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RESUMO 

Os mecanismos eletroquímicos da isatina e de trinta compostos indólicos 

derivados da isatina, que possuem um amplo perfil farmacológico, e das proteínas 

membranares calmodulina e caveolinas 1, 2, 3, foram investigados utilizando técnicas 

voltamétricas, no elétrodo de carbono vítreo. Estas moléculas estão interligadas ao nível 

biológico, uma vez que a calmodulina, que tem um papel fundamental na sinalização e 

regulação dos canais de cálcio, é também uma proteína de ligação de várias moléculas, 

entre as quais a isatina. Além disso, a calmodulina, quando ligada com o cálcio, 

intervém na mediação de reações biológicas, e em alguns mecanismos de acção das 

caveolinas, tais como na libertação e ativação da enzima eNOS que interage com a 

caveolina 1 nas células endoteliais. 

A isatina e os seus derivados participam num elevado número de reações de 

síntese orgânica, que levam ao desenvolvimento de moléculas com perfil farmacológico 

muito vasto e diversas aplicações clínicas, devido às suas propriedades antimicrobianas, 

anticancerígenas e anti-inflamatórias. A influência dos grupos substituintes 

nitrogenados, halogenados, morfolino, hidroximetil e metil dos derivados da isatina, no 

comportamento eletroquímico da isatina, foi avaliada e foram observados mecanismos 

redox diferentes, caraterísticos de cada grupo funcional. De todos os grupos funcionais, 

os átomos de halogéneo, Cl, F, Br, I, foram os que influenciaram mais fortemente os 

processos redox da isatina. Foram propostos mecanismos de oxidação e redução para 

todos os derivados da isatina estudados.  

A oxidação da calmodulina, no estado nativo e desnaturado, foi investigada por 

voltametria de impulso diferencial e por espectroscopia de impedância eletroquímica, 

com base no comportamento eletroquímico dos resíduos dos aminoácidos eletroativos 

tirosina, histidina e metionina. As alterações conformacionais provocadas pela 
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agregação dos iões de cálcio na calmodulina foram estudadas por voltametria de 

impulso diferencial e espetroscopia de impedância eletroquímica. A microbalança de 

cristais de quartzo permitiu determinar a agregação de iões de cálcio na superfície da 

grafite modificada com calmodulina.  

A oxidação das proteínas caveolinas no estado nativo foi investigada por 

voltametria cíclica, de impulso diferencial e de onda quadrada e foi observado apenas 

um processo de transferência de electrão, correspondente à oxidação dos resíduos de 

aminoácidos tirosina, triptofano e cisteína. A caveolina 2 foi desnaturada tendo sido 

observadas alterações significativas na resposta eletroquímica. A interação das 

caveolinas 1, 2 e 3 com o colesterol foi investigada, e foi confirmada, como era de 

esperar, a interacção com a caveolina 1, enquanto as caveolinas 2 e 3 mostraram um 

comportamento eletroquímico inalterado na presença do colesterol. 

A investigação do comportamento voltamétrico da calmodulina e das caveolinas 

fornece informação relevante, não apenas sobre os processos de oxidação na superfície 

do elétrodo de carbono vítreo, mas também sobre as alterações estruturais e 

morfológicas. 
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ABSTRACT  

The electrochemical behaviour of isatin and thirty isatin derivatives, that present 

a broad pharmacological spectrum, and of membrane proteins calmodulin and caveolins 

1, 2, and 3, were investigated using voltammetric techniques at a glassy carbon 

electrode. These molecules are linked at biological level, since calmodulin, which plays 

a key role in signalling and regulation of calcium channels, it also binds to and regulates 

a number of diverse target molecules, including isatin. Furthermore, calmodulin bound 

to calcium is involved in the mediation of important biological responses, and in some 

caveolins mechanisms of action, such as the release and activation of the eNOS enzyme 

that interacts with caveolin 1 in endothelial cells.  

Isatin and isatin derivatives participate in a large number of organic synthesis 

reactions, leading to the development of molecules with a very wide pharmacological 

profile and diverse clinical applications, due to their antimicrobial, anticancer and anti-

inflammatory characteristics. The influence of the nitrogen, halogen, morpholino, 

hydroxymethyl and methyl substituents, on the electrochemical behavior of isatin, was 

evaluated, and different redox mechanisms were observed for each substituent 

functional group. From all functional groups, halogen atoms showed the strongest 

influence on the isatin redox behavior. Oxidation and reduction mechanisms for all 

isatin derivatives were proposed. 

The oxidation process of calmodulin in native state and after denaturation was 

investigated by diferential pulse voltammetry and electrochemical impedance 

spectroscopy, based on the electrochemical behavior of its electroactive amino acid 

residues tyrosine, histidine and methionine. The calmodulin conformational 

modifications, caused by calcium ions aggregation, were investigated by diferential 

pulse voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. The quartz crystal 
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microbalance allowed the determination of the calcium ions aggregation at the 

calmodulin modified graphite surface.  

The oxidation process of caveolins in native state was investigated by cyclic, 

diferential pulse and square wave voltammetry, and only one anodic electron transfer 

process was observed, corresponding to the electroactive amino acid residues tyrosine, 

triptofan, and cystein. Caveolin 2 chemical denaturation led to significant changes in the 

electron transfer oxidation current. The caveolins 1, 2 and 3 interaction with cholesterol 

was investigated, and significant changes in the caveolin 1 oxidation were observed. 

 The calmodulin and caveolins voltammetric study provided relevant 

information not only concerning their oxidation behaviour, but also concerning their 

morpholigical modifications that occurred at the glassy carbon electrode surface. 
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Notação: Símbolos Principais  
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C concentração  mol cm-3 (M) 
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e carga do eletrão  C 

E campo elétrico  V m-1 

E potencial do elétrodo  V 

 Eθ̓          potencial formal   

 Ep               potencial de pico   

 ∆Es            degrau de potencial   

EF energia de Fermi  eV 

Eredox energia do par redox  eV 

f frequência  Hz 

 f0   frequência fundamental do cristal de 

quartzo  

 

I corrente elétrica  A 
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 If    corrente faradaica   

 If     corrente direta (forward current)  

 Ip    corrente de pico  
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n número de eletrões transferidos  — 
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Q elemento de fase constante F 

R resistência  Ω 

 Rct    resistência à transferência de carga   

 RΩ    resistência da solução numa célula  



 
x 

t tempo s 

T temperatura K 

W1/2 largura a meia-altura do pico  mV 

X reactância  Ω 

Z impedância  Ω 

 Z ҆            parte real da Z  

 Z ҆ ҆           parte imaginária da Z  

α coeficiente de transferência de carga  — 
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Γ concentração da espécie adsorvida mol m-2 

θ exp[(nF/RT)(E- E0´)]  

μ Modo de cisalhamento do cristal de quartzo g cm-1 s-1 

ρ densidade do cristal de quartzo g cm-3 

σ v(nF/RT) — 

v velocidade de varrimento V 
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Φ diâmetro  m 

φ ângulo de fase   

ω frequência radial rad s-1 
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a anódico 

c catódico 

f final 

i inicial 

max valor máximo  

min valor mínimo  

p pico 

 

 

x 



 

 
xi 

Abreviaturas 

ApoCaM apocalmodulina  

CaM calmodulina 

CAV-1 caveolina 1 

CAV-2 caveolina 2 

CAV-3 caveolina 3 

Cys cisteína 

DP impulso diferencial 

DTT ditiotreitol 

EIS Espectroscopia de impedância eletroquímica  

GCE elétrodo de carbono vítreo  

GuaHCl Hidrocloreto de guanidina  

His histidina 

HoloCaM holocalmodulina 

ISA isatina 

Met metionina 

QCM balança de cristal de quartzo  

SDS dodecil sulfato de sódio 

SW onda quadrada  

TCEP tris-(2-carboxietil)-fosfina 

Trp triptofano 

Tyr tirosina 

 

Constantes físicas fundamentais  

e unidade de carga elétrica  1,602 × 10-19 C 

F constante de Faraday 9,648 × 104 C mol-1 
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1.1 Introdução  

A saúde é um bem precioso para a humanidade. Em todo o mundo, milhões de 

pessoas vêm a sua saúde afetada por várias condições patológicas, tais como doenças 

infectocontagiosas, distúrbios neurológicos como a doença de Parkinson e de 

Alzheimer, doenças crónicas como a diabetes e a hipertensão, doenças cardiovasculares, 

e cancro que é das doenças que mais receio provoca na sociedade, por lhe estar 

associado um elevado nível de mortalidade e tratamentos muito dolorosos. Infelizmente, 

a nível mundial verifica-se um aumento de incidência deste tipo de doenças, assim 

como o aparecimento de novos casos de cancro e de doenças para as quais não existe 

tratamento e, como resultado, apenas se pode atuar no sentido de minimizar os seus 

sintomas, melhorando assim a qualidade de vida do doente. 

De um modo geral, um medicamento (fármaco) é qualquer substância química 

que afeta o organismo e a sua estrutura, uma vez que é capaz de provocar alterações nas 

funções biológicas através de ações químicas. De acordo com a legislação portuguesa, 

nomeadamente o Decreto-Lei 176/2006 de 30 de agosto, “medicamento é toda a 

substância ou associação de substâncias apresentada como possuindo propriedades 

curativas ou preventivas de doenças em seres humanos ou dos seus sintomas, que possa 



 
2 

ser utilizada ou administrada no ser humano com vista a estabelecer um tratamento 

médico ou, exercendo uma ação farmacológica, imunológica ou metabólica, a restaurar, 

corrigir ou modificar funções fisiológicas” [1]. 

O processo global de desenvolvimento de novos fármacos envolve uma 

investigação, que consiste em identificar a substância química inicial com um 

determinado perfil, seguido da demonstração da sua eficácia e segurança antes da 

introdução no mercado. Todo este processo envolve o esforço de uma equipa 

multidisciplinar de investigadores de diversas áreas.  

Uma substância química para ter interesse farmacêutico deve obedecer a 

determinadas caraterísticas que lhe permitam ligar-se a um determinado alvo e atingir o 

efeito desejado. Muitos outros fatores também devem ser levados em consideração, 

entre eles, a atividade da molécula in vivo, a estereoquímica, difusão, solubilidade, 

metabolismo, as transferências de protão e as reações redox envolvidas nos processos 

fisiológicos. Estas últimas desempenham um papel fundamental porque uma grande 

parte dos fenómenos biológicos, fundamentais no desenvolvimento e na manutenção da 

vida, correspondem a processos metabólicos e fisiológicos que envolvem a separação e 

a transferência de carga. Entre as reações químicas que ocorrem nos seres vivos com 

transferência de protão e redox fazem parte por exemplo, as reações de produção de 

energia necessária para a preservação da vida.  

A eletroquímica tem a vantagem de permitir determinações quantitativas de 

analitos diretamente na amostra, sem necessidade de tratamento ou separação química e, 

em situações em que os efeitos de matriz são reduzidos. Além disso, a utilização dos 

métodos voltamétricos permite a determinação e deteção rápida e simultânea de 

compostos farmacêuticos, com custos reduzidos, procurando evitar o uso de solventes 

orgânicos, aspetos muito importantes atualmente em qualquer análise [2–7]. A 
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investigação dos processos de transferência de eletrões em reações biológicas, fornecida 

por dados eletroquímicos e correlacionados com a estrutura-atividade da molécula, pode 

fornecer informações úteis sobre os mecanismos que ocorrem nas células vivas [8–10].  

O trabalho desenvolvido insere-se neste contexto, pois tem como objetivo a 

investigação do comportamento redox e dos mecanismos de oxidação e redução de 

vários compostos indólicos e das proteínas membranares calmodulina e caveolinas.  

Na primeira parte do trabalho foi investigado o comportamento eletroquímico e 

os respetivos mecanismos de oxidação e redução de vários compostos indólicos 

derivados da isatina (ISA), que possuem um amplo perfil farmacológico. Os compostos 

em estudo foram separados em três grupos distintos em função dos grupos funcionais 

que se encontram ligados à ISA.  

Na segunda parte foi investigado o comportamento eletroquímico da proteína 

calmodulina e a sua interação com o cálcio, e das proteínas caveolina 1, caveolina 2 e 

caveolina 3, e a sua interação com o colesterol.  

Este sistema está de certo modo interligado, uma vez que a calmodulina é 

também uma proteína de ligação da isatina. O perfil farmacológico dos derivados da 

isatina poderá eventualmente ter efeito sobre os mecanismos de ação dos sistemas 

biológicos onde a calmodulina está implicada. Ainda, nas células endoteliais, a 

caveolina 1 interage com a enzima eNOS, de forma a inibir a sua atividade, sendo que a 

libertação e ativação da enzima ocorre devido à sua interação com a calmodulina na sua 

forma saturada de cálcio. 

Apresenta-se a seguir uma descrição das propriedades farmacoterapêuticas, 

físico-químicas e eletroquímicas de todos os compostos estudados, uma breve descrição 

dos aminoácidos e das proteínas; assim como dos princípios básicos da eletroquímica e 

de todas as técnicas utilizadas no decorrer do trabalho experimental. 
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1.2 Compostos aromáticos: indol  

A primeira parte deste trabalho incide no estudo do comportamento 

eletroquímico de três grupos de compostos aromáticos derivados da isatina, um 

importante derivado do indol, descritos nos capítulos 3, 4 e 5, e que apresentam várias 

propriedades farmacoterapêuticas. 

Os indóis representam uma família de compostos aromáticos que se encontram 

presentes predominantemente em plantas, animais e como metabolitos de bactérias e 

fungos [11].  

O indol, Figura 1.1, tem como estrutura base um composto orgânico aromático 

com uma estrutura bicíclica, que resulta da fusão do anel benzeno nas posições C2 e C3 

do anel pirrol [12,13]. Estes compostos possuem um importante sistema de anéis 

heterocíclicos que faz com que os seus derivados sejam alvo de especial interesse nas 

áreas tanto da química biológica como na área da química medicinal. 

 

N
H

1

2

3
4

5

6

7

Indol
 

 

Figura 1.1 Estrutura química do indol.  

 

O indol pode apresentar substituições nas diferentes posições do anel indólico, 

no entanto, devido às caraterísticas do anel pirrol, sofre substituição aromática 

eletrofílica preferencial na posição C3 [12,14]. Como exemplos de indóis substituídos 

temos: o triptofano (aminoácido essencial para os seres humanos, uma vez que está 

presente na maioria das proteínas), a melatonina e o 5-metoxitriptofol (hormonas 

segregadas pela glândula pineal), a serotonina (neurotransmissor sintetizado no 
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organismo) e o ácido indol-3-acético (hormona importante presente nas plantas) [15]. 

Na verdade, são muitos os derivados do indol que são fundamentais em diversos 

processos biológicos e microbiológicos.  

O indol também é um importante núcleo biologicamente ativo, que faz parte da 

estrutura de vários compostos farmacêuticos, agroquímicos e alcalóides. Os estudos 

farmacológicos efetuados demonstram que os compostos indólicos possuem uma grande 

variedade de atividades biológicas [16,17], entre as quais anti-inflamatórias [18–20], 

analgésicas [19], antibacterianas [21], anticancerígenas [22,23], neuroprotetivas [24] e 

antioxidantes [15,25,26]. Devido às suas propriedades, o indol é uma estrutura de 

elevado interesse na química medicinal moderna, sendo utilizado no desenvolvimento 

de novos fármacos, com maior atividade e efeitos secundários mínimos.  

Os compostos indólicos podem sofrer oxidação eletroquímica através de vários 

mecanismos. O comportamento eletroquímico do indol e de alguns derivados já foi 

investigado em meio aquoso e utilizando diversos materiais de elétrodo [27–31]. 

 

1.2.1 Isatina  

A isatina (2,3-dioxindol, ISA), Figura 1.2, é um composto heterocíclico que 

possui na sua estrutura o núcleo indólico. A molécula possui vários centros reativos o 

que faz com que tanto a ISA como os seus derivados participem num elevado número 

de reações de síntese orgânica [32], sendo frequentemente utilizados como substrato na 

síntese de uma enorme variedade de derivados que possuem um amplo perfil 

farmacológico [33–35]. As reações de síntese incluem substituições eletrofílicas 

aromáticas nas posições C5, C6 e C7, reações de alquilação e acilação no nitrogénio, 

adições nucleofílicas no grupo carbonil C3, oxidações e reduções quimiosseletivas, e 

reações de Mannich e Michael, entre outras [32,35].  
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A isatina é um derivado metabólico da adrenalina e por isso está presente em 

diferentes regiões do cérebro, tecidos e fluidos humanos [36]. A sua distribuição no 

cérebro é específica e descontínua, podendo alcançar concentrações máximas de 1μM 

encontradas no hipocampus e no cerebelo [37]. Também se encontra distribuída na 

natureza em algumas plantas do género Isatis, por exemplo, nas espécies Calanthe 

discolor Lindl. e Couropita guianensis Aubl. e ainda na secreção da glândula parótida 

de sapos do género Bufo [37,38].  
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Figura 1.2 Estrutura química da isatina (ISA).  

 

A isatina é uma molécula muito importante pelas suas propriedades biológicas e 

farmacológicas, em particular as propriedades antimicrobiana, anticancerígena, 

antioxidante e anti-inflamatória [33,39]. Entre as várias funções da ISA, a função de 

modulador em diferentes processos bioquímicos tem servido de base a inúmeros estudos 

na última década.  

Inicialmente, a isatina foi identificada como um agente inibidor endógeno da 

enzima monoamina oxidase (MAO) [40] e, mais tarde, como inibidor específico da 

MAO B [41,42], e também da atividade do recetor guanilato ciclase, que é estimulada 

pelo peptídeo atrial natriurético [43] e pelo óxido nítrico [36]. Para concentrações 

superiores serve de inibidor de várias enzimas, e em doses elevadas (80 mg kg-1) 

provoca efeito sedativo e anticonvulsivo [39]. 
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A isatina interage de maneira reversível com um grande número de alvos 

biológicos conhecidos, entre os quais várias proteínas vitais para as células. Esta 

caraterística pode influenciar o modo de interação das proteínas de ligação com as 

estruturas citoesqueléticas, um fator que é determinante tanto na manifestação como na 

atenuação das doenças neurodegenerativas [44]. Estudos revelaram concentrações 

elevadas de isatina nas regiões do hipocampus e no córtex, que são normalmente 

afetadas pela deposição de péptidos beta amiloides (Aβ), caraterística da doença de 

Alzheimer, ou seja, parece existir uma relação entre a ISA e os péptidos Aβ que ainda 

não está bem definida [44]. O núcleo da isatina tem sido muito usado no 

desenvolvimento de compostos que atuam como inibidores da apoptose, 

anticonvulsivos e ansiolíticos [44]. 

O comportamento eletroquímico da isatina foi investigado em meio aquoso com 

o GCE [27] e com o elétrodo de mercúrio [45,46]. Apesar da importância da ISA o 

comportamento eletroquímico e os mecanismos redox dos derivados da ISA não se 

encontram bem clarificados.  

1.2.1.1 Derivados nitrogenados da isatina 

O grupo de derivados nitrogenados da isatina inclui todos os derivados que 

possuem na sua estrutura um ou mais átomos de nitrogénio, nomeadamente os grupos 

funcionais nitro, hidrazona, semicarbazona e tiosemicarbazona. 

Os derivados da isatina que possuem o grupo funcional hidrazona, Figura 1.3, 

do qual fazem parte a isatina-3-hidrazona e a 7-metil-isatina-3-hidrazona, pertencem ao 

grupo de compostos chamados de hidrazonas. Este grupo funcional permitiu 

desenvolver uma importante classe de novas moléculas que possuem atividade 

antimicrobiana [47,48], anticonvulsivo [49,50], analgésica [50], anti-inflamatória [50], 

antituberculosa e anticancerígena [48,51,52]. 
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Um estudo recente indicou que os derivados da isatina-3-arilhidrazona atuam 

como inibidores da agregação de péptidos Aβ impedindo a formação de placas 

amiloides fibrilares no meio extracelular do cérebro, muito caraterísticas das doenças 

neurodegenerativas [53]. 
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Figura 1.3 Estruturas químicas de derivados da isatina com o  

grupo funcional hidrazona. 

 

 

Os derivados da isatina com os grupos funcionais semicarbazona e 

tiosemicarbazona, Figura 1.4, apresentam um amplo perfil farmacológico que inclui 

atividade antitumoral, antiviral, antifúngicas e antibacteriana [54,55].  

De um modo geral, as semicarbazonas e as tiosemicarbazonas atuam através da 

inibição de enzimas ou estabelecem interações com DNA e inibição da síntese do  

DNA [54]. Em particular, as tiossemicarbazonas apresentam elevada afinidade para a 

enzima ribonucleotídeo redutase, que interfere diretamente na síntese do DNA e, 

consequentemente, com a divisão celular [56,57]. A sua atividade biológica também 

está atribuída à capacidade de formar complexos do tipo quelatos, onde as 

tiossemicarbazonas atuam como ligantes ao doar pares de eletrões aos iões metálicos 

[54,55].As isatinas–β–tiossemicarbazonas são moléculas relevantes no combate a 

tumores que desenvolvem resistência múltipla aos fármacos e são alvo de inúmeros 

estudos na tentativa da descoberta de novos medicamentos [58].  
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Figura 1.4 Estruturas químicas de derivados da isatina com os grupos  

funcionais semicarbazonas e tiosemicarbazonas. 
 

 

Os derivados da isatina-3-tiosemicarbazona, entre os quais, a isatina-3-

semicarbazona, a isatina-3-tiosemicarbazona, a 5-bromoisatina-3-tiosemicarbazona e a 

5-nitroisatina e os seus complexos metálicos possuem atividade anticancerígena [59,60], 

são agentes antibacterianos, antivirais [61], antifúngicos, antituberculose [62] e  

anti-HIV [63], atividades biológicas comuns com a ISA e com o composto indol. 

Alguns compostos aromáticos que contêm na sua estrutura o grupo nitro são 

frequentemente utilizados como agentes quimioterapêuticos, cardiovasculares e também 

como anticonvulsivas [64,65]. 

1.2.1.2 Derivados halogenados da isatina 

Os derivados halogenados da isatina estudados possuem na sua estrutura um ou 

mais átomos de halogéneo (Cl, F, Br, I), Figura 1.5. Também estes são considerados 

moléculas bioativas muito promissoras, utilizadas frequentemente na síntese de 
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substâncias químicas com vista ao desenvolvimento de novos compostos com interesse 

farmacêutico [64–72].  

Os derivados da isatina que possuem flúor na sua estrutura serviram de base para 

a síntese de compostos classificados de agentes citotóxicos por apresentaram atividade 

antibacteriana contra quatro tipos de bactérias Gram-positivas e três tipos Gram-

negativas e atividade antifúngica contra dois tipos de fungos [70]. 

Um dos derivados mais interessantes é a 5-flúor-isatina que é o percursor do 

fármaco Sunitinib, aprovado em 2006 pela Food and Drug Administration (FDA) para o 

tratamento do carcinoma das células renais, de tumores de estroma gastrointestinais e de 

tumores neuroendócrinos pancreáticos [73,74]. O Sunitinib atua através da inibição de 

proteínas, em particular das proteínas tirosina quinase que estão envolvidas na formação 

de novos vasos sanguíneos (angiogénese), vitais para o crescimento rápido de tumores, 

progressão e desenvolvimento das metástases [75,76]. Atualmente, já existem 

compostos análogos ao Sunitinib, com 5-flúor, 5-cloro e 5-bromo, cuja citotoxicidade é 

idêntica ao fármaco Sunitinib [77]. O derivado 5-flúor-isatina também foi utilizado na 

síntese de uma série de compostos, alguns dos quais apresentaram atividade 

antituberculosa, verificada através da inibição completa da bactéria Mycobacterium 

tuberculosis [78].  

A síntese de vários compostos com os substituintes cloro, flúor e bromo foi 

efetuada, e verificou-se que apesar de todos os compostos obtidos apresentarem 

atividade anticonvulsante, a presença do átomo de flúor induz uma maior contribuição, 

seguida do átomo de cloro [79]. Relativamente aos derivados com os átomos de bromo 

e de cloro, encontram-se na literatura diversos artigos de revisão que atestam as suas 

propriedades farmacoterapêuticas [80–82].  
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Figura 1.5 Estruturas químicas de derivados da isatina com átomos de halogéneo. 
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As bases de Shiff e N-Mannich obtidas a partir dos derivados com os átomos na 

posição C5 apresentam atividade antifúngica e antibacteriana, no entanto, aqueles que 

possuem o átomo de bromo são os que apresentam melhores resultados relativamente à 

atividade antibacteriana [82].  

Estes derivados são também relevantes devido às suas propriedades citotóxicas e 

antineoplásicas [64,72], como é o caso dos derivados com bromo nas posições C5, C6 e 

C7, alguns dos quais com mais do que um átomo de halogéneo no anel benzeno, aspeto 

que parece influenciar positivamente a atividade anticancerígena da molécula [65].  

A relação estabelecida entre a estrutura da molécula e a sua atividade determina 

que as moléculas substituídas nas posições C5, C6 e C7, com um ou mais átomos de 

halogéneo, apresentam melhores resultados em comparação com a ISA. No entanto, 

quando o átomo se encontra na posição C5, a molécula apresenta melhores resultados 

relativamente à atividade farmacoterapêutica, sendo esta posição considerada a mais 

favorável para a substituição de halogéneos uma vez que está associada a um aumento 

generalizado da atividade biológica não só na ISA e derivados mas num grande número 

de compostos indólicos. A substituição na posição C5 por átomos mais eletronegativos, 

como é o caso do cloro e do bromo, aumenta a lipofilicidade das moléculas e melhora a 

citotoxicidade das mesmas [35,65].  

Uma vez que os derivados halogenados são muitas vezes aplicados na síntese de 

moléculas bioativas com interesse farmacêutico comprovado, torna-se importante 

investigar o comportamento redox in vitro, com o objetivo de prever as reações redox 

que poderão ocorrer in vivo.  

1.2.1.3 Derivados da isatina com os substituintes morfolino, hidroximetil e metil  

Neste grupo estão incluídos os restantes derivados da isatina, a maioria com o 

grupo substituinte na posição C1, ligado ao nitrogénio. Dele fazem parte os compostos 
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que possuem na sua estrutura os grupos substituintes morfolina, representados na 

Figura 1.6, e os compostos com os grupos funcionais hidroximetil e metil, Figura 1.7. 

Alguns derivados também possuem os átomos de halogéneo cloro, bromo, fluor e iodo 

nas posições C5 ou C6.  

As moléculas formadas por derivatização do nitrogénio, com reações de 

substituição do tipo arilação, alquilação ou acilação, são frequentemente usadas como 

intermediários ou percursores na preparação de uma grande variedade de compostos 

heterocíclicos bioactivos [35,65].  

O anel de morfolina, Figura 1.6, e os seus derivados pertencem a uma classe de 

compostos de elevado interesse, uma vez que são aplicados em diversas áreas, entre as 

quais a indústria têxtil, agricultura e farmacêutica. Os derivados da morfolina são 

frequentemente utilizados na indústria farmacêutica devido às propriedades 

farmacocinéticas que conferem às moléculas desenvolvidas [83].  
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Figura 1.6 Estruturas químicas de derivados da isatina com o grupo funcional 

morfolina. 
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As bases de Schiff e Mannich derivadas da ISA que possuem o substituinte 

morfolina na posição C1 apresentam atividade antibacteriana, antifúngica [84] e 

propriedades anticancerígenas [65,85]. Este tipo de moléculas possui caraterísticas 

quelantes, que permitem formar complexos metálicos com propriedades citotóxicas, no 

entanto a estrutura dos ligandos, dos metais complexos e do tipo de ião metálico 

influência a atividade biológica das moléculas [86].  

A morfolina faz parte da estrutura dos morfolinos, análogos sintéticos do DNA, 

constituídos por bases de DNA convencionais distribuídas ao longo de uma estrutura 

principal não carregada de anéis de morfolina ligados por grupos fosforodiamidatos 

[87]. Estes análogos permitem redesenhar a especificidade e afinidade de hibridização 

com DNA natural ou RNA e são utilizados para aplicações em diagnostico, em 

tecnologias de hibridização à superfície [88–90], por exemplo em biossensores e 

microchips de DNA mas com morfolino imobilizado na superfície, e como agentes 

inibidores da expressão de determinados genes [87].  

Os derivados de metilisatina, Figura 1.7, estão a ser utilizados no 

desenvolvimento de moléculas com propriedades anticonvulsivas, e neste caso, o grupo 

metilo permitiu aumentar a lipofilicidade das moléculas desenvolvidas [81].  

Nos últimos anos a química do indol, e mais propriamente da ISA e derivados, 

tem recebido muita atenção devido às aplicações clínicas e sintéticas dos compostos. A 

versatilidade das moléculas e as suas propriedades biológicas e farmacológicas 

aumentam o interesse nos seus derivados, no entanto, apesar dos estudos realizados e da 

sua importância, pouco se sabe relativamente ao mecanismo redox destes compostos. 

Existem alguns estudos na literatura acerca do comportamento eletroquímico da ISA e 

de alguns derivados, tanto em meio aquoso como em meio não aquoso, recorrendo à 

voltametria cíclica com elétrodos de carbono vítreo e de mercúrio [27,45,46]. 



 

 
15 

 

N

CH3

O

O

N
H

O

O

N

CH3

O

O

Cl

N
H

O

O

H3C

N
H

O

O

Cl

CH3

CH3

NCH3-ISA

NCH3-5Cl-ISA 5Cl-7CH3-ISA

NCH2OH-ISA NCH2OH-5Br-ISA

N
H

O

OH

N

CH2

O

O

OH

Br

N

CH2

O

O

OH

3OH-ISA

7CH3-ISA 5CH3-ISA

 
 

 

Figura 1.7 Estruturas químicas de derivados da isatina com os  

grupos funcionais metil e hidroxilo  

 

 

Neste trabalho foi investigado o comportamento eletroquímico de todos os 

derivados da isatina e foi avaliada a influência dos grupos funcionais [91–93]. Os 

resultados do comportamento eletroquímico e os mecanismos de oxidação e redução das 

moléculas foram apresentados nos Capítulos 3, 4 e 5. 
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1.3 Proteínas  

As proteínas são componentes celulares muito importantes nos sistemas 

biológicos pois estão envolvidas em funções essenciais para os organismos vivos, sendo 

as moléculas biológicas com a maior variedade de formas e funções. A segunda parte 

deste trabalho teve como objetivo estudar as propriedades eletroquímicas de proteínas 

que não contém cofatores redox.  

Uma vez que as proteínas são constituídas por aminoácidos, para entender as 

suas propriedades torna-se necessário fazer uma breve descrição da estrutura dos 

aminoácidos e das respetivas propriedades físico-químicas e eletroquímicas.  

 

1.3.1 Estrutura e propriedades dos aminoácidos. 

Os aminoácidos estão entre os componentes mais importantes dos organismos 

vivos. São moléculas derivadas de ácidos orgânicos cuja estrutura geral é constituída 

por um grupo amina, um grupo carboxílico e uma cadeia lateral R, de dimensões e 

caraterísticas variáveis, ligadas a um carbono central saturado (Cα), Figura 1.8 e 

Tabela 1.1. Na natureza existem centenas de aminoácidos diferentes, dos quais apenas 

20 aminoácidos fazem parte da composição das proteínas. Estes são denominados de α-

aminoácidos porque, à exceção da prolina, Tabela 1.1, todos têm os grupos amina e 

ácido carboxílico substituídos no mesmo carbono α.  
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Figura 1.8 Estrutura geral dos aminoácidos.  
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Tabela 1.1 Estrutura e propriedades químicas dos α-aminoácidos. 

Aminoácido 

(Abreviatura) 

[96] 
Cadeia lateral 

Polaridade 

da cadeia 

lateral 

Carga da 

cadeia lateral 

(pH = 7,00) 

Índice de 

hidropaticidade 

[97] 

Alanina  

Ala (A) 
H3C  apolar Neutra 1,8 

Arginina  

Arg (R) 
H2N C

NH

H
N

H2
C

H2
C

H2
C

 
polar Positiva -1,4 

Asparagina  

Asn (N) 
H2N C

NH

H2
C

 
polar Neutra -3,5 

Ác. Aspártico  

Asp (D) 
HO C

O

H2
C

 
polar Negativa -3,5 

Ác. Glutâmico  

Glu (E) 
HO C

O

H2
C

H2
C

 
polar Negativa -3,5 

Cisteína  

Cys (C) 
H2
CHS  apolar Neutra 2,5 

Glutamina  

Gln (Q) 
H2N C

O

H2
C

H2
C

 
polar Neutra -3,5 

Glicina  

Gly (G) H  apolar Neutra -0,4 

Histidina  

His (H) 
H2
C

N

HN
 

polar Neutra -3,2 

Isoleucina  

Ile (I) 
H3C

H2
C

H
C

CH3  
apolar Neutra 4,5 

Leucina  

Leu (L) 
H3C

H
C

H2
C

CH3  
apolar Neutra 3,8 

Lisina  

Lys (K) 
H2N

H2
C

H2
C

H2
C

H2
C  polar Positiva -3,9 

Metionina  

Met (M) 
H3C S

H2
C

H2
C  apolar Neutra 1,9 

Fenilalanina  

Phe (F) 

H2
C

 
apolar Neutra 2,8 

Prolina  

Pro (P) 
C O

H
N

OH  

apolar Neutra -1,6 

Serina  

Ser (S) HO
H2
C  

polar Neutra -0,8 

Treonina  

Thr (T) 
H3C

H
C

OH  
polar Neutra -0,7 

Triptofano  

Trp (W) 

H2
C

HN

 

apolar Neutra -0,9 

Tirosina  

Tyr (Y) 

H2
CHO

 
polar Neutra -1,3 

Valina  

Val (V) 
H3C

H
C

CH3  
apolar Neutra 4,2 
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Todos os α-aminoácidos contêm carbono, hidrogénio, azoto e oxigénio, no 

entanto existem dois, a metionina e a cisteína, que também contêm enxofre Tabela 1.1 

[94,95]. 

Os α-aminoácidos partilham com outros monómeros bioquímicos uma 

propriedade essencial que lhes permite formar polímeros, ou seja, os grupos NH3
+ e 

COO- que podem reagir com outros grupos e formar ligações covalentes.  

No caso da formação de proteínas ocorrem ligações peptídicas entre vários 

aminoácidos, na qual o grupo amina de uma das moléculas reage com o grupo carboxilo 

da outra resultando na eliminação de uma molécula de água e na formação de um 

polipéptido [94]. 

O comportamento ácido-base dos aminoácidos é importante porque influencia a 

sua reatividade e, consequentemente também influencia as propriedades das proteínas. 

Além disso, o método de identificação dos diferentes aminoácidos vai depender das 

propriedades ácido-base de cada aminoácido [94].  

Em condições de pH = 7,0 os grupos carboxilo e amina encontram-se carregados 

mas, no intervalo de pH de 1 a 14 estes grupos apresentam uma série de equilíbrios que 

envolvem reações de ligação ou dissociação de um protão. 

 

C
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H

H3N C

O

O
R

C

H

H2N C

O

O
R

pH ~2 pH ~7 pH ~12
 

 

Figura 1.9 Estruturas principais dos aminoácidos em função do valor de pH.  
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Para pH ~ 2,0 ocorre a ligação de um protão que neutraliza a carga do grupo 

carboxilo, enquanto que para pH ~ 12 ocorre a dissociação de um protão do grupo 

carboxilo, neutralizando-se o grupo amina. As estruturas de ionização dos aminoácidos 

em função do pH estão representadas na Figura 1.9.  

Para ambas as situações, ocorre a ionização dos grupos carboxilo e amina, no 

qual o grupo doador de protões é  ̵ COOH ou  ̵ NH3
+, e o grupo aceitador de protões é  

 ̵ COO‾ ou  ̵ NH2 [94]. A extensão da ionização depende da constante de equilíbrio da 

reação. 

Na Tabela 1.2 são apresentados os valores do pK1, do pK2 e do pKR, para os  

20 α-aminoácidos, referindo-se aos grupos ácido carboxílico, amina e ao grupo 

funcional R, respetivamente.  

Os grupos carboxilo com valores de pK1 ~ 2,2, são ácidos fracos, e para pH > 3,5 

estes grupos encontram-se na forma de carboxilatos. Os grupos amina com valores de  

pK2 ~ 9,4 são bases fracas, e para pH < 8,0 os aminoácidos encontram-se na forma de 

iões amónia. No intervalo de pH fisiológico, ambos os grupos carboxílico e amina 

encontram-se completamente ionizados, na forma de iões dipolares ou zwitterions, 

Figura 1.9. Os aminoácidos são substâncias anfotéricas, podendo atuar como ácido ou 

como base [95]. 

A cadeia lateral R é responsável pelas diferentes propriedades de cada um dos 

aminoácidos e também pode conter grupos funcionais com características de doador ou 

aceitador de protões, como é o caso dos aminoácidos arginina, ácido aspártico, ácido 

glutâmico, lisina, cisteína, histidina e tirosina, que nestes casos envolve um pKR 

adicional [94]. Uma vez que as proteínas são constituídas por aminoácidos, as 

propriedades dos grupos da cadeia lateral R contribuem consideravelmente para as 

propriedades físico-químicas das proteínas. 
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Tabela 1.2 Valores de pK1, pK2 e pKR dos α-aminoácidos [95]. 

 

Aminoácidos pK1 (α-COOH) pK2 (α-NH3
+) pKR 

Alanina 2,35 9,87 - 

Arginina 1,82 8,99 12,48 

Asparagina 2,14 8,72 - 

Ác. Aspártico 1,99 9,90 3,90 

Ác. Glutâmico 2,10 9,47 4,07 

Cisteína 1,92 10,70 8,37 

Glutamina 2,17 9,13 - 

Glicina 2,35 9,78 - 

Histidina 1,80 9,33 6,04 

Isoleucina 2,32 9,76 - 

Leucina 2,33 9,74 - 

Lisina 2,16 9,06 10,54 

Metionina 2,13 9,28 - 

Fenilalanina 2,20 9,31 - 

Prolina 1,95 10,64 - 

Serina 2,19 9,21 - 

Treonina 2,09 9,10 - 

Triptofano 2,46 9,41 - 

Tirosina 2,20 9,21 10,46 

Valina 2,29 9,74 - 

 

Tendo em conta as estruturas da cadeia lateral R, Tabela 1.1, as principais 

diferenças observadas verificam-se em relação ao tamanho, à carga e à hidrofobicidade 

dos aminoácidos [94]. Os aminoácidos encontram-se divididos em classes de acordo 

com as caraterísticas químicas do grupo R. Sendo assim, de acordo com a polaridade da 

cadeia lateral temos três classes distintas de aminoácidos que são: (a) os que possuem 
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grupos R não polares, (b) os que possuem grupos R polares não carregados e (c) os que 

possuem grupos R polares carregados [95].  

A classe dos aminoácidos não polares incluiu a Glicina, o aminoácido mais 

pequeno (R = H), alanina, valina, leucina e isoleucina, com grupos alquilo de tamanhos 

diferentes e com caraterísticas hidrofóbicas, e metionina, prolina, e triptofano, estes dois 

últimos com anéis aromáticos e com caraterísticas hidrofóbicas [95].  

A classe dos aminoácidos não polares incluiu a Glicina, o aminoácido mais 

pequeno (R = H), alanina, valina, leucina e isoleucina, com grupos alquilo de tamanhos 

diferentes e com caraterísticas hidrofóbicas, e metionina, prolina, e triptofano, estes dois 

últimos com anéis aromáticos e com caraterísticas hidrofóbicas [95].  

A classe dos aminoácidos com cadeias polares não carregadas inclui os 

aminoácidos serina e treonina, com grupos funcionais hidroxilo, a asparagina e 

glutamina, com grupos amida substituídos, a tirosina com um grupo fenólico e a 

cisteína, a única com um grupo tiol substituído [95]. 

Os aminoácidos com cadeias polares carregadas incluem a lisina, arginina e 

histidina, que estão carregados positivamente em pH fisiológico, e o ácido aspártico e 

ácido glutâmico, carregados negativamente para pH > 3,0 [95].  

Os aminoácidos tirosina, fenilalanina e triptofano, devido à presença dos anéis 

aromáticos absorvem na região ultravioleta do espetro eletromagnético, são 

responsáveis pelas propriedades de absorvância e florescência das proteínas. Os 

restantes aminoácidos absorvem na região dos infravermelhos [94].  

Outra caraterística importante dos aminoácidos está relacionada com o  

carbono α (Cα) central, assimétrico e que dá origem a um centro quiral e dois isómeros. 

À exceção da glicina, todos os aminoácidos são moléculas quirais e podem existir em 

duas formas diferentes, as configurações absolutas L- ou D-. Todos os aminoácidos 
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naturais que se encontram nas proteínas pertencem à configuração absoluta L-, à 

exceção da glicina que não é uma molécula quiral.  

 

1.3.2 Propriedades eletroquímicas dos aminoácidos  

O comportamento eletroquímico dos aminoácidos em diferentes materiais de 

elétrodo já foi estudado e apresentado em vários trabalhos [98–102]. Dos  

20 aminoácidos que fazem parte da constituição das proteínas apenas a tirosina [6,103–

107], o triptofano [28,103,106,107], a histidina [100,106,108], a cisteína [109,110] e a 

metionina [100,106,107,111] sofrem oxidação na superfície dos elétrodos de carbono. 

Os mecanismos de oxidação dos aminoácidos na superfície do elétrodo de carbono 

vítreo (GCE) encontram-se esclarecidos na literatura [105–107,112], Figura 1.10, 

Tabela 1.3. 

Os aminoácidos tirosina e triptofano possuem na cadeia lateral os grupos fenol e 

indol que podem sofrer oxidação eletroquímica. A oxidação eletroquímica da tirosina 

em elétrodos de carbono [107] revelou a existência de dois mecanismos de oxidação.  

O primeiro ocorre quando a concentração à superfície é muito elevada, e verificam-se a 

formação de polímeros inibidores na superfície do elétrodo, e o segundo ocorre com a 

oxidação de unidades monoméricas, e neste caso não se verifica a formação de 

polímeros. Os dois mecanismos de oxidação são dependentes do pH. No caso do 

triptofano, observa-se um comportamento idêntico uma vez que também ocorre a 

formação de um polímero inibidor na superfície do elétrodo [107]. 

A oxidação eletroquímica da tirosina na superfície do elétrodo de carbono vítreo 

está relacionada com a oxidação do grupo fenol e envolve a formação de um radical 

fenóxido, estabilizado pelo ataque nucleofílico da água, que dá origem a um produto de 

oxidação eletroativo [105]. 
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Figura 1.10 Voltamogramas de DP no GCE, com correção da linha de base, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), em soluções de 25 µM tirosina,  

25 µM triptofano, 50 µM histidina, 50 µM metionina e 50 µM cisteína.  

[Adaptado de [28,105,106,112]]. 

 

Relativamente ao triptofano, a oxidação eletroquímica ocorre em duas etapas e 

esta relacionada com a oxidação do grupo indol. A primeira etapa corresponde à 

oxidação do carbono C2 do anel pirrol e de seguida ocorre uma hidroxilação na posição 

C7 do anel benzeno, com formação de produtos eletroativos fortemente adsorvidos na 

superfície do elétrodo, que também são oxidados reversivelmente [28]. 

 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E / V (vs. Ag/AgCl) 

10 nA

Cisteina

10 nA
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Histidina
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Tabela 1.3: Potenciais de oxidação dos aminoácidos eletroativos,  

em eletrólito inerte a pH = 7.0 (tampão fosfato em 0.1 M). 

 

Aminoácidos Epa / V vs. Ag/Cl 

Tirosina (Tyr) 0,65 - - - 

Triptofano (Trp) 0,65 - 1,05 - 

Histidina (His) - - 1,15 - 

Cisteína (Cys) 0,52 0,88 - 1,27 

Metionina (Met) - - 1,12 1,35 

 

 

A histidina, a cisteína e a metionina sofrem oxidação eletroquímica devido às 

propriedades eletrónicas das suas cadeias laterais [101,106–108,112] que, no caso da 

histidina é o grupo imidazol, no caso da cisteína é o grupo tiol, e no caso da metionina é 

o átomo de enxofre, que sofrem oxidação.  

A oxidação da histidina na superfície do elétrodo de carbono vítreo ocorre num 

único passo irreversível, que envolve a formação de um radical instável, seguido do 

ataque nucleofílico da água, no qual se forma a 2-oxohistidina [106].  

A oxidação da cisteína envolve três reações de oxidação consecutivas na 

superfície do elétrodo de carbono vítreo. A primeira reação envolve a oxidação do 

grupo sulfidrilo e a formação de radicais, seguido do ataque nucleofílico da água, que dá 

origem a espécies intermediárias, cuja oxidação leva à formação do ácido cisteico. Por 

outro lado, pode ocorrer a dimerização dos radicais da primeira reação, a cistina, que 

sofre oxidação para potenciais mais positivos devido à ligação forte covalente da ponte 

dissulfeto [112].  

A oxidação da metionina ocorre em dois passos, levando à formação do 

sulfóxido metionina e da metionina sulfona, através de várias espécies intermediárias 

[112]. 
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1.3.3 Estrutura das Proteínas  

As proteínas são os maiores componentes celulares dos sistemas vivos e 

possuem a maior variedade de formas e funções, sendo as biomoléculas que aparecem 

em maior percentagem nas células. Todas as proteínas são formadas por uma ou mais 

cadeias polipeptídicas constituídas pelo mesmo grupo de 20 aminoácidos, no entanto, 

para cada proteína, tanto a composição como a ordem dos aminoácidos na cadeia 

polipeptídica é diferente, o que faz com que exista uma enorme diversidade e 

complexidade de moléculas, podendo cada uma apresentar múltiplas funcionalidades. 

As proteínas podem apresentar variações no tamanho, no peso molecular e no número 

de subunidades (cadeias polipeptídicas) [94].  

A polimerização dos 20 aminoácidos em cadeias polipeptídicas ocorre nas 

células e é catalisada pelos ribossomas. Quimicamente ocorre uma reação de 

condensação com libertação de uma molécula de água, entre o grupo amina de um dos 

aminoácidos e o grupo carboxilo do outro [94], Figura 1.11. As extremidades da cadeia 

formada são designadas por “terminal amino” (ou N-terminal) e “terminal carboxílico” 

(ou C-terminal).  
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Figura 1.11 Reação de condensação entre dois aminoácidos para formação de um 

dipéptido [95]. 

 

Os aminoácidos nas cadeias peptídicas de aminoácidos ligados em série são 

denominados de resíduos ou unidades peptídicas, como forma de distinguir os 

aminoácidos livres e os aminoácidos nas proteínas. Todas as proteínas são constituídas 
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por resíduos de aminoácidos ligados entre si e com uma sequência gerada através da 

informação genética.  

As proteínas exercem uma grande variedade de funções que se encontram 

divididas em dois grandes grupos, as funções dinâmicas e as estruturais [94].  

As funções dinâmicas das proteínas incluem: (i) a função hormonal, nas quais se 

incluem proteínas específicas para estimular ou inibir a atividade de alguns órgãos;  

(ii) a função de defesa do organismo que é efetuada por proteínas denominadas de 

anticorpos que atuam no combate de infeções bacterianas e virais; (iii) a função 

enzimática, na qual as proteínas, neste caso as enzimas, funcionam como catalisadores 

de reações bioquímicas; (iv) a função de transporte e armazenamento de substâncias 

biológicas importantes, como é o caso da hemoglobina, proteína responsável pelo 

transporte do oxigénio no sangue e (v) a função reguladora de diversos processos 

bioquímicos [94].  

As funções estruturais ou citoesqueléticas das proteínas estão relacionadas com a 

construção de estruturas celulares e histológicas, conferindo resistência aos órgãos e 

tecidos, como por exemplo a queratina, que está presente no cabelo, unhas e pele [94].  

Todas as reações químicas envolvidas nos processos biológicos celulares 

nomeadamente na expressão genética, na divisão celular, na síntese de novos produtos e 

secreção de produtos indesejáveis, e até na produção de energia necessária para todos 

estes processos, ocorrem com interação de proteínas [94,95].  

Dada a multiplicidade e a importância das suas funções, não é de estranhar que 

as proteínas sejam as moléculas mais abundantes na biologia, além da água, e as mais 

estudadas. O projeto do Mapeamento do Genoma Humano [113] deu origem a uma 

elevada quantidade de informação que influenciou em grande parte o estudo das várias 

funções das proteínas [94]. Atualmente existem programas que permitem ver, manipular 



 

 
27 

e até alterar a representação das proteínas, com o objetivo de entender melhor a sua 

estrutura e as funcionalidades. A Base de Dados das Proteínas (Protein DataBank) 

permite obter informação relacionada com as sequências e com a estrutura 

tridimensional de milhares de proteínas distintas e de ácidos nucleicos, bem como de 

outras moléculas complexas [114]. Apesar de existirem milhares de polipeptídeos, 

apenas temos conhecimento da estrutura distinta de um pequeno número de proteínas 

porque muitas delas estão situadas no interior das membranas celulares, tornando difícil 

a sua caraterização [94].  

Uma vez que as proteínas são constituídas por sequências de aminoácidos, as 

propriedades físico-químicas dos aminoácidos são responsáveis pela reatividade 

química das proteínas que tem influência direta nas caraterísticas funcionais e nos seus 

mecanismos de ação nos organismos vivos. É fundamental entender a sua estrutura e, 

consequentemente as suas propriedades que são determinadas pelas cadeias laterais dos 

aminoácidos, e que variam de acordo com a polaridade, a acidez, a aromaticidade, a 

hidrofobicidade, a flexibilidade conformacional, a capacidade de formar ligações de 

hidrogénio e a reatividade com outras moléculas [95].  

As cadeias laterais das proteínas podem sofrer alterações, ou seja, os 

aminoácidos podem reagir com grupos químicos mais simples (hidroxilo, metilo, etc.) 

ou com grupos maiores, que incluem outros aminoácidos através de ligações covalentes 

e não covalentes. As interações podem ocorrer com lípidos (lipoproteínas), 

carbohidratos (glicoproteínas), ácidos nucleicos, grupos fosfato, iões metálicos 

(metaloproteínas), grupos heme, etc. Existem no mínimo cerca de 20 elementos da 

tabela periódica que estão diretamente ligados à estrutura e funcionalidades das 

proteínas. No caso das metaloproteínas, a ausência do metal pode levar à perda da 

estrutura e funcionalidade, e impedir o normal funcionamento das células [94,95]. 
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A estrutura das proteínas é um fator fundamental na sua atividade, se a estrutura 

da proteína for alterada ela pode tornar-se inativa. A desnaturação é o processo de 

alteração de estrutura da proteína e pode ocorrer devido a temperaturas elevadas, 

alterações de pH, interação com determinados reagentes químicos, entre outros fatores.  

A cadeia polipeptídica é suportada pelas ligações peptídicas covalentes formadas 

entre os diferentes aminoácidos. Estas ligações apresentam propriedades mistas, das 

ligações simples C-N e das ligações duplas C=N, traduzindo-se numa ligação com 

caráter de dupla ligação parcial, rígida e planar. Como consequência desta caraterística, 

a ligação peptídica é mais curta do que o esperado para uma ligação simples C-N e o 

caráter de dupla ligação C=N é o suficiente para impedir a livre rotação [94]. Sendo 

assim, os átomos tendem a adotar preferencialmente a configuração trans, devido ao 

impedimento estereoquímico entre as cadeias laterais dos resíduos adjacentes. No 

entanto, para a prolina as duas configurações apresentam energias equivalentes devido à 

sua estrutura de cadeia cíclica, mesmo assim a configuração cis é mais estável e 

portanto é mais habitual encontrar do que a configuração trans [94].  

As proteínas possuem estruturas espaciais complexas que podem ser organizadas 

em quatro níveis de organização estrutural. 

A estrutura primária das proteínas é dada pela sequência específica de 

aminoácidos ao longo da cadeia polipeptídica, pelas ligações peptídicas da molécula e, 

se existirem, pela localização das pontes dissulfeto. A sequência de aminoácidos nas 

proteínas é definida pela informação codificada na sequência de nucleotídeos de um 

gene do DNA. 

A estrutura secundária das proteínas é dada pelo arranjo espacial dos 

aminoácidos, próximos entre si na sequência primária da proteína, através das ligações 

de hidrogénio que poderão ocorrer entre os grupos  ̵ NH e C=O da cadeia principal.  
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Figura 1.12 Representação dos eixos de rotação (ω, ϕ, ψ) definidos pelas ligações 

químicas entre os átomos do aminoácido. 

 

 

A cadeia polipeptídica tem grande mobilidade rotacional, uma vez que as 

ligações entre o carbono α dos resíduos do aminoácido e os grupos carboxilo (Cα-C) e 

amina (Cα-N) possuem rotação livre sobre os seus eixos, definindo assim três eixos de 

rotação (ω, ϕ, ψ), Figura 1.12. Daí existirem as mais variadas conformações espaciais 

que uma cadeia peptídica pode assumir [94]. 

 

 

 

Figura 1.13 Estruturas secundárias das proteínas: (A) α-hélice e (B) folha-β. 
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Nas proteínas globulares existem essencialmente três tipos de arranjos 

estruturais resultantes das rotações em torno das ligações adjacentes à ligação peptídica 

que são a estrutura α-hélice, quando a rotação se dá no mesmo sentido, a estrutura 

folha-β, quando a rotação se dá em sentidos opostos, Figura 1.13, e as voltas [94]. 

A estrutura α-hélice carateriza-se por uma hélice em espiral formada por 3,6 

resíduos de aminoácidos por volta. As cadeias laterais dos aminoácidos distribuem-se 

para fora da hélice. A estrutura é estabilizada por pontes de hidrogénio orientadas 

paralelamente ao eixo da hélice e formadas entre os grupos C=O e N-H dos resíduos, 

separados por quatro resíduos intermédios. Os aminoácidos mais comuns nesta estrutura 

são o ácido glutâmico, a alanina e a leucina.  

A estrutura terciária das proteínas é dada pelo arranjo espacial de aminoácidos 

distantes entre si na sequência polipeptídica. Este arranjo é determinado e estabilizado 

por todas as interações covalentes e não covalentes que poderão ocorrer: pontes 

dissulfito, interações de carga, forças hidrofóbicas, pontes de hidrogénio e interações de 

Van der Waals entre os aminoácidos da proteína e a água e que levam à junção e ao 

empacotamento da proteína. O arranjo tridimensional dos átomos na estrutura terciária 

coincide na maioria dos casos com a estrutura nativa que é responsável pela função 

biológica, específica de cada proteína [94].  

Muitas proteínas são constituídas por uma ou mais cadeias polipeptídicas, as 

subunidades. A estrutura quaternária das proteínas é o arranjo espacial das 

subunidades da estrutura terciária [94,95], resultante das ligações dissulfito, interações 

hidrofóbicas, interações de carga e ligações de hidrogénio, entre as subunidades. A 

estrutura quaternária aumenta a versatilidade de funções das proteínas, permite a 

formação de espaços catalíticos ou de ligação na interface das subunidades favorecendo 

a interação com outras moléculas, de modo a regular a sua atividade biológica [94].  
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1.3.4 Oxidação das proteínas  

Os organismos são constantemente expostos a espécies oxidativas que, através 

de reações metabólicas celulares, provocam danos oxidativos em proteínas, ácidos 

nucleicos e lípidos [115].  

Embora existam mecanismos oxidativos que fazem parte de processos 

biológicos e que envolvem concentrações baixas ou moderadas de espécies oxidativas, 

tais como modelação da atividade enzimática, sinalização ou regulação genética [116], 

na presença de situações de stress oxidativo ou de compostos oxidantes fortes, estes 

mecanismos tornam-se prejudiciais porque provocam alterações nas moléculas e levam 

à diminuição ou perda da função biológica [117–121].  

Os danos oxidativos resultam de um desequilíbrio entre a formação de radicais 

livres e a sua respetiva eliminação pelos sistemas de defesa antioxidantes do organismo 

(enzimas e moléculas não enzimáticas) [116,122]. Um radical livre pode ser um átomo 

ou molécula com um ou mais eletrões desemparelhados nas orbitais moleculares não 

ligantes. Nesta forma, os radicais apresentam uma reatividade muito elevada com a 

maioria das espécies químicas e estão envolvidos em processos celulares que levam a 

alterações estruturais e funcionais das biomoléculas numa reação em cadeia [116,122].  

Os radicais livres mais comuns são as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as 

espécies reativas de nitrogénio (RNS), e podem ocorrer por via endógena, 

principalmente por intermédio de processos fotoquímicos, autooxidação e reações 

enzimáticas, ou por via exógena com origem em fatores ambientais como a radiação 

ionizante, UV, raios X e gama, toxinas produzidas por fumos de exaustão e tabaco, e 

por agentes carcinogénicos [121,122]. 

As espécies reativas mais frequentes e tóxicas para os sistemas biológicos são:  

o radical ião superóxido (O2
●-), o radical hidróxilo (HO●), o radical hidroperóxilo 
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(HOO●), e os radicais óxido nítrico (NO●) e dióxido nítrico (NO2
●). Outras espécies 

reativas tóxicas que se podem formar são: o peróxido de hidrogénio (H2O2) e o anião 

peroxinitrito (O=NOO-), que não são radicais mas participam em reações de formação 

de radicais livres, os radicais peróxilo e alcóxilo (ROO● e RO●), o radical carbonato 

(CO3
●-) e os radicais de enxofre (RS●) [117,119,123,124].  

Os principais mecanismos envolvidos na formação de ROS e RNS são 

[116,117,125]: 

1) reações que envolvem processos de adição sucessiva de eletrões ao oxigénio 

molecular, das quais resultam intermediários reduzidos (O2
●-, HO●, H2O2, NO●, 

O=NOO-); 

2) reações de transferência de energia devido à excitação do oxigénio tripleto do 

estado fundamental para o estado singleto (1O2). 

As proteínas são as moléculas que existem em maior percentagem nas células e 

por isso são os alvos primários de processos de oxidação in vivo. Estes processos são 

fundamentais porque a perda das funcionalidades da proteína pode afetar a atividade de 

enzimas, recetores e transportadores da membrana celular, entre outros mecanismos. 

Além disso, as proteínas oxidadas podem tornar-se reativas e contribuir para o 

desencadeamento de reações secundários noutras biomoléculas, às quais estão 

associados um elevado número de doenças neurodegenerativas, crónicas e inflamatórias 

e o envelhecimento precoce [116,117,119,123,125,126].  

O ataque das espécies reativas às proteínas ocorre principalmente nas cadeias 

laterais dos aminoácidos, envolvendo reações de hidroxilação dos grupos aromáticos e 

das cadeias alifáticas dos resíduos de aminoácidos, nitração dos resíduos de 

aminoácidos aromáticos, nitrosilação dos grupos sulfidrila, sulfoxidação dos resíduos de 

metionina, cloração dos grupos aromáticos e amina primários, e a conversão de alguns 
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resíduos de aminoácidos em grupos carbonilo. Também pode ocorrer a clivagem da 

cadeia polipeptídica e a formação de agregados protéicos [118,119,121]. Mesmo que a 

oxidação afete apenas a cadeia lateral de um resíduo de aminoácido, toda a estrutura da 

proteína sofre alteração e a sua atividade biológica fica afetada.  

Todos os resíduos de aminoácidos podem sofrer processos de oxidação in vivo, 

no entanto os aminoácidos cisteína, metionina e triptofano são os mais facilmente 

oxidados por ROS e RNS [121,127,128].  

A oxidação da cisteína e da metionina ocorre devido ao baixo potencial formal 

de oxidação do enxofre e os mecanismos envolvidos encontram-se muito bem 

descritos [121,128]. Na presença de oxidantes fracos, os resíduos de cisteína são 

oxidados a ácido sulfénico da cisteína e os resíduos de metionina a sulfóxido de 

metionina (MetO), reações que podem ser biologicamente reversíveis 

[116,119,128,129]. Os processos mais frequentes são a oxidação irreversível da 

cisteína a ácido sulfínico e a ácido sulfóxido. No entanto também pode ocorrer a 

formação de pontes dissulfeto entre os resíduos de cisteína livres, formando-se a cistína, 

[119], ou ocorrer reações de S-nitrosilação por ação das RNS [119].  

Os processos oxidativos das proteínas são fenómenos fisiológicos muito 

relevantes, nomeadamente a oxidação da cisteína, que é cada vez mais reconhecida 

como um mecanismo de regulação basal, e a oxidação-redução cíclica da metionina, 

com reparação através da enzima metionina sulfóxido reductase (MsrA), corresponde a 

um importante mecanismo antioxidante dos organismos [115,119,120,128,130]. 

Relativamente aos resíduos de triptofano, na presença de ROS são facilmente 

oxidados a formilquinurenina, quinurenina e a vários derivados hidroxi. Nas mesmas 

condições também a fenilalanina pode ser oxidada, levando à formação de tirosina 

que também sofre oxidação e forma derivados dihidroxi. Os resíduos da histidina 
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são oxidados a 2-oxohistidina e a oxidação dos resíduos de lisina, arginina e prolina, 

dá origem a derivados carbonílicos [121,131]. Os derivados carbonílicos resultam 

não só da oxidação direta dos resíduos mas também de reações secundários das 

cadeias dos aminoácidos e de reações de clivagem oxidativa das cadeias dos 

peptídeos ou clivagem associada à oxidação de resíduos glutamil. 

Independentemente da origem, os derivados carbonil das proteínas têm sido 

utilizados como marcadores da oxidação das proteínas em condições de stress 

oxidativo, estando associados a várias doenças [115].  

A maioria dos sistemas biológicos contêm sistemas de reparação dos danos 

oxidativos para manter o equilíbrio e assim evitar condições de stress oxidativo. Os 

resíduos de cisteína e metionina são particularmente sensíveis à oxidação e, para 

estes casos, existem os redutores dissulfeto e a enzima MsrA que reparam e 

convertem as formas oxidadas da cisteína e da metionina para as suas formas 

iniciais. Estas são as únicas reações oxidativas das proteínas que são reversíveis 

[120,127,132].  

 

1.3.5 Propriedades eletroquímicas das proteínas  

O estudo dos processos de transferência direta de eletrões, entre as proteínas e os 

elétrodos, não permite apenas avaliar os mecanismos redox, envolvendo troca de 

eletrões e que ocorrem nas proteínas durante os processos metabólicos, como também 

permite obter informações sobre a relação estrutura/função das proteínas [133–142]. 

São muitas as aplicações biológicas que têm por base este tipo de estudos, nas quais se 

destacam o desenvolvimento de vários tipos de biossensores que utilizam proteínas 

imobilizadas na superfície de elétrodos como elementos de reconhecimento biológico, 
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para medições de indicadores bioquímicos [143,144], bioreatores enzimáticos [145], 

implantes biomédicos [146,147] e sistemas biocatalíticos [133,148,149]. 

Tanto nos estudos dos processos de transferência de eletrões em solução, como 

no desenvolvimento de biossensores que requerem a imobilização da proteína no 

elétrodo, o maior desafio está em obter uma transferência eletrónica eficiente entre as 

proteínas e a superfície do elétrodo, que pode ser influenciada negativamente por 

diversos fatores [150–152]. Os centros eletroativos das proteínas (i.e. os centros ativos 

redox e/ou os aminoácidos eletroativos) situam-se normalmente no interior das cadeias 

polipeptídicas e, se a orientação das proteínas na superfície do elétrodo não for a mais 

adequada, a distância entre estes centros eletroativos e a superfície do elétrodo aumenta, 

dificultando ainda mais a transferência eletrónica [151,152]. A orientação da proteína é 

um dos maiores obstáculos a ultrapassar e a adsorção de macromoléculas ou de 

proteínas desnaturadas na superfície do elétrodo também pode dificultar a transferência 

de eletrões, uma vez que a superfície do elétrodo pode ficar bloqueada devido à 

adsorção [150,152,153].  

Como forma de ultrapassar estes problemas, nos estudos dos processos de 

transferência direta de eletrões entre as proteínas e os elétrodos foram utilizadas 

inicialmente pequenas moléculas adsorvidas na superfície do elétrodo que induzem a 

transferência de eletrões, ou foram utilizadas espécies condutoras que modificaram 

quimicamente a proteína, de modo a favorecer a sua orientação [135,149,150]. No 

entanto, estas técnicas apresentaram inconvenientes, nomeadamente a desnaturação das 

proteínas na superfície do elétrodo, difusão lenta das proteínas maiores e adsorção de 

moléculas na superfície do elétrodo [135,150,154]  

Experiências voltamétricas de proteínas foram efetuadas com recurso a elétrodos 

revestidos com filmes ou camadas de surfactantes, polímeros redox, nanomateriais ou 
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pequenas moléculas quimioadsorvidas, às quais as proteínas se podem ligar 

electrostaticamente, facilitando a transferência direta de eletrões [149–152,154].  

Mediadores redox, pequenas moléculas eletroativas que foram utilizadas, ao 

alternarem os seus estados de oxidação, facilmente interagem com os aminoácidos 

eletroativos das proteínas permitindo a transferência de eletrões, minimizando os efeitos 

de atração e repulsão entre as proteínas e o elétrodo [154–156]. Todavia, em alguns 

casos, o mediador pode interferir com os processos de elétrodo e dificultar a 

transferência de eletrões [149]. 

Como alternativa ao uso de mediadores, a investigação eletroquímica de 

proteínas pode realizar-se através da imobilização da proteína diretamente na superfície 

do elétrodo. Deste modo, as interações entre o filme da proteína e o elétrodo são 

controladas, facilitando a transferência de eletrões, a difusão é eliminada e podem  

obter-se os parâmetros cinéticos e termodinâmicos [149,157].  

O processo de adsorção das proteínas pode ser afetado pelas propriedades da 

superfície do elétrodo, pela natureza das proteínas e pelas condições da solução 

nomeadamente a temperatura, pH, força iónica e a composição da solução tampão [158–

160]. O pH da solução influencia diretamente a orientação porque vai determinar o 

estado electroestático das proteínas isto é, o número e a natureza das cargas que estão 

presentes na superfície das proteínas [158,159].  

A maior parte dos estudos eletroquímicos diretos, sem mediatores redox, de 

proteínas referiam-se inicialmente à investigação de proteínas que possuem centros 

ativos redox, tais como citocromos, ferredoxinas, proteínas que contém elementos como 

cobre, ferro, enxofre, entre outros [30,143,161–169].  

Mais recentemente, o estudo eletroquímico dos diferentes aminoácidos 

constituintes das proteínas, que apresentam comportamento eletroquímico, 
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nomeadamente a tirosina, triptofano, cisteína, metionina e histidina, veio permitir 

avaliar as propriedades redox de outras proteínas. Os estudos eletroquímicos de 

proteínas que têm por base as propriedades redox dos aminoácidos eletroativos foram 

realizados com elétrodos de carbono de vários tipos: elétrodo de carbono vítreo (glassy 

carbon eletrode - GCE) [106,170–172], elétrodo de pasta de carbono (carbon paste 

electrode – CPE) [168,170,173], elétrodos de grafite [170,174,175], elétrodo de fibra de 

carbono (carbon fiber electrode – CFE) [176], elétrodo de diamante dopado com boro 

(boron dopped diamond electrode – BDDE) [106,177] e elétrodos impressos de carbono 

(carbon screen printed eletrodes - SPCE) [178–180].  

A investigação das propriedades redox de proteínas através da avaliação da 

resposta eletroquímica dos seus aminoácidos oxidáveis representa uma alternativa 

inovadora, com diversas aplicações importantes, em especial na área dos biossensores e 

da biotecnologia. Neste sentido, a segunda parte deste trabalho está relacionada com a 

investigação do comportamento redox de proteínas diretamente na superfície do GCE, 

especificamente a calmodulina e as diferentes caveolinas 1, 2 e 3. 

 

1.3.6 Calmodulina  

As proteínas de ligação contêm domínios específicos que permitem a ligação 

reversível de moléculas, proteínas e enzimas, activando-as de modo a exercerem a sua 

função nos organismos. De facto, muitas moléculas só exercem a sua função após a sua 

interação com as proteínas de ligação. A análise das proteínas de ligação através do 

estudo das transferências de eletrão pode ajudar a entender as suas funções biológicas.  

A calmodulina (CaM) é uma proteína de ligação de várias moléculas, tais como 

as proteínas neuromodulina, neurogranina, algumas enzimas e miosinas, e também da 

isatina [181,182].  
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A calmodulina tem uma importância fisiológica fundamental, é uma das mais 

importantes proteinas de sinalização e regulação de vários canais dependentes de cálcio 

[183,184].  

A calmodulina é uma proteína de baixo peso molecular presente em todas as 

células eucarióticas, com uma sequência de aminoácidos bem conservada, e idêntica 

para todos os organismos vertebrados [185,186]. A sua estrutura é formada por dois 

domínios, N- e C-terminal, cada um com dois motivos estruturais denominados de 

mãos-EF [183,186]. O domínio N-terminal que contém as mãos EF-1 e EF-2 

representa-se por CaM12 e o domínio C-terminal que contém as mãos EF-3 e EF-4 

representa-se por CaM34. Ambos os domínios estão ligados por uma α-hélice central 

flexível, Figura 1.14 [183].  

 

 

Figura 1.14: Estruturas tridimensional da ApoCalmodulina e da HoloCalmodulina com 

os iões de cálcio representados (vermelho) e com os resíduos eletroativos assinalados: 

metionina (amarelo), tirosina (verde) e histidina (azul) (adaptado de [114]). 

ApoCalmodulina HoloCalmodulina 
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O motivo estrutural do tipo mãos-EF é a estrutura mais comum encontrada nas 

proteínas de ligação do cálcio [187]. A topologia é do tipo hélice-volta-hélice, com 

aproximadamente 40 resíduos, em que as hélices são representadas pelos dedos polegar 

e indicador, e a volta octaédrica é representada pelo dedo do meio, na qual se 

estabelecem as ligações aos iões de cálcio [187].  

A calmodulina pode agregar no máximo quatro iões de cálcio (dois por domínio) 

e existe em duas formas distintas: a forma livre sem cálcio ApoCalmodulina (ApoCaM) 

e a forma saturada de cálcio HoloCalmodulina (HoloCaM), Figura 1.14, [183,188]. 

Com o aumento da concentração de cálcio a nível intracelular, ocorre a ligação  

Ca2+-CaM que provoca uma alteração na conformação da proteína para a “forma 

aberta”, permitindo expor as superfícies hidrofóbicas em cada um dos domínios [183].  

A estrutura da CaM é formada por 148 resíduos de aminoácidos, dos quais 

apenas a metionina (10 resíduos), a tirosina (2 resíduos) e a histidina (1 resíduo) 

apresentam comportamento eletroquímico na superfície do GCE. Os domínios da 

HoloCaM são pois, ricos em resíduos de metionina, cuja flexibilidade e elevada 

polarizabilidade juntamente com os outros resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, 

permitem a formação de áreas suscetíveis à interação e agregação das moléculas-alvo da 

CaM [183,187]. Deste modo, a CaM pode ligar-se a um elevado número de peptídeos, 

enzimas e proteínas, de diferentes formas e tamanhos, ativando-as de modo a exercerem 

a sua atividade através de mudanças bioquímicas e celulares [187,189]. Por exemplo, a 

síntese do óxido nítrico, molécula fundamental em vários processos biológicos, ocorre 

através de uma reação que envolve a enzima óxido nítrico sintetase endotelial 

(endotelial nitric oxide synthase – eNOS) ativada pela HoloCaM [190–193]. 

A HoloCaM é responsável pelo controlo e mediação de inúmeros processos 

fisiológicos, entre os quais o crescimento, a proliferação e movimento celular, a síntese 
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e libertação de neurotransmissores, a regulação da concentração de cálcio intracelular, a 

contração muscular, a expressão genética e os processos reprodutivos (2,3). No entanto, 

a ligação com o cálcio não é de todo essencial, a ApoCaM também possui funções 

reguladoras ao permitir a ligação de várias proteínas (neuromodulina, neurogranina, 

etc.), enzimas e miosinas, que se conseguem ligar à CaM na ausência ou com 

concentrações muito reduzidas de cálcio [185,194]. 

Os mecanismos de sinalização dependentes da CaM envolvidos na regulação da 

proliferação celular, morte celular programada e autofagia são fundamentais na biologia 

das células cancerígenas [184]. Vários estudos associam o aumento dos níveis de CaM, 

não só a vários tipos de cancro [184,195–198], como também à progressão de várias 

doenças, nomeadamente a escoliose idiopática do adolescente [199,200], doenças 

neurodegenerativas [201,202] e diabetes [203–205].  

Devido à importância da CaM, torna-se fundamental desenvolver métodos de 

análise para a sua determinação e quantificação, essenciais na investigação e 

desenvolvimento de diagnósticos clínicos, potenciais fármacos e biossensores.  

Os métodos de análise existentes baseiam-se em técnicas de cromatografia líquida de 

alta pressão (HPLC), eletroforese capilar e espetrometria de UV, aplicados em estudos 

bioquímicos, termodinâmicos e estruturais, para a determinação quantitativa da 

ApoCaM e da HoloCaM e para a investigação das alterações conformacionais 

resultantes da interação com o cálcio [206–210].  

No Capítulo 6 é apresentado o estudo eletroquímico da CaM, com base na 

avaliação eletroquímica dos seus aminoácidos oxidáveis na superfície do GCE, que 

permitiu avaliar as alterações conformacionais da CaMinduzidas pela presença/ausência 

de cálcio no meio [211].  
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1.3.7 Caveolinas 

As cavéolas são invaginações endocíticas/exocíticas da membrana plasmática, 

de 50-100 nm, geralmente em forma de Ω ou balão, muito ricas em colesterol, 

glicoesfingolipídios, caveolinas e proteínas de membrana lípido-ancoradas, Figura 1.15 

[212–215]. Caraterizam-se pela presença de caveolinas, proteínas estruturais específicas 

destas invaginações, que podem ocorrer em diferentes densidades e diferentes tipos de 

células, no entanto são mais abundantes nos fibroblastos, nas células musculares lisas, 

endoteliais, epiteliais e nos adipócitos [213,215].  

 

 
 

Figura 1.15 Representação da estrutura de uma cavéola formada a partir de domínios da 

membrana celular ricos em colesterol e esfingolipídeos, através da integração da 

proteína caveolina-1. Os monómeros da caveolina-1 associam-se através do domínio de 

oligomerização (azul) para formar homo-oligómeros, com 14 a 16 moléculas de 

caveolina-1, dando forma à invaginação da membrana (adaptado de [212]). 
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Diversos estudos demonstraram que as cavéolas estão associadas ao transporte 

reverso do colesterol [212,216–219], ao metabolismo lipídico, ao transporte vesicular 

[212], à migração e adesão celular, à sinalização de cálcio [219], à entrada de agentes 

patogénicos [218,220,221], ao controle do ciclo celular e transformação celular, além de 

serem fundamentais na sinalização e transdução de sinais e na supressão de tumores 

[214,215,218,222–225]. 

As caveolinas são as proteínas essenciais para a formação das cavéolas. Os 

mamíferos apresentam três tipos de caveolinas, sendo elas a caveolina 1 (CAV-1), a 

caveolina 2 (CAV-2) e a caveolina 3 (CAV-3) [213,223]. A CAV-1 é a mais importante 

e é determinante para a estrutura e função das cavéolas. Encontra-se em maior 

concentração nas células adiposas, endoteliais e epiteliais, fibroblastos e células do 

músculo liso [222,226]. A CAV-2 está diretamente relacionada com a CAV-1, enquanto 

que a CAV-3 encontra-se exclusivamente nas células dos músculos estriados (cardíaco e 

esquelético) e do músculo liso [222,227]. 

A CAV-1 é uma proteína de membrana bem estruturada, constituída por 178 

aminoácidos e pode apresentar os isómeros α e β, que derivam do mesmo gene. 

As duas extremidades citoplasmáticas N e C-terminal da CAV-1 estão separadas 

por um segmento hidrofóbico (resíduos 102-134) que não atravessa a membrana, 

Figura 1.15 [222,228]. A CAV-1 possui dois domínios funcionais, sendo o domínio 

estruturante CSD (Caveolin Scaffolding Domain) situado nos resíduos 82-101, Figura 

1.16, fundamental para a interação da CAV-1 com as moléculas sinalizadoras, 

nomeadamente os recetores acoplados à proteína G (GPCRs), quinases do tipo Src, 

canais iónicos, eNOS, entre outras [227,229,230]. Um exemplo de mediação bem 

estudada é a que ocorre nas células endoteliais, na qual a CAV-1 interage com a enzima 

eNOS através do domínio CSD, de forma a inibir a sua atividade [231–233].  
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A libertação e ativação da enzima ocorrem devido à sua afinidade com a molécula 

HoloCaM, que mantem a eNOS suscetível de ser ativada para a síntese do óxido nítrico 

[190,191,234].  

As proteínas CAV-1 e CAV-3 apresentam uma semelhança de 65% a 85% na 

sequência dos seus aminoácidos, Figura 1.16. As três proteínas possuem os 

aminoácidos metionina, tirosina, histidina, triptofano e cisteína, que apresentam 

comportamento eletroquímico na superfície do GCE. 

 

 
 

Figura 1.16 Estrutura primária das proteínas CAV-1, CAV-2 e CAV-3 de genes 

humanos. Na imagem estão identificados os resíduos idênticos (rosa), os segmentos 

transmenbranares (verde), os domínios de oligomerização (azul claro) e os domínios 

estruturais Caveolin Scaffolding Domain-CSD (azul escuro) (adaptado de [212]). 

 

A CAV-1 está em constante interação com a membrana plasmática e com a 

fisiologia da célula, e por isso são muitas as suas funções fisiológicas. As mais 

relevantes são: (i) a formação das cavéolas, a CAV-1 tem uma grande afinidade com o 

colesterol e liga os principais componentes das cavéolas, colesterol e esfingolipídios 

[216,217,230]; (ii) a regulação dos níveis de colesterol nas células [212,230,235]; (iii) a 
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sinalização celular [227,228,230,236]; (iv) a transformação celular e oncogénica 

[232,237,238] e (v) a transdução de sinais [239]. Muitas destas funções são partilhadas 

pela CAV-2 e estão diretamente relacionadas com as cavéolas. A CAV-3 é fundamental 

na sinalização e modelação celular, mas só nas células dos músculos estriados e liso. 

As mutações nos genes das caveolinas estão associadas a várias doenças dos 

seres humanos, incluindo distrofias músculo-esqueléticas, no caso do gene da CAV-3, 

doenças associadas ao stress oxidativo, alterações cardíacas, lipodistrofias e tumores 

[231,237,240]. O modo de ação da CAV-1 na progressão de tumores não está bem 

explícito uma vez que os estudos existentes revelam resultados contraditórios.  

O papel da CAV-1 depende do tipo de tumor, existem casos em que ocorre a inibição da 

metástase, adesão, proliferação e migração celular, no entanto, para outros tipos de 

tumor, estes fenómenos são induzidos [214,238,241].  

Os estudos desenvolvidos indicam que as caveolinas são marcadores 

bioquímicos das cavéolas e do colesterol, e poderão vir a ser utilizadas também como 

marcadores do stress oxidativo e de alguns tipos de cancro [238,242,243]. Devido à 

ação exercida no organismo humano, o desenvolvimento de métodos para a 

determinação rápida em fluidos corporais, assim como as informações obtidas a partir 

do estudo das suas reações redox podem ser utilizadas no desenvolvimento de sensores 

bioquímicos apropriados para análise e diagnósticos precoces, previsão de prognósticos 

e, eventualmente, no desenvolvimento de tratamentos mais adequados.  

Dada a importância destas proteínas e, uma vez que não existem estudos 

eletroquímicos realizados, são apresentados no Capítulo 7 os resultados do estudo com 

base na avaliação eletroquímica dos resíduos de aminoácidos oxidáveis no GCE. 

Devido à ligação existente entre a CAV-1 e o colesterol também é avaliada a interação 

da proteína com a molécula de colesterol.  
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1.4 Princípios da eletroquímica  

Neste capítulo são descritas as técnicas eletroquímicas que foram utilizadas nos 

estudos efetuados durante o presente trabalho e são apresentadas de uma forma concisa 

a informação considerada mais relevante para a obtenção dos resultados. 

A eletroquímica envolve o estudo dos fenómenos químicos que estão associados 

à separação de cargas num determinado sistema [244,245]. A maioria dos processos de 

transferência de carga envolvem a transferência heterogénea de eletrões na superfície do 

elétrodo, mas também podem ocorrer reações homogéneas em solução. O elétrodo atua 

apenas como dador (no caso de uma redução) ou como recetor (no caso de uma 

oxidação) de eletrões transferidos para ou de espécies em solução.  

Para uma reação de elétrodo, o estado de equilíbrio é caraterizado pela equação 

de Nernst, que relaciona o potencial do elétrodo com a concentração das espécies em 

solução. Considerando o caso geral da reação redox, 

O + ne- → R 

em que O (espécie oxidada) recebe n eletrões e transforma-se em R (espécie reduzida). 

O par redox O | R tem uma energia associada, a energia redox, Eredox, que pode ser 

relacionada com o potencial de elétrodo. A equação de Nernst é dada por:  

𝐸 = 𝐸𝑜′ + 
𝑅𝑇

𝑛𝐹
𝑙𝑛

𝐶𝑂
∗

𝐶𝑅
∗  

onde CO representa a concentração da espécie oxidada e CR a concentração da espécie 

reduzida, em solução. A aplicação de um potencial ao elétrodo influencia o nível 

eletrónico ocupado mais elevado no elétrodo, o nível de Fermi, EF. Num elétrodo de 

trabalho, os eletrões são sempre transferidos de e para o nível de Fermi.  

No caso de uma redução, a transferência de eletrões a partir do elétrodo só pode 

ocorrer se existir uma energia mínima necessária antes da transferência, a qual 
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corresponde a um potencial suficientemente negativo (em volts). Para uma oxidação, o 

menor nível desocupado do elétrodo pode ter uma determinada energia máxima que lhe 

permite receber eletrões das espécies em solução, a qual corresponde a um potencial 

suficientemente positivo (em volts) [245]. 

Na realidade, para assegurar eletroneutralidade, ocorrem sempre duas  

meias-reações de transferência de carga, em direções opostas. À exceção de reações 

redox homogéneas, as reações de transferência de carga estão separadas espacialmente 

e, normalmente ocorrem em elétrodos diferentes, imersos em solução dentro da mesma 

célula eletroquímica [245]. Os elétrodos estão ligados por meios condutores, 

externamente através de fios condutores (fios elétricos), e no interior da solução através 

do eletrólito inerte (transporte iónico), de tal modo que a carga pode ser transportada.  

Em todos os processos eletroquímicos, a reação eletroquímica ocorre sempre no 

elétrodo de trabalho, na interface elétrodo-eletrólito inerte. O potencial deste elétrodo é 

controlado através do elétrodo de referência com a ajuda de um potenciostato.  

O elétrodo de referência utilizado na experiência eletroquímica deve possuir uma 

impedância elevada de modo a não passar corrente por ele. A corrente da célula 

eletroquímica flui entre o elétrodo de trabalho e o elétrodo auxiliar através do eletrólito 

inerte. Escolher a técnica eletroquímica adequada e ter conhecimento de todos os 

processos que ocorrem no elétrodo de trabalho é fundamental na obtenção e explicação 

dos dados experimentais.  

Durante uma experiência eletroquímica, em que é aplicado um potencial 

conhecido ao elétrodo de trabalho, várias espécies eletricamente carregadas podem 

ocorrer na superfície do elétrodo, sendo depois atraídas para a superfície do elétrodo 

através de forças eletrostáticas. Simultaneamente, as outras espécies presentes na 

solução também podem interagir com a superfície do elétrodo de trabalho através da 
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adsorção. Como consequência desta interação, numa experiencia eletroquímica é 

necessário ter em conta o transporte das espécies do interior da solução para a superfície 

do elétrodo e a reação de transferência de eletrão daí resultante, que ocorre na superfície 

do elétrodo. Na interface elétrodo│solução as interações são diferentes relativamente ao 

interior da solução. 

O movimento das espécies em solução, dentro de uma célula eletroquímica, é 

denominado de transporte de massa e pode ocorrer por difusão, migração e convecção. 

A concentração de espécies na interface depende do transporte de massa do interior da 

solução para a superfície do elétrodo. 

O transporte de massa por convecção é provocado pelo movimento da solução e 

consequentemente das espécies devido a forças mecânicas, e pode ser controlado 

quando se agita a solução.  

A migração consiste no movimento das espécies carregadas resultante do efeito 

do campo elétrico, criado pela deslocalização das cargas entre os elétrodos. A migração 

só afeta espécies carregadas e o seu efeito é minimizado com recurso a uma quantidade 

elevada de eletrólito inerte.  

A difusão consiste no movimento natural das espécies em solução devido a um 

gradiente de concentração e ocorre para todas as espécies, segundo as Leis de Fick.  

Este processo faz parte de todas as medições eletroquímicas.  

Na proximidade da superfície do elétrodo (camada de difusão) as espécies são 

transportadas só por difusão, Figura 1.17, [244,245]. 

Na Figura 1.17 distinguem-se os seguintes parâmetros de grande importância:  

 kd – coeficiente de transferência de massa que descreve a velocidade de difusão 

no interior da camada de difusão, junto à superfície do elétrodo. Este processo é 

descrito pelas leis de Fick; 
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Figura 1.17 - Esquema da transferência de eletrão numa superfície de elétrodo; 

passo 1 – difusão; passo 2 – rearranjo da atmosfera iónica; passo 3 – reorientação dos 

dipolos do solvente; passo 4 – alterações nas distâncias entre o ião central e os ligandos; 

passo 5 – transferência do eletrão [244]. 

 

 ka e kc – constantes de velocidade de transferência de carga anódica e catódica 

respetivamente, que descrevem a cinética da reação do elétrodo. As constantes 

de transferência de carga estão descritas pelas fórmulas de Buttler – Volmer:  

𝑘a = 𝑘0 exp[𝛼a𝑛𝐹(𝐸 − 𝐸𝜃´)/𝑅𝑇] 

𝑘c = 𝑘0 exp[𝛼c𝑛𝐹(𝐸 − 𝐸𝜃´)/𝑅𝑇] 

onde k0 é a constante de velocidade padrão da reação eletroquímica. 

 kd,O e kd,R – coeficientes de transferência de massa das espécies O e R, que 

geralmente são diferentes, uma vez que os coeficientes de difusão também são 

diferentes; 

 a formação da dupla camada eletrolítica, isto é, a região interfacial onde 

ocorrem as reações eletrolíticas e onde o valor do potencial eletrostático difere 

do interior da solução. O conceito básico consiste num ordenamento de cargas 

na superfície do elétrodo e num ordenamento de uma quantidade igual de carga 



 

 
49 

oposta para neutralizar a carga do elétrodo. A constante de proporcionalidade 

entre o potencial aplicado ao elétrodo e a carga devida às espécies ordenadas na 

região interfacial na solução é a capacidade da dupla camada [244,245].  

As constantes de velocidade de transferência de carga ka e kc dependem do 

potencial e da constante de velocidade padrão, o que conduz aos seguintes casos 

extremos:  

 kd << k0 – sistema reversível , para qualquer potencial a superfície do elétrodo 

está sempre em equilíbrio. A corrente é determinada só pelas diferenças de 

energia electrónica entre o elétrodo e as espécies na solução e a sua velocidade 

para alcançar a superfície do elétrodo.  

 kd >> k0 – sistema irreversível, para a reação ocorrer é necessário aplicar 

potenciais mais elevados, em comparação com os sistemas reversíveis. O 

transporte de massa não influencia a constante de transferência de carga e o 

processo é controlado pela cinética lenta da reação.  

Em todas as experiências eletroquímicas, considera-se que, durante a reação de 

oxidação, o elétrodo de trabalho funciona como recetor de eletrões transferidos e a 

corrente anódica, Ia, tem um valor positivo. Contrariamente, durante a reação de 

redução, o elétrodo de trabalho funciona como dador de eletrões e a corrente catódica, 

Ic, tem um valor negativo.  

As propriedades do elétrodo de trabalho têm uma grande importância uma vez 

que influenciam os resultados das medidas eletroquímicas. A escolha de um material de 

elétrodo depende de alguns factores, principalmente da zona de potenciais úteis no 

solvente utilizado e da qualidade e pureza do material [245]. 
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1.4.1 Elétrodo de carbono vítreo 

O carbono é um material muito usado no fabrico de elétrodos e encontra-se 

disponível numa variedade de microestruturas: carbono vítreo, fibras, nanotubos de 

carbono, grafeno, carbono negro, várias formas de grafite e de pasta de carbono, e de 

diamante dopado. O mais extensamente estudado e utilizado em experiências 

eletroquímicas é o carbono vítreo, que se encontra disponível em diversas formas 

incluindo cilindros, discos e placas.  

A sua fabricação consiste na carbonização por aquecimento de polímeros 

fenol/formaldeído ou de poliacrilonitrilo entre 1000 e 3000℃ sob pressão. O tratamento 

térmico é aplicado lentamente ao longo de dias e provoca a expulsão dos átomos que 

não são carbono e este tratamento produz uma microestrutura de carbonos conjugados 

[245]. O carbono vítreo é duro e isotrópico. 

O carbono tem atividade superficial elevada, o que explica a sua suscetibilidade 

ao bloqueamento do elétrodo por compostos orgânicos. Na superfície do carbono 

podem ocorrer ligações com hidrogénio, grupos hidroxilo e carbonilo, o que significa 

que o comportamento destes elétrodos pode ser muito sensível ao pH [245]. 

O carbono vítreo é impermeável a líquidos e gases, fácil de polir e compatível 

com quase todos os solventes comuns. Estas propriedades levam à sua utilização 

generalizada na eletroquímica para determinar mecanismos de reação e para análise 

voltamétrica de vários compostos. A resistência do carbono vítreo é pequena para a 

maioria das aplicações eletroquímicas. A estrutura dos poros aleatórios impede a 

entrada do solvente, mas nos poros localizados à superfície do elétrodo pode ocorrer a 

inserção pouco profunda de iões de eletrólito. As cavidades ocasionais, formadas devido 

à presença de bolhas de gás durante o tratamento térmico, ocupam uma fração mínima 

da área do elétrodo e não afetam significativamente a resposta eletroquímica.  
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A rugosidade da superfície depende assim da técnica de preparação. A corrente basal do 

carbono vítreo é geralmente superior à dos compósitos de grafite, uma vez que toda a 

sua superfície é ativa [245]. 

 

1.4.2 Técnicas de voltametria 

Existem várias técnicas que permitem estudar os processos de elétrodo, mas as 

mais utilizadas são as técnicas de voltametria, usadas para identificar espécies presentes 

em solução, obter dados quantitativos e qualitativos e também permitem estudar a 

natureza e os mecanismos das reações que ocorrem no sistema eletroquímico [246–

248]. 

A voltametria consiste na medição da corrente que flui através do elétrodo de 

trabalho em função de um potencial aplicado. A corrente registada é constituída por 

uma componente faradaica, If, que está diretamente relacionada com a transferência de 

carga, e uma componente capacitiva, Ic, que é necessária para organizar as moléculas e 

os iões presentes na dupla camada do elétrodo. A corrente total registada é:  

It = Ic + If 

A corrente faradaica, If, devido à reação do elétrodo, é registada na zona 

relevante de potencial onde se dá a reação de transferência de eletrões. A corrente 

capacitiva, Ic, é devida à variação de carga da dupla camada e aumenta com o potencial 

e com o aumento da velocidade de varrimento.  

Em cada experiência voltamétrica o potencial aplicado tal como a corrente 

medida variam com o tempo. A curva de corrente em função do potencial, I = I (E), 

registada no decorrer do ensaio voltamétrico designa-se por voltamograma ou onda 

voltamétrica. A variação de potencial com o tempo é designada por velocidade de 

varrimento, v. 
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As técnicas de voltametria mais usadas são:  

 técnicas de varrimento cíclico de potencial – incluem a voltametria cíclica e 

consistem na aplicação ao elétrodo de trabalho de um potencial, que varia de 

forma cíclica com o tempo e para diferentes velocidades.  

 técnicas de degrau e impulso – incluem a voltametria de impulso 

diferencial e de onda quadrada e consistem na aplicação ao elétrodo de trabalho 

de um degrau de potencial ou de corrente que altera instantaneamente o sistema 

e é medida a diferença. 

 

1.4.2.1 Voltametria cíclica  

A voltametria cíclica (Cyclic Voltammetry - CV) é a técnica mais utilizada para 

iniciar o estudo eletroquímico de uma determinada substância. Esta técnica permite 

obter informações sobre a cinética das reações de transferência de eletrões, sobre as 

reações químicas acopladas e sobre os processos de adsorção [245].  

A principal utilização tem sido para diagnosticar mecanismos de reações 

eletroquímicas, identificar espécies presentes em solução através do estudo dos seus 

potenciais redox e para a análise semiquantitativa de velocidades de reações. Não é uma 

técnica recomendada para determinações analíticas uma vez que não apresenta a 

sensibilidade requerida para determinações quantitativas, sendo facilmente superada 

pelas técnicas de degrau e impulso.  

A voltametria cíclica envolve a aplicação de um potencial ao elétrodo de 

trabalho, que se altera em função do tempo, Figura 1.18A. O potencial aplicado varia 

de forma linear a uma velocidade de varrimento constante, ν = dE / dt, entre um 

potencial inicial (Ei) e um potencial final (Ef) previamente escolhidos, como 

demonstrado na Figura 1.18A.  
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Figura 1.18 (A) Representação esquemática da variação de potencial com o tempo em 

voltametria cíclica. Ei – potencial inicial, Ef – potencial final, Emax – potencial máximo,  

Emin – potencial mínimo. (B) Voltamograma cíclico para uma reação reversível [245]. 

 

Depois de iniciado o varrimento de potencial, o sentido deste é invertido quando 

se atinge um valor de potencial máximo (Emáx), e novamente é invertido quando a seguir 

se atinge um valor de potencial mínimo (Emin), e assim sucessivamente de uma forma 

cíclica, daí resulta o nome da técnica. O sentido do varrimento de potencial pode ser 

positivo ou negativo. Os parâmetros importantes a definir são: o potencial inicial (Ei),  

a direção de varrimento inicial, a velocidade de varrimento, v, o potencial máximo, 

Emax, o potencial mínimo, Emin, e o potencial final, Ef. 

Na Figura 1.18B apresenta-se o voltamograma cíclico que se obtém para um 

processo de transferência de carga reversível, no qual o produto da oxidação (ou 

redução) é posteriormente reduzido (ou oxidado) assim que ocorre a inversão do sentido 

do varrimento de potencial.  

Para uma reação descrita pela equação O + ne- ⇆ R, inicialmente só com 

espécies O em solução, durante o varrimento são geradas electroquimicamente espécies 

R, quando o potencial aplicado se torna suficiente “negativo”. Depois de invertida a 
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direção do varrimento para o sentido positivo, as espécies R são oxidadas para O, 

conforme indica a corrente anódica. Sendo assim, a voltametria cíclica permite gerar 

rapidamente novas espécies durante o varrimento e, de seguida, analisa a espécie gerada 

no varrimento em sentido contrário, um pormenor muito importante atribuído a esta 

técnica [244,245].  

Os parâmetros importantes que permitem a caraterização do processo de 

elétrodo do sistema em estudo são: o potencial do pico anódico (Epa), a intensidade 

máxima de corrente que resulta da reação de oxidação ou pico de corrente anódica (Ipa), 

o potencial do pico catódico (Epc), e a intensidade máxima de corrente que resulta da 

reação de redução ou pico de corrente catódica (Ipc).  

As correntes de pico têm uma relação de proporcionalidade com a velocidade da 

reação de transferência de carga e com a concentração em solução da espécie que sofre 

essa reação.  

Existem várias relações entre os parâmetros definidos e a velocidade de 

varrimento de potencial, que fornecem informações de natureza termodinâmica e 

cinética e que permitem caracterizar o sistema. 

Transferência eletrónica reversível  

As condições necessárias para que num determinado sistema eletroquímico 

ocorra uma transferência eletrónica com comportamento reversível são:  

Ip ~ ν1/2 

Ep independente de ν 

| Ep – Ep/2 | = 56,6 / n mV 

Epa – Epc = 57 / n mV 

| Ipa / Ipc | = 1 



 

 
55 

A aplicação das condições de reversibilidade permite calcular o número de 

eletrões transferidos na reação eletroquímica. Se a reação for reversível, pode também 

calcular-se o potencial formal de redução, E0’, pela equação:  

𝐸0′ =  
𝐸𝑝𝑐 −  𝐸𝑝𝑎

2
 

Nas situações em que estas condições não se verificam, o sistema pode ser 

considerado como quasi-reversível ou irreversível. 

Transferência eletrónica irreversível  

Se a velocidade de reação de transferência eletrónica for lenta em relação à 

escala de tempo da experiência (e em relação à velocidade de transporte de massa por 

difusão) então, o sistema não obedece à equação de Nernst. Como consequência, 

observa-se o desvio dos picos catódicos para potenciais mais negativos e dos picos 

anódicos para potenciais mais positivos.  

A extensão da irreversibilidade de um sistema intensifica-se com o aumento da 

velocidade de varrimento, e os valores de Ipa e Ipc tornam-se bastante diferentes. Sendo 

assim, um sistema que para velocidades de varrimento baixas apresenta comportamento 

reversível, pode apresentar-se como não-reversível quando a velocidade de varrimento 

aumenta. No caso de uma reação irreversível o perfil voltamétrico é o mesmo, mas 

quando se inverte a direção do varrimento podem não aparecer picos de corrente no 

varrimento inverso.  

As condições necessárias para que ocorra uma transferência eletrónica com 

comportamento irreversível são:  

| Ep – Ep/2 | = 47,7/(αn’) (mV) 

|
𝜕𝐸𝑝𝑎

𝜕𝑙𝑜𝑔𝜈
| =

29,6

𝛼𝑛
  mV 

Ep dependente de 𝜈 
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onde n’ é o numero de eletrões transferidos no passo determinante da velocidade 

da reação e α é o coeficiente de transferência de carga eletroquímica. 

Desde que α ≈ 0,5 para ambos os processos, então │Ipa / Ipc│≈ 1 e o potencial 

formal pode ser aproximadamente dado pela equação utilizada para sistemas 

reversíveis.  

A região de escala de tempo (ou de 𝜈) intermédia entre os processos reversível e 

irreversível é denominada de quasi-reversíveis e, nestes casos, a cinética das reações de 

oxidação e de redução tem que ser considerada simultaneamente. Em sistemas quasi-

reversíveis, observa-se um pico reverso, mas com ΔEp > 57 / n mV.  

Espécies adsorvidas no elétrodo  

A resposta voltamétrica de um sistema eletroquímico é muitas vezes modificada 

devido à adsorção de reagentes ou dos seus produtos de reação na superfície do elétrodo 

de trabalho, uma vez que é eliminada a difusão da solução na superfície do elétrodo.  

Há duas situações específicas que são: 

 a velocidade de reação de espécies adsorvidas é muito maior do que a de 

espécies em solução 

 considerar separadamente as reações todas as espécies adsorvidas e das que se 

encontram em solução.  

As moléculas orgânicas, devido ao caráter hidrofóbico, adsorvem facilmente na 

superfície de elétrodos sólidos. Foi demonstrado que as moléculas orgânicas podem 

estar orientadas na superfície do elétrodo seguindo uma geometria específica das várias 

orientações, consoante o potencial aplicado ao elétrodo ou da concentração da 

substância na solução. Independentemente da orientação das moléculas adsorvidas, o 

fenómeno tem uma grande influência sobre os resultados eletroquímicos [245].  
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Os efeitos da adsorção na resposta voltamétrica são vários, desde o efeito 

catalítico da reação redox até ao fenómeno mais comum que é o bloqueamento da 

superfície do elétrodo e consequentemente, a forma da onda voltamétrica é alterada. Na 

literatura encontram-se vários estudos sobre os efeitos da adsorção de espécies na 

superfície de elétrodos [249–255]. A corrente de pico, o potencial de pico e a forma 

analítica de um voltamograma cíclico para reações irreversíveis foram teoricamente 

calculadas, para situações em que as espécies em estudo estão adsorvidas na superfície 

do elétrodo.  

Na Figura 1.19 está representado o caso particular da adsorção de um reagente 

ou de um produto de uma reação de elétrodo em que o voltamograma cíclico é 

simétrico, com o potencial dos picos de oxidação e redução coincidentes. Nesta reação 

reversível, só as espécies adsorvidas O e R contribuem para a reação total. 

 

 
 

 

Figura 1.19 Voltamograma cíclico para um sistema reversível de espécies adsorvidas 

na superfície do elétrodo. 
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A curva corrente-potencial para a espécie O adsorvida inicialmente na superfície 

do elétrodo é dada por:  

Ipa = nFAv Γ (4RT)-1 

onde Γ é a concentração de superfície da espécie adsorvida, R é a constante dos gases 

ideais, T é a temperatura absoluta, Ip é o valor da corrente de pico, n é o número de 

eletrões transferidos, F é a constante de Faraday, A é a superfície do elétrodo e  

v é a velocidade de varrimento. Esta equação é válida apenas para sistemas reversíveis, 

em que a velocidade de varrimento é inferior a 10 mV s-1 e, nestes casos é possível 

determinar o número de eletrões transferidos pela largura a meia altura do pico de 

corrente W1/2 = 90,6 / n mV, Figura 1.19 [245]. 

Para valores baixos de velocidade de varrimento, o potencial do pico, Epa, não 

sofre alteração, mas à medida que a velocidade aumenta, o sistema perde a sua 

reversibilidade e a curva corrente-potencial perde a simetria devido ao afastamento 

progressivo dos picos anódico e catódico para potenciais mais positivos ou mais 

negativos, respetivamente. Nesta situação, é possível determinar a constante de 

velocidade padrão, k0, utilizando a equação:  

k0 = (α n) F vc (RT)-1 

onde o vc é a velocidade de varrimento para a qual o sistema perde a reversibilidade.  

A complexidade de um sistema eletroquímico reflete-se no voltamograma 

cíclico correspondente, que pode apresentar um ou vários picos de anódicos e catódicos, 

consoante o número de reações eletroquímicas sucessivas ou os diferentes passos 

consecutivos que ocorrem na reação. A posição do segundo pico está relacionada com a 

primeira reação eletroquímica, se é energeticamente mais fácil ou mais difícil do que a 

primeira. A escolha do intervalo de potencial e de potenciais de inversão diferentes, 

depois do primeiro pico e antes do segundo, permite identificar quais os picos que 
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aparecem no varrimento inverso e quais os que aparecem no varrimento inicial. Estas 

informações permitem identificar as espécies em solução e efetuar propostas 

relativamente aos seus mecanismos redox [245].  

Processos de elétrodo com reações homogéneas acopladas  

A transferência de carga no elétrodo pode estar associada a reações químicas 

homogéneas acopladas na solução, que podem anteceder ou seguir a reação de 

transferência eletrónica.  

A existência de uma reação química após o passo de transferência eletrónica 

(Electrochemical-Chemical – EC) influencia o voltamograma cíclico. Neste caso, 

verifica-se um desvio do pico de redução para valores menos negativos que pode levar 

ao desaparecimento do pico reverso, em consequência da remoção da espécie pela 

reação química subsequente em solução. Este deslocamento pode estar diretamente 

relacionado com a cinética da reação [256]. As condições necessárias para se verificar 

um reação EC são [256]:  

Ip / v
1/2 decresce ligeiramente com o aumento de v 

Epc é mais positivo do que E0’  

│Ipa / Ipc│ > 1 e aumenta com o aumento de v 

Se a reação homogénea acoplada ocorrer antes da transferência eletrónica 

(Chemical-Electrochemical – CE) os voltamogramas cíclicos também sofrem alterações 

[245].  

1.4.2.2 Técnicas de degrau e impulso  

Um degrau de potencial (ou impulso) aplicado representa uma alteração 

instantânea no sistema eletroquímico. A análise da evolução do sistema depois desta 

perturbação permite fazer deduções sobre as reações de elétrodo e as suas velocidades.  
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O degrau de potencial é a base da voltametria de impulsos. A ideia principal no 

desenvolvimento das técnicas de impulso diferencial é a de minimizar a contribuição da 

corrente capacitiva na corrente total registada. Após a aplicação de um impulso de 

potencial a corrente capacitiva extingue-se mais rapidamente do que a corrente 

faradaica, deste modo a corrente é medida perto do fim do impulso. 

Estes métodos são bastante úteis para elucidar processos de elétrodo devido ao 

aumento da sensibilidade e apresentam melhores características para aplicações 

analíticas [245]. 

Voltametria de impulso diferencial 

A voltametria de impulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry - DPV) 

consiste na aplicação de pequenos impulsos de potencial sucessivos, de amplitude ΔEp 

(amplitude de impulso), em intervalos periódicos de tempo τ, sobre uma rampa ou 

escada de potencial com degrau de ΔEs.  

As medições de corrente são efetuadas imediatamente antes da aplicação do 

impulso (I1) e depois da aplicação do impulso (I2), Figura 1.20A, que representa o tipo 

de onda de potencial aplicado ao elétrodo de trabalho. A diferença entre estas duas 

correntes é o valor de corrente registado num voltamograma de impulso diferencial, 

Figura 1.20B [245].  

O tempo τ’, durante o qual o impulso de potencial é aplicado define a largura do 

impulso. O tempo τ é o intervalo entre duas aplicações sucessivas de impulso e 

determina conjuntamente com o valor de ΔEs, a velocidade de varrimento 𝜈 = τ ΔEs. 

Nesta técnica a velocidade de varrimento efetiva varia normalmente entre 1 e 10 mV s-1 

[245].  

Como a voltametria de DP é uma técnica diferencial, a resposta é semelhante à 

primeira derivada de um voltamograma diferencial, ou seja, um pico. O potencial do 
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pico, Ep, pode ser identificado aproximadamente com E1/2. Com o aumento da 

irreversibilidade do sistema, Ep afasta-se de E1/2 (sistema reversível), simultaneamente 

aumenta a largura do pico e a sua altura diminui [245]. 

 

 

Figura 1.20 (A) Esquema da aplicação de potenciais em voltametria de DP; (B) 

Voltamograma I vs. E típico de voltametria de DP [244]. 

 

 

A amplitude escolhida para o impulso de potencial ΔEp deve ter em 

consideração a reação em estudo e a sensibilidade exigida, uma vez que grandes 

amplitudes geram correntes capacitivas residuais que podem impossibilitar a deteção da 

corrente faradaica, conduzindo a uma perda de resolução. 

Para amplitudes de impulso pequenas, quando ΔE →0, a largura a meia altura do 

pico de corrente, W1/2, é inversamente proporcional ao número de eletrões transferidos:  

𝑊1/2 =  
3,52𝑅𝑇

𝑛𝐹
=  

91

𝑛
 

o que permite caraterizar o mecanismo da reação de transferência de carga. [245]. A 

intensidade do pico de corrente Ip é proporcional à concentração do analito, mas 

depende da velocidade da reação eletroquímica.  
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Voltametria de onda quadrada  

Na voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry - SWV) a forma 

da onda gerada resulta da adição de uma onda quadrada de amplitude de impulso ΔEp a 

uma escada de potencial com degraus de amplitude ΔEs, e com um período τ. O tipo de 

onda de potencial gerado para um sistema reversível está representado na Figura 1.22.  

Na construção da onda, durante cada ciclo de frequência f = τ-1, um impulso de 

potencial positivo é aplicado ao elétrodo durante metade do ciclo a que se segue, na 

restante metade, aplica-se um impulso de potencial negativo [245]. 

  

 

Figura 1.21 (A) Esquema da aplicação de potenciais em voltametria de SW;  

(B) Voltamograma I vs. E típico de voltametria de SW [244]. 

 

As medições realizam-se antes do fim de ambos os impulsos, positivo e 

negativo, após cada metade de ciclo. A corrente total, ΔI ou It que é registada, 

corresponde à diferença entre a corrente I(1) registada no final do impulso de potencial 

direto – corrente direta (forward current - If), e a corrente I(2) registada no final do 

impulso inverso – corrente inversa (backward current - Ib), logo I(2) possui sinal 
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contrário a I(1). Daqui resulta que, para sistemas reversíveis, ΔI = I(1) - I(2) e é maior 

do que I(1), Figura 1.21 [245]. 

A subtração das correntes direta e inversa permite realizar determinações 

eletroanalíticas sem necessidade de desoxigenação da amostra, uma vez que é possível 

remover a corrente resultante da redução do oxigénio dissolvido, tornando a análise 

mais rápida e menos dispendiosa [245].  

Este tipo de amostragem e tratamento da corrente é responsável pelo aumento da 

sensibilidade apresentado por esta técnica, relativamente à voltametria de DP, no caso 

de sistemas reversíveis.  

Outro aspeto importante está relacionado com a velocidade de varrimento, 

enquanto outras técnicas funcionam com velocidades de varrimento efetivas entre  

1 e 10 mV s-1, a voltametria de SW pode alcançar 1 V s-1. As vantagens são a maior 

velocidade na análise que leva a um menor consumo de espécies eletroativas 

relativamente à voltametria de DP e, deste modo, reduz os problemas relacionados com 

o bloqueamento da superfície do elétrodo. A velocidade efetiva, νef, é calculada pela 

expressão 𝜈𝑒𝑓 =  𝛥𝐸𝑠 ×  𝑓.  Sendo assim, tempos experimentais muito curtos podem ser 

obtidos utilizando-se frequências moderadas, de maneira que os dados obtidos possam 

oferecer informações sobre a cinética do processo eletrónico.  

 

1.4.3 Espetroscopia de impedância eletroquímica  

Recentemente a técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica 

(Electrochemical Impedance Spectroscopy - EIS) tem sido muito referenciada e 

aplicada nos estudos de sistemas eletroquímicos. [244,245,250,251,255,257]. A EIS 

envolve a aplicação de uma pequena perturbação ao sistema em eletroquímico, 

enquanto nos métodos voltamétricos, baseados em varrimento de degrau de potencial, o 
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sistema é perturbado longe do equilíbrio. A resposta à perturbação aplicada no EIS, que 

é geralmente sinusoidal, podendo diferir em fase e amplitude do sinal aplicado. A 

medição da diferença de fase e de amplitude (impedância) permite a análise do processo 

de elétrodo relativamente às contribuições da difusão, da cinética, da dupla camada, de 

reações homogéneas acopladas, etc. A EIS tem importantes aplicações nos estudos de 

corrosão, de membranas, de sólidos iónicos, de eletrólitos sólidos, de polímeros 

condutores e de interface líquido/líquido. As informações recolhidas a partir dos dados 

de impedância podem ser analisadas através de diferentes métodos, sendo o mais usual 

o uso de circuitos elétricos análogos ou circuitos equivalentes.  

A aplicação de circuitos equivalentes tem como base as semelhanças entre o 

comportamento eletroquímico e um circuito elétrico, composto tipicamente por 

resistências e capacitâncias, e a maioria dos fenómenos estudados em eletroquímica 

ocorre em regiões de frequências bem determinadas, baixas e altas, compreendidas entre 

0,01 – 100 kHz.  

Para um processo de elétrodo simples as combinações usadas normalmente para 

reações faradaicas incluem: uma componente que representa o transporte por difusão, 

uma componente que representa a cinética e uma componente que representa a 

capacidade da dupla camada. Considerando a aplicação de um sinal perturbador 

sinusoidal da forma:  

E(t) = E0 sin(𝜔𝑡) 

onde ω representa a frequência da perturbação (rad s-1). A resposta é:  

I(t) = 
𝐸0

│𝑍│
sin(𝜔𝑡 +  𝜑) 

onde φ é o ângulo de fase entre a perturbação e a resposta. O fator de proporcionalidade, 

Z, entre a perturbação e a resposta é definido como a impedância elétrica de um sistema.  

No caso de uma resistência pura, R, a resposta do sistema é dada pela lei de Ohm:  
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I(t) = 
𝐸(𝑡)

𝑅
=  

𝐸0

𝑅
sin(𝜔𝑡) 

A impedância é caraterizada pela amplitude e ângulo de fase e pode ser descrita 

da seguinte forma:  

Z = Z'+ iZ'' 

Z' = (E0 / I0) cos φ 

Z'' = (E0 / I0) sin φ 

e então:  

{ (Z')2 + (Z'')2 }1/2 = │Z│= E0 / I0 

Desta forma, qualquer célula eletroquímica pode ser representada em termos de um 

circuito elétrico equivalente, designado por circuito de Randles [245], Figura 1.22.  

 

 

Figura 1.22 Circuito elétrico equivalente de uma célula eletroquímica  

para um processo de elétrodo simples [245]. 

 

 

O circuito de Randles inclui os seguintes parâmetros: 

 a dupla camada: um condensador de capacidade Cd 

 a impedância do processo faradaico Zf 

 a resistência não compensada, RΩ, que é a resistência da solução entre os 

elétrodos de trabalho e de referência.  

A impedância Zf pode ser subdividida em dois modos equivalentes:  

 uma resistência, Rs, em série com uma pseudo-capacitância, Cs. 
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 uma resistência de transferência de carga, Rct, e uma impedância que mede a 

dificuldade de transporte de massa das espécies eletroativas, chamada de 

impedância de Warburg, Zw.  

A forma mais comum de representação dos dados é o diagrama em plano 

complexo, onde se representa Z'' em função de Z'. Uma alternativa de representação é o 

diagrama de Bode onde se representa log │Z│ou φ vs. log(ω).  

Para o circuito equivalente de Randles completo de uma reação de transferência 

de carga simples, separando os componentes de impedância em fase e fora de fase, pode 

mostrar-se que:  

Z' = 𝑅Ω + 
𝑅ct+ 𝜎𝜔−1/2

(𝜎𝜔1 2⁄ 𝐶d+1)
2

+ 𝜔2𝐶d
2(𝑅ct+ 𝜎𝜔−1/2)2

 

-Z''= 
𝜔𝐶d(𝑅ct+ 𝜎𝜔−1/2)2+ 𝜎2𝐶d+ 𝜎𝜔−1/2

(𝜎𝜔1 2⁄ 𝐶d+1)
2

+ 𝜔2𝐶d
2(𝑅ct+ 𝜎𝜔−1/2)2

 

Estes componentes estão representados por um gráfico no plano complexo na 

Figura 1.23, denominado gráfico de Sluyters ou Cole-Cole. As duas formas-limite 

destas equações são:  

1. ω → 0 

Z' = 𝑅Ω + 𝑅ct + σω−1/2  

Z'' = −σω−1/2 - 2𝜎2𝐶d 

Este limite de baixa frequência é uma linha reta de inclinação unidade, que 

extrapolada para o eixo real, dá uma interceção de (𝑅Ω + 𝑅ct - 2𝜎2𝐶d). A linha 

corresponde a uma reação controlada somente por difusão, e a impedância é a 

impedância de Warburg, sendo o angulo de fase 𝜋/4.  

2. ω → ∞ 
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No limite de altas frequências, o controlo é puramente cinético e 𝑅ct ≫ 𝑍W.  

A analogia elétrica é uma combinação paralela RC. Assim as equações tornam-se:  

Z' = 𝑅Ω + 
𝑅ct

1+ 𝜔2𝐶d
2𝑅ct

2  

Z' = - 
𝜔2𝐶d𝑅ct

2

1+ 𝜔2𝐶d
2𝑅ct

2  

Na região de altas frequências a componente real da impedância tende a 𝑅Ω, 

enquanto nas regiões de baixa frequência tende a 𝑅Ω + 𝑅ct. Este comportamento 

permite obter informações sobre a resistência da célula à transferência de carga, na 

região de altas frequências e na região de baixas frequências.  

 

 
 

Figura 1.23 Gráfico de impedância no plano complexo de um  

sistema eletroquímico simples [245]. 

 

Eliminando a frequência nas expressões anteriores obtém-se a relação entre a 

componente imaginária e a componente real da impedância:  

( 𝑍′ − 𝑅Ω − 
𝑅ct

2
)

2
 + (Z'') = (

𝑅ct

2
)

2
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Esta expressão representa graficamente um círculo de raio Rct / 2 com interceção 

no eixo dos 𝑍′de RΩ (ω → ∞) e de 𝑅Ω +  𝑅ct (ω → 0).  

Neste contexto, a representação gráfica da componente imaginária da 

impedância Z'', vs. a componente real da impedância Z' pode fornecer informações 

sobre as possíveis naturezas dos elementos que constituem a impedância total do 

sistema.  

A EIS é um método utilizado para obter informação relativa às modificações que 

ocorrem na dupla camada eletrolítica durante a adsorção de várias espécies. Devido ao 

ordenamento das cargas elétricas na superfície do elétrodo, a dupla camada eletrolítica é 

comparável a um condensador clássico de placas paralelas cuja capacitância é dada por:  

C = 𝜀0 𝜀𝑟
𝐴

𝑑
 

onde 𝜀0 é a permitividade de vácuo, 𝜀𝑟 a permitividade relativa, A a área de superfície 

do elétrodo e d a largura da dupla camada. Sendo assim, as medições de impedância 

fornecem informações sobre a permitividade do meio dielétrico formado à superfície do 

elétrodo após a adsorção da respetiva substância, tal como sobre a largura da dupla 

camada eletrolítica.  

A rugosidade e a porosidade, caraterísticas de elétrodos sólidos, dão lugar ao 

chamado elemento de fase constante (CPE). Em sistemas reais, o CPE manifesta-se 

como um condensador não-ideal; no caso de uma interface bloqueada este elemento é 

descrito por:  

QCPE = b(iωC)α 

onde b é uma constante de proporcionalidade. Está demonstrado que para elétrodos 

porosos, o parâmetro de rugosidade é α = 0,5 e para elétrodos lisos é α = 1. 
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1.4.4 Microbalança de cristal de quartzo 

A microbalança de cristal de quartzo (Quartz Crystal Microbalance – QCM) é 

um instrumento composto por transdutores piezoelétricos e um circuito oscilador, que 

acoplado a um sistema de medição permite obter variações de massa na escala de 

nanogramas, o que corresponde a estudar variações de desadsorção e adsorção de 

monocamadas de filmes ultrafinos ou de moléculas.  

O princípio de funcionamento da QCM tem como base o efeito piezoelétrico dos 

seus cristais. Alguns minerais, nomeadamente o quartzo, respondem às perturbações 

mecânicas com a geração de um campo elétrico. O efeito contrário também ocorre, 

desta forma, quando se aplica uma diferença de potencial elétrico nas faces do cristal, 

este responde através da deformação da sua estrutura, que dependerá exclusivamente do 

sentido do campo elétrico. Este fenómeno é denominado de piezoeletricidade ou 

eletricidade por pressão.  

A QCM pode ser descrita como um sistema composto por um circuito eletrónico 

oscilador acoplado a um disco de cristal de quartzo, em que nas faces estão depositados 

filmes condutores, geralmente ouro. Na Figura 1.24 está representado o esquema de um 

modelo de cristal de quartzo e filme metálico semelhante ao que foi utilizado neste 

trabalho.  

A frequência de oscilação do cristal depende parcialmente da sua espessura e, 

em condições normais de funcionamento, pode considerar-se que todas as outras 

variáveis que influenciam o sistema permanecem constantes. Por conseguinte, uma 

alteração na espessura do cristal poderá ser relacionada com uma mudança de 

frequência 
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Figura 1.24 Representação do cristal da microbalança de cristal de quartzo (QCM),  

(A) disco de cristal de quartzo; (B) deposição do filme metálico sobre as faces do 

cristal; (C) cristal revestido pelos filmes metálicos; (D) vista superior do cristal e  

(E) secção transversal do cristal.  

 

A análise da variação da espessura do cristal com a frequência foi efetuada por 

Sauerbrey e relaciona as alterações de frequência de ressonância do cristal com a 

variação de massa rígida acoplada na superfície de elétrodos através da equação [258]:  

∆𝑓 =  −2
𝑓0

2

𝐴√𝜇𝜌
 ∆𝑚 

 

onde f0 é a frequência de ressonância do cristal (Hz), Δf é a variação de 

frequência (Hz), Δm é a variação de massa (g), A é a área piezoelétrica (cm2), ρ a 

densidade do quartzo (2,648 g cm3) e μ é o módulo de cisalhamento do cristal de 

quartzo corte AT = 2.947 × 1011 g cm-1 s-1.  

Considerando a equação, um aumento de massa à superfície do elétrodo resulta 

na diminuição da frequência do cristal de quartzo. É possível correlacionar as variações 

de frequência de um sistema que opera com amplitudes constantes, com as variações de 

massa referentes.  

A 

B 

C 

D 

E 
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A QCM acoplada às técnicas eletroquímicas é denominada de microbalança 

eletroquímica de cristal de quartzo (EQCM), Figura 1.25. As medidas gravimétricas 

com recurso à EQCM são muito sensíveis, e permitem detetar in situ alterações de 

massa na ordem 1 ng cm-2. A elevada sensibilidade e o facto de permitir obter 

informação in situ representa a maior vantagem da técnica EQCM, Figura 1.25. 

 

 

 

Figura 1.25 Modelo esquemático da microbalança eletroquímica de cristal de quartzo 

(EQCM). A QCM está ligada ao potencióstato imerso na célula eletroquímica com os 

elétrodos de trabalho (WE), elétrodo de referência (RE) e contra elétrodo (CE).  

 

Nos últimos anos a QCM tem constituído um instrumento valioso no meio 

científico pelo facto de se poder aplicar a estudos de processos físicos e químicos que 

ocorrem nas superfícies, permite realizar experiências in situ e obter resultados em 

tempo real [259,260]. A técnica é muito versátil e pode ser associada a outras técnicas 

óticas e de estudo de superfícies. A EQCM torna-se numa ferramenta muito útil porque 

permite obter simultaneamente informações acerca dos parâmetros eletroquímicos e 

alterações de massa que ocorrem na superfície do elétrodo, ou seja, permite estudar 

fenómenos eletroquímicos e o desenvolvimento de novos sensores [259,260].  
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Neste capítulo apresenta-se uma descrição dos reagentes, soluções, métodos de 

investigação, instrumentação eletroquímica, tratamento dos dados e condições 

experimentais utilizadas ao longo deste trabalho, no estudo eletroquímico das moléculas 

descritas no capítulo anterior, por voltametria cíclica, voltametria de impulso diferencial 

(DP) e voltametria de onda quadrada (SW) espectroscopia de impedância eletroquímica 

(EIS) e microbalança de cristais de quartzo (QCM). 

2.1 Reagentes e soluções  

A solução mãe de CaM e a solução mãe de colesterol, Tabela 2.1, foram 

preparadas em água Milli-Q. Após a preparação das soluções mãe, as mesmas foram 

guardadas a 4ºC até à sua utilização. As proteínas CAV-1, CAV-2 e CAV-3 foram 

utilizadas sem qualquer tratamento, Tabela 2.1. 

Os derivados da isatina (ISA) analisados neste trabalho estão apresentados na 

Tabela 2.2. Os derivados da ISA foram todos sintetizados e purificados pelo grupo do 

Professor Dr. Ângelo C. Pinto, da Universidade Federal do Rio de janeiro, Brasil [261–

270], e foram utilizados sem purificação adicional. As soluções mãe de todos os 

derivados analisados foram preparadas em etanol e guardadas a 4ºC até à sua utilização.  
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Tabela 2.1 Derivados da ISA analisados e as suas abreviaturas. 

Derivados da Isatina Abreviatura 

Isatina ISA 

Isatina-3-hidrazona HIDISA 

7-metilisatina-3-hidrazona 7-CH3-HIDISA 

Isatina-3-semicarbazona SEMISA 

Isatina-3-tiosemicarbazona TIOSEMISA 

5-bromoisatina-3-tiosemicarbazona 5-Br-TIOSEMISA 

5-nitroisatina 5-NO2-ISA 

5-fluorisatina 5-F-ISA 

5-cloroisatina 5-Cl-ISA 

5-bromoisatina 5-Br-ISA 

5-iodoisatina 5-I-ISA 

7-cloroisatina 7-Cl-ISA 

7-iodoisatina 7-I-ISA 

4,6-(dibromo)isatina 4,6-diBr-ISA 

5,7-(dicloro)isatina 5,7-diCl-ISA 

5,7-(dibromo)isatina 5,7-diBr-ISA 

5,7-(fluorcloro)isatina 5,7-FCl-ISA 

5,7-(bromocloro)isatina 5,7-BrCl-ISA 

1-morfolinoisatina NMORF-ISA 

1,5-(morfolinoiodo)isatina NMORF-5I-ISA 

1,5-(morfolinoflúor)isatina NMOR-5F-ISA 

1,5-(morfolinobromo)isatina NMORF-5Br-ISA 

1,6-(morfolinoflúor)isatina NMORF-6F-ISA 

1-(hidroxi)isatina NCOHISA 

1,5-(hidroxibromo)isatina NCOH-5Br-ISA 

1-metilisatina N-CH3-ISA 

1,5-(metilcloro)isatina NMe-5Cl-ISA 

5-metilisatina 5-CH3-ISA 

7-metilisatina 7-CH3-MeISA 

5,7-(clorometil)isatina 5,7-ClMeISA 

3-(hidroxi)isatina 3-OH-ISA 
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Tabela 2.2 Compostos e respetivas concentrações das soluções utilizadas. 

Compostos Abreviatura Concentração Proveniência 

Calmodulina CaM 60 μM Genaxxon 

Caveolina 1 CAV-1 0,05 mg mL-1 Abcam 

Caveolina 2 CAV-2 0,05 mg mL-1 Abcam 

Caveolina 3 CAV-3 0,05 mg mL-1 Abcam 

Ureia - 6 M Sigma 

Ditiotritol DTT 10 mM Sigma 

Dodecil sulfato de sódio SDS 50 mM Sigma 

Tris-(2-carboxietil)-fosfina TCEP 50 mM Sigma 

Hidrocloreto de guanidina GuaHCl 6 M Sigma 

Colesterol Col 10 mM Aldrich 

 

 

Todas as soluções foram preparadas a partir de reagentes de pureza analítica, 

utilizando água (condutividade <0,1 μS cm-1) purificada pelo sistema Millipore Milli-Q 

System, Millipore S.A., Molsheim, França. As soluções de eletrólito inerte de diferentes 

valores de pH, com força iónica igual a 0,1 M foram preparadas de acordo com a 

Tabela 2.3.  

As concentrações específicas utilizadas durante as medidas voltamétricas estão 

referidas em cada capítulo e foram preparadas diretamente na célula eletroquímica, por 

diluição da respetiva solução mãe do composto de interesse, no eletrólito inerte 

desejado. Os eletrólitos inertes utilizados estão referidos no texto. Existem 

procedimentos experimentais específicos que se encontram descritos nos respetivos 

capítulos. Nos estudos efetuados com as proteínas CaM, CAV-1, CAV-2 e CAV-3, o 

eletrólito inerte utilizado foi pH = 7,0 tampão (Tris/HCL) 0,1M. 
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As soluções saturadas com N2 foram preparadas através da passagem de um 

fluxo de gás N2 de elevada pureza sobre as soluções, durante 10 minutos antes do início 

da medida voltamétrica e mantido à superfície da solução durante as medições. 

Nas medições de pH foram realizadas com um medidor de pH Crison micropH 

2001 (Barcelona, Espanha), com um elétrodo de vidro combinado Ingold.  

Para dosear os nano e os micro-volumes de solução preparados e utilizados ao 

longo das experiências, foram utilizadas pipetas ajustáveis Pipetman P1000, P200 e P20 

da Gilson S.A., Villiers-le-Bel, França. 

Todas as experiências foram feitas à temperatura ambiente (25 ± 1 °C).  

 

Tabela 2.3 Composição das soluções de eletrólito inerte [271]. 

Eletrólitos inertes (diluições para 100mL) pH 

0,2 M KCl + 0,2M HCl 1,2 

0,2 M KCl + 0,2M HCl 2,0 

0,2 M NaAcO  + 0,2M HAcO 3,4 

1 M NaAcO  + 1 M HAcO 4,5 

0,2 M NaAcO + 0,2M HAcO 5,4 

0,2 M Na2HPO4 + 0,2M NaH2PO4 6,1 

0,2 M Na2HPO4 + 0,2M NaH2PO4 7,0 

0,2 M Na2HPO4 + 0,2M NaH2PO4 8,0 

0,025M Na2B4O7.10H2O + 0,1 M NaOH 9,2 

0,2 M KCl + 0,2M NaOH 12,0 

0,2 M KCl + 0,2M HCl 12,8 
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2.2 Instrumentação 

Todas as experiências de voltametria foram realizadas utilizando um 

potenciostato/galvanostato Autolab da Autolab Electrochemical Instruments, Utrecht, 

Holanda, Figura 2.1, funcionando no modo potenciostático.  

 

 

 

Figura 2.1 Potenciostato/galvanostato Autolab. 

 

O controlo dos parâmetros utilizados durante os ensaios de EIS, a aquisição e o 

tratamento dos dados obtidos foram efetuados por intermédio do programa FRA 

(Frequency Response Analyser) versão 4.9, da Eco-Chemie, Utrecht, Holanda. Durante 

o registo dos espectros de impedância foi aplicado um sinal perturbador de amplitude 5 

mV num intervalo de frequências 100 kHz a 0,1 Hz, enquanto o potencial aplicado foi 

mantido constante a + 0,5 V.  

Os estudos gravimétricos realizados neste trabalho foram efetuados utilizando 

uma QCM, integrada numa plataforma AWS A20, com um cristal de quartzo coberto 

com ouro em ambas as faces e revestido a grafite (AuQC_Gr) com frequência de 

ressonância de 9 MHz, a funcionar com o programa A20RPSoft da AWSensors, 

Scientific Technology, Valencia, Spain. A célula integrada na plataforma AWS A20 

está acoplada a um computador controlado por SP-200 Research Grade 
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Potentiostat/Galvanostat/FRA a funcionar com o programa EC-Lab V10.40, da Bio-

Logic Science Intruments SAS, Claix, France.  

As experiências espetrofotométricas foram registadas num espetrofotómetro 

UV-Vis SPECORD S100, associado ao programa Aspect Plus, versão 1.5 da Analytic 

Jena GmbH, Jena, Alemanha. Foram utilizadas cuvetes de quartzo com percurso óptico 

de 1 cm. As condições experimentais foram: tempo de integração 25 ms e uma 

acumulação de 1000 pontos para cada medida registada. Todos os espetros foram 

realizados na gama de comprimentos de onda de 190 a 400 nm. 

Todas as experiências eletroquímicas de voltametria foram realizadas numa 

célula eletroquímica, Figura 2.2, de capacidade máxima 3 mL. O elétrodo de trabalho 

utilizado foi um elétrodo de carbono vítreo (GCE) de diâmetro Φ = 1mm, da BAS Inc., 

Tóquio. O elétrodo auxiliar foi um fio de platina (Pt) e o elétrodo de referência foi o 

eléctrodo Ag/AgCl (3M KCl), da Cypress System Inc., EUA, Figura 2.2. 

 

 

 

Figura 2.2 Célula eletroquímica e elétrodos utilizados nos estudos 

eletroquímicos. 
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No tratamento dos dados e na construção dos gráficos apresentados ao longo 

deste trabalho foi utilizada o programa Origin®, versão 8.0, da Microcal Software, Inc., 

EUA. O algoritmo de Savitsky-Golay foi utilizado sempre que houve necessidade de 

eliminar ruído de fundo sobreposto ao sinal voltamétrico.  

As estruturas químicas das substâncias e todos os mecanismos apresentados 

foram desenhados com o programa ChemDraw Ultra, versão 8.0, da CambridgeSoft 

Corporation, EUA. 

 

2.3 Parâmetros voltamétricos  

O controlo dos parâmetros voltamétricos, a aquisição e o tratamento dos dados 

experimentais foram efetuados por intermédio do programa GPES (General Purpose 

Electrochemical System), versão 4.9, da Echo-Chemie, Utrecht, Holanda. 

Para as medidas de voltametria cíclica foi sempre utilizado um degrau de 

potencial de ΔEs = 2 mV. Em todas as medidas realizadas por voltametria de DP foram 

sempre mantidos constantes os seguintes parâmetros: largura do impulso 70 ms, 

amplitude de impulso 50 mV e velocidade de varrimento ν  = 5 mV s-1.  

Os voltamogramas de DP foram sujeitos à correção da linha de base através do 

algoritmo matemático moving average, utilizando um degrau de 1 mV.  

Nas medidas realizadas por voltametria de SW foram sempre mantidos 

constantes os seguintes parâmetros: a amplitude de pulso 50 mV, o degrau de potencial 

a ΔEs = 2 mV. A frequência do impulso foi modificada de acordo com a necessidade de 

cada experiência.  
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2.4 Preparação da superfície dos elétrodos 

Antes de cada experiência, o GCE, o elétrodo de trabalho utilizado nas medidas 

voltamétricas, foi sujeito a um tratamento mecânico e eletroquímico com o objetivo de 

limpar a sua superfície. A limpeza mecânica do GCE envolve o polimento com spray de 

grão de diamante com partículas de diâmetro 1 μm, da Kemet International Ltd, Reino 

Unido. Depois do polimento, o elétrodo foi lavado com um jato de água Milli-Q. 

Após a limpeza mecânica foi efetuado o condicionamento eletroquímico da 

superfície do GCE através do registo de vários voltamogramas de DP ou 

voltamogramas cíclicos na solução de eletrólito inerte, até se verificar uma resposta 

eletroquímica estável e inalterável que comprova a limpeza da sua superfície.  

A medição voltamétrica das espécies em estudo realizou-se depois da limpeza da 

elétrodo. A escolha do eletrólito inerte e a concentração da solução foi estudada para 

cada caso. Depois de cada varrimento registado limpou-se a superfície do GCE para 

retirar todo o composto eventualmente adsorvido, ou os possíveis produtos de oxidação 

das espécies em estudo, de maneira a não interferir com os varrimentos seguintes. 

A superficie do cristal utilizado nas medidas gravimétricas foi lavado com água 

desionizada e seco com um fluxo de gás N2 de elevada pureza. Depois de cada medida 

efetuada, a superficie do cristal foi limpa com etanol para retirar os resíduos de proteína 

adsorvida e de seguida foi passado por um jato de água Milli-Q.  

 

2.4.1 Modificação da superfície do GCE para desnaturação de proteínas  

O estudo da desnaturação das proteínas foi efetuado com a superfície do GCE 

modificada com um filme de proteína, obtido através da deposição de uma gota de 5 μL 

(filme monocamada) ou quatro gotas (filme multicamada), retiradas diretamente do 
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frasco de concentração 60 μM de CaM ou de CAV-2, com secagem sobre um fluxo 

constante de nitrogénio, entre cada gota adicionada.  

Para proceder à investigação da oxidação da proteína desnaturada, depois de 

preparado o filme na superfície do elétrodo, o mesmo é incubado em eletrólito inerte, 

pH = 7,0 tampão 0,1 M (Tris/HCl), que contém os agentes dodecil sulfato de sódio 

(SDS) 50 mM e os agentes redutores tris (2-carboxiletil) fosfina (TCEP) 50 mM e 

ditiotreitol (DTT) 10 mM e ureia 6 M, para diferentes tempos de incubação. De seguida, 

o elétrodo é removido e lavado com um jato de água Milli Q, para remover o excesso de 

solução desnaturante, e colocado na célula eletroquímica que contém apenas eletrólito 

inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M). 
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CAPÍTULO 3 

3  

Estudo Voltamétrico de Derivados 

Nitrogenados da Isatina 
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Uma das principais áreas da investigação científica está ligada à síntese de novas 

substâncias químicas de interesse farmacêutico e ao desenvolvimento de medicamentos, 

com vista à prevenção de doenças e a melhorar a qualidade de vida. Neste contexto, o 

estudo das moléculas derivadas da isatina é essencial, uma vez que estes compostos 

estão envolvidos na síntese e constituição de substâncias químicas com interesse 

farmacêutico, sendo que alguns já fazem parte da constituição de medicamentos.  

Neste capítulo é apresentado o estudo eletroquímico da ISA e de seis derivados 

nitrogenados da ISA, que contêm na sua estrutura um ou mais átomos de nitrogénio, e 

que foram agrupados em função do grupo substituinte [92]. Da série estudada fazem 

parte os derivados nitrogenados, 5-nitroisatina, isatina-3-hidrazona, 7-metilisatina-3-

hidrazona, isatina-3-semicarbazona, isatina-3-tiosemicarbazona e 5-bromoisatina-3-

tiosemicarbazona Figura 3.1.  

As propriedades redox destas moléculas foram esclarecidas através da analise do 

comportamento eletroquímico da ISA e dos derivados nitrogenados, com recurso às 

técnicas de voltametria cíclica, de DP e de SW, utilizando o GCE, e os mecanismos de 

oxidação e redução propostos para estes derivados foram propostos, tendo em conta os 

resultados obtidos [92].  



 
90 

N NC

R3

R2

R1

R
N

O

NH2N

N

O

NH2N

CH3

Hidrazona HIDISA 7-CH3-HIDISA

C N N C N

H

R

R1

R2

R3

X

Semicarbazonas : X=O
Tiosemicarbazonas : X=S

N

H

O

NNHCH2N

O

N

O

O

O2N

H

SEMISA

TIOSEMISA5-Br-TIOSEMISA

5-NO2-ISA

N

H

O

NNHCH2N

S

N

H

O

NNHCH2N

S

Br

B

C

A

H H

N

O

O

H

D

ISA

 

 

 

Figura 3.1 Estruturas químicas da (A) ISA e de derivados nitrogenados:  

(B) grupo funcional nitro, (C) grupo funcional hidrazona e (D) grupos funcionais 

semicarbazona e tiosemicarbazona.  
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Figura 3.2 Voltamogramas cíclicos em (•••) eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 

0,1 M), em soluções de 500 μM ISA, 260 μM 5-N-ISA, 186 μM HIDISA, 260 μM  

7-CH3-HIDISA, 500 μM de SEMISA e 167 μM de 5-BrTIOSEMISA, (▬) primeiro  

e (⁃ ⁃ ⁃) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Tabela 3.1 Potenciais de oxidação dos derivados nitrogenados da ISA obtidos por 

voltametria cíclica. 

 

 

 

Derivados nitrogenados 

da ISA 

Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

1º Varrimento 2º Varrimento 

ISA 
Ep1a = + 1,10 V 

Ep2a = + 1,24 V 

Ep1a = + 1,16 V 

Ep2a = + 1,20 V 

5-NO2-ISA 
Ep1a = + 0,98 V 

Ep2a= + 1,10 V 

▬ 

Ep2a = + 1,10 V 

HIDISA 
Ep1a = + 0,60 V 

Ep2a = + 0,90 V 

Ep1a = + 0,62 V 

Ep2a = + 0,92 V 

Ep3c = + 0,25 V 

Ep3a = + 0,28 V 

7-CH3-HIDISA 
Ep1a = + 0,64 V 

Ep2a = + 0,90 V 

Ep1a = + 0,70 V 

Ep2a = + 0,93 V 

Ep3c = + 0,11 V 

Ep3a = + 0,32 V 

SEMISA 
Ep1a = + 0,80 V 

Ep2a = + 0,94 V 

Ep2a = + 0,90 V 

Ep3c = + 0,27 V 

Ep3a = + 0,30 V 

Ep4c = + 0,46 V 

Ep4a = + 0,49 V 

TIOSEMISA 
Ep1a = + 0,62 V 

Ep2a = + 0,86 V 

▬ 

Ep2a = + 0,90 V 

5-Br-TIOSEMTISA 
Ep1a = + 0,86 V 

Ep2a = + 1,05 V 

▬ 

Ep2a = + 0,90 V 
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O estudo inicial realizou-se por voltametria cíclica, com velocidade de 

varrimento ν = 100 mV s-1, em soluções de concentração ~200 μM, Figura 3.2,  

Tabela 3.1, preparadas diretamente em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato  

0,1 M) e saturadas com N2 de forma a evitar a difusão do oxigénio atmosférico para o 

interior das soluções. Todas os derivados nitrogenados analisados apresentaram 

comportamento eletroquímico no GCE, tendo-se verificado a existência de vários picos 

de oxidação e redução.  

Uma vez que os processos de oxidação e redução apresentaram comportamentos 

independentes entre si, o estudo dos derivados nitrogenados da ISA foi realizado 

separadamente. 

3.1 Oxidação eletroquímica  

3.1.1 Voltametria cíclica  

As experiências de voltametria cíclica realizaram-se no intervalo de potencial 

0,0 V até 1,3 V, em soluções de 500 μM de ISA, Figura 3.3, 260 μM de 5-NO2-ISA, 

Figura 3.4, 186 μM de HIDISA, Figura 3.5A, 260 μM de 7-CH3-HIDISA,  

Figura 3.5B, 500 μM de SEMISA, Figura 3.7A, e 167 μM de 5-Br-TIOSEMISA, 

Figura 3.7B, preparadas diretamente em electrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 

0,1 M) e os dados relativos aos potenciais dos picos de todos os derivados nitrogenados 

estão resumidos na Tabela 3.1. 

3.1.1.1 Isatina 

Os voltamogramas cíclicos realizados numa solução de 500 μM de ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), mostraram no primeiro varrimento o 

aparecimento de dois picos de oxidação irreversíveis, o pico 1a, a Ep1a = + 1,10 V, e o 

pico 2a, a Ep2a = + 1,24 V, Figura 3.3.  
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O potencial dos picos de oxidação da ISA deslocou-se para valores de potenciais 

mais positivos, próximo da evolução do oxigénio, quando comparado com os valores de 

potencial dos picos de oxidação dos seus derivados nitrogenados, como será descrito a 

seguir e resumido na Tabela 3.1. 

Em varrimentos sucessivos, sem limpar o GCE, verificou-se que a intensidade 

da corrente para ambos os picos de oxidação da ISA diminuiu, devido à adsorção dos 

produtos de oxidação da ISA na superfície do GCE, que causam a diminuição da área na 

superfície do GCE disponível para a oxidação. 

 

3.1.1.2 5-Nitroisatina (5-NO2-ISA) 

Nos voltamogramas cíclicos registados numa solução de 260 μM de  

5-NO2-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), observaram-se dois 

picos de oxidação irreversíveis, o pico 1a, a Ep1a = + 0,98 V, e o pico 2a, a  

Ep2a = + 1,10 V, Figura 3.4, mas com a intensidade de corrente muito baixa. Os 

potenciais dos picos de oxidação da 5-NO2-ISA apresentaram valores mais positivos, 

Tabela 3.1, quando comparado com os potenciais dos outros derivados nitrogenados da 

ISA, que serão descritos a seguir. 

3.1.1.3 Isatinas-hidrazonas (HIDISA) 

Os voltamogramas cíclicos foram realizadas em soluções de 186 μM HIDISA e 

de 260 μM 7-CH3-HIDISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M).  

Para ambas as hidrazonas, ocorreram dois picos de oxidação irreversíveis e 

consecutivos, o pico 1a, a Ep1a = + 0,60 V, e o pico 2a, a Ep2a = + 0,90 V, associados a 

processos eletroquímicos do grupo hidrazona das respetivas moléculas, Figura 3.5.  
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Figura 3.3 Voltamogramas cíclicos em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão  

fosfato 0,1 M), e numa solução de 500 μM ISA, (▬) primeiro e  

(▬) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Figura 3.4 Voltamogramas cíclicos em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0  

(tampão fosfato 0,1 M), numa solução de 260 μM 5-NO2-ISA,  

(▬) primeiro varrimento. ν = 100 mV s-1. 
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O sentido do varrimento foi invertido e, no sentido negativo dos potenciais, 

observou-se um pico catódico, pico 3c, a Ep3c = + 0,25 V, para a HIDISA, Figura 3.5A, 

e o pico 3c, a Ep3c = + 0,11 V, para a 7-CH3-HIDISA, Figura 3.5B. O pico 3c 

corresponde à redução do produto de oxidação da HIDISA, formado na superfície do 

GCE no primeiro varrimento, no sentido positivo. 

Num novo varrimento, realizado com o GCE limpo, inverteu-se o sentido do 

varrimento logo após o pico 1a, antes do pico 2a, e não se observou o pico 3c no 

varrimento inverso, o que significa que o produto de oxidação da HIDISA está 

associado aos produtos formados no pico 2a, o segundo processo de oxidação, que 

ocorre a um potencial de oxidação mais elevado, Ep2a = 0,90 V. 

Depois de realizados alguns voltamogramas cíclicos sucessivos, sem limpar o 

elétrodo entre os varrimentos, verificou-se que o pico de oxidação 3c é reversível, uma 

vez que logo no segundo varrimento se observou um novo pico 3a, a Ep3a = + 0,28 V.  

A razão entre as intensidades de corrente do par de picos 3a - 3c é muito próximo da 

unidade e a separação entre os potenciais de ambos os picos é | Ep3a- Ep3c | = 30 mV. 

Considerando que para um sistema reversível, |Epa- Epc | ~ 59 / n mV (a 25 °C), 

no segundo processo de oxidação da HIDISA estão envolvidos dois eletrões. Contudo, 

na oxidação da 7-CH3-HIDISA, o pico 3a não é reversível, uma vez que a diferença 

entre os potenciais do pico de oxidação é | Ep3a- Ep3c | = 183 mV, Figura 3.5B. 

O estudo do efeito da variação da velocidade de varrimento na oxidação das 

isatinas-hidrazonas foi avaliado numa solução de 186 μM de HIDISA, para velocidades 

entre 10 e 1000 mV s-1, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M),  

Figura 3.6. 
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Figura 3.5 Voltamogramas cíclicos em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 

0,1 M) e em solução de (A) 186 μM HIDISA e (B) 260 μM 7-CH3-HIDISA,  

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Figura 3.6 Voltamogramas cíclicos numa solução de 186 μM de HIDISA, em  

pH = 7,0 tampão fosfato 0,1 M, com velocidades de varrimento a variar de  

(▬) 10 a (▬) 1000 mV s-1. 

 

Os resultados demonstraram que a corrente de pico aumenta com o aumento da 

velocidade, mas o potencial de oxidação é deslocado 200 mV para valores mais 

positivos, e não se trata de um processo de oxidação irreversível controlado por difusão 

[245]. A relação Ip1a vs. √𝑣 não é linear e este tipo de comportamento é justificado 

devido à forte adsorção da HIDISA e/ou dos seus produtos de oxidação na superfície 

hidrofóbica do GCE, e está de acordo com o caráter altamente hidrofóbico da ISA 

[27,272]. 

3.1.1.4 Isatina-semicarbazona e Isatina-tiosemicarbazona 

As experiências de voltametria cíclica foram efetuadas em soluções de  

500 μM SEMISA e de 167 μM 5-Br-TIOSEMISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), Figura 3.7.  
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Relativamente à SEMISA, observaram-se dois picos de oxidação irreversíveis e 

consecutivos, no sentido positivo do primeiro varrimento, o pico 1a, a Ep1a = + 0,80 V, e 

o pico 2a, a Ep2a = + 0,94 V. 

O sentido do primeiro varrimento foi invertido na direção negativa, e 

observaram-se dois novos picos catódicos consecutivos, o pico 3c, a Ep3c = + 0,27 V, e o 

pico 4c, a Ep4c = + 0,46 V, reversíveis, uma vez que a partir do segundo varrimento, sem 

limpar o GCE, observaram-se dois novos picos de oxidação, os picos 3a e 4a, Figura 

3.7A e Tabela 3.1. 

Também se observou a diminuição de corrente dos picos 1a e 2a, devido à forte 

adsorção dos respetivos produtos de oxidação na superfície do GCE. 

Nos voltamogramas cíclicos registados na solução de 5-Br-TIOSEMISA 

observaram-se também dois picos anódicos, o pico 1a, a Ep1a = + 0,86 V, e o pico 2a, a 

Ep2a = + 1,05 V, contudo, depois de invertido o sentido do varrimento, não foram 

detetados quaisquer picos catódicos, indicativos de um processo de redução,  

Figura 3.7B.  

No segundo varrimento também se observou a diminuição da corrente dos picos 

de oxidação, devido à adsorção dos produtos de oxidação na superfície do GCE e 

consequente diminuição da área do elétrodo, impedindo o processo de oxidação.  

 

3.1.2 Voltametria de impulso diferencial. Influência do pH 

As experiências de voltametria de DP foram realizadas em soluções de ISA e de 

5-NO2-ISA eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M). A influência do pH na 

oxidação da ISA, da HIDISA e da SEMISA foi estudada numa gama de eletrólitos de 

força iónica 0,1 M, num intervalo de pH que variou entre 2,0 e 12,0, Tabela 2.3. Todas 

as experiências foram efetuadas usando sempre uma superfície limpa do GCE.  
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Figura 3.7 Voltamogramas cíclicos em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0  

(tampão fosfato 0,1 M), e em solução de (A) 500 μM de SEMISA e (B) 167 μM de  

5-Br-TIOSEMISA, (▬) primeiro e (▬)  segundo varrimentos, ν = 100 mV s-1. 
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3.1.2.1 Isatina  

Nos voltamogramas de DP efetuados numa solução de 20 μM de ISA em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), observou-se que a oxidação da ISA 

ocorre em dois passos, com a formação dos picos 1a, a Ep1a = + 0,96 V, e pico 2a,  

Ep2a = + 1,20 V, Figura 3.8. 
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Figura 3.8 Voltamogramas de DP sucessivos, em eletrólito inerte a (▬) pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), e numa solução de 20 μM de ISA, (▬) primeiro,  

(▬) segundo e (▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV s-1. 

 

A influência do pH na oxidação da ISA foi avaliada no intervalo de pH da 

Tabela 2.3. Verificou-se que aumentando o pH, ocorre um deslocamento do potencial 

dos picos de oxidação 1a e 2a para valores mais negativos, seguindo a relação de 59 mV 

por unidade de pH, e nos mecanismos dos processos de oxidação ocorre a transferência 

do mesmo número de eletrões e protões. Uma vez que a largura a meia altura do pico 1a 

é W1/2 ≈ 100 mV e do pico 2a é W1/2 ≈ 90 mV, foi possível concluir que as duas reações 

eletroquímicas ocorrem com a transferência de um eletrão e de um protão [27]. 
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3.1.2.2 Isatina-3-hidrazona (HIDISA) 

Os voltamogramas de DP foram registados numa solução de 10 μM de  

HIDISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M). No primeiro 

varrimento, a oxidação da HIDISA ocorre em duas etapas, com a ocorrência dos picos 

de oxidação, pico 1a, a Ep1a= + 0,60 V, e o pico 2a, a Ep2a = + 0,88 V, Figura 3.9.  
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Figura 3.9 Voltamogramas sucessivos de DP numa solução de 10 μM de HIDISA  

em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), (▬) primeiro,  

(▬) segundo e (▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV s-1. 

 

Durante o segundo varrimento, sem limpar a superfície do GCE, observou-se a 

formação de um novo pico de oxidação, o pico 3a, a Ep3a = + 0,30 V, cuja intensidade 

de corrente aumenta com o número de varrimentos. Estes resultados estão de acordo 

com os resultados de voltametria cíclica, Figura 3.5A. 

A adsorção da HIDISA na superfície do elétrodo foi estudada, efetuando vários 

varrimentos sucessivos de voltametria de DP na solução de 10 μM de  
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HIDISA em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), sem limpar a superfície 

do GCE. De seguida, o GCE com a HIDISA e o seu produto de oxidação adsorvido foi 

lavado com um jato de água Milli-Q e transferido de imediato para uma célula apenas 

com eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M). Nos voltamogramas de DP 

obtidos observou-se a presença dos picos de oxidação 1a, 2a e 3a, Figura 3.10(▬).  
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Figura 3.10 Voltamogramas de DP em eletrólito inerte pH = 7,0 (tampão fosfato  

0,1 M), obtidos no: (▬) GCE limpo e (▬) GCE com HIDISA e o seu produto de 

oxidação adsorvidos após quatro varrimentos sucessivos numa solução de 10 μM de 

HIDISA em eletrólito pH = 7,0. ν = 5 mV s-1. 

 

A formação dos picos de oxidação 1a, 2a e 3a em eletrólito inerte, após 

varrimentos sucessivos numa solução de 10 μM de HIDISA, Figura 3.10, confirmou 

que tanto a HIDISA como os seus produtos de oxidação adsorvem fortemente na 

superfície do GCE. De facto, esta experiência veio confirmar o resultado do estudo da 

variação da velocidade de varrimento, efetuado por voltametria cíclica, que concluiu 
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que a relação Ip1a vs. √𝑣 não é linear, Figura 3.6, devido à forte adsorção da HIDISA 

e/ou dos seus produtos de oxidação na superfície do GCE. 

Os voltamogramas de DP efetuados com o GCE em soluções de 10 μM de 

HIDISA, Figura 3.11, em eletrólitos inerte com pH entre 2 e 11, Tabela 2.3, 

permitiram avaliar a influência do pH no processo de oxidação.  

No intervalo entre 2,0 < pH < 9,0, o potencial dos picos de oxidação 1a e 2a 

deslocou-se progressivamente para valores menos positivos com o aumento do pH, 

Figura 3.11. O declive das retas pontilhadas do gráfico Epa vs. pH, é, para os dois picos 

1a e 2a, de 59 mV por unidade de pH, Figura 3.11B, ou seja, ambos os mecanismos de 

oxidação envolvem a transferência do mesmo número de eletrões e protões. O número 

de eletrões transferidos n, foi determinado pela largura a meia altura dos picos, de W1/2 

≈ 100 mV para o pico 1a, e W1/2 ≈ 78 mV para o pico 2a, próximo do valor teórico de 90 

mV, o que corresponde à transferência de um eletrão e de um protão. Verificou-se que o 

pH influenciou a intensidade de corrente de ambos os picos de oxidação, principalmente 

do pico 2a, Figura 3.11, que apresentou uma corrente mais elevada no intervalo  

2,0 < pH < 6,0, atingindo o valor máximo para pH = 3,5, em tampão acetato 0,1 M .  

Para pH > 9,0 o potencial de ambos os picos de oxidação é independente do pH, 

e o mecanismo de oxidação passa a envolver apenas a transferência de um eletrão, uma 

vez que a HIDISA sofre desprotonação química em eletrólitos alcalinos.  

No desenvolvimento de novos fármacos, o conhecimento do valor do pKa é 

fundamental para determinar a sua atividade farmacológica, uma vez que o pKa 

influencia a absorção e a passagem dos compostos através das membranas celulares, 

devido aos seus efeitos sobre a lipossolubilidade e na solubilidade das moléculas. A 

maioria dos compostos farmacêuticos consiste em ácidos e bases fracas, presentes nas 

soluções sob a forma ionizada e não ionizada. 
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Figura 3.11 (A) Voltamogramas de DP em 3D, com correção de linha de base, 

em soluções de 10 μM de HIDISA, em eletrólitos com diferentes valores de pH. (B) 

Gráfico da variação de (●) Ep1a e da (○) Ip1a do pico 1a e (■) Ep2a e da (□) Ip2a do pico 2a 

vs. pH. O declive da reta é de 59 mV por unidade de pH. ν = 5 mV s-1. 
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As moléculas não ionizadas geralmente são lipossolúveis e podem atravessar a 

membrana celular mas, as moléculas ionizadas não o conseguem fazer devido à sua 

baixa lipossolubilidade. Portanto, a distribuição transmembranar de um fármaco é 

determinada principalmente pelo seu pKa e pelo gradiente de pH através da membrana 

[273]. 

Para proceder à medição dos valores de pKa, é necessário analisar o efeito do 

analito em eletrólitos de diferentes pHs e acompanhar a variação do potencial em 

função do estado de ionização da molécula, para diferentes pHs. 

A partir dos dados analisados relativamente à influência do pH na oxidação da 

isatina-3-hidrazona, Figura 3.11B, o valor do pKa determinado foi de pKa ~ 9. 

3.1.2.3 Isatina-3-semicarbazona (SEMISA) 

Nos voltamogramas de DP efetuados numa solução de 20 μM de  

SEMISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), observou-se que a 

oxidação da SEMISA também ocorre em dois passos, com a formação dos picos  

1a e 2a, Figura 3.12. 

No segundo varrimento, sem limpar a superfície do GCE, observou-se a 

formação dos novos picos de oxidação, o pico 3a, a Ep3a = + 0,31 V e o o pico 4a, a  

Ep4a = + 0,48 V, ligeiramente desviado para valores mais positivos, quando comparado 

com a HIDISA. Estes resultados estão de acordo com os resultados de voltametria 

cíclica, Figura 3.5A.  

Em relação à corrente dos picos, verificou-se que a corrente do pico 1a diminuiu 

significativamento com o número de varrimentos sucessivos, enquanto que a corrente 

do pico 4a aumenta, Figura 3.12, devido à oxidação dos produtos de oxidação que se 

estão a formar nos varrimentos seguintes.  
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Figura 3.12 Voltamogramas sucessivos de DP numa solução de 10 μM de SEMISA  

em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), (▬) primeiro,  

(▬) segundo e (▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV s-1. 

 

A influência do pH foi avaliada por voltametria de DP, numa gama variada de 

eletrólitos inertes no intervalo de pH da Tabela 2.3.  

No intervalo 3,0 < pH < 12,0 verificou-se que, com o aumento do pH, ocorre um 

deslocamento do potencial de ambos os picos de oxidação 1a e 2a, para potenciais mais 

negativos, Figura 3.13.  

O declive da reta pontilhada do gráfico Epa vs. pH, Figura 3.13B, é, para ambos 

os picos, de 59 mV por unidade de pH, o que significa que os mecanismos de ambos os 

processos de oxidação envolvem o mesmo número de eletrões e protões. Em cada 

reação de oxidação ocorre a transferência de um eletrão e um protão, uma vez que  

W1/2 ≈ 60 mV para o pico 1a e W1/2 ≈ 75 mV para o pico 2a. 
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Figura 3.13 (A) Voltamogramas de DP com correção de linha de base, em soluções de 

20 μM de SEMISA, em eletrólitos com diferentes valores de pH. (B) Gráfico da 

variação de (●) Ep1a e (○) Ip1a do pico 1a e de (■) Ep2a e (□) Ip2a do pico 2a vs. pH. O 

declive das retas é de 59 mV por unidade de pH. ν = 5 mV s-1 
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Também se verificou no gráfico Epa vs. pH, Figura 3.13B, que a intensidade de 

corrente de ambos os picos de oxidação é maior no intervalo 2,0 < pH < 6,0, atingindo o 

valor mais alto no eletrólito mais ácido, o que acontece devido ao efeito do pH na 

ionização do grupo semicarbazona que tem como consequência um aumento da 

hidrofobicidade e da adsorção na superfície hidrofóbica do GCE.  

 

3.1.3 Voltametria de onda quadrada  

Uma das grandes vantagens da voltametria de SW é a possibilidade de se 

observar durante um varrimento se a reação de transferência eletrónica é ou não 

reversível. A informação relativa à corrente direta e inversa do varrimento permite 

observar os picos de oxidação e de redução das espécies eletroativas na superfície do 

GCE, durante o mesmo varrimento de potencial.  

O comportamento eletroquímico da ISA e da SEMISA foi avaliado por 

voltametria de SW, em soluções preparadas em eletrólito inerte pH = 7,0 (tampão 

fosfato 0,1 M), e com uma velocidade efetiva de 50 mV s-1.  

3.1.3.1 Isatina 

Nos voltamogramas de SW efetuados numa solução de 50 μM de ISA, 

observou-se no primeiro varrimento os dois picos de oxidação, pico 1a, a Ep1a = + 0,98 

V, e o pico 2a, a Ep2a = + 1,12 V, mas no segundo varrimento não se observou nenhum 

pico de oxidação correspondente ao produto da oxidação da ISA, Figura 3.14A.  

Para detetar o produto de oxidação da ISA na superfície do GCE, usou-se um 

GCE com a superfície limpa, imerso numa solução de 50 μM de ISA ao qual foi 

aplicado um potencial de + 1,10 V durante 60 s. Este procedimento de condicionamento 

do elétrodo teve como objetivo forçar a oxidação das moléculas da ISA e a adsorção dos 

seus produtos de oxidação na superfície do GCE.  
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Figura 3.14 Voltamogramas de SW numa solução de 50 µM ISA em eletrólito inerte 

pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M): (A) sem condicionamento do GCE, (▬) eletrólito 

inerte, (▬) primeiro e (▬) segundo varrimento; (B) depois do condicionamento do 

GCE a + 1,10 V durante 60 s, seguido de + 0,30 V durante 60 s. (▬) It – corrente total, 

(▬) If – corrente direta, (▬) Ib – corrente inversa.νef = 50 mV s-1. 
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Contudo, a aplicação de um potencial tão elevado de + 1,10 V, levou à oxidação 

da ISA, seguida imediatamente da oxidação dos produtos de oxidação da ISA, e o que 

se observou por voltametria de SW foi a ocorrência de um pico 3a muito pequeno. Os 

resultados melhoraram quando, imediatamente a seguir ao primeiro condicionamento  

de + 1,10 V, se aplicou outro potencial de + 0,30 V durante 60 s. Durante este período 

os produtos de oxidação da ISA oxidados no primeiro condicionamento são reduzidos e, 

nos voltamogramas de SW observou-se o pico 3a bem definido, a Ep3a = + 0,44 V, 

Figura 3.14B.  

A reversibilidade do pico pico 3a da ISA foi confirmada com a representação 

das componentes direta e inversa da corrente total, Figura 3.14B. As correntes de 

oxidação e redução do pico 3a são iguais, pois o produto de oxidação da ISA está só 

adsorvido numa monocamada na superfície do GCE. 

3.1.3.2 Isatina-3-semicarbazona (SEMISA) 

No primeiro voltamograma de SW realizado numa solução de 20 μM de 

SEMISA, observou-se um comportamento semelhante aos resultados da voltametria 

cíclica e da voltametria de DP, dois picos de oxidação, o pico 1a, a  

Ep1a = + 0,75 V, e o pico 2a, a Ep2a = + 0,89 V, Figura 3.15.  

A irreversibilidade dos picos 1a e 2a ficou demonstrada quando se observou a 

representação gráfica das componentes directa e inversa da corrente total,  

Figura 3.15A(▬). 

No segundo voltamograma de SW observou-se o aparecimento dos novos picos 

de oxidação, reversíveis, o pico 3a, a Ep3a = + 0,36 V, e o pico 4a, a Ep4a = + 0,54 V, que 

correspondem aos produtos de oxidação reversíveis da SEMISA, Figura 3.15, que 

também foram observados nos resultados obtidos pela voltametria cíclica, Figura 3.7A.  
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Figura 3.15 Voltamogramas de SW numa solução de 20 µM de SEMISA em electrólito 

inerte pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M): (A) primeiro e (B) terceiro varrimentos.  

It – corrente total, If – corrente directa, Ib – corrente inversa. νef = 50 mV s-1. 

 

Para todos os picos verificou-se um ligeiro desvio para valores menos positivos, 

em comparação com os resultados da voltametria cíclica, Tabela 3.1. 

 

3.1.4 Mecanismos de Oxidação  

A ISA e os seus derivados nitrogenados com os grupos funcionais nitro, 

hidrazona, semicarbazona e tiosemicarbazona, apresentam comportamentos de oxidação 

eletroquímica diferentes entre si. Os mecanismos de oxidação da ISA e os seus 

derivados nitrogenados foram propostos para pH fisiológico pH = 7,0, Figura 3.16 e 

3.17, com base nos resultados obtidos por voltametria cíclica, DP e SW, tendo em 

consideração (i) o anel pirrol que já está oxidado nas posições C2 e C3, (ii) o caráter 

aceitador e dador de eletrões do anel benzénico, e (iii) os diferentes grupos funcionais 

ligados à molécula da ISA [9,25,28,105,274–276]. 
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3.1.4.1 Isatina 

O mecanismo de oxidação proposto para a ISA está apresentado na Figura 3.16. 

A oxidação da ISA prossegue em dois passos sucessivos que provocam 

alterações no anel benzénico. No primeiro passo, o pico 1a, ocorre a remoção de um 

eletrão do anel benzénico, seguido de desprotonação e ataque nucleofílico direto por 

parte da água, com a produção da 7-hidroxiisatina, o tautómero mais estável, com 

menor energia. No segundo passo, o pico 2a corresponde à oxidação do grupo 7-OH da 

7-hidroxiisatina produzida no primeiro passo da oxidação. O mecanismo no anel 

benzénico segue os mesmos passos da oxidação do fenol [105].  

A oxidação do fenol ocorre num único passo, com a transferência de um eletrão 

e um protão, e envolve a formação do radical fenóxido instável com três formas 

isoméricas, que pode ser oxidado por dois caminhos. As posições orto e para deste 

radical são favoráveis à ocorrência de reações químicas. Por um lado, o radical fenóxido 

é estabilizado com a introdução de grupos hidroxilo nas posições orto ou para do anel 

dando origem a orto- ou para-quinonas, que são imediatamente oxidados devido ao 

elevado potencial aplicado na oxidação do fenol. Os dois produtos de oxidação são 

depois reduzidos reversivelmente. Por outro lado, o radical fenóxido inicia a 

polimerização, levando à formação de produtos poliméricos não eletroativos que são 

depois adsorvidos, provocando o bloqueamento da superfície do GCE [105,276].  

Tendo em conta os dados apresentados, a oxidação eletroquímica da ISA no 

GCE leva à formação de produtos de oxidação do tipo hidroquinona e catecol.  

A cinética e o mecanismo de reação relativamente às vias de oxidação e/ou 

polimerização do radical dependem do pH do meio e da concentração da ISA na 

solução. 
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Figura 3.16 Mecanismo de oxidação proposto para a ISA.  
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3.1.4.2 5-Nitro-isatina  

A oxidação da 5-NO2-ISA segue o mesmo mecanismo de oxidação proposto 

para a ISA, Figura 3.16.  

O comportamento anódico do derivado 5-NO2-ISA Figura 3.4, é diferente de 

todos os outros derivados mas semelhante à oxidação da ISA, uma vez que tanto neste 

derivado como na ISA, a oxidação ocorre para potenciais mais elevados e com correntes 

de pico muito reduzidas e muito semelhantes às da ISA, Tabela 3.1. 

Na 5-NO2-ISA a corrente dos picos de oxidação é muito reduzida devido ao 

efeito de remoção de eletrões causado pelo grupo nitro que torna a molécula de ISA 

positivamente carregada o que faz com que o seu caráter de dador de eletrões seja 

menor, por isso é mais difícil oxidar a 5-NO2-ISA, o que só acontece a potenciais mais 

elevados.  

 

3.1.4.3 Isatina-3-hidrazona e Isatina-3-semicarbazona 

Os mecanismos de oxidação propostos para a HIDISA e para a SEMISA estão 

apresentados na Figura 3.17.  

O mecanismo de oxidação da HIDISA envolve a transferência de um eletrão e 

de um protão nos dois passos e está associado à oxidação do grupo hidrazona ligado na 

posição C3, libertando N2 e dando origem à molécula de ISA, Figura 3.17A [274]. Ao 

atingir potenciais mais elevados, a ISA produzida pela oxidação da HIDISA é também 

oxidada, seguindo o mecanismo proposto na Figura 3.16, com a formação dos produtos 

hidroquinona, quinona e polímeros de ISA, obtendo-se assim o processo catódico 

associado com o pico 3c. 

O mecanismo de oxidação da SEMISA envolve a transferência de um eletrão e um 

protão de modo que, no primeiro passo ocorre a formação de um radical livre.  
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Figura 3.16 Esquema dos mecanismos de oxidação propostos para: (A) HIDISA e (B) SEMISA. 
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O segundo passo envolve a oxidação do radical livre e dá origem a um 

carbocatião, Figura 3.17B. Tal como na HIDISA, quando são aplicados potenciais mais 

elevados, o anel benzénico também é oxidado, formando um grupo hidroxilo na posição 

C7 e, a potencial elevado Ep = 1,3 V, ocorre a oxidação do fenol seguindo o mecanismo 

proposto para a oxidação da ISA, Figura 3.16, com a formação dos produtos quinonas, 

orto-quinona e para-quinona, e polímeros de ISA, observando-se assim no varrimento 

inverso os picos 3c e 4c.  

Os grupos funcionais da hidrazona e da semicarbazona levam ao aparecimento 

de novos processos de oxidação e a um desvio para valores menos positivos do 

potencial dos picos anódicos da molécula da ISA, como observado pela voltametria 

cíclica, Figuras 3.3, 3.4, 3.5 e 3.7. Comparando os picos de oxidação 1a e 2a da 

HIDISA e da SEMISA, Figuras 3.5 e 3.7, com os picos de oxidação 1a e 2a da ISA, 

Figura 3.3, verifica-se que os potenciais de oxidação dos derivados deslocaram-se para 

valores menos positivos e a intensidade de corrente aumenta consideravelmente. Os 

grupos hidrazona e semicabarzona ligados à molécula da ISA sofrem oxidação que 

ocorre a potenciais menos positivos, uma vez que são grupos dadores de eletrões mais 

facilmente oxidados, consequentemente têm um melhor poder redutor que o da ISA 

[9,27,274]. 

3.1.4.4 5-bromoisatina-3-tiosemicarbazona 

 A 5-Br-TIOSEMISA apresentou correntes de pico mais baixas nos 

voltamogramas cíclicos, Figura 3.7B, quando comparados com as correntes dos picos 

de oxidação da ISA, Figura 3.3. Esta diferença pode ser atribuída ao efeito estérico do 

bromo ligado à molécula que dificulta a aproximação do grupo semicarbazona à 

superfície do GCE.  
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3.2 Redução Eletroquímica  

3.2.1 Voltametria cíclica  

As experiências de voltametria cíclica realizaram-se no intervalo de potencial  

0,0 V até -1,2 V, em soluções de 500 μM de ISA, Figura 3.18A, 260 μM de  

5-NO2-ISA, Figura 3.18B, 186 μM de HIDISA, Figura 3.18C, 260 μM de  

7-CH3-HIDISA, Figura 3.18D, 500 μM de SEMISA, Figura 3.18E, e 167 μM de  

5-Br-TIOSEMISA, Figura 3.18F, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato  

0,1 M), em soluções saturadas de N2.  

O comportamento observado nos voltamogramas cíclicos foi idêntico para a ISA 

e para os seus derivados nitrogenados, com o aparecimento de um pico catódico 

irreversível, pico 6c, a Ep6c = - 0,80 V, Tabela 3.2. Contudo, na ISA o pico catódico 

ocorreu a potenciais menos negativos, Ep6c = - 0,58 V, Figuras 3.18A e Tabela 3.2.  

Nos voltamogramas cíclicos realizados numa solução de 260 μM de  

5-NO2-ISA observaram-se dois picos de redução irreversíveis, o pico 5c a  

Ep5c = - 0,40 V, e o pico 6c, a Ep6c = - 0,70 V, Figura 3.17B. Depois de invertido o 

varrimento, observou-se um novo pico de oxidação, o pico 7a, a Ep7a = - 0,06 V, que 

corresponde à oxidação do produto de redução da 5-NO2-ISA, formado na superfície do 

GCE. Após varrimentos sucessivos por voltametria cíclica, sem limpar a superfície do 

GCE entre os varrimentos, surgiu um novo pico de redução, o pico 7c, a Ep7c = - 0,09 V. 

O pico 6c na ISA ocorreu devido à redução do grupo carbonil na posição C3 do 

anel pirrol [27]. O potencial do pico 6c dos derivados nitrogenados hidrazona,  

Figura 3.17C e D, e semicarbazona, Figura 3.17E, deslocou-se no sentido dos 

potenciais mais negativos, relativamente ao potencial da ISA, Figuras 3.17A e Tabela 

3.2.  
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Figura 3.18 Voltamogramas cíclicos em (▬) eletrólito inerte pH = 7,0 (tampão fosfato 

0,1 M) e em solução de: (A) 500 μM de ISA, (B) 260 μM de 5-NO2-ISA, (C) 186 μM 

HIDISA, (D) 260 μM de 7-CH3-HIDISA, (E) 500 μM de SEMISA e (F) 167 μM de  

5-Br-TIOSEMISA; (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos, ν = 100 mV s-1. 



 
120 

Tabela 3.2 Potenciais de redução dos derivados nitrogenados da ISA obtidos por 

voltametria cíclica. 

Derivados nitrogenados 

da ISA 

Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

1º Varrimento 2º Varrimento 

ISA Ep6c = - 0,60 V Ep6c = - 0,60 V 

5-NO2-ISA 
Ep5c = - 0,40 V 

Ep6c = - 0,50 V 

Ep5c = - 0,40 V 

Ep6c = - 0,70 V 

Ep7a = - 0,06 V 

Ep7c = - 0,11 V 

HIDISA Ep6c = - 0,85 V Ep6c = - 0.84 V 

7-CH3-HIDISA Ep6c = - 0,87 V Ep6c = - 0,89 V 

SEMISA Ep6c = - 0,85 V Ep6c = - 0,85 V 

TIOSEMISA Ep6c = - 0,77 V Ep6c = - 0,77 V 

5-Br-TIOSEMISA Ep5c = - 0,45 V 

Ep6c = - 0,68V 

Ep5c = - 0,44 V 

Ep6c = - 0,68 V 

 

Os mecanismos de redução dos derivados HIDISA e SEMISA estão associados 

aos grupos funcionais da posição C3 da ISA, uma vez que tanto a hidrazona como a 

semicarbazona são grupos que possuem um forte caráter de dadores de eletrões 

[274,275]. 

O aparecimento do pico 7c no sentido negativo do varrimento veio confirmar a 

reversibilidade do pico 7a. Uma vez que as correntes dos picos anódico e catódico são 

equivalentes e considerando a diferença de | Ep7a- Ep7c| = 30 mV, pode concluir-se que a 

reação reversível de redução do pico 7c ocorre com a transferência de dois eletrões,  

Figura 3.17B. 
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Os resultados da voltametria cíclica obtidos numa solução de 167 μM de  

5-Br-TIOSEMISA, Figuras 3.17F, revelaram dois picos de redução irreversíveis,  

pico 5c, a Ep5c = - 0,45 V, e pico 6c, a Ep6c = - 0,68 V. No segundo varrimento, a 

corrente dos picos 5c e 6c diminui devido à forte adsorção da 5-Br-TIOSEMISA e dos 

seus produtos de redução na superfície do GCE. O pico de redução 5c está associado 

com a cisão da ligação carbono-bromo na posição C5, Figura 3.17F.  

 

3.2.2 Voltametria de impulso diferencial. Influência do pH  

Os voltamogramas de DP registados numa solução de 10 μM de HIDISA, 

revelaram um processo de redução que ocorre apenas num único passo, com a formação 

do pico de redução irreversível e dependente do pH, o pico 6c, Figura 3.18.  

A influência do pH na redução eletroquímica da HIDISA e da  

5-NO2-ISA foi investigada por voltametria de DP, num intervalo de eletrólitos de força 

iónica 0,1 M, que variou entre 2,0 < pH < 12,0, Tabela 2.3. 

O aumento do pH provocou um desvio do potencial do pico para valores menos 

positivos, devido à rápida protonação do grupo hidrazona que, como todos os ácidos 

conjugados é mais facilmente reduzida do que a base. A corrente do pico 6c é mais 

elevada em meio ácido e atinge o valor máximo para pH = 2,0, Figura 3.18A. 

No intervalo 2,0 < pH < 9,0, a dependência do pH é linear e o declive da reta 

pontilhada é de 59 mV por unidade de pH, ou seja, na redução da HIDISA estão 

envolvidos o mesmo número de eletrões e protões Figura 3.18B. A largura a meia 

altura do pico 6c é W1/2 ~ 78 mV, sendo assim, nesta redução ocorre a transferência de 

um eletrão e de um protão, o que está de acordo com os resultados de voltametria 

cíclica. Esta transferência eletrónica vem associada à clivagem da ligação nitrogénio-

nitrogénio do grupo funcional hidrazona. 
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Figura 3.18 (A) Voltamogramas de DP em 3D, com correção da linha de base, numa 

solução de 10 µM de HIDISA, em função do pH. (B) Gráfico da variação de  

(●) Ep6c e (○) Ip6c, do pico 6c vs. pH. ν = 5 mV s-1.  

O declive da reta pontilhada é de 59 mV por unidade de pH. 
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Para pH > 9,0, a redução da HIDISA é independente do pH, ou seja, a reação 

passa a envolver apenas a transferência de um eletrão, tal como indicam os resultados 

de voltametria cíclica, Figura 3.18B.  

Nos voltamogramas de DP realizados numa solução de 20 μM de 5-NO2-ISA 

observou-se que o processo de redução ocorre em dois passos, com a ocorrência dos 

picos 5c e 6c, Figura 3.19. 

O pico 5c corresponde à redução do grupo nitro ligado à molécula da ISA.  

No intervalo 2,0 < pH ≤ 10,0, com o aumento do pH, os potenciais do pico de redução 

deslocam-se no sentido de valores menos positivos, Figura 3.19. A reta ponteada do 

gráfico Ep5c vs. pH tem um declive de 59 mV por unidade de pH ou seja, o mecanismo 

de redução da 5-NO2-ISA envolve o mesmo número de eletrões e protões. A largura a 

meia altura do pico 5c é W1/2 ~77 mV, por isso este processo de redução envolve a 

transferência de um eletrão e de um protão. 

Aumentando o pH no intervalo 2,0 < pH < 10,0, o potencial do pico 6c da  

5-NO2-ISA desloca-se no sentido dos valores menos positivos, Figura 3.19A. A reta 

pontilhada do gráfico Ep6c vs. pH também tem um declive de 59 mV por unidade de pH, 

ou seja, esta reação envolve igualmente o mesmo número de eletrões e protões. Como a 

largura a meia altura do pico 6c é W1/2 ~ 82 mV, a reação de redução envolve a 

transferência de um protão e de um eletrão.  

Para pH ≥ 10, o pico de redução 6c da 5-NO2-ISA é independente do pH o que 

significa que o mecanismo de redução envolve apenas a transferência de um eletrão, 

Figura 3.19B.  

Tendo em conta os resultados obtidos através da analise da influencia do pH na 

redução eletroquímica da 5-NO2-ISA foi proposto o mecanismo de redução, Figura 

3.21.  
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Figura 3.19 (A) Voltamogramas de DP em 3D, com correção da linha de base, numa 

solução de 20 µM de 5-NO2-ISA, em função do pH. (B) Gráfico da variação de (●) Ep5c 

e (○) Ip5c do pico 5c e de (■) Ep6c e (□) Ip6c do pico 6c, vs. pH. ν = 5 mV s-1. O declive 

das retas pontilhadas é de 59 mV por unidade de pH. 
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Figura 3.21 Esquema do mecanismo proposto para a redução da 5-NO2-ISA. 
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Foram realizados voltamogramas de impulso diferencial numa solução de  

5-NO2-ISA, em diferentes intervalos de potencial, com o objetivo de saber qual dos 

picos de redução, 5c ou 6c, deu origem ao pico de redução 7c, Figura 3.20.  

O primeiro voltamograma de DP foi efetuado no intervalo de potencial de 0,0 V 

até - 0,4 V, Figura 3.20A. No segundo varrimento, sem limpar a superfície do GCE 

entre cada varrimento, não se detetou nenhum produto de redução eletroativo. A mesma 

experiência foi repetida, mas desta vez no intervalo de potencial de 0,0 V até -1.2 V e 

no primeiro varrimento observaram-se os dois picos de redução, o pico 5c, a  

Ep5c = - 0,40 V, e o pico 6c, a Ep6c = - 0,63 V, Figura 3.20B. No segundo varrimento 

observou-se um novo pico de redução, o pico 7c, a Ep7c = - 0,11 V, que está associado 

aos produtos de redução formados no pico 6c, Figura 3.20B. Esta experiência confirma 

que a redução da 5-NO2-ISA está associada ao grupo nitro, uma vez que os produtos de 

redução da ISA não são eletroativos.  
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Figura 3.20 Voltamogramas sucessivos de SW, com correção da linha de base, numa 

solução de 20 M 5-NO2-ISA, em eletrólito inerte pH = 7,0 tampão fosfato 0,1 M:  

(A) 0,1 V a - 0,5 V e (B) 0,1 V a -1,0 V, (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos.  

ν = 5 mV/s. 
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De acordo com os resultados de voltametria de DP, a redução da 5-NO2-ISA 

ocorre duas etapas, a primeira em que ocorre a formação dos picos de redução 5c e 6c, e 

que dá origem à 5-NO2-ISA e a segunda em que se dá a oxidação da 5-

hidroxiaminaisatina a 5-nitrosoisatina, um processo reversível e que envolve a 

transferência de dois eletrões e dois protões, o par de picos 7a - 7c, Figura 3.17B. Pode 

concluir-se que quando se aplicam potenciais com valores muito negativos, favorece-se 

a redução da 5-NO2-ISA a 5-hidroxiaminaisatina.  

 

3.3 Conclusões  

O comportamento eletroquímico da ISA e dos seus seis derivados nitrogenados 

com os grupos funcionais nitro, hidrazona, semicarbazona e tiosemicarbazona, que 

possuem um perfil farmacológico muito vasto, onde se incluem diversas aplicações 

clínicas, foi estudado utilizando o GCE e eletrólitos inertes de diferentes pHs. Os 

resultados obtidos revelaram que os grupos funcionais, nitro, hidrazona, semicarbazona, 

e tiosemicarbazona, ligados à estrutura anelar da ISA, apresentam diferentes 

mecanismos de oxidação e redução caraterísticos de cada um dos grupos funcionais e 

propriedades redox distintas quando comparados com o comportamento eletroquímico 

da ISA.  

O processo de oxidação da ISA e dos derivados nitrogenados com os grupos 

funcionais nitro, hidrazona, semicarbazona e tiosemicarbazona ocorre em duas etapas 

irreversíveis, dependentes do pH e controlados por adsorção, com a formação de 

produtos de oxidação eletroativos. A oxidação dos derivados hidrazona, semicarbazona 

e tiosemicarbazona da ISA, ocorre no grupo substituinte e dá origem a N2 e à ISA que 

também sofre oxidação no anel benzénico. O mecanismo de oxidação da 5-NO2-ISA é 

idêntico ao da ISA. A constante de ionização determinada para a HIDISA é de pKa ~ 9. 
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Os mecanismos de redução dos derivados nitrogenados da ISA são idênticos à 

redução da ISA. O processo ocorre num único passo irreversível que envolve a 

formação de um pico catódico dependente do pH. Os grupos hidrazona e semicarbazona 

favorecem o caráter dador de eletrões enquanto o grupo nitro favorece o caráter de 

aceitador de eletrões da ISA. O mecanismo de redução da 5-NO2-ISA é um processo 

que envolve dois passos com a formação de dois picos catódicos irreversíveis e um 

produto de redução eletroativo reversível. A constante de ionização determinada para a 

5-NO2-ISA é de pKa ~ 10. 
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Neste capítulo são apresentados os processos de oxidação e redução de onze 

derivados halogenados da ISA, que foram investigados por voltametria cíclica, de DP e 

de SW, utilizando o GCE, e foram propostos os seus mecanismos redox [91]. Os 

derivados halogenados da ISA possuem na sua estrutura um ou mais átomos de 

halogéneo Cl, F, Br e I, nas posições C4, C5, C6 e C7, Figura 4.1. Estas são 

consideradas moléculas bioativas muito promissoras, e utilizadas na síntese de 

princípios ativos e de substâncias com interesse farmacêutico.  

O estudo inicial das moléculas realizou-se por voltametria cíclica, com 

velocidade de varrimento ν = 100 mV s-1, em soluções de concentração de ~ 200 μM, 

preparadas diretamente em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M). Durante 

as medidas voltamétricas foi mantido um fluxo constante de N2 de forma a evitar a 

difusão do oxigénio atmosférico para o interior das soluções. 

Todos os derivados halogenados apresentaram comportamento eletroquímico na 

superfície do GCE, tendo-se verificado a existência de vários picos de oxidação e 

redução, Figuras 4.2 e 4.3. Os valores dos potenciais de oxidação e redução obtidos a 

partir dos voltamogramas cíclicos estão apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2.  

Uma vez que ambos os processos de oxidação e redução apresentaram 

comportamentos independentes entre si, foi realizado o estudo separadamente. 
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com os átomos de Br, Cl, F e I. 
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Figura 4.2 Voltamogramas cíclicos em (•••) eletrólito inerte, pH = 7,0 tampão fosfato 

0.1 M, em soluções de ~ 200 M de derivados mono-halogenados, (▬) primeiro e  

(⁃ ⁃ ⁃) segundo varrimentos. v = 100 mV s-1.  
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Figura 4.3 Voltamogramas cíclicos em (•••) eletrólito inerte, pH = 7,0 tampão fosfato 

0.1 M, em 500 M ISA e em soluções de ~ 200 M de derivados di-halogenados:  

(▬) primeiro e (⁃ ⁃ ⁃) segundo varrimentos. v = 100 mV s-1. 
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Tabela 4.1 Potenciais de oxidação dos derivados halogenados da ISA, obtidos por 

voltametria cíclica, a pH = 7,0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Derivados Halogenados 

da ISA 

Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

1º Varrimento 2º Varrimento 

ISA 
Ep1a = + 1,10 V 

Ep2a = + 1,24 V 

Ep1a = + 1,16 V 

Ep2a = + 1,20 V 

5-F-ISA 

Ep1a = + 0,64 V 

Ep2a = + 1,03 V 

Ep3a = + 1,17 V 

Ep1a = + 0,66 V 

Ep2a = + 1,00 V 

Ep3a = + 1,16 V 

5-Cl-ISA 

Ep1a = + 0,63 V 

Ep2a = + 1,06 V 

Ep3a = + 1,20 V 

Ep2a = + 1,07 V 

Ep3a = + 1,21 V 

5-Br-ISA 
Ep2a = + 1,02 V 

Ep3a = + 1,18 V 

Ep2a = + 1,04 V 

Ep3a = + 1,20 V 

5-I-ISA 
Ep2a = + 1,03 V 

Ep3a = + 1,18 V 

Ep2a = + 1,03 V 

Ep3a = + 1,20 V 

7-Cl-ISA 

Ep1a = + 0,62 V 

Ep2a = + 1,02 V 

Ep3a = + 1,23 V 

Ep2a = + 1,06 V 

Ep3a = + 1,23 V 

7-I-ISA 

Ep1a = + 0,62 V 

Ep2a = + 1,01 V 

Ep3a = + 1,20 V 

Ep2a = + 1,04 V 

Ep3a = + 1,18 V 

4,6-diBr-ISA 
Ep2a = + 1,06 V 

Ep3a = + 1,25 V 

Ep2a = + 1,07 V 

Ep2a = + 1,25 V 

5,7-diCl-ISA 
Ep2a = + 1,07 V 

Ep3a = + 1,21 V 

Ep1a = + 1,09 V 

Ep2a = + 1,22 V 

5,7-diBr-ISA 
Ep2a = + 1,03 V 

Ep3a = + 1,24 V 

Ep2a = + 1,03 V 

Ep3a = + 1,23 V 

5,7-F-Cl-ISA 
Ep2a = + 1,08 V 

Ep3a = + 1,20 V 

Ep2a = + 1,09 V 

Ep3a = + 1,20 V 

5,7-Br-Cl-ISA 
Ep2a = + 1,03 V 

Ep3a = + 1,22 V 

Ep2a = + 1,04 V 

Ep3a = + 1,23 V 
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4.1 Oxidação eletroquímica  

A oxidação eletroquímica dos onze derivados halogenados da ISA, Figura 4.1, 

foi investigada por voltametria cíclica e, após a análise dos resultados obtidos, foram 

estudados por voltametria de DP e de SW os derivados 5-F-ISA e 7-I-ISA.  

 

4.1.1 Voltametria cíclica  

As experiências de voltametria cíclica realizadas em soluções de ~ 200 μM de 

derivados halogenados da ISA em electrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), 

no intervalo de potencial 0,0 V até 1,3 V, permitiram avaliar a influência do número e 

dos diferentes átomos de halogéneo, ligados ao anel benzénico da ISA, no potencial dos 

picos de oxidação da ISA.  

No geral, para todos os derivados halogenados observou-se a ocorrência de dois 

picos de oxidação irreversíveis, os picos 1a e 2a, Figuras 4.5 e 4.6, e Tabela 4.1. No 

entanto, observou-se que o número e o tipo de átomos de halogéneo afetava 

consideravelmente o processo de oxidação, uma vez que em alguns casos verificou-se a 

ocorrência de três picos de oxidação, os picos 1a, 2a e 3a. Por esta razão, os resultados 

obtidos por voltametria cíclica com os derivados halogenados, foram apresentados 

separadamente em dois grupos, o grupo dos derivados mono-halogenados, Figura 4.5, e 

o grupo dos derivados di-halogenados, Figura 4.6.  

4.1.1.1 Derivados mono-halogenados da ISA 

Os voltamogramas cíclicos dos derivados mono-halogenados da ISA foram 

registados em soluções de 200 μM de 5-F-ISA, 5-Cl-ISA, 5-Br-ISA, 5-I-ISA, 7-Cl-ISA 

e 7-I-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), Figura 4.4. 
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Figura 4.4 Voltamogramas cíclicos da oxidação em (▬) eletrólito inerte, pH = 7,0 

tampão fosfato 0.1 M, em soluções de ~ 200 M de derivados mono-halogenados,  

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. v = 100 mV s-1.  
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Os derivados mono-halogenados 5-F-ISA, 5-Cl-ISA, 7-Cl-ISA e 7-I-ISA 

apresentaram três picos de oxidação, os picos 1a, 2a e 3a, Figura 4.4 (A-D). Os picos 

1a e 2a destes derivados ocorrem para potenciais menos positivos do que os picos de 

oxidação da ISA. No entanto, os derivados 5-Br-ISA e 5-I-ISA tal como a ISA, 

apresentam apenas dois picos de oxidação, os picos 1a e 2a, Figura 4.4 e Tabela 3.1. 

Como representante do grupo de derivados mono-halogenados 5-F-ISA,  

5-Cl-ISA, 7-Cl-ISA e 7-I-ISA, o comportamento eletroquímico da 5-F-ISA foi estudado 

em detalhe, por voltametria de DP e de SW.  

Os voltamogramas cíclicos realizados numa solução de 200 μM 5-F-ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), revelaram no primeiro varrimento 

três picos de oxidação irreversíveis, pico 1a, a Ep1a = + 0,62 V, pico 2a,  

a Ep2a = + 1,01 V e pico 3a, a Ep3a = + 1,20 V, Figura 4.4A.  

Foram registados varrimentos sucessivos na mesma solução, sem limpar a 

superfície do GCE entre as medidas, e verificou-se uma diminuição na intensidade da 

corrente em todos os picos de oxidação. Este comportamento ocorre devido ao bloqueio 

da superfície do GCE e à diminuição da área disponível da superfície do elétrodo, 

causada com a forte adsorção dos produtos de oxidação da 5-F-ISA.  

O estudo do efeito da variação da velocidade de varrimento no processo redox 

da 5-F-ISA foi investigado numa solução de 200 μM de 5-F-ISA, para velocidades entre 

10 e 1000 mV s-1, em electrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), e verificou-se 

que aumentando a velocidade de varrimento, também aumentava a intensidade de 

corrente do pico 1a. De facto, este comportamento foi o esperado, uma vez que o 

processo de oxidação da 5-F-ISA não é controlado por difusão, pois, devido à forte 

adsorção da 5-F-ISA e dos seus produtos de oxidação na superfície hidrofóbica do 

GCE, não se verifica uma relação linear entre Ip1a vs. √𝑣 [92,245]. 
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De um modo geral, estabelecendo uma comparação com a 5-F-ISA, a oxidação 

dos derivados mono-halogenados 5-F-ISA, 5-Cl-ISA, 7-Cl-ISA e 7-I-ISA é um 

processo que ocorre em três passos com a formação de três picos de oxidação que 

diminuem de intensidade de corrente com o número de varrimentos sucessivos. Este 

comportamento é partilhado pelos derivados mono-halogenados 5-F-ISA, 5-Cl-ISA,  

7-Cl-ISA e 7-I-ISA, independentemente da posição orto ou para do átomo de 

halogéneo, o que permite concluir que o mecanismo de oxidação é o mesmo.  

Contudo, o mesmo comportamento não se verifica para os derivados mono-

halogenados 5-Br-ISA, Figura 4.4E, e 5-I-ISA, Figura 4.4F, uma vez que o processo 

de oxidação ocorre apenas em dois passos, com a ocorrência de dois picos de oxidação, 

comportamento idêntico ao processo de oxidação da ISA, Figura 4.5A. 

 

4.1.1.2 Derivados di-halogenados da ISA 

Os voltamogramas cíclicos dos derivados di-halogenados da ISA foram 

efetuados em soluções de 200 μM de 4,6-diBr-ISA, 5,7-diCl-ISA,  

5,7-diBr-ISA, 5,7-F-Cl-ISA, 5,7-Br-Cl-ISA em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão 

fosfato 0,1 M), Figura 4.5.  

Na oxidação eletroquímica dos derivados di-halogenados da ISA observou-se a 

ocorrência de dois picos anódicos irreversíveis, os picos 1a e 2a, Figura 4.5, e 

verificou-se uma diminuição da intensidade de corrente dos picos de oxidação em 

voltamogramas sucessivos. Este comportamento foi também observado para a molécula 

de ISA sem átomos substituídos, Figura 4.5A. 
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Figura 4.5 Voltamogramas cíclicos em (▬) eletrólito inerte, pH = 7,0 tampão fosfato 

0.1 M, em (A) 500 M ISA e em soluções de ~ 200 M de derivados di-halogenados:  

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. v = 100 mV s-1. 
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Os potenciais de oxidação dependem da natureza e da posição dos átomos de 

halogéneo no anel de acordo com a relação: 5,7-diCl-ISA > 5,7-F-Cl-ISA > 4,6-diBr-

ISA > 5,7-Br-Cl-ISA > 5,7-diBr-ISA, Tabela 4.1. Estabelecendo a comparação entre os 

potenciais de oxidação de todos os derivados halogenados da ISA, verificou-se que a 

presença do segundo átomo de halogéneo dificultou o processo de oxidação Figura 4.4 

e 4.5 e Tabela 4.1.  

 

4.1.2 Voltametria de impulso diferencial. Influência do pH 

Tendo em conta os resultados de voltametria ciclica, e uma vez que alguns 

derivados mono-halogenados da ISA apresentam um processo redox mais complexo, os 

derivados mono-halogenados 5-F-ISA e 7-I-ISA foram escolhidos para serem estudados 

também por voltametria de DP e de SW.  

4.1.2.1 5-Flúor-isatina  

Os voltamogramas de DP foram registados numa solução de 20 μM de 5-F-ISA, 

em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), e usando sempre um GCE limpo, 

Figura 4.6A e Tabela 4.2. No primeiro varrimento observou-se a ocorrência de três 

picos de oxidação, o pico 1a, a Ep1a = + 0,62 V, o pico 2a, a Ep2a = + 1,04 V, e o pico 3a, 

a Ep3a = + 1,16 V. No segundo varrimento foram detetados dois novos picos de 

oxidação, o pico 4a, a Ep4a = + 0,18 V, e o pico 5a, a Ep5a = + 0,39 V. Aumentando o 

número de varrimentos de DP, sem limpar a superfície do GCE, observou-se que a 

intensidade de corrente dos picos de oxidação 4a e 5a também aumentou.  

De modo a identificar se os produtos de oxidação da 5-F-ISA, os picos 4a e 5a, 

eram formados no pico 1a ou no pico 2a, foram efetuadas experiências de voltametria 

de DP em diferentes intervalos de potencial.  
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Numa primeira experiência, realizada com uma superfície limpa do GCE numa 

solução mais concentrada de 50 μM de 5-F-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão 

fosfato 0,1 M), foram efetuados dois voltamogramas de DP sucessivos. O primeiro 

varrimento foi no intervalo de potencial de 0,0V até + 0,75V, sendo o potencial aplicado 

parado imediatamente depois da occurência do primeiro passo de oxidação, pico 1a, 

mas antes da ocorrência do segundo passo de oxidação, pico 2a. No segundo varrimento 

de DP registado imediatamente a seguir, não se observaram os picos 4a e 5a,  

Figura 4.6B.  

Numa segunda experiência, realizada com uma superfície limpa do GCE numa 

solução de 50 μM de 5-F-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), 

foram efetuados dois voltamogramas de DP sucessivos, no intervalo de potencial de  

0,0 V até + 1,0 V, imediatamente depois do segundo passo de oxidação, pico 2a, mas 

antes do terceiro passo de oxidação, pico 3a. 

 

Tabela 4.2 Potenciais de oxidação dos derivados mono-halogenados 5-F-ISA e 7-I-ISA, 

obtidos por voltametria de DP a pH = 7,0. 

Derivados halogenados 

da ISA 

Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

1º Varrimento 2º Varrimento 

5-F-ISA 

Ep1a = + 0,62 V 

Ep2a = + 1,04 V 

Ep3a = + 1,16 V 

Ep4a = + 0,18 V 

Ep5a = + 0,39 V 

Ep1a = + 0,65 V 

Ep2a = + 1,02 V 

Ep3a = + 1,16 V 

7-I-ISA 

Ep1a = + 0,60 V 

Ep2a = + 0,88 V 

Ep3a = + 1,17 V 

Ep4a = + 0,23 V 

Ep1a = + 0,63 V 

Ep2a = + 0,91 V 

Ep3a = + 1,16 V 
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Figura 4.6 Voltamogramas sucessivos de DP numa solução de 5-F-ISA, em eletrólito 

inerte pH = 7,0 tampão fosfato 0,1 M: (A) 20 M e (B e C) 50 M, (▬) primeiro,  

(▬) segundo e (▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV/s.  
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No segundo voltamograma de DP sucessivo registaram-se os picos 4a e 5a, 

Figura 4.6C. Deste modo, ficou comprovado que os picos 4a e 5a resultam sem 

qualquer dúvida da oxidação dos produtos formados no segundo processo de oxidação, 

pico 3a, da 5-F-ISA.  

A influência do pH na oxidação eletroquímica da 5-F-ISA foi estudada por 

voltametria de DP, em soluções de baixa concentração, 20 μM de 5-F-ISA, numa gama 

de eletrólitos de força iónica 0,1 M, num intervalo de pH que variou entre 2,0 e 12,0, 

Tabela 2.3, e usando sempre uma superfície limpa de GCE.  

No intervalo entre 2,0 < pH < 9,0, o potencial dos picos anódicos da 5-F-ISA 

deslocou-se para valores menos positivos, com o aumento do pH, Figura 4.7.  

Em todos os casos, a inclinação das retas do gráfico Epa vs. pH, Figura 4.7B, foi 

59 mV por unidade de pH, o que significa que os três mecanismos de oxidação, pico 1a, 

2a e 3a, envolvem a transferência do mesmo número de eletrões e protões. 

Considerando que a largura do pico a meia altura é de W1/2 ≈ 70 mV para o pico 1a,  

W1/2 ≈ 93 mV para o pico 2a e W1/2 ≈ 65 mV para o pico 3a, é possível concluir que o 

mecanismo de oxidação de cada um dos processos envolve um eletrão e um protão. 

Sendo assim, a oxidação da 5-F-ISA ocorre em três etapas sucessivas, cada uma 

envolvendo a transferência de um eletrão e um protão.  

No gráfico que representa a intensidade de corrente dos picos de oxidação da  

5-F-ISA em função do pH, Figura 4.7A observou-se que, no intervalo entre  

3,0 < pH < 7,0, a corrente dos picos de oxidação é maior ou seja, foi possível concluir 

que a oxidação da 5-F-ISA é significativamente afetada pelo pH do meio.  

Para pH > 9,0 o potencial de oxidação do pico 1a é independente do pH, e o 

mecanismo de oxidação passa a envolver apenas a transferência de um eletrão. A partir 

dos dados da Figura 4.7B, para a 5-F-ISA foi determinado um valor de pKa ~ 9. 
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Figura 4.7 (A) Voltamogramas de DP em 3D, com correção da linha de base, numa 

solução de 20 µM de 5-F-ISA, em função do pH. (B) Gráfico da variação de (■) Ep1a do 

pico 1a, (●) Ep2a do pico 2a, e (▲) Ep3a do pico 3a vs. pH.  

O declive das retas é de 59 mV por unidade de pH. ν = 5 mV/s. 
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É importante considerar as formas predominantes da 5-F-ISA e dos seus 

produtos de oxidação para cada pH, uma vez que se traduzem em alterações estruturais, 

por exemplo, nos grupos fenólicos, devido ao equilíbrio ácido-base e às variações no 

caráter hidrofílico que influenciam fortemente o processo da oxidação eletroquímica 

(através das variações de potencial e corrente dos picos) da 5-F-ISA na superfície do 

GCE.  

4.1.2.2 7-Iodo-isatina 

Os voltamogramas de DP efetuados numa solução de 20 μM 7-I-ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), e mostraram um processo de 

oxidação de três passos, o pico 1a, a Ep1a = + 0,60 V, o pico 2a, a Ep2a = + 0,88 V e o 

pico 3a, a Ep3a = + 1,17 V, Figura 4.8. 
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Figura 4.8 Voltamogramas sucessivos de DP numa solução de 20 M 7-I-ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M): (▬) primeiro, (▬) segundo e  

(▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV/s.  
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Os voltamogramas de DP de 7-I-ISA revelaram um comportamento redox 

idêntico ao da 5-F-ISA. Contudo, para a 7-I-ISA, no segundo varrimento, a intensidade 

de corrente dos picos aumentou e, apenas se observou a formação de um novo pico 

anódico pico 4a, a Ep4a = + 0,23 V, Figura 4.8, que corresponde à oxidação dos 

produtos de oxidação da 7-I-ISA, formados na superfície do GCE depois do primeiro 

varrimento, Tabela 4.2. 

A influência do pH na oxidação da 7-I-ISA também foi estudada por voltametria 

de DP, no intervalo de pH entre 2,0 e 12,0, Tabela 2.3, e usando sempre o GCE limpo. 

No intervalo entre 3,0 < pH < 9,0 aumentando o pH do electrólito inerte, o potencial de 

ambos os picos de oxidação 1a e 2a desviou-se para valores menos positivos. 

As retas do gráfico Epa vs. pH apresentaram uma inclinação de 59 mV por 

unidade de pH, ou seja, o mecanismo dos processos de oxidação 1a e 2a envolvem o 

mesmo número de eletrões e protões. Tendo em conta a largura a meia altura dos picos, 

W1/2 ≈ 70 mV para o pico 1a, W1/2 ≈ 87 mV para o pico 2a, próximo do valor teórico de 

90 mV, a reação de oxidação de ambos os picos envolve a transferência de um eletrão e 

um protão. Para pH > 8, ambos os picos de oxidação 1a e 2a são independentes do pH, o 

que corresponde a uma reação eletroquímica que envolve a transferência de um eletrão. 

O valor de pKa determinado para a 7-I-ISA foi pKa ~ 8.  

A forte adsorção da 7-I-ISA e dos produtos de oxidação na superfície do GCE 

foi analisada por voltametria de DP em diferentes eletrólitos inertes de pH, 3,5, 6,9 e 

9,0, Figura 4.9.  

O elétrodo foi imerso durante 10 minutos numa solução de 20 μM 7-I-ISA, em 

cada um dos pHs, e de seguida foi lavado com um jato de água Milli-Q e transferido 

para uma solução de eletrólito inerte do respetivo pH. 
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Figura 4.9 Voltamogramas DP após 10 min numa solução de 20 M 7-I-ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0: (▬) a pH = 3,5 (tampão acetato 0,1 M), (▬) a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M) e (▬) a pH = 9,0 (tampão borato 0,1 M). ν = 5 mV/s. 

 

A forte adsorção da 7-I-ISA ficou confirmada em meio neutro, uma vez que, 

foram observados os dois picos de oxidação 1a e 2a, em meio básico também se 

observaram os picos 1a e 2a, mas com corrente muito mais baixa, enquanto que em 

meio básico não se observou nenhum pico de oxidação, Figura 4.9.  

 

4.1.3 Voltametria de onda quadrada  

Para além das vantagens já mencionadas, a voltametria de SW permite também 

velocidades de varrimento mais elevadas, o que se traduz no consumo reduzido de 

espécies eletroativas relativamente à voltametria de DP, minimizando assim os 

problemas relacionados com a adsorção na superfície do GCE [245]. As experiências de 

SW foram realizadas a νef = 50 mV s-1 e permitiram confirmar os mecanismos de 

oxidação dos derivados mono-halogenados 5-F-ISA e da 7-I-ISA.  
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4.1.3.1 5-Flúor-ISA 

No primeiro voltamograma de SW numa solução de 20 μM 5-F-ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), observou-se um processo de 

oxidação da 5-F-ISA que envolve dois passos, o pico 1a, a Ep1a = + 0,64 V, e o pico 2a, 

a Ep2a = + 1,03 V, Figura 4.10A. A irreversibilidade dos picos 1a e 2a foi confirmada 

através da representação gráfica das componentes direta e inversa da corrente total, 

Figura 4.10A.  

No segundo voltamograma de SW registado imediatamente a seguir, sem limpar 

o GCE, observou-se a ocorrência de dois picos de oxidação reversíveis, o pico 4a a Ep4a 

= + 0,19 V e o pico 5a a Ep5a = + 0,34 V, que correspondem à oxidação reversível dos 

produtos de oxidação da 5-F-ISA, Figura 4.10B.  
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Figura 4.10 Voltamogramas de SW em electrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato  

0.1 M), em soluções de 20 M 5-F-ISA: (A) primeiro e (B) terceiro varrimentos,  

 f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, veff  = 50 mV s-1, amplitude de pulso 50 mV; (▬) It – corrente 

total, (▬) If – corrente direta, (▬) Ib – corrente inversa. 

 



 
150 

O pico anódico 3a ocorre a um potencial positivo muito elevado, próximo do 

potencial correspondente à evolução do oxigénio, e consequentemente não foi possível 

detetar por voltametria de SW.  

A mesma experiência foi realizada, numa solução de 20 μM 7-I-ISA, em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), e no primeiro voltamograma de SW, 

observou-se que o processo de oxidação da 7-I-ISA ocorreu em dois passos, o pico 1a, a 

Ep1a = + 0,64 V, e o pico 2a, a Ep2a = + 1,03 V, confirmando assim os resultados da 

voltametria de DP, Figura 4.11A e B. 

 No primeiro varrimento de SW ficou ainda confirmada a irreversibilidade dos 

picos 1a e 2a, e no terceiro varrimento de SW, sem limpar o GCE, verificou-se a 

ocorrência do pico de oxidação reversível, pico 4a, a Ep4a = + 0,64 V, que corresponde à 

oxidação dos produtos de oxidação da 7-I-ISA, Figura 4.11A e B. 
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Figura 4.11 Voltamogramas de SW em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato  

0.1 M), em soluções de 20 M 7-I-ISA: (A) primeiro e (B) terceiro varrimentos;  

f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, veff  = 50 mV s-1, amplitude de pulso 50 mV;  

(▬) It – corrente total, (▬) If – corrente direta, (▬) Ib – corrente inversa. 
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4.1.4 Mecanismo de oxidação  

A oxidação dos derivados substituídos na estrutura anelar da ISA, com um ou 

mais átomos de halogéneo F, Cl, Br e I, apresenta de um modo geral, processos de 

oxidação semelhantes. A oxidação dos derivados halogenados ocorre em passos 

sucessivos no anel benzénico da ISA, e foi influenciada pelo número e posição de 

átomos de halogéneo na molécula da ISA, obtendo-se produtos de oxidação com 

comportamento eletroativo reversível. Para simplificar a análise dos mecanismos de 

oxidação, os derivados foram separados em função do número e posição do grupo 

halogéneo substituinte. 

 

4.1.4.1 Derivados 5 (ou 7)-mono-halogenados da ISA  

O mecanismo de oxidação proposto para os derivados 5 (ou 7)-mono-

halogenados da ISA, Figura 4.12,  foi baseado nos resultados obtidos por voltametria 

cíclica, de DP e de SW, e também nos mecanismos de oxidação da ISA [27,92] e dos 

compostos fenólicos [28,105,107,276]. A reação de oxidação dos derivados mono-

halogenados, 5-F-ISA, 5-Cl-ISA, 7-Cl-ISA e 7-I-ISA, substituídos com um átomo de 

halogénio na posição C5 ou C7, ocorre no anel benzénico da ISA e em três passos 

consecutivos. No primeiro passo, pico 1a, um eletrão é removido do anel benzénico, que 

depois sofre uma desprotonação e um ataque nucleofílico por parte da água, 

produzindo-se 7-OH-5-ISA mono-halogenada ou 4-OH-7-ISA mono-halogenada.  

No segundo passo de oxidação, pico 2a, ocorre a oxidação do grupo 7-OH ou 4-

OH, produzido durante o primeiro passo de oxidação, pico 1a, que dá origem ao pico 

4a, um derivado para-quinona, e ao pico 5a, um derivado orto-quinona. O pico 3a, que 

ocorre devido à oxidação dos produtos de oxidação poliméricos formados no segundo 

passo, pico 2a, já foi confirmado por voltametria de DP, Figuras 4.6 A e B. 
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Figura 4.12 Esquema do mecanismo proposto para a oxidação dos derivados halogenados da ISA (R = F, Cl, Br e I). 
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O processo de oxidação do grupo fenólico da ISA ocorre num único passo, com 

a transferência de um eletrão e um protão, e a formação de um radical fenóxido instável, 

com três formas isoméricas. A maior densidade eletrónica deste radical fenóxido está 

localizada nas posições orto e para, sendo a posição meta não favorável para nenhum 

tipo de reação química [277]. 

A estabilização do radical fenóxido, por ressonância favorece a introdução de 

grupos hidroxilo nas posições orto e para do anel benzénico e a formação de dois 

produtos, que são imediatamente oxidados devido ao elevado potencial aplicado no 

momento da oxidação do grupo fenol. Os dois produtos de oxidação sofrem redução 

eletroquímica reversível, num mecanismo que envolve a perda de dois eletrões e dois 

protões. O terceiro passo na oxidação dos derivados 5 (ou 7)-mono-halogenados da ISA 

corresponde ao pico 3a, a polimerização dos produtos de oxidação que estão fortemente 

adsorvidos na superfície do GCE. As velocidades de reação dos dois passos do processo 

de oxidação dependem da posição do átomo de halogéneo na molécula da ISA,  

Figura 4.12.  

Diferente do resto dos derivados mono-halogenados da ISA, os derivados  

mono-halogenados 5-Br-ISA e 5-I-ISA, apresentam o mesmo processo de oxidação da 

ISA e dos derivados di-halogenados, uma vez que apresentam uma oxidação que ocorre 

em apenas dois passos e para potenciais elevados e mais estáveis em comparação com 

os derivados 5-Cl-ISA, 5-F-ISA, 7-Cl-ISA e 7-I-ISA.  

4.1.4.2 Derivados di-halogenados da ISA 

No caso dos derivados di-halogenados da ISA, a presença do segundo átomo de 

halogéneo no anel benzeno da ISA dificulta o processo de oxidação e os picos de 

oxidação 1a e 2a ocorrem para potenciais muito mais elevados, em comparação com os 

derivados mono-halogenados. A reação de oxidação principal ocorre devido à uma 
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competição entre os efeitos eletrónicos e estéricos, e corresponde à formação de 

produtos poliméricos do radical fenóxido.  

Na oxidação dos derivados di-halogenados, os voltamogramas cíclicos, de DP e 

de SW não detetaram a ocorrência de picos relativos aos derivados do tipo quinona.  

A presença de dois átomos de halogéneo provoca a perda da carga negativa do átomo de 

oxigénio do anião fenóxido, o que faz com que estes derivados sejam ácidos mais fortes 

em comparação com os derivados mono-halogenados. Este efeito é mais forte nos 

isómeros de derivados que possuem os átomos de halogéneo mais perto do grupo OH.  

O desvio dos potenciais dos picos de oxidação 1a e 2a, para valores mais 

positivos, relativamente aos derivados mono-halogenados, ocorre devido ao efeito de 

estabilização causado pelo segundo átomo ligado ao anel benzeno da ISA, o que 

dificulta a remoção de eletrões nos derivados di-halogenados [274,278]. 

Para todos os derivados halogenados da ISA estudados, verificou-se a 

polimerização do radical fenóxido da ISA, que dá origem a produtos de oxidação, que 

ficam adsorvidos fortemente na superfície do GCE, como se pode comprovar com a 

diminuição da corrente nos voltamogramas cíclicos e de DP. Por outro lado, podem ser 

oxidados e dar origem a derivados para-quinona, pico 4c, e/ou orto-quinona, pico 5c, 

que são depois reduzidos reversivelmente. As velocidades da reação de oxidação 

dependem sempre do número e posição do átomo de halogéneo na molécula da ISA. 

 

4.2 Redução eletroquímica  

O processo de redução dos onze derivados halogenados da ISA foi investigado 

por voltametria cíclica, Figuras 4.13 e 4.14 e Tabela 4.2. Além disso, a redução 

eletroquímica do derivado 5-F-ISA também foi investigada por voltametria de DP, 

Figuras 4.15, e de SW, Figura 4.16.  
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4.2.1 Voltametria cíclica  

Os voltamogramas cíclicos sucessivos, obtidos no intervalo de potencial entre 

0,0 V e - 1,2 V, foram registados em soluções de 200 μM de todos os derivados 

halogenados da ISA, saturadas de N2, em eletrólito inerte a pH 0 7,0 (tampão fosfato 

0.1), Figuras 4.13 e 4.14 e Tabela 4.2.  

No primeiro voltamograma cíclico verificou-se, para todos os derivados 

halogenados da ISA, a existência de um pico de redução reversível, pico 6c, a  

Ep6c ~ - 0,50 V, Figuras 4.13 e 4.14 e Tabela 4.2. No varrimento seguinte, a 

intensidade da corrente do pico 6c diminuiu devido à adsorção, dos produtos de redução 

dos derivados halogenados da ISA, na superfície do GCE. O pico de redução, pico 6c, 

ocorre devido à transferência do eletrão para o sistema quinóide da ISA, e de seguida 

ocorre a transferência do eletrão para o grupo C-X e a clivagem da ligação carbono-

halogéneo, nas posições C5, C6 ou C7 [274].  

Os derivados mono-halogenados 5-Cl-ISA, 5-F-ISA, 7-I-ISA e di-halogenado 

4,6-Br-ISA apresentaram um processo de redução de dois passos. O primeiro passo de 

redução corresponde à formação do pico 6c anteriormente descrito, a Ep6c ~ - 0,50 V, e 

no segundo passo observou-se um novo pico catódico irreversível, pico 7c, a  

Ep7c ~ - 0,78 V, Figuras 4.13 e Tabela 4.2, que ocorre devido à redução do grupo 

carbonilo na posição C3 do anel pirrol [27,92]. No segundo varrimento, a intensidade de 

corrente de ambos os picos catódicos 6c e 7c diminui, devido à adsorção, na superfície 

do GCE, dos produtos de redução, Figura 4.13.  

Os derivados mono-halogenados 5-Br-ISA e 5-I-ISA e di-halogenados  

5,7-diCl-ISA, 5,7-diBr-ISA, 5,7-F-Cl-ISA e 5,7-Br-Cl-ISA apresentaram um processo 

de redução num só passo, pico catódico 6c, uma vez que o pico catódico pico 7c não foi 

detetado.   



 
156 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

 E / V (vs. Ag/AgCl)

7
c

6
c

200 nA

A 

5-F-ISA

        

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

B 

5-Cl-ISA

 

6
c7

c

E / V (vs. Ag/AgCl)

200 nA

 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

C 

7-Cl-ISA

 

6
c

7
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

300 nA

        

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

D 

7-I-ISA

 

6
c

7
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

300 nA

 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

E 

5-Br-ISA

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

300 nA

        

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

F 

5-I-ISA

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

200 nA

 
 

Figura 4.13 Voltamogramas cíclicos da redução, em (▬) eletrólito inerte, pH = 7,0 

tampão fosfato 0.1 M, em soluções de ~ 200 M de derivados mono-halogenados,  

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. v = 100 mV s-1.  



 

 
157 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

500 nA

A 

ISA

          

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

B 

4,6-diBr-ISA

 

6
c

7
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

200 nA

 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

C
5,7-diCl-ISA

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

200 nA

          

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

D
5,7-diBr-ISA

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

200 nA

 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

E 

5,7-F-Cl-ISA

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

300 nA

         

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2

F 

5,7-Br-Cl-ISA

 

6
c

E / V (vs. Ag/AgCl)

200 nA

 
 

Figura 4.14 Voltamogramas cíclicos de redução em (▬) eletrólito inerte, pH = 7,0 

tampão fosfato 0.1 M, em (A) 500 M ISA e em soluções de ~ 200 M de derivados  

di-halogenados: (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. v = 100 mV s-1. 
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Tabela 4.2 Potenciais de redução da ISA e dos derivados halogenados da ISA, 

obtidos por voltametria cíclica, a pH = 7,0. 

Derivados halogenados 

da ISA 

Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

1º Varrimento 2º Varrimento 

ISA Ep6c = - 0,58 V Ep6c = - 0,60 V 

5-F-ISA 
Ep6c = - 0,50 V 
Ep7c = - 0,78 V 
Ep8a = - 0,36 V 

Ep6c = - 0,51 V 
Ep7c = - 0,78 V 
Ep8a = - 0,36 V 
Ep8c = - 0,38 V 

5-Cl-ISA 
Ep6c = - 0,51 V 
Ep7c = - 0,80 V 

Ep6c = - 0,51 V 

5-Br-ISA Ep6c = - 0,51 V Ep6c = - 0,52 V 

5-I-ISA Ep6c = - 0,49 V Ep6c = - 0,49 V 

7-Cl-ISA Ep6c = - 0,49 V Ep6c = - 0,50 V 

7-I-ISA 
Ep6c = - 0,47 V 
Ep7c = - 0,74 V 

Ep6c = - 0,48 V 
Ep7c = - 0,73V 

4,6-diBr-ISA 
Ep6c = - 0,53 V 
Ep7c = - 0,67 V 

Ep6c = - 0,51 V 
Ep7c = - 0,67 V 

5,7-diCl-ISA Ep6c = - 0,52 V Ep6c = - 0,51 V 

5,7-diBr-ISA Ep6c = - 0,40V Ep6c = - 0,41 V 

5,7-F-Cl-ISA Ep6c = - 0,48 V Ep6c = - 0,48 V 

5,7-Br-Cl-ISA Ep6c = - 0,42 V Ep6c = - 0,47 V 
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A presença de um dos átomos de halogéneo Br e I na posição C5 do anel 

benzénico da ISA ou a presença de um segundo átomo de halogéneo na molécula da 

ISA dificulta a redução do grupo carbonilo dos derivados halogenados.  

Em voltametria cíclica numa solução de 500 μM de ISA, foi observada a 

ocorrência de apenas um pico catódico, pico 7c, a Ep7c = - 0,58 V, Figura 4.14A. Este 

comportamento é explicado com base na concentração muito elevada de 500 μM de 

ISA, e que faz com que os produtos de redução associados ao pico 7c sejam adsorvidos 

na superfície do GCE, diminuindo a área de elétrodo disponível para o segundo 

processo. Os voltamogramas de SW registados numa solução de 20 μM de ISA 

confirmaram que o processo de redução eletroquímica da ISA ocorre em dois passos, 

como será descrito a seguir, Figura 4.16B.  

 

4.2.2 Voltametria de impulso diferencial. Influência do pH  

A influência do pH na redução eletroquímica da 5-F-ISA foi estudada em 

soluções de baixa concentração, usando voltametria de DP, numa gama de eletrólitos 

que variou entre 2,0 < pH < 12,0, Tabela 2.3, e usando sempre uma superfície limpa de 

GCE. Os voltamogramas de DP em soluções de 20 μM de 5-F-ISA mostraram dois 

picos catódicos sucessivos, pico 6c e pico 7c, Figura 4.15A, em eletrólitos de pH < 8,0. 

No intervalo entre 2,0 < pH < 8,0, o processo de redução é linearmente 

dependente do pH para os dois picos, Figura 4.15A. Tendo em conta o declive do 

gráfico Epa vs. pH, de 59 mV por unidade de pH, e a largura a meia altura dos picos, 

W1/2 ~ 74 mV para o pico 6c e W1/2 ~ 92 mV para o pico 7c, concluiu-se que ambos os 

processos 6c e 7c ocorrem com a transferência de um eletrão e um protão. Aumentando 

o pH do eletrólito inerte, o potencial de ambos os picos de redução desviou-se para 

valores mais negativos, Figura 4.15. 
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Figura 4.15 (A) Voltamogramas de DP em 3D, com correção da linha de base, numa 

solução de 20 µM 5-F-ISA, em função do pH. (B) Gráfico da variação de (■) Ep6c e (●) 

Ep7c vs. pH. O declive da reta é de 59 mV por unidade de pH. ν = 5 mV s-1.  
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4.2.3 Voltametria de onda quadrada  

Com o intuito de clarificar alguns aspetos dos mecanismos de redução da  

5-F-ISA e/ou dos outros derivados halogenados da ISA, foram efetuados 

voltamogramas de SW seguidos em soluções de 5-F-ISA e ISA, Figura 4.16.  

O primeiro voltamograma de SW efetuado numa solução de 20 μM de 5-F-ISA, 

em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M), revelou um processo de redução 

eletroquímica que ocorre em dois passos consecutivos, o pico 6c, a Ep6c = - 0,41 V, e o 

pico 7c, a Ep7c = - 0,70 V, Figura 4.16A, resultado igual ao obtido por voltametria 

cíclica e de DP. Após observar as componentes direta e inversa da corrente total, 

confirmou-se a reversibilidade do pico 6c e a irreversibilidade do pico 7c da redução da 

5-F-ISA, Figura 4.16A.  

 

-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

 

I
f

E / V (vs. Ag/AgCl)

7c

Ib

If

It

200 nA6c

A

       

-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

 

If

8c

E / V (vs. Ag/AgCl)

Ib

It

200 nA
7c

B

 
 

Figura 4.16 Voltamogramas de SW, em soluções de 20 M: (A) 5-F-ISA e (B) ISA em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M); f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, amplitude de 

pulso 50 mV, vef = 50 mV s-1; (▬) It – corrente total, (▬) If – corrente direta,  

(▬) Ib – corrente inversa. 
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No caso da ISA, no primeiro voltamograma de SW registado numa solução de 

20 μM de ISA em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M), verificou-se a 

existência de dois picos irreversíveis, o pico 7c, a Ep7c = - 0,50 V, associado à redução 

do grupo carbonilo, e o pico 8c a Ep8c = - 0,64 V, associado à redução do dímero isatina, 

formado na superfície do GCE, Figura 4.16B [27]. A voltametria de SW confirmou que 

de facto, na redução da 5-F-ISA, o pico 6c, está associado à clivagem da ligação 

carbono-halogéneo, quando comparado com a redução da ISA que não apresenta o pico 

6c. O segundo processo de redução da 5-F-ISA é o primeiro processo de redução da 

ISA, pico 7c, que está associado com a redução do grupo carbonilo na posição C3. Estes 

resultados também confirmam que, a presença do átomo de halogéneo no anel benzeno 

da ISA, dificulta a redução do grupo carbonil dos derivados halogenados, em 

comparação com os resultados obtidos para a molécula da ISA.  

 

4.3 Conclusões  

O comportamento voltamétrico de onze derivados halogenados da ISA foi 

investigado por voltametria cíclica, de DP e de SW, na superfície do GCE, e os seus 

mecanismos redox foram propostos.  

Os resultados observados permitiram concluir que os átomos de halogéneo, 

ligados ao anel benzeno da ISA, influenciam fortemente os mecanismos de oxidação e 

redução, inclusive, ocorrem novos processos redox, quando comparado com a ISA.  

Relativamente à ISA, verificou-se que os derivados mono-halogenados, na 

posição C5 ou C7, aumentam o caráter dador de eletrões, enquanto que os derivados 

com dois átomos de halogéneo nas posições C5, C7 e C4, C6, diminuem o caráter de 

dador de eletrões. A natureza, o número e a posição dos átomos de halogénio no anel 

benzénico dá origem a pequenas variações nos mecanismos redox destes compostos. 
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Neste capítulo são apresentados os processos de oxidação e redução de treze 

derivados da ISA, substituídos principalmente na posição C1, com os grupos funcionais 

morfolino, hidroximetil e metil, e as suas formas halogenadas com átomos de 

halogéneo, Cl, F, Br e I, na posição C5, Figura 5.1. As moléculas foram investigadas 

por voltametria cíclica, de DP e de SW, no GCE, e foram propostos os seus mecanismos 

redox [91].  

O estudo voltamétrico dos derivados da ISA substituídos com morfolino, metil e 

as suas formas halogenadas, Figura 5.1, foi realizado na superfície do GCE, por 

voltametria cíclica, com ν = 100 mV s-1, em soluções preparadas em eletrólito inerte a 

pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M), saturadas de N2. Durante as experiências 

voltamétricas, foi mantido um fluxo constante de N2 à superfície da célula, de modo a 

evitar a difusão do O2 atmosférico para o interior da solução.  

Todos os derivados da ISA substituídos com morfolino, hidroximetil e metil e as 

suas formas halogenadas apresentaram picos eletroativos de oxidação e redução, 

Figuras 5.2, 5.3 e 5.7 e Tabelas 5.1 e 5.2. No entanto, tal como nos derivados 

nitrogenados e halogenados, os processos redox observados foram independentes entre 

si, tendo sido investigados separadamente. 
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Figura 5.1. Estruturas químicas de derivados da ISA com os grupos funcionais:  

(A) 1-morfolinometil, (B) 1-hidroximetil e (C) 1, 5 ou 7-metil e  

as suas formas halogenadas. 
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Figura 5.2 Voltamogramas cíclicos em (•••) eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 

0,1 M), e em soluções saturadas de N2, da ISA, de derivados 1-morfolino e dos seus 

derivados halogenados, (▬) primeiro e (⁃ ⁃ ⁃) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Figura 5.3 Voltamogramas cíclicos em (•••) electrólito inerte a pH = 7,2 (tampão 

fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de derivados 1-hidroximetil,  

(▬) primeiro e (⁃ ⁃ ⁃) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Figura 5.4 Voltamogramas cíclicos registados em (•••) electrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de derivados metil,  

(▬) primeiro e (⁃ ⁃ ⁃) segundo varrimentos, ν = 100 mV/s. 
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5.1 Oxidação eletroquímica  

O estudo dos derivados substituídos com morfolino, hidroximetil e metil, e as 

suas formas halogenadas, foram divididos em três grupos: 1-morfolinometil;  

1-hidroximetil, e 1,5, ou 7-metil e as suas formas halogenadas. Os mecanismos de 

oxidação foram investigados em soluções preparads em eletrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0.1 M), por voltametria cíclica, de DP e de SW, no intervalo de 

potencial entre 0,0 V e + 1,3 V.  

 

5.1.1 Derivados 1-morfolinometil-ISA 

5.1.1.1 Voltametria cíclica  

O grupo dos derivados 1-morfolinometil-ISA é constituído pelos derivados que 

possuem o substituinte 1-CH2MPO na posição C1 da ISA, e pelas suas formas 

halogenadas, com átomos de F, Br e I.  

Os voltamogramas cíclicos efetuados em soluções de 500 μM ISA,  

175 μM 1-CH2MPO-5I-ISA, 500 μM 1-CH2MPO-5Br-ISA, 340 μM 1-CH2MPO-5F-

ISA, apresentaram, para todos os compostos analisados, dois picos de oxidação 

irreversível, pico 1a, a Ep1a = + 1,10 V e o pico 2a, a Ep2a = + 1,20 V Figura 5.5(A-D) e 

Tabela 5.1.  

Ao realizar o segundo varrimento sem limpar a superfície do elétrodo, verificou-

se uma diminuição na intensidade da corrente para os dois picos de oxidação, devido à 

adsorção dos produtos de oxidação na superfície do GCE, que diminuiram a área 

disponível para a oxidação, Figura 5.5(A-D).  
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Figura 5.5 Voltamogramas cíclicos da oxidação em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de: (A) 500 M ISA,  

(B) 175 M 1-CH2MPO-5I-ISA, (C) 500M 1-CH2MPO-5Br-ISA (D) 340 M  

1-CH2MPO-5F-ISA, (E) 500 M 1-CH2MPO-ISA e (F) 190 M 1-CH2MPO-6F-ISA 

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Tabela 5.1 Potenciais de oxidação da ISA e dos derivados da ISA com morfolino, 

hidroximetil e metil e as suas formas halogenadas, obtidos  

por voltametria cíclica a pH = 7,0. 

 

Derivados da ISA Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

ISA 
Ep1a = + 1,10 V 

Ep2a = + 1,24 V 

1-CH2MPO-ISA 
Ep1a = + 1,08 V 

▬ 

1-CH2MPO-5I-ISA 
Ep1a = + 1,05 V 

Ep2a = + 1,19 V 

1-CH2MPO-5F-ISA 
Ep1a = + 1,00 V 

Ep2a = + 1,22 V 

1-CH2MPO-5Br-ISA 
Ep1a = + 0,90 V 

Ep2a = + 1,05 V 

1-CH2MPO-6F-ISA 
Ep1a = + 1,10 V 

▬ 

1-CH2OH-ISA 
Ep1a = + 1,09 V 

Ep2a = + 1,24 V 

1-CH2OH-5Br-ISA 
Ep1a = + 1,06 V 

Ep2a = + 1,19 V 

3-OH-ISA 
Ep1a = + 1,04 V 

▬ 

1-CH3-ISA 
Ep1a = + 1,09 V 

Ep2a = + 1,23 V 

1-CH3-5Cl-ISA 
Ep1a = + 0,86 V 

Ep2a = + 1,20 V 

5-CH3-ISA 
Ep1a = + 1,04 V 

Ep2a = + 1,13 V 

7-CH3-ISA 
Ep1a = + 1,01 V 

Ep2a = + 1,13 V 

5Cl-7CH3-ISA 
Ep1a = + 1,00 V 

Ep2a = + 1,11 V 
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Os voltamogramas cíclicos efetuados em 500 μM 1-CH2MPO-ISA, Figura 5.5E 

e 190 μM 1-CH2MPO-6F-ISA, Figura 5.5F, apresentaram apenas um pico de oxidação 

irreversível, pico 1a, a Ep1a = + 1,08 V. 

A influência da velocidade de varrimento na oxidação do derivado  

1-CH2MPO-ISA foi investigada numa solução de 500 μM 1-CH2MPO-ISA, com 

velocidades a variar entre 5 e 100 mV s-1 [245]. Depois de cada medida, a superfície do 

elétrodo foi polida para evitar possíveis problemas de adsorção dos produtos de 

oxidação no GCE. Aumentando a velocidade de varrimento, a corrente de pico aumenta 

linearmente com √𝑣 , comportamento caraterístico de um processo de oxidação 

controlado por difusão [245]. De facto, o morfolino em meio fisiológico tem um caráter 

altamente hidrofílico [279], que faz com que o grupo 1-CH2MPO, ligado na posição C1 

do anel benzénico da ISA, altere as caraterísticas hidrofóbicas da ISA para hidrofílicas 

[91,92]. 

5.1.1.2 Voltametria de impulso diferencial  

Os voltamogramas de DP sucessivos efetuados numa solução de 20 μM de  

1-CH2MPO-ISA, Figura 5.6, mostraram a ocorrência de um único pico de oxidação, 

pico 1a, a Ep1a = + 1,08 V, o que está de acordo com os resultados da voltametria cíclica 

da 1-CH2MPO-ISA, Figura 5.5E. O segundo pico de oxidação, pico 2a, ocorre para 

potenciais muito mais elevados, próximo do potencial correspondente à evolução do 

oxigénio, não sendo detetável por voltametria cíclica e de DP, no intervalo de potencial 

do GCE, até + 1,3 V.  

No segundo varrimento de DP da 1-CH2MPO-ISA foram detetados dois novos 

picos de oxidação, pico 3a, a Ep3a = + 0,32 V, e o pico 4a, a Ep4a = + 0,56 V.  

Em varrimentos sucessivos, sem limpar a superfície do elétrodo, a corrente dos picos 3a 

e 4a aumentou, Figura 5.6, uma vez que continua a ocorrer a oxidação das moléculas.  
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Figura 5.6. Voltamogramas de DP sucessivos, com correção de linha de base, numa 

solução de 20 μM 1-CH2MPO-ISA, em eletrólito inerte pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 

M); (▬) primeiro, (▬) segundo e (▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV/s. 

 

Os picos 3a e 4a correspondem à oxidação dos produtos de oxidação que se 

formam no pico 1a do derivado 1-CH2MPO-ISA. Este processo de oxidação é muito 

semelhante ao da oxidação da ISA, na superfície do GCE [91,92], que ocorre em várias 

etapas sucessivas no anel benzénico.  

5.1.1.3 Voltametria de onda quadrada 

As experiências de voltametria de SW, efetuadas numa solução de 100 μM  

1-CH2MPO-ISA, com uma velocidade efetiva de νeff = 50 mV s-1, Figura 5.7A e B, 

revelaram, no primeiro varrimento, um pico de oxidação irreversível, pico 1a, a  

Ep1a = + 1,20 V, confirmado pelas componentes direta e inversa da corrente total, 

Figura 5.7A. 
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Figura 5.7 Voltamogramas de SW, com correção da linha de base, em solução de  

100 M 1-CH2MPO-ISA em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M);  

(A) primeiro e (B) sexto varrimentos; f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, amplitude de pulso  

50 mV, vef = 50 mV s-1; (▬) It – corrente total, (▬) If – corrente direta,  

(▬) Ib – corrente inversa. 
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Nos varrimentos seguintes, efetuados sem limpar o GCE, foram observados dois 

picos de oxidação reversíveis, pico 3a, a Ep3a = + 0,33 V, e pico 4a, a Ep4a = + 0,60 V, 

que correspondem à oxidação reversível dos produtos de oxidação da 1-CH2MPO-ISA, 

cuja corrente aumenta com o aumento do número de varrimentos efetuados,  

Figura 5.7B.  

A oxidação dos derivados substituídos com 1-CH2MPO na posição C1 e os seus 

derivados com átomos de halogéneo nas posições C5 (I, F e Br) ou C6 (F) é semelhante 

à oxidação da ISA, na superfície do GCE, Tabela 5.1 [91,92].  

Apesar das caraterísticas do anel morfolino alterarem o caráter hidrofóbico da 

ISA, a sua presença na estrutura da ISA não alterou significativamente os potenciais de 

oxidação dos derivados, à exceção da 1-CH2MPO-5-Br-ISA, que é oxidada para 

potenciais mais baixos, devido ao efeito provocado pelo átomo de bromo ligado na 

posição C5 do anel benzénico.  

 

5.1.1.4 Mecanismo de oxidação  

O mecanismo de oxidação dos derivados da ISA com 1-CH2MPO foi proposto, 

Figura 5.8, tendo em consideração os resultados de voltametria cíclica, de DP e de SW 

obtidos para estes derivados, e estabelecendo uma comparação com os processos de 

oxidação da ISA, dos derivados nitrogenados [92] e halogenados [91] (Capítulos 3 e 4), 

e dos compostos fenólicos [105,276].  

O processo de oxidação dos derivados substituídos com 1-CH2MPO ou os seus 

derivados halogenados na posição C5 ou C6, ocorre em passos sucessivos no anel 

benzénico. No primeiro passo da oxidação foi removido um eletrão do anel benzeno, 

que corresponde ao pico 1a, a Ep1a = + 1,20 V, que depois sofre uma desprotonação e 

um ataque nucleofílico pela água, formando-se um derivado hidróxilo.   
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Figura 5.8 Esquema do mecanismo de oxidação proposto para os derivados  

1-morfolinometil (1-CH2MPO). 
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O passo seguinte, o pico 2a, corresponde à oxidação do grupo OH do derivado 

hidróxilo, formado na primeira transferência eletrónica Figura 5.8. Os produtos 

eletroativos da oxidação reversível do grupo OH, gerado no segundo passo de oxidação 

pico 2a, são de seguida oxidados a potenciais de oxidação mais baixos, pico 3a, a  

Ep3a = + 0,33 V, levando à formação de para-quinona, e o pico 4a, a Ep4a = + 0,60 V, 

levando à formação de orto-quinona, Figura 5.7. A oxidação dos grupos OH também 

induz a formação de produtos poliméricos que adsorvem fortemente na superfície do 

GCE, no entanto, estes produtos ocorrem para potenciais mais positivos, não sendo 

possível a sua deteção, Figura 5.7.  

 

5.1.2 Derivados 1-hidroximetil-ISA  

5.1.2.1 Voltametria cíclica  

A influência dos substituintes -OH e -CH2OH na ISA foi investigada por 

voltametria cíclica, realizada na superfície do GCE, em soluções de 1-CH2OH-ISA,  

1-CH2OH-5-Br-ISA e 3-OH-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato  

0,1 M), Figura 5.9. Os resultados obtidos foram comparados com o processo de 

oxidação da ISA, Tabela 5.1.  

Os voltamogramas cíclicos sucessivos obtidos em soluções 230 μM de  

1-CH2OH-ISA e 260 μM de 1- CH2OH-5-Br-ISA mostraram, no primeiro varrimento, a 

ocorrência de dois picos de oxidação irreversíveis, pico 1a, a Ep1a = + 1,08 V e pico 2a, 

a Ep2a = + 1,20 V, e na direção negativa do varrimento não foram observaram picos de 

redução. No segundo varrimento, a corrente dos picos diminuiu consideravelmente, 

devido à adsorção dos produtos de oxidação na superfície do GCE, Figura 5.9A e B.  
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Figura 5.9 Voltamogramas cíclicos da oxidação em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), em soluções saturadas de N2, de: (A) 230 M 1-CH2OH-ISA, 

(B) 260 M 1- CH2OH-5-Br-ISA e (C) 300 M 3-OH-ISA, (▬) primeiro e  

(▬) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 

 

No primeiro varrimento de voltametria cíclica obtido numa solução de 300 μM 

de 3-OH-ISA, observou-se a ocorrência de um pico de oxidação irreversível, o pico 1a, 

a Ep1a = + 1,02 V, Figura 5.9C. Nos varrimentos seguintes foi detetado um novo pico 

de oxidação, pico 3a, a Ep3a = + 0,44 V, que está relacionado com a oxidação dos 

produtos de oxidação da 3-OH-ISA formados no pico 1a. 
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5.1.2.1 Voltametria de impulso diferencial 

Voltamogramas de DP sucessivos foram realizados numa solução de  

20 μM de 1-CH2OH-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), 

Figura 5.10.  

No primeiro voltamograma de DP, registaram-se dois picos de oxidação, pico 1a 

a Ep1a = + 1,10 V, que foi também observado por voltametria cíclica, seguido por um 

novo pico 2a, a Ep2a = + 1,26 V. No segundo voltamograma de DP sucessivo, sem 

limpar a superfície do GCE, foram detetados dois novos picos de oxidação, pico 3a, a 

Ep3a = + 0,30 V, e o pico 4a, a Ep4a = + 0,56 V. Aumentando o número de varrimentos 

sucessivos, verificou-se um aumento da corrente dos picos, 3a e 4a, Figura 5.10. 
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Figura 5.10 Voltamogramas de DP sucessivos, com correção de linha de base, numa 

solução de 20 μM de 1-CH2OH-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato  

0,1 M), (▬) primeiro, (▬) segundo e (▬) terceiro varrimentos. ν = 5 mV/s. 
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Os resultados obtidos para os derivados da ISA substituídos com 1-CH2OH,  

1-CH2OH-5-Br e 3-OH permitem concluir, através da comparação com a ISA, que estes 

grupos não provocaram alterações significativas no mecanismo de oxidação da ISA, 

seguindo o mesmo mecanismo de oxidação proposto para os derivados  

1-morfolinometil, Figura 5.8. 

 

5.1.3 Derivados metil-ISA 

5.1.3.1 Voltametria cíclica  

A influência do grupo metilo -CH3, ligado em diferentes posições na molécula 

de ISA, N1, C5 ou C7, na presença ou ausência do átomo Cl na posição C5, foi 

investigada por voltametria cíclica, em soluções de 1-CH3-ISA, 1-CH3-5-Cl-ISA e  

5-CH3-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), Figura 5.11 e 

Tabela 5.1. Os resultados obtidos foram comparados com a oxidação da ISA.  

Para todos os derivados metil da ISA, no primeiro varrimento de voltametria 

cíclica ocorreu a formação de dois picos de oxidação irreversíveis, pico 1a,  

a Ep1a = + 1,00 V, e o pico 2a, a Ep2a = + 1,10 V, Figura 5.11. No entanto, no derivado  

1-CH3-5-Cl-ISA, a presença do átomo Cl na posição C5 do anel benzénico afetou 

significativamente o processo de oxidação, Figura 5.11D, verificando-se um desvio no 

potencial do pico 1a para valores mais negativos, e o pico 2a desloca-se no sentido dos 

potenciais mais positivos.  

No segundo varrimento sucessivo, sem limpar o elétrodo, a corrente dos picos de 

oxidação diminuiu devido à adsorção dos produtos de oxidação dos derivados metil da 

ISA na superficie do GCE, Figura 5.11, diminuindo deste modo a área disponível na 

superfície do elétrodo e dificultando a oxidação das moléculas.  
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Figura 5.11 Voltamogramas cíclicos da oxidação em (▬) electrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de: (A) 500 M 1-CH3-ISA,  

(B) 350 M 1-CH3-5-Cl-ISA (C) 190 M 5-CH3-ISA (D) 280 M 7-CH3-ISA e  

(E) 300 M 5-Cl-7-CH3-ISA, (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos, ν = 100 mV/s. 
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5.1.3.2 Voltametria de impulso diferencial  

Os voltamogramas de DP sucessivos, realizados numa solução de 50 μM de  

1-CH3-ISA revelaram, no primeiro varrimento, a ocorrência de dois picos de oxidação, 

pico 1a, a Ep1a = + 1,06 V e pico 2a, Ep2a = + 1,24 V, Figura 5.12. 

No segundo voltamograma de DP, realizado nas mesmas condições e sem limpar 

a superfície do GCE, observaram-se dois novos picos de oxidação, que correspondem à 

oxidação dos produtos de oxidação da 1-CH3-ISA que ocorre no anel benzénico, com a 

formação dos derivados para-quinona da ISA, pico 3a, a Ep3a = + 0,35 V, e  

orto-quinona da ISA, pico 4a, a Ep4a = + 0,58 V. Uma vez que a oxidação do derivado  

1-CH3-ISA continua a ocorrer nos varrimentos seguintes, os seus produtos de oxidação 

continuam a formar-se e, consequentemente, a corrente de ambos os picos de oxidação, 

3a e 4a, aumenta, Figura 5.12. A corrente dos picos 1a e 2a diminui, devido a adsorção 

do derivado 1-CH3-ISA na superfície de GCE. 
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Figura 5.12 Voltamogramas de DP sucessivos, com correção de linha de base, numa 

solução de 50 μM de 1-CH3-ISA, em eletrólito inerte a pH = 7,2 (tampão fosfato  

0,1 M), (▬) primeiro, (▬) segundo, (▬) terceiro e (▬) quarto varrimentos. ν = 5 mV/s. 
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Figura 5.13 Voltamogramas de SW, em solução de 100 M 1-CH3-ISA em eletrólito 

inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M); (A) primeiro e (B) quarto varrimentos; f = 25 

Hz, ΔEs = 2mV, amplitude de pulso 50 mV, vef = 50 mV s-1; (▬) It – corrente total,  

(▬) If – corrente direta, (▬) Ib – corrente inversa. 
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5.1.3.3 Voltametria de onda quadrada 

As experiências de voltametria de SW foram realizadas em eletrólito inerte a  

pH = 7,0 (tampão fosfato 0.1 M), em soluções de 100 μM 1-CH3-ISA, Figura 5.13. 

No primeiro voltamograma de SW observaram-se os dois picos de oxidação, 

pico 1a, a Ep1a = + 1,10 V, e pico 2a, a Ep2a = + 1,25 V. No varrimento seguinte, os picos 

reversíveis, pico 3a, a Ep3a = + 0,34 V, e o pico 4a, a Ep4a = + 0,55 V foram detetados, e 

os resultados estão de acordo com a voltametria de DP, Figura 5.10.  

As técnicas de voltametria cíclica, de DP e de SW revelaram um mecanismo de 

oxidação idêntico para os derivados 1-CH3-ISA, 1-CH3-5-Cl-ISA e  

5-CH3-ISA analisados, que ocorre em passos sucessivos no anel benzénico, Figura 5.8.  

O grupo metilo não afetou os potenciais de oxidação da ISA, no entanto, foram 

detetadas pequenas diferenças em todos os processos de oxidação, demonstrando uma 

maior ou menor interação entre os diferentes derivados da ISA, com o grupo 

substituinte metilo, e a superfície do GCE. Esta interação está relacionada com o maior 

ou menor caráter hidrofílico e hidrofóbico originado pelos grupos substituintes na ISA.  

 

5.2 Redução eletroquímica  

Os mecanismos de redução de todos os derivados da ISA substituídos com 

morfolino, hidroximetil e metil, e as suas formas halogenadas, foram estudados por 

voltametria cíclica, em eletrólito inerte a pH = 7,2 (tampão fosfato 0,1 M), no intervalo 

de potencial entre 0,0 V e - 1,2 V, na superfície do GCE. Durante as medidas foi 

mantido sempre um fluxo constante de N2, Figuras 5.14, 5.15 e 5.16 e Tabela 5.2. 
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Figura 5.14 Voltamogramas cíclicos da redução em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,0 

(tampão fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de: (A) 500 M ISA, (B) 175 

M 1-CH2MPO-5-I-ISA, (C) 500M 1-CH2MPO-5-Br-ISA, (D) 340 M 1-CH2MP-5-

F-ISA; (E) 500 M 1-CH2MPO-ISA e (F) 190 M 1-CH2MPO-6-F-ISA,  

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Figura 5.15 Voltamogramas cíclicos da redução em (▬) eletrólito inerte a pH = 7,2 

(tampão fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de: (A) 230 M 1-CH2OH-ISA, 

(B) 260 M 1- CH2OH-5-Br-ISA (C) 300 M 3-OH-ISA, (▬) primeiro e  

(▬) segundo varrimentos. ν = 100 mV s-1. 
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Figura 5.16 Voltamogramas cíclicos da redução registados em (▬) eletrólito inerte a 

pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), e em soluções saturadas de N2 de: (A) 500 M 1-CH3-

ISA, (B) 350 M 1-CH3-5-Cl-ISA (C) 190 M 5-CH3-ISA (D) 280 M 7-CH3-ISA e 

(E) 300 M 5-Cl-7-CH3-ISA, (▬) primeiro e (▬⁃) segundo varrimentos, ν = 100 mV/s. 
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Tabela 5.2 Potenciais de redução da ISA e de derivados da ISA com morfolino, 

hidroximetil e metil, e as suas formas halogenadas, obtidos por  

voltametria cíclica a pH = 7,0.  

Derivados da ISA Potencial / V (vs. Ag/AgCl) 

ISA Ep5c = - 0,58 V 

1-CH2MPO-ISA 
Ep5c = - 0,51 V 

▬ 

1-CH2MPO-5I-ISA 
Ep4c = - 0,46 V 

▬ 

1-CH2MPO-5Br-ISA 
Ep4c = - 0,45 V 

▬ 

1-CH2MPO-5F-ISA 
Ep4c = - 0.51 V 

▬ 

1-CH2MPO-6F-ISA 
Ep4c = - 0,59 V 

▬ 

1-CH2OH-ISA 
Ep5c = - 0,59 V 

▬ 

1-CH2OH-5Br-ISA 
Ep4c = - 0,46 V 

Ep5c = - 0,74 V 

3-OH-ISA 
Ep5c = - 0,57 V 

▬ 

1-CH3-ISA 
Ep5c = - 0,59 V 

▬ 

1-CH3-5Cl-ISA 
Ep4c = - 0,60 V 

▬ 

5-CH3-ISA 
Ep5c = - 0,60 V 

▬ 

7-CH3-ISA 
Ep5c = - 0,58 V 

▬ 

5Cl-7-CH3-ISA 
Ep4c = - 0,46 V 

▬ 
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Os derivados 1-CH2MPO-ISA, Figuras 5.14E, 1-CH2OH-ISA, Figuras 5.15A, 

1-CH3-ISA e 7-CH3-ISA, Figuras 5.16(A e D) tal como a ISA, Figuras 5.14A, 

apresentaram um único passo de redução, o pico 5c, a Ep5c ≈ - 0,60 V, com um perfil 

voltamétrico muito semelhante, que corresponde à redução do grupo carbonilo, na 

posição C3 do anel pirrol [27,91,92]. 

Os derivados halogenados, 1-CH2MPO-5-I-ISA, 1-CH2MPO-5-F-ISA,  

1-CH2MPO-6-F-ISA, Figura 5.14(B, C e D), 1-CH2OH-5-Br-ISA, Figura 5.15B,  

1-CH3-5-Cl-ISA e 5-Cl-7-CH3-ISA, Figura 5.16(B e F) mostraram, no primeiro 

varrimento de voltametria cíclica, um pico de redução irreversível, o pico 4c, a  

Ep4c ≈ - 0,50 V Tabela 5.2. No segundo varrimento, a corrente do pico de redução 4c 

diminuiu devido à adsorção na superfície do GCE dos produtos da redução dos 

derivados da ISA, que diminuem a área disponível para ocorrer redução. Considerando 

os potenciais deste processo catódico, e os resultados de voltametria cíclica para os 

derivados halogenados, conclui-se que o pico de redução 4c corresponde à transferência 

eletrónica para o sistema quinóide, seguido da transferência eletrónica para o átomo de 

halogéneo e a clivagem da ligação carbono-halogéneo, nas posições C5, C6 ou C7 [91].  

Relativamente ao derivado 3-OH-ISA, no processo de redução verifica-se a 

formação de um pico catódico muito pequeno, pico 5c, a Ep5c ≈ - 0,57 V Figura 5.15C. 

A corrente do pico de redução 5c é muito pequena, quando comparado com os outros 

derivados da ISA estudados, isto ocorre porque a posição C3 da ISA já se encontra 

reduzida quimicamente e não existe nenhum átomo de halogéneo ligado ao anel 

benzénico.  
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5.3 Conclusões  

Os mecanismos redox dos derivados da ISA substituídos com os grupos 

morfolino, hidroximetil e metil, e as suas formas halogenadas, com átomos de 

halogéneo, Cl, F, Br e I, na posição C5 do anel benzeno, foram estudados por 

voltametria cíclica, de DP e de SW, em eletrólito inerte a pH = 7,0, na superfície do 

GCE.  

Os grupos funcionais morfolino, hidroximetil e metil não apresentam 

comportamento eletroquímico no GCE e, não afetaram significativamente os 

mecanismos redox da ISA. No entanto, nos derivados com átomos de halogéneo 

substituídos, o pico catódico está relacionado com a redução da ligação carbono-

halogéneo.  

No geral, observaram-se pequenas diferenças nos potenciais dos picos de 

oxidação e redução, que estão relacionadas com as caraterísticas da interação dos 

derivados da ISA substituídas com morfolino, hidroximetil e metil, e as suas formas 

halogenadas, na superfície do GCE. 
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A calmodulina (CaM) é uma pequena proteína de ~ 16 kDa, presente em todas 

as células eucarióticas. A sua estrutura primária é formada por uma sequência de  

148 aminoácidos. A sua estrutura secundária apresenta 8 α-hélices constituídas por 50 

resíduos de aminoácidos (56%) e 4 folhas β, constituídas por 10 resíduos de 

aminoácidos (23%), Figura 6.1. 

A CaM é uma das proteínas mais importantes de sinalização do cálcio.  

É responsável pela regulação de numerosas reações mediadas pelo cálcio e, 

consequentemente tem um papel fundamental no controlo de vários processos 

fisiológicos. Existe na forma livre sem cálcio ApoCalmodulina (ApoCaM) e na forma 

saturada de cálcio HoloCalmodulina (HoloCaM), Figura 6.2. 

 

 
 

Figura 6.1 Estruturas primária e secundária da calmodulina (CaM)  

[PDB, ficheiro 1CFD, UniProtKB (P62155)][114] 



 
198 

 
 

Figura 6.2 Estrutura terciária da (A) ApoCaM e da (B) HoloCaM  

[modificada a partir do PDB, ficheiro 1CFD e 1CLL, respetivamente)][114] 

 

A análise da estrutura primária da CaM mostra que, dos 148 resíduos de 

aminoácidos, apenas 13 apresentam propriedades eletroquímicas: 10 resíduos de 

metionina (Met), 2 resíduos de tirosina (Tyr) e 1 resíduo de histidina (His),  

Figura 6.2. Estes aminoácidos eletroativos estão distribuídos aleatoriamente pelos dois 

domínios N- e C-terminal.  

O objetivo deste estudo foi a investigação das alterações da conformação da 

CaM, provocadas pela presença de cálcio no meio. Um filme de CaM foi depositado na 

superfície do GCE e o seu comportamento eletroquímico foi avaliado por voltametria 

cíclica e de DP. Para desnaturar a estrutura tridimensional da CaM, foram realizadas 

incubações com os agentes dodecil sulfato de sódio (SDS) e os agentes redutores  
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●-Cálcio  
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tris (2-carboxiletil) fosfina (TCEP) e ditiotreitol (DTT), e a ureia, para diferentes tempos 

de incubação. 

A ligação do cálcio à CaM provoca alterações conformacionais na sua estrutura, 

portanto o comportamento eletroquímico da proteína também vai sofrer alterações, que 

foram avaliadas por voltametria de DP e por EIS, usando uma superfície do GCE, e 

através da análise gravimétrica com a QCM. 

6.1 Oxidação da CaM no estado nativo. Efeito do pH 

As experiências de voltametria de DP foram realizadas numa solução de  

30 μM CaM em eletrólito inerte a pH = 7.0 (tampão Tris/HCl 0,1 M) e apresentaram um 

pico de oxidação pico PTyr, a ETyr = + 0,66 V. O pico PTyr corresponde à oxidação dos 

resíduos dos aminoácidos Tyr99 e Tyr138 [105], Figura 6.3.  
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Figura 6.3 Voltamograma de DP, com correção da linha de base, numa solução de  

30 µM CaM, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M). ν = 5 mV s-1. 
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Os picos relativos à oxidação dos resíduos de aminoácido Met, a 𝐸Met
1  = + 1,12 

V e 𝐸Met
2  = + 1,35 V, e do resíduo do aminoácido His, a EHis = + 1,15 V [105,106,112], 

não foram observados, devido à estrutura tridimensional da CaM e à conformação 

adoptada pela proteína em solução, que dificultou o seu processo de oxidação. 

A influência do pH na oxidação eletroquímica da CaM em estado nativo, foi 

estudada por voltametria de DP na superfície do GCE, numa ampla gama de eletrólitos 

inertes, que variou entre 2,0 < pH < 10,0, Tabela 2.3. Os voltamogramas de DP em 

soluções de 30 µM de CaM, em diferentes eletrólitos de força iónica 0,1 M, mostraram 

apenas o pico da Tyr, PTyr, Figura 6.4A.  

Devido à posição dos resíduos dos aminoácidos Met e His, na estrutura 

tridimencional da CaM, Figura 6.2, não foi possível observar os picos de oxidação 

destes resíduos de aminoácidos, que na superfície do GCE aparecem a potenciais,  

EMet = 1,25 V e EHis = 1,15 V [106,112]. O resíduo His situa-se numa α-hélice e está 

rodeado por mais duas α-hélices, ou seja, encontra-se protegido da oxidação, neste caso, 

as correntes e velocidades de oxidação são mais baixas e por isso a sua deteção é mais 

difícil. O mesmo acontece com os resíduos de Met que se situam todos nas α-hélices, 

tornando mais difícil a oxidação das Met, que na superfície do GCE, ocorre a potenciais 

mais elevados.  

O potencial do pico da Tyr, PTyr, foi dependente do pH, deslocando-se para 

valores menos positivos, com o aumento do pH, Figura 6.4B. O valor mais elevado da 

corrente do pico de oxidação PTyr ocorre para pH ~ 6 (tampão fosfato 0,1 M).  

A inclinação da reta de 59 mV por unidade de pH, Figura 6.4B, e a largura a meia 

altura de W1/2 ≈ 100 mV mostra que a reação de oxidação da CaM no estado nativo, 

para o pico PTyr ocorre com a transferência de um eletrão e um protão [105].  
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Figura 6.4 (A) Voltamogramas de DP em 3D, com linha de base corrigida,  

em soluções de 30 µM CaM, em função do pH;  

(B) Gráfico da variação de Ep e Ip do pico PTyr vs. pH. ν = 5 mV s-1. 
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6.2 Caraterização do filme multicamada de CaM no GCE por 

CV e EIS 

A técnica de EIS permite obter informações detalhadas dos processos 

eletroquímicos que ocorrem na interface elétrodo/solução. A EIS permite monitorizar a 

caraterização interfacial das superfícies de elétrodo [252,280,281].  

As medidas de EIS foram efetuadas com o objetivo de caraterizar a superfície do 

GCE, após a deposição do filme multicamada de CaM. A superfície do GCE foi 

caraterizada por voltametria cíclica e por EIS, usando como sonda redox o [Fe(CN)6]
4-.  

O voltamograma cíclico numa solução de 3 mM [Fe(CN)6]
4- com uma superfície 

limpa do GCE mostrou o comportamento eletroquímico caraterístico do par redox 

[Fe(CN)6]
4-, com um pico reversível, a Ea = + 0,26 V e Ec = + 0,16 V, Figura 6.5 (▬). 

 

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

 E/V (vs. Ag/AgCl)

2 A

 
 

Figura 6.5 Voltamogramas cíclicos em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão  

Tris/HCl 0,1 M), obtidos com o (⁃ ⁃ ⁃) GCE limpo, (▬) GCE em 3 mM K4Fe(CN)6 e  

(▬) GCE modificado com um filme multicamada de CaM em 3 mM K4Fe(CN)6.  

ν = 100 mV s-1. 
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No entanto, o voltamograma cíclico obtido nas mesmas condições, mas com a 

superfície do GCE modificada com um filme multicamada de CaM em estado nativo, 

apresentaram o pico irreversível da oxidação do par redox [Fe(CN)6]
4- para  

Ep = + 0,70 V, Figura 6.5 (▬).  

As experiências de EIS foram efetuadas para o potencial do par hexacianoferrato 

(III)/(II), Eap = + 0,2 V, potencial aplicado ao GCE, e os gráficos no plano complexo  

foram registados em soluções de 1, 3 e 5 mM de [Fe(CN)6]
4-, em eletrólito inerte 

a pH = 7,0 (tampão tris/HCl 0,1 M), Figura 6.6A, e nas mesmas condições, para o 

elétrodo com a superfície modificada pelo filme multicamada de CaM, Figura 6.6B. 

Nas medidas de EIS efetuadas em soluções de 1, 3 e 5 mM de [Fe(CN)6]
4-, com 

a superfície do GCE sem o filme de CaM, Figura 6.6 A, foi possível observar duas 

regiões distintas, a parte semi-circular que ocorre a baixas frequências e corresponde ao 

processo de transferência de eletrão, e uma parte linear que ocorre a frequências mais 

elevadas, devido à difusão. Ambas as partes, real e imaginária, da impedância, 

diminuiram com o aumento da concentração de [Fe(CN)6]
4-. A resistência à 

transferência de carga, representada pelo diâmetro do semi-círculo, é menor quanto 

maior a concentração de [Fe(CN)6]
4- em solução.  

As medidas de EIS realizadas com uma superfície do GCE modificada com o 

filme multicamada de CaM apresentaram um semi-círculo que corresponde à ocorrência 

da reação de transferência de carga, Figura 6.6B. A resistência à transferência de carga 

(Rct), representada pelo diâmetro do semi-círculo, é maior no GCE modificado pela 

CaM, em comparação com o elétrodo com a superfície limpa, Figura 6.6A.  

Nas duas situações, com a superfície do GCE limpa e modificada pelo filme 

multicamada de CaM, os resultados foram os esperados, considerando que os valores de 

Rct aumentam, com o aumento da concentração de [Fe(CN)6]
4-.  
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Figura 6.6 Espetros no plano complex, em eletrólito inerte a pH = 7,0  

(tampão tris/HCl 0,1 M), para () 1, () 3 e () 5 mM K4Fe(CN)6, potencial aplicado 

de Eap = + 0,2 V: (A) GCE limpo e (B) GCE modificado com um filme  

multicamada de CaM. 
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No caso do GCE modificado pelo filme multicamada de CaM, o processo redox 

do [Fe(CN)6]
4- apresentou, para 1 mM de [Fe(CN)6]

4- , um valor de Rct ~ 500 kΩ, 

Figura 6.6B (curva ), enquanto que para a mesma concentração, com o GCE limpo, 

apresentou o valor menor de Rct ~ 50 kΩ, Figura 6.6A (curva ). O aumento do valor 

Rct no caso do GCE modificado com o filme multicamada de CaM ocorre porque a 

proteína ao ficar imobilizada na superfície do GCE, bloqueia a superfície do mesmo, 

impedindo a transferência eletrónica entre o [Fe(CN)6]
4- e a superfície do GCE, ficando 

apenas 10 % da superfície GCE descoberta.  

 

6.3 Efeito dos agentes desnaturantes na oxidação da CaM  

O estudo eletroquímico da influência dos agentes desnaturantes e redutores foi 

realizado usando uma superfície do GCE modificada com um filme multicamada de 

CaM, de acordo com o procedimento descrito na Secção 2.4.1. 

Os processos de desnaturação provocam alterações morfológicas na estrutura 3D 

das proteínas, que se desdobram e cobrem a superfície do elétrodo, ficando os resíduos 

dos aminoácidos eletroativos mais acessíveis para a oxidação eletroquímica. 

O agente desnaturante ureia afeta as estruturas secundária e terciária das 

proteínas, sem afetar a estrutura primária. Devido à sua elevada afinidade para as 

ligações peptídicas, a ureia quebra as ligações de hidrogénio e as pontes salinas entre as 

cadeias laterais positivas e negativas, destruindo assim a estrutura terciária da cadeia 

peptídica.  

O SDS é utilizado como detergente desnaturante e atua através da dissolução de 

proteínas hidrofóbicas, enquanto que os agentes redutores DTT e TCEP, atuam através 

da quebra das ligações dissulfureto. Todos estes agentes químicos são importantes para 

investigar os mecanismos de oxidação das proteínas desnaturadas. 
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As moléculas DTT e TCEP apresentam comportamento eletroquímico na 

superfície do GCE, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão fosfato 0,1 M), mostrando 

um pico de oxidação a Ep ≈ + 1,15 V para o DTT, e a Ep ≈ + 0,9 V para o TCEP [282]. 

O SDS e a ureia não são eletroativos no GCE.  

O voltamograma de DP registado na superfície do GCE modificada com um 

filme multicamada de CaM em estado nativo apresentou o pico de oxidação dos 

resíduos de Tyr, PTyr, a Ep = + 0,66 V, Figura 6.7 (▬), que corresponde à oxidação dos 

resíduos das tirosinas Tyr99 e Tyr138, e que está de acordo com os resultados da oxidação 

em solução da CaM, Figura 6.3. 

O efeito dos agentes desnaturantes na oxidação eletroquímica foi sempre 

avaliado por comparação do comportamento do GCE modificado com o filme de CaM, 

Figura 6.7 (▬), que serviu de controlo, e as alterações foram observadas após a 

interação de cada um dos agentes. O GCE modificado com o filme de CaM foi 

preparado antes de cada experiência e foi efetuado um voltamograma de DP de 

controlo, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M).  

O filme multicamada de CaM imobilizado no GCE foi desnaturado 

(procedimento descrito na Secção 2.4.1) após incubação em cada um dos agentes 

desnaturantes 50 mM SDS e TCEP, 10 mM DTT e 6M ureia, em eletrólito inerte  

pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M), durante os tempos de incubação de 30, 60, 120 e 

180 minutos, Figura 6.7. O processo de oxidação da CaM desnaturada foi investigado 

por voltametria de DP.  

Após incubação do GCE modificado com CaM na solução de 6 M de ureia, 

observou-se o aumento da corrente do pico de oxidação dos resíduos de aminoácidos de 

Tyr, PTyr, a Ep = + 0,66 V, mas não se observaram novos picos de oxidação,  

Figura 6.7A.  
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Figura 6.7 Voltamogramas de DP com correção de linha de base, obtidos com o GCE 

modificado com um filme multicamada de CaM em eletrólito inerte a pH = 7,0  

(tampão Tris/HCl 0,1 M), (▬) antes e (▬) após a sua incubação em: (A) 6 M ureia,  

(B) 50 mM SDS, (C) 10 mM DTT, e (D) 50 mM TCEP. ν = 5 mV s-1. 
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A ureia provocou o desdobramento da estrutura da CaM, tornando os resíduos de 

aminoácidos de Tyr mais acessíveis à superficie do GCE, o que resultou no aumento da 

corrente do pico PTyr. 

A incubação do GCE modificado com CaM na solução de SDS provocou uma 

diminuição acentuada da corrente do pico de oxidação dos resíduos de Tyr, PTyr, após 

30 minutos de incubação, e também não se observaram novos picos de oxidação,  

Figura 6.7B.  

Aos 180 minutos de incubação na solução de SDS, a corrente do pico de 

oxidação PTyr aumentou novamente, devido ao efeito que o SDS provoca na estrutura da 

proteína. O SDS é um agente desnaturante que rompe as interações não covalentes por 

repulsão eletrostática, transformando a proteína numa cadeia linear polipeptídica.  

Os agentes redutores DTT e TCEP não provocaram alterações significativas na 

oxidação da CaM, para além da diminuição da corrente do pico de oxidação PTyr, 

Figura 6.7C e D. O DTT e a TCEP são utilizados com o objetivo de quebrar as ligações 

dissulfureto dos resíduos de aminoácidos de cisteína [283]. Os resultados obtidos são 

coerentes, uma vez que, a CaM não contém na sua estrutura nenhum resíduo de cisteína 

e, por isso o DTT não provocou alterações significativas.  

No entanto, após 60 min de incubação em TCEP, o voltamograma de DP, para 

além do pico da Tyr, PTyr, mostrou um novo pico de oxidação que corresponde à 

oxidação do resíduo do aminoácido Hys, a EP = 0,95 V, Figura 6.7 D, o que significa 

que a estrutura 3D da CaM foi afetada pelo TCEP.  

Em conclusão, a comparação dos resultados de voltametria de DP obtidos para a 

desnaturação do filme de CaM por cada um dos agentes, com o voltamograma de DP de 

controlo da CaM em estado nativo, Figura 6.7(▬), permite concluir que os agentes 

químicos utilizados afetaram de um modo geral a estrutura 3D da CaM, à exceção do 
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DTT que não revelou alterações significativas. O SDS e o DTT provocaram a 

diminuição da corrente do pico PTyr, devido à elevada reatividade destes agentes, que, 

ao provocarem o desenrolamento total da estrutura da CaM, fazem com que ocorra a 

adsorção de aminoácidos não eletroativos, diminuindo a área disponível na superfície do 

GCE. A incubação no TCEP alterou a estrutura da CaM porque além de aumentar a 

corrente de oxidação do pico PTyr, surgiu um novo pico PHis da oxidação dos resíduos do 

aminoácido His.  

 

6.4 Caraterização eletroquímica das alterações 

conformacionais da CaM induzidas pelo cálcio 

A CaM é uma proteína muito importante envolvida na regulação de vários 

processos metabólicos dependentes do cálcio. A ligação do cálcio à CaM provoca 

alterações conformacionais que levam a mudanças bioquímicas e celulares. 

Estruturalmente, a forma de CaM saturada de cálcio, HoloCaM, contém quatro sítios de 

ligação dos iões Ca2+, Figura 6.2B.  

Os sítios de ligação dos iões Ca2+ na proteína CaM contém aminoácidos de carga 

negativa em pH fisiológico: os Asp e Glu. Uma vez estabelecida a ligação com o Ca2+ 

ocorrem várias alterações na conformação da proteína que têm como resultado a 

alteração da sua estrutura secundária. Os resíduos electroactivos de Tyr estão situados 

próximo dos sítios de ligação do Ca2+ e qualquer alteração na estrutura secundária da 

CaM pode afectar o sinal redox da Tyr, ou seja, o seu potencial e a corrente do pico de 

oxidação.  

O comportamento redox da CaM na presença de várias concentrações de Ca2+ 

foi investigado com o GCE, usando a voltametria de DP, em eletrólito inerte a pH = 7 

(tampão Tris/HCl 0.1 M), Figura 6.8. 
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Figura 6.8 Voltamogramas de DP, com correção da linha de base, numa solução de  

30 µM de CaM em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M),  

na (▬) ausência e (▬) na presença de diferentes concentrações de CaCl2:  

(A) 0, 30, 60 e 120 µM e (B) entre 0 e 60 mM. ν = 5 mV s-1. 

 

Os voltamogramas de DP numa solução de 30 μM de CaM, na ausência dos iões 

de Ca2+, registaram um pico de oxidação PTyr, a EP = 0,66 V, que corresponde à 

oxidação dos resíduos dos aminoácidos Tyr99 e Tyr138. Tendo em consideração a 

estrutura secundária da CaM, Figura 6.2, é provável que o aminoácido Tyr99 seja mais 

facilmente oxidado do que o aminoácido Tyr138, uma vez que este último está rodeado 

por 3 α-hélices. 
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Nos voltamogramas de DP numa solução de 30 μM de CaM, com concentrações 

de Ca2+ de 30 μM, 60 μM e 120 μM, o pico de oxidação PTyr apareceu ao mesmo 

potencial e a corrente permaneceu constante até 120 μM de Ca2+, Figura 6.8A. 

Aumentando a concentração de Ca2+para 10 mM, a corrente do pico de oxidação 

PTyr permanece constante, mas o potencial do pico de oxidação do resíduo da Tyr99 foi 

deslocado 100 mV para valores mais positivos, a EP ≈ 0,76 V, Figura 6.8B.  

No entanto, nas soluções de 30 μM de CaM e concentrações superiores a  

30 mM Ca2+, a corrente do pico PTyr aumentou significativamente, apesar do potencial 

se manter constante, a EP ≈ + 0,76 V Figura 6.8B. A diminuição da corrente e o 

deslocamento do potencial do pico ocorrem devido às alterações conformacionais 

provocadas pelos iões Ca2+ na estrutura da CaM.  

Para concentrações elevadas de iões de Ca2+, o grupo fenólico da Tyr138 

permanece rodeado pelas 3 α-hélices, protegido da oxidação, mas o grupo fenólico da 

Tyr99 fica mais próximo da parte central da proteína, Figura 6.2B, e a presença de 

resíduos de aminoácidos não eletroativos dificultam a sua oxidação porque diminuem a 

área disponível na superfície do GCE. 

 

6.5 Caraterização por EIS das alterações conformacionais 

induzidas pelo cálcio 

A influência da concentração dos iões de Ca2+ na superfície do GCE modificada 

com o filme multicamada de CaM, foi avaliada por EIS para o potencial do par 

hexacianoferrato (III)/(II), de Eap = + 0,2 V, aplicado ao GCE, em eletrólito inerte a  

pH = 7,0 (tampão tris/HCl 0,1 M). As medidas foram efetuadas no GCE modificado 

com o filme multicamada de CaM, em soluções de 1, 3 e 5 mM de [Fe(CN)6]
4- e na 

presença de diferentes concentrações de cálcio entre 60 μM e 1 mM, Figura 6.9. 
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Figura 6.9 Espetros 3D de EIS no plano complexo, com o GCE modificado com filme 

de CaM, em 3 mM K4Fe(CN)6, em eletrólito inerte a pH = 7.0 (tampão Tris/HCl 0.1 M), 

potencial aplicado de Eap = + 0.2 V, para diferentes concentrações de CaCl2:  

() 60 µM, () 120 µM, ()240 µM, e () 1 mM. 

 

Os espetros de EIS revelaram que ambas as partes, real e imaginária, da 

impedância diminuiram com o aumento da concentração de Ca2+, Figura 6.9.  

Para concentrações elevadas, 1 mM Ca2+, foi possível observar duas regiões, 

uma parte semi-circular e uma parte linear. A parte semi-circular, que ocorre para 

frequências superiores, corresponde ao processo de transferência de eletrão, enquanto a 

parte linear, que ocorre para frequências mais baixas, corresponde à difusão,  

Figura 6.9. Para concentrações < 240 μM Ca2+ observou-se apenas o processo de 

transferência de eletrão.  

Para concentrações reduzidas de Ca2+ verificou-se a ocorrência de loops 

indutivos nas baixas frequências, que se devem ao facto de não ocorrerem alterações 

conformacionais na CaM. A estrutura da proteína é rígida e encontra-se adsorvida na 
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superfície do GCE, e apesar da conformação da CaM ser pouco favorável à oxidação, 

ainda permite a transferência de carga.  

A modelação dos espectros de EIS, Figura 6.9, é feita de acordo com um 

circuito elétrico equivalente do tipo Randles, Figura 6.10, e com este circuito foram 

obtidos os valores apresentados na Tabela 6.1. 

 

 

 

Figura 6.10 Circuito elétrico equivalente usado no ajuste dos dados de EIS. 

 

 

Tabela 6.1 Dados de EIS, obtidos com a superfície do GCE modificada com um filme 

multicamada de CaM, em eletrólito inerte a pH = 7.0 (tampão Tris/HCl 0.1 M) e 3 mM 

K4Fe(CN)6, para diferentes concentrações de Ca2+, potencial aplicado de Eap = + 0,2 V 

(Figura 6.9), ajustados com o circuito equivalente (Figura 6.10). 

Ca2+ 

µM 

RΩ 

Ω 

Rct 

kΩ cm2 

CPEdl 

µF cm-2 sα-1 
α1 

ZW 

kΩ cm2 sα-1 
 

s 
α2 

60 1,91 5,5 16,6 0,94 ▬ ▬ ▬ 

120 1,95 4,3 15,4 0,94 ▬ ▬ ▬ 

240 2,08 2,4 19,1 0,95 ▬ ▬ ▬ 

1000 2,12 0,5 15,4 0,94 1,7 200 0,42 

 

 

Depois de proceder à análise do espetro de EIS através do ajuste dos dados, 

Tabela 6.1, verificou-se a diminuição da Rct, com o aumento da concentração de Ca2+ 

na solução, o que significa que aumentou a área disponível na superfície do GCE.  
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A resistência à difusão aumentou com a concentração de Ca2+ e este efeito ocorreu 

devido às mudanças na conformação da CaM, de ApoCaM para HoloCaM. 

Na presença de concentrações de Ca2+ mais elevadas, a proteína está na “forma 

aberta”, HoloCaM, provocada pela ligação do Ca2+. Nesta forma a flexibilidade da 

proteína aumenta na superfície do elétrodo, permitindo que os iões [Fe(CN)6]
4- 

alcancem a superfície do GCE mais facilmente, o que leva à diminuição do valor da 

resistência à transferência de carga. Ao mesmo tempo, a flexibilidade da proteína na 

forma HoloCaM dificulta o processo de difusão.  

 

6.6 Caraterização gravimétrica das alterações 

conformacionais induzidas pelo cálcio 

A agregação dos iões de Ca2+ na proteína CaM foi determinada usando a QCM, 

que permite a quantificação da massa na superfície do cristal, proporcional à frequência 

medida. No caso específico de filmes rígidos adsorvidos na superfície do cristal da 

QCM, a relação entre a massa adsorvida e a frequência medida é descrita pela equação 

de Sauerbrey: 

∆𝑓 =  −2
𝑓0

2

𝐴√𝜇𝜌
 ∆𝑚 

onde f0 é a frequência de ressonância do cristal (Hz), Δf é a variação de frequência (Hz), 

Δm é a variação de massa (g), A é a área piezoelétrica (cm2), ρ a densidade do quartzo 

(2,648 g cm3) e μ é o módulo de cisalhamento do cristal de quartzo corte AT = 2.947 × 

1011 g cm-1 s-1.  

As medidas gravimétricas foram realizadas com um cristal de quartzo coberto 

com ouro em ambas as faces e revestido com grafite (AuQC_Gr).  
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A superfície de grafite foi coberta com uma gota de 10 μL da solução  

60 μM CaM, e seca à temperatura ambiente. Após secagem o cristal foi colocado na 

QCM e coberto com 5 mL de eletrólito inerte a pH = 7.0 (tampão Tris/HCl 0.1 M). De 

seguida, foram realizadas adições sucessivas de 10 mM CaCl2 e registadas as variações 

de frequência entre cada adição. A frequência obtida após estabilização do sistema, 

antes das adições de CaCl2, foi considerada o valor de referência, utilizada para calcular 

a variação da frequência total. Após cada adição de 30 μL de CaCl2, a frequência 

correspondente foi medida, Figura 6.11. Os picos de frequência que se observam na 

Figura 6.11A ocorrem devido ao ruído provocado por cada adição.  

A agregação dos iões Ca2+ pela CaM não ocorre uniformemente. Na primeira e 

segunda adição, a concentração de Ca2+ foi ~ 120 µM e não se verificou nenhuma 

alteração na frequência, isto é, não ocorreu alteração de massa na superficie da grafite, 

Figura 6.11B. Após adição de 90 µL de 10 mM CaCl2, que corresponde a 180 µM de 

iões Ca2+, verificou-se um aumento da massa na superfície da grafite, que resultou das 

adições sucessivas de CaCl2. 

Consequentemente, a frequência começou a diminuir sucessivamente até a 

concentração de Ca2+ atingir ~ 350 µM. Os resultados foram os esperados uma vez que 

a conformação da proteína se altera e passa da forma ApoCaM para a forma HoloCaM, 

Figura 6.2. A variação de frequência total detetada depois das adições sucessivas de 

Ca2+ foi de 106 Hz. Tendo em conta a equação de Sauerbrey, foi determinado o 

aumento de massa na superfície do cristal de 0,12 µg de Ca2+. O aumento ideal de 

massa deveria ser de ~ 0,1 µg (valor calculado a partir da relação 1 CaM : 4 Ca2+), 

ligeiramente inferior, o que indica que para além do aumento relacionado com a 

agregação dos quatro iões de Ca2+ à CaM, também ocorreu adsorção de iões de Ca2+ na 

superficie da grafite. 
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Figura 6.11 Variação de frequência, no cristal de quartzo coberto por um filme de ouro 

revestido com grafite que foi modificada com um filme monocamada de CaM em 

função: (A) tempo, após adições sucessivas de 30 µL de 10 mM CaCl2, e  

(B) concentração de Ca2+ na solução. 
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A CaM pode ligar-se a quatro iões de Ca2+, consequentemente, a massa detetada 

na superficie do elétrodo aumenta devido à agregação dos iões de Ca2+. Para 

concentrações de > 350 µM Ca2+, a frequência continua a diminuir, no entanto a 

diminuição não ocorre de um modo linear. Na presença de concentrações muito 

elevadas de Ca2+, a proteína torna-se mais flexível à superfície da grafite, e esta 

flexibilidade dificulta a agregação dos iões de Ca2+ às moléculas de proteína CaM 

localizadas na parte mais interna do filme adsorvido na superficie do cristal.  

 

6.7 Conclusões  

A oxidação da proteína CaM, no estado nativo e depois de desnaturada, foi 

investigada por voltametria de DP. A oxidação da CaM nativa apresenta um pico 

anódico dependente do pH que corresponde à oxidação dos dois resíduos do aminoácido 

Tyr. Após desnaturação com agentes químicos, o potencial do pico de oxidação 

manteve-se inalterado, no entanto verificaram-se alterações significativas na corrente do 

pico de oxidação da Tyr. A ureia provocou o desdobramento da proteína e, como 

resultado, obteve-se um aumento do pico da Tyr. O SDS e o DTT desdobraram a 

estrutura 3D da CaM, mas provocaram uma diminuição acentuada na corrente do pico 

de oxidação dos resíduos de Tyr, devido à adsorção de resíduos de aminoácidos não 

eletroativos da CaM na superfície do GCE. O TCEP teve um comportamento 

semelhante mas observou-se a ocorrência de um novo pico, que corresponde à oxidação 

do resíduo do aminoácido His na cadeia da CaM.  

A agregação dos iões de Ca2+ na proteína CaM é muito importante e foi 

investigada por voltametria de DP, EIS e QCM. Alterações significativas na corrente e 

no potencial do pico de oxidação dos resíduos de Tyr, em função da concentração de 

iões de Ca2+ presentes no meio, foram detectadas por voltametria de DP.  
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Os espectros de EIS obtidos com o GCE modificado com o filme de CaM 

revelaram o aumento da resistência à difusão com o aumento da concentração de Ca2+, 

devido às alterações conformacionais que ocorreram na estrutura da CaM adsorvida na 

superfície do GCE, que na presença de Ca2+ mudou de ApoCaM para HoloCaM, 

tornando-se mais flexível, o que levou à diminuição do valor da resistência à 

transferência de carga. 

A agregação dos iões de Ca2+ foi determinada por QCM, através da 

determinação da massa adsorvida na superfície da grafite, após medição da variação de 

frequência provocada pelas adições sucessivas de CaCl2. 

Os resultados obtidos demonstraram que as alterações estruturais na 

conformação da CaM na presença de Ca2+ influenciam o comportamento eletroquímico 

dos resíduos dos aminoácidos Tyr e podem servir de base para o desenvolvimento de 

uma nova geração de biossensores com CaM para determinação de Ca2+.  
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Oxidação Eletroquímica das Caveolinas 
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As caveolinas são proteínas estruturais da membrana plasmática. Nos mamíferos 

apresentam três tipos diferentes, de estrutura e constituição muito semelhante, sendo 

elas a caveolina 1 (CAV-1), a caveolina 2 (CAV-2) e a caveolina 3 (CAV-3). 

A CAV-1 é a proteína mais importante e é determinante para a estrutura e 

função das cavéolas. É uma proteína de 46 kDa e é formada por uma sequência de 178 

resíduos de aminoácidos. A estrutura secundária é formada por 5 α-hélices, duas das 

quais apresentam caraterísticas hidrofóbicas, as hélices α2b e α3, que se situam no 

interior da membrana celular, no núcleo da bicamada lipídica, Figura 7.1. 

 

 
 

Figura 7.1 Esquema representativo da estrutura secundária da caveolina 1 (CAV 1), 

quando se encontra ligada à membrana celular (adaptado de [284]). 
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A análise da estrutura primária da CAV-1 mostra que, dos 178 resíduos de 

aminoácidos, existem vários resíduos de todos os aminoácidos com comportamento 

eletroquímico na superfície do GCE: 3 resíduos de Met, 9 resíduos de Tyr, 6 resíduos de 

His, 4 resíduos de Trp e 3 resíduos de Cys. 

A CAV-2 é uma proteína de 44 kDa e é formada por uma sequência de  

162 resíduos de aminoácidos. Os resíduos de aminoácidos que apresentam 

comportamento eletroquímico são: 5 resíduos de Met, 4 resíduos de Tyr, 7 resíduos de 

His, 3 resíduos de Trp e 5 resíduos de Cys. 

O isómero mais pequeno é a proteína CAV-3, com 43 kDa, que é formada por 

uma sequência de 151 resíduos de aminoácidos, dos quais: 2 resíduos de Met,  

6 resíduos de Tyr, 4 resíduos de His, 4 resíduos de Trp e 9 resíduos de Cys apresentam 

comportamento eletroquímico.  

O objetivo deste estudo foi a investigação do comportamento redox das 

proteínas caveolinas, em pH fisiológico. Os filmes de cada uma das caveolinas foi 

depositado na superfície do GCE e o seu comportamento eletroquímico foi avaliado por 

voltametria cíclica, de DP e de SW.  

A estrutura tridimensional da proteína CAV-2 foi desnaturada através da acção 

dos agentes SDS, hidrocloreto de guanidina (GuaHCl) e ureia, para diferentes tempos 

de incubação.  

A CAV-1 é fundamental para a formação das cavéolas, devido à grande 

afinidade que tem com o colesterol. Neste sentido, as alterações no comportamento 

eletroquímico das caveolinas, provocadas pela interação com o colesterol, serão também 

avaliadas por voltametria de DP.  

 



 

 
223 

7.1 Oxidação das caveolinas CAV-1 e CAV-2 no GCE 

A oxidação das proteínas CAV-1 e CAV-2 foi estudada por voltametria cíclica, 

de DP e de SW, em eletrólito inerte a pH fisiológico pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M). 

O estudo realizou-se com um filme fino de CAV-1 e CAV-2, que foi obtido cobrindo a 

superfície do GCE com 1 μL de solução de 0.05 mg mL-1 de cada uma das proteínas. 

Após secagem da primeira gota, o procedimento foi repetido mais uma vez, de modo a 

obter uma cobertura total da superfície do GCE pelas caveolinas. 

 

7.1.1 Voltametria cíclica  

Os voltamogramas cíclicos registados com um filme de CAV-1 apresentaram 

um pico de oxidação, a Ep = + 0,67 V, que corresponde à oxidação dos resíduos de 

aminoácidos de Tyr, PTyr, e o primeiro pico do Trp, PTrp
1 , Figura 7.2. 

Com o aumento do número de varrimentos, sem limpar o GCE, verificou-se que 

a intensidade da corrente do pico diminui consideravelmente, devido à formação dos 

produtos de oxidação dos resíduos de Tyr e do Trp não eletroativos na superfície do 

GCE.Na CAV-1, Figura 7.2, foi observado apenas o pico correspondente aos resíduos 

de aminoácidos Tyr e Trp, a Ep = + 0,67 V [105,106,112]. 

Na estrutura primária da CAV-1, para além dos resíduos de aminoácidos Tyr e 

Trp, também existem resíduos dos aminoácidos His, Cys e Met. No entanto, a estrutura 

tridimensional da CAV-1, em conjunto com a posição que a CAV-1 adopta no momento 

da adsorção na superfície do GCE, tornam difícil a oxidação da CAV-1, não sendo 

possível observar o segundo pico da oxidação do Trp, que deveria aparecer a  

𝐸Trp
2  = + 1,05 V, nem os picos correspondentes à oxidação da Met, a 𝐸Met

1  = + 1,12 V e 
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𝐸Met
2  = + 1,35 V, da Cys, a 𝐸𝐶𝑦𝑠

1  = + 0,52 V, 𝐸Cys
2  = + 0,88 V e 𝐸𝐶𝑦𝑠

3  = + 1,27 V, e da 

His, a EHis = + 1,15 V [105,106,112].  

A oxidação eletroquímica da CAV-2 foi estudada por voltametria cíclica, nas 

mesmas condições, e os voltamogramas cíclicos obtidos apresentaram um pico de 

oxidação, a Ep = + 0,85 V, que também corresponde à oxidação dos resíduos dos 

aminoácidos Tyr, PTyr, e o primeiro pico do triptofano, PW
1 , Figura 7.3.  

Os voltamogramas cíclicos das proteínas CAV-1 e CAV-2 foram registados nas 

mesmas condições, no entanto, os resultados obtidos apresentaram uma diferença no 

potencial do pico observado, que se deve à estrutura e conformação das proteínas, que 

apesar de pertencerem à mesma família apresentam diferenças tanto na sequência e dos 

aminoácidos como na própria estrutura tridimensional.  
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Figura 7.2 Voltamogramas cíclicos obtidos em eletrólito inerte pH = 7,0 (tampão 

Tris/HCl 0,1 M), com o GCE limpo (▬) e com um filme de CAV-1 adsorvido,  

(▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos, ν = 100 mV s-1. 
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A estrutura primária da CAV-2 contém 5 resíduos do aminoácido Cys, mais 2 

resíduos do que a CAV-1, 4 resíduos do aminoácido Tyr e 3 resíduos do aminoácido 

Trp, menor número em comparação com a CAV-1.  

Tendo em conta os potenciais obtidos na oxidação da CAV-1, Figura 7.2, no 

qual se verificou o desvio de 150 mV, para valores mais positivos relativamente à 

oxidação da CAV-2, Figura 7.3, foi possível concuír que neste processo de oxidação, 

além da oxidação dos resíduos de aminoácidos de Tyr e de TrP, também ocorre a 

oxidação dos resíduos do aminoácido Cys, a 𝐸Cys
2  = + 0,88 V.  

A oxidação dos resíduos dos aminoácidos Met e His, assim como o primeiro e 

terceiro pico da oxidação da Cys não foram observados, devido à posição destes 

resíduos na estrutura da CAV-2, que dificultou o processo de oxidação.  
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Figura 7.3 Voltamogramas cíclicos obtidos em eletrólito inerte pH = 7,0 (tampão 

Tris/HCl 0,1 M), com o GCE limpo (▬) e com o GCE com um filme de CAV-2 

adsorvido, (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos, ν = 100 mV s-1. 
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As correntes de pico de oxidação obtidas para os resíduos de aminoácidos dentro 

das caveolinas são sempre menores relativamente às correntes de pico observadas para 

os respetivos aminoácidos livres em solução [105,106,112], devido à conformação das 

proteínas adsorvidas na superficie do GCE. 

 

7.1.2 Voltametria de onda quadrada  

As experiências de voltametria de SW realizadas com as proteínas CAV-1 e 

CAV-2, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M) apresentaram um pico 

de oxidação irreversível, a Ep = + 0,68 V para a CAV-1, que corresponde à oxidação 

dos resíduos dos aminoácidos Tyr e Trp, Figura 7.4A, e a Ep = + 0,87 V para a CAV-2, 

que corresponde à oxidação dos resíduos dos aminoácidos Tyr, Trp e segundo pico da 

oxidação da Cys, Figura 7.4B. Os voltamogramas de SW obtidos apresentaram um 

comportamento idêntico ao observado por voltametria cíclica. 

 

7.1.3 Voltametria de impulso diferencial 

A voltametria de DP é uma técnica muito mais sensível e por isso é muito útil 

para esclarecer os processos de elétrodo.  

As experiências de voltametria de DP realizadas com um filme de CAV-1 em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M), Figura 7.5, apresentaram no 

primeiro varrimento, três picos de oxidação: o pico (PTyr + PTrp
1 ) que corresponde à 

oxidação dos resíduos dos aminoácidos Tyr e Trp, a Ep = + 0,65 V, que foi também 

observado por voltametria cíclica, seguido para potenciais mais elevados por dois novos 

picos, o segundo pico da oxidação da Cys, o pico PCys
2 , a Ep = + 0,89 V, e o segundo da 

oxidação do Trp, o pico PTrp
2 , a Ep = + 0,88 V, Figura 7.5.  
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Figura 7.4 Voltamogramas de SW, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl  

0,1 M), obtidos com o GCE com um filme adsorvido de (A) CAV-1 e (B) CAV-2; 

 f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, amplitude de pulso 50 mV, vef = 50 mV s-1;  

(▬) It – corrente total e (▬) If – corrente direta e Ib – corrente inversa. 
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No voltamograma de DP seguinte, registado na mesma solução e sem limpar a 

superfície do GCE, apareceu um novo pico de oxidação a potenciais menos positivos, 

PTrp
4 , a Ep = + 0,33 V, Figura 7.5. Estes novos picos estão associados à oxidação dos 

produtos de oxidação dos resíduos de Tyr e de Trp formados durante o primeiro 

varrimento. 

Deste modo, em comparação com a voltametria cíclica, foi possível observar os 

dois processos de oxidação que ocorreram a potenciais mais elevados, e os respetivos 

produtos de oxidação da Tyr e do Trp. A intensidade de corrente muito reduzida dos 

produtos de oxidação e do pico de oxidação dos resíduos de Cys e o segundo pico do 

Trp justificam-se com a conformação da CAV-1 adsorvida na superfície do GCE, que 

determina a acessibilidade dos resíduos dos aminoácidos eletroativos. 

 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

P
4

Trp P
2

Cys

P
Tyr 

+ P
1

Trp 

P
2

Trp

E/V (vs. Ag/AgCl) 

1 nA

 
 

Figura 7.5 Voltamogramas de DP com correção de linha de base, em eletrólito inerte a 

pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M), obtidos com o GCE limpo (▬) e com o GCE com 

um filme de CAV-1 adsorvido, (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. ν = 5 mV s-1. 
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As experiências de voltametria de DP realizadas com um filme de CAV-2 em 

eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M) apresentaram, no primeiro 

varrimento, um pico de oxidação, a Ep = + 0,78 V, Figura 7.6, que está associado com a 

oxidação do resíduo de aminoácido Cys. No entanto, verificou-se um desvio de 100 mV 

para potenciais menos positivos, o que poderá indicar que este pico possa estar 

associado à oxidação simultânea dos resíduos de Trp e Cys.  

No segundo varrimento, realizado na mesma solução e sem limpar o GCE, 

apareceram dois novos picos de oxidação, PTrp
3  a Ep = + 0,19 V e PTrp

4  a Ep = + 0,47 V, 

Figura 7.6. Os picos de oxidação PTrp
3  e PTrp

4  obtidos no segundo varrimento estão 

associados à oxidação dos produtos de oxidação dos resíduos do aminoácido Trp, 

formados na superfície do GCE durante o primeiro varrimento.  
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Figura 7.6 Voltamogramas de DP com correção de linha de base, em eletrólito inerte a 

pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M), obtidos com o GCE limpo (▬) e com o GCE com 

um filme de CAV-2 adsorvido, (▬) primeiro e (▬) segundo varrimentos. ν = 5 mV s-1. 

 



 
230 

As diferenças de potenciais obtidas nos voltamogramas de DP da CAV-1, 

Figura 7.5 e da CAV-2, Figura 7.6, estão associadas às estruturas das proteínas CAV-1 

e CAV-2, que apesar da sequência de aminoácidos ser semelhante, apresentam 

diferenças relativamente ao número de resíduos eletroativos, além das diferentes 

conformações adotadas durante a adsorção na superfície do GCE, que, por sua vez, 

também influência na oxidação dos resíduos aminoácidos eletroativos.  

 

7.2 Efeito dos agentes desnaturantes na oxidação da CAV-2  

Uma vez que as CAV-1, CAV-2 e CAV-3 pertencem à mesma família das 

caveolinas e apresentam caraterísticas e estrutura semelhante, o estudo eletroquímico da 

influência dos agentes desnaturantes foi realizado na CAV-2, por apresentar maior 

número de picos de oxidação nas medidas voltamétricas efetuadas.  

Os processos de desnaturação provocam alterações morfológicas na estrutura das 

proteínas, o que faz com que os resíduos dos aminoácidos eletroativos fiquem mais 

acessíveis para a oxidação eletroquímica. 

O filme de CAV-2 imobilizado no GCE foi desnaturado utilizando o 

procedimento descrito na Secção 2.4.1. Após incubação nos agentes 50 mM de SDS,  

6 mM de GuaHCl e 6M de ureia, em eletrólito inerte a pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 

M), durante os tempos de incubação de 15, 30, e 120 minutos, Figura 7.7, a oxidação 

da CAV-2 desnaturada foi investigada por voltametria de DP.  

O efeito dos agentes desnaturantes na oxidação eletroquímica foi avaliado por 

comparação do comportamento do GCE modificado com o filme de CAV-2 no estado 

nativo, Figura 7.7 (▬), que serviu de controlo, e avaliadas as alterações observadas 

após a interação de cada um dos agentes. 
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Figura 7.7 Voltamogramas de DP com correção de linha de base, em eletrólito inerte a 

pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M), obtidos com o GCE com o filme de CAV-2 

adsorvido, (▬) antes e (▬) após a incubação em: (A) 6 M ureia, (B) 50 mM SDS,  

(C) 6M GuaHCl. ν = 5 mV s-1.  
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Após incubação do GCE com o filme CAV-2 na solução de 6 M de ureia 

observou-se o aumento da corrente do pico de oxidação dos aminoácidos Tyr, Trp e 

Cys, a Ep = + 0,78 V, e um ligeiro desvio no potencial de ~ 0,70 V, para valores menos 

positivos, Figura 7.7A. No entanto, após a desnaturação na presença de ureia, não se 

observaram novos picos de oxidação. Este comportamento manteve-se constante ao 

longo do tempo de incubação. A ureia afetou a estrutura da proteína CAV-2, facilitando 

o acesso dos aminoácidos eletroativos à superficie do GCE, uma vez que se verificou o 

aumento da corrente do pico de oxidação (PTyr + PTrp
1 +  PCys

2 ).  

Após 15 min de incubação do GCE com o filme CAV-2 na solução de 50 M de 

SDS, Figura 7.7B, observou-se um aumento da corrente do pico de oxidação  

(PTyr + PTrp
1 ), o que significa que ocorreu uma alteração na estrutura da CAV-2, que 

facilitou a oxidação dos aminoácidos eletroativos. O SDS é um agente desnaturante que 

quebra as interações não covalentes por repulsão eletrostática, alterando a estrutura da 

CAV-2 para uma cadeia linear polipeptídica, daí o aumento da corrente do pico de 

oxidação.  

No entanto, após 30 min de incubação, observou-se que a corrente do pico de 

oxidação diminuiu, Figura 7.7B, ou seja, ocorreu o desenrolamento total da estrutura da 

CAV-2, que levou à interação dos resíduos dos aminoácidos não eletroativos, e a sua 

adsorção na superfície do GCE, resultando na diminuição da área disponível do GCE 

para ocorrer a oxidação. Em todos os tempos de incubação ocorreu um ligeiro desvio no 

potencial do pico de oxidação para valores menos positivos.  

O agente desnaturante GuaHCl causou um comportamento idêntico à ureia. 

Após 30 min de incubação do GCE com o filme CAV-2 na solução de 6 M de GuaHCl 

observou-se o aumento da corrente do pico de oxidação (PTyr + PTrp
1 ) e o desvio no 

potencial para valores menos positivos, Figura 7.7C.  
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Após 120 min de incubação observaram-se dois novos picos de oxidação, que 

correspondem ao primeiro pico de oxidação dos resíduos dos aminoácidos Cys, PCys
1 , a 

EP = 0,40 V, e o pico de oxidação da His, PHis, a EP = 0,98 V, Figura 7.7C, o que 

significa que a estrutura 3D da CAV-2 foi afetada pela GuaHCl, que provocou o 

desenrolamento da proteína, ficando os aminoácidos eletroativos mais acessíveis na 

superficie do GCE e facilitando a sua oxidação. 

A comparação dos resultados obtidos para a desnaturação do filme de CAV-2, 

com o voltamograma de DP de controlo, da CAV-2 em estado nativo, Figura 7.7(▬), 

permite concluir que os três agentes desnaturantes afetaram de um modo geral a 

estrutura da CAV-2.  

A ureia e a GuaHCl provocaram o desenrolamento da estrutura da CAV-2 

facilitando o acesso dos resíduos de aminoácidos à superficie do GCE. A GuaHCl foi 

mais eficaz a desnaturar a CAV-2, pois foram observados novos picos de oxidação dos 

resíduos dos aminoácidos Cys e Hys. No entanto, verifica-se um desvio para valores 

menos positivos, no potencial destes picos, em comparação com o potencial de 

oxidação dos aminoácidos Cys e His em solução, o que poderá indicar que outros 

resíduos de aminoácidos não eletroativos adsorvem na superfície do GCE, diminuindo a 

área disponível para a oxidação.  

A ureia e a GuaHCl interagem de maneira semelhante com as proteínas, daí o 

comportamento observado ser idêntico. Apesar de não serem considerados 

desnaturantes químicos fortes, exercem a sua ação através de muitas interações fracas 

na estrutura das proteinas [285] 
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7.3 Caraterização eletroquímica da interação das caveolinas 

com o colesterol  

As cavéolas são invaginações endocíticas/exocíticas da membrana plasmática 

que podem ocorrer em diferentes densidades e diferentes tipos de células, muito ricas 

em colesterol, glicoesfingolipídios, caveolinas e outas proteínas. Entre as várias funções 

que possuem, estão associadas ao transporte reverso do colesterol e ao metabolismo 

lipídico.  

As caveolinas são as proteínas estruturais essenciais para a formação das 

cavéolas, e em particular a CAV-1 é determinante para a estrutura e função das 

cavéolas. A CAV-1 tem uma grande afinidade com o colesterol e é responsável pela 

ligação dos principais componentes das cavéolas, que são o colesterol e os 

esfingolipídios, além disso, também ajuda na regulação dos níveis de colesterol nas 

células. 

A ligação da CAV-1 ao colesterol ocorre no interior da bicamada lipídica das 

membranas celulares, através dos resíduos de aminoácidos 82-101 [284], entre os quais 

existem 4 resíduos de aminoácidos eletroativos, 2 resíduos de Tyr e 2 resíduos de Trp.  

Estes resíduos situam-se numa região que possui duas α-hélices que apresentam 

caraterísticas hidrofóbicas, as hélices α2b e α3, Figura 7.1. Deste modo a interação da 

CAV-1 na superfície do GCE é facilitada através da interação hidrofóbica estabelecida 

por esta região com a superfície hidrofóbica do elétrodo, facilitando a oxidação destes 

aminoácidos. A ligação com o colesterol vai provocar alterações conformacionais que 

levam a mudanças bioquímicas e celulares e é possível que ocorram alterações no 

comportamento eletroquímico da CAV-1. O comportamento redox das proteínas  

CAV-1, CAV-2 e CAV-3 na presença de colesterol foi investigado com o GCE, usando 

a voltametria de DP, em eletrólito inerte a pH = 7 (tampão Tris/HCl 0.1 M). 
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Figura 7.8 Voltamogramas de DP com correção de linha de base, em eletrólito inerte a 

pH = 7,0 (tampão Tris/HCl 0,1 M), obtidos com o GCE com um filme adsorvido de 

CAV-1, CAV-2 e CAV-3, (▬) antes e (▬) depois da interação com 10 mM de 

colesterol. ν = 5 mV s-1. 
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Os voltamogramas de DP obtidos no GCE com um filme de CAV-1 adsorvido 

registaram um pico de oxidação a EP = 0,65 V, que corresponde à oxidação dos resíduos 

dos aminoácidos Tyr e Trp, (PTyr + PTrp
1 ), Figura 7.8(▬). Nas experiências de 

voltametria de DP, realizadas nas mesmas condições, mas desta vez numa solução de 10 

mM de colesterol, em eletrólito inerte a pH = 7 (tampão Tris/HCl 0.1 M), observou-se o 

pico de oxidação (PTyr + PTrp
1 ) no mesmo potencial, no entanto a intensidade de corrente 

diminuiu consideravelmente, de Ip = 2.63 nA para Ip = 1.67 nA, Figura 7.8(▬), devido 

à interação do colesterol com a CAV-1 adsorvida na superficie do GCE.  

Relativamente à CAV-2, nos voltamogramas de DP não se verificaram 

alterações significativas nas experiências, Figura 7.8. A presença de colesterol não 

influenciou a estrutura 3D da proteína CAV-2, tal como era esperado uma vez que a 

CAV-2 não interage com o colesterol.  

O mesmo resultado foi observado nos voltamogramas de DP realizados no GCE 

com um filme de CAV-3 adsorvido. No entanto, com o filme de CAV-3, nos 

voltamogramas de DP ocorreu uma ligeira diminuição da intensidade do pico de 

oxidação (PTyr + PTrp
1 ), de Ip = 3,14 nA para Ip = 2.65 nA, Figura 7.8. 

Os resultados obtidos foram os esperados, uma vez que apenas a CAV-1 tem 

afinidade para o colesterol e, neste sentido, o comportamento eletroquímico dos 

resíduos dos aminoácidos de Tyr e de Trp foi afetado pela interação da CAV-1 com o 

colesterol. 

No domínio de ligação da CAV-1 com o colesterol, existem 2 resíduos de Tyr e 

2 resíduos de Trp, e estes resíduos situam-se em duas α-hélices e na proximidade de 

uma terceira α-hélice. A interação com o colesterol alterou de tal forma a conformação 

da CAV-1, que a oxidação destes resíduos foi impedida, verificando-se a diminuição da 

corrente do pico.  
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7.4 Conclusões  

As caveolinas, CAV-1, CAV-2 e CAV-3, são proteínas estruturais muito 

semelhantes, tanto na estrutura como na cadeia de resíduos de aminoácidos. As 

caveolinas fazem parte da estrutura das cavéolas, sendo a CAV-1 uma proteína 

fundamental para a formação das mesmas. 

A oxidação das proteínas CAV-1 e CAV-2 no estado nativo foi investigada por 

voltametria cíclica, de DP e de SW. A oxidação da CAV-1 nativa apresenta um pico 

anódico que corresponde à oxidação dos resíduos dos aminoácidos Tyr e Trp. A 

oxidação da CAV-2 também apresentou um pico de oxidação, mas a potenciais mais 

elevados, o que significa que também foram oxidados os resíduos dos aminoácidos Cys.  

Após desnaturação da CAV-2 com agentes químicos, o potencial do pico de 

oxidação desviou-se ligeiramente, no entanto verificaram-se alterações significativas na 

corrente do pico. A ureia provocou o desdobramento da proteína e como resultado 

obteve-se uma melhoria no comportamento eletroquímico para o pico da Tyr e do Trp. 

O SDS desdobrou a estrutura 3D da CAV-2 mas provocou uma diminuição na corrente 

do pico de oxidação, devido à adsorção de resíduos não eletroativos da CAV-2 na 

superfície do GCE que diminuiram a área disponível na superfície do GCE. A GuaHCl 

teve um comportamento semelhante à ureia mas observaram-se dois novos picos de 

oxidação que correspondem à oxidação dos resíduos dos aminoácidos Cys e His.  

A interação da CAV-1 com o colesterol é muito importante porque, graças à 

elevada afinidade com o colesterol, a CAV-1 liga os principais componentes da 

formação das cavéolas, colesterol e esfingolipídios, além de ajudar na regulação dos 

níveis de colesterol nas células. A interação com o colesterol induz alterações na 

conformação da proteína, que se refletem no comportamento eletroquímico da CAV-1. 

De facto, registou-se uma alteração no comportamento eletroquímico do pico de 
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oxidação observado, provocada pela interação da CAV-1 com o colesterol, tendo 

ocorrido a diminuição da corrente do pico de oxidação. As proteínas CAV-2 e CAV-3 

não interagem com o colesterol e por isso não se verificaram alterações significativas no 

comportamento eletroquímico.  

Os métodos voltamétricos utilizados no estudo das caveolinas adsorvidas na 

superfície do GCE revelaram-se ferramentas muito úteis que permitiram obter 

informações relevantes, não só em relação à sua oxidação, como também permitiram 

analisar as alterações conformacionais resultantes da interações com o colesterol.  

O estudo redox de proteínas com base no comportamento eletroquímico dos seus 

aminoácidos eletroativos abre caminho para o estudo de novas proteinas e para o 

desenvolvimento de novos biossensores.  

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 8 

8  

Conclusões  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 



 

 
241 

 

 

 

 

 

 

 

 

O objetivo do trabalho desenvolvido foi a investigação dos mecanismos de 

oxidação e redução de derivados da isatina e de proteínas membranares calmodulina e 

caveolinas. Estes sistemas biológicos estão interligados, uma vez que a calmodulina, 

que desempenha um papel fundamental na sinalização e regulação dos canais de cálcio, 

também estabelece ligações com diferentes moléculas alvo, incluindo a isatina, 

modulando a sua função. Além disso, a calmodulina na sua forma agregada com o 

cálcio, intervém na libertação e ativação da enzima eNOS que interage com a  

caveolina 1 nas células endoteliais.  

Na primeira parte deste trabalho, a investigação consistiu no estudo do 

comportamento eletroquímico da isatina e de trinta derivados da isatina, que apresentam 

um largo espectro farmacológico, e que foram agrupados em função do grupo 

substituinte ligado à isatina. Neste sentido foram realizadas experiências voltamétricas 

na superfície do elétrodo de carbono vítreo, usando voltametria cíclica, de impulso 

diferencial e de onda quadrada, e em eletrólitos inertes de diferentes pHs. 

A isatina é uma molécula muito reativa, o que faz com que seja frequentemente 

utilizada como substrato na síntese de uma enorme variedade de derivados. Tanto a 

isatina, como os seus derivados, participam num elevado número de reações de síntese 
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orgânica, que levam ao desenvolvimento de moléculas com perfil farmacológico muito 

vasto e diversas aplicações clínicas, devido às suas propriedades antimicrobianas, 

anticancerígenas e anti-inflamatórias. 

O primeiro grupo de compostos estudados é formado por seis derivados 

nitrogenados da isatina, que contêm na sua estrutura um ou mais átomos de nitrogénio, 

nomeadamente os grupos funcionais nitro, hidrazona, semicarbazona e 

tiosemicarbazona, ligados à estrutura anelar da isatina, que apresentam propriedades e 

mecanismos redox distintos, em comparação com o comportamento eletroquímico da 

isatina.  

O mecanismo de oxidação da 5-nitroisatina ocorre de modo idêntico ao da 

isatina, e envolve dois processos de transferência de eletrão. No entanto, o mecanismo 

de redução da 5-nitroisatina é um processo que envolve duas transferências de eletrão 

irreversíveis, com a formação de um produto de redução eletroativo reversível.  

A constante de ionização da 5-nitroisatina foi determinada, pKa ~ 10. 

Os derivados da isatina com os grupos funcionais hidrazona e semicarbazona 

apresentam mecanismos de oxidação irreversíveis, dependentes do pH e controlados por 

adsorção. O processo de oxidação dos derivados hidrazona ocorre em duas etapas 

consecutivas, que envolvem a transferência de um eletrão e um protão, estando 

associadas à oxidação do grupo hidrazona ligado na posição C3 no anel benzénico da 

isatina, e envolvem a formação de produtos de oxidação eletroativos. Na segunda etapa 

ocorre a libertação de N2 e é gerada isatina, que é posteriormente oxidada. A constante 

de ionização da isatina-3-hidrazona foi determinada, pKa ~ 9. O processo de oxidação 

dos derivados semicarbazona da isatina envolve, na primeira etapa, a transferência de 

um eletrão e um protão, com a formação de um radical livre. Na segunda etapa, o 
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radical é oxidado e forma-se um carbocatião. Simultaneamente, o anel benzénico é 

oxidado e ocorre a formação de dois produtos eletroativos.  

O mecanismo de redução dos derivados nitrogenados da isatina ocorre num 

único passo irreversível, tal como acontece com a isatina, e envolve um processo de 

transferência de eletrão dependente do pH. Os grupos hidrazona e semicarbazona 

favorecem o carácter dador de eletrões da isatina, enquanto o grupo nitro favorece o 

carácter de aceitador de eletrões da isatina.  

O segundo grupo de compostos estudados é constituído por onze derivados 

halogenados da isatina, e nele estão incluídos todos os derivados que possuem um ou 

dois átomos de halogéneos ligados ao anel benzénico da isatina. A oxidação dos 

derivados halogenados da isatina ocorre em passos sucessivos no anel benzénico da 

isatina. No entanto, em cada um dos derivados foram observadas pequenas variações 

nos processos redox, tanto na intensidade de corrente como na posição dos picos. Estas 

variações estão associadas à natureza, ao número e à posição dos átomos de halogéneo 

no anel benzénico da isatina.  

O processo de oxidação dos derivados mono-halogenados ocorre em três etapas 

distintas, com a ocorrência de três transferências de eletrão reversíveis e dependentes do 

pH. No primeiro passo, um eletrão é removido do anel benzénico da isatina, que depois 

sofre uma desprotonação e um ataque nucleofílico por parte da água. No segundo passo, 

ocorre a oxidação do grupo 7 (ou 4)-OH, produzido no primeiro passo, que dá origem 

aos derivados para-quinona e orto-quinona da isatina, que são oxidados 

reversivelmente. Em comparação com a isatina, foi observado que os derivados mono-

halogenados, com os átomos de halogéneo ligados na posição C5 ou C7, aumentam o 

caráter dador de eletrões, enquanto os derivados com dois átomos de halogéneo, nas 

posições C5, C7, C4 e C6, diminuem o caráter dador de eletrões da isatina.  
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O mecanismo de redução do derivado 5-flúor-isatina envolve duas transferências de 

eletrão dependentes do pH, a primeira reversível e a segunda irreversível. A constante 

de ionização da 5-flúor-isatina foi determinada, pKa ~ 9. 

Os derivados di-halogenados da isatina apresentam um processo de oxidação 

que envolve duas transferências de eletrão reversíveis e dependentes do pH, com a 

formação de produtos de oxidação não eletroativos. Um desvio dos potenciais dos picos 

de oxidação foi observado, devido ao efeito de estabilização provocado pela presença 

do segundo átomo de halogéneo ligado ao anel benzénico, que dificulta a remoção de 

eletrões nos derivados di-halogenados. 

O terceiro grupo de compostos estudados é constituído por treze derivados da 

isatina substituídos com os grupos morfolino, hidroximetil e metil, e as suas formas 

halogenadas, com os átomos de halogéneo Cl, F, Br e I na posição C5 do anel 

benzénico. Os resultados obtidos demonstraram que os grupos funcionais morfolino, 

hidroximetil e metil não influenciaram o comportamento eletroquímico da isatina, uma 

vez que o processo de oxidação destes compostos na superfície do elétrodo de carbono 

vítreo envolve as duas transferências de eletrão, características da oxidação da isatina. 

Os resultados da voltametria de impulso diferencial e onda quadrada realizados com o 

derivado 1-morfolinometil-isatina permitiram também observar transferências de eletrão 

irreversíveis, resultantes da oxidação dos produtos de oxidação do derivado  

1-morfolinometil-isatina formado na superfície do elétrodo de carbono vítreo.  

O processo de redução dos derivados da isatina com os grupos morfolino, hidroximetil e 

metil halogenados, com átomos de halogéneo na posição C5, envolve uma transferência 

de eletrão que está relacionada com a redução da ligação carbono-halogéneo. As 

pequenas diferenças observadas nos potenciais dos picos de oxidação e redução estão 
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relacionadas com as características da interação das moléculas na superfície do elétrodo 

de carbono vítreo.  

Na segunda parte deste trabalho foram investigados os processos de oxidação 

das proteínas calmodulina e caveolinas 1, 2 e 3, com base na oxidação eletroquímica 

dos seus resíduos de aminoácidos eletroativos em contato com a superfície do elétrodo 

de carbono vítreo.  

A calmodulina é uma proteína muito importante na sinalização e regulação de 

vários canais dependentes de cálcio, e tem um papel fundamental no controlo de vários 

processos fisiológicos. A oxidação da calmodulina no estado nativo, em solução, 

envolve uma única transferência de eletrão, dependente do pH, que corresponde à 

oxidação dos dois resíduos de aminoácidos tirosina. Devido à sua posição na estrutura 

3D da calmodulina no estado nativo não é possível detetar a oxidação dos resíduos de 

aminoácidos metionina e histidina. 

A desnaturação da calmodulina foi estudada com um elétrodo de carbono vítreo 

modificado com um filme multicamada de calmodulina incubado em agentes 

desnaturantes, e observou-se que o potencial de oxidação da calmodulina se mantem 

inalterado após a desnaturação, mas ocorrem alterações significativas na corrente de 

oxidação. A ureia provocou o desdobramento da estrutura 3D da calmodulina que 

resultou num aumento da corrente. O SDS e o DTT também desdobraram a estrutura 3D 

da calmodulina mas ocorreu a adsorção indesejada de resíduos não eletroativos da 

calmodulina na superfície do elétrodo de carbono vítreo, que causa a diminuição da área 

do elétrodo disponível, e uma diminuição acentuada na corrente de oxidação. Com o 

TCEP observou-se uma nova transferência de eletrão, que corresponde à oxidação do 

resíduo de aminoácido histidina na cadeia da calmodulina. 
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Após a agregação de iões de cálcio, a calmodulina altera a sua conformação, da 

forma ApoCaM para a forma HoloCaM, que contém áreas que permitem a interação e a 

agregação de peptídeos, enzimas e proteínas, de diferentes formas e tamanhos,  

ativando-as de modo a exercerem a sua atividade através de mudanças bioquímicas e 

celulares. A interação da calmodulina com o cálcio foi estudada; a voltametria de 

impulso diferencial permitiu detetar alterações significativas na corrente e no potencial 

dos resíduos de aminoácidos tirosina, em função da concentração de iões de cálcio 

presentes no meio. Os espectros de espectroscopia de impedância eletroquímica obtidos 

no elétrodo de carbono vítreo modificado por calmodulina revelaram um aumento da 

resistência à transferência de carga. As alterações conformacionais provocadas pelo 

cálcio tornam a calmodulina mais flexível, e por isso foi observado um aumento da 

resistência à difusão, com o aumento da concentração de iões de cálcio. Usando a 

microbalança de cristal de quartzo, foi possível determinar e quantificar a agregação dos 

iões de Ca2+ na superfície do cristal de quartzo coberto com ouro e grafite modificada 

com calmodulina, correspondente à ligação de quatro iões de cálcio na calmodulina.  

As caveolinas 1, 2 e 3 são proteínas membranares estruturais que fazem parte da 

estrutura das cavéolas, sendo a caveolina 1 a mais importante. Todas as caveolinas 

apresentam na sua estrutura vários resíduos de aminoácidos eletroativos. A oxidação das 

caveolinas 1 e 2 no estado nativo apresentam uma transferência de eletrão, 

correspondente à oxidação dos resíduos de aminoácidos tirosina, triptofano e cisteína. 

Contudo, não foram observados, para potenciais positivos mais elevados, outras 

transferências de eletrão, a segunda do resíduo de triptofano, da cisteína, da metionina e 

da histidina, o que indica que na conformação das caveolinas 1 e 2 a estrutura 3D não 

favorece o acesso dos resíduos destes aminoácidos à superfície do elétrodo de carbono 

vítreo e impede a ocorrência dos processos de oxidação. 
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A desnaturação da caveolina 2 com agentes químicos provocou o 

desdobramento da estrutura 3D, uma vez que se verificaram alterações significativas na 

corrente de oxidação. A ureia provocou um aumento de corrente. O SDS afetou a 

estrutura 3D mas devido à adsorção de resíduos não eletroativos da caveolina 2 na 

superfície do elétrodo de carbono vítreo, o mecanismo de oxidação foi dificultado.  

Após incubação com GuaHCl observou-se a ocorrência de uma nova uma transferência 

de electrão, devido à oxidação dos resíduos dos aminoácidos cisteína.  

A caveolina 1 tem uma elevada afinidade com o colesterol. Entre as suas várias 

funções, a caveolina 1 liga os principais componentes da formação das cavéolas, o 

colesterol e esfingolipídios. A interação das caveolinas 1, 2 e 3 com o colesterol foi 

avaliada por voltametria de impulso diferencial. No elétrodo de carbono vítreo 

modificado com um filme de caveolina 1 registou-se a diminuição da corrente de 

oxidação dos resíduos de aminoácidos tirosina e triptofano, provocada pela interação da 

proteína com o colesterol, que leva a alterações na conformação estrutural da  

caveolina 1, e que se refletem no comportamento eletroquímico dos resíduos de 

aminoácidos eletroativos. A interação da caveolina 1 com o colesterol foi confirmada 

mas, como era de esperar, no elétrodo de carbono vítreo modificado com um filme de 

caveolinas 2 ou 3 não se verificaram alterações significativas no comportamento 

eletroquímico, após a interação com o colesterol.  

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que os métodos 

eletroquímicos são ferramentas fundamentais para a caracterização e determinação de 

mecanismos redox em moléculas de interesse biológico e farmacológico, e em 

proteínas. Os métodos eletroquímicos apresentam inúmeras vantagens, principalmente 

no que respeita à elevada sensibilidade, ao custo reduzido da análise evitando usar 

solventes orgânicos, a rapidez e a possibilidade de miniaturizar e transportar o 
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equipamento, o que em conjunto com outros métodos, possibilita o desenvolvimento de 

novas moléculas com potencial uso farmacológico, elevada eficácia e maior 

seletividade.  

Os métodos eletroquímicos permitem investigar em tempo real os processos que 

ocorrem na superfície dos elétrodos e os mecanismos de transferências de eletrão de 

reações biológicas. Os dados eletroquímicos podem ser correlacionados com a estrutura 

e actividade da molécula e, deste modo, contribuem para explicar e clarificar os 

processos de interação que podem ocorrer in vivo.  

A interação de proteínas com a superfície dos elétrodos é uma área de 

investigação fundamental, que associada a outras técnicas nomeadamente, 

espectroscopia de impedância eletroquímica, gravimetria, microscopia de força atómica, 

espectrofotometria ou cromatografia, e permite o desenvolvimento de novos 

biossensores e dispositivos médicos.  
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Isatin derivatives possess a broad pharmacological profile and clinical applications, and the electrochemical
behaviour of isatin-3-hydrazone, 7-methylisatin-3-hydrazone, isatin-3-semicarbazone, isatin-3-
thiosemicarbazone, 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone and 5-nitroisatin, at a glassy carbon electrode,
using cyclic, square-wave and differential pulse voltammetry over a wide pH range, was investigated
and compared with isatin. The oxidation mechanism of isatin-hydrazone and isatin-semicarbazone deriv-
atives is an irreversible, pH-dependent, adsorption-controlled process, and occurs in two consecutive
charge transfer reactions with the formation of electroactive oxidation products, and their reduction
mechanism is similar to the reduction of isatin, one single irreversible, pH-dependent cathodic process.
The redox processes of isatin-hydrazone derivatives are associated with the hydrazone group, and for
isatin-semicarbazone derivatives with the semicarbazone group. The oxidation mechanism of nitroisatin
is also similar to isatin but the reduction is an irreversible, pH-dependent process that occurs in two
consecutive charge transfer reactions with the formation of one electroactive reduction product. The
results showed that all functional groups attached to the isatin ring structure give rise to different redox
mechanisms, and the isatin derivatives investigated present new redox properties.

� 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Isatin (indole-2,3-dione), Scheme 1, is a versatile heterocyclic
compound present in humans as a metabolic derivative of adrena-
line [1] and has also been found as a natural product in a number of
plants, such as genus Isatis, in Calanthe discolor LINDL. and in Cou-
roupita guianensis Aubl. [2,3]. Isatin was initially discovered as an
inhibitor of monoamine oxidase (MAO), and subsequently identi-
fied as a selective inhibitor of MAO B [4,5], but its function as a
modulator of different biochemical processes has been a subject
of discussion during the past decade. Further investigations have
shown that isatin acts as an antagonist of both atrial natriuretic
peptide-stimulated [6] and nitric oxide-stimulated [7] guanylate
cyclase activity. Isatin has a distinct and discontinuous distribution
in brain and other tissues; the highest concentrations (0.1 lg g�1

or �1 lM) in the brain was found in the hippocampus and cerebel-
lum [8,9].

Isatin is a synthetically versatile substrate, which can be used
for the synthesis of a wide variety of isatin derivatives possessing
a broad pharmacological profile and clinical applications [3,10,11].
ll rights reserved.

.
).
Isatin-hydrazone derivatives, Scheme 1, belong to an important
group of compounds called hydrazones. The presence of the
azometine proton ANHN@CHA is important for the development
of new drugs [12,13], and it was demonstrated that they possess,
antimicrobial, anticonvulsant, analgesic, antiinflammatory, anti-
platelet, antitubercular and antitumoral activities [14].

Isatin-semicarbazone and thiosemicarbazone derivatives,
Scheme 1, are potential ketone inhibitors of parasitic cysteine pro-
teases identified in trypanosomes and malaria parasites [15–17].

The use of electrochemical techniques to clarify drug mecha-
nisms of action is very important in drug discovery. Many factors
must be considered in drug discovery, such as in vivo drug activity,
stereochemistry, diffusion, solubility, metabolism, and redox reac-
tions involved in physiological processes. Therefore, it is relevant
to investigate the electron transfer pathways of biological reac-
tions, as the electrochemical data is correlated with the molecular
structure and the pharmacological activity, providing useful infor-
mation on the mechanism of the compounds with living cells. The
electrochemical techniques used, such as cyclic, square wave and
differential pulse voltammetry, are fast and have high sensitivity
and selectivity [18–21].

Isatin nitro-derivatives have different medical applications and
the investigation of their redox mechanisms using electrochemical
techniques to clarify in vivo drug activity, stereochemistry,

http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2012.10.018
mailto:brett@ci.uc.pt
http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2012.10.018
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15726657
http://www.elsevier.com/locate/jelechem
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diffusion, solubility, metabolism, and redox reactions involved in
physiological processes is of great relevance.

There are some studies concerning the redox behaviour of isatin
and of its derivatives in aqueous and non-aqueous media, using
cyclic voltammetry and glassy carbon or mercury electrodes [22–
25].

For the first time was investigated the redox behaviour of 6 ni-
tro-isatin derivative compounds, isatin-3-hydrazone, 7-methyli-
satin-3-hydrazone, isatin-3-semicarbazone, isatin-3-
thiosemicarbazone, 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone and 5-
nitroisatin, Scheme 1, and the influence of isatin substituting
groups on their redox properties, for a wide range of solution con-
ditions using cyclic, and differential pulse voltammetry at a glassy
carbon electrode.

A redox mechanism for the isatin-derivatives investigated is pro-
posed and the information obtained using electrochemical method-
ology may play a crucial role in understanding the properties of these
compounds as well as their metabolism in biological systems.
2. Experimental

2.1. Materials and reagents

Isatin derivatives, isatin-3-hydrazone, 7-methylisatin-3-hydra-
zone, isatin-3-semicarbazone, isatin-3-thiosemicarbazone, 5-bro-
Table 1
Supporting electrolytes, 0.1 M ionic strength [27].

pH Composition

2.0 HCl + KCl
3.3 HAcO + NaAcO
4.4 HAcO + NaAcO
5.2 HAcO + NaAcO
5.9 NaH2PO4 + Na2HPO4

6.9 NaH2PO4 + Na2HPO4

8.0 NaH2PO4 + Na2HPO4

9.2 NaOH + Na2B2O7

11.2 NaOH + Na2HPO4
moisatin-3-thiosemicarbazone and 5-nitroisatin and isatin were
sinthetized [26–30]. Stock solutions of 1 mM isatin or isatin deriv-
atives in ethanol were prepared and stored at 4 �C.

All supporting electrolyte solutions, Table 1 [31], were prepared
using analytical grade reagents and purified water from a Millipore
Milli-Q system (conductivity 60.1 lS cm�1). Nitrogen saturated
solutions were obtained by bubbling high purity N2 for more than
10 min in the solution. During the voltammetric measurement a
constant flux of N2 was kept over the solution surface in order to
avoid the diffusion of atmospheric oxygen into the solution. Mic-
rovolumes were measured using EP-10 and EP-100 Plus Motorized
Microliter Pipettes (Rainin Instrument Co. Inc., Woburn, USA). The
pH measurements were carried out with a Crison micropH 2001
pH-metre with an Ingold combined glass electrode.

All experiments were done at room temperature (25 ± 1 �C).

2.2. Voltammetric parameters and electrochemical cells

Voltammetric experiments were carried out using a lAutolab
potentiostat running with GPES 4.9 software, Metrohm/Autolab,
Utrecht, The Netherlands. Measurements were carried out using
a glassy carbon working electrode (GCE) (d = 1.0 mm), a Pt wire
counter electrode, and an Ag/AgCl (3 M KCl) as reference electrode,
in a 1 mL one-compartment electrochemical cell. In cyclic voltam-
metry (CV) was used a scan rate of 100 mV s�1. The experimental
conditions for differential pulse (DP) voltammetry were: pulse
amplitude 50 mV, pulse width 70 ms, and scan rate 5 mV s�1. For
square-wave (SW) voltammetry the experimental conditions were
frequency 50 Hz and potential increment 2 mV, corresponding to
an effective scan rate of 100 mV s�1. The GCE was polished using
diamond spray (particle size 1 lm, Kement, Kent, UK) before every
electrochemical assay. After polishing, the electrode was rinsed
thoroughly with Milli-Q water. Following this mechanical treat-
ment, the GCE was placed in buffer supporting electrolyte and
various DP voltammograms were recorded until a steady state
baseline voltammogram was obtained. This procedure ensured
very reproducible experimental results.

2.3. Acquisition and presentation of voltammetric data

All DP voltammograms presented were background-subtracted
and baseline-corrected using the moving average application with
a step window of 2 mV included in the GPES version 4.9 software.
This mathematical treatment improves the visualization and iden-
tification of peaks over the baseline without introducing any arte-
fact, although the peak current is in some cases reduced (<10%)
relative to that of the untreated curve. Nevertheless, this mathe-
matical treatment of the original voltammograms was used in
the presentation of all experimental voltammograms for a better
and clearer identification of the peaks. The values for peak current
presented in all graphs were determined from the original un-
treated voltammograms after subtraction of the base line.
3. Results and discussion

The redox behaviour of isatin derivatives, isatin-3-hydrazone,
7-methylisatin-3-hydrazone, isatin-3-semicarbazone, isatin-3-thi-
osemicarbazone, 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone and 5-
nitroisatin, Scheme 1, in �200 lM, in pH = 7.0 0.1 M phosphate
buffer N2 saturated solutions, at a GCE, scan rate 100 mV s�1, using
CV was investigated.

All isatin-substituted derivatives were electroactive and oxida-
tion and reduction peaks occurred. However, the reduction and the
oxidation mechanisms were independent of each other for all com-
pounds, so they were investigated separately.
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3.1. Oxidation

3.1.1. Cyclic voltammetry
CVs in the potential range 0.0 V till +1.3 V, in physiological

0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, of isatin derivatives, isatin-3-
hydrazone, 7-methylisatin-3-hydrazone, isatin-3-semicarbazone,
isatin-3-thiosemicarbazone, 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone
and 5-nitroisatin and isatin, were performed.
3.1.1.1. Isatin-hydrazones. CVs in solutions of 186 lM isatin-3-
hydrazone and of 260 lM 7-methylisatin-3-hydrazone are pre-
sented in Fig. 1 and the data summarised in Table 2.

Two consecutive irreversible oxidation peaks, peak 1a, at
Ep1a = +0.60 V, and peak 2a, at Ep2a = +0.90 V, occurred, which are
associated with the oxidation of the hydrazone group, Fig. 1A
and B. On the first negative-going reverse cycle cathodic peaks,
peak 3c, at Ep3c = +0.25 V, for isatin-3-hydrazone, Fig. 1A, and peak
3c, at Ep3c = +0.11 V, for 7-methylisatin-3-hydrazone, Fig. 1B, ap-
peared. The peak 3c corresponds to the reduction of the isatin-
hydrazone oxidation product formed at the GCE surface after isat-
in-hydrazone oxidation in the first positive-going cycle. In a new
scan, with a clean electrode, inverting the potential before the peak
2a, the peak 3c does not occur. Consequently, the electroactive isat-
in-hydrazone oxidation product, peak 3c, is associated with the
products formed in peak 2a, the second oxidation process.

After successive CVs in isatin-3-hydrazone, without polishing
the electrode between the cycles, a new oxidation peak 3a, at
Ep3a = +0.28 V, occurred showing the reversibility of peak 3c. The
ratio of peaks 3a–3c current is one and the peaks separation is
|Ep3a � Ep3c| = 30 mV. Considering that |Epa � Epc|�2.3 RT/nF (or
59/n mV at 25 �C), two electrons are involved in this reversible
reaction, Fig. 1A. However, for 7-methylisatin-3-hydrazone peak
3a is not reversible, Fig. 1B.

CVs for different scan rates in 186 lM isatin-3-hydrazone in
pH = 7.0, showed that increasing the scan rate, the peak 1a current
also increased, but it was not a diffusion-controlled irreversible
oxidation process [18], as the relationship between Ipa of peak 1a

and the square root of the scan rate was not linear, due to the
strong adsorption of isatin-3-hydrazone and/or its oxidation prod-
ucts on the hydrophobic GCE surface, in agreement with the highly
hydrophobic character of isatin [25,32,33].

3.1.1.2. Isatin-semicarbazones. CVs in solutions of 500 lM of isatin-
3-semicarbazone and of 167 lM of 5-bromoisatin-thiosemicarba-
zone are presented in Fig. 2 and the data summarised in Table 2.

Two consecutive irreversible oxidation peaks, peak 1a, at
Ep1a = +0.80 V, and peak 2a, at Ep2a = +0.94 V, for isatin-3-semicar-
bazone, Fig. 2A, and peak 1a, at Ep1a = +0.86 V, and peak 2a, at
Ep2a = +1.05 V, for 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone, Fig. 2B,
were observed.

On the first negative-going reverse cycle for isatin-3-semicarba-
zone, two reversible cathodic peaks, peak 3c, at Ep3c = +0.27 V, and
peak 4c, at Ep4c = +0.46 V, appeared, Fig. 2A. The ratio of peaks 3c–3a

and 4c–4a currents are one and the peak potential separation
correspond to two electrons involved in each process, Fig. 2A and
Table 2. However, for 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone no
reduction process on the first negative-going reverse cycle was
observed.

3.1.1.3. Nitroisatin. CVs in solutions of 260 lM of 5-nitroisatin are
presented in Fig. 3A and the data summarised in Table 2. Two con-
secutive irreversible oxidation peaks, peak 1a, at Ep1a = +0.98 V, and
the peak 2a, at Ep2a = +1.10 V, occurred for 5-nitroisatin, Fig. 3A, the
peak currents are very low and the peak potential more positive
than for the other isatin-substituted derivatives.

3.1.1.4. Isatin. CVs in solutions of 500 lM isatin are presented in
Fig. 3B and the data summarised in Table 2. In the first scan two
consecutive irreversible oxidation peaks, peak 1a, at Ep1a = +1.10 V,
and the peak 2a, at Ep2a = +1.24 V, for isatin, Fig. 3A, appeared and
their peak currents decreased in subsequent scans due to strong
adsorption of isatin and of its oxidation products on the GCE
surface.

3.1.2. Differential pulse voltammetry. Effect of pH
The effect of pH on the electrochemical oxidation of isatin-3-

hydrazone, isatin-3-semicarbazone and isatin in low concentra-
tions was studied using DP voltammetry in different electrolytes
0.1 M ionic strength over a range between 2.0 < pH < 12.0, Table 1.

3.1.2.1. Isatin-3-hydrazone. The DP voltammograms in 10 lM isat-
in-3-hydrazone showed that the oxidation occurs in two steps,
peaks 1a and 2a, Fig 4A.



Table 2
Isatin derivatives oxidation potentials obtained by CV.

Isatin derivatives Potential/V (vs. Ag/AgCl)

Scan 1 Scan 2

Isatin-3-hydrazone Ep1a = +0.60 V Ep1a = +0.62 V Ep3c = +0.25 V
Ep2a = +0.90 V Ep2a = +0.92 V Ep3a = +0.28 V

7-Methylisatin-3-hydrazone Ep1a = +0.64 V Ep1a = +0.70 V Ep3c = +0.11 V
Ep2a = +0.90 V Ep2a = +0.93 V Ep3a = +0.32 V

Isatin-3-semicarbazone Ep1a = +0.80 V – Ep3c = +0.27 V
Ep2a = +0.94 V Ep2a = +0.90 V Ep3a = +0.30 V

Ep4c = +0.46 V
Ep4a = +0.49 V

Isatin-3-thiosemicarbazone Ep1a = +0.62 V – –
Ep2a = +0.86 V Ep2a = +0.90 V

5-Bromoisatin-3-thiosemicarbazone Ep1a = +0.86 V – –
Ep2a = +1.05 V Ep2a = +0.90 V

5-Nitroisatin Ep1a = +0.98 V – –
Ep2a = +1.10 V Ep2a = +1.10 V

Isatin Ep1a = +1.10 V Ep1a = +1.16 V –
Ep2a = +1.24 V Ep2a = +1.20 V
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For 2.0 < pH < 9.0 the peaks 1a and 2a potential shifted to more
negative values with increasing pH, Fig. 4A and B. In the Epa vs. pH
plot, Fig. 4B, the slope of the dotted line, �59 mV per pH unit,
showed that the mechanism of both oxidation processes, peak 1a

and peak 2a, involves the same number of electrons and protons.
The number of electrons transferred n, was determined by the peak
width at half height, W1/2 � 100 mV for peak 1a, and W1/2 � 78 mV
for peak 2a and, for both peaks, is close to the theoretical value of
90 mV, corresponding to electrochemical reactions involving the
transfer of one electron. Consequently, it can be concluded that
these oxidation processes occur with the transfer of one electron
and one proton. The plot of peaks 1a and 2a current vs. pH,
Fig. 4A and B, shows that isatin-3-hydrazone peak currents are
much higher for 2.0 6 pH < 6.0.

For pH > 9.0 the oxidation potential for both peaks is pH-inde-
pendent, so the isatin-3-hydrazone undergoes chemical deproto-
nation in alkaline electrolytes involving an oxidation mechanism
only with one electron.

The importance of these isatin substituted derivatives ioniza-
tion in the in vitro prediction of in vivo absorption has been dis-
cussed. The role of pKa on absorption is important, since this is
often related to its effect on lipophilicity and solubility [20]. In or-
der to measure pKa values, it is necessary to investigate the analyte
in different pH environments and to monitor the variation of po-
tential as a function of the ionization state of the molecule. The va-
lue of pKa � 9 for isatin-3-hydrazone was determined from data in
Fig. 4B.

Successive DP voltammograms were recorded in a solution of
10 lM of isatin-3-hydrazone in pH 7.0, Fig. 4C. The oxidation of
isatin-3-hydrazone in the first scan occurs at peak 1a, at
Ep1a = +0.60 V, and peak 2a at Ep2a = + 0.88 V. During a second DP
scan, one new peak occurs, peak 3a at Ep3a = +0.30 V, and its ampli-
tude increases with the number of scans, these results are in agree-
ment with the CV, Fig. 1A.

The strong adsorption of isatin-3-hydrazone and its oxidation
products at the GCE surface was confirmed when, after DP succes-
sive scans recorded in the isatin-3-hydrazone in pH = 7.0, the elec-
trode was washed with a jet of deionized water and then
transferred to the supporting electrolyte. The DP voltammogram
obtained in these conditions showed the peaks 3a, 1a and 2a, and
this result confirms that the isatin-3-hydrazone and its oxidation
product absorb strongly on GCE surface.
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3.1.2.2. Isatin-3-semicarbazone. The DP voltammograms of 20 lM
isatin-3-semicarbazone showed that the oxidation occurs in two
steps, peaks 1a and 2a, Fig 5A.

For 3.0 < pH < 12.0 the peaks 1a and 2a potential shifted to more
negative values with increasing pH, Fig. 5A and B. In the Epa vs. pH
plot, Fig. 5B, the slope of the dotted line, �59 mV per pH unit,
showed that the mechanism of both oxidation processes, peaks
1a and 2a, involves the same number of electrons and protons.
The number of electrons transferred n, was determined by the peak
width at half height, W1/2 � 60 mV for peak 1a, and W1/2 � 75 mV
for peak 2a, corresponding to electrochemical reactions involving
the transfer of one electron. Consequently, it can be concluded that
these oxidation processes occur with the transfer of one electron
and one proton.

The plot of peaks 1a and 2a current vs. pH, Fig. 5B, demonstrates
that the peak currents are much higher for 2.0 < pH < 6.0. This is
due to the effect of pH on ionization of semicarbazone group and
this consequently increases hydrophobicity and adsorption on
the hydrophobic GCE surface.

3.1.2.3. Isatin. The DP voltammograms of 50 lM isatin showed that
the oxidation occurs in two steps, peaks 1a and 2a and over the
whole pH range its potentials shifted to more negative values with
increasing pH, following the relation �59 mV per pH unit, and
showing that the mechanisms of peaks 1a and 2a, involves the same
number of electrons and protons. The number of electrons
transferred, was determined by the peak width at half height,
W1/2 � 98 mV for peak 1a, and W1/2 � 91 mV for peak 2a, corre-
sponding to electrochemical reactions involving the transfer of
one electron. Hence, it can be concluded that these oxidation pro-
cesses occur with the transfer of one electron and one proton [25].

3.1.3. Square wave voltammetry
A greater advantage of SW voltammetry is the possibility to see

during only one scan if the electron transfer reaction is reversible
or not [18]. Since the current is sampled in both positive and
negative-going pulses, peaks corresponding to the oxidation and
reduction of the electroactive species at the electrode surface can
be obtained in the same scan.

The SW voltammetric behaviour of isatin-3-semicarbazone and
isatin in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, and effective scan rate of
100 mV s�1, was investigated.

The first SW voltammogram in 20 lM isatin-3-semicarbazone,
showed similar features to the CV and DP voltammograms, two
oxidation peaks, peak 1a, at Ep1a = +0.81 V, and peak 2a, at
Ep2a = +0.93 V. The irreversibility of the isatin-3-semicarbazone
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peaks 1a and 2a was confirmed plotting the forward and backward
components of the total current. The second SW voltammogram
showed the occurrence of peak 3a, at Ep3a = +0.36 V, and peak 4a,
at Ep4a = +0.54 V, corresponding to the reversible oxidation
products of isatin-3-semicarbazone, Fig. 5C, also confirming the
CV results, Fig. 2A.
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SW voltammograms in 50 lM isatin, showed two oxidation
peaks, peak 1a, at Ep1a = +0.98 V, and peak 2a, at Ep2a = +1.12 V,
and no isatin oxidation product could be observed even after suc-
cessive recorded scans in the same solution, Fig. 6A.

To detect the oxidation product of isatin at the GCE surface, a
clean electrode was immersed in a solution of 50 lM isatin and a
potential of +1.10 V was applied during 60 s. This conditioning
procedure allowed the oxidation of isatin molecules and the
adsorption of the isatin oxidation products on the GCE surface.
However, at this high potential the isatin oxidation products
formed are immediately oxidised and on the SW voltammogram
only a very small peak 3a occurred.

The results were better when, after the first conditioning at
+1.10 V, a potential of +0.30 V was applied for 60 s. During this
period, the isatin oxidation products oxidised during the first
conditioning step were reduced and, the SW voltammogram
showed the peak 3a, at Ep3a = +0.44 V, Fig. 6B. The reversibility of
peak 3a was confirmed plotting the forward and backward compo-
nents of the total current, and noting that the oxidation and the
reduction currents are equal, Fig. 6B.
3.1.4. Oxidation mechanism of isatin and isatin derivatives
The oxidation behaviour of isatin and isatin derivatives, with

hydrazones, semicarbazones, thiosemicarbazones and nitro func-
tional groups attached to the ring structure, Scheme 1, is different.
The oxidation mechanisms in physiological pH = 7.0 proposed,
Schemes 2 and 3, are based on CV, DP and SW voltammetry results,
taking into account that the pyrrole ring is already oxidised in the
C2 and C3 position, the electron-donor or electron-acceptor
character of the benzene ring, and functional groups coupled to
the isatin molecule [21,25,34–41].
3.1.4.1. Isatin. Isatin oxidation proceeds in successive steps on the
benzene ring considering that the pyrrole ring is already oxidised
in the C2 and C3 position [34,35]. In the first step, peak 1a, one elec-
tron is removed from benzene ring, following deprotonation and
direct nucleophilic attack by water with the production of the 7-
hydroxyisatin. In the second step, peak 2a corresponds to the oxi-
dation of the 7-OH group produced in the first oxidation step.

Phenol oxidation involves the formation of a phenoxy radical
that is oxidised in two pathways. In one phenol is oxidised to a qui-
none that is reversibly reduced, and in another pathway it initiates
polymerization, leading to adsorbed products that can block the
electrode surface [34,35]. It was found that the relative reaction
rates of these two pathways depend on the pH and concentration
of isatin. An oxidation mechanism for isatin is proposed, Scheme 2.
3.1.4.2. Isatin-3-hydrazone and isatin-3-semicarbazone. Isatin-3-
hydrazone oxidation mechanism involves one electron and one
proton transfer in both oxidation steps and is associated with the
oxidation of the hydrazone group attached at C3 position, liberat-
ing N2 and generating the isatin molecule [36–37], Scheme 3A.
Consequently, as high positive potentials were applied, the isatin
produced was also oxidised, Scheme 2, and peak 3c occurred.

Isatin-3-semicarbazone oxidation involves one electron and one
proton to form a free radical in the first step. The second oxidation
step of the free radical gives a carbocation, Scheme 3B. Similarly, as
high positive potentials were applied, the benzene ring was also
oxidised, Scheme 2, and peaks 3c and 4c occurred.

The hydrazone and semicarbazone functional groups lead to the
occurrence of new anodic peaks, and the absence of the isatin
peaks, Figs. 1–3. Comparing peaks 1a and 2a of hydrazones and
semicarbazones isatin derivatives, Figs. 1 and 2, with isatin,
Fig. 3B, it was found their peak potentials were shifted to less
positive potentials, the peak currents were higher and oxidation
products were obtained.

The hydrazone and semicarbazone groups attached to the isatin
molecule correspond to the oxidation process that occurs at a less
positive potential, as these electron-donor groups are more easily
oxidised and consequently have a better reducing power than
the isatin [21,36–39].

3.1.4.3. 5-Bromoisatin-3-thiosemicarbazone. The CVs of the 5-
bromoisatin-3-thiosemicarbazone, Fig. 2B, when compared with
the CVs of the isatin-3-semicarbazone, Fig. 2A, showed that the
current peak for the 5-bromoisatin-thiosemicarbazone is lower.
This difference can be attributed to the steric effect of the bromine
attached to the molecule which hinders the approaching of the
semicarbazone group to the electrode surface.

3.1.4.4. Nitroisatin. The anodic behaviour of the isatin substituted
that contains the nitro group, Fig. 3A, is different than that for all
other substituents but similar to isatin since in this group oxida-
tion does not occur. However, the oxidation peak current for nitroi-
satin is very small due to the electron withdrawing effect caused
by the nitro group making the isatin molecule more positively
charged and decreasing its donating character, so nitroisatin is
oxidised with more difficulty at a high potential.

3.2. Reduction

3.2.1. Cyclic voltammetry
CVs in the potential range 0.0 V till �1.2 V, in N2 saturated solu-

tions, in physiological 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, in 186 lM
isatin-3-hydrazone, 260 lM 7-methylisatin-3-hydrazone, 500 lM



Table 3
Isatin derivatives reduction potentials obtained by CV.

Isatin derivatives Potential/V (vs. Ag/AgCl)

Scan 1 Scan 2

Isatin-3-hydrazone Ep6c = �0.85 V Ep6c = �0.84 V –

7-Methylisatin-3-
hydrazone

Ep6c = �0.87 V Ep6c = �0.89 V –

Isatin-3-semicarbazone Ep6c = �0.85 V Ep6c = �0.85 V –

Isatin-3-
thiosemicarbazone

Ep6c = �0.77 V Ep6c = �0.77 V –

5-Bromoisatin-3-
thiosemicarbazone

Ep5c = �0.45 V Ep5c = �0.44 V –
Ep6c = �0.68 V Ep6c = �0.68 V

5-Nitroisatin Ep5c = �0.40 V Ep5c = �0.40 V Ep7a = �0.06 V
Ep6c = �0.50 V Ep6c = �0.70 V Ep7c = �0.09 V

Isatin Ep6c = �0.58 V Ep6c = �0.60 V –
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isatin-3-semicarbazone and 500 lM isatin, Figs. 1–3 and Table 3,
were obtained.

All CVs showed the same behaviour, one irreversible reduction
peak 6c, at Ep6c � �0.8 V, Table 3. However, isatin cathodic peak 6c

occurred at a more positive potential, at Ep6c = �0.58 V, Fig. 3B and
Table 3.

Isatin cathodic peak 6c is due to the reduction of the carbonyl
group at position C3 in the pyrrole ring [25]. Isatin-hydrazone
and semicarbazone derivatives peak 6c, Figs. 1 and 2, and Table 3,
was shifted to a more negative potential when compared with
isatin, Fig. 3B and Table 3. Isatin-hydrazone and semicarbazone
derivatives reduction mechanism, due to the electron–acceptor
character of these functional groups [36,40], is associated with
the hydrazone and semicarbazone groups attached in isatin at po-
sition C3.

The reduction of 167 lM 5-bromoisatin-3-thiosemicarbazone,
Fig. 2B and Table 3, showed two well successive irreversible
reduction peaks, peak 5c, at Ep5c = �0.45 V, and the peak 6c, at
Ep6c = �0.68 V. In the second scan peaks 5c and 6c current
decreased due to the strong adsorption of 5-bromoisatin-3-
thiosemicarbazone and its reduction products on the GCE surface.
The reduction peak 5c is due to the cleavage of carbon-bromine
bond at position C5, Fig. 2B.

CVs of 260 lM 5-nitroisatin showed two successive irreversible
reduction peaks, peak 5c, at Ep5c = �0.40 V, and peak 6c, at Ep6c =
�0.70 V, Fig. 3A. On the reverse positive-going scan of the first
cycle, an anodic peak 7a, at Ep7a = �0.06 V, corresponding to the
oxidation of the 5-nitroisatin reduction product formed at the
GCE surface. Successive scans of 5-nitroisatin without polishing
the electrode surface between cycles clearly demonstrated a new
reduction peak 7c, at Ep7c = �0.09 V, confirming the two electrons
transfer reversible reaction of peak 7a, as peak currents are equal
and |Ep7a � Ep7c| = 30 mV, Fig. 3A.

3.2.2. Differential pulse voltammetry. Effect of pH
The effect of pH on the electrochemical reduction of isatin-3-

hydrazone and 5-nitroisatin was studied using DP voltammetry
in different 0.1 M ionic strength electrolytes over a range between
2.0 < pH < 12, Table 1.

The DP voltammograms in different electrolytes of 10 lM isat-
in-3-hydrazone showed only one irreversible pH-dependent
reduction peak 6c, the potential shifted to more negative values
with increasing pH, due to a rapid protonation of the hydrazone
group, which as all conjugate acids is more readily reduced than
the base. The highest peak current was in acid media.

For 2.0 < pH < 9.0 the pH dependence was linear, with slope
�59 mV per pH unit, so the same number of electrons and protons
is involved in the isatin-3-hydrazone reduction and as the width at
half-height of peak 6c is W1/2 � 78 mV, occurs with the transfer of
one electron and one proton.

For pH > 9.0, the isatin-3-hydrazone reduction peak does not
depend on pH indicating only one electron transfer, consistent
with the CV results, and a reduction mechanism associated with
the reduction of the hydrazone group attached to the isatin, and
the cleavage of the nitrogen-nitrogen bond involving one electron
and one proton transfer for pH < 9.0.

The DP voltammograms of 20 lM 5-nitroisatin showed that the
reduction occurs in two steps, peaks 5c and 6c, Fig 7A.

Peak 5c corresponds to 5-nitroisatin reduction on the nitro
group attached in the isatin molecule, the potential shifts to more
negative values with increasing pH, and only occurs for electrolytes
with pH 6 10.0, Fig. 7A and B. In the Ep5c vs. pH plot, Fig. 7B, the
slope of the dotted line �59 mV per pH unit, shows that the
mechanism involves the same number of electrons and protons.
Taking into consideration that the width at half height of the
5-nitroisatin reduction peak 5c was W1/2 � 77 mV, the reduction
process involves the transfer of one electron and one proton.

For 2.0 < pH < 10.0 peak 6c potential shifted to more negative
values with increasing pH, Fig. 7A, and in the Ep6a vs. pH plot,
Fig. 7B, the slope of the dotted line �59 mV per pH unit, showed
that the peak 6c mechanism involves the same number of electrons
and protons. The number of electrons transferred was determined
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by the peak width at half height W1/2 � 82 mV, corresponding to an
electrochemical reaction involving the transfer of one electron. For
pH P 10.0, the reduction peak 6c is pH-independent indicating a
mechanism involving only one electron, Fig. 7A. The value of pKa

� 10 for 5-nitroisatin was determined from data in Fig. 7B.
Successive DP voltammograms in 5-nitroisatin in the potential

range 0.0 V till �0.4 V, showed only peak 5c, at Ep5c = �0.4 V. In
the second scan no electroactive reduction product was detected.
However, these experiments were repeated in the potential range
0.0 V till �1.2 V and in the first scan two reduction peaks, peak
5c, at Ep5c = �0.40 V and the peak 6c, at Ep6c = �0.77 V, were
observed. In the second scan one new peak 7c, at Ep7c = �0.11 V,
occurred related to the products formed in peak 6c. This confirms
that the reduction was associated with the nitro group since the
product of reduction of isatin is not electroactive. A mechanism
for the reduction of 5-nitroisatin is proposed [37,41], Scheme 4.

The two reduction steps, peaks 5c and 6c, produce 5-nitrosoisat-
in, Scheme 4, and the oxidation of the 5-hydroxylamineisatin to
the 5-nitrosoisatin is a reversible process involving two electrons
and two protons, peaks 7a–7c, Fig. 3A, was observed and is
concluded that the high negative potential applied reduced the
5-nitrosoisatin to 5-hydroxylamineisatin.

4. Conclusions

The electrochemical behaviour of a group of isatin derivatives,
with a large spectrum in clinical application, was studied by CV,
SW and DP voltammetry over a wide pH range using a GCE. The re-
sults showed that the hydrazone, semicarbazone and nitro groups
attached to the isatin ring structure give rise to different and sep-
arate oxidation and reduction mechanisms and these derivatives
presented new redox properties when compared with the isatin.
The electrochemical results demonstrated that the hydrazone
and semicarbazone groups increased the electron-donor character
while the nitro group increased the electron acceptor character of
isatin.
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Isatin halogen-derivatives like other isatin derivatives have several pharmacoterapeutic applications, such as an-
tibacterial, antitubercular, and anticancer activities. The electrochemical behaviour, at a glassy carbon electrode,
of some mono- and di- fluoro, chloro, bromo and iodo isatin derivatives, by cyclic, square wave and differential
pulse voltammetry, over awide pH range,was investigated, and comparedwith isatin electrochemical behaviour.
The presence of one or two halogens in the benzene ring affected the oxidation processes. The oxidation mech-
anism of isatinmonohalogen-derivatives, with only one halogen at the position C5 or C7,was an irreversible, pH-
dependent, adsorption-controlled process, and occurred in three consecutive charge transfer reactions, first on
the benzene ring with the production of one hydroxyl group attached to the ring, and the electroactive oxidation
product formed was oxidized to para- and/or ortho-quinone derivatives and polymeric products. The isatin
dihalogen-derivatives oxidation was also irreversible, in two consecutive charge transfer reactions, with the for-
mation of polymeric products, and occurred at more positive potentials. The reduction mechanism of isatin hal-
ogen-derivatives was a pH-dependent two consecutive charge transfer reactions. The first process was the
reversible reduction of the carbon-halogen bond and the second the irreversible cleavage of the carbonyl
group at the position C3 in the heterocyclic ring. The halogens substituents in the isatin benzene ring gave rise
to different redox processes, depending on the number and halogen position.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Isatin (1H-indole-2,3-dione) (ISA), one of themost important deriv-
atives of indole, is an endogenous compound identified in many organ-
isms, present in mammalian tissues and body fluids, and also as a
natural product of plants, for example genus Isatis, in Calanthe discolour,
Lindl, and in Couroupita guianensis, Aubl [1–3].

Isatin is a very important molecule due to its broad range of biolog-
ical and pharmacological properties, and also because it is a synthetical-
ly versatile substrate. Isatin and its derivatives are extensively used as
important raw materials for designing potential bioactive agents [3–
5]. Recently the study of isatin derivatives have been shown to demon-
strate antiprotozoal, antibacterial, antifungal, antiviral, anti-HIV, anti-
convulsant, antitumoral, anti-inflammatory, antihelminthic activities,
to influence neurodegenerative diseases, and to participate in metabo-
lism [3,6–8].

Isatin halogen-derivatives have also been reported to exhibit several
pharmacoterapeutic activities, such as antibacterial, antitubercular, an-
ticancer and antineoplastic activities [9–20].
Isatinfluoro-derivatives are used in the synthesis of newcompounds
thatmay belong to a class of chemotherapeutic agents for the treatment
of various bacterial infections, act by inhibiting DNA gyrase, the princi-
pal target in gram–negative bacteria, and also the topoisomerase IV,
the principal target in gram-positive bacteria [13]. The isatin 5-fluoro-
derivatives were also synthesized and the antitubercular activity was
evaluated and some of the compounds presented complete inhibition
against the Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain [14]. In 2006, an
isatin 5-fluoro-derivative (sunitinib)was approved by FDA for the treat-
ment of gastrointestinal stromal tumours and advanced renal cell carci-
noma [15–16].

Isatin bromo-derivatives have been shown to exhibit anticancer ac-
tivity [17–19]. The in vitro cytotoxic activities of isatin bromo-deriva-
tives were determined against the human monocyte-like, histiocytic
lymphoma cell line (U937), showing that the introduction of electron-
withdrawing groups at positions C5, C6, and C7 significantly increased
the anticancer activity when compared with isatin, the substitution at
the 5-position being the most favourable [18]. The C5 substitution in
the isatin ring has been associated with increased biological activity
for a range of indole-based compounds [18]. Both chloro and bromo
substituted isatin derivatives presented antifungal and antibacterial ac-
tivity but the isatin 5-chloro-derivatives, when compared with the

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jelechem.2016.09.008&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2016.09.008
mailto:brett@ci.uc.pt
http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2016.09.008
http://www.sciencedirect.com/science/journal/
www.elsevier.com/locate/jelechem
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isatin 5-bromo-derivatives presented a better antibacterial activity [21].
The 5-chloro-isatin ketals, such as the dioxolane ketal of 5-chloro-isatin,
have significant anticonvulsant and anxiolytic activities [22].

Electrochemical techniques have been widely used to study the
structure, reactivity andmechanism of action of pharmaceutical and bi-
ological compounds. Also, other parameters can be evaluated using
electrochemical data, such as stereochemistry, diffusion, solubility and
metabolism. It should be considered that many physiological processes
are depending on redox reactions, and it is easy to find complementary
electrochemical and biological reactions, providing useful information
on the mechanism of the compounds in living systems. These reactions
are most often studied with electrochemical techniques, cyclic, square
wave and differential pulse voltammetry, since they have high sensitiv-
ity and selectivity [23–27].

There are some studies concerning the redox behaviour of isatin and
of its derivatives in aqueous and non-aqueous media, using voltamme-
try at glassy carbon ormercury electrodes [28–33]. Since isatin halogen-
derivatives, in general, are having increasing applications in the synthe-
sis of new molecules with pharmaceutical interest, the investigation of
their in vitro redox behaviour is very important in order to predict the
in vivo redox reactions.

The aim of the present study is focused on the redox behaviour of a
series of eleven isatin mono- and dihalogen-derivatives, Scheme 1. The
influence of the number and halogen atoms (F, Cl, Br and I), substituents
in the isatin benzene ring, in the redoxproperties, for awide range of so-
lution conditions, using cyclic, square wave and differential pulse volt-
ammetry at a glassy carbon electrode, was investigated and a redox
mechanism proposed.
Compound R4 R5 R6 R7

ISA H H H H 

5-F-ISA H F H H 

5-Cl-ISA H Cl H H 

5-Br-ISA H Br H H 

5-I-ISA H I H H 

7-Cl-ISA H H H Cl 

7-I-ISA H H H I 

4,6-Br-ISA Br H Br H 

5,7-diCl-ISA H Cl H Cl 

5,7-diBr-ISA H Br H Br 

5,7-F-Cl-ISA H F H Cl 

5,7-Br-Cl-ISA H Br H Cl 

Scheme 1. Chemical structures of isatin and isatin halogen-derivatives.
2. Experimental

2.1. Materials and reagents

The isatin and all isatin halogen-derivatives were synthetized ac-
cording to methods described in the literature [5,34–37], Scheme 1.
Stock solutions of isatin and all isatin halogen-derivatives, with a con-
centration of 1 mM, in ethanol, were prepared and stored at 4 °C.

Supporting electrolyte solutions, with ionic strength I = 0.1 M, of
different pH composition: pH 2.0 (HCl + KCl), pH 3.3
(HOAc + NaOAc), pH 4.5 (HOAc + NaOAc), pH 5.2 (HOAc + NaOAc),
pH 5.9 (NaH2PO4 + Na2HPO4), pH 7.2 (NaH2PO4 + Na2HPO4), pH 8.0
(NaH2PO4 + Na2HPO4), pH 9.2 (NaOH + Na2B2O7), pH 11.2
(NaOH + Na2HPO4), using analytical grade reagents and purified
water from a Millipore Milli-Q system (conductivity ≤ 0.1 μS cm-1) ac-
cording to the literature, were prepared [38].

Nitrogen saturated solutions were obtained by bubbling high purity
N2 for a minimum of 10 min in the solution, and continuing with a N2

flow over the solution during the voltammetric experiments.
Microvolumes were measured using electronic pipettes (EP), EP-

10 μM and EP-100 μM Plus Motorized (Rainin Instrument Co. Inc., Wo-
burn, USA). The pH measurements were carried out with a Crison
micropH 2001 pH-meter with an Ingold combined glass electrode.

All experiments were done at room temperature, T=298 K (25 °C).

2.2. Voltammetric parameters and electrochemical cells

Voltammetric experiments were carried out using a μAutolab run-
ning with GPES 4.9 software, Metrohm/Autolab, Utrecht, The Nether-
lands. Measurements were carried out using a glassy carbon working
electrode (GCE) (d = 1.5 mm), a Pt wire counter electrode, and an
Ag/AgCl (3 M KCl) as reference electrode, in a 1 mL one-compartment
electrochemical cell (eDAQ Europe). The experimental conditions for
cyclic voltammetry (CV)were scan rate 100mV s−1, and for differential
pulse (DP) voltammetry were: pulse amplitude 50 mV, pulse width
70 ms, and scan rate 5 mV s−1. For square wave (SW) voltammetry
the experimental conditions were frequency 25 Hz and potential incre-
ment 2 mV, corresponding to an effective scan rate of 50 mV s−1.

The GCE was polished using diamond spray (particle size 1 μm,
Kement, Kent, UK) before every electrochemical assay. After polishing,
the electrode was rinsed thoroughly with Milli-Q water. Following this
mechanical treatment, the GCE was placed in buffer supporting electro-
lyte and various DP voltammograms were recorded until a steady state
baseline voltammogramwas obtained. This procedure ensured very re-
producible experimental results.

2.3. Acquisition and presentation of voltammetric data

All DPVoltammograms presentedwere baseline-corrected using the
moving average applicationwith a stepwindow of 2mV included in the
GPES version 4.9 software. This mathematical treatment improved the
visualization and identification of peaks over the baselinewithout intro-
ducing any artefact, although the peak current is in some cases reduced
(b10%) relative to that of the untreated curve. Nevertheless, this math-
ematical treatment of the original DP voltammograms was used in the
presentation of all experimental DP voltammograms for a better and
clearer identification of the peaks.

3. Results and discussion

Initial studies concerning the voltammetric behaviour of eleven
isatin halogen-derivatives, Scheme 1, with substituents at C4, C5, C6
or C7 positions, were carried out in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0,
N2 saturated solutions, in 200 μM isatin halogen-derivatives, by CV,
scan rate 100 mV s−1, at a GCE. During the voltammetric measurement
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a constant flux of N2was kept over the solution surface in order to avoid
the diffusion of atmospheric oxygen into the solutions.

All isatin halogen-derivativeswere electroactive and some oxidation
and reduction peaks occurred, Figs. 1 and 2, Tables 1 and 2. Neverthe-
less, the reduction and the oxidation mechanisms for all eleven isatin
halogen-derivatives were independent of each other, so they were in-
vestigated separately.

3.1. Oxidation

The oxidation of isatin and eleven isatin halogen-derivatives was in-
vestigated byCV, and the oxidation of 5-F-ISA and 7-I-ISA, byDP and SW
voltammetry, was also investigated.

3.1.1. Cyclic voltammetry
CV experiments, at GCE, in the potential range 0.0 V till +1.3 V, in

physiological 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, containing 500 μM of
isatin and 200 μM isatin halogen-derivatives, Scheme 1, Figs. 1 and 2,
and Table 1, were carried out to study the influence of the halogen sub-
stituent(s) on the electrochemical oxidation of isatin.

In general, the CVs obtained in 200 μMsolutions of all isatin halogen-
derivatives showed the occurrence of two consecutive irreversible oxi-
dation peaks 1a and2a, Figs. 1 and2, and Table 1. However, the presence
of one or two halogens in the benzene ring considerably affected the ox-
idation process.

The isatin monohalogen-derivatives, 5-F-ISA, 5-Cl-ISA, 7-Cl-ISA and
7-I-ISA, Scheme 1, anodic peaks 1a and 2a occurred at less positive po-
tentials and, when compared with the 5-Br-ISA, 5-I-ISA and isatin
dihalogen-derivatives oxidation behaviour, a new oxidation process,
peak 3a, was detected, Figs. 1 and 2, and Table 1.

3.1.1.1. Isatin monohalogen-derivatives. CVs obtained in the supporting
electrolyte 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, and in solutions of
200 μM 5 (or 7)-(Cl, Br, I)-isatins, are presented in Fig. 1 and Table 1.

CVs in 200 μM 5-fluoro-isatin (5-F-ISA), in 0.1 M phosphate buffer
pH = 7.0, Fig. 3, presented three irreversible oxidation peaks, peak 1a,
at Ep1a = +0.62 V, peak 2a, at Ep2a = +1.01 V, and peak 3a, at Ep3a =
Fig. 1.CVs inN2 saturated supporting electrolyte (•••) 0.1Mphosphate buffer pH=7.0: (A) 500
(E) 5-I-ISA, (F) 7-Cl-ISA and (G) 7-I-ISA, (▬) first and ( ) second scans, v = 100 mV s−1.
+1.20 V. Successive scans recorded in the same solution, without
cleaning the electrode surface, showed a decrease of the oxidation
peak current of the three anodic peaks 1a, 2a and 3a, due to the adsorp-
tion of 5-F-ISA oxidation products on the GCE surface.

CVs were also obtained for different scan rates. Increasing the scan
rate, the peak 1a current also increased. However, it was not a diffu-
sion-controlled oxidation process because there was not a linear rela-
tionship between Ipa of peak 1a and the square root of the scan rate
[23]. This is explained taking into consideration the strong adsorption
of 5-F-ISA molecules on the hydrophobic GCE surface, in agreement
with the highly hydrophobic character of isatin [33].

The oxidation of isatin monohalogen-derivatives led, in general, to
the appearance of three anodic oxidation peaks and a decrease in the
peak currents, when successive scans were recorded, showing the
same behaviour when compared with the 5-F-ISA, and the isatin
monohalogen-derivatives, at ortho- or para-halogen substituent posi-
tions, have the same oxidation mechanism. However, in the
electroxidation of 5-Br-ISA and 5-I-ISA, only two anodic peaks were de-
tected in agreement with ISA oxidation [31].
3.1.1.2. Isatin dihalogen-derivatives. CVs obtained in the supporting elec-
trolyte, and in solutions of 200 μM of isatin dihalogen-derivatives, 4,6-
diBr-ISA, 5,7-diCl-ISA, 5,7-diBr-ISA, 5,7-F-Cl-ISA, 5,7-Br-Cl-ISA, in 0.1 M
phosphate buffer pH = 7.0, are presented in Fig. 2 and Table 1.

The isatin dihalogen substitution caused the appearance of only two
anodic oxidation peaks and a decrease in the peak currents when suc-
cessive scans were recorded, showing the same behaviour when com-
pared with non-substituted ISA, Fig. 2A.

The isatin dihalogen-derivatives oxidation potentials depended on
the nature and position of the halogen atoms in the ring:

5,7-diCl-ISA N 5,7-F-Cl-ISA N 4,6-diBr-ISA N 5,7-Br-Cl-ISA N 5,7-
diBr-ISA.

as the presence of the second halogen atom in the benzene ring
hampered, as expected, the isatin dihalogen-derivatives oxidation pro-
cesses, when compared to the isatin monohalogen-derivatives, Figs. 1
and 2 and Tables 1 and 2.
μMISA and 200 μM isatinmonohalogen-derivatives: (B) 5-F-ISA, (C) 5-Cl-ISA, (D) 5-Br-ISA,



Fig. 2. CVs in N2 saturated supporting electrolyte (•••) 0.1 M phosphate buffer pH= 7.0: (A) 500 μM ISA and 200 μM isatin dihalogen-derivatives: (B) 4,6-Br-ISA, (C) 5,7-diCl-ISA, (D) 5,7-
diBr-ISA, (E) 5,7-F-Cl-ISA, and (F) 5,7-Br-Cl-ISA, (▬) first and ( ) second scans, v = 100 mV s−1.

Table 1
Isatin halogen-derivatives oxidation potentials obtained by CV, pH= 7.0.

Isatin halogen-derivatives oxidation Potential/V (vs. Ag/AgCl)

Scan 1 Scan 2

ISA Ep1a = +1.10 V Ep1a = +1.16 V
Ep2a = +1.24 V Ep2a = +1.20 V

5-F-ISA Ep1a = +0.64 V Ep1a = +0.66 V
Ep2a = +1.03 V Ep2a = +1.00 V
Ep3a = +1.17 V Ep3a = +1.16 V

5-Cl-ISA Ep1a = +0.63 V Ep2a = +1.07 V
Ep2a = +1.06 V Ep3a = +1.21 V
Ep3a = +1.20 V Ep1a = +1.04 V

5-Br-ISA Ep1a = +1.02 V
Ep2a = +1.18 V Ep2a = +1.20 V

5-I-ISA Ep1a = +1.03 V Ep1a = +1.03 V
Ep2a = +1.18 V Ep2a = +1.20 V

7-Cl-ISA Ep1a = +0.62 V Ep2a = +1.06 V
Ep2a = +1.02 V
Ep3a = +1.23 V Ep3a = +1.23 V

7-I-ISA Ep1a = +0.62 V Ep2a = +1.04 V
Ep2a = +1.01 V Ep3a = +1.18 V
Ep3a = +1.20 V

4,6-diBr-ISA Ep1a = +1.06 V Ep1a = +1.07 V
Ep2a = +1.25 V Ep2a = +1.25 V

5,7-diCl-ISA Ep1a = +1.07 V Ep1a = +1.09 V
Ep2a = +1.21 V Ep2a = +1.22 V

5,7-diBr-ISA Ep1a = +1.03 V Ep1a = +1.03 V

5,7-F-Cl-ISA Ep1a = +1.08 V Ep1a = +1.09 V
Ep2a = +1.20 V Ep2a = +1.20 V

5,7-Br-Cl-ISA Ep1a = +1.03 V Ep1a = +1.04 V
Ep2a = +1.22 V Ep2a = +1.23 V
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3.1.2. Differential pulse voltammetry
Successive DP voltammogramswere recorded in a solution of 20 μM

of 5-F-ISA, in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, Fig. 4A and Table 3. In
the first DP voltammogram oxidation peak 1a, at Ep1a = +0.62 V,
peak 2a, at Ep2a = +1.04 V, and peak 3a, at Ep3a = +1.16 V, occurred.
In the second DP voltammogram, two new peaks were detected, peak
4a, at Ep4a = +0.18 V, and peak 5a, at Ep5a = +0.39 V, and both peak
currents increased with the number of scans.
Table 2
Isatin halogen-derivatives reduction potentials obtained by CV, pH= 7.0.

Isatin halogen-derivatives reduction Potential/V (vs. Ag/AgCl)

Scan 1 Scan 2

ISA Ep7c = −0.58 V Ep7c = −0.60 V

5-F-ISA Ep6c = −0.50 V Ep6c = −0.51 V
Ep7c = −0.78 V Ep7c = −0.78 V

5-Cl-ISA Ep6c = −0.51 V Ep6c = −0.51 V
Ep7c = −0.80 V

5-Br-ISA Ep6c = −0.51 V Ep6c = −0.52 V

5-I-ISA Ep6c = −0.49 V Ep6c = −0.49 V

7-Cl-ISA Ep6c = −0.49 V Ep6c = −0.50 V

7-I-ISA Ep6c = −0.47 V Ep6c = −0.48 V
Ep7c = −0.74 V Ep7c = −0.73 V

4,6-diBr-ISA Ep6c = −0.53 V Ep6c = −0.51 V
Ep7c = −0.67 V Ep7c = −0.67 V

5,7-diCl-ISA Ep6c = −0.52 V Ep6c = −0.51 V

5,7-diBr-ISA Ep6c = −0.40 V Ep6c = −0.41 V

5,7-F-Cl-ISA Ep6c = −0.48 V Ep6c = −0.48 V

5,7-Br-Cl-ISA Ep6c = −0.42 V Ep6c = −0.47 V



Fig. 3. CVs in N2 saturated supporting electrolyte (•••) 0.1 M phosphate buffer pH= 7.0, of
200 μM 5-F-ISA, (▬) first and ( ) second scans, ν = 100 mVs−1.

Fig. 4. Successive DP voltammograms, in three different potential windows, in 0.1 M
phosphate buffer pH = 7.0 of 5-F-ISA: (A) 20 μM and (B-C) 50 μM, (▬) first, ( )
second and (•••) third scan, ν = 5 mV s−1.

79I.P.G. Fernandes et al. / Journal of Electroanalytical Chemistry 780 (2016) 75–83
In a new experiment, with a clean GCE, in 50 μM 5-F-ISA, in 0.1 M
phosphate buffer pH = 7.0, two successive DP voltammograms, were
performed. The first DP voltammogram was scanned just until before
peak 2a, and in the second DP voltammogram the peaks 4a and 5a
were not detected, Fig. 4B.

This experiment was repeated again, with a clean GCE, and again
two successive DP voltammograms were performed. The first DP volt-
ammogram was scanned just until before peak 3a, and in the second
DP voltammogram the peaks 4a and 5a appeared, Fig. 4C. Consequently,
the peaks 4a and 5awere undoubtedly assigned to the 5-F-ISA oxidation
products formed in the 5-F-ISA peak 2a oxidation process.

The effect of pH on the electrochemical oxidation of lower concen-
trations 20 μM 5-F-ISA, using DP voltammetry, at a GCE, in different
electrolytes 0.1 M ionic strength, over a wide range 2.0 b pH b 11, was
investigated.

For 2.0 b pH b 9.0 the potential of all three anodic peaks 1a, 2a and 3a
were shifted to more negative values with increasing pH, Fig. 5A and B.
In the Epa vs. pH plot, Fig. 5B, the slope of the dotted line, −59 mV per
pH unit, showed that themechanismof all oxidation processes involved
the same number of electrons and protons. The number of electrons
transferred n, was determined by the peak width at half height, W1/

2 ≈ 70 mV for peak 1a, W1/2 ≈ 93 mV for peak 2a, and W1/2 ≈ 65 mV
for peak 3a, each corresponding to the electrochemical oxidation reac-
tion involving the transfer of one electron and one proton. Therefore, 5-
F-ISA was oxidized in three successive steps and with one-electron and
one-proton transfer in each step. The plot of peaks 1a, 2a and 3a current
vs. pH, Fig. 5A, showed that 5-F-ISA peak currents were much higher for
3.0 ≤ pH b 7.0. So, it is demonstrated that the 5-F-ISA oxidation is signifi-
cantly affected by the pH. Consequently, it is important to consider the 5-
F-ISA and the 5-F-ISA oxidation products predominant form at each pH
which means structural changes, for example, in the phenolic groups,
Scheme 2, due to its acid-base equilibrium and variations on the hydro-
philic character, strongly influencing, as expected, the 5-F-ISA
electroxidation process (peakpotentials and currents) on theGCE surface.

For pH N 9.0, the oxidation peak 1a was pH-independent corre-
sponding to an electrochemical reaction involving one electron transfer.
The investigation in different pH environments allowed the determina-
tion for 5-F-ISA of pKa ~ 9 from the data in Fig. 5B.

The strong adsorption of 5-F-ISA and its oxidation products at the
GCE surface was investigated for different pHs 3.5, 6.9 and 9.0. The
electrode was immersed for 10 min in a 20 μM 5-F-ISA solution, in
each pH, and after the electrode was washed with a jet of deionized
water and transferred to the buffer electrolyte solution. The strong ad-
sorption on GCE in acid and neutral media was confirmed because
peaks 1a, 3a and 4a, appeared in acid electrolyte solution, in neutral
electrolyte solution only peak 1a occurred, and for pH 9.0 no peaks
were found.

The DP voltammograms recorded in a solution of 20 μM 7-I-ISA also
showed an oxidation process with three irreversible pH-dependent ox-
idation steps, peak 1a, at Ep1a = +0.60 V, peak 2a, at Ep2a = +0.88 V,
and peak 3a, at Ep3a = +1.17 V.



Table 3
Oxidation potentials of 5-F-ISA and 7-I-ISA obtained by DP voltammetry, pH = 7.0.

Oxidation Potential/V (vs. Ag/AgCl)

Scan 1 Scan 2

5-F-ISA Ep4a = +0.18 V
Ep1a = +0.62 V Ep5a = +0.39 V
Ep2a = +1.04 V Ep1a = +0.65 V
Ep3a = +1.16 V Ep2a = +1.02 V

Ep3a = +1.16 V

7-I-ISA Ep1a = +0.60 V Ep4a = +0.23 V
Ep2a = +0.88 V Ep1a = +0.63 V
Ep3a = +1.17 V Ep2a = +0.91 V

Ep3a = +1.16 V
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For 3.0 b pH b 9.0 the potential of both peaks 1a and 2awere shifted
to more negative values with increasing pH. In the Epa vs. pH plot the
slope of the dotted line, −59 mV per pH unit, showed that the mecha-
nism of both oxidation processes involved the same number of elec-
trons and protons. The number of electrons transferred n, was
determined by the peak width at half height, W1/2 ≈ 70 mV for peak
1a, and W1/2 ≈ 87 mV for peak 2a, close to the theoretical value of
90mV, both peaks oxidation reaction involving the transfer of one elec-
tron and one proton. For pH N 8, the oxidation peaks 1a and 2awere pH-
independent, corresponding to an electrochemical reaction involving
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Fig. 5. (A) 3D plot of oxidation DP voltammograms in 20 μM 5-F-ISA vs. pH, (▬) pH= 2,
( ) pH=3.58, ( ) pH=4.4, ( ) pH=5.3, ( ) pH=7.0, ( ) pH=8.0, ( ) pH=
9.0, ( ) pH= 11.0 and ( ) pH= 11.56. (B) Plot of (■) Ep1a of peak 1a, (●) Ep2a of peak
2a, and (▲) Ep3a of peak 3a vs. pH. The slope of the line is 59 mV per pH unit.
the transfer of one electron. The value of pKa ~ 8 for 7-I-ISA was
determined.

Successive DP voltammograms recorded in 20 μM 7-I-ISA showed a
similar behaviour to 5-F-ISA. However, in the secondDP voltammogram
thepeaks current increasedwith thenumber of scans, and only onenew
peak 4a, at Ep4a = +0.23 V, corresponding to the oxidation of 7-I-ISA
oxidation products, formed at the GCE surface after the first positive-
going cycle, occurred Table 3.

3.1.3. Square wave voltammetry
One of the most important advantages of SW voltammetry is the

possibility to verify the reversibility of the electron transfer reaction
during only one scan. Since the current is sampled in both positive
and negative-going pulses, peaks corresponding to the oxidation and
reduction of the electroactive species at the electrode surface can be ob-
tained in the same scan. Other advantages are greater speed of analysis,
lower consumption of the electroactive species in relation with DP volt-
ammetry and reduced problemswith the adsorption on the GCE surface
[23]. The SW voltammetry experiments enabled to confirm the oxida-
tion mechanisms of 5-F-ISA and 5-I-ISA.

The first SW voltammogram in 20 μM 5-F-ISA, in 0.1 M phosphate
buffer pH = 7.0, showed two oxidation steps, peak 1a, at Ep1a =
+0.64 V, and peak 2a, at Ep2a = +1.03 V, Fig. 6A. The irreversibility of
5-F-ISA peaks 1a and 2a was confirmed by plotting the forward and
backward components of the total current, Fig. 6A. The anodic peak 3a
occurred at very high positive potential, near the potential correspond-
ing to oxygen evolution, and consequentlywas not detected by SWvolt-
ammetry. The second SW voltammogram showed the occurrence of
reversible peak 4a, at Ep4a = +0.19 V, and reversible peak 5a, at
Ep1a = +0.34 V, corresponding to the 5-F-ISA oxidation products re-
versible oxidation, Fig. 6B.

The first SW voltammogram, in 20 μM 5-I-ISA, in 0.1 M phosphate
buffer pH = 7.0, showed two oxidation steps, peak 1a, at Ep1a =
+0.64V, and peak 2a, at Ep2a=+1.03 V. In the first SWvoltammogram
the irreversibility of 7-I-ISA peaks 1a and 2awas also confirmed, and the
third SW voltammogram showed the occurrence of the reversible peak
4a, at Ep4a = +0.27 V, corresponding to the 7-I-ISA oxidation product
reversible oxidation, Fig. 6C and D.

3.1.4. Oxidation mechanism of isatin halogen-derivatives
The oxidation of isatin halogen-derivatives with different halogen

substituents, such as fluorine, chlorine, bromine and iodine, attached
to the isatin ring structure, Scheme 1, followed in general a similar oxi-
dation processes. The oxidation mechanism, in physiological pH = 7.0,
based on CV, DP and SW voltammetry, is proposed in Scheme 2.

In order to propose the oxidation mechanism of the isatin halogen-
derivatives, the oxidation mechanism of isatin [31,33] and phenolic
compounds [33,39–45], was revisited.

The oxidation of all isatin halogen-derivatives proceeded in succes-
sive steps on the benzene ring, andwas influenced by the halogen num-
ber and position in the isatin molecule, and some isatin halogen-
derivatives oxidation products were electroactive. To simplify the anal-
ysis of the oxidationmechanisms, the isatin halogen-derivatives accord-
ing to the halogen number and position in themolecule, isatin 5 (or 7)-
monohalogen-derivatives and isatin dihalogen-derivatives, were con-
sidered separately.

3.1.4.1. Isatin 5 (or 7)-monohalogen-derivatives. The oxidation reactions
in isatin 5 (or 7)-monohalogen-derivatives proceeded in three succes-
sive steps on the benzene ring. In the first step, peak 1a, one electron
was removed from the benzene ring, following deprotonation and di-
rect nucleophilic attack by water with the production of the 7-hy-
droxy-5-monohalogen-isatin or 4-hydroxy-7-monohalogen-isatin. The
second step, peak 2a, corresponded to the oxidation of the 7 (or 4)-
OH group, produced in the first oxidation step, with the production of
the peak 4a, para-quinone derivative, and peak 5a, ortho-quinone
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derivative. The peak 3a, due to the oxidation of an oxidation product
formed in the second peak 2a, was confirmed by DP voltammetry, Fig.
4A and B.

The phenol oxidation involved the formation of a phenoxy radical
that was oxidized in two pathways. In one pathway phenol was oxi-
dized to a para and/or ortho-quinone derivative that was reversibly re-
duced. In another pathway phenol initiated polymerization, leading to
strongly adsorbed products on the electrode surface [31,33,39,41–45].
It was found that the relative reaction rates of these two pathways
depended on the halogen position on the ISA molecule. An oxidation
mechanism for isatin 5 (or 7)-monohalogen-derivatives was proposed,
Scheme 2.

However, the electroxidised 5-Br-ISA and 5-I-ISA on GCE surface
followed the same pathway of ISA, showing only two anodic peaks at
higher potentials, and they were more stable compared with the other
mono-halogen-ISA derivatives, 5-F-ISA, 5-Cl-ISA, 7-Cl-ISA and 7-I-ISA.
So, the oxidation mechanism of 5-Br-ISA and 5-I-ISA is in agreement
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with the oxidation mechanism of ISA and with the isatin dihalogen-de-
rivatives described in the section below.

3.1.4.2. Isatin dihalogen-derivatives. The presence of the second halogen
atom in the isatin benzene ring hampered the oxidation processes,
peaks 1a and 2a, when compared to the isatinmonohalogen-derivatives
oxidation. Themain isatin dihalogen-derivatives oxidation reaction, due
to competitive electronic and steric effects, corresponded to the forma-
tion of the phenoxy radical polymeric products, but by CV, DP and SW
voltammetry, no quinone derivative peaks were detected. The with-
drawal of the negative charge from the oxygen atom of the phenoxide
anion by two halogen atoms make the isatin dihalogen-derivatives
stronger acids compared to isatinsmonohalogen-derivatives. The effect
of the electron withdrawal is stronger for the isatin dihalogen-deriva-
tives isomers with halogen atoms next to the OH group. The shift in
the isatin dihalogen-derivatives oxidation peaks 1a and 2a relative to
the isatin monohalogen-derivatives was due to the stabilizing effects
caused by the second halogen attached on the benzene ring, making it
more difficult to remove electrons from the isatin dihalogen-derivatives
[45,46].

In all compounds studied the phenoxy radical initiated polymeriza-
tionwhich resulted in several oxidation products thatwere adsorbed on
the electrode surface or were oxidized to para and/or ortho-quinone de-
rivatives,whichwere reversibly reduced [39]. The relative reaction rates
of this two phenoxy radical pathways depended on the number andhal-
ogen position on the ISA molecule.

3.2. Reduction

The reduction of ISA and eleven isatin halogen-derivatives was in-
vestigated by CV, Figs. 1 and 2, and the reduction of 5-F-ISAwas also in-
vestigated by DP and SW voltammetry, Figs. 7 and 8.

3.2.1. Cyclic voltammetry
CVs were obtained in the potential range 0.0 V till−1.2 V, in N2 sat-

urated solutions, in 200 μM isatin halogen-derivatives, in physiological
0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, Figs. 1 and 2, and Table 2.

The reduction of all halogen-derivatives showed one reversible re-
duction peak 6c. In the second scan peak 6c current decreased due to
strong adsorption of the isatin halogen-derivatives reduction products
on the GCE surface. The reduction peak 6c is due to the electron transfer
to the quinoid system following the electron transfer to the C-X group
with subsequent cleavage of the carbon-halogen bond at positions C5,
C7 or C6 [45,47].

CVs obtained in solutions of 200 μM of 5-Cl-ISA, 5-F-ISA, 7-I-ISA and
4,6-diBr-ISA also showed a new irreversible cathodic peak7c, Figs. 1 and
2 and Table 2, due to the reduction of the carbonyl group at the position
C3 in the heterocyclic ring [31,33]. In the isatin halogen-derivatives: 5-
Br-ISA, 5-I-ISA, 5,7-diCl-ISA, 5,7-diBr-ISA, 5,7-F-Cl-ISA and 5,7-Br-Cl-
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ISA the cathodic peak 7cwas not detected, showing that the presence of
the halogen atom in the benzene ring hampered the reduction of the
carbonyl in the isatin halogen-derivatives when compared to ISA.

The reduction of 200 μM 5-F-ISA, Fig. 3, showed two successive ca-
thodic peaks, reversible peak 6c, at Ep6c =−0.50 V, and an irreversible
peak 7c, at Ep7c =−0.78 V. The second CV showed a decrease of peaks
6c and 7c current, due to the 5-F-ISA reduction products adsorption on
the GCE surface, Fig. 3.

The isatin halogen-derivatives reduction CVs were compared with
the ISA reduction CV [31], where two reduction peaks were detected,
at Ep6c=−0.48 and Ep7c=−0.60V, andwith the 500 μMISA reduction
CV, Figs. 1A and 2A. However, in the 500 μM ISACVs, Figs. 1A and 2A, the
peak at −0.48 was shifted towards a more cathodic potential at
−0.58 V and, as expected, the small peak at−0.60 V was not detected.
This is explained because the 500 μM ISA concentration used wasmuch
higher than the 300 μM ISA concentration in [31], and the reduction
products associated with the first reduction process will be adsorbed
on the GCE hindering the electroreduction of the second process. The
ISA electroreduction was also investigated using SW voltammetry for
a lower ISA concentration and the results, in Section 3.2.3, are in agree-
ment with [31].
3.2.2. Differential pulse voltammetry
The electrochemical reduction of 5-F-ISA was studied using DP volt-

ammetry in different 0.1 M ionic strength electrolytes over a range be-
tween 2.0 b pH b 10.

The DP voltammograms of 20 μMof 5-F-ISA showed two pH-depen-
dent reduction peaks, peak 6c and 7c, and their potential shifted tomore
negative values with increasing pH. Peak 7c only occurred for electro-
lytes with pH b 8.0, Figs. 7A and B.

For 2.0 b pH b 8.0 the 5-F-ISA pH-dependence was linear for both
peaks 6c and 7c, Fig. 7A. In the Epc vs. pH plot, Fig. 7B, the slope of the
dotted line was – 59 mV per pH unit, and the width at half-height of
peak 6c was W1/2 ~ 74 mV, and of peak 7c was W1/2 ~ 92 mV, so, both
reduction processes occurred with the transfer of one electron and
one proton. For pH N 8.0, the one electron transfer reduction peak 6c
was pH-independent.
3.2.3. Square wave voltammetry
The 5-F-ISA and ISA electrochemical reduction was studied using

SW voltammetry, Fig. 8A and B.
The first SW voltammogram recorded in a solution of 20 μM5-F-ISA,

in 0.1 M phosphate buffer pH= 7.0, showed two reduction steps, peak
6c, at Ep6c =−0.41 V, and peak 7c, at Ep7c =−0.70 V, Fig. 8A, in agree-
mentwith the CV andDP voltammetry results. Plotting the forward and
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backward components of the total current, the reversibility of peak 6c
and the irreversibility of the peak 7c, Fig. 8A, was demonstrated.

However, the first SWvoltammogram in a lower concentration solu-
tion of 20 μM ISA, in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.0, showed two ir-
reversible, peak 7c, at Ep7c = −0.50 V, associated with the carbonyl
group reduction [31], and peak 8c, at Ep8c = −0.64 V, associated with
the reduction of the dimer isatide, formed at the electrode surface
after ISA reduction [31], Fig. 8B.

SW voltammetry clearly demonstrated that in the reduction of 5-F-
ISA, the first reduction process, peak 6c, was associated with the cleav-
age of the carbon-halogen bond, and the second reduction process, peak
7c, with the reduction of the carbonyl group at the position C3 in the
heterocyclic ring, and that the presence of the halogen atom on the ben-
zene ring hampered the reduction of the carbonyl group in the isatin
halogen-derivatives when compared to ISA.

4. Conclusions

The electrochemical behaviour of a group of eleven isatin halogen-
derivatives, with a large spectrum in clinical applications, by CV, DP
and SWvoltammetry, over awide pH range using a GCE,was investigat-
ed. The results showed that the halogen groups attached to the isatin
benzene ring strongly influenced the oxidation and reduction mecha-
nisms, and new redox processes, when compared with isatin, occurred.
The electrochemical results demonstrated that the monohalogen sub-
stitutions, attached to the isatin benzene ring at C5 or C7 position, in-
creased the electron-donor character, while the dihalogen
substitutions, attached to the isatin benzene ring at C5, C7 or C4, C6, de-
creased the electron-donor character, when compared with isatin. The
halogens attached on the benzene ring in the isatin structure gave rise
to different redox mechanisms depending on the nature, the number,
and the position of the halogen substituents on the isatin molecule.
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A B S T R A C T

Calmodulin (CaM) is an essential protein present in all eukaryote cells, ranging from vertebrates to unicellular organisms.
CaM is the most important Ca2 + signalling protein, composed of two domains, N- and C-terminal domains, linked by a
flexible central α-helix, and is responsible for the regulation of numerous calcium-mediated signalling pathways. Four
calcium ions bind to CaM, changing its conformation and determining how it recognizes and regulates its cellular targets.
The oxidation mechanism of native and denatured CaM, at a glassy carbon electrode, was investigated using differential
pulse voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. Native and denatured CaM presented only one oxida-
tion peak, related to the tyrosine amino acid residue oxidation. Calcium-induced calmodulin conformational change and
the influence of Ca2 + concentration on the electrochemical behaviour of CaM were evaluated, and significant differences,
in the tyrosine amino acid residue peak potential and current, in the absence and in the presence of calcium ions, were
observed. Gravimetric measurements were performed with a graphite coated piezoelectric quartz crystal with adsorbed
CaM, and calcium aggregation by CaM was demonstrated.
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Calcium-induced calmodulin conformational change. Electrochemical evaluation
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Nomenclature

CaM (calmodulin)
Tyr (tyrosine)
Trp (tryptophan)
His (histidine)
Cys (cysteine)
Met (methionine)
SDS (sodium dodecyl sulphate)
DTT (dithiothreitol)
TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine)
GCE (glassy carbon electrode)
CV (cyclic voltammetry)
DP (differential pulse)
PTyr (tyrosine oxidation peak)
EIS (electrochemical impedance spectroscopy)
EQCM (electrochemical quartz crystal microbalance)
CPE (constant phase element)

1. Introduction

Calmodulin (CaM) is a small protein present in all eukaryote cells,
ranging from unicellular organisms to vertebrates. CaM is the most
important calcium signalling protein, involved in the regulation of nu-
merous Ca2 + dependent pathways [1,2].

CaM is essential in all organisms due to the broad spectrum of
functions in the control of numerous physiological processes: synthe
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Email address: brett@ci.uc.pt (A.M. Oliveira-Brett)

sis and release of neurotransmitters, regulation of intracellular calcium
concentration, cell motility and proliferation, apoptosis, autophagy,
metabolic homeostasis, protein folding, ions transport, osmotic con-
trol, reproductive processes, muscle contraction and gene expression,
among others [2,3].

CaM is composed of two domains, N- and C-terminal domains,
linked by a flexible central α-helix (Scheme 1) [4]. The N-terminal do-
main contains EF-hands, EF-1 and EF-2, called CaM12 and the C-ter-
minal domain contains EF-hands EF-3 and EF-4, called CaM34 [5].
The EF-hand structural motif was devised in 1973 and is the most
common calcium-binding motif found in proteins [6].

The EF-hand motif contains a helix-loop-helix topology, much like
the thumb and forefinger of the human hand, each representing a helix
and the middle finger bent to suggest the octahedral loop in which the
Ca2 + ions are coordinated by ligands within the loop region (usually
about 12 amino acids). The EF-hand motif contains approximately 40
residues and is involved in binding intracellular calcium [6].

The CaM can bind to four calcium ions (two Ca2 + per domain) and
exists in two forms: without calcium (ApoCaM) and in the calcium
saturated form (HoloCaM) [3,5]. Increasing calcium intracellular lev-
els, Ca2 + binds to CaM and undergoes an “open form” conformational
change with the hydrophobic structure exposed [5].

Each domain of the Ca2 + saturated HoloCaM contains a methio-
nine-rich cavity. The flexibility and polarizability of the methionine
amino acid residues, present on the hydrophobic surface and other hy-
drophobic amino acid residues, enable the occurrence of adjustable in-
teraction areas that can aggregate CaM targets [5,6]. CaM is able to
bind to a large array of peptides, enzymes, protein myosin kinase, pro-
tein kinase II and others, with different sizes and shapes, and modulate
their activity in many different ways, leading to biochemical and cel-
lular changes [6,7].

http://dx.doi.org/10.1016/j.bioelechem.2016.10.002
1567-5394/© 2016 Published by Elsevier Ltd.
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Scheme 1. 3D Structure of Apo-Calmodulin (left) and Holo-Calmodulin (right) with calcium atoms (red) and the electroactive residues, methionine (yellow), tyrosine (green) and
histidine (blue) [4]. (For interpretation of the references to color in this scheme legend, the reader is referred to the web version of this article.)

The Ca2 + binding to CaM is not always essential for some of
the vital roles and regulatory function of CaM. ApoCaM also binds
and can regulate a variety of proteins, including neuromodulin, neu-
rogranin, unconventional myosins and enzymes that can interact with
CaM, in the absence or for very low Ca2 + concentrations [1].

CaM-dependent signalling mechanisms involved in cell prolifera-
tion, programmed cell death or autophagy, are essential in tumour cell
biology [2,8,9]. Some studies have demonstrated anomalous intracel-
lular concentrations of CaM and other Ca2 + binding proteins in tu-
mour cells, compared with cells from normal tissues [2].

CaM has also been considered a crucial molecule in the etiology of
adolescent idiopathic scoliosis and some studies suggest that platelet
CaM levels may be a better biomarker for the disease curve progres-
sion [11,12].

The improvement of effective methods for the determination and
quantification of CaM is essential for drug development, clinic diag-
nosis and disease etiology research due to the importance of CaM in
the control of numerous physiological processes. There are some bio-
chemical, thermodynamic and structural studies about CaM and the
Ca2 + -induced CaM conformational changes [13–17].

Investigation of the electrochemical behaviour and the protein in-
teractions with solid electrode surfaces is very important in drug dis-
covery and a key to novel applications in biosensors, biotechnology
and medical devices. The electrochemical study of proteins has been

the main subject of many scientific papers over recent years, using
gold and carbon electrodes [18–21]. From the 20 amino acids present
in proteins, the oxidation only occurs in five electroactive amino acids:
tyrosine (Tyr), at Ep ~ 0.65 V, tryptophan (Trp), at Ep ~ 0.65 V, histi-
dine (His), at Ep ~ 1.1 V, cysteine (Cys), at Ep ~ 0.55 V, and methion-
ine (Met), at Ep ~ 1.25 V [22]. At carbon electrodes these amino acids
are oxidized in an irreversible pH-dependent electron transfer mecha-
nism [23–25].

The CaM structure is formed by a sequence of 148 amino acids,
and the electroactive amino acids are methionine (10 residues), tyro-
sine (2 residues) and histidine (1 residue) (Scheme 2). Tyrosine un-
dergoes oxidation at glassy carbon electrodes and at boron doped dia-
mond electrodes, with one-irreversible peak corresponding to the oxi-
dation of the hydroxyl group [19]. Methionine oxidation occurs in two
steps involving the adsorption and the protonation/deprotonation of
the thioether group [19,23,24]. Histidine oxidation occurs at a higher
positive potential in a single step [22,25].

In the present work, the influence of Ca2 + on the CaM confor-
mational change, and the electrochemical oxidation behaviour of na-
tive and denature CaM were investigated, using differential pulse
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy at a glassy
carbon electrode, and a quartz crystal microbalance with a graphite
coated quartz crystal. In order to unfold CaM tertiary and quaternary
structures, the glassy carbon electrode surface modified by a thick
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Scheme 2. Chemical structures of the three electroactive amino acids, tyrosine (Tyr), histidine (His), and methionine (Met), in the CaM sequence.

multilayer CaM film was incubated for different time periods with
urea, SDS and the reductants TCEP and DTT, and the behaviour of
denatured CaM was investigated.

2. Experimental

2.1. Materials and reagents

Calmodulin (CaM), from bovine testicles, was obtained from
Genaxxon bioscience (Söflinger, Germany) and used without further
purification. A stock solution of 60 μM CaM was prepared in deion-
ized water and stored at 4 °C.

Sodium dodecyl sulphate (SDS), dithiothreitol (DTT), tris(2-car-
boxyethyl)phosphine (TCEP), urea, calcium chloride hexahydrate
(CaCl2) and potassium hexacyanoferrate (II) (K4[Fe(CN)6]), were ob-
tained from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Stock solutions of
0.2 M SDS, 0.2 M DTT, 0.1 M TCEP, 8 M urea and 0.2 M CaCl2 were
prepared in deionized water and stored at 4 °C. Solutions of different
concentrations of SDS, DTT, TCEP, and urea were prepared by dilu-
tion in 0.1 M (Tris/HCl) pH = 7.0.

All supporting electrolyte solutions were prepared using analyti-
cal grade reagents and purified water from a Millipore Mili-Q system
(conductivity ≤ 0.1 μS cm− 1) (EMD Millipore, Massachusetts, USA)
(Certificate ISO 9001 Quality systems standards). The supporting
electrolyte buffer solutions were: 0.1 M HAcO/NaAcO acetate buffer
pH 3.4, 4.5, and 5.4; 0.1 M Tris/HCl buffer pH = 7.0; 0.1 M
NaH2PO4/Na2HPO4 phosphate buffer pH 6.08 to 8.05; and 0.1 M
NaOH/Na2B2O7 buffer pH = 9.25.

Microvolumes were measured using electronic pipettes (EP),
EP-10 μM and EP-100 μM, Plus Motorized (Rainin Instrument Co.
Inc., Woburn, USA). The pH measurements were performed with a
CRISON 2001 (Crison Instruments, Barcelona, Spain) micro pH-me-
ter with an Ingold-combined glass electrode.

All experiments were done at room temperature (25 ± 1 °C).

2.2. Voltammetric parameters and electrochemical cells

Voltammetric experiments were carried out using a μAutolab Type
III potentiostat running with GPES 4.9 software, Metrohm, Utrecht,
The Netherlands. Measurements were carried out using a glassy car-
bon electrode (GCE) (d = 1.0 mm) as working electrode, a Pt wire
counter electrode and an Ag/AgCl (3 M KCl) as reference electrode,
in a 2 mL one-compartment electrochemical cell (eDAQ, Europe).

The GCE was polished using diamond spray (particle size 1 μm) be-
fore every electrochemical assay. After polishing, the electrode was
rinsed thoroughly with Milli-Q water. Following this mechanical
treatment, the GCE was placed in buffer supporting electrolyte and
various differential pulse voltammograms were recorded until a steady
state baseline voltammogram was obtained. This procedure ensured
very reproducible experimental results.

The experimental conditions for cyclic voltammetry (CV) were
scan rate 100 mV s− 1, and for differential pulse (DP) voltammetry
were pulse amplitude 50 mV, pulse width 70 ms and scan rate
5 mV s− 1.

The electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements
were carried out using an Autolab PGSTAT 10, and performed using
FRA software version 4.9, Metrohm, Utrecht, The Netherlands. A si-
nusoidal perturbation of root-mean-square (r.m.s.) amplitude 10 mV
was applied over the frequency range 10 kHz to 0.1 Hz with seven fre-
quency values per decade. The impedance spectra were analysed by
fitting to a Randles-type equivalent electrical circuit using ZView soft-
ware (Scribner Associates, USA).

The EIS measurements were obtained at the hexacyanoferrate (III)/
(II) midpoint potential, Eap = + 0.20 V, applied to the GCE, in 0.1 M
(Tris/HCl) pH = 7.0, and for different concentrations of K4[Fe(CN)6].

Gravimetric measurements were performed with an electrochemi-
cal quartz crystal microbalance (EQCM) integrated in an AWS A20
platform with a graphite coated piezoelectric Au quartz crystal
(AuQC_Gr) of 9 MHz central frequency, running with A20RPSoft
software (AWSensors, Scientific Technology, Valencia, Spain). The
cell integrated in the AWS A20 platform was coupled to com-
puter-controlled SP-200 Research Grade Potentiostat/Galvanostat/
FRA running with EC-Lab V10.40 software (Bio-Logic Science In-
struments SAS, Claix, France). The Au electrodes were cleaned with
Milli-Q water and dried in a stream of pure N2. After each measure-
ment, the Au electrodes were cleaned with ethanol, then washed with
Milli-Q water, and dried at room temperature.

2.3. Acquisition and presentation of voltammetric data

All the DP voltammograms presented were baseline corrected us-
ing the moving average application with a step window of 5 mV, in-
cluded in GPES version 4.9 software. This mathematical treatment
improved the visualization and identification of peaks over the base-
line without introducing artefacts, although the peak current intensity
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is in some cases reduced (10%) relative to that of the untreated curve.
Nevertheless, this mathematical treatment of the original voltammo-
grams was used in the presentation of all experimental voltammo-
grams for a better and clearer identification of the peaks. The val-
ues for peak current presented in all graphs were determined from the
original untreated voltammograms.

2.4. Electrochemical procedures

The oxidation of the native and denatured CaM was investigated
using two experimental procedures.

2.4.1. Procedure 1
For the electrochemical oxidation of native CaM, 100 μL of 60 μM

CaM stock solution, 1 mg/mL CaM in water, were placed in the
electrochemical cell, containing 100 μL of the supporting electrolyte
0.1 M Tris/HCl buffer pH = 7.0, in order to obtain 30 μM CaM, and
DP voltammetry was performed.

2.4.2. Procedure 2
For the electrochemical oxidation of the denatured CaM the GCE

surface was modified with an immobilized CaM thick multilayer film,
obtained by depositing one drop 5 μL of 60 μM CaM 4 times on the
GCE surface and after each drop the GCE was dried under a N2 con-
stant flux. Then the GCE modified with the CaM film was incubated
in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0, containing a denaturing agent,
6 M urea, 50 mM TCEP, 50 mM SDS or 10 mM DTT, during dif-
ferent time periods: 30, 60, 120 and 180 min. Afterwards, the CaM
modified GCE was removed from the solution, washed with deion-
ized water, to remove the excess of denaturing or reductant agent,
and of native and denatured CaM, and placed in the electrochemical
cell containing only the supporting electrolyte 0.1 M Tris/HCl buffer
pH = 7.0, where DP voltammetry was performed.

3. Results and discussion

The binding of Ca2 + to CaM induces a significant conformational
change in the protein structure. Consequently, the influence of Ca2 +

concentration on CaM conformational change will lead to changes in
the protein electrochemical behaviour. These changes were evaluated
by DP voltammetry and EIS, using the GCE surface modified with
a multilayer CaM film, and by the gravimetric measurements (QCM)
performed with a graphite coated piezoelectric quartz crystal with ad-
sorbed CaM. However, in order to clearly understand the electrochem-
ical evaluation the Ca2 +-induced CaM conformational changes, the
electrochemical oxidation, of native and denature CaM, at the GCE,
was also investigated.

3.1. Oxidation of native CaM. Effect of pH

DP voltammetric experiments in 30 μM CaM, in 0.1 M (Tris/HCl)
buffer pH = 7.0, showed only one oxidation peak, PTyr at
Ep = + 0.66 V, corresponding to the Tyr99 or Tyr138 amino acid residue
oxidation [26] (Fig. 1).

The electrochemical oxidation of native CaM was also investigated
by DP voltammetry, over a wide pH range between 2 and 11. The DP
voltammograms were all recorded in solutions of 30 μM CaM, in dif-
ferent buffer electrolytes with 0.1 M ionic strength, and only the Tyr
amino acid residue oxidation peak, PTyr, occurred (Fig. 2). Increasing
the pH, the potential shifted to more negative values, and the highest
peak current was obtained in 0.1 M phosphate buffer pH ~ 6 (Fig. 2A).

Fig. 1. DP voltammogram baseline corrected of tyrosine, PTyr, amino acid residue ox-
idation peak, in 30 μM CaM, 0.1 M (Tris/HCl) buffer solution pH = 7.0. Scan rate
5 mV s− 1.

Fig. 2. (A) 3D plot of DP voltammograms baseline corrected of tyrosine, PTyr, amino
acid residue oxidation peak, in 30 μM CaM as a function of pH; (B) Plot of tyrosine,
PTyr, amino acid residue oxidation peak potential ( ) Ep, and peak current ( ) Ip vs. pH.
Scan rate 5 mV s− 1.
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The oxidation mechanism involved the same number of electrons
and protons because the slope of the dotted line in the Ep vs. pH plot
was − 59 mV per pH unit (Fig. 2B). Taking into consideration that the
peak width at half height was W1/2 ≈ 100 mV, it is concluded that the
oxidation process in the native CaM involved the transfer of one elec-
tron and one proton, in agreement with the oxidation of Tyr amino
acid residues [26].

3.2. CV and EIS characterization of the CaM modified GCE

The GCE surface modified with immobilized multilayer CaM film
was characterized using [Fe(CN)6]

4 − as the redox probe, by CV and
EIS.

The CV of [Fe(CN)6]
4 − recorded with a bare GCE surface pre-

sented one reversible peak, whereas the CV with the GCE modified
with immobilized multilayer CaM film showed one irreversible peak
(Fig. 3).

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is an effective and
convenient method for monitoring the interfacial characterization of
electrodes, and [Fe(CN)6]

4 − was used as the redox probe in the EIS
measurements at the CaM modified GCE surface [27,28].

A Randles-type electrical equivalent circuit (Scheme 3), was used
to fit the experimental spectra. In the circuit, RΩ represents the cell re-
sistance (solution and bulk composite resistances). The constant phase
element (CPE), defined as:

Fig. 3. Cyclic voltammograms, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer solution pH = 7.0: ( ) bare
GCE, (▬) GCE in 3 mM K4[Fe(CN)6] and ( ) GCE modified with a multilayer CaM
film in 3 mM K4[Fe(CN)6]. Scan rate 100 mV s− 1. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Scheme 3. Electrical equivalent circuit for EIS data fitting.

was modelled as a non-ideal capacitor where the capacitance, C, de-
scribes the double layer charge separation at the modified elec-
trode-solution interface, ω is the radial frequency in rad s− 1, the expo-
nent α is due to the non-uniformity and heterogeneity of the surface.
Rct is the charge-transfer resistance across the electrode-solution inter-
face.

The Warburg element, ZW, represents diffusion and is given by:

where Rdiff is a diffusion resistance of electroactive species, τ is a time
constant depending on the diffusion rate (τ = l2 / D, where l is the ef-
fective diffusion thickness, and D is the effective diffusion coefficient
of the species), the exponent α = 0.50 for a perfect uniformly flat in-
terface. Values of α < 0.50 correspond to a non-uniform interface.

The complex plane impedance plots were recorded at the hexa-
cyanoferrate (III)/(II) midpoint potential, Eap = + 0.20 V, applied to
the GCE, in 1, 3 and 5 mM [Fe(CN)6]

4 −, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer
pH = 7.0 (Fig. 4).

The GCE modified with the immobilized multilayer CaM film
showed a semi-circle corresponding to the occurrence of the charge
transfer reaction, with a charge transfer resistance (Rct), represented by
the diameter of the semi-circle, larger than that at a bare GCE (Fig. 4).
It was observed, as expected, for the GCE with and without immobi-
lized multilayer CaM film, that the Rct values decreased with increas-
ing [Fe(CN)6]

4 − concentration.
The [Fe(CN)6]

4 − redox process using the GCE surface modified
with immobilized multilayer CaM film gave a Rct ~ 500 kΩ (Fig. 4B)
(curve ) for 1 mM [Fe(CN)6]

4 −, while the [Fe(CN)6]
4 − redox process

using the bare GCE, for 1 mM [Fe(CN)6]
4 −, showed a much lower

Rct ~ 50 kΩ (Fig. 4A) (curve ).
The increase of Rct using the GCE modified with the multilayer

CaM film was expected, since the immobilized CaM molecules on
GCE surface blocked electron transfer between the redox probe and
the GCE surface, leaving approximately 10% of the glassy carbon
electrode surface uncovered.

3.3. Effect of denaturing agents on CaM oxidation

Proteins are complex molecules that follow structural organiza-
tion levels. The denaturing process causes morphological changes in
the 3D structure which unfolds, covering the electrode surface and
making the electrochemical oxidation of the electroactive amino acid
residues easier.

The denaturing agent urea, the most widely used, affects the sec-
ondary and tertiary structure without affecting the primary structure,
because of its high affinity for peptide bonds, breaking the hydrogen
bonds and the salt bridges between positive and negative side chains,
thereby disrupting the tertiary structure of the peptide chain.

The use of the denaturing detergent SDS, that dissolves hydropho-
bic proteins, and the reducing agents DTT or TCEP, that disrupt disul-
phide bonds, was also important for a qualitative and quantitative
analysis in proteomic oxidation mechanisms investigation.

Both denaturing agents DTT and TCEP are electroactive on GCE,
in phosphate buffer pH = 7.0, with one oxidation peak for DTT, at
Ep ≈ + 1.15 V, and for TCEP, at Ep ≈ + 0.9 V [29]. SDS and urea are
not electroactive.

The oxidation process at the GCE modified with immobilized mul-
tilayer CaM film showed one small oxidation peak (Fig. 5) (▬), cor-
responding to the Tyr99 or Tyr138 amino acid residue oxidation, at

(1)

(2)
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Fig. 4. Complex plane impedance spectra, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0, for (
) 1, ( ) 3 and ( ) 5 mM K4[Fe(CN)6], at ferrocyanide applied midpoint potential,

Eap = + 0.2 V: (A) bare GCE and (B) GCE modified with a multilayer CaM film.

Ep = + 0.66 V, in agreement with the CaM oxidation DP voltammo-
gram (Fig. 1).

The effect of the denaturing agents on CaM electrochemical oxi-
dation was evaluated by comparing the behaviour of the GCE modi-
fied with immobilized multilayer native CaM film as control, with the
changes observed after interaction with each denaturing agent. A new
film was always prepared for each experiment. After incubation the
GCE was washed with deionized water to remove the excess of de-
naturant and only then the DP voltammograms, in 0.1 M (Tris/HCl)
buffer pH = 7.0, were recorded.

The multilayer native CaM film immobilized on GCE, Procedure
2, was denatured after incubation in the agents 50 mM SDS and
TCEP, 10 mM DTT, and 6 M urea, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer
pH = 7.0, during different time periods: 30, 60, 120 and 180 min (Fig.
5). The oxidation mechanism of denatured CaM film immobilized on
GCE was investigated using DP voltammetry. Care was taken for the
GCE surface to be completely covered by the CaM molecules immo-
bilized multilayer film, in order to avoid non-specific adsorption and
binding of denaturant molecules.

After incubation of the GCE modified with immobilized multi-
layer CaM film in 6 M urea solution, for different time periods, an
increase of the Tyr amino acid residue oxidation peak, PTyr, current,
at Ep = + 0.66 V, occurred but no new CaM oxidation peaks were ob-
served (Fig. 5A).

DP voltammograms of GCE modified with immobilized multilayer
CaM film after incubation in SDS showed a marked decrease of the
Tyr amino acid residue oxidation peak, PTyr, current after 30 min, but
no new oxidation peaks were detected when compared with the con-
trol (Fig. 5B). The peak current increased again after 180 min. This
was due to the SDS affecting the protein structure. SDS is a denaturing
agent that disrupts noncovalent interactions by electrostatic repulsion,
transforming the protein into a linear polypeptidic chain.

DP voltammograms of GCE modified with immobilized multilayer
CaM film after incubation in reductants DTT or TCEP presented no
significant changes, besides the Tyr oxidation peak current, PTyr, de-
crease after 30 min but no new peaks occurred (Fig. 5C and D). DTT
and TCEP have been applied to protein samples to cleave the disul-
phide bond of cysteine amino acid residues [18]. The results are co-
herent because CaM has no cysteine group, so DTT did not cause any
effect on CaM structure.

However, the DP voltammograms of GCE modified with immobi-
lized multilayer CaM film after 60 min incubation in TCEP showed
the Tyr amino acid residue oxidation, PTyr, peak, and a new peak, at
Ep = + 0.95 V, corresponding to the His amino acid residue oxidation,
PHis, also occurred. The influence of TCEP on CaM three-dimensional
structure was more extensive that of DTT.

Denaturation of CaM by urea, SDS, DTT and TCEP was per-
formed using a GCE modified with immobilized multilayer CaM film
for different incubation time periods. Urea caused an enhancement of
the Tyr amino acid residue oxidation peak, PTyr, current, due to a bet-
ter access to the GCE surface. SDS and DTT caused a decrease of the
Tyr amino acid residue oxidation peak current, due to their high reac-
tivity to promote a total unfolding of the CaM structure, which made
the interaction and subsequent adsorption of non-electroactive amino
acid residues to the electrode surface easier, but no new peak ap-
peared. TCEP after 60 min showed an enhancement of the Tyr amino
acid residue oxidation peak, PTyr, current and the new His amino acid
residue oxidation peak, PHis, occurred.

3.4. Electrochemical evaluation of the Ca2 +-induced CaM
conformational changes

CaM is involved in the regulation of numerous Ca2 +-dependent
pathways and undergoes a Ca2 +-induced change in conformation,
leading to biochemical and cellular changes, being one of the most
important signalling proteins. Structurally, the CaM calcium saturated
form (HoloCaM) contains four Ca2 + binding sites (Scheme 1).

The Ca2 + ligand-binding site of CaM contains aspartic and glu-
tamic acid; two negatively charged amino acids at physiological pH.
Once Ca2 + is bound to CaM there are many conformational changes in
the protein secondary structure. The electroactive Tyr residues are sit-
uated in close proximity to the Ca2 + binding sites, and the Ca2 +-CaM
changes on secondary structure can affect the Tyr residues redox sig-
nal, i.e. oxidation peak potential and current. Therefore, the redox be-
haviour of CaM in the presence of different Ca2 + concentrations, by
DP voltammetry, at the GCE, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0,
was investigated.

The DP voltammogram in 30 μM CaM without Ca2 + showed an
anodic peak PTyr, at Ep = + 0.66 V, corresponding to the Tyr99 or
Tyr138 amino acid residue oxidation. Taking into consideration the
CaM secondary structure (Scheme 1), it is likely that the Tyr99 was
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Fig. 5. DP voltammograms baseline corrected, at GCE modified with a multilayer CaM film, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0: ( ) before and (▬) after incubation in: (A) 6 M
urea, (B) 50 mM SDS, (C) 10 mM DTT, and (D) 50 mM TCEP. Scan rate 5 mV s− 1. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)

more easily oxidized than Tyr138, since the last one is surrounded by
three α-helix regions.

In the DP voltammograms in 30 μM CaM containing micromolar
Ca2 + concentrations (30, 60 and 120 μM) (Fig. 6A), the Tyr amino
acid residue oxidation potential was slightly shifted to a more positive
potential and the oxidation peak current decreased and was inversely
proportional with the increase of Ca2 + concentration. At 120 μM Ca2 +

the Tyr amino acid residue oxidation peak current had the lowest
value, corresponding to the 1 CaM:4 Ca2 + ratio (Scheme 1).

In the DP voltammogram in 30 μM CaM containing 1 mM Ca2 +,
the Tyr amino acid oxidation occurred at the same potential, and with
the same current, as for 120 μM Ca2 + (Fig. 6A). Increasing the Ca2 +

concentration up to 10 mM Ca2 + the oxidation peak current remained
the same but the Tyr amino acid residue oxidation peak potential was
shifted to more positive potentials, at Ep ≈ + 0.8 V.

However, in 30 μM CaM containing higher Ca2 + concentrations,
> 30 mM, the Tyr amino acid residue oxidation peak current, in the
DP voltammogram, increased one fold and the peak potential re

mained constant, at Ep ≈ + 0.8 V (Fig. 6B). The current decrease and
the positive potential shift are due to the Ca2 +-induced CaM confor-
mational changes.

For high Ca2 + concentrations, the Tyr138 phenol moiety remained
between the α-helix regions being protected for oxidation, but the
Tyr99 phenol moiety became more close to the protein backbone
(Scheme 1) (right), and the nearby presence of other non-electroactive
amino acid residues made the Tyr amino acid residue oxidation more
difficult.

3.5. EIS characterization of Ca2 +-induced CaM conformational
changes

The influence of Ca2 + concentration on the surface of GCE mod-
ified with immobilized multilayer CaM film was also probed by EIS,
at the hexacyanoferrate (III)/(II) midpoint potential, Eap = + 0.20 V,
applied to the GCE, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0. EIS were
recorded for 1, 3 and 5 mM K4[Fe(CN)6] solutions. Complex plane
plots, in 3 mM K4[Fe(CN)6], for different Ca2 + concentrations, be-
tween 60 μM and 1 mM, are presented in Fig. 7.
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Fig. 6. DP voltammograms baseline corrected in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0, ( ) 30 μM of CaM and (▬) 30 μM CaM with different concentrations of CaCl2: (A) 0, 30, 60
and 120 μM, and (B) between 0 and 60 mM. Scan rate 5 mV s− 1. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)

Fig. 7. Complex plane impedance spectra 3D plot of the GCE modified with a mul-
tilayer CaM film, in 3 mM K4[Fe(CN)6], in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0, at fer-
rocyanide applied midpoint potential, Eap = + 0.20 V, for ( ) 60 μM, ( ) 120 μM, (
)240 μM, and (◊) 1 mM CaCl2 concentrations.

The EIS were fitted using the Randles-type equivalent electrical
circuit (Scheme 3), as previously, see Section 3.2.

The spectra showed that, increasing the Ca2 + concentrations, both
real and imaginary impedance decreased (Fig. 7). For a higher Ca2 +

concentration, 1 mM, it was possible to observe two regions: the
semi-circular part at higher frequencies corresponding to the electron
transfer process and a linear part at lower frequencies corresponding
to diffusion (Fig. 7). At Ca2 + concentrations below 240 μM only the
electron transfer process region was observed.

Analysis of the spectra, Table 1, showed a decrease in Rct with in-
crease of Ca2 + concentration in the solution leading to an increase of
the available electrode surface area. The diffusion resistance increased
with the Ca2 + concentration due to the change in the CaM conforma-
tion at the electrode surface.

The values of α1 ~ 0.94, close to 1.0, are related with the electrode/
CaM interface, and remained constant upon increasing the Ca2 + con-
centration, indicating that there is a homogeneous non-porous inter-
face, not influenced by Ca2 + concentration. For a higher concentra-
tion of Ca2 +, the diffusional Warburg resistance was identified with
a high diffusional time of 200 s, indicating a slow diffusion of Ca2 +

within the protein layer for the high Ca2 + concentration. The value of
α2 = 0.42 corresponds to Ca2 + ions diffusion through a CaM protein
uniform layer on the electrode surface.

Low frequency inductive loops appeared for lower Ca2 + concen-
tration because the CaM conformational change did not occur, the
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Table 1
EIS data fitting equivalent circuit (Scheme 3, Fig. 7), for a GCE surface modified with a
multilayer CaM film, in 0.1 M (Tris/HCl) buffer pH = 7.0, for different Ca2 + concentra-
tions, in 3 mM K4Fe(CN)6, at the hexacyanoferrate(III)/(II) applied midpoint potential,
Eap = + 0.20 V.

Ca2 +

μM
RΩ
Ω

Rct
kΩ cm2

CPEdl
μF cm− 2 sα − 1 α1

ZW
kΩ cm2 sα − 1

τ
s α2

60 1.91 5.5 16.6 0.94 – – –
120 1.95 4.3 15.4 0.94 – – –
240 2.08 2.4 19.1 0.95 – – –
1000 2.12 0.5 15.4 0.94 1.7 200 0.42

Abbreviations: RΩ - cell resistance, Rct – charge-transfer resistance, CPEdl – double
layer constant phase element, α – surface non-uniformity and heterogeneity, ZW -
Warburg element, τ - time constant depending on diffusion rate.

CaM structure was rigid and the protein was attached to the electrode
surface in a conformation less favourable for charge transfer to take
place.

In the presence of higher Ca2 + concentrations, the protein un-
derwent a Ca2 +-induced conformational change to an “open form”,
becoming more flexible at the electrode surface, enabling the
[Fe(CN)6]

4 − ions to reach the GCE surface more easily, leading to a
lower value of charge transfer resistance. At the same time, the flexi-
bility of the protein hinders the diffusion process. Moreover, the diffu-
sion resistance increase can be associated with a competition between
[Fe(CN)6]

4 − and Ca2 + ions, to reach the electrode surface.

3.6. Gravimetric study of Ca2 +-induced CaM conformational
changes

The electrochemical quartz crystal microbalance (EQCM) is an es-
sential tool that enables the monitoring of both mass changes and cur-
rent during the potential cycling. The mass variation in time can be
monitored on the basis of the relationship between the induced fre-
quency variation and the deposited mass on the QCM crystal.

In the specific case of rigid films adsorbed at the QCM crystal sur-
face, the relationship is described by the Sauerbrey equation:

where f0 is the resonant frequency (for these crystals is 9 MHz),
∆ f is the frequency change (Hz), ∆ m is the mass change (g), A is
the piezoelectrically active crystal area, ρq is the density of quartz
(2.648 g cm− 3), and μq is the shear modulus of quartz for AT-cut
crystals (2.947 × 1011 g cm− 1 s− 2) which leads to
∆ f / ∆ m = − 894 Hz μg− 1.

The aggregation of Ca2 + ions by CaM was observed using a quartz
crystal microbalance (QCM). The gravimetric measurements were
performed in an graphite coated piezoelectric quartz crystal
(AuQC_Gr) with the surface covered with a drop of 10 μL of 60 μM
CaM, dried at room temperature. Once dried, the crystal was placed
in the QCM and covered with 5 mL of buffer solution, 0.1 M (Tris/
HCl) pH = 7.0. Afterwards, successive additions of CaCl2 were per-
formed, the frequency variation was recorded, and the mass changes in
the modified electrode were determined. The frequency obtained after
stabilization of the system was taken as the reference value, to make
easier to follow the change in frequency, corresponding to each Ca2 +

ion addition.
After each addition of 30 μL of 10 mM CaCl2 the corresponding

frequency was determined (Fig. 8). The frequency peaks that appear

Fig. 8. Frequency variation, of the graphite coated piezoelectric quartz crystal with ad-
sorbed CaM, function of: (A) time, after successive additions of 30 μL of 10 mM CaCl2,
and (B) calcium ion concentration in solution.

are due to the noise caused by each addition. It was observed that
the aggregation of Ca2 + by CaM does not occur uniformly (Fig. 8A).
In the first and second steps, the Ca2 + concentration in the solution
was ~ 120 μM and the frequency did not change, remaining constant,
which means that the mass change did not occur (Fig. 8B).

After the addition of 90 μL Ca2 +, corresponding to 180 μM Ca2 +,
the mass in the electrode surface increased with increasing Ca2 + con-
centration. The frequency started decreasing successively until the
Ca2 + concentration in the solution was ~ 350 μM Ca2 +. These results
were expected because, in the presence of Ca2 +, the protein changes
its conformation from Apo-CaM to Holo-CaM.

CaM can bind four Ca2 + ions, consequently the mass detected in
the electrode surface increased. For Ca2 + concentrations higher than
350 μM the frequency continued to decrease but not linearly. In the
presence of higher Ca2 + concentrations, the protein became more flex-
ible on the electrode surface and this flexibility may make the aggre-
gation of Ca2 + to the protein molecules absorbed in the innermost film
layer at the electrode surface more difficult.

The total frequency variation detected for the successive additions
of Ca2 + was 106 Hz, which corresponded to a mass increase at the
electrode surface of 0.12 μg of Ca2 +. Ideally the mass increase should

(3)

Isabel
Nota
fle-xible



UN
CO

RR
EC

TE
D

PR
OO

F

10 Bioelectrochemistry xxx (2016) xxx-xxx

have been ~ 0.1 μg (value calculated from the ratio 1:4 CaM/Ca2 +)
but the value obtained from the frequency was slightly higher which
meant that at the same time some Ca2 + adsorption at the electrode sur-
face also occurred.

4. Conclusions

Calmodulin (CaM) is an essential protein present in all organisms
and is one of the most important Ca2 + signalling proteins, responsible
for the regulation of numerous Ca2 +-mediated signalling pathways.

The oxidation of native and denatured CaM was characterized by
DP voltammetry. The native CaM oxidation showed a pH-dependent
peak corresponding to the Tyr amino acid residue oxidation. The de-
naturing agent urea unfolded the CaM molecule, improved the elec-
trochemical response and sensitivity, and enhanced the Tyr oxidation
peak current. SDS and DTT unfolded the CaM molecule but caused a
marked decrease of the Tyr oxidation peak current, due to their high
reactivity, which caused CaM molecule conformational changes, en-
abling the interaction and the adsorption of CaM non-electroactive
amino acid residues on the electrode surface easier. TCEP had a sim-
ilar behaviour but an enhanced Tyr oxidation peak current and a new
peak corresponding to His amino acid residue oxidation was observed.

The interaction of Ca2 + with CaM was evaluated by DP voltamme-
try and EIS, and significant changes of Tyr amino acid residue oxida-
tion peak potential and current, decreasing for lower concentration and
increasing for higher Ca2 + concentrations, were found. The Ca2 + bind
with adsorbed CaM, on a graphite coated piezoelectric quartz crystal,
was demonstrated, and the relationship between the induced frequency
variation and the deposited mass in time, was monitored.

These results showed that the Ca2 +-induced CaM conformational
structural changes resulted in an alteration of Tyr amino acid residues
electrochemical signal and may constitute the base for the develop-
ment of a new generation of CaM based Ca2 + biosensors.
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ABSTRACT 

Isatin methyl derivatives have several pharmacoterapeutic applications, such as 

antibacterial, antifungal, antiviral, anticonvulsants and anticancer activities. The 

electrochemical behaviours of thirteen isatin-substituted derivatives with different functional 

groups, such as isatin 1-morpholinomethyl, isatin 1-hydroxymethyl, and isatin 1-, 5- or 7-

methyl, and their halogenated derivatives, in phosphate buffer pH = 7.2, at a glassy carbon 

electrode, by cyclic, differential pulse and square wave voltammetry, were investigated. The 

oxidation mechanism of all isatin derivatives occurred in two consecutive irreversible charge 

transfer pH-dependent reactions. The first anodic reaction was on the benzene ring, with the 

generation of one hydroxyl group attached to the ring, which was oxidized in the second step 

to para- and/or ortho-quinone derivatives, and/or polymeric products. The reduction 

mechanism of all isatin derivatives, was an irreversible cathodic process, dependent on pH 

and the presence/absence of attached halogenated groups. The isatin derivatives reduction, in 

the absence of halogens, caused the irreversible cleavage of the carbonyl group, at the 

position C3, in the heterocyclic ring, and, in the presence of halogens, the cathodic peak 

corresponded to the carbon-halogen bond reduction. The functional groups attached to the 

isatin ring at the 1-position, morpholinomethyl-, hydroxymethyl- and methyl- are not 

electroactive, and do not affect considerably the isatin derivatives redox mechanism, since the 

oxidation occurs at the benzene ring, and the reduction at the carbonyl C3-position.  

 

Keywords: Isatin derivatives, morpholinomethyl, hydroxymethyl, methyl, redox behaviour, 

glassy carbon, voltammetry. 
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1. Introduction 

 

The development of new drugs, derived from the study of natural compounds, or from 

compounds designed and synthesized, is most relevant in chemical research. A great diversity 

of aromatic heterocyclic organic compounds, such as indole, for the developing of molecules 

with important biological properties, have been investigated [1].  

Isatin (1H-indole-2,3-dione), ISA, Scheme 1, is an endogenous indole present in 

mammalian tissues, and in nature [2,3]. ISA is one of the most interesting indole derivatives 

since it is a synthetically versatile substrate, starting material, and intermediate, which can be 

used for the synthesis of a large variety of new ISA derivatives [4-7], with a broad 

pharmacological profile and clinical applications [8-22]. Mainly due to ISA easy synthesis 

and selective functionalization, many pharmaceutically active compounds possess the ISA ring 

in its structure.  

In recent years, ISA and derivatives have been identified as antibacterial and 

antifungal agents [10], anticonvulsant [11], antitubercular [12], antiviral [13], and also have 

sedative/hypnotic properties, causing some positive effects on sleep disorders, that could be 

translated into an alternative choice for the pre-anesthesia, or maintenance of anesthesia [14]. 

Among the ISA functional derivatives 1-substituted compounds are most interesting 

because of their wide applications in the organic synthesis of versatile new ISA derivatives 

[15]. Schiff and Mannich bases of ISA that possess the morpholinomethyl ring substituent in  

1- position, showed antibacterial and antifungal activity [16]. A preliminary study of 

cytotoxic activivity of some metal complexes derived from ISA, also with morpholinomethyl 

ring, was performed against human epidermoid larynx carcinoma cell lines, and the results 

showed high toxic activity, causing cell death [17]. Some ISA 1-methyl derivatives are 
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reported to exhibit a broad-spectrum activity and can also be used for the development of new 

anticonvulsants [18]. 

ISA derivatives also possess anticancer properties [19-21]. One example of an 

important isatin derivative is the 5-fluoro-isatin, used in the synthesis of the anticancer agent 

sunitinib maleate, approved by FDA for the treatment of renal cell carcinoma (RCC), and 

imatinib-resistant gastrointestinal stromal tumour (GIST) [22].  

The electron transfer reactions, in vitro at the electrode surface, and in the organism, 

may share related principles, and can clarify in vivo drug activity, stereochemistry, diffusion, 

solubility and metabolism. Therefore, considering that many physiological processes include 

oxidation-reduction reactions, it is easy to find connections between electrochemical and 

biological reactions regarding electron transfer pathways [23-27]. The redox reactions occur 

at very positive potentials and can only be studied using carbon electrodes [23-27]. 

The redox mechanisms of ISA and some derivatives, in aqueous and non-aqueous 

media, using cyclic, differential pulse and square wave voltammetry at glassy carbon or 

mercury electrodes, have been investigated [28-33]. Several ISA nitro-derivatives 

electrochemical behaviour, using glassy carbon electrode, were investigated [32]. The 

hydrazone, semicarbazone and nitro groups attached to the ISA ring structure, showed 

different and separate oxidation and reduction mechanisms, and these derivatives presented 

new redox properties when compared with ISA [32]. The hydrazone and semicarbazone 

groups increased the ISA electron-donor character, whereas the nitro group increased the ISA 

electron acceptor character [32]. The electrochemical behaviour of a group of eleven ISA 

halogen-derivatives, using glassy carbon electrode, was also investigated [33], and the 

halogen groups attached to the ISA benzene ring strongly influenced the oxidation and 

reduction mechanisms, and new redox processes, when compared with ISA, occurred. The 

monohalogen substitutions, attached to the ISA benzene ring at C5 or C7 position, increased 
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the ISA electron-donor character, while the dihalogen substitutions, attached to the ISA 

benzene ring at C5, C7 or C4, C6, decreased the ISA electron-donor character [33]. Since ISA 

1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl and 1-methyl derivatives, are having increasing 

applications, as new molecules with pharmaceutical interest, the investigation of their in vitro 

redox properties is very important, in order to predict the in vivo redox processes. 

The main objective of the present study was focused on the redox behaviour of 

thirteen isatin 1-substituted, with the morpholinomethyl ring, hydroxymethyl, and methyl 

groups, and their halogenated derivatives, Scheme 1. The ISA molecule substituents, at the  

1-position, influence in its redox properties, for a wide range of solution conditions, using 

cyclic, differential pulse and square wave voltammetry, at a glassy carbon electrode, was 

investigated. A redox mechanism was proposed, that may play a crucial role in understanding 

several ISA derivatives properties, as well as in their metabolism in biological systems. 

 

2. Experimental 

 

2.1. Materials and reagents 

The ISA and all thirteen ISA substituted derivatives with different functional groups, 

1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl, 1, 5 or 7-methyl and their halogenated derivatives, 

were synthetized [34-39], Scheme 1. Stock solutions of ISA and all ISA derivatives, with a 

concentration of 1 mM, in ethanol, were prepared and stored at 4 °C, and solutions of 

different concentrations, by dilution, in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.2, were prepared.  

All analytical grade reagent solutions were prepared using purified water from a 

Millipore Milli-Q system (conductivity ≤ 0.1 µS cm
-1

). 
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Nitrogen saturated solutions were obtained by bubbling high purity N2 for a minimum 

of 10 min in the solution, and continuing with a N2 flow over the solution during the 

voltammetric experiments. 

Microvolumes were measured using electronic pipettes (EP), EP-10 M and  

EP-100 M Plus Motorized (Rainin Instrument Co. Inc., Woburn, USA). The pH 

measurements were carried out with a Crison micropH 2001 pH-meter with an Ingold 

combined glass electrode. 

All experiments were done at room temperature, T = 298 K, and in 0.1 M phosphate 

buffer pH = 7.2. 

 

2.2 Voltammetric parameters and electrochemical cells 

Voltammetric experiments were carried out using a µAutolab running with GPES 4.9 

software, Metrohm/Autolab, Utrecht, The Netherlands. Measurements were carried out using 

a glassy carbon working electrode (GCE) (d = 1.5 mm), a Pt wire counter electrode, and an 

Ag/AgCl (3 M KCl) as reference electrode, in a 1 mL one-compartment electrochemical cell 

(eDAQ, Europe). The experimental conditions for cyclic voltammetry (CV) were scan rate  

100 mV/s, and for differential pulse (DP) voltammetry were: pulse amplitude 50 mV, pulse 

width 70 ms, and scan rate 5 mV/s. For square wave (SW) voltammetry the experimental 

conditions were frequency 25 Hz and potential increment 2 mV, corresponding to an effective 

scan rate of veff = 50 mV/s.  

The GCE was polished using diamond spray (particle size 1 μm, Kement, Kent, UK) 

before every electrochemical assay. After polishing, the electrode was rinsed thoroughly with 

Milli-Q water. Following this mechanical treatment, the GCE was placed in buffer supporting 

electrolyte and various voltammograms were recorded until a steady state baseline 

voltammogram was obtained. This procedure ensured very reproducible experimental results.  
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2.3 Acquisition and presentation of voltammetric data  

All DP voltammograms presented were baseline-corrected using the moving average 

application with a step window of 2 mV included in the GPES version 4.9 software. This 

mathematical treatment improved the visualization and identification of peaks over the 

baseline without introducing any artefact, although the peak current is in some cases reduced 

(<10 %) relative to that of the untreated curve. Nevertheless, this mathematical treatment of 

the original DP voltammograms was used in the presentation of all experimental DP 

voltammograms for a better and clearer identification of the peaks.  

 

3. Results and Discussion 

 

The electrochemical behaviour of ISA and thirteen ISA substituted derivatives, 

Scheme 1, 1-morpholinomethyl-ISA, 1-morpholinomethyl-5-iodo-ISA, 1-morpholinomethyl-

5-fluoro-ISA, 1-morpholinomethyl-5-bromo-ISA, 1-morpholinomethyl-6-fluoro-ISA, Fig. 1,  

1-hydroxymethyl-ISA, 1-hydroxymethyl-5-bromo- ISA, 3-hydroxy-ISA, Fig. 4, 1-methyl- 

ISA, 1-methyl-5-chloro-ISA, 5-methyl-ISA, 7-methyl-ISA and 5-chloro-7-methyl-ISA, Fig. 

6, in phosphate buffer pH = 7.2, N2 saturated solutions, by CV, scan rate 100 mV/s, at GCE, 

was investigated. During all voltammetric measurement a constant flux of N2 was kept over 

the solution surface, in order to avoid the diffusion of atmospheric oxygen into the electrolyte 

solutions. 

All ISA-substituted derivatives were electroactive and oxidation and reduction peaks 

were detected, Figs. 1, 4 and 6, Tables 1 and 2. However, for all isatin derivatives the anodic 

and the cathodic processes were independent of each other, so they were investigated 

separately.  
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3.1. Oxidation  

The oxidation mechanisms of ISA and the thirteen ISA substituted derivatives with 

different functional groups, 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl, 1, 5 or 7-methyl and their 

halogenated derivatives, in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.2, by CV, DP and SW 

voltammetry, in the potential range of 0.0 V to + 1.3 V, at GCE, were investigated  . 

 

3.1.1. Isatin 1-morpholinomethyl derivatives 

CVs of ISA and 1-morpholinomethyl-isatin (1-CH2MPO-ISA) and their halogenated 

derivatives, are presented in Fig. 1, and the data summarized in Table 1. 

CVs in ISA 500 M, 1-CH2MPO-5-I-ISA 175 M, 1-CH2MPO-5-Br-ISA 500 M, 

and 1-CH2MPO-5-F-ISA 340 M, all presented two irreversible oxidation peaks, peak 1a, at 

Ep1a ≈ + 1.10 V, and peak 2a, at Ep2a ≈ + 1.20 V. CVs in 1-CH2MPO-ISA 500 M and of  

1-CH2MPO-6-F-ISA 190 M, showed in the first scan only one irreversible oxidation peak, 

peak 1a, at Ep1a ≈ + 1.08 V. Successive CVs showed a great decrease of all the oxidation peak 

currents, due to the adsorption of oxidation products on the GCE surface, Fig. 1.   

The influence of CV scan rate, on the oxidation of 1-CH2MPO-ISA, at GCE, was 

investigated [23,40]. The GCE was immersed in a solution of 1-CH2MPO-ISA 500 μM, and 

the CVs were recorded at 5 till 100 mV/s scan rates. After each measurement, the electrode 

surface was always polished in order to assure a clean GCE surface, and to avoid possible 

problems from adsorption of 1-CH2MPO-ISA oxidation products onto the GCE. Increasing 

the scan rate the peak 1a current increased linearly with square root of scan rates, which is 

consistent with the diffusion-controlled oxidation process [23,40], in agreement with the 

highly hydrophilic character of MPO in physiological medium [41], showing that the  
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1-CH2MPO group, attached at 1-position, changed ISA hydrophobic characteristics [32, 33] 

to hydrophilic.  

Successive DP voltammograms were recorded in 1-CH2MPO-ISA 20 M, Fig. 2. The 

electroxidation of 1-CH2MPO-ISA occurred in one single step, peak 1a, at Ep1a
 
= + 1.08 V, in 

agreement with the CV results, Fig. 1B. However, in a second DP scans, two new anodic 

peaks were detected, peak 3a, at Ep3a
 
= + 0.32 V, and peak 4a, at Ep4a

 
= + 0.56 V, and their 

peak currents increased in subsequent scans, Fig. 2. These peaks correspond to the oxidation 

of the 1-CH2MPO-ISA oxidation products, very similar to the ISA oxidation, at GCE surface 

[32,33], that proceeds in successive steps on the benzene ring. Moreover, considering the 

anodic peaks 3a and 4a, the anodic peak 2a occurred at very high positive potential, near the 

potential corresponding to oxygen evolution, and consequently was not clearly detected by 

DP voltammetry. 

The SW voltammetric behaviour of 1-CH2MPO-ISA, at an effective scan rate of  

veff = 50 mV/s, was investigated, Figs. 3A and 3B. The important advantages of SW 

voltammetry in relation to DP voltammetry include minimization of problems with poisoning 

of the electrode surface, and analysis of the electrochemical reversibility of the electron 

transfer reaction, running only one scan [23]. 

The first SW voltammogram for a 1-CH2MPO-ISA 100 μM solution showed 

comparable features to the CV and DP voltammograms, Figs. 1B and 2, presenting only one 

irreversible oxidation peak 1a, at Ep1a = + 1.20 V, confirmed plotting the forward and 

backward components of the total current, Fig. 3A. The second SW voltammogram showed 

similar features to the DP voltammograms, Fig. 2, two reversible oxidation peaks, peak 3a, at 

Ep3a = + 0.33 V, and peak 4a, at Ep4a = + 0.60 V, Fig. 3B, corresponding to the reversible 

oxidation of the 1-CH2MPO-ISA oxidation products, Fig. 3B.  
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The oxidation of isatin 1-morpholinomethyl derivatives was similar to the ISA 

oxidation at GCE [32,33], Table 1. The presence of the MPO ring in the ISA structure did not 

cause a significant change in the derivatives oxidation peak potentials, except for 1-CH2MPO-

5-Br-ISA, which is oxidized more easily, at lower positive potentials, due to the presence of 

halogen bromine in the C5-position.  

The oxidation of 1-CH2MPO-ISA and of isatin MPO-halogen derivatives, with the 

MPO group attached always at 1-position, and one halogen attached at C5-position (I, F or 

Br) or C6-position (F), Scheme 1, Fig. 1 and Table 1, followed a similar oxidation behaviour.  

The oxidation mechanism of isatin MPO-derivatives, in physiological media pH = 7.2, 

was proposed, Scheme 2, comparing their chemical properties, and their CV, DP, and SW 

voltammograms, with ISA, ISA nitro-derivatives, ISA halogen-derivatives [29,32,33], and 

phenolic compounds [26,42], oxidation mechanisms.  

The oxidation reactions in isatin 1-CH2MPO or 1-CH2MPO-5- or 6-halogen 

derivatives proceeded in successive steps on the benzene ring. In the first oxidation, one 

electron was removed from the benzene, peak 1a, at Ep1a = + 1.20 V, with subsequent 

deprotonation and nucleophilic attack by water, with the electrogeneration of the 1-CH2MPO-

7-hydroxy-ISA/1-CH2MPO-4-hydroxy-ISA or 1-CH2MPO-5-halogen-7-hydroxy-ISA or 1-

CH2MPO-4-hydroxy-7-halogen-ISA. The second anodic process, peak 2a, corresponded to 

the oxidation of the -OH group, produced in the first electron transfer step. 

The reversible electroactive -OH group oxidation products formed, in the second scan, 

were oxidised at lower oxidation potentials, peak 3a, at Ep3a = + 0.33 V, para-quinone 

derivative, and peak 4a, at Ep4a = + 0.60 V, ortho-quinone derivative, Fig. 3. In the second 

anodic process other pathway, peak 2a, the -OH group oxidation gives rise to polymeric 

products, which are not electroactive, and strongly adsorb on the GCE surface, are produced, 

Scheme 2 [32].  

ACCEPTED MANUSCRIPT



AC
C

EP
TE

D
 M

AN
U

SC
R

IP
T

11 

 

 

 

3.1.2. Isatin 1-hydroxymethyl derivatives 

 Successive CVs, at GCE, in 1-hydroxymethyl-ISA (1-CH2OH-ISA) 230 M,  

1-hydroxymethyl-5-bromo-ISA (1-CH2OH-5-Br-ISA) 260 M, and 3-hydroxyl-ISA  

(3-OH-ISA) 300 M, were carried out to study the influence of the hydroxyl and 

hydroxymethyl substituents on the oxidation of ISA, and compared with the anodic behaviour 

of ISA, Fig. 4 and Table 1. 

 Two consecutives irreversible oxidation peak 1a, at Ep1a ≈ + 1.08 V, and peak 2a, at  

Ep2a ≈ + 1.20 V, occurred in the first CV scan, in 1-CH2OH-ISA 230 M and 1-CH2OH-5-Br-

ISA 260 M, scanning in the negative direction, no reduction peaks were observed, Figs. 4B 

and 4C. In the second scan, the 1-CH2OH-ISA and of 1-CH2OH-5-Br-ISA oxidation peak 

currents decreased, due to the oxidation products adsorption on the GCE surface, Figs. 4B 

and 4C.   

 Concerning 3-OH-ISA, one irreversible oxidation peak 1a, at Ep1a = + 1.02 V, was 

observed, Fig. 4D. On the second scan, without polishing the electrode surface, a new 

oxidation peak 3a, at Ep3a ≈ + 0.44 V, related to the 3-OH-ISA oxidation product formed at 

peak 1a, occurred. 

Successive DP voltammograms, in 1-CH2OH-ISA 20 µM, were recorded, Fig. 5. The 

1-CH2OH-ISA oxidation occurs in the first scan at peak 1a, at Ep1a
 
= + 1.10 V, and peak 2a at 

Ep2a
 
= + 1.26 V, in agreement with the CV results, Fig. 4B. In the second DP voltammogram, 

two new peaks were detected, peak 3a, at Ep3a = + 0.30 V, and peak 4a, at Ep4a = + 0.56 V, 

and their current increased with increasing number of scans, Fig. 5.  

The 1-CH2OH-ISA, 1-CH2OH-5-Br-ISA and 3-OH-ISA, with no substituents at the 

benzene ring, CV and DP voltammograms compared with ISA [32], Fig. 4A, and with the  

1-CH2MPO-ISA derivatives, Figs. 1, 2 and 3, clearly demonstrated that their oxidation 

ACCEPTED MANUSCRIPT



AC
C

EP
TE

D
 M

AN
U

SC
R

IP
T

12 

 

 

mechanism is similar with ISA, and all 1-CH2OH-, 1-CH2OH-5-Br-, and 3-OH- groups 

attached to ISA are not electroactive, in agreement with the benzene ring successive steps 

electrooxidation, Scheme 2.  

 

3.1.3. Isatin methyl derivatives 

Successive CVs, at GCE, of five methyl-ISA derivatives, 1-CH3-ISA 500 M, 1-CH3-

5-Cl-ISA 350 M, 5-CH3-ISA 190 M, 7-CH3-ISA 280 M, and 5-Cl-7-CH3-ISA 300 M, 

were carried out to investigate the influence of the methyl group attached at different 

positions at the ISA molecule, N1-, 5C- or 7C-, in the absence and in the presence of Cl 

substituent at the C5-position, and compared with the anodic behaviour of ISA, and other ISA 

derivatives, Scheme 1, Fig. 6 and Table 1.  

The CVs of all methyl-ISA derivatives showed two consecutives irreversible oxidation 

peaks, peak 1a, at Ep1a ≈ + 1.00 V, and peak 2a, at Ep1a ≈ + 1.20 V, Fig. 6 and Table 1. 

However, in 1-CH3-5-Cl-ISA, the presence of the Cl at the C5-position in the benzene ring, 

considerably affected the oxidation process, Fig 6C, when compared with ISA and other 

methyl-ISA derivatives, Fig. 6. In the second CV, in the same solution, without cleaning the 

electrode surface, the 1-CH3-ISA, 5-CH3-ISA, 7-CH3-ISA, and 5-Cl-7-CH3-ISA oxidation 

peak currents, due to the oxidation products adsorption on the GCE surface, decreased, Fig. 6. 

Successive DP voltammograms in 1-CH3-ISA 50 µM, showed in the first scan 

oxidation peak 1a, at Ep1a
 
= + 1.06 V, and peak 2a, at Ep2a

 
= + 1.24 V, Fig. 7. In the second 

scan, two new peaks, due to the benzene ring oxidation products, para-quinone ISA 

derivatives, peak 4a, at Ep4a
 
= + 0.35 V, and ortho-quinone ISA derivatives, peak 5a,  

at Ep5a
 
= + 0.58 V, the peak currents increasing with the number of scans, were detected.  

 The 1-CH3-ISA electrochemical oxidation was also investigated by SW voltammetry. 

The first SW voltammogram in 1-CH3-ISA 100 M, showed, as expected, two oxidation 
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steps, peak 1a, at Ep1a = + 1.10 V, and peak 2a, at Ep2a = + 1.25 V. In the second SW 

voltammogram two new peaks, peak 4a, at Ep4a = + 0.34 V, and peak 5a, at Ep5a = + 0.55 V, in 

agreement with DP voltammetry, were detected Fig. 7. Plotting the forward and backward of 

the total current of the second scan, the reversibility of the peaks 4a and 5a, and the 

irreversibility of the peaks 1a and 2a, was demonstrated.  

The CV, DP and SW voltammograms showed that the oxidation mechanism of all 

methyl-ISA derivatives occurred, in successive steps, at the benzene ring, Scheme 2. It is also 

important to stress that the ISA anodic potentials are not affected by the methyl group 

substitution. However, some differences in peak currents in all oxidation processes were 

detected, showing a higher or a lower interaction between these compounds and the GCE 

surface, related with their, higher or lower, hydrophilic or hydrophobic properties.  

 

3.1.4 Oxidation mechanism of isatin 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl  

and 1-, 5- or 7-methyl derivatives 

The oxidation mechanism of ISA, and ISA 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl and 

1-, 5- or 7-methyl derivatives, is similar, and confirmed by CV, DP and SW voltammetry. In 

the first step, one electron is removed from the benzene ring, following deprotonation and 

direct nucleophilic attack by water, with the production of one hydroxyl-ISA derivative. In 

the second step, the -OH group oxidation products, reversible para- and ortho-quinone ISA 

derivatives, were formed, Scheme 2. 

 

3.2 Reduction  

The reduction mechanisms of ISA and the thirteen ISA substituted derivatives with 

different functional groups, 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl, 1, 5 or 7-methyl and their 

halogenated derivatives, in 0.1 M phosphate buffer pH = 7.2, by CV, in the potential range of 
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0.0 V till -1.2 V, at GCE, in N2 saturated solutions, were investigated, Figs. 1, 4 and 6, and 

Table 2.  

 The CVs in ISA 500 M, 1-CH2MPO-ISA 500 M, 1- CH2OH-ISA 230 M, of  

1-CH3-ISA 500 M, 5-CH3-ISA 190 M, and 7-CH3-ISA 280 M, showed one irreversible 

reduction peak 5c, at Ep5c ≈ - 0.60 V, all with a similar voltammetric profile, that correspond 

to the carbonyl group reduction, at the position C3 in the heterocyclic ring [29,32,33],  

Figs. 1A, 1B, 4B, 6B, 6D, 6E, and Table 2. 

 CVs obtained in ISA halogenated derivatives, 1-CH2MPO-5-I-ISA 175 M,  

1-CH2MPO-5-Br-ISA 500 M, 1-CH2MPO-5-F-ISA 340 M, 1-CH2MPO-6-F-ISA 190 M, 

1-CH2OH-5-Br-ISA 260 M, 1-CH3-5-Cl-ISA 350 M, and of 5-Cl-7-CH3-ISA 300 M, 

showed in the first scan one irreversible reduction peak 4c, Figs. 1C-F, 4C, 6C, 6F, and 

Table 2. In the second scan, the peak 4c current decreased, due to the ISA-derivatives 

reduction products strong adsorption on the GCE surface. Considering, the cathodic processes 

potential, the CV voltammograms, and the different halogen groups attached to the ISA 

molecule, the reduction peak 4c correspond to the electron transfer to the quinoid system, 

followed by the electron transfer to the C-halogen group, with subsequent cleavage of the 

carbon-halogen bond, at C5, C6 or C7positions [33].    

 The electroreduction of 3-OH-ISA 300 M, Fig. 4E, as expected, showed one very 

small cathodic peak since the C3-position was chemically reduced and no halogen group was 

attached to the benzene ring, in agreement and confirming the very important 3-OH-ISA 

electroreduction mechanism [29,32,33].   

 

4. Conclusions  

The electrochemical behaviour of a group of thirteen isatin substituted derivatives with 

different functional groups, 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl, 1, 5 or 7-methyl and their 
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halogenated derivatives, with a large spectrum in clinical applications, by CV, DP and SW 

voltammetry, in physiological media (pH = 7.2), phosphate buffer, using a GCE, was studied. 

The functional groups, morpholinomethyl, hydroxymethyl and methyl, attached at the isatin 

ring at the 1-position are not electroactive. This substituents do not affect the isatin 

electroxidation, at the benzene ring, and the isatin electroreduction, at the carbonyl at C3-

position, mechanisms. However, in the isatin derivatives with halogen groups attached, the 

cathodic peak corresponds to the carbon-halogen bond reduction. Furthermore, some small 

differences in all oxidation and reduction peak potentials, showing a higher or a lower 

interaction between the isatin derivatives and the GCE surface, due to their, higher or lower, 

hydrophilic or hydrophobic properties, were detected.  
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Table 1. Isatin derivatives oxidation potentials obtained by CV, pH = 7.2. 

 

 

  Isatin Derivatives Potential / V (vs. Ag/AgCl) 

ISA 
Ep1a = + 1.10 V 
Ep2a = + 1.24 V 

1-CH2MPO-ISA 
Ep1a = + 1.08 V 

▬ 

1-CH2MPO-5-I-ISA 
Ep1a = + 1.05 V 
Ep2a = + 1.19 V 

1-CH2MPO-5-F-ISA 
Ep1a = + 1.00 V 
Ep2a = + 1.22 V 

1-CH2MPO-5-Br-ISA 
Ep1a = + 0.90 V 
Ep2a = + 1.05 V 

1-CH2MPO-6-F-ISA 
Ep1a = + 1.10 V 

▬ 

1-CH2OH-ISA 
Ep1a = + 1.09 V 
Ep2a = + 1.24 V 

1-CH2OH-5-Br-ISA 
Ep1a = + 1.06 V 
Ep2a = + 1.19 V 

3-OH-ISA 
Ep1a = + 1.04 V 

▬ 

1-CH3-ISA 
Ep1a = + 1.09 V 
Ep2a = + 1.23 V 

1-CH3-5-Cl-ISA 
Ep1a = + 0.86 V 
Ep2a = + 1.20 V 

5-CH3-ISA 
Ep1a = + 1.04 V 
Ep2a = + 1.13 V 

7-CH3-ISA 
Ep1a = + 1.01 V 
Ep2a = + 1.13 V 

5-Cl-7-CH3-ISA 
Ep1a = + 1.00 V 
Ep2a = + 1.11 V 
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Table 2. Isatin derivatives reduction potentials obtained by CV, pH = 7.2. 

 

 

Isatin Derivatives Potential / V (vs. Ag/AgCl) 

ISA Ep5c = - 0.58 V 

1-CH2MPO-ISA 
Ep5c = - 0.51 V 

▬ 

1-CH2MPO-5-I-ISA 
Ep4c = - 0.46 V 

▬ 

1-CH2MPO-5-Br-ISA 
Ep4c = - 0.45 V 

▬ 

1-CH2MPO-5-F-ISA 
Ep4c = - 0.51 V 

▬ 

1-CH2MPO-6-F-ISA 
Ep4c = - 0.59 V 

▬ 

1-CH2OH-ISA 
Ep5c = - 0.59 V 

▬ 

1-CH2OH-5-Br-ISA 
Ep4c = - 0.46 V 
Ep5c = - 0.74 V 

3-OH-ISA 
Ep5c = - 0.57 V 

▬ 

1-CH3-ISA 
Ep5c = - 0.59 V 

▬ 

1-CH3-5-Cl-ISA 
Ep4c = - 0.60 V 

▬ 

5-CH3-ISA 
Ep5c = - 0.60 V 

▬ 

7-CH3-ISA 
Ep5c = - 0.58 V 

▬ 

5-Cl-7-CH3-ISA 
Ep4c = - 0.46 V 

▬ 
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Figures 

 

Scheme 1. Chemical structures of ISA and thirteen ISA substituted derivatives with different 

functional groups: 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl, 1, 5 or 7-methyl and their 

halogenated derivatives. 

 

Scheme 2. Proposed oxidation mechanism of ISA 1-morpholinomethyl-derivative. 

 

Fig. 1. CVs, in N2 saturated supporting electrolyte (•••) phosphate buffer pH = 7.2:  

(A) ISA 500 M, (B) 1-CH2MPO-ISA 500 M, (C) 1-CH2MPO-5-I-ISA 175 M,  

(D) 1-CH2MPO-5-Br-ISA 500M, (E) 1-CH2MP-5-F-ISA 340 M, and  

(F) 1-CH2MPO-6-F-ISA 190 M. (▬) first and (▬) second scans, ν = 100 mV/s. 

 

Fig. 2. Successive DP voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer, pH = 7.2, of 

1-CH2MPO-ISA 20 M (▬) first, (▬) second and (▬) third scans, ν = 5 mV/s. 

 

Fig. 3. SW voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer pH = 7.2 of 1-CH2MPO-

ISA 100 M: (A) first and (B) sixth scans; f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, pulse amplitude  

50 mV, veff = 50 mV/s; (▬) It – total current, (▬) If – forward current,  

(▬) Ib – backward current. 

 

Fig. 4. CVs, in N2 saturated supporting electrolyte (•••) phosphate buffer pH = 7.2:  

(A) ISA 500 M, (B) 1-CH2OH-ISA 230 M, (C) 1-CH2OH-5-Br-ISA 260 M, and 

(D) 3-OH-ISA 300 M. (▬) first and (▬) second scans, ν = 100 mV/s. 
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Fig. 5. Successive DP voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer, pH = 7.2, of 

1-CH2OH-ISA 20 M (▬) first, (▬) second and (▬) third scans, ν = 5 mV/s. 

 

Fig. 6. CVs, in N2 saturated supporting electrolyte (•••) phosphate buffer pH = 7.2:  

(A) ISA 500 M, (B) 1-CH3-ISA 500 M, (C) 1-CH3-5-Cl-ISA 350 M,  

(D) 5-CH3-ISA 190 M, (E) 7-CH3-ISA 280 M, and (F) 5-Cl-7-CH3-ISA 300 M. 

(▬) first and (▬) second scans, ν = 100 mV/s. 

 

Fig. 7. Successive DP voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer, pH = 7.2, of 

1-CH3-ISA 50 M (▬) first, (▬) second, (▬) third and (▬) fourth scans, ν = 5 mV/s.  
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Scheme 1. Chemical structures of ISA and thirteen ISA substituted derivatives, with different 

functional groups: 1-morpholinomethyl, 1-hydroxymethyl, 1, 5 or 7-methyl and their 

halogenated derivatives. 
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CONPOUNDS Abbreviations R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

isatin ISA H O O H H H H 

1-morpholinomethyl-isatin 1-CH2MPO-ISA CH2MPO O O H H H H 

1-morpholinomethyl- 

5-iodo-isatin 
1-CH2MPO-5-I-ISA CH2MPO O O H I H H 

1-morpholinomethyl- 

5-fluoro-isatin 
1-CH2MPO-5-F-ISA CH2MPO O O H F H H 

1-morpholinomethyl- 

5-bromo-isatin 
1-CH2MPO-5-Br-ISA CH2MPO O O H Br H H 

1-morpholinomethyl- 

6-fluoro-isatin 
1-CH2MPO-6-F-ISA CH2MPO O O H H F H 

1-hydroxymethyl-isatin 1-CH2OH-ISA CH2OH O O H H H H 

1-hydroxymethyl- 

5-bromo-isatin 
1-CH2OH-5-Br-ISA CH2OH O O H Br H H 

3-hydroxy-isatin 3-OH-ISA H O OH H H H H 

1-methyl-isatin 1-CH3-ISA CH3 O O H H H H 

1-methyl-5-chloro-isatin 1-CH3-5-Cl-ISA CH3 O O H Cl H H 

5-methyl-isatin 5-CH3-ISA H O O H CH3 H H 

7-methyl-isatin 7-CH3-ISA H O O H H H CH3 

5-chloro-7-methyl-isatin 5-Cl-7-CH3-ISA H O O H Cl H CH3 
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Scheme 2. Proposed oxidation mechanism of ISA 1-morpholinomethyl-derivative. 
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Fig. 1. CVs, in N2 saturated supporting electrolyte (•••) phosphate buffer pH = 7.2:  

(A) ISA 500 M, (B) 1-CH2MPO-ISA 500 M, (C) 1-CH2MPO-5-I-ISA 175 M,  

(D) 1-CH2MPO-5-Br-ISA 500M, (E) 1-CH2MP-5-F-ISA 340 M, and 

(F) 1-CH2MPO-6-F-ISA 190 M. (▬) first and (▬) second scans, ν = 100 mV/s. 
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Fig. 2. Successive DP voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer, 

pH = 7.2, of 1-CH2MPO-ISA 20 M (▬) first, (▬) second and (▬) third scans, 

ν = 5 mV/s. 
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Fig. 3. SW voltammograms (baseline corrected), in phosphate buffer pH = 7.2, of  

1-CH2MPO-ISA 100 M: (A) first and (B) sixth scans; f = 25 Hz, ΔEs = 2mV, pulse 

amplitude 50 mV, veff = 50 mV/s; (▬) It – total current, (▬) If – forward current, 

(▬) Ib – backward current. 
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Fig. 4. CVs, in N2 saturated supporting electrolyte (•••) phosphate buffer pH = 7.2: 

(A) ISA 500 M, (B) 1-CH2OH-ISA 230 M, (C) 1-CH2OH-5-Br-ISA 260 M, and  

(D) 3-OH-ISA 300 M. (▬) first and (▬) second scans, ν = 100 mV/s.  
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Fig. 5. Successive DP voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer, 

 pH = 7.2, of 1-CH2OH-ISA 20 M (▬) first, (▬) second and (▬) third scans,  

ν = 5 mV/s. 
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Fig. 6. CVs in N2 saturated supporting electrolyte (•••) phosphate buffer pH = 7.2: 

(A) ISA 500 M, (B) 1-CH3-ISA 500 M, (C) 1-CH3-5-Cl-ISA 350 M, 

(D) 5-CH3-ISA 190 M, (E) 7-CH3-ISA 280 M, and (F) 5-Cl-7-CH3-ISA 300 M.  

(▬) first and (▬) second scans, ν = 100 mV/s. 
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Fig. 7. Successive DP voltammograms (baseline corrected) in phosphate buffer,  

pH = 7.2, of 1-CH3-ISA 50 M (▬) first, (▬) second, (▬) third and (▬) fourth scans,  

ν = 5 mV/s. 
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