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Introducao e Objetivos

A adenosina (ADO) e seus
nucleotideos derivados (AMP, ADP e ATP) sao
reguladores chave do sistema metabdlico e
imunoldgico, podendo atuar na supressdo ou
indugcdo de respostas imunes em diversos
contextos, incluindo o0s microambientes
tumorais. Nesse contexto, os papéis de ADO e
ATP, por exemplo, podem ser bastante
diferentes e até opostos. Assim, para uma
melhor compreensao dos efeitos da variagdo
de concentragdo de ADO em meios bioldgicos
e microambientes tumorais, a detecgéo in situ
seletiva dessa molécula se faz importante.

Em etapas anteriores deste projeto,
foram desenvolvidos sensores seletivos para
ADO em pH fisiolégico. Os objetivos deste
trabalho foram i) caracterizar os eletrodos de
pasta de carbono (EPC) modificados em
solugdo de adenina (EPC-ADE) quanto a
morfologia, composicdo e propriedades
eletroquimicas ii) testar a aplicagdo dos
eletrodos modificados no meio de cultura
utilizado para crescimento de células epitélio
bronquio humanas (BEGM).

Métodos e Procedimentos

Para a modificacdo dos eletrodos em
solucdo de adenina, foi feita aplicacédo de 1,3 V
sobre o eletrodo de trabalho numa solugédo 0,5
mmol L' de adenina em tamp3&o fosfato 7,4 sob
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agitacdo durante 12 minutos. Para a
modificacdo dos eletrodos com Nafion®, foi
depositado na superficie do eletrodo 4 yL de
Nafion® 0,5%, o eletrodo foi deixado em
repouso por 30 minutos antes de ser utilizado
para realizar as medidas. Para testar os
eletrodos modificados, foi utilizada a
voltametria de pulso diferencial.

Simulagdes computacionais
unidimensionais foram obtidas com o software
DigiElch 8 e simula¢cdes em duas dimensdes
foram feitas no programa MATLAB 2022b.

Imagens de microscopia Oética e
microscopia de varredura eletrénica foram
obtidas com um microscépio Olympus SC30 e
no equipamento do Instituto Maua de
Tecnologia, respectivamente. Também se
utilizou a técnica de lonizagdo/Dessorgédo a
Laser Assistida por Matriz acoplada com
Espectrometria de Massas de Tempo de Voo
(do inglés, MALDI-TOF). O experimento foi feito
na Central Analitica IQ-USP. Para a obtengao
dos espectros, a superficie do EPC/ADE foi
removida e em seguida foi misturada em
solugdo aquosa de Aacido trifluoracético e
propor¢gao equimolar de di-hidroxibutirato e
a-acido a-ciano-4-hidroxicinamico.

Resultados

Em uma etapa anterior deste projeto,
foi verificado que eletrodos de pasta de
carbono modificados eletroquimicamente em
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solugdes de bases purinicas sdo capazes de
atuar como sensores seletivos para adenosina
(ADO) em meios contendo nucleotideos como
AMP, ADP e ATP. A partir de experimentos com
sondas eletroquimicas eletricamente
carregadas, foi concluido que a superficie de
EPC modificada em solugdo de ADE interage
mal com espécies carregadas negativamente,
0 que justifica a supressdo de sinal de
nucleotideos.

No presente trabalho, simulagbes de
uni- e bidimensionais de voltamogramas em
condi¢cdes de cinética eletrodica heterogénea
revelaram que a superficie modificada da pasta
de carbono provavelmente é heterogénea,
apresentando propriedades cinéticas
eletroquimicas diferentes ao longo de sua
extensdo (Figura 1). Isso foi confirmado por
meio dos espectros de massas (MALDI-TOF) e
imagens de microscopia (6tica e MEV) obtidas
para a superficie eletrédica, que n&do apenas
revelaram a presenga de multiplos compostos
na superficie eletrédica modificada e uma
morfologia irregular diferente do EPC sem
modificagao.
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Figura 1. Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC (linha sdlida preta) e
EPC-ADE (linha s¢lida vermelha) em KCI 0,5 mol L™ contendo 1 mmol L' de
Ks[Fe(CN)¢] (a esquerda) e, a direita, voltamogramas simulados pelo método
de elementos finitos para um processo reversivel sobre uma superficie
homogénea e uma superficie heterogénea.

No entanto, ao utilizar o EPC/ADE para
medidas no meio de cultura, ndo foi possivel
quantificar ADO devido a presenca de cloreto
no meio e outros interferentes presentes no
meio. Para tentar contornar essa situacao,
nesta parte do projeto os eletrodos foram
modificados em solugcdo de adenina e com
Nafion® em diferentes condicdes, e foram
obtidos voltamogramas no meio de cultura,
como mostrado na Figura 2. O problema de
sensibilidade na presenca dos interferentes no

meio de cultura nao foi resolvido, e sera focado
na continuidade do projeto.

109 —— CPE/BEGM

—— CPE/BEGM + ADO 0,1mM
—— CPE/ BEGM + ADO 0,2mM

81— CPEINF/BEGM
CPE/NF/ BEGM + ADO 0, 1imM

CPE/NF/ BEGM + ADO 0,2mM

4 /

R §
-~

09 10 11 12 13 14
EIV vs Ag/ AgCl, KClig,y

110A

Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em BEGM utilizando
como eletrodo de trabalho EPC na auséncia de ADO, contendo 0,1 mM, 0,2
mM de ADO e utilizando EPC modificado com Nafion nas mesmas condigdes.

Conclusoes

A superficie do eletrodo parece ter
carater heterogéneo, de modo que a interacao
da superficie com espécies negativamente
carregadas depende da sua posicdo na
superficie do eletrodo. As imagens de
microscopia Optica e de varredura indicam a
formagao de um filme fino sobre a superficie da
pasta de carbono. Os espectros de massas
revelaram a presenca de dimeros hidroxilados
de adenina na superficie modificada, além de
outros compostos mais pesados ainda nao
identificados. As medidas em BEGM indicam
que as interferéncias nesse meio vao além do
cloreto, e deverdo ser contornadas para
possivel quantificacdo de ADO. Futuramente,
serdao feitas medidas em tampao fosfato
contendo células epitélio bronquio humanas na
tentativa de quantificar ADO nesse meio.
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