiste na clivagem das membranas celulares por agdo de proteinas
existentes na circulagdo sanguinea como zimogénios (proteinas inativas). A
contradi¢do que se observa na deplecdo das células B por apoptose, aparece também
neste mecanismo. Contudo, sdo processos a ndo descartar, uma vez que Os
procedimentos experimentais podem variar de grupo para grupo. Deste modo, alguns

investigadores conseguiram verificar que na auséncia da proteina Clq, proteina
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complemento efetora que se liga a por¢do Fc do RTX, ndo ocorreu destruicdo das
células malignas, enquanto que o contrdrio foi concluido por outros investigadores.
Foi também verificado que para humanos com leucemia linfocitica crénica, a infusao
com o anticorpo provocou um rdpido desaparecimento dos componentes do sistema

complemento, levando a pensar a existéncia de mecanismos de resisténcia [27].

1.3.3.3 Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpos

O mecanismo de eliminagdo das células B por citotoxicidade celular
dependente de anticorpos é, dos trés mecanismos propostos pela comunidade
cientifica, o mais aceite. Ap0s a ligacdo do rituximab ao receptor CD20 nas células B,
a porcdo Fc do anticorpo fica livre para reagir com os receptores Fc expressos nas
células imunitarias com capacidades citotdxicas como os natural killers (células NK),
macréfagos e neutrdfilos. Esta interagdo, no caso especifico das células NK, vai
provocar a libertacdo de grinulos citoliticos capazes de entrarem nas células B,
ativando uma série de eventos até levar a morte celular controlada. Diversos estudos
provaram este facto: 1) estudos in vitro mostraram que a deplecao de células B
malignas pelo RTX requer a presenca de células funcionais como as células NK [28]

e 2) estudos in vivo provaram que o efeito antitumoral do RTX requer a interacio da

sua por¢do Fc com receptores Fc a superficie das células do sistema imunitério [29].

Recentemente, novos dados tém sugerido que a administragdo do rituximab é
capaz de induzir uma resposta antitumoral adaptativa, isto €, que o seu efeito persiste
durante longos tempos mesmo depois de o anticorpo ja ndo permanecer no organismo.
Isto leva a crer que seja possivel induzir um “efeito de vacina” através de uma
resposta por parte dos linfocitos T [30], muito provavelmente por apresentacdo de
antigénios resultantes da degradacdo das células B por parte dos fagdcitos

profissionais.
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1.4 PRINCIPIOS DE ELECTROQUIMICA

A electroquimica [31, 32] consiste no estudo de fendmenos associados a
separacdo de cargas, isto é, estuda maioritariamente todo o tipo de processos que
envolvam a transferéncia de electrdes, podendo ocorrer homogeneamente em solugio
ou heterogeneamente a superficie do eléctrodo.

Nestes processos existem espécies que cedem electrdes, oxidando-se (agentes
redutores) e outras que os aceitam, reduzindo-se (espécies oxidantes), segundo a

reagdo:
O+ne™—R

O par O | R tem a si associada uma energia redox, Edox, que estd relacionada com o
potencial de eléctrodo para cada reacdo electroquimica especifica. A equagdo de
Nernst descreve a variacdo desse potencial, tendo em conta que as reagdes de
eléctrodo sdo convencionalmente escritas como redugdes:
[1ag
RT. Tlay

E=E®+—1
nF nl'[a‘,;"i

em que O ¢é a espécie oxidada e o R a espécie reduzida.

Os electrdes no eléctrodo (que é um condutor) t€m uma energia maxima que é
distribuida a volta do nivel Fermi, o nivel electronico ocupado mais elevado, Er. Os
electrdes num eléctrodo de trabalho sdo sempre transferidos de e para o nivel Fermi,
podendo ser externamente influenciado pela aplicacdo de voltagem que adiciona ou
retira electrdes.

De modo a assegurar a electroneutralidade da reag@o, ocorrem sempre duas ou
mais meias reacdoes em diregdes opostas: reducdes e oxidacdes. Para a reducdo, os
electrdes transferiveis a partir do eléctrodo devem ter um minimo de energia antes da
transferéncia poder ocorrer, o que corresponde a um potencial suficientemente
negativo (em volts). Para a oxidacdo existe uma energia mdxima que o menor nivel
desocupado do eléctrodo pode ter, a fim de receber electrdes a partir das espécies na
solucdo, correspondente a um potencial suficientemente positivo (em volts).

Excepto no caso de reacdes redox homogéneas, as reagdes de transferéncia de

carga estdo separadas no espaco, usualmente ocorrendo em eléctrodos diferentes,
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imersos em solu¢do numa célula electroquimica. Estes eléctrodos estdo ligados por
meios condutores, tanto na solugdo (através do electrdlito de suporte — transporte
i6nico) como externamente (através de fios eléctricos) de tal modo que a carga possa
ser transportada. Em todos os processos electroquimicos, o eléctrodo de trabalho é o
eléctrodo onde ocorre a reagdo de transferéncia de electrdes. O potencial deste
eléctrodo € controlado através do eléctrodo de referéncia com a ajuda de um
potenciostato. O eléctrodo de referéncia utilizado numa experiéncia electroquimica
deve possuir uma impedancia elevada de forma a por ele ndo passar corrente. A
corrente da célula electroquimica flui entre o eléctrodo de trabalho e o eléctrodo
auxiliar através do electrdlito de suporte.

Em qualquer processo de electroquimica € necessario considerar o transporte de
todas as espécies envolvidas da solucdo para a superficie do eléctrodo e respetiva
reacdo. O transporte pode ocorrer de trés diferentes maneiras: difusdo, conveccdo e
migracdo. Difusao é o processo de transporte de espécies de acordo com o gradiente
de concentragdo, convec¢do é a imposicdo de movimento mecinico em que O
transporte ¢ consideravelmente maior e migracdo ¢ o movimento das espécies
carregadas consoante a aplicacdo de um gradiente eléctrico. Em abordagens
electroanaliticas, consegue-se eliminar o transporte por migracdo das espécies
electroativas, isto é, espécies que reagem a superficie do eléctrodo, uma vez que se
adiciona sempre um excesso de electrélito de suporte. A conveccdo também &
externamente controlada, o que faz com que o transporte das espécies junto do
eléctrodo seja apenas por difusdo. Deste modo, o mecanismo de transferéncia de

electrdao ocorre como ilustrado no Esquema 1.7, podendo-se realcar alguns parametros

importantes na interpretacio desse mesmo mecanismo:
1.kg: coeficiente de transferéncia de massa que descreve o processo de difusdo até
a superficie do eléctrodo;
2.k,: constante de velocidade para a reagdo anddica;
3.k - constante de velocidade para a reagdo catédica;

4.A dupla camada: regido interfacial que separa o eléctrodo e o interior da
solucd@o e onde se encontram as espécies intervenientes na reacdo e moléculas
de solvente. Neste modelo, o potencial aplicado e a concentragdo do electrdlito

influenciam a capacidade da dupla camada, variando a sua espessura.
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Esquema 1.7: Esquema da transferéncia de electrdo a superficie do eléctrodo: Passo 1 -
Difusiao; Passo 2 - Rearranjo da atmosfera idnica; Passo 3 - Reorientacdo das moléculas de
solvente; Passo 4 - Transferéncia do electrao [31].

Em todas as abordagens electroquimicas, considera-se que para reagdes de oxidagio o
eléctrodo de trabalho funciona como aceitador de electrdes, gerando uma corrente
positiva, ou seja, uma corrente anddica, I, € para reagdes de redugdo, o eléctrodo de
trabalho cede eletrdes, gerando uma corrente negativa, isto é, uma corrente catddica,

Lye.

1.4.1 METODOS VOLTAMETRICOS

A voltametria [31, 32] consiste na medicdo da corrente que flui através do
eléctrodo de trabalho em fun¢do de um potencial aplicado. A aplicagdo de um
potencial a um eléctrodo origina uma corrente faradaica, Ir, que estd diretamente
relacionada com a transferéncia de carga, e uma corrente capacitiva I, que §é
necessdria para organizar as moléculas e os ides presentes na dupla camada do

eléctrodo. A corrente total registada é:

L=1+1I

24



Nas técnicas voltamétricas, tanto a corrente que fldi através do eléctrodo, como o
potencial que é aplicado, variam com o tempo. O registo da corrente em fungdo do
potencial é traduzido por uma curva, designada por voltamograma e a varia¢do do
potencial ao longo do tempo designa-se por velocidade de varrimento, v.

As técnicas de voltametria mais usualmente utilizadas pelos investigadores
sdo:

a) Voltametria de varrimento de potencial - consiste na aplicacdo ao eléctrodo de

trabalho de um potencial continuo que varia com o tempo. Estas dividem-se
em técnicas de varrimento linear e técnicas de varrimento ciclico, sendo esta
altima uma das técnicas utilizadas neste trabalho.

b) Voltametria de degrau e impulso - consiste na aplicacdo ao eléctrodo de

trabalho de um degrau de potencial ou de corrente que altera instantaneamente
o sistema electroquimico e inclui a voltametria de impulso diferencial (DP) e

de onda quadrada (SW).

1.4.1.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (CV de “Cyclic Voltammetry”) [31, 32] é uma técnica de
varrimento ciclico de potencial que consiste na aplicacdo de um potencial linear que,
apds atingir um tempo t; a um potencial Emx, reverte o sentido até um potencial Ewmin
(dai o nome de “ciclica”), Fig. 1.8 (A). Deste modo, é capaz de gerar rapidamente
uma nova espécie durante o varrimento e, em seguida, analisar a espécie gerada no
varrimento em sentido contrério.

Os parametros importantes desta técnica sido descritos abaixo e representados
pela Fig. 1.8 (A):

= Potencial inicial, E;;

= Dire¢do do varrimento inicial;
= Velocidade de varrimento, v;
= Potencial maximo, Eax;

= Potencial minimo, Ep;

= Potencial final, E¥,
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Figura 1.8: Voltametria Ciclic. (A) Varia¢do do potencial aplicado com o tempo; (B)
Resposta tipica para um sistema reversivel [31].

A CV ¢é muitas vezes a primeira técnica a ser utilizada em experiéncias
electroquimicas devido a sua capacidade de fornecer rapidamente informagdo sobre a
cinética e a natureza das reagdes de transferéncia de electrdo. Concretamente, a
voltametria ciclica oferece uma rdpida localizacdo dos potenciais redox da espécie
electroativa e permite uma avaliacdo imediata do efeito do meio sobre o processo
redox.

Uma corrente faradaica devido a reag@o de eléctrodo é registada na zona de
aplicacdo do potencial onde a mesma ocorre, existindo também uma componente
capacitiva uma vez que a carga da dupla camada varia. E de salientar que a corrente
capacitiva aumenta com o aumento da velocidade de varrimento, pelo que ¢é
necessdrio subtrai-la.

Na Fig. 1.8 (B) esté representado um voltamograma ciclico para um sistema
reversivel em que o produto da oxidacdo (ou redugdo) € posteriormente reduzido (ou
oxidado) aquando da inversdo do sentido do varrimento de potencial. Ao alcangar o
potencial onde a reacdo de eléctrodo se inicia, a corrente sobe até um valor maximo,
corrente de pico, até que o consumo das espécies electroativas faz com que a corrente

decaia.
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Os parametros importantes que permitem a caracterizacdo do processo de
eléctrodo do sistema em estudo e que estdo representados no voltamograma ciclico da
Fig. 1.8 (B) sao:

e Potencial de pico anddico, E, 4;

® Potencial de pico catédico, Ep;

¢ Intensidade mdxima de corrente que resulta da reacdo de oxidac¢do ou pico de

corrente anddica, I, ,;

¢ Intensidade méaxima de corrente que resulta da reacdo de redugdo ou pico de

corrente catédica, I .

As correntes de pico tém uma relagdo de proporcionalidade com a velocidade da
reacdo de transferéncia de carga e com a concentragdo em solucido da espécie que
sofre essa reacdo.

Para que um processo seja reversivel por voltametria ciclica, é necessario que
obedeca a especificas condicdes. Caso isso ndo se verifique, o processo é considerado

irreversivel ou quasireversivel, Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Condi¢des necessérias para diagnosticar a reversibilidade de um processo
de transferéncia de carga por CV.

. ) Condicoes para processos
Condicgoes para processos reversiveis

irreversiveis
E, independente de v E, dependente de v
pa / Tpe | =1 lpa ! Ipe | # 1
Epa— Epc =57 /nmV |OE,q/ Ologvl = 29,6 / an mV

172
Iyo<v

A extensdo da irreversibilidade aumenta com o aumento da velocidade de
varrimento, verificando-se a0 mesmo tempo uma diminui¢do da corrente do pico
relativa ao caso reversivel e uma separacgdo crescente entre picos anddicos e catddicos.
Nestes sistemas, apenas a oxidacdo ou a reducdo correspondentes a direcdo do
varrimento inicial aparecem, uma vez que o produto nao sofre oxidag¢do/reducdo nao

havendo, assim, pico no varrimento inverso.
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1.4.1.2 Voltametria de Impulso Diferencial

As técnicas de impulso de potencial aplicado ao sistema vieram introduzir a
electroquimica a vantagem de diminuir o efeito da corrente capacitiva, ji que esta
decai exponencialmente em resposta a esses mesmos potenciais, fazendo com que a
corrente faradaica decaia mais lentamente. Deste modo, € possivel diminuir o efeito
da corrente capacitiva na corrente total.

A técnica de voltametria de impulso diferencial (DP de “Differential Pulse
Voltammetry”) [31, 32] consiste na aplicagdo de sucessivos degraus de potencial
(impulsos) com a mesma intensidade ao sistema electroquimico, sobre um potencial
base que vai aumentando ao longo do tempo (incrementos de AE), registando-se a
corrente imediatamente antes (/;) e apds (») o pulso, Fig. 1.9 (A). O tempo t durante
o qual o impulso de potencial € aplicado, define a largura do impulso. O tempo T’ é 0
intervalo entre duas aplicacdes sucessivas de impulso e determina, conjuntamente
com o valor de AE;, a velocidade de varrimento v = t AE;. Para a voltametria de DP, a

velocidade de varrimento varia entre 1 a 10 mV s'l,

A

Al=1I -1

1/2

—igb— | t

o' —i E

Figura 1.9: Voltametria de DP. (A) Esquema da aplic¢do dos sucessivos potenciais; (B)
Resposta tipica do sistema [31].
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A resposta a esta aplicacdo de impulsos resulta na formacdo de um pico,
Fig. 1.9 (B), com um potencial especifico ao qual a espécie se oxida, sendo possivel
detetar baixas concentrac¢des do analito. Com o aumento da irreversibilidade, a largura
do pico aumenta e a sua altura diminui.

Uma vez que o potencial € uniforme, ou se mede a oxidac¢do ou a redugéo, ao
contrdrio do que acontece na voltametria ciclica, sendo possivel calcular o nimero de

electrdes envolvidos na reacdo, pela largura a meia altura do pico (W) pela equagdo:

Wip = 90/n mV

1.4.1.3 Voltametria de Onda Quadrada

A técnica de voltametria de onda quadrada (SW de “Square Wave
Voltammetry”) [32, 32] consiste na sobreposi¢do de uma onda quadrada de amplitude
de impulso 4E, a degraus de potencial de amplitude 4E;e com um periodo 1. A
medi¢do da corrente € feita no fim do pulso positivo (direto), /; ou Ir, e imediatamente
antes da aplicacio do novo pulso (ou seja, no fim do pulso negativo/inverso) I» ou Iy,

Fig. 1.10 (A).

AI=I(1)-12)

| 2

Figura 1.10: Voltametria de SW. (A) Esquema da aplicacio de potenciais; (B) Resposta
tipica do sistema [31].
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A resposta a esta aplica¢do de impulsos resulta na formagdo de um pico, Fig. 1.10 (B)
bastante idéntico ao obtido para voltametria de DP. Esta corrente total € positiva uma
vez que a diferenca entre as correntes € positiva (corrente de oxidagdo — corrente de
redugdo). E possivel, assim, obter na mesma experiéncia as correntes dos dois
processos indicando sobre a reversibilidade do processo (caso seja irreversivel, ndo se
observa pico na corrente inversa Ip). De facto, quando numa experiéncia
electroquimica se quer comprovar a reversibilidade da reacdo, a técnica executada é
por voltametria de SW.

A voltametria de SW apresenta inimeras vantagens relativamente as restantes:
¢ bastante mais sensivel e rdpida, permitindo velocidades de varrimento até 1 V s'l,
fazendo com que o consumo das espécies electroativas seja menor, impedindo o
bloqueio da superficie do eléctrodo. Para além disso, como a corrente total resulta da
diferenca das correntes direta e inversa, ndo hd necessidade de desoxigenar as
amostras para estudar rea¢des de redu¢do, em que o oxigénio € um problema devido a

sua reacdo catddica.

1.5 COMPORTAMENTO ELECTROQUIMICO DO DNA

O DNA tem sido alvo de intimeros estudos aplicados em 4reas bastante
diversificadas, cada uma com as suas técnicas e vantagens. Conhecer os mecanismos
moleculares de interacdo entre compostos anticancerigenos € o DNA, tem sido um
trabalho extensamente desenvolvido uma vez que a maioria dos compostos utilizados
contra o cancro, interagem com o DNA. A electroquimica tem-se revelado uma
técnica bastante util neste tipo de estudos, uma vez que tira partido das detecdo rdpida
e sensivel das técnicas voltamétricas de DP e SW. Para além disto, permite a criagdo
de espécies reativas a superficie do eléctrodo, detetando danos na molécula de DNA.
Contudo, antes de se proceder a este tipo de estudos, é imperativo que se conheca o

comportamento do DNA a superficie do eléctrodo.
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1.5.1 ELECTROXIDACAO DO DNA

Os eléctrodos de carbono como o carbono vitreo, t€m uma escala de potencial
bastante larga especialmente para valores de potencial positivos o que permite a
dete¢@o de danos no DNA. As bases do DNA sdo os tinicos componentes da molécula
que sofrem oxidacdo nessa janela de potencial [33] e, por isso, os picos obtidos dizem
respeito a sua electroxidacdo, seguindo um processo dependente de pH. Tanto as
pirimidinas como as purinas sdo oxidadas, contudo a detecdo das primeiras é
dificultada devido ao facto de o seu potencial cair perto do potencial de oxidagdo do
oxigénio. Assim, para uma concentracdo equimolar de bases isoladas em solugdo

aquosa, a intensidade dos picos da timina e da citosina sdo bem mais pequenos, Fig.

1.11, [3].
G

[

06 08 10 12 14 16
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Figura 1.11: Voltamogramas de DP com linha de base corrigida obtidos com um eléctrodo de
carbono vitreo para solugdes em tampao fosfato 0,1 M pH = 7,4 de uma mistura equimolar de
guanina (G), adenina (A), timina (T), e citosina (C) de 20 uM; guanosina-5-monofosfato
(GMP) 20 puM; adenosina-5-monofosfato (AMP) 20 uM; timidina-5-monofosfato (TMP) 500
UM e citidina-5-monofosfato (CMP) 500 uM [3].

De salientar que a guanina € a base mais facilmente oxiddvel, dai o seu potencial de
oxidagdo ser inferior relativamente as restantes. Comparando as bases isoladas com os

respetivos nucledtidos GMP, AMP, TMP e CMP, Fig. 1.11, pode verificar-se um

31



desvio de ~ 200 mV para potenciais mais positivos, muito provavelmente devido ao
efeito indutivo causado pela ligacdo glicosidica entre a desoxirribose e os anéis das
bases, dificultando a remocdo dos seus electrdes. Para além disto, também h4 uma
alterac@o de corrente devido a presencga da desoxirribose e do grupo fosfato que fazem
com que a molécula seja maior, dificultando a difusdo até a superficie do eléctrodo

(menor coeficiente de difusao).

0 0000000000000000000000000000000

.ooooooooooo.ooooooooooo.ooooo

5nA

Peces
oooooo.oooooooooooooooooooooooooo

b----------
_-------

02 04 06 08 1.0 12 14
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 1.12: (A) Representacio esquemadtica para o ssDNA e o dsDNA imobilizados na
superficie de um eléctrodo de grafite pirrolitica altamente orientada (HOPG); (B)
Voltamograma de DP com linha de base corrigida obtido com um eléctrodo de carbono vitreo
para solucdes em tampdo 0,1 M acetato pH = 4,44 para (===) 5 UM 8-0x0G, (*®®) ssDNA e
(==) dsDNA 60 pg/mL [3].
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Como descrito anteriormente, a molécula de DNA é complexa e por isso € necessario
ter em conta a sua estrutura quando se faz uma andlise electroquimica. A
electroxidacio do DNA em dupla hélice por voltametria de DP em eléctrodos de
carbono vitreo origina, em solucdo a pH = 4,44, dois picos bem separados e definidos
relativos a oxidacdo das bases situadas dentro da cadeia, isto €, respetivamente a
guanosina (dGuo) a um potencial inferior (+ 0,84 V) e a adenosina (dAdo) a um
potencial superior (+ 1,15 V), Fig. 1.12 (B). Devido ao facto de as correntes das
pirimidinas serem bastante reduzidas, a sua oxidacdo nado € detetada. Comparando os
dados obtidos para a dsDNA e para o DNA em cadeia simples (ssDNA), verifica-se
que hd uma diferenca na intensidade da corrente dos picos. A dificuldade na
transferéncia dos electrdes é maior para o dsDNA uma vez que a sua estrutura é mais
rigida e as bases encontram-se no interior da hélice, ao contrario do que acontece para
o ssDNA que tem a sua estrutura mais flexivel e as bases disponiveis para reagirem
com a superficie do eléctrodo, Fig. 1.12 (A). E possivel, assim, por voltametria

identificar se houve ou ndo alteracdo da estrutura do DNA.

1.5.2 BIOSSENSORES ELECTROQUIMICOS DE DNA

Uma vez que em solugdo é mais dificil de obter sinal e de modo a evitar
também falsas interpretacdes de resultados caso a amostra sofra oxidacdo nos mesmos
potenciais que o DNA, foram desenvolvidos biossensores electroquimicos com DNA.
Um biossensor electroquimico de DNA consiste num transdutor electroquimico
(eléctrodo), incorporando moléculas de DNA a superficie do eléctrodo como
elemento de reconhecimento molecular, com o objetivo de detetar processos
especificos de ligagdio ao DNA. Deste modo, se houver interagdo entre 0 DNA e o
composto, vai ser possivel observar o aparecimento de novos sinais electroquimicos
ou alteracdo dos sinais electroquimicos caracteristicos do DNA. E, assim, necessario
um estudo electroquimico prévio da amostra nas mesmas condi¢cdes em que o
biossensor foi construido, para obter uma correta interpretacido dos resultados [34].

O factor mais importante na constru¢do de biossensores electroquimicos de
DNA ¢ a sua imobilizacdo a superficie do eléctrodo. Sendo o DNA um polianido
hidrofilico, o pH usualmente utilizado nas leituras situa-se entre 4,5 < pH < 5,5 uma
vez que a estes valores ocorre protonacdo dos grupos fosfato permitindo, assim, que a

imobilizacdo seja mais forte na superficie do eléctrodo de carbono de caricter
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hidrofébico, conduzindo a um melhor sinal electroquimico. Contudo, quanto menor o
valor de pH maior o valor dos potenciais aos quais as bases vdo sofrer oxidacdo
dificultando, assim, a detecdo das pirimidinas. Deste modo, quando se pretende
acompanhar processos fisiologicos, o valor de pH que € utilizado é de 7,4 [33].
Existem diferentes procedimentos na constru¢do dos biossensores, dependendo do
que queremos analisar e estudar e das interferéncias do sistema [3]: biossensor
electroquimico de dsDNA de camada fina, de multicamada e de camada espessa.

A intera¢do entre o DNA e a superficie do eléctrodo é mais forte e estavel
quando um potencial é aplicado durante a adsor¢do, como acontece para o biossensor
de dsDNA camada fina, contudo o eléctrodo nao fica totalmente coberto com DNA
permitindo a difusdo de moléculas da solugdo para a sua superficie podendo originar
interagdes ndo especificas e respetivos sinais eletroquimicos. J4 o biossensor de
multicamada é completamente coberto pelo dsDNA, impossibilitando a ligacdo de
moléculas com a superficie do eléctrodo, dando origem a apenas um sinal
electroquimico correspondente a interacdo em estudo. A grande vantagem deste
dltimo em relacdo ao biossensor de camada espessa é que o tempo de preparagdo é
muito menor.

Os biossensores de DNA por detecdo electroquimica constituem, assim, uma
nova era de instrumentacio na detecdo de alteracdes na estrutura do DNA. Permitem
a preconcentracdo de farmacos que se pretendem estudar na superficie do eléctrodo,
gerando radicais in situ capazes de danificar o DNA imobilizado, por detegdo
electroquimica. Sdo capazes também de detetar danos pela acdo de poluentes, de

patogéneos e de agentes carcinogéneos quimicos.

1.5.3 DANOS OXIDATIVOS NO DNA

O DNA esté constantemente exposto a compostos ou moléculas com as quais
estabelece interacdes especificas ou nio especificas, apesar de se situar protegido no
nicleo. Estas intera¢des podem ser de trés tipos [34]: 1) interacOes electrostaticas, que
sdo ndo especificas e que consistem na ligagcdo a zona exterior da cadeia; 2) ligagdo as
fendas da dupla hélice, com interag@o direta entre o composto e as bases do DNA; 3)
intercalacdo, por insercdo dos compostos entre as bases azotadas, desenrolando e

separando a dupla hélice do DNA. E possivel, ainda, que ocorra depurina¢io da
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cadeia por oxidac¢do do carbono C;” do agucar. Estas interagdes podem ser reversiveis
ou irreversiveis dependendo da molécula em questdao. As duas tltimas podem ser
estabelecidas entre compostos reativos, como € o caso das espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, levando a alteragdes no modo como a informacgdo genética é
lida. Se os mecanismos de reparacdo do DNA ndo estiverem funcionais, esses danos
oxidativos podem levar a morte programada da célula e a replicagcdo da molécula com
erros na sequéncia, originando instabilidade genética. Esta instabilidade genética pode
levar a proliferacdo celular descontrolada, originando células tumorais com
consequente mal formagio dos tecidos. E, por isso, importante conhecer o resultado
da acdo de compostos que exercam este tipo de danos de modo a tentar impedir
alteragdes na estrutura do DNA, j4 que os danos oxidativos sdo a maior fonte de
mutagdes nos organismos vivos.

O produto de oxidagdo do DNA mais comum € a §8-oxoguanina (8-oxoGua),
Esquema 1.8, que resulta da oxidagdo no carbono Cs” da guanina. No ciclo replicativo
seguinte, a enzima que amplifica a cadeia de DNA, a DNA polimerase, 1€ a 8-oxoGua
como se fosse uma timina, emparelhando-a com a adenina, levando a substituicdo do
par G:C pelo par T:A nos seguintes ciclos, originando muta¢des pontuais caso 0s
mecanismos de reparagdo ndo estejam ativos. A 8-oxoGua ¢ utilizada como um
biomarcador de stress oxidativo e de lesdes oxidativas no DNA, tendo sido possivel
observar niveis elevados da mesma em pacientes cancerigenos, com diabetes e até
mesmo com doengas neurodegenerativas. A 8-oxoGua € o produto de oxidag¢do do
DNA mais detetado por ser mais facilmente oxiddvel. Apesar da oxidagdo das
restantes bases ser mais dificil devido aos seus elevados potenciais de oxidagdo,
também ¢é possivel observar, por vezes, o produto de oxidacdo da adenina, a 2,8-

dihidroxiadenina (2,8-DHA), Esquema 1.18.

0 NH,
H H
N NH N XN
Opﬂ/ | )\ o:< | )
= =
H N NH, H N
8-OxoGua 2,8-Ox0Ade

Esquema 1.8: Produtos de oxidacdo das bases Guanina e Adenina, 8-OxoGuanina e 2,8-
Dihidroxiadenina (2,8-OxoAdenina), respetivamente.
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A 8-oxoGua e a 2,8-DHA ocorrem a um potencial mais baixo que as bases do
DNA, sem sobreposi¢@o de sinal, permitindo identificar com clareza se houve ou néo
dano oxidativo, Fig. 1.13 (B). Para além de todas as vantagens que as técnicas
electroquimicas providenciam como tem sido referido ao longo desta introducio, é de
salientar que existe uma grande melhoria na relag@o sinal-ruido em relagdo as técnicas
de estado estacionario e em muitos casos, uma maior seletividade. Deste modo, torna-

se uma técnica preferencial na detecdo de danos oxidativos.

1.6 COMPORTAMENTO ELECTROQUIMICO DOS
AMINOA CIDOS

Numa célula existem centenas de proteinas a desempenhar fungdes bioldgicas
diferentes, o que € justificado pela sua complexidade estrutural. Comparativamente
com o DNA, a andlise proteica de uma amostra exige processos meticulosos que
consigam alcangar o tamanho das ligacGes entre os dtomos das cadeias polipeptidicas.
Métodos como a Difragdo de Raios X e a Ressonancia Magnética Nuclear, vieram
permitir o conhecimento da multiplicidade de fung¢des e propriedades fisico-quimicas
das proteinas. Contudo, nem sempre ¢ necessirio recorrer a técnicas demasiado
dispendiosas e de andlise morosa para acompanhar a interagdo preliminar entre uma

proteina e um analito.

C00
CO0 D o E ?00
- - HN— FH - H,N—C—H
H,N—C—H €00 coo =
| <l CH, . o
CH, H3N ‘f H | H3N—?~H B
| CH CH, C—NH
LIS S A T
s
SR
P 3 ‘ NH

Esquema 1.9: Estrutura dos cinco aminodcidos electroativos: (A) Cisteina; (B) Metionina;
(C) Histidina; (D) Tirosina; (E) Triptofano.
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A aplicacdo das técnicas electroquimicas a andlise proteica tem tirado partido
do facto de existirem metaloproteinas com centros redox ativos, isto é, com centro
metdlicos capazes de interagirem com os eléctrodos e realizarem troca de electrdes.
Contudo, nem todos os processos biolégicos envolvem as metaloproteinas e, por isso,
¢é necessdrio estudar extensivamente a melhor maneira de detetar electroquimicamente
as restantes proteinas.

Estudos electroquimicos de andlise de proteinas ja foram desenvolvidos com
eléctrodos de mercirio e eléctrodos de diamante dopados com boro. Muito
recentemente [36-39], foram determinados os mecanismos de oxidacdo para os
aminodcidos electroativos a superficie do eléctrodo de carbono vitreo. Dos
aminodcidos conhecidos, apenas cinco deles sao oxidédveis a superficie do eléctrodo:

metionina, cisteina, histidina, triptofano e tirosina, Esquema 1.9.
1.6.1 MECANISMO DE OXIDACAO DA CISTEINA E DA METIONINA

A cistefna (Cys) é o aminoécido constituinte das proteinas responsdvel pela
sua conformacio e pela manutencio das estruturas secundéria e tercidria, uma vez que
tem na sua composicdo grupos tiol (-SH), Esquema 1.9, que formam ligacdes
dissulfeto inter e intramoleculares. Estas ligacdes sdo altamente estdveis e fortes e,
por esta razdao, numa andlise de protedmica ou em técnicas bioquimicas como o
Westerblot, é necessério tratar a amostra proteica com agentes que as quebrem de
modo a permitir o estudo das suas unidades estruturais. Os agentes redutores sdo os
responsaveis por quebrar essas ligagdes covalentes. O -mercaptoetanol tem sido a
primeira escolha, mas por formar adutos com os residuos de cisteina, a toxicidade
associada ao seu uso € elevada. Assim, novos agentes redutores tém sido utilizados,
como € o caso do ditiotreitol (DTT) e da tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).

A funcdo da metionina (Met) ainda nao € totalmente conhecida, embora se
pense que seja responsavel pelo stress oxidativo ocorrente em pacientes de Alzheimer
[35].

Ambos os aminoécidos t€ém na sua composi¢do um grupo de enxofre (S) com
vérios estados de oxidacdo, o que faz com que produzam uma variedade imensa de
produtos. A oxidacdo bioldgica da cisteina ja € conhecida, Esquema 1.10, bem como a

sua resposta voltamétrica, em solucdo [37].
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Esquema 1.10: Oxidagdo bioldgica da cisteina [36].

A cisteina sofre trés reagdes de oxidagdo consecutivas a superficie do eléctrodo:
1. Oxidagdo do grupo tiol e formacdo de um radical que sofre ataque nucleofilico
por parte da dgua, originando um intermedidrio de reacdo;
2. Este intermediario € oxidado a acido cisteico ou,
3. O radical forma uma ponte dissulfeto entre duas moléculas de cisteina. Neste
caso, a oxidag¢@o ocorre a um potencial bastante superior devido ao facto de a

ponte dissulfeto ser uma ligagdo covalente, tornando mais dificil a retirada de

electroes.

I I I
H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH
H Oxidantes fracos TH2 Oxidantesfortes TH2

—_—
TH2 B|olog|camente TH2 Biologicamente H;
T reversivel T o irreversivel :_T_o
CH, CH; CH,
M etionina Sulfoxido de metionina Metionina sulfona

Esquema 1.11: Oxidacdo bioldgica da metionina [36].
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A oxidagdo bioldgica da metionina também ja € conhecida, Esquema 1.11, e a
sua resposta voltamétrica a superficie do eléctrodo de carbono vitreo foi igualmente

investigada [36].

1.6.2 MECANISMO DE OXIDACAO DA TIROSINA

A tirosina (Tyr) € um aminodcido existente em muitos receptores
membranares e que ao sofrer fosforilagdo no grupo hidroxilo, altera a fungdo dessa
proteina. E, assim, responsavel pela transducdo de sinais no interior das células. Para
além disso, € percursor de catecolaminas como a dopamina, responsavel pela doenga
de Parkinson. E constituida por um grupo fenol e a sua oxidacdo electroquimica é

semelhante a oxidacdo dos derivados de fenol para-substituidos [37], Esquema 1.12.

[  CH—C—
HgN_(le—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH
H,C H,C CH,

-1le, - 1H* +2e, +2H*
é ———

-2¢,-2H*

+ H20 o OH
OH (o) OH

Esquema 1.12: Mecanismo de oxidagao da tirosina [37].

O processo de oxidagdo da tirosina consiste na transferéncia de um electrdo, seguido
pela desprotonacdo do grupo hidroxilo, que leva a produgdo de um radical fenéxido
estabilizado pelo ataque nucleofilico da 4gua, e a formacdo de um produto de

oxidagdo que , por sua vez, oxida reversivelmente.
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1.6.3 MECANISMO DE OXIDACAO DA HISTIDINA

A histidina (His) € o aminodcido com mais releviancia quando se analisam
metaloproteinas, uma vez que na sua estrutura existe um anel imidazol capaz de
coordenar os centros metalicos. Do mesmo modo, encontra-se habitualmente
envolvida na atividade catalitica das enzimas.

Sobre o mecanismo de oxidagdo de compostos com anéis imizaddis pouco se
sabe, mas muito recentemente [38] foi proposto um mecanismo de reacdo para a

histidina, Esquema 1.13.

o) ﬁ 0
*NH;—CH-C—O" +NH3—cI:H-c—0' *NH;—CH-C—O"
CH2 - 19'; -1 H+ CH2 2

—_— e S

= Y o

o HO

Esquema 1.13: Mecanismo de oxidacdo da histidina [39].

Verificou-se que a oxidacdo do grupo imidazol s6 ocorre no intervalo 6 < pH < 9. A
estes valores, o grupo carboxilo da histidina (pKa = 1,82) estd desprotonado, enquanto
que o grupo amina (pKa = 9,17) se encontra protonado e o anel imidazol (pKa = 6,0)
neutro. O mecanismo de oxida¢@o envolve a transferéncia de um electrdo e um protao,
com a formagdo de um radical instdvel existente em trés formas isoméricas e que é
estabilizado pelo ataque nucleofilico da dgua. Verificou-se que o isomero mais estavel

envolve a posi¢do C2, pelo que o produto formado é a 2-oxohistidina.
1.6.4 MECANISMO DE OXIDACAO DO TRIPTOFANO
O triptofano (Trp) é um aminoécido que, tal como a tirosina, é percursor de

um neurotransmissor, neste caso da seretonina. Na sua estrutura, tem um anel

aromdtico ind6lico como grupo R lateral. Um indol é um composto orginico
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aromatico heterociclico com uma estrutura biciclica consistindo num anel benzénico e

pirrélico, como se pode observar pelo Esquema 1.9.

Conhecendo o mecanismo de oxidagdo de compostos ind6licos substitutuidos,

na posi¢do C3, foi possivel deduzir o mecanismo de oxidacdo do triptofano [39], por

electroquimica, Esquema 1.14.
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Esquema 1.14: Mecanismo de oxidacdo do triptofano [39].
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Deste modo, a primeira etapa de oxidacdo corresponde a oxidacdo do C, do anel
pirrdlico com formacdo da espécie 2-oxi-indol, seguida pela oxidacdo do anel de
benzeno com a formacdo de um radical. A estabilizacdo deste radical € conseguida
por ataque nucleofilico da dgua, levando a hidroxilagdao do carbono C; do grupo indol

do triptofano e a formagdo de produtos electroativos [39].

O conhecimento dos processos de oxidagdo e respetivos potenciais destes
aminoécidos electroativos, torna-se uma ferramenta importante para quem pretende
estudar o comportamento electroquimico de proteinas a superficie de eléctrodos. Na
Tabela 1.2, encontram-se os potenciais dos aminodcidos electroativos a pH fisiolégico

[38]:

Tabela 1.2 - Potenciais de oxida¢do dos aminoécidos electroativos, a pH = 7,0.

Potenciais de oxidacao

pH=7,0
Tirosina (Tyr) 0,65V
Triptofano (Trp) 0,65V,105V
Histidina (His) 1,LI5V
Cisteina (Cys) 05V,09V,125V
Metionina (Met) 1,35V

1.7 OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

O rituximab tem sido utilizado em conjunto com outros regimes no tratamento
de diversas condi¢des patoldgicas. A sua grande mais valia advém do facto de ser um
mAb, isto é, de ser direcionado Unica e exclusivamente para um receptor especifico,
neste caso, para o CD20. Nos primeiros anos de administragdo, nao se verificaram
grandes efeitos adversos a sua utilizagdo. Contudo, hoje em dia, apds a primeira dose
do farmaco, sdo necessdrios cuidados acrescidos uma vez que a ocorréncia de
infegdes graves é muito frequente. Deste modo, cresce o interesse em analisar outros

possiveis alvos de acdo por parte do rituximab.
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O grande desafio na execugdo desta tese centra-se no facto de os estudos na
drea da electroquimica se encontrarem em expansdo e de ndo existir qualquer estudo
de intera¢@o que inclua o RTX. A comunidade cientifica tem-se debrucado nesta érea,
uma vez que as técnicas electroquimicas proporcionam o conhecimento dos
mecanismos de reacdo das moléculas facilitando, assim, a descoberta de novos alvos

de interacdo. Deste modo, as metas deste trabalho foram:

1. Conhecer o comportamento electroquimico do Rituximab a superficie de um
eléctrodo de carbono vitreo por voltametria de DP;
1.1. Estudo voltamétrico do RTX na sua forma nativa,;
1.2. Estudo voltamétrico do RTX na sua forma reduzida/desnaturada, apds adig@o
de agentes redutores e desnaturantes;
1.2.1. Estudo dos mecanismos de oxida¢do, em solu¢do aquosa, dos agentes
redutores DTT e TCEP por voltametria ciclica, de DP e SW.
2. Verificar a existéncia de intera¢des entre o RTX e o dsDNA em solucdo e

utilizando biossensores electroquimicos de DNA, por voltametria de DP.
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CAPITULO 2

EXPERIMENTAL



2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Nenhum dos compostos utilizados experimentalmente sofreu qualquer
purificag@o adicional. As solu¢des mae de cada um e todas as solucdes tampao foram
preparadas em dgua purificada (condutividade < 0,1 pS cm™) pelo sistema Millipore
Milli-Q System, Millipore S.A., Molsheim, Frangca. As concentracdes especificas
utilizadas durante as medidas voltamétricas, estdo referidas ao longo dos capitulos
que se seguem e foram obtidas na célula electroquimica apés diluicdo do composto
com o electrdlito desejado. Estas diluicdes e todos os procedimentos que tenham
envolvido a transferéncia de volumes, foram realizados com pipetas ajustdveis
Pipetman P1000, P200 e P20 da Gilson S.A., Villiers-le-Bel, Franga, e respetivas
pontas D1000, D200 e D10 EcoPack. Todas as medidas experimentais foram
efectuadas & temperatura ambiente de 25 + 1 °C.

A solucdo de Rituximab (MabThera®) foi gentilmente cedida pelos Servicos

Farmacéuticos do Hospital Universitirio de Coimbra (H.U.C) e provém da Roche.

As fibras de dsDNA foram adquiridas a Sigma-Aldrich e tém de ser sempre
armazenadas a 4 °C. Sdo provenientes do timo de vitela (calf thymus) tipo I (altamente
polimerizado) e tém um peso molecular de 10 - 15 milhdes de daltons por frasco de
1 g. A sua concentracdo foi determinada por espectrofotometria sabendo que lu
(unidade de absorvancia) para o comprimento de onde de 260 nm (A260nm)
corresponde a 50 pg mL" dsDNA.

O tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) foi adquirido a Sigma-Aldrich.

A solucdo de ditiotreitol (DTT) 1 M foi igualmente adquirida & Sigma-
Aldrich. Apesar de ser estdvel a temperatura ambiente, o seu manuseamento tem de
ser realizado dentro da hotte, devido ao seu odor. Foi preparada uma solug@o stock de
0,2 M, mantida a temperatura ambiente, no interior da hotte.

O dodecil sulfacto de s6dio (SDS) foi adquirido a Sigma-Aldrich e tem de ser

armazenado a temperatura ambiente, uma vez que sofre hidrdlise a temperaturas
elevadas.
As solugdes mae de rituximab e de TCEP foram armazenadas no frigorifico a

4 °C, enquanto que o SDS e o DTT foram armazenadas a temperatura ambiente.
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Nas Tabelas 2.1, 2.2 e 2.3, encontram-se as solu¢des tampao de electrélito de
suporte a diferentes pH que foram utilizadas nas experiéncias, a partir de reagentes de

pureza analitica.

Tabela 2.1 - Composi¢@o das solucdes de electrélito de suporte.

Electrolitos de Suporte

Diluicio para 100 mL pH
0,2 M KClI (25,0 mL) + 0,2 M HCI (42,5 mL) 1,2
0,2 M KClI (25,0 mL) + 0,2 M HCI (6,5 mL) 2,02
0,2 M NaAcO (3,7 mL) + 0,2 M Haco (46,3 mL) 34
0,2 M NaAcO (13,2 mL) + 0,2 M Haco (36,8 mL) 4,3
0,2 M NaAcO (41,2 mL) + 0,2 M Haco (8,8 mL) 54
0,2 M Na,HPOy4 (6,15 mL) + 0,2 M Na,HPO, (43,85mL) 6,08
0,2 M Na,HPO, (30,5 mL) + 0,2 M Na,HPO4 (19,5 mL) 6,9
0,2 M Na,HPO4 (47,35 mL)  + 0,2 M Na,HPO, (2,65 mL) 8,05
25 M Na;B407.10H;
R 0.1 M NaOH (3.0 mL) 9,25
(50mL)
0,2 M KCI (25,0 mL) + 0,2 M NaOH (6,0 mL) 12,04
0,2 M KClI (25,0 mL) s 0,2 M NaOH (42,0 mL) 12,85
Tabela 2.2- Composi¢do das solucdes de electrdlito de suporte.
pH
10,2 11,2
0,025 M Na,B407.10H,O 25,0 mL -
0,05 M Na,HPO4 - 25,0 mL
0,1 M NaOH 10,25 mL 3,15 mL
Tabela 2.3 - Composi¢@o das solucdes de electrélito de suporte.
pH
8,0 8,7 9,3 10,3 12,3
0,1 M H3BO3 95,0 mL 75,0 mL - - -
0,1 M Na;B;07.10H,O 50mL 250mL 100,0mL 125mL 12,5 mL
0,1 M NaOH - - - 24775 mL 35,0 mL
H,O - - - 62,75 mL 52,5 mL
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Todos os gréficos e figuras de voltamogramas, foram efectuadas utilizando o
software ORIGIN versao 6.0 da Microcal Software, Inc., (E.U.A.).
Os esquemas das estruturas moleculares aqui representadas, foram realizadas

com o programa ChemDraw Ultra versio 8.0 (CambridgeSoft Corporation, E.U.A)

2.2 INSTRUMENTACAO

O procedimento experimental foi levado a cabo num potenciostato, pAutolab
tipo III, da Autolab Electrochemical Instruments, Fig. 2.1, com o software GPES
(General Purpose Electrochemical System) versdo 4.9, da Echo-Chemie (Utrecht,

Holanda) para tratamento dos dados.

Figura 2.1: Imagem dos aparelhos pAutolab tipo III.

Os ensaios voltamétricos foram realizados numa célula electroquimica com
um Unico compartimento de volume maximo de 2 mL, Fig. 2.2, onde foram
mergulhados todos os eléctrodos necessdrios para o desenrolar das experiéncias:
eléctrodo de trabalho de carbono vitreo (GCE) com didmetro de & = 1,5 mm,

eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3 M) e eléctrodo auxiliar de platina.

@ Trabalho

Auxiliar

b 4
) y

-

_ = Referéncia

Figura 2.2: Imagem dos eléctrodos e da célula electroquimica intervenientes no
procedimento experimental.
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As medicdes dos valores de pH das solu¢des foram efectuadas utilizando o
medidor de pH Crison 21, Crison Instruments S.A. (Barcelona, Espanha) com um
eléctrodo de vidro combinado Crison.

A andlise espectrofotométrica da concentracdo final do dsDNA foi efectuada
utilizando um espectrofotémetro UV-VIS SPECORD S100 da Analytik Jena GmbH
(Jena, Alemanha), medindo as solu¢des em cuvetes de quartzo com um volume de 1
mL. Os espectros foram obtidos na gama de comprimento de onda entre os 200 e 400
nm.

Em todos os ensaios realizados em voltametria de DP, foram sempre mantidos
constantes 0s seguintes parametros: largura do impulso 70 ms, amplitude de impulso
50 mV e velocidade de varrimentov =5 mV s,

Durante as medidas voltamétricas por CV foi sempre utilizado um degrau de
potencial 0Es= 1 mV.

Durante as medidas por voltametria de SW foram sempre mantidos constantes
os seguintes parametros: o degrau de potencial a 1Es=2 mV e a amplitude de impulso
a 50 mV. A frequéncia do impulso foi modificada em fungdo da experiéncia

efectuada.
2.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Para todas as experiéncias, foram utilizadas duas células electroquimicas, uma
para a solucdo tampao para medir a linha de base e outra para a amostra. As dilui¢des
para as concentra¢des da mostra foram realizadas na propria célula electroquimica.

Antes de se iniciar qualquer leitura e de modo a certificar que a resposta
electroquimica correspondia exclusivamente a amostra em estudo, o eléctrodo de
trabalho sofreu um tratamento mecanico com polimento em spray de diamante com
particulas de 1 wm e de 3 wm (Kemet International Ltd, Reino Unido), com posterior
limpeza mediante um jato de dgua desionizada. Apds este procedimento, o eléctrodo
foi condicionado registando vdrios voltamogramas ciclicos ou de DP na solucdo de
electrdlito de suporte até que a resposta electroquimica permanecesse inalterdvel
(linhas de base estaveis).

O procedimento experimental desenhado para o estudo do mecanismo de

oxidagdo do TCEP a superficie do GCE revelou-se mais minucioso comparativamente
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ao DTT uma vez que da sua dissolu¢do em dgua desionizada, resulta uma solucgéo
com um valor de pH aproximadamente 2,5. Deste modo, para que ocorra tamponacao
da solugdo, para cada electrdlito de suporte a cada respetivo pH, uma solucdo de
TCEP foi realizada antes de cada experiéncia pesando massas reduzidas.
Posteriormente, foi medido o pH da solu¢cdo com o objetivo de confirmar se o seu
valor é concordante com o electrdlito a partir do qual a soluc@o foi preparada. Outra
particularidade deste protocolo reside no facto de o TCEP ser pouco estivel em
electrdlitos de fosfato com valor de pH entre 7,0 e 8,0, tendo havido a necessidade de
trabalhar com um tampao diferente. Pelos estudos de estabilidade do TCEP [37,40]
verificou-se que a alternativa ao tampao fosfato é o tampao borato tendo sido, assim,
essa a escolha para prosseguir com os estudos, Tabela 2.3, a partir do pH =7,0.

Os ensaios para o estudos dos mecanismos de oxidacdo do DTT e do TCEP
foram realizados em solugd@o. Para os ensaios com o rituximab, foram preparados
filmes e biossensores electroquimicos de RTX com posterior incuba¢do com o agente

desnaturante/redutor pretendido:

1. Filme de rituximab monocamada: preparado procedendo a cobertura do
GCE com uma gota de 5 pL. de RTX 10 mg/mL retirada diretamente do

frasco, com secagem sobre um fluxo constante de azoto;

2. Biossensor de rituximab multicamada: preparado procedendo a cobertura
do GCE com quatro gotas sucessivas de 5 uL. de RTX 10 mg/mL retiradas
diretamente do frasco, com secagem sobre um fluxo constante de azoto, entre
cada gota adicionada. Incubagao posterior com o DTT ou o TCEP, consoante

0 ensaio a ser realizado.

A preparacdo do biossensor electroquimico com RTX multicamada, garante
que a resposta electroquimica produzida diga respeito tnica e exclusivamente ao
processo de transferéncia de electrdes entre o eléctrodo e o RTX e ndo a oxidacdo dos
agentes redutores, que também sao electroativos. A complementar este procedimento,
no final de cada incubacdo, submeteu-se o biossensor a um leve jato de &dgua
desionizada de modo a tirar o excesso do respetivo redutor. Antes de se iniciar a
leitura, hidratou-se o filme de RTX durante 5 minutos na célula eletroquimica com o

respetivo tampao.Uma vez que nas experiéncias com o filme de RTX monocamada
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ndo houve incubac¢do com analitos, ndo hd a possibilidade de haver erros de sinal. No
Esquema 2.1, pode observar-se a orientagdo do dsDNA na superficie do HOPG em
monocamada (A) e em multicamada (B), sendo semelhante o modelo de cobertura da

superficie do GCE com o RTX para o biossensor electroquimico e para o filme.

Esquema 2.1: Representacdo da orientacdo do dsDNA na superficie do HOPG para (A)
biossensor monocamada e (B) biossensor multicamada.

A interagdo entre o dsDNA e o rituximab foi monitorizada em solu¢do e por
modificagdo da superficie do eléctrodo de carbono previamente limpa e condicionada
em electrdlito de suporte. A preparacdo do biossensor electroquimico de dsDNA foi

conseguida pelo seguinte método:

1. Biossensor de dsDNA multicamada: preparado pela cobertura da superficie
eléctrodo com trés gotas sucessivas de 5 uL. de uma solucdo de dsDNA 250
pg/mL, com secagem sobre um fluxo constante de azoto, entre cada gota

adicionada. Incubacdo posterior com o RTX a pH = 7,0, Fig. 2.3 (B).
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CAPITULO 3

ESTUDO ELECTROQUIMICO DOS
AGENTES REDUTORES
DITIOTREITOL E
TRIS(2-CARBOXIETIL)FOSFINA



Este capitulo centra-se essencialmente no estudo dos mecanismos de oxidacdo,
por electroquimica, dos agentes redutores que foram utilizados no procedimento
experimental para reduzir o rituximab uma vez que € estritamente necesséario conhecer
a resposta a superficie do eléctrodo de todos os intervenientes no processo. Assim, o
estudo completo de cada um dos agentes redutores ird ser apresentado em diferentes
tépicos. Ha que referir que também foi realizado um estudo prévio para o SDS em
tampao fosfato 0,1 M a pH = 7,0. Para CV, nos varrimentos sucessivos obtidos, ndo
houve registo de qualquer pico no intervalo de potencial - 1,0 V a + 1,4 V, o mesmo
acontecendo para voltametria de DP, pelo que se conclui que o SDS néo é electroativo

a superficie do GCE, nessas condi¢des experimentais.

3.1 OXIDACAO ELECTROQUIMICA DO DITIOTREITOL

O DTT, Fig. 3.1, é um forte agente redutor que, a elevadas concentracdes
(1-10 mM), permite a clivagem das pontes dissulfeto constituintes das proteinas,

for¢ando o equilibrio a deslocar-se no sentido da reducdo das cisteinas [40]

_SH

H——OH
HO——H

~SH
Figura 3.1: Estrutura do DTT.

E constituido por dois grupos tiol (-SH), cada um com um pKa de 8,3 ¢ 9,5
[41] respetivamente que, na forma oxidada e na presenca de protefnas, reagem
formando um anel ciclico [36]. A sua solubilidade em dgua é elevada, bem como em
solventes polares orgéanicos, originando um produto incolor [42]. Contudo, a reducdo
pela acdo de tidis traz alguns inconvenientes. Quando numa experiéncia se adiciona
uma sonda a amostra proteica em conjunto com o DTT, a mesma vai competir com os

grupos tiol de ambos os componentes, dificultando a marcagdo e obrigando a que seja
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necessario retirar o DTT antes da adi¢cdo da sonda. Para além deste facto, o DTT
também ndo € estdvel durante muito tempo na forma reduzida, nem na presenca de
10es metélicos capazes de o oxidar, sendo necessario a adi¢do de um agente quelante a
reacdo [42]. Para pontes dissulfeto que sejam inacessiveis ao solvente, é necessario
adicionar desnaturantes em conjunto com o DTT, de modo facilitar a reducdo. O DTT
¢ aplicado na maioria das técnicas que tenham por base um processo electroforético,
como por exemplo o SDS-PAGE, tendo sido recentemente aplicado na técnica de

zimografia na determinacio da atividade das proteinas [43].

3.1.1 ELECTROXIDACAO

Um estudo completo do comportamento do DTT a superficie do eléctrodo de
carbono foi realizado por voltametria ciclica, voltametria de DP e voltametria de SW.
Inicialmente, foi realizado um varrimento por CV na faixa de potencial de - 1,0 V até
+ 1,4 V (faixa de potencial para o eléctrodo de carbono) para uma solugdo de 500 uM
DTT diluida a partir da solug@o stock de 0,2 M num electrélito de suporte com pH
dcido, de modo a verificar o aparecimento de picos nesse intervalo de potencial para
processos de reducdo e oxidacdo. Apenas se registou um pico na regido anddica e a
potenciais positivos, pelo que as experi€ncias seguintes iniciaram-se no intervalo de

potencial de 0,0 V até + 1,4 V.

3.1.1.1 Voltametria Ciclica

A electroxidagdo do DTT foi investigada por CV a uma concentracdo de
500 uM peparada a partir da solucdo stock 0,2 M DTT, em tampao fosfato 0,1 M a
pH = 7,0. Varrimentos sucessivos foram registados no intervalo de potencial + 0,0 V
a+ 1,4V, com a detecio de apenas um pico na zona anddica, pico 1,, Fig. 3.2.

O valor do potencial do pico 1, ocorre a E,;, = + 1,24 V e corresponde a
oxidag¢do do grupo -SH da molécula de DTT, Fig. 3.1, num processo irreversivel ji
que ndo se observa o aparecimento de picos na regido catddica. Foram igualmente
registados voltamogramas a pH = 4,0 cujo potencial do pico 1, ocorre a
Ep. = + 1,33 V. Existe, assim, um desvio para potenciais menores a medida que o

valor de pH aumenta e este elevado valor de potencial de oxidag@o junto ao limite da
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faixa de oxidacdo do eléctrodo de carbono (+ 1,40 V), reflete a dificuldade em retirar
electrdes ao DTT. O facto de ndo se registarem novos picos no segundo varrimento,

sem limpeza do eléctrodo, mostra a inexisténcia de produtos de oxidagao electroativos.

00 02 04 06 08 1.0 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.2: Voltamogramas ciclicos numa solucéo de 500 pM DTT em tampao fosfato 0,1 M
pH = 7,0 (==) primeiro e (***) segundo varrimento, v =50 mV s

A influéncia da velocidade de varrimento em fungdo da corrente de oxidacdo
do pico 1, foi também avaliada com o objetivo de verificar se o processo de transporte
de massa do DTT no electrdlito e consequente troca de electrdes com a superficie do
eléctrodo, ocorre predominantemente por difusdo ou por adsor¢do. Deste modo, foram
realizados CVs para 500 uM de DTT em tampdo fosfato 0,1 M a pH = 7,0, para
velocidades de varrimento entre 5 ¢ 900 mV s, sem limpeza do eléctrodo entre cada

medida, Fig. 3.3 (A).
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E/V (vs. Ag/AgCl)
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Figura 3.3: Voltamogramas ciclicos obtidos numa solugdo de 500 uM DTT em tamp@o

fosfato 0,1 M pH = 7,0 (A) Primeiro varrimento de potencial para diferentes velocidades de

varrimento de 5 a 900 mV s™'; (B) Relagdo entre corrente, 1,1, (® ) do pico 1, e v,

Observou-se que quanto maior a velocidade de reag¢do, maior a intensidade do
pico pelo que através da relacdo entre a raiz quadrada da velocidade e a intensidade
do pico, Fig. 3.3 (B), obtém-se a equacdo da recta e a respetiva inclinagdo,
Iia (LA) = 0,07 + 2,29 v 2, sendo possivel concluir que o processo de transferéncia

de electrdo ocorre predominantemente por difusdo em meio neutro.
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A diferenca entre o potencial do pico Epj, € o potencial a meia altura do pico
Epp, foi de 28,2 mV. Uma vez que, para um sistema irreversivel controlado por
difusdo | Ep - Eppa | = 47,7 / (0 n°) onde ol € o coeficiente de transferéncia de carga e
n” o nimero de electrdes na etapa determinante [31], pode ser calculado o valor de

o.n’'=1,09.
Para um sistema irreversivel controlado por difusao:

L (A)=2,99x 10° . n (0. 1), A. Do . [0] . v!?

a area do eléctrodo, A, é dada em cmz, n € o nimero de electroes envolvidos durante a

oxidac@o do DTT (n = 2, calculado na secgdo 3.1.1.2), Do é o coeficiente de difusdo
dado em cm® s, [O] é a concentragao do DTT em mol cm™ e v a velocidade de
varrimento em V s'. O valor do coeficiente de difusdo para o DTT (Dprr) é, assim,
calculado a partir da equagdo da recta obtida graficamente, Fig. 3.3 (B),
L. (PA) = 0,07 + 2,29 v, Sabendo que a area do eléctrodo do carbono vitreo foi
previamente determinada e obtida por CV para uma solucdo de 2,5 mM de
hexacianoferrato em tampao fosfato 0,1 M pH = 7,0, sendo o seu coeficiente de
1

difusdo é de Do = 7,35 x 10° cm? s , o coeficiente de difusio do DTT foi

determinado, Dprrt = 2,83 X 10%cm? s
3.1.1.2 Voltametria de Impulso Diferencial

O efeito do pH na oxidagdo electroquimica do DTT foi avaliado por
voltametria de DP, para os electrdlitos de suporte entre os valores de pH = 3,0 e 10,0,
Fig. 3.4 (A), com o objetivo de determinar o nimero de electrdes e protdes envolvidos
no processo. Foi preparada uma solucdo de 50 uM de DTT na célula electroquimica
diretamente na solugdo tampao.

Confirmando os resultados obtidos em CV, apenas o pico 1, foi obtido,
Fig 3.4 (A), com deslocacdo do seu potencial de oxidagdo para valores menos

positivos, com o aumento do pH, Fig. 3.4 (B).
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Figura 3.4: (A) Grifico 3D para voltamogramas de DP com linha de base corrigida em
50 uM DTT em func¢do do pH. (B) Relagdo entre potencial (E,,) (@) e a intensidade (1, ) (O)
do pico 1,, em fungdo do pH. A recta a ponteado tem um valor de - 30 mV correspondente ao
declive.

A obtengdo de apenas um pico e o valor de - 30 mV da inclinag@o da recta por
unidade de pH calculado a partir da relacdo do potencial em funcdo do pH,
Fig. 3.4 (B), diz que o mecanismo de oxidagdo do DTT ocorre em apenas uma etapa e
com a transferéncia de dois electrdes e um protao.

Também foi verificado que o pH influencia a intensidade da corrente do pico
de oxidacdo do DTT, Fig. 3.4 (A), atingindo o madximo para o electrélito de suporte

fosfato 0,1 MapH="7.,0.
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3.1.1.3 Voltametria de Onda Quadrada

Para confirmar os resultados obtidos por voltametria ciclica e voltametria de
DP, foi realizada voltametria de SW para electrdlitos de suporte a pH écido, neutro e
alcalino. O comportamento do DTT foi semelhante em todas as solugdes testadas,
pelo que € apresentado aqui o resultado obtido para valor de pH = 7,0. Deste modo, as
corrente total (/;), direta (Ir) e inversa (Iy) do primeiro varrimento, Fig. 3.5, foram

registadas em tampao fosfato 0,1 M a pH = 7,0 para 500 uM de DTT.

0.2 | 0:4 | 016 | 0:8 | 110 | 1:2 | 114
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.5: Voltamograma de SW para 500 uM de DTT em tampao fosfato 0,1 M a
pH =7,0: Vefrectiva = 50 mVS_l.

Ap6s o desdobramento da corrente total nas suas componentes respetivas -
corrente inversa e direta - verificou-se o aparecimento de um pico para 0 mesmo
potencial e com uma intensidade aproximada ao pico 1, apenas na corrente direta,
corroborando os resultados obtidos na CV que determinaram a irreversibilidade do

processo de oxidagdo do DTT.
3.1.1.4 Mecanismo de Oxidagdo do DTT
Reunindo todos os dados conseguidos experimentalmente para o

comportamento do DTT a superficie do eléctrodo de carbono vitreo, conclui-se que o

mesmo sofre oxidacdo em apenas um dos grupos -SH, aquele que tem o valor de pKa
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mais baixo (pKa = 8,3), sendo um processo dependente do pH, irreversivel, sem
produtos de oxidacdo electroativos e controlado por difusdo com um coeficiente de
difusdo de Dprr = 2,83 x 10° cm? s™'. O mecanismo de oxidagdo proposto ilustra-se

no Esquema 1.

e / =0
H OH , . .+ H OH
—>
HO H H,0 HO H

SH

Esquema 1: Mecanismo proposto para a oxidagido do DTT a superficie do GCE.

O pico 1, obtido para as diferentes técnicas de voltametria corresponde, assim,
a oxidagdo do grupo tiol em apenas uma etapa, envolvendo a perda de dois electrdes e

de um protdo.

32  OXIDACAO ELECTROQUIMICA DO  TRIS(2-
CARBOXIETIL)FOSFINA

O TCEP, Fig. 3.6, é um agente redutor que foi desenvolvido de modo a
ultrapassar algumas propriedades de certas fosfinas, como a sua instabilidade em
meio aquoso, ndo aplicdveis a técnicas bioquimicas. O pKa do dtomo de fésforo
central € de 7,66 [44].

Os_OH

HO P OH
TO‘/\/ \/E(

Figura 3.6: Estrutura do TCEP.
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O TCEP € um composto ndo voldtil, altamente solivel em dgua e sem odor
[44]. Ao contrério de alguns ti6is como o DTT que se tornam menos potentes a baixos
valores de pH, o TCEP ¢ capaz de reduzir completa e rapidamente, em condi¢des
acidicas, ligagdes muito estdveis. Apesar de ser altamente especifico para ligagGes
dissulfeto e de ndo reagir com grupos funcionais existentes na proteina (uma vez que
a sua estrutura ndo compreende um grupo tiol) [45], o seu preco € bastante mais
elevado comparativamente com o DTT, pelo que a escolha do desnaturante vai
depender muito das condi¢gdes e das metodologias experimentais. Para além disto, a
sua aplicacdo fica limitada a liga¢des dissulfeto expostas ao ambiente aquoso, uma
vez que ndo permeia o nicleo hidrofébico da proteina.

A estabilidade do TCEP em meio aquoso tem sido bastante controversa. Burns
et al [44] demonstraram a sua instabilidade em solucdo bésica, enquanto que Han et
al. [46] defendem a sua estabilidade em ambos os meios, alcalino e 4cido. Este tltimo
também verificou instabilidade na presenca de electrélitos de suporte entre pH = 7,0 e
8,0 que contenham fosfato, dai as experiéncias com o TCEP tenham sido executadas

em tampao borato.

3.2.1 ELECTROXIDACAO

O estudo do comportamento electroquimico do TCEP foi iniciado com
experiéncias de CV em solucdes de 500 pM TCEP em electrélito de suporte acetato
0,1 M a pH = 4,0. O varrimento de potencial efetuado para estas experiéncias teve
inicio a 0,00 V até ao limite positivo de + 1,40 V, onde foi invertido o sentido,
atingindo um limite negativo de - 1,00 V. Observou-se apenas o aparecimento de
correntes anddicas a potencial positivo, pelo que as experiéncias prosseguiram sempre

no intervalo anédicode 0,00 Va+ 1,40 V.
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3.2.1.1 Voltametria Ciclica

O estudo por CV foi realizado para 500 uM de TCEP numa solugdo de
electrélito de suporte acetato 0,1 M a pH = 4,0, Fig. 3.7, uma vez que a sua atividade

redutora € maxima para valores acidicos.

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

Figura 3.7: Voltamogramas ciclicos obtidos numa soluc¢do de 500 uM DTT em tampao
acetato 0,1 M pH = 4,0 (==) primeiro e (***) segundo varrimento, v = 100 mV s

Observou-se o aparecimento de um pico irreversivel, pico 1,, a um potencial
de E,j, =+ 1,21 V. Comparando este valor, no mesmo electrélito de suporte, com o
potencial ao qual o DTT se oxida (Ep, = + 1,33 V), confirma-se a superioridade do
poder redutor do TCEP. Sendo o seu valor inferior, significa que se oxida mais
facilmente, reduzindo em maior extensao.

A influéncia da velocidade de varrimento na intensidade da corrente e no
potencial do pico foi igualmente avaliada por CV, para 500 uM de TCEP em solug¢do
tampdo 0,1 M acetato a pH = 4,0, Fig.3.8 (A), para velocidades de varrimento de 5 a
300 mV s, sem limpeza do eléctrodo entre cada medida, uma vez que para

velocidades superiores o pico nédo foi identificdvel
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Figura 3.8: Voltamogramas ciclicos obtidos numa solugio de 500 uM TCEP em tampao

acetato 0,1 M pH = 4,0 (A) Primeiro varrimento de potencial e diferentes velocidades de

varrimento de 5 a 300 mV s'l; (B) Relag@o entre a corrente, 1,1, (® ) do pico 1, € V72

Observou-se que quanto maior a velocidade de reag@o, maior a intensidade do
pico pelo que através da relacdo entre a raiz quadrada da velocidade e a intensidade
do pico, Fig. 3.8 (B), obteve-se a equacdo da recta e a respetiva inclinacio,
Iia (MA) = - 0.0059 + 0.89 v, sendo possivel concluir que o processo de
transferéncia de electrdo ocorre por difusdo. Do mesmo modo como calculado na

seccdo 3.1.1.1,0 Drcpp = 1.12 X 10° cm? s,
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3.2.1.2 Voltametria de Impulso Diferencial

O estudo do efeito do pH na oxidacdo do TCEP foi realizado por voltametria
de DP para 50 uM de TCEP em vdrias solugdes de electrdlito de suporte com
diferentes valores de pH e veio permitir o cilculo do niimero de electrdes e de protdes
envolvidos no processo. O registo dos voltamogramas de DP para cada valor de pH

estd representado graficamente na Fig. 3.9 (A).
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Figura 3.9: (A) Grifico 3D para voltamogramas de DP com linha de base corrigida, obtidos
para 50 uM TCEP em fungio do pH. (B) Relagio entre potencial (E,,) (®) e a intensidade
(Ip1a) (O) do pico 1, em funcdo do pH. A recta a ponteado tem um valor de - 30 mV
correspondente ao declive.
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Confirmando os resultados obtidos para CV, observa-se a ocorréncia apenas
do pico 1,, para a oxidacdo da fosfina. O processo é dependente do pH uma vez que o
valor do potencial se desloca para valores menos positivos a medida que o pH
aumenta, Fig. 3.10. Esta dependéncia linear permitiu o cédlculo da inclina¢io da recta,
- 30 mV, concluindo que o mecanismo de oxidacdo do TCEP envolve a transferéncia
de dois electrdes e de um protao.

A dependéncia do pH nas correntes anddicas do TCEP também foi avaliada,
observando-se valores superiores de corrente para pH mais acidicos.

Voltamogramas de DP sucessivos para o TCEP em tampéao borato 0,1 M a
pH = 7,0 demonstraram claramente que a superficie do eléctrodo é rapidamente
bloqueada muito provavelmente devido a polimeriza¢do do produto de oxidacdo do
TCEP. Facto este igualmente justificivel pela necessidade que houve em proceder a
uma limpeza electroquimica do eléctrodo por CV com dez varrimentos sucessivos,
em meio dcido e neutro e seguido, durante uma hora, no ultrassom Branson 5510
(Wethersfield, Estados Unidos da América) com 60 000 frequéncias, mergulhado em

etanol.

3.2.1.3 Voltametria de Onda Quadrada

No final dos estudos por voltametria de DP e ciclica, tirando partido da
rapidez e sensibilidade da voltametria de SW, pretendeu-se confirmar a

irreversibilidade do processo de oxidag¢do do TCEP.
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Figura 3.11: Voltamograma de onda quadrada em 400 uM de DTT
em tampao acetato 0,1 M a pH = 4,0: Vegtectiva = 50 mVs™. 64



Utilizando a mesma metodologia aplicada ao DTT, voltamogramas em electrélitos de
suporte a pH baésico, 4cido e neutro foram registados para uma solu¢do de 400 uM
TCEP. Uma vez que a resposta voltamétrica foi concordante entre os diferentes meios,
apenas € apresentado o grafico referente a solugdo tampao acetato 0,1 M a pH = 4,00,
Fig. 3.11, pelo que foi explicado inicialmente neste subcapitulo.

Pelo desdobramento da corrente total obtida por voltametria de SW, pode
observar-se que o pico 1, ocorreu apenas na corrente direta, sustentando as conclusdes

que apontam para um processo irreversivel.

3.2.1.4 Mecanismo de oxidacao do TCEP

O TCEP ¢ um agente redutor considerado mais potente que o DTT. Os
resultados obtidos electroquimicamente concluiram que a sua oxidacdo é dependente
do pH, seguindo um processo irreversivel e controlado por difusdo, em meio 4cido,
com o valor do coeficiente de difusdo de Drcgp= 1.12 x 10° cm®s™.

Agrupando todos os dados obtidos experimentalmente e reunindo informagao
na literatura acerca do mecanismo de oxidagdo do TCEP quando ocorre reducdo das
proteinas [44], foi proposto um mecanismo para a sua electroxidacdo a superficie do

eléctrodo de carbono vitreo a pH = 4,0, Esquema 2.

H 0 OH

OH

HO 0 OH

Esquema 2: Mecanismo proposto para a oxidagdo do TCEP a superficie do GCE.
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O pico 1, observado nas técnicas de voltametria diz respeito a oxidacdo da
fosfina, ocorrendo a transferéncia de dois electrdes e de um protdo em apenas uma
etapa. Outra alternativa a esta reagfo, justificada pela grande dificuldade no polimento
do eléctrodo, consiste na reacdo entre dois radicais existentes na solugdo, iniciando

um processo de polimerizagdo com grande adsorcdo a superficie do eléctrodo.
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CAPITULO 4

MECANISMO DE
ELECTROXIDACAO DO
RITUXIMAB E SUA INTERACAO
COM O DNA



Neste capitulo pretende-se estudar o comportamento electroquimico do
rituximab, para posteriormente investigar o seu efeito no DNA em hélice dupla. A
primeira abordagem consistiu em aplicar a técnica de voltametria de impulso
diferencial para conhecer a resposta electroquimica da proteina a superficie de um
eléctrodo de carbono vitreo, com o auxilio de agentes desnaturantes e redutores. Na
segunda parte deste estudo pretendeu-se, pela primeira vez, verificar se existe

interagdo direta entre 0 RTX e o B-DNA e o tipo de alteracdes na dupla hélice.
4.1 COMPORTAMENTO ELECTROQUIMICO DO RITUXIMAB

O Rituximab € uma proteina extremamente complexa que se assemelha muito
as imunoglobulinas existentes naturalmente no nosso organismo. Tirando partido de
todas as vantagens que as técnicas voltamétricas oferecem como a elevada
sensibilidade, a possibilidade na determinagdo da concentracdo da amostra/analito,
rapidez de resposta e baixo custo, caracterizou-se electroquimicamente o rituximab na
sua forma nativa e na forma desnaturada/redutora. H4 que ter em conta que a sua
estrutura quimica compreende cinco tipos de aminodcidos diferentes que produzem
resposta electroquimica a superficie do eléctrodo: 12 metioninas, 32 cisteinas, 26

histidinas, 28 triptofanos e 62 tirosinas, cada uma produzindo um niimero de picos

respetivos, como referenciado na Tabela 1.2, na sec¢do 1.6.

4.1.1 ELECTROXIDACAO DO RTX NATIVO

A primeira experiéncia realizada com o intuito de verificar o comportamento
geral da proteina, consistiu num varrimento por CV em 5 mg/mL de RTX colocado
diretamente na célula electroquimica, numa solug@o de electrdlito de suporte fosfato
0,1 M a pH = 7,00. Nao foi possivel obtencdo de qualquer resposta na faixa de
potencial - 1,00 V a + 1,30 V, pelo que no passo seguinte utilizou-se uma técnica mais
sensivel. Com a mesma concentracdo de RTX em soluc¢do tampao fosfato 0,1 M a
pH = 7,0 por voltametria de DP, os resultados nunca foram reproduziveis, isto é, de
experiéncia para experi€ncia o(s) pico(s) obtido(s) variaram sempre de potencial e
nem sempre foi possivel obter uma resposta electroquimica. Estes resultados devem-

se muito provavelmente ao facto de, em solugdo, a proteina ter inimeros graus de
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liberdade devido a sua complexidade estrutural, o que faz com que a transferéncia dos
seus electroes se faca de modo diferencial para cada experiéncia.

De modo a aumentar a sensibilidade do processo e garantir a reprodutibilidade
na obtencdo dos registos voltamétricos, procedeu-se a imobilizacdo de um filme em
monocamada de RTX a superficie do eléctrodo e para cada valor de solucdo de
electrélito de suporte a diferentes pH, registaram-se os primeiros varrimentos por

voltametria de DP, Fig. 4.1.

Figura 4.1: Gréfico 3D para voltamogramas de DP com linha de base corrigida, obtidos para
filmes de RTX em monocamada em funcdo do pH.

Com esta metodologia foi possivel expor dois residuos diferentes a superficie
do eléctrodo: a tirosina (Tyr) a Epia = + 0,60 V (pH = 7,14) e a metionina (Met)
Epa=+0,97 V (pH = 3,53). A oxidagdo da tirosina origina um pico, Py, no primeiro
varrimento e traduz um processo dependente do pH com o seu valor de potencial a
decrescer a medida que o pH aumenta, confirmando o que a literatura refere sobre o
primeiro passo do mecanismo de oxidagdo da tirosina [41,43]. Para os valores de pH
mais acidicos, observa-se o aparecimento de outro pico, Pyet, a um potencial mais
elevado em relagdo ao pico da tirosina. Comparando este resultado com a literatura

[40], pode concluir-se que o pico obtido € relativo a oxidacdo da metionina. Observa-
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se igualmente que a intensidade do pico Pumet € seis vezes inferior a intensidade do
pico Pryr. Isto deve-se ao facto de, na estrutura da molécula do rituximab, existirem
aproximadamente seis vezes mais residuos de tirosina em relagdo aos residuos de
metionina. Assim, fica comprovada a capacidade electroanalitica que as técnicas
voltamétricas possuem, bem como a reprodutibilidade no uso de compostos

biolégicos imobilizados diretamente na superficie do eléctrodo.

4.1.2 ELECTROXIDACAO DO RTX DESNATURADO

Foi possivel, através da imobilizacdo do filme de RTX, obter uma resposta
electroquimica dos grupos de tirosina e da metionina na superficie do GCE. Contudo,
sendo a estrutura primdria do RTX composta por 5 tipos de aminoécidos electroativos,
o protocolo experimental foi alterado de modo a completar a sua caracterizacdo. Um
facto implicito é que estes aminoécidos estdo arranjados na proteina consoante a sua
polaridade/hidrofobicidade pelo que houve a necessidade de desestabilizar a sua
estrutura tridimensional.

Foi investigada a interacdo do RTX imobilizado em multicamada sobre a
superficie do eléctrodo (biossensor electroquimico de RTX multicamada) com o
agente desnaturante SDS e os agentes redutores DTT e TCEP, tendo em conta que o
SDS nao tem resposta electroquimica e que, por voltametria de DP em solugdo fosfato
0,1 M apH =70, o DTT tem um pico de oxidagdo a E,j, =+ 1,148 V e 0 TCEP a
Epa=+0940 V.

4.1.2.1 Electroquimica do RTX na presenca do SDS

Procedeu-se a preparagdo de biossensores electroquimicos de RTX
multicamada e incubaram-se com uma solugdo de 33,33 mM de SDS em diferentes
tempos, 60, 120 e 180 minutos. Apds esses tempos, transferiu-se o eléctrodo para a
solu¢do de fosfato 0,1 M a pH = 7,0, esperou-se 5 minutos para o filme proteico
hidratar e registaram-se os voltamogramas de DP para o primeiro varrimento. O

resultado obtido esta representado na Fig. 4.2.
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Figura 4.2: Grafico 3D para voltamogramas de DP com linha de base corrigida, em tamp@o
fosfato 0,1 M a pH = 7,0, obtidos para biossensores de RTX em multicamada (==) controlo e
(==) incubados a diferentes tempos com 33,33 mM de SDS.

O SDS € um agente desnaturante que promove a disrupcao das interacdes nio
covalentes da proteina, eliminando os pontos de contacto entre os seus residuos
tornando a cadeia numa estrutura linear, mas sem qualquer quebra de ligagdo. Deste
modo, expde um maior nimero de residuos de aminodcidos a superficie do eléctrodo.
Pelo que se observa nos resultados, comparativamente ao controlo que consiste no
varrimento do biossensor electroquimico de RTX sem incubagdo (a vermelho),
observou-se um aumento de intensidade do pico Pry, significando um aumento no
nimero de residuos de tirosina em contacto com a superficie do eléctrodo. Por outro
lado, nos tempos de incubacdo 60 e 180 minutos pode observar-se um aumento da
largura a meia altura do pico, Wip, podendo concluir-se que a oxidagdo da tirosina
ndo € a tnica a ocorrer. Deste modo e uma vez que mais nenhum pico foi registado a
outro potencial, a experiéncia foi realizada com agentes redutores que clivam a

proteina.
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4.1.2.2 Electroquimica do RTX na presenga do DTT

O biossensor electroquimico com RTX foi incubado com 10 mM de DTT,
durante os intervalos de tempo de 10, 60, 120, 180 e 300 minutos. Esta concentracao
de DTT ¢é wusualmente aplicada para desnaturar proteinas em processos

electroforéticos. Os resultados desta incubac¢ido podem observar-se na Fig. 4.3.

\
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Figura 4.3: Grafico 3D para voltamogramas de DP com linha de base corrigida, em tamp@o
fosfato 0,1 M a pH = 7,0, obtidos para biossensores de RTX em multicamada (==) controlo e
(==) incubados a diferentes tempos com 10 mM de DTT.

Com o DTT, o resultado obtido foi concordante com o que era esperado. Este
agente redutor cliva as ligacdes dissulfeto estabelecidas entre os dtomos de enxofre
dos residuos de cisteina, “destruindo” a estrutura tridimensional da proteina. Assim,
ocorreu o aparecimento de novos picos. Aos 10 minutos de incubac¢io ndo houve
tempo suficiente para reduzir o RTX, pelo que o tnico pico obtido foi o da tirosina,
Pryr, a Ep1a = + 0,62 V. A partir dos 60 minutos, inclusive, as intensidades e as formas
dos picos variaram de incubag@o para incubacdo muito provavelmente devido ao facto
de a morfologia do RTX a superficie do eléctrodo variar ao longo da experiéncia.
Tendo em conta a Tabela 1.2 do Capitulo 1: o pico obtido a potenciais mais baixos

corresponde ao primeiro passo de oxidagcdo dos residuos de triptofano (PlTrp) e de
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tirosina (Ptyy) uma vez que a largura do pico € grande; o pico a E,;, = + 1,00 V
corresponde ao segundo passo de oxidacdo do triptofano (PZTrp); o terceiro e dltimo

pico a potenciais mais elevados, Eyi, = + 1,15 V diz respeito a oxidagdo da histidina

(PHis)
4.1.2.3 Electroquimica do RTX na presenca do TCEP

Conhecendo as vantagens do TCEP relativamente ao DTT, principalmente a
sua superior capacidade de reduzir as proteinas, 0 mesmo procedimento com o TCEP
foi utilizado. Uma vez que este agente redutor € mais forte para pH acidicos,
principalmente a pH = 5,0 [44], a solucdo de TCEP foi preparada diretamente na
solucdo de electrélito de suporte acetato 0,1 M a pH = 5,00. Os voltamogramas de DP

em solucdo tampao fosfato 0,1 M a pH = 7,00 estdo expostos no grafico da Fig. 4.4.
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Figura 4.4: Grafico 3D para voltamogramas de DP com linha de base corrigida, em tamp@o
fosfato 0,1 M a pH = 7,0, obtidos para biossensores de RTX em multicamada (==) controlo e
(==) incubados a diferentes tempos com 10 mM de TCEP.

Apesar de o TCEP ser um agente redutor mais forte, ndo se verificou a
ocorréncia de novos picos para além da tirosina, como foi observado na experi€ncia

com o DTT. O resultado foi idéntico a acdo do SDS, isto é, apenas a intensidade do
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pico Pry, aumentou quando comparado com o controlo, corroborando o que se

escreveu no Capitulo 3 quanto a dificuldade do TCEP em aceder a proteina total.

4.2 ESTUDO DA INTERACAO RTX-DNA

4.2.1 DETECAO ELECTROQUIMICA DA INTERACAO RTX - dsDNA,
EM SOLUCAO

Como mencionado anteriormente, o efeito do RTX sob o DNA ainda nio €
conhecido, pelo que foi investigada a existéncia ou ndo de alteragdes ou danos
oxidativos na sua estrutura. Caracterizando de uma forma completa o mecanismo de
interacdo entre 0 RTX e o dsDNA, seria possivel esclarecer sobre a a¢do do RTX
como um antineopldsico genotdxico.

Estudos por voltametria de DP usando o GCE foram levados a cabo para
concluir sobre a capacidade de o RTX induzir alteracdes estruturais ou mesmo
conformacionais na molécula de DNA. Assim, numa primeira abordagem, foram
realizadas experi€ncias em solu¢do por incubac¢io em diferentes periodos de tempo de
250 pg/mL de dsDNA com 2500 pg/mL de RTX, em tampdo fosfato 0,1 M a
pH = 7.4. Apds cada tempo de incubacdo, a interacdo entre RTX-dsDNA foi
caracterizada electroquimicamente. Entre cada experi€ncia, a superficie do eléctrodo
foi bem limpa para evitar falsos positivos e para evitar a diminui¢do das correntes de
oxidagdo por adsor¢do dos compostos a superficie do eléctrodo.

A interacdo RTX-dsDNA foi avaliada electroquimicamente tendo em conta
alteragdes dos picos de oxidagdo caracteristicos da molécula de dsDNA em solucdo a
pH = 7.4, desoxiguanosina (dGuo) E4cu = + 0,90 V e desoxiadenosina (dAdo) Egado
=+ 1,17 V, e pela monitorizacdo do aparecimento dos seus respetivos produtos de
oxidagdo, a 8-OxoGua ou a 2,8-DHA a + 0,35 V. Solug¢des controlo de 250 pg/mL de
dsDNA foram também preparadas e incubadas apenas em tampao fosfato por igual

periodo e avaliadas electroquimicamente, apds esse tempo.
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Figura 4.5: Voltamogramas de DP com corre¢do de linha de base obtidos para uma solugdo

de 250 pg/mL dsDNA em solucdo tampao fosfato 0,1 M a pH = 7,4: (—) controlo e (—)
incubada com 2500 pg/mL de RTX durante: (A) Lh,2h,3he4he(B)24h,48he

72 h.(—) filme RTX monocamada.

A primeira medida electroquimica realizada foi imediatamente apds adi¢do do
RTX ao dsDNA - tempo 5 minutos. O voltamograma de DP registado na amostra ndo

N

detetou qualquer pico referente a electroxidacdo do dsDNA, observando-se o
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aparecimento de um novo pico com baixo valor de corrente, a potenciais inferiores,
Fig. 4.5 (A). Este resultado pode levar a pensar que a molécula do dsDNA condensou
completamente mediante a interacdo do RTX (com carga net positiva) com 0s grupos
negativos dos fosfatos. Até 4 h de interagdo, apesar do novo pico continuar a ser
detetado, as suas correntes de oxidacao sdo maiores. Pode estar a ocorrer uma de trés
situagdes: 1) sendo o seu valor de potencial muito préximo do valor do pico de
oxidacdo da tirosina, Pry, incluida na estrutura do RTX (seccdo 1.3.1), como
confirmado na seccdo 4.1 do presente capitulo, e uma vez que eles existem em
solu¢c@o na razdo de 1:10 dsDNA: RTX, € possivel que a resposta do dsDNA seja
mascarada pelo RTX; 2) o pico corresponde ao RTX interagindo electrostaticamente
com o DNA; 3) a guanina livre também se oxida a este valor de potencial, o que pode
levar a inferir que houve intera¢do imediata entre 0 RTX e o dsDNA com depurinagéo,
mais especificamente, com a liberta¢do da guanina (Gua).

Para tempos longos de interacdo, Fig 4.4 (B), o comportamento manteve-se
constante, com um maior aumento das intensidades de correntes. No dltimo tempo,
69 h, observa-se desdobramento do pico, 0o que poderd estar a indicar o inicio do
efeito do RTX sob o dsDNA. Pode concluir-se, assim, que neste procedimento nao
ocorreram danos oxidativos na molécula de DNA e que é necessario realizar estudos

adicionais para conseguir identificar o novo pico obtido.

422 ESTUDO IN-SITU DA INTERACAO RTX - dsDNA COM UM
BIOSSENSOR ELECTROQUIMICO DE DNA

De modo a confirmar os resultados obtidos para a interacdo do RTX com o
dsDNA em solugdo, preparou-se um biossensor electroquimico de DNA de
multicamada a superficie do eléctrodo garantindo que o RTX n@o chega a superficie
do eléctrodo e que a resposta electroquimica seja exclusivamente devida a alteragdes
provocadas no DNA. Apds preparacdo dos biossensores de DNA, como descrito no
Capitulo 2, a interacdo entre os dois compostos foi seguida por diferentes periodos
tempos apds incubac¢do com RTX 2500 pg/mL, comparando as variacdes dos picos de
electroxidacdo caracteristicos do dsDNA e o aparecimento ou ndo dos picos
respetivos da oxidacdo dos seus produtos. Os estudos foram realizados em tempos

curtos, de 1 h até 4 h, e em tempos longos de interagdo, de 24 h a 72 h. Como controlo,
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biossensores de dsDNA também foram preparados e incubados em tampao fosfato por

igual periodo de tempo.
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Figura 4.6: Voltamogramas de DP com corre¢do de linha de base obtidos para biossensor

electroquimico de dsDNA em solucdo tampao fosfato 0,1 M a pH = 7,0 (—) controlo e (—)
incubada com 2500 pg/mL de RTX durante: (A) 1 h,2h,3he4he(B)24h,48he72h.
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No intervalo de tempo entre 1 h e 4 h, observaram-se bastantes diferencas
comparativamente aos estudos realizados em solugdo, Fig. 4.6 (A). Verifica-se o
desaparecimento do pico referente a dAdo enquanto que o pico referente a oxidacao
da dGuo decresce de intensidade, inferindo uma maior afinidade de interacdo do RTX
para os residuos de deoxiadenosina na molécula do dsDNA. Para além disto,
confirma-se a elevada condensacdo do dsDNA uma vez que esta alteragdo estrutural
leva a que haja uma grande dificuldade no contacto das bases com a superficie do
eléctrodo provocando, assim, a diminui¢do da intensidade dos picos respetivos. O
pico detetado a um potencial inferior relativamente a dGuo, E = + 0,69 V, diz respeito
a oxidacao da molécula de guanina livre (Gua) a Egu = + 0,68 V, libertada da
estrutura do dsDNA. Isto porque o biossensor estd completamente coberto com o
dsDNA e porque a definicdo dos picos traduz apenas uma resposta electroquimica.
Deste modo, pode concluir-se que para além de interagdes electroestdticas entre o
RTX e a molécula de dsDNA, a proteina provoca danos oxidativos ji que a
depurinag¢do resulta da oxidag@o no carbono C; na molécula de desoxirribose do DNA.
Para além disto, podem-se observar picos de baixa intensidade de corrente aos
potenciais + 0,35 V e + 0,47 V indiciando o inicio do processo de oxidagdo dos
residuos de dAdo/dGuo com produgio de 2,8-DHA/8-Ox0G, respetivamente.

Para tempos mais longos de interagdo, Fig. 4.6 (B), o pico da dAdo continua a
ndo ser detetado o que prova com clareza a forte interagdo entre o RTX e esta base
azotada. Ocorreram também danos oxidativos na molécula de dsDNA, acentuados
pela definicdo do pico a potenciais mais reduzidos, £ = + 0,33 V, correspondente a
formacdo de 2,8-DHA ou de 8-Ox0G.

A interag@o entre o RTX e o dsDNA parece ser bastante peculiar. Isto porque
ndo existe uma evolugdo gradual da resposta electroquimica, mas sim uma dindmica
intemporal. Quer isto dizer que o processo € desigual e reversivel pelo facto de, por
exemplo, a 72h e a 3h haver desnaturagdo da molécula de DNA por aumento da
intensidade do pico de dGuo. O mesmo acontece para o processo de depurinagdo, em
que, para 2h e 24h de interagdo, se observa uma maior oxidacdo da dGuo com
libertagdo da guanina para a solucdo. Isto deve-se essencialmente & complexidade
estrutural tanto do dsDNA como do RTX.

Pode concluir-se, assim, que o processo de interagdo entre 0 RTX e o dsDNA
¢ dinamico promovendo alteragdes estruturais parciais, mas havendo sempre oxidacao

numa das purinas com formagdo ou de 8-OxoG ou de 2,8-DHA.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES



Ao longo deste trabalho, o comportamento electroquimico do RTX na
superficie do GCE, bem como a sua interagdo com o dsDNA foram investigados,
numa ampla gama de pH utilizando técnicas voltamétricas.

Uma vez que o RTX € uma proteina bastante complexa, foi desenhado um
protocolo minucioso de modo a contemplar o estudo da sua desnaturag@o por acdo de
desnaturantes e de agentes redutores. Foi, assim, necessdrio averiguar os mecanismos
de oxidagd@o do SDS, agente desnaturante escolhido que ndo mostrou electroatividade
a superficie do eléctrodo, ao contririo do DTT e do TCEP, agentes redutores
utilizados.

O oxidagdo electroquimica dos agentes redutores foi investigada por CV e por
voltametria de DP numa vasta gama de pH, num eléctrodo de carbono vitreo. O
mecanismo de oxida¢do de ambos é um processo dependente de pH, irreversivel,
controlado por difusdo e que ocorre em um passo, com a transferéncia de dois
electrdes seguida de desprotonacdo. No caso do DTT, a oxidacdo ocorre no grupo tiol
que tem um pKa de 8,3, enquanto que a oxidacdo do TCEP ocorre na fosfina central
da molécula. Contudo, na oxidacdo do TCEP em meio neutro, o radical formado
poderd reagir com outros radicais, formando um polimero na superficie do GCE com
bloqueio do eléctrodo e dificultando a transferéncia dos electrdes. Os resultados
mostram ainda que nenhum dos agentes redutores originam produtos de oxidagao
electroativos. Os coeficientes de difusdo calculados para os agentes redutores foram: a
pH = 7,0 para o DTT, de Dprr = 2,83 X 10°cm®s'e a pH = 4,0 para o TCEP de
Drcep = 1.12x 10° em® 5™

Numa proteina, os aminodcidos que sdo oxidados e detetados
electroquimicamente sdo: metionina, tirosina, histidina, triptofano e cisteina. Tendo
como base estudos dos seus mecanismos de oxidacdo previamente realizados, foi
possivel concluir sobre a resposta electroquimica do RTX no GCE.

Em primeiro lugar, foi realizado o estudo electroquimico para o RTX na sua
forma nativa, por imobiliza¢do do RTX em monocamada para uma vasta gama de pH.
Observou-se o aparecimento do pico correspondente a oxidacdo da tirosina para todos
os pH, enquanto que para pH = 3,0 e 4,0 observou-se também o aparecimento do pico
de oxidag¢do da metionina.

Sendo o RTX constituido por vérios aminodcidos electroativos pensou-se que

ao desestabilizar a cadeia polipeptidica, deveria ser possivel caracterizar ainda melhor
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o RTX. Deste modo, efetuaram-se incubagdes de biossensores electroquimicos de
RTX com o SDS, o DTT e o TCEP, durante vérios periodos de tempo numa solugdo
fosfato 0,1 M pH = 7,0. O SDS aumentou o nimero de tirosinas detetadas quando
comparado com o controlo, mas deu origem a picos de oxidacdo com uma grande
largura a meia altura, inferindo a existéncia de outros aminoacidos possiveis de serem
detetadas. O DTT, a partir de 60 minutos de incubagdo, inclusive, permitiu uma
desestabilizagdo de tal modo que foi possivel detetar os dois passos de oxidagdo do
triptofano na superficie do eléctrodo, bem como a oxidacdo da histidina e da tirosina
jé encontrada para o RTX nativo. Apesar de o TCEP ser um agente redutor mais forte
que o DTT, a sua dificuldade em aceder as pontes dissulfeto € maior e os resultados
da sua incubag¢do com o RTX demonstraram isso mesmo: s6 foi possivel aumentar o
numero de tirosinas detectaveis, tal como aconteceu com o SDS.

Colocar o RTX em contacto com o dsDNA era o grande desafio deste trabalho.
Nio existe qualquer referéncia de que alguma vez se tenha observado a interagdo do
RTX com o DNA, para além do receptor CD20. Os resultados apresentados indicam
que o RTX pode provocar diversos efeitos sobre a estrutura do B-DNA. O pico da
dAdo desapareceu por completo nas experiéncias com o0s biossensores, demonstrando
que o RTX tem preferéncia de interagdo com este desoxirribonucledtido e também o
pico da dGuo reduziu de intensidade. Estes resultados indicam que o RTX induz a
condensacdo do DNA, j4 que as bases deixam de estar disponiveis a transferir
electrdes para a superficie do eléctrodo. Para além desta desestabilizagdo, o RTX
provocou danos oxidativos na molécula de dsDNA, confirmado pelo aparecimento do
pico correspondente a oxidacdo da guanina livre (depurinagdo) e do pico
correspondente a 8-oxoGuanina, produto de oxidacdo da dGuo. O processo de
interagdo entre RTX-dsDNA mostrou ser bastante dindmico e independente do tempo
de interacdo.

Tendo em conta os resultados aqui apresentados, € possivel pensar que o RTX
possa afectar os linfécitos B envolvido nas diversas patologias para as quais o
farmaco é administrado, por interacdo com o DNA. Mais uma vez, as técnicas
electroquimicas demonstraram ser vantajosas para estudos preliminares da interacao

entre diversos compostos.
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