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RESUMO

“DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE UM BIOSSENSOR
AMPEROMETRICO A BASE DE PEROXIDASE PARA DETERMINACAO
DE NEUROTRANSMISSORES”

Autora: Tania Jacometo de Castilho
Orientador; Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Sendo os neurotransmissores compostos que desempenham papel importante no organismo
humano, a andlise dos mesmos € revestida de um interesse especial nas dreas médica e
farmacéutica. A analise de neurotransmissores, utilizando um biossensor 4 base de
peroxidase (HRP) imobilizada em pasta de carbono, pode ser uma alternativa as técnicas
tradicionais de andlise que s@o pouco seletivas (fluorimétrica), muito caras (CG-MS) ou
demoradas (HPLC-ED). Estes fatores as tornam pouco adequadas para analises rapidas.
Assim, esta tese refere-se ao desenvolvimento de um biossensor & base de peroxidase
imobilizada em pasta de carbono para a determinacdo de neurotransmissores em amostras
bioldgicas. Na constru¢do do biossensor foram realizados oito procedimentos diferentes
para imobilizar a enzima HRP e todas as condi¢des experimentais determinadas, usando
uma solugdo do neurotransmissor serotonina como composto de referéncia. Foram
avaliados os valores de sensibilidade obtidos com a adi¢do de glutaraldeido, albumina de
soro bovino ¢ a ativagdo da grafite com carbodiimida no processo de imobilizagéo
enzimatica. Os resultados indicaram que a composi¢io da pasta tem grande influéncia na
atividade da enzima imebilizada para catalisar a oxidagfio da serotonina. Os melhores
resultados foram obtidos em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,0), contendo 10 pmol L™
de perdxido de hidrogénio, aplicando-se o potencial —50 mV vs ECS. Nestas condi¢des, o
biossensor apresentou resposta linear entre 0,2 e 2,0 pmol L™, limite de detecgdo de 0,08
umol L' e tempo de resposta de 0,5 s. O biossensor apresentou sensibilidades semelhantes
para a dopamina, a epinefrina e a norepinefrina. Para a scrotonina a sensibilidade foi mais
baixa, estando de acordo com o potencial redox mais e¢levado e ser esta substincia um
monofenol. O sensor proposto apresentou-se estavel durante quatro horas de
monitoramento, ¢ uma diferenca de resposta de 2% entre seis preparacdes. O biossensor foi
aplicado com sucesso na determinacio da concentracdo total de neurotransmissores em
amostra de plasma sanguineo de rato, sendo obtida uma recuperagdo de 102%.

Palavras - chaves: neurotransmissores, serotonina, biossensor amperomeétrico,
horseradish peroxidase.
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ABSTRACT

“DEVELOPMENT AND EVALUATION OF A PEROXIDASE BASED
AMPEROMETRIC BIOSENSOR FOR THE NEUROTRANSMITTERS
DETERMINATION”

Author: Téania Jacometo de Castilho
Supervisor: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Neurotransmitters are compounds that have a very important role on human body
and their analysis have an especial interest to medical and pharmacological areas.
This type of analysis using a biosensor with HRP enzyme immobilized on carbon
paste might be an interesting alternative to the traditional methods that are low
selective (fluorimetric), very expensive (GC-MS), or takes much time to
accomplish the results (HPLC-ED). The characteristics mentioned above make
them non appropriate for quick analysis. Thus, this work describes the biosensor
development and its use for determination of neurotransmitter in biclogical
samples. Eight different protocols on the HRP enzyme immobilization were used
and optimal experimental conditions were determined using a serotonin solution as
a standard. Values of sensitivity were evaluated by adding glutaraldehyde, bovine
serun albumin, and carbodiimide to the enzyme immobilization process. The
results showed that the paste composition has great influence on the enzyme
activity for serotonin oxidation. The best results were obtained in 0.1 mol L’
phosphate buffer (pH=7.0) containing 10 wmol L' of hydrogen peroxide at an
applied potential of —50 mV vs SCE. On these conditions, the biosensor showed a
linear response range from 0.2 to 2.0 umol L™, a detection limit of 0.08 pmol L™
and the response time was 0.5 seconds. The biosensor sensitivities for dopamine,
epinephrine and norepinephrine were practically the same. For serotonin, the
biosensor showed a slight lower sensitivity, what agrees with its redox potential.
The proposed biosensor presented a stable response during 4 h under continuous
monitoring. The difference of response was of 2% among six different
preparations. The biosensor showed a successful use on the determination of the
total fraction of neurotransmitters in rat blood samples, obtaining an average
recovery of 102%.

Keywords: neurotransmitter, serotonin, amperometric biosensor, horseradish
peroxidase.
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Capitulo I — Apresentagdo L

1 APRESENTACAO

As areas médica e farmacéutica possuem grande interesse no
desenvolvimento de pesquisas que envolvam neurotransmissores, uma vez que
estas substancias sdo importantes tanto para o sistema nervoso central (SNC) como
para o sistema nervoso periférico. Neurotransmissores (ou aminas biogenicas)
como as catecolaminas — dopamina, epinefrina e norepinefrina — e as indolaminas,
como a serotonina, sdo freqiientemente quantificados. Muitos métodos tém sido
utilizados na determinagdo analitica destes compostos em formulagdes
farmacéuticas, assim como em soro sanguineo e urina (analises clinicas), incluindo
os metodos fluorimétricos e cromatograficos, entre outros. Entretanto, estas
técnicas ndo permitem um monitoramento adequado, pois sdo caras, lentas e
necessitam de operadores bem treinados, o que dificuita a sua utilizagdo em
analises de rotina.

A necessidade de sisternas de analises mais versateis tem estimulado a
investigagdo cientifica. Nesta perspectiva, os biossensores mostram-s¢ ¢omo uma
alternativa vidvel, pois a construgio de pequenos dispositivos que possam medir de
forma especifica um analito de interesse sem a interferéncia de outros compostos
presentes na matriz, é altamente atrativa. A incorporagdo de moléculas com
atividade biologica em metodologias analiticas vem aumentando sensivelmente nos
ltimos anos, obtendo sucesso nos mais variados procedimentos analiticos.

A indistria alimenticia tem interesse na avalia¢do da qualidade de seus
produtos sendo, portanto, um campo atraente para o uso de procedimentos faceis e
eficientes na deteccio de pesticidas, toxinas, controle de fermentagGes, etc. A
protecdo ambiental necessita de dispositivos analiticos simples no monitoramento

de compostos poluentes, de modo que os sensores apresentam-se como uma



2 Capitulo I — Apresentacfo

ferramenta util também nesta drea. As andlises em tempo real de amostras clinicas
sdo um dos segmentos que apresentam maior pujanca para o estudo dos
biossensores, pois existe interesse explicito para que as analises neste segmento
sejam rapidas, precisas e que possam ser realizadas in vivo.

Um aspecto importante para o desenvolvimento de eletrodos para
determinagdo eletroquimica de neurotransmissores como  serotonina (5-HT),
dopamina (DA), epinefrina (E) e norepinefrina (NE) é que estas substincias estfo
relacionadas com graves doengas, que serfio mencionadas mo decorrer deste
trabalho, de modo que a sua quantificagic é importante para o diagnéstico,
monitoramento € intervencio farmacologica.

Deste modo, uma alternativa para a determinagio de neurotransmissores é a
constru¢do de um biossensor amperométrico com a imobilizagio da enzima
horseradish peroxidase (HRP). A alta atividade catalitica das peroxidases com
varios substratos faz com que este tipo de enzima seja bastante utilizado na
construgdo de eletrodos amperométricos os quais, inicialmente, foram utilizados na
determinacio de peréxidos; atualmente sdo usados na analise de aminas aromaticas,
especies fendlicas e outros analitos.

Dando continuidade a uma das linhas de pesquisas desenvolvidas no
Laboratorioc de Eletroguimica e Eletroanalitica para o Desenvolvimento de
Sensores (LEEDS), sob a coordenagdo do professor Dr. Lauro Tatsuo Kubota, esta
tese descreve o desenvolvimento de um eletrodo, baseado na metodologia de
biossensores, para a determinacio de neurotransmissores e avalia o seu
desempenho em anélises de amostras bioldgicas. Os biossensores apresentam
vantagens com relagio aos métodos tradicionalmente utilizados por associar
resposta rapida e seletiva, facilidade de analise e potencialidade para
miniaturizagio. Assim, um estudo para a procura de uma opgio ao que vem sendo

aplicado, € ao mesmo tempo oportuno e relevante.
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Para facilitar o entendimento do leitor, este trabalho foi dividido em
capitulos, de modo que nos capitulos II e III siio apresentados aspectos tedricos
como a importincia dos neurotransmissores e os principais métodos utilizados para
a sua determinagdo. Sdo ainda apresentados alguns fundamentos basicos dos
biossensores, assim como os principios de operacio dos biossensores
amperometricos. Em  seguida, discorre-se  sobre  biossensores  para
neurotransmissores € também sobre biossensores a base de peroxidase. No capitulo
IV estdo os objetivos deste trabalho. Nos capitulos de V a VIII s3o apresentados o
detalhamento experimental, a discussdo dos resultados obtidos, as conclusdes mais
relevantes e as propostas para trabalhos futuros. Finalmente, no capitulo IX estdo as

referéncias citadas no decorrer da tese.
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2 NEUROTRANSMISSORES

2.1 GENERALIDADES

A partir da década de 90 houve uma mudangca radical no modo de pensar sobre
a atuagdo dos neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC).
Primeiramente, € preciso considerar que a quantidade de transmissores saltou de
aproximadamente dez considerados “classicos” (principalmente pequenas
monoaminas € aminoacidos), para quarenta ou mais, contribuindo para tal a
descoberta de uma grande quantidade de neuropeptideos.

O segundo ponto a considerar ¢ que, originalmente, uma substincia para ser
considerada neurotransmissor devia ser encontrada no espaco sinaptico — regido
microscopica entre o terminal de um neur6nio ¢ a superficie receptora de outro — ¢
apresentar ag@io pos-sinaptica. Ou seja, nas sinapses, a chegada de um impulso
nervoso deveria causar uma rapida liberagio de moléculas de neurotransmissores
que se difundiam, de forma breve, sobre a membrana de um neurénio adjacente,
aumentando ou diminuindo a sua atividade elétrica (VALLE et al, 1991).
Entretanto, atualmente € sabido que os mediadores quimicos dentro do cérebro
podem ter a¢des lentas e de longa duragéo (durante minutos ou horas), ter um efeito
pulverizador ¢ agirem a uma distincia consideravel de seu local de a¢do (RANG et
al.,1997).

Nos ultimos anos, foram obtidos progressos valiosos na caracterizagdo de
neurotransmissores, sua localizagdo e elucidagio dos eventos moleculares que os
envolvem. A quantificacdo destas substincias no tecido cerebral ¢ nos fluidos
extra-celulares vem sendo usada para desenvolver estratégias no tratamento de

doengas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas € em seus diagnosticos. A seguir
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sdo apresentadas as principais caracteristicas dos neurotransmissores estudados

nesta tese: a serotonina e as catecolaminas — dopamina, epinefrina ¢ norepinefrina.

2.2 SEROTONINA

A serotonina ¢ um neurotransmissor derivado do triptofano e, nos mamiferos, é
sintetizada no cérebro e em outros tecidos como, por exemplo, no figado. A mesma
esta largamente distribuida na natureza, sendo encontrada na maioria dos vertebrados
e invertebrados, no veneno de vespas e escorpides, e em varios frutos, tais como
abacate, banana, berinjela, maracuja, tomate, abacaxi ¢ outros (ZANINI ; OGA,
1994). E uma monoamina reguladora do organismo, fisiologicamente ativa, que
juntamente com a dopamina, a epinefrina ¢ a noradrenalina forma o grupo
denominado aminas biogénicas. Na sua biossintese, primeiro o triptofano sofre uma
hidroxilagdo  pela  agiio da  triptofano  hidroxilase, formando o
5 — hidroxitriptofano, que sofre entio uma descarboxilagio formando a serotonina
(Figura 1). E também conhecida por 5 — HT ou 5-hidroxitriptamina.

Os neurotransmissores podem ser inibitérios ou excitatérios, sendo a serotonina
um neurotransmissor excitatorio. No sistema nervoso central, ela esta relacionada com
a temperatura corporal, percepgdo sensorial, sono e controle hormonal. Interfere na
fisiopatologia de desordens afetivas, estados hiperagressivos ¢ na depressdo. Foi
sugerida sua participagio também nas disfungSes mentais, principalmente a
esquizofrenia (ZANINI ; OGA, 1994 ; VALLE et al., 1991). Em estudos sobre o
envelhecimento humano, a serotonina tem sido estudada em conjunto com os demais
neurotransmissores nas fungdes da memoéria, pensamento, emogo € comportamento.
Uma das explicagGes para a depressdo é o abaixamento no nivel de serotonina, que
resulta em um humor deprimido (COHEN, 1995).
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Os niveis normais de serotonina no organismo estdo entre 0,5 — 1,3 pmol L.

Valores acima destes podem indicar a presenca de carcinomas. Estes tumores

secretam grandes quantidades de serotonina e produzem manchas cutineas por

vasodilatagio.
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Figura 1 - Biossintese da serotonina

2.3 NOREPINEFRINA

Triptofano

5-hidroxitriptofano

Serotonina

A norepinefrina, ou noradrenalina, ¢ um neurotransmissor do sistema
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nervoso autdnomo simpdético e do sistema nervoso central. No SNC, encontra-se no
cortex cerebral, sistema limbico, hipotidlamo, cerebelo e medula espinhal. A sua
biossintese (Figura 2) é feita a partir do aminodcido tirosina captado pelo terminal
nervoso (RANG et al, 1995). A maior parte da norepinefrina encontrada em
terminagles nervosas fica contida em pequenas vesiculas situadas nos axénios dos
neurdnios € apenas uma pequena parte permanece, em condi¢des normais, livre no

citoplasma.
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HOO— CH-CH,-NH-CH,  Epinefrina
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Figura 2 - Biossintese das catecolaminas



Capitulo 1l - Neurotransmissores 9

A norepinefrina interfere no ritmo sono/vigilia, emog¢do, aprendizagem,
regulag@o da temperatura, etc (ZANINI ; OGA, 1994 ; VALLE et al,, 1991). A sua
concentragdo normal no plasma sanguineo em adultos, é entre 0,3 — 1,7 nmol L.
Alteragdes neste nivel de concentragdo levam a diversos disturbios, entre eles a
depressdo (CALBREATH, 1992).

A hipétese da catecolamina dos distirbios afetivos, originalmente formulada
por Schildkrant, em 1965, sugere que a depressio resulta de uma deficiéncia funcional
da norepinefrina em determinadas areas do cérebro, enquanto a mania resulta de um

excesso (RANG et al., 1995).

2.4 DOPAMINA

A avaliagdo do papel da dopamina no cérebro, como um neurotransmissor
efetivo e ndo meramente como precursor da norepinefrina, ocorreu em meados da
déecada de 60, uma notdvel década de progresso, denominada os “anos das
monoaminas”, quando uma combinacdo da neuroquimica € neurofarmacologia levou
a muitas descobertas importantes sobre o papel dos neurotransmissores no SNC e
sobre a capacidade de certas drogas influenciar nesses sistemas.

A sintese da dopamina segue a mesma via que a norepinefrina, isto €, a
conversio da tirosina em dopa seguida de descarboxiligdo (Figura 2). E encontrada no
sistera limbico, hipotdlamo, etc ¢ as suas fungbes, de modo geral, dividem-se em: (i)
controle motor (sistema nigrostriatal, responsavel por 75% da dopanina do cérebro);
(it) efeitos comportamentais; (iii} controle enddcrino. Sua concentragio no plasma
sanguineo é menor que 0,7 nmol L' (CALBREATH, 1992).

Entre os males relacionados com a dopamina esta a doenga de Parkinson, que é

um disturbio motor progressivo, ocorrendo com maior freqiiéncia em pacientes
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idosos, cujos principais sintomas s¥o a rigidez e o tremor, associado a uma extrema
lentiddo para iniciar movimentos voluntarios (hipocinesia). E sabido que o mal de
Parkinson esta associado a uma deficiéncia de dopamina nas vias nigrostriatais.

Em 1965, foi proposta a “teoria da dopamina” sugerindo que uma concentragido
alta de dopamina no cérebro & responséavel pelos delirios e alucinagdes caracteristicos

de portadores de esquizofrenia (RANG et al., 1995).

2.5 EPINEFRINA

A epinefrina € uma catecolamina liberada pela medula supra-renal. Na sua
biossintese  (Figura 2), a feniletanolamina-N-metiltransferase  catalisa a
N-metitagdo da norepinefrina em epinefrina. A principal localizacio desta enzima ¢ a
medula supra-renal, que contém células liberadoras de epinefrina separadas das
células liberadoras de norepinefrina. Em um adulto, a sua concentragdao normal no
plasma sanguineo ¢ menor que 0,5 nmol L' (CALBREATH, 1992). A estimulaciio
das medulas supra-renais pelos nervos simpaticos tem como conseqiiéncia a liberagio
de grandes quantidades de epinefrina que passa ao sangue circulante e € levada a
todos os tecidos do corpo.

Durante periodos de estresse, quando o sistema nervoso simpéatico € excitado, a
epinefrina secretada pela medula supra-renal causa um grande aumento tanto na
glicemia quanto na concentragio sanguinea de acidos graxos. Quantitativamente, o
aumento de acidos graxos é muito maior que o aumento da glicemia. Por conseguinte,
a epinefrina aumenta especialmente a utilizagiio da gordura em estados de estresse
como os exercicios fisicos, o choque circulatério, a ansiedade e assim por diante. Uma
outra propriedade da epinefrina é aumentar a atividade cardiaca e causar ligeira

constricio dos vasos sanguineos dos musculos. Porém, como os vasos musculares
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representam uma parte consideravel de todos os vasos do corpo, a epinefiina eleva a

pressdo arterial, mas eleva muito mais o débito cardiaco, pela a¢do que exerce sobre o
coracdo e as veias (GUYTON, 1986).

3 METODOS PARA A DETERMINACAO DE NEUROTRANSMISSORES

3.1 METODOS NAO ELETROQUIMICOS

Sendo os neurotransmissores compostos que possuem papel importante no
sistema nervoso, pois sdo as chaves de ligagdo entre os neur6nios, a andlise dos
mesmos € revestida de um interesse especial em neurociéncia, uma vez que drogas
como anfetamina ¢ cocaina possuem seus sitios de a¢io no cérebro onde esses
neurotransmissores atuam.

Pesquisas meédicas e farmacéuticas tém se voltado para este campo, com o
objetivo de esclarecer os mecanismos de muitas doengas, de modo que seja possivel
uma Interven¢do farmacolodgica. Assim, muitas técnicas estio sendo desenvolvidas ¢
aperfei¢oadas de forma a permitir a detec¢do e quantificagdo de neurotransmissores,
como os que sdo objeto de estudo nesta tese, em fluidos biologicos e tecidos
NErvosos.

Neurotransmissores, como as catecolaminas, podem ser determinados
utilizando-se a eletroforese capilar (CHEN et al., 2001 ; MARUSZAK et al., 2001).
Esta é uma técnica barata, instrumentalmente simples, além de necessitar de um
volume pequeno de amostra e consumir pouco solvente. Contudo, o seu uso em
andlise de trago estd condicionado ao acoplamento de um sistema de detecgdo
eletroquimico ou de fluorescéncia, devido & falta de sensibilidade ocasionada por

volumes pequenos de amostra.
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Métodos espectrofluorimétricos, baseados na fluorescéncia das catecolaminas,
tambem tém sido usados na andlise de epinefrina em amostra sintética (PALOP et
al.,2002) e de dopamina em amostra de urina (WANG et al., 2002). A oxidagdo de
solugdes aquosas de epinefrina e norepinefrina pelo oxigénio, em meio basico, e o
uso de solvente orginico (no caso, metanol) para determinacio de dopamina
provocam um aumento na intensidade da fluorescéncia destas substincias. Assim,
estes neurotransmissores puderam ser determinados e os resultados encontrados para
a dopamina estdo de acordo com os valores obtidos por cromatografia liquida de alta
resolu¢do (HPLC), recomendada pela Farmacopéia Britanica. Os métodos baseados
em fluorescéncia sio geralmente mais sensiveis do que aqueles baseados em
absor¢do de radiagdo. Isto acontece porque a intensidade da fluorescéncia pode ser
aumentada, através do aumento da poténcia do feixe de excitagio de uma espécie ou
através de um evento quimico, como nes exemplos citados acima.

Entre as mais variadas metodologias para a determinagio de
neurotransmissores, a HPLC € uma das mais amplamente empregadas devido 4 sua
versatilidade, sensibilidade e especificidade. Devido 4 baixa concentracio com que
estes compostos estdo presentes, o sistema de detec¢do deve ser muito sensivel e
especifico, de modo que na maioria das investigagSes é usada a detecgio
fluorimétrica (PANHOLZER et al., 1999 ; CHAN et al., 2000 ; FOTOPOULOQU :
IOANNOU, 2002} ou a detecgdo eletroquimica (TSAI ; CHEN, 1996 ; RAGGI et
al,, 1999 ; XU et al,, 2001 ; MCKENZIE et al., 2002).

A deteccdo fluorimétrica, alicercada no uso de uma pré ou pés-coluna de
separagdo, constitui um sistema de detecgdo seletivo e facil de operar. O uso deste
sistema para determinacdo de epinefrina, norepinefrina, dopamina e serotonina
baseia-se na reatividade de suas aminas primarias com reagentes fluorescentes ou a
oxidagdo dos grupos catecdlicos seguida da reagdo com reagentes fluorescentes.

preciso considerar, no entanto, que a epinefrina ndo possui em sua estrutura uma
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amina primaria, o que impde uma dificuldade ao uso do método, embora isto possa
ser contornado,

As catecolaminas ¢ indolaminas sdo espécies naturalmente eletroativas e podem
ser avaliadas por detectores amperométricos ou coulométricos, sendo os
amperomeétricos os mais comumente empregados.

De modo geral, estes métodos necessitam de pré-tratamento da amostra e sdo
lentos, o que os torma inadequados para andlise de rotina (GROSSI et al., 1990),
dificultando a sua aplicagfo para diagnésticos rapidos. Assim, o desenvolvimento de
uma metodologia ficil, sensivel, eficiente e de baixo custo, para analise de

Tneurotransmissores, € extremamente importante.

3.2 METODOS ELETROQUIMICOS

Os métodos eletroquimicos se destacam pela sensibilidade, exatidio e
simplicidade além de possuirem uma vasta édrea de aplicagdo, incluindo
monitoramento ambiental, controle de gqualidade industrial, medicina e
biotecnologia.

A determinacdo de neurotransmissores pode ser feita fazendo-se uso de eletrodos
quimicamente modificados (EQM). Este termo foi introduzido por Murray et al., em
1975, para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, deliberadamente
imobilizadas em suas superficies, com 0 objetivo de
pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solugio. A
modificacédo da superficie do eletrodo, de forma a impor e controlar sua reatividade
e/ou seletividade, possibilita o desenvolvimento de eletrodos para variados

propdsitos. A grande maioria das aplicacGes analiticas de EQMs envolve técnicas
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voltamétricas ou amperométricas, embora existam também descritos na literatura
casos de EQMs como eletrodos ions seletivos.

Assim, para melhor compreensio do mecanismo de funcionamento do
cérebro, especialmente dos mamiferos, a neurociéncia tem realizado diversos
estudos sobre os neurotransmissores e uma contribuigiio efetiva tem sido a utilizacdo
de eletrodos de fibra de carbono, implantados diretamente em cérebros de ratos
(CRESPI et al,, 1992 , 1993). Devido as suas pequenas dimensdes, as fibras de
carbono tém-se mostrado um excelente material para a construcio de
microeletrodos, e caracteristicas como baixa queda Ohmica, corrente capacitiva
pequena, facilidade de alcangar o estado estacionario e possibilidade de usar
voltametria a altas velocidades sdo apontadas como responsaveis pelo uso das
mesmas em medidas eletroquimicas. Jackson et al. (1995) determinaram dopamina e
serotonina utilizando microeletrodos de fibra de carbono recobertos com Nafion®,
utilizando a técnica de voltametria ciclica a alta velocidade. Os eletrodos foram
usados para monitorar o aumento de dopamina e serotonina, em ratos anestesiados,
como resposta 2 um estimulo elétrico. O Nafion® atuou como um “filtro quimico”
prevenindo o acesso ao eletrodo de espécies anidnicas e a0 mesmo tempo facilitou o
acesso de aminas, como a serotonina. Além disso, quando usado com a técnica de
voltametria ciclica a alta velocidade, o Nafion® restringe a difuséo do analito para o
interior do filme, de modo que as medidas obtidas in vive podem ser convertidas em
concentragdo, tendo como base a curva de calibracgo.

A norepinefrina, a dopamina e a serotonina foram estudadas por voltametria, O
estudo da norepinefrina foi feito usando-se um eletrodo de ouro recoberto com um
filme de complexo de fulereno/Nafion® (WEI et al., 2002). Os resultados indicaram
que o complexo utilizado pode promover a oxidagdo da norepinefrina. Este fato
fortalece a possibilidade deste eletrodo ser usado em aplicacSes futuras. A serotonina

¢ a dopamina foram determinadas empregando um eletrodo de grafite reforcado por
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carbono (GRC), projetado por Miyazaki et al., 1999. Os resultados mostraram que o
meétodo ndo é vantajoso somente para a determinagdo simultinea dos dois
neurotransrmssores citados, bem como na determina¢io de cada um. O principal
objetivo do desenvolvimento do eletrodo GRC € a sua aplicagfio no estudo de
neurotransmissores in vivo,

A modificagdo do eletrodo de carbono vitreo também é uma realidade na
determinagdo de neurotransmissores. A determinagfio voltamétrica de serotonina
foi feita por Zen et al. (1998), em sangue humano, recobrindo um eletrodo de
carbono vitreo com Nafion®/6xido de ruténio. Este eletrodo apresentou boa
seletividade ¢ sensibilidade assim como tempo de resposta mais rapido, quando
comparado com eletrodo de carbono vitreo n3io modificado, sugerindo que esta
metodologia pode ser 1til no monitoramento de serotonina in vivo. A concentragio
de serotonina determinada neste estudo foi de 0,4 pmol L. Fazendo uso também de
um eletrodo de carbono vitreo modificado, Rubianes e Rivas (2001) quantificaram
dopamina. A modificagio foi feita com um polimero obtido pela polimerizagdo de
L-dopa. O filme polimérico obtido apresentou uma grande capacidade de excluir
gspecies anidnicas, como acido ascorbico e acido trico. Espécies catibnicas como
epineffina, norepinefrina ¢ dopamina foram oxidadas no eletrodo modificado e
entdo quantificadas.

Os eletrodos de pasta de carbono sfo versateis, apresentam baixa corrente de
fundo, baixo custo, facilidade de renovagio da superficie e, se modificados de
maneira conveniente, podem ser usados na determinacdo eletroanalitica de
neurotransmissores. Portanto, eletrodos de pasta de carbono meodificados com
ftalocianinas de ferro ou cobre surgem como alternativas na detecgdo dessas
substancias (ONI ; NYOKONG, 2001 ; SOTOMAYOR et al., 2002). Este tipo de
modificagdio tem por objetivo obter uma transferéncia de elétrons mais eficiente

entre o sitio ativo da enzima e a superficie do eletrodo, imprimindo uma maior
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robustez ao eletrodo. A transferéncia de elétrons ineficiente é causada pela densa
camada de proteina em volta do sitio ativo da enzima, o que provoca uma barreira
para a transferéncia de elétrons. A principal caracteristica desse eletrodo € o uso de
um complexo de ferro ou de cobre que imita o sitio ativo de uma enzima € com isso
pode ser usado para catalisar reagdes redoxes de analitos extremamente importantes,
como as catecolaminas € a serotonina.

A determinagio de neurotransmissores também pode ser realizada utilizando-
se biossensores. Uma revisdo bibliografica mais especifica estd apresentada no
capitulo III, ja que o assunto tem ligagdo direta com a proposta deste trabalho, que é

desenvolver um biossensor amperométrico para neurotransmissores.



Capitulo II - Biossensores 17

4 BIOSSENSORES

4.1 INTRODUCAO

Sensor quimico € um dispositivo que transforma a informagio quimica em
um sinal analiticamente util. De modo geral um sensor quimico possui trés
elementos basicos: (i) a fase sensora ou de reconhecimento, em que ocorre a
interagdo seletiva com o analito; (ii} o transdutor, que tem a propriedade de
converter a grandeza fisico-quimica em um sinal mensuravel; (iii) o instrumento,
que trata o sinal e executa os calculos (FOGT, 1990). Dependendo da natureza
fisica do sinal, os sensores quimicos podem ser classificados em eletromagnético,
elétrico ou térmico. Uma classificagdo adicional pode ainda ser feita. No caso em
que o sinal € elétrico, o sensor pode ser amperométrico, potenciométrico ou
condutimétrico (CUNNINGHAM, 1998).

Nas trés ultimas décadas ‘um novo conceito de sensor, denominado
biossensor, tem feito parte da literatura cientifica. Biossensores sdo sensores
quimicos que fornecem informagiio analitica quantitativa ou semiquantitativa,
usando um elemento bioldgico reconhecedor incorporado a um transdutor que deve
ser capaz de converter a resposta quimica em um sinal apropriado (VO-DINH ;
CULLUM, 2000 ; THEVENOT et al. 2001). O elemento chave do biossensor é a
camada sensora, constituida por biomoléculas, que permite avaliar a concentragfio
do componente (bio)quimico contido na amostra (SCOUTEN et al., 1995). O
conceito de biossensor pode ser representado de acordo com a Figura 3. A escolha
do material biolégico e do transdutor adequado depende de cada amostra e do tipo
de medida em que se tem interesse. O biocomponente determina o grau de

seletividade ou especificidade do biossensor. O reconhecimento molecular seletivo
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¢ a principal meta da tecnologia dos biossensores. Diferentes materiais e
transdutores tém sido empregados na construcio dos biossensores sendo os
eletroquimicos (potenciométricos e amperométricos) os mais populares, pois
apresentam respostas rapidas, possuem a vantagem de serem econémicos e a
possibilidade de automagdo, permitindo sua aplicagiio em um amplo ndmero de
amostras (GUARDIA, 1995 ; ALEGRET, 1996 ; LUONG, 1988).

ANALITO

BIORECEPTOR

Reconhecimento
Molecular

TRANSDUTOR

Medida
L1

v

REGISTROE
TRATAMENTO
DOS DADOS

Figura 3 - Diagrama conceitual de um biossensor

O sensor amperométrico ¢ mais répido, mais sensivel ¢ mais preciso que o

sensor potenciomeétrico. Isto acontece porque nfio existe a necessidade de esperar
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que o equilibrio termodinidmico seja atingido e a resposta é linear em funggo da
concentragdo do analito. Contudo, a seletividade de um sensor amperométrico é
governada somente pelo potencial redox do composto eletroativo presente e

conseqiientemente, a corrente medida pode incluir a contribuigdo de muitas

ANALITO
(enzimas, anticorpos, antigenos, células microbianas,

gases, ions,metabolitos, microorganismos, proteinas, etc.

v

ELEMENTO RECONHECEDOR
(c€lulas, receptores, anticorpos, antigenos, membranas, enzimas,
organelas, organismos, tecidos, oligonucleotideos)

: ' v v

Tun:]lgirn;g:) de Mudanga de Absprg_ﬁo ou Alteragio de
movimento de fons, temperatura ou emissdo de _massa e/ou
difusio de espécies liberacZo de radla(;aca ‘ microviscosidade

eletroativas ou calor eletromagnética

carregadas
Eletroquimico Térmico Optico Piezoelétrico
{amperométrico,
potenciométrico,
FET ou
condutimétrico)

v

Processamento do sinal por razéo dupla ou multipla, ou por subtragdo seguida por
comparagio de calibragio

Figura 4 - Biocomponentes e transdutores empregados na construcio de
biossensores (MELLO ; KUBOTA, 2002)
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especies além daquela de interesse. Na Figura 4 sio apresentados, alguns analitos
(substratos) que sdo analisados imobilizando o© componente biolégico,
separadamente, em diferentes transdutores uma vez que os biossensores podem ser
classificados de acordo com o tipo de componente biolégico envolvido no
mecanismo, no modo de transdugfo ou na combinagio destes dois aspectos.

Existe um consenso em relagdo as propriedades que biossensor ideal deve
possuir. Além das caracteristicas que os métodos analiticos devem ter, como
exatiddo, precisfio, sensibilidade e seletividade, é desejavel que os biossensores
possuam  propriedades adicionais, como auséncia de histerese, estabilidade,
robustez e baixo custo de produgdo em massa. Para proporcionar uma ampla
aplicabilidade dos biossensores em trabalhos analiticos, é recomendavel também
que sejam portateis e biocompativeis, de forma que possam ser utilizados em
avaliagdes in situ e in vivo. Assim sendo, é possivel que sejam obtidas informacdes
em tempo real.

A capacidade de determinag@io seletiva de analitos em amostras complexas, a
rapidez de andlise, a diminuigio de custo e de residuos gerados por analise, tem
atraido o interesse de diferentes areas como Medicina, Meio Ambiente, Alimenticia
e da Biotecnologia. A maior motivagio é a possibilidade de monitoramento
continuo in vivo ou on line. As caracteristicas dos biossensores s3o vantajosas em
relagdo aos eletrodos convencionais e técnicas off-line que utilizam HPLC ou
espectroscopia de massa, uma vez que as técnicas convencionais requerem
preparagio da amostra, equipamentos caros ¢ um longo tempo de processamento.

Na década de 60 surgiu o primeiro biossensor, desenvolvido por Updike e
Hicks, utilizando a enzima glicose oxidase imobilizada em uma membrana de
acrilamida (UPDIKE ; HICKS, 1967). O consumo de oxigénio foi detectado
através da aplicagdio de um potencial suficiente para que houvesse a redugio do

mesmo na superficie de um eletrodo de Pt. O sistema de resposta quantificava a
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variagdo de concentragio de oxigénio dissolvido, que por sua vez era proporcional
a concentragio de glicose. Desde entdo diferentes biossensores tdm sido
desenvolvidos, pois em principio, qualquer componente biolégico pode ser
combinado com um transdutor para produzir um biossensor operacional. Para
avaliar o custo de um biossensor, ¢ conveniente indicar o procedimento de
imobilizagdo e a quantidade de bioreceptor necessaria para realizar um determinado
numero de ensaios.

Para Ivnitski et al. (1999), existem diferentes mercados que podem aproveitar
as vantagens dos biossensores, se convenientemente sensiveis e exatos,
considerando que possuem grande aplicacio, como ja foi citado anteriormente, em
diagnosticos  clinicos, controle de qualidade de alimentos, monitoramento
ambiental e industria militar. Entre todos estes, a drea de diagnéstico clinico
oferece oportunidade real para exploragio de biossensores, a exemplo do
biossensor para glicose que ji é encontrado comercialmente e constitui uma
importante ferramenta no monitoramento de glicose em individuos com diabetes.

Devido ao recente avango nas dreas de microeletronica, biotecnologia, fibras
opticas etc, a definigdo de um biossensor evoluin do conceito classico de um
eletrodo associado a uma enzima, para uma variedade de métodos analiticos ¢
dispositivos baseados em biocatilise ou bioafinidade (ROGERS ; WILLIANS,
1995 ; MASCINI et al., 2001). A um sensor com transdugéio eletroquimica ¢
possivel aliar a especificidade de uma enzima e obter-se um biossensor que possa
ser utilizado com sucesso nos mais variados procedimentos analiticos. Alguns
biossensores enzimdticos podem determinar a concentragio de carboidratos
(glicose, galactose ¢ frutose), proteinas (creatinina), aminoédcidos (glutamato) e
metabolitos em sangue, tecidos e fluidos bioldgicos (ZHANG et al., 2000). Assim,

os biossensores eletroquimicos, particularmente os enzimaticos, apresentam uma
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grande diversidade que vai desde dispositivos comerciais para determinacio da
taxa de glicose no sangue até analise de varios metabélitos (WANG, 1999b).

A resposta de um eletrodo enzimatico depende tanto da atividade ¢ das
propriedades da enzima imobilizada, quanto das propriedades eletroquimicas do
matenial de eletrodo. Para conseguir um biossensor vidvel, com boa sensibilidade e
estabilidade operacional, a enzima deve estar apropriadamente ligada ao transdutor
para facilitar a transferéncia de elétrons (no caso de transdutores eletroquimicos).
Portanto, a imobilizagio da enzima sobre o transdutor € uma das etapas cruciais na

preparacdo de um biossensor.

S ENZIMAS

As enzimas s3o catalisadores quimicos de origem bioldgica sintetizadas por
organismos vivos. Sdo, normalmente, constituidas por moléculas de alta massa
molar, que aceleram grande variedade de reagdes envolvidas nas atividades
metabolicas fundamentais das células e possuem sitios de ligagio muito bem
definidos para o substrato, Uma enzima ¢ capaz de catalisar uma reagio particular
de um substrato, mesmo existindo isbmeros deste substrato ou compostos de
estrutura similar devido a sua alta especificidade, além de sua elevada sensibilidade
(GUIBALT, 1984).

As enzimas tém massa molar que varia de cerca de doze mil até acima de um
milhdo. Sdo portanto muito grandes quando comparadas com os substratos ou com
os grupos funcionais sobre os quais agem. Algumas enzimas sdo formadas por
cadeias polipeptidicas e no contém nenhum outro grupo quimico além de residuos
de aminoacidos. Qutras, para terem atividade necessitam de um componente

quimico adicional chamado cofator. O cofator pode ser inorgénico, como Cu™,
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Zn", Fe™ ou Fe™ ou pode ser uma molécula organica complexa chamada
coenzima. Algumas enzimas precisam de ambos: uma coenzima ¢ um ou mais {ons
metalicos para serem ativas. Em certas enzimas, a coenzima ou o ion metilico esti
ligado fracamente ou apenas de forma transitdria & parte protéica, enquanto que em
outras se ligam de modo firme e permanente; neste caso, recebe a denominagio de
grupo prostético. As coenzimas e os ions metélicos sio estaveis ao aquecimento,
enquanto a parte protéica da enzima ¢ desnaturada pelo calor (LEHNINGER,
1989).

Atualmente, sd0 conhecidas cerca de duas mil enzimas, sendo algumas delas
comercializadas na forma pura e cristalina. O seu uso em quimica analitica € em
outras areas correlatas € bastante desenvolvido, permitindo a determinacdo de
variados substratos (LASKIN, 1985). A classificacio das enzimas envolve seis
classes distintas, cada uma com subclasses, segundo o tipo de reagdo catalisada
(LEHNINGER, 1989). Nesta classificagdo, entre outras enzimas, estio as
oxiredutases, definidas como enzimas que catalisam reagdes de oxidagio e redugio
e, entre as oxiredutases, estdo incluidas as oxidases, as desidrogenases e as
peroxidases. O nome oxidase ¢ utilizado somente quando o O, é o aceptor de
elétrons; dependendo da capacidade da enzima em doar dois ou quatro elétrons ao
oxigénio molecular, haverd a formagio de peréxido de hidrogénio ou agua, como
produto final. As enzimas desidrogenases catalisam rea¢®es independentemente da
presenga do oxigénio molecular, enquanto as peroxidades utilizam perdxido de
hidrogénio como oxidante.

A otimizagio da reagdio de transferéncia de elétrons entre a enzima e o
eletrodo representa um dos maiores obsticulos na construgio de biossensores
amperométricos (GORTON et al,, 1992). Assim, o que se investiga sio
biossensores cuja transferéncia de elétrons entre o cofator da enzima redox ¢ o

eletrodo seja direta e eficiente (FREW ; HILL, 1987 ; GUO ; HILL, 1991 ; IKEDA,
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1992 ; LOTZBEYER et al., 1996), o que muitas vezes ¢ dificultado por
impedimentos cinéticos ou estéricos (HELLER, 1992).

Os eletrodos enzimaticos representam um dos mais recentes avangos em
quimica analitica e a possibilidade de imobilizagdo da enzima é um dos pontos que
tornam este campo de pesquisa interessante, pois permite a reutilizagio da mesma,
além de buscar conservar ao méaximo a atividade da enzima na superficie do

transdutor,

5.1 METODOS DE IMOBILIZACAQ DE ENZIMAS

A imobilizagio de enzimas teve um desenvolvimento muito grande nos
tltimos trinta anos, visto que as vantagens desta técnica vém sendo, ao Jongo deste
tempo, avaliada e utilizada nas mais diversas areas. Uma das razdes para a grande
expansdo da tecnologia da imobilizagio estd ligada ao material de suporte, que
pode agir sobre a estabilidade e a eficiéncia da enzima imobilizada. Quando a
enzima esta em solugdo seu comportamento ¢ ignal ao de qualquer soluto em que
ha uma dispersdo na solugdo e os movimentos s.ﬁo livres, porém quando
imobilizada estes movimentos sdo restritos (BICKERSTAFF, 1997). A escolha de
um meétodo de imobilizagdo apropriado depende do tipo de transdutor usado, da
natureza do analito e das condiges de operagio do biossensor (LUONG, 1988 ;
WANG, 1994). Algumas propriedades devem ser observadas na escolha da matriz
de imobilizagdo, tais como: caracteristicas fisicas (4rea superficial, nio
compressibilidade, resisténcia, grau de porosidade), quimicas (hidrofilicidade,
grupos funcionais passiveis de modificagio), estabilidade (mecinica e de
estocagem), aspectos econdmicos (custo-beneficio, impacto ambiental,

equipamentos e reagentes requeridos) e reagdo (limitagdes de transferéncia de
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massa, de substdncia, de cofatores e de produtos) (BICKERSTAFF,1997 ;
WORSFOLD, 1995).

As enzimas podem ser imobilizadas sobre um transdutor ou uma matriz
suporte através de métodos fisicos e quimicos. Métodos fisicos como oclusdo
(WORSFOLD, 1995) e adsor¢ao (MESSING, 1976) provocam pouca perturbagéo
sobre a fungfio ¢ a estrutura da enzima e podem ser aplicados a muitas delas. Ja os
quimicos sdo mais drasticos e podem levar a uma perda da atividade enzimatica,
por isso devem ser utilizados com cautela. O uso criterioso dos métodos quimicos
de imobilizacio geralmente confere ao biossensor melhor estabilidade operacional
(SCOUTEN et al., 1995). Nestes métodos estiio incluidas ligagio cruzada e ligacio
covalente.

Cada enzima € Unica em suas caracteristicas e isto influencia na escolha do
procedimento de imobilizagio. Entretanto, a obten¢fio de um biossensor com
estabilidade operacional depende, também, da estabilidade do suporte e do tipo de
amostra, a qual pode conter diferentes ativadores e/ou inibidores (GORTON et al.,
1991} e, como ndo existe um meétodo ideal ou procedimento geral para a
imobilizagdo do componente bioldgico, a diversidade de métodos existentes
permite a escolha de um que promova uma melhor imobilizagio e menor perda da
atividade enzimitica (BICKERSTAFF, 1997). Dentre os mais importantes
destacam-se: ligago covalente cruzada, ligagiio covalente, oclusio, adsorcio e

encapsulagio (BICKERSTAFF, 1997 ; BARKER, 1987).

5.1.1 Imobilizacio por Adsor¢io

Neste meétodo, a imobilizagio ocorre principalmente através de interagdes

entre o suporte € a enzima. Estas interagGes sdo do tipo van der Walls ou pontes de
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hidrogénio que, embora fracas, ocorrem em nimero suficiente para que a
imobilizacdio seja possivel. Entre os adsorventes mais utilizados estio o quartzo, o
vidro, o carvéo, a silica-gel, a celulose e as resinas de troca idnica {CHIBATA,
1978). A grande vantagem do método reside na simplicidade ¢ nas condi¢Ses
brandas com que ¢ realizado, preservando a atividade enzimatica. Além disso, é
rapido, simples e barato.

Apesar destas vantagens, devido as interagdes envolvidas, com o decorrer do
tempo ha uma dessor¢do progressiva das moléculas de enzimas, além de serem
altamente afetadas pelo pH, forca i6nica do meio, temperatura ou mesmo pelo
substrato da enzima. Por isso, é importante o conhecimento ¢ o controle destes

fatores para conseguir imobilizar a enzima e manté-la adsorvida com atividade.

5.1.2 Imobiliza¢io por Oclusdo

Na oclusdo, a imobilizagio da enzima acontece durante o processo de
reticulagdo de um polimero insolivel em 4gua. A rede polimérica forma espacos
vazios dentro dos quais a enzima fica livre na solugio, diferentemente da adsorgdo
e da ligagdo covalente, porém seus movimentos sio limitados pela estrutura da
rede.

A grande dificuldade de transporte do substrato ¢ do produto, para dentro e
para fora do polimero, respectivamente, aumentando o tempo de resposta, assim
como a perda continua de enzima pelos poros do polimero, constituem duas

grandes desvantagens do método (BICKERSTAFF, 1997 ;: TURNER et al., 1987).

5.1.3 Imebilizacdo por Ligacdo Covalente Cruzada
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Neste método de imobilizago, as moléculas de enzima ligam-se entre si por
pontes intermoleculares, formando uma ampla rede tridimensional. A ligacio
cruzada envolve a formag3o de ligagio covalente entre enzimas, utilizando para tal,
agentes bl ou multifuncionais (glutaraldeido, hexa-metil-diisocianato e outros). O
grande problema destes reagentes é a toxicidade que limita o seu uso em células
vivas ¢ em diversas enzimas.

O glutaraldeido ¢, dos reagentes polifuncionais, o mais utilizado devido ao
baixo custo e baixa toxicidade quando comparado com os demais. As ligagdes que
se formam entre a enzima ¢ o glutaraldeido sio estiveis diante dos efeitos de pH,
forca idnica, solventes e temperatura (OLIVEIRA NETO ; YAMANAKA, 1988).
A maior desvantagem € que muitas enzimas sio sensiveis a reagio e podem perder
a atividade catalitica. A utilizagio de glutaraldeido ndo exige um procedimento
especifico para uma determinada enzima ou aplicagio. Entretanto, a efetividade da
imobilizagdo depende das condigbes experimentais em que o procedimento é
realizado, devido & multiplicidade de estruturas quimicas possiveis em cada
situagdo (WALT ; AGAYN, 1994).

3.1.4 Imobilizacio por Ligacio Covalente

A imobilizagio por ligagfio covalente ocorre entre grupos reativos do suporte
e grupos funcionais da enzima, que nfio sejam essenciais para a atividade catalitica
da mesma. Os grupos funcionais da enzima siio, por exemplo, os 4cidos
carboxilicos (4dcido aspartico e glutdmico), amino (lisina e arginina), hidroxila
(serina ¢ teomina) ¢ mercaptana (cisteina). Basicamente, dois passos estdo

envolvidos na ligagdo covalente entre a enzima ¢ o suporte. No primeiro, o suporte
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¢ ativado com o reagente especifico e no segundo, a enzima é adicionada para a
formacdo da ligagio.

Esta técnica ¢ simples ¢ ocorre em baixas temperaturas, baixa forca idnica e
dentro do pH fisiolégico. A escolha do reagente imobilizante tem como pré-
requisito o conhecimento do aminodcido presente no centro ativo, isto porque o
aminoacido ndo deve reagir com o reagente imobilizante. Assim, se a enzima
utiliza o grupo carboxil do centro ativo para participar da catalise, é conveniente

que a ligaciio covalente entre a enzima e o suporte s¢ faga através do grupo amine.

5.1.5 Imobilizacio por Encapsulagio

Neste meétodo, a enzima, fica dentro de microcapsulas delimitadas por uma
membrana semipermedvel que permite a passagem do substrato ¢ dos produtos
reacionais. Os principais tipos de membranas usadas sfo: acetato de celulose,
policarbonato, coldgeno, Teflon® e Nafion®. A difusio das espécies envolvidas no
processo ¢ a retencio de produtos dentro da capsula sdio as principais desvantagens

do método, uma vez que podem levar a um rompimento da membrana.

6 BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS

O principio de funcionamento de um biossensor amperométrico é a medida
da corrente produzida por uma reagfio quimica entre espécies eletroativas. Esta
reagio quimica ocorre num potencial determinado e a corrente gerada estd
relacionada com a espécie em solugdo. Todavia, como estes biossensores sio
operados por difuso, a corrente ¢ afetada pela velocidade com a qual o analito

difunde até a superficie do ¢letrodo. Outro fator a considerar é que a seletividade &
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governada pelo potencial redox das substancias eletroativas presentes, de modo que
a corrente medida pode incluir a contribuigio de varias espécies quimicas. Este tipo
de biossensor representa a maioria dos dispositivos comerciais disponiveis
atualmente, isto porque estes cletrodos sio baseados em enzimas redoxes
(oxiredutases) e existe um grande nimero destas enzimas disponiveis que podem
atuar em acidos graxos, agucares, aminoécidos, aldeidos e fenéis (HENDRY et al.,
1990).

Apos o surgimento do primeiro biossensor onde a enzima glicose oxidase foi
utilizada para detectar glicose, outras enzimas sio utilizadas, juntamente com
diferentes materiais, na construciio de biossensores amperométricos. As enzimas
redoxes, entre as quais se incluem as oxidases, as desidrogenases e as peroxidases,
geralmente s30 uteis para estas finalidades. Tanto a producio de peréxido de
hidrogénio como o consumo de oxigénio, podem ser usados como uma medida da
concentragdo do substrato (analito).

Os biossensores nos quais o eletrodo € simplesmente usado para determinar a
concentragdo de um dos reagentes ou de wm dos produtos sio chamados de
biossensores de primeira geragdo. Este tipo de biossensor usa o fato de o grupo
prostético de algumas enzimas ser “reciclado” através da livre difusio do co-
substrato natural da enzima (por exemplo, oxigénio molecular ou NAD"). Como
alguns destes co-substratos podem ser reduzidos ou oxidados em um eletrodo
metélico, estes compostos podem ser usados como pontes de ida e volta, entre a
enzima ¢ o transdutor. O decréscimo da concentragiio do co-substrato enzimatico
ou o aumento da concentragdo do co-produto é medido pela mudanga na corrente
quando ¢ adicionado o substrato a ser determinado (HABERMULLER et al.,
2000). Uma desvantagem destes eletrodos é a necessidade de aplicagiio de um
potencial geralmente alto para ocorrer o evento quimico. O problema ¢ que

substincias interferentes podem ser oxidadas nestes potenciais elevados, como



30 Capitulo III - Biossensores

também a enzima pode ser desnaturada. Qutro inconveniente destes eletrodos & que
sao influenciados pela variagdo de concentracdo de oxigénio dissolvido.

Buscando suprir as desvantagens apresentadas pelos biossensores de primeira
geragho, foram desenvolvidos eletrodos modificados quimicamente em que o
oxigénio molecular ¢ substituido por um mediador para facilitar a transferéncia de
clétrons entre a enzima ¢ o eletrodo. Estes biossensores sio chamados de
biossensores de segunda gerag¢do e representam um dos principais campos de
pesquisas com eletrodos enzimaticos. Os mediadores de elétrons sdo substincias
redoxes, de baixo peso molecular, como ferroceno, hexacianoferrato e azul de
metileno, que facilitam a transferéncia de elétrons entre a enzima e o eletrodo com
a vantagem de que esta reagfio redox ocorre em potenciais baixos, minimizando
problemas de interferéncias e dando maior estabilidade ao composto bioldgico
ativo, devido ao potencial aplicado (GORTON et al., 1992 ; CSOREGI et al.,
1993).

As principais caracteristicas que um mediador deve apresentar: (i) o
potencial formal do par redox deve ser baixo em relagio ao potencial usado na
oxidag&o ou redu¢do de um reagente ou produto, e independente do pH; (ii) deve
possuir alta estabilidade em ambos os estados redoxes; (iii) deve ser o segundo
substrato para a reag3o enzimatica; (iv) o processo eletroquimico no eletrodo deve
ser reversivel e nio ser a etapa limitante do processo (LOBO et al., 1997 :
GHINDILIS et al., 1997 ; CHAUBEY ; MALHOTRA, 2002).

O grande interesse em construir e estudar eletrodos quimicamente
modificados deve-se ao desenvolvimento de técnicas de imobilizaghio tanto das
enzimas como dos mediadores em eletrodos (GORTON, 1993). Os mediadores
podem ser incorporados aos eletrodos por adsorgéo, oclusdo em filmes poliméricos,

ligacdo covalente ou simplesmente misturados em pasta de carbono.
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A fun¢do do mediador é auxiliar a troca eletrdnica entre a enzima ¢ o
eletrodo, quando esta € favoravel termodinamicamente e nfio cineticamente. O
processo de eletrodo ocorre em potencial caracteristico do mediador cuja fungio é
regenerar a ¢nzima e levar os elétrons até o eletrodo (WILSON, 1987).

Alguns biossensores de segunda geracio sio comercializados na forma
descartavel. A MediSense foi a primeira companhia a colocar no mercado um
produto da segunda gera¢o de biossensores para o monitoramento de glicose no
sangue, para uso domiciliar. O mediador usado é ferroceno. Com a juncgio da
MediSense com os Laboratérios Abbot outros biossensores amperométricos de
segunda geracfio poderéo ser colocados no mercado (BANSI ; CHAUBEY, 2003).

Quando a transferéncia de elétrons acontece diretamente entre o sitio ativo da
enzima e o eletrodo, os biossensores sio chamados biossensores de terceira
geragdo e se caracterizam pela auséncia de mediadores. A auséneia de mediador
propicia ao biossensor uma seletividade superior porque pode operar num potencial
mais proximo ao potencial redox da enzima e esti menos sujeito as reacSes
interferentes que também sdo evitadas devido 4 auséneia de reagentes necessarios
para que acontecam (GORTON, 1995). A transferéncia de elétrons depende da
distancia entre o sitio ativo da enzima e a superficic do eletrodo (GHINDILIS,
1997). Embora o uso destes biossensores apresente vantagens como a eliminagio
das etapas de reagdio dos mediadores e a possibilidade de imobilizar uma
quantidade maior de enzima, aumentando deste modo o sitio de reago por area do
transdutor, o uso dos mesmos ainda é restrito pois est4 atrelado ao conhecimento do
mecanismo envolvido.

Diferentes materiais podem ser usados para a construgio de biossensores
amperometricos, mas a imobilizagio de biomoléculas em eletrodos tradicionais,
como ouro e platina, nfio é um processo facil. Assim, a utilizacio de novos

materiais e/ou a modificagio de eletrodos tem atraido grande interesse nos tiltimos
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anos, sendo os materiais carbonaceos — grafite pirolitico, carbono vitreo, pasta de
carbono, fibra de carbono — muito utilizados, pois possuem baixa resisténcia
elétrica (ZHANG, 2000).

Entre os materiais carbonaceos, a pasta de carbono representa um dos mais
empregados. Ela é constituida de hidrocarbonetos e grafite, podendo ou néo ter
modificadores (matrizes e mediadores). A fun¢fio dos hidrocarbonetos é fixar a
pasta ao eletrodo, preencher as cavidades entre as particulas de grafite e “isolar” o
mesmo do contato com solugdes aquosas. Os hidrocarbonetos geralmente sdo 6leos
ndo condutores (parafina, silicone, Nujol). A grafite em pé utilizada deve
apresentar particulas de tamanho inferior a 20 um (os mais usados estio entre de
0,1 a 0,5 um), para facilitar o ajuste da superficie, evitando a presenca de ruido
devido 4 alta heterogeneidade ¢ permitindo a melhor analise da amostra. O grande
uso da pasta de carbono esta também ligado ao fato de sua superficie ser facilmente
renovada, apresentar baixa corrente de fundo, ampla faixa de potencial, a sua
composi¢do poder ser modificada e também por existir uma grande proximidade
entre a matriz condutora, a enzima e outros aditivos que facam parte da mesma
(KALCHER et al, 1995 ; POPESCU et al., 1995). A modifica¢do intema do
material eletrédico, diferentemente do que ocorre com os eletrodos sélidos
convencionais, em que a modificagiio ocorre apenas na superficie, resulta numa
configura¢do de eletrodo que permite a sua utilizagdo sem a necessidade de adigio
de reagentes durante a determinagdio (PEREIRA et al., 2002).

As propriedades acima citadas fazem da pasta de carbono uma matriz
adequada para imobilizagio de enzimas ¢ dos biossensores amperométricos de
pasta de carbono, uma ferramenta prética para a determinagfio rapida e barata de

neurotransmissores.
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6.1 EFEITOS DE ADITIVOS NA SENSIBILIDADE E ESTABILIDADE DE
BIOSENSORES

A estabilizacfio de enzimas é de grande interesse em biossensores nos quais o
tempo de estocagem e a estabilidade durante a sua utilizaciio sfio necessérios.
Portanto, € possivel definir dois tipos de estabilidade: a estabilidade de estocagem e
a estabilidade operacional. A estabilidade de estocagem & reconhecida como
manuten¢do da atividade enzimatica quando guardada em condigdes especificas,
depois de manufaturada. A estabilidade de um biossensor é sempre um fator
decisivo para a sua viabilidade comercial (GIBSON, 1999).

Ao lado da estabilidade de estocagem existe a estabilidade operacional
definida como a reten¢io da atividade da enzima quando em uso. Este é um dos
pardmetros mais mencionados nas publicagdes a respeito de biossensores onde sio
relatados o tempo de vida e a reutilizagiio dos mesmos.

Nos biossensores de pasta de carbono, devido aos seus mais variados usos,
s30 necessarios os dois tipos de estabilidade. Como a pasta ndo estd toda em
contato com o analito, € preciso uma estabilidade de estocagem; ¢ é importante que
haja estabilidade operacional para que o biossensor possa ser usado vérias vezes.

Como ja foi mencionado anteriormente, os biossensores sdo dispositivos
versateis e de baixo custo. Além destas caracteristicas, os biossensores apresentam
a vamtagem da possibilidade de modificagio, fazendo com que haja uma
aproximagdo maior entre a enzima, a matriz condutora e os aditivos (POSPECU et
al., 1995). Isto proporciona um ambiente protetor & enzima, podendo resultar em
um aumento de estabilidade.

Alguns aditives como polietilenoglicol (POSPECU et al., 1995), DNA
(DANTONI et al., 1998 ; ROSATTO et al., 2001), antibidticos catidnicos,

polimeros, pequenas moléculas ndo carregadas e proteinas carregadas
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negativamente (LUTZ et al., 1988) podem ser usadas para melhorar a sensibilidade
e também a estabilidade operacional.

A utilizagdo de DNA por Dantoni et al. (1998) foi feita com o objetivo de
preservar a atividade da enzima tirosinase em um biossensor para difenol; em
comparagdo com outro biossensor sem o aditivo foi verificado que houve um
aumento substancial na corrente.

A influéncia dos aditivos polietilenoimina (PEI), albumina de soro bovino
(BSA) € DNA, sobre a sensibilidade e estabilidade operacional de um biossensor, 4
base de peroxidase, para fenol foram estudadas por Rosato et al {2001). Os
resultados mostraram que existe uma melhora na sensibilidade e também na
estabilidade do biossensor quando da incorporagiio do DNA, o que permitiu a sua
utilizagdo na determinagio de fenol em amostras de efluentes industriais e também
em dgua de rios poluidos. Devido a alta afinidade entre avidina/biotina (ou
estreptavidina/biotina), este sistema de acoplamento tem sido usado na
imobilizagio de biomoléculas na superficie de um sensor, pois esta técnica pode
promover um alto grau de controle sobre a estrutura molecular da enzima,
mantendo a sua atividade por mais tempo (MOUSTY et al., 2001 ; COSNIER,
1999). Pantano e Kuhr (1993) utilizaram esta tecnologia para imobilizar alguns
tipos de desidrogenase em microeletrodo de fibra de carbono, enquanto que Hoshi
et al. (1995) imobilizaram glicose oxidase em eletrodo de platina. Darain et al.
(2003) propuseram um eletrodo “screen-printed” utilizando HRP e o sistema

estreptavidina/biotina, para determinag3o de imunoglobulina G em coelhos.

7 BIOSSENSORES ENZIMATICOS PARA DETERMINACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS
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Os compostos fendlicos podem ser determinados, amperometricamente,
atraves da oxidagdo eletroquimica direta (BURESTEDT et al., 1996
TARASEVICH et al., 1999). Entretanto, o potencial aplicado para que a oxidagio

H

ocorra ¢ normalmente alto, o que provoca uma grande corrente de fundo e,
conseqiientemente, um nivel alto de ruido. Neste tipo de determinacio, podem
acontecer diversas reagdes paralelas que conduzem a formagdio de produtos
poliméricos, os quais levam & passivagio e/ou ao bloqueio da superficie do
eletrodo. O uso de biossensores amperométricos pode minimizar estes obstaculos,
pois estes operam em baixo potencial. A corrente gerada, pela reaciio biocatalisada
de oxida¢do ou redugdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo, nio
possui a contribuigfio de espécies interferentes (GORTON et al., 1992 ; CSOREGI
etal, 1993 ; MARKO-VARGA et al., 1995 ; BURESTEDT et al., 1996).

Os biossensores amperométricos usados na determinagio de compostos
fendlicos sdo construidos principalmente em duas configuragdes: (i) eletrodos de
grafite solida com a superficie modificada, onde a enzima ¢ fisicamente adsorvida,
covalentemente imobilizada ou segura com o auxilio de uma membrana; (ii)
eletrodos compdsitos modificados, onde as particulas de grafite sio modificadas
com enzimas, por procedimentos semelhantes ao do eletrodo de grafite sélida e, em
seguida, misturadas com éleos, resinas epoxi ou particulas de Teflon®. Estes dois
tipos de eletrodos servem como base para as enzimas tirosinase, lacase e
peroxidase, que sio as mais usadas na determinagfio de compostos fenélicos. E,
embora possuam mecanismos de agfo diferentes, as atuacdes destas enzimas
podem ser esbogadas como uma seqiiéncia de reagSes similares, como estd
mostrado na Figura 5 (MARKO-VARGA et al., 1995).
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Figura 5 - Mecanismo de reagdes em eletrodos modificados por enzimas para a
determina¢do de compostos fendlicos. E.q e E,, sdo, respectivamente, as formas

reduzida e oxidada das enzimas; CF = composto fenélico.

As moléculas de enzima presentes na superficie do eletrodo sdo oxidadas
pelo oxigénio (no caso da tirosinase € da lacase) ou pelo peréxido de hidrogénio
(no caso da peroxidase) e, em seguida, sdo reduzidas por compostos fendlicos.
Durante esta ultima reacéo, os fendis sdo convertidos em quinonas e/ou radicais
livres. Como estes produtos em geral sdo eletroativos, podem ser reduzidos na
superficie do eletrodo em potenciais mais negativos que 0 V vs ECS (Eletrodo de
Calomelano Saturado). A corrente de redugio medida é proporcional &
coneentra¢io do composto fendlico na solugio.

O monitoramento da concentrago de compostos fendlicos também pode ser
feito através da medida do consumo de oxigénio ou H,0,. Entretanto, de acordo
com Marko-Varga et al. (1995), o método de detecgiio de fendis baseado na
reducdo dos produtos gerados pelas reagSes enzimaticas apresenta vantagens como
a simplicidade de constru¢do e manuseio; protegio do eletrodo contra acimulo de
produtos poliméricos secundarios sobre a sua superficie (passivacio), geralmente
observado na oxidagdo eletroquimica direta de fendis; amplificagdo da resposta

como uma conseqiiéncia da redugio de quinonas e/ou radicais fenoxis ao composto
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fendlico inicial; faixa de potencial de trabalho enquadrada no intervalo de

potenciais dtimo para medidas eletroquimicas, ou seja, entre 0 ¢ — 0,2 V vs ECS.

8 BIOSSENSORES PARA NEUROTRANSMISSORES

O interesse no desenvolvimento de sensores para uso em arcas biomédicas
vem crescendo rapidamente. O aperfeigoamento dos mesmos é cada vez maior de
modo que o seu uso poderd provocar um grande impacto no cuidado com a satide
neste inicio de século. Novas tendéncias estéo surgindo, entre elas a integragdo de
sensores com analisadores miniaturizados, desenho genético de elementos de
reconhecimento, rapido crescimento de genossensores, monitoramento ultra-rapido
de eventos dindmicos em ambientes microscépicos, incluindo sistemas unicelulares
¢ eletrodos moleculares. Pode-se incluir também os novos materiais que
proporcionam um aumento na sensibilidade. Estes campos de emergéncia, somados
com a investigagdo continua de novos biossensores baseados na transdugio
eletroquimica, éptica ou piezoelétrica, irdo sem duvida aumentar o poder dos
biossensores e da eletroanalise na area clinica (WANG, 1999b).

Os biossensores enzimaticos prestam-se atualmente a um elevado nimero de
determinagfes analiticas, em particular em testes clinicos. A taxa sanguinea de
glicose, informacdo vital para controle da diabete, é sem divida a principal
aplicagdo atual. Os metabolitos creatinina, sacarose, colesterol, triglicérides,
oxalato, salicilato e uréia, entre outros, sio pesquisados pois sua concentracio no
plasma sanguineo, em tecidos ou na urina, pode ser relevante para um diagnéstico
clinico.

As catecolaminas assim como a serotonina desempenham, como

neurotransmissores, um papel importante no organismo. Suas concentragdes em
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diferentes fluidos biologicos servem como indicador de vérias enfermidades. Como
ja foi mencionado anteriormente, o método mais usado para analisar esses
compostos € HPLC com detecgao eletroquimica. Entretanto, uma alternativa nio
instrumental que vem ganhando atencio ¢ o uso de sensores enzimaticos que, com
0 desenvolvimento de novas tecnologias, ja pode ser usado em anilise de
neurotransmissores no organismo humano cuja concentragio estd entre picomolar e
nanomolar (SZEPONIK, 1997).

A imobilizagio da quinoproteina glicose desidrogenase em pasta de carbono
(WOLLENBERGER ; NEUMANN, 1996) ou em eletrodo platinizado (LISDAT et
al., 1998) foi realizada na construgio um biossensor para determinacio de
catecolaminas. A resposta do sensor estd baseada na oxidagfio eletroquimica do
composto que estd sendo determinado, seguido de sua regeneragio enzimatica
sempre que na solugdio houver um excesso de glicose. Os sensores que envolvem
um passo de regenerag#o catalitica s3o em geral duas ou trés vezes mais sensiveis
do que aqueles que usam a enzima imobilizada em eletrodo de oxigénio tipo Clark.

Tecidos de varios vegetais foram usados como fonte de polifenol oxidase
(PPO) na determinagio de catecolaminas por Fornasi et al. (1997). A PPO catalisa
a oxidag¢dio de catecol a ortoquinona na presenga de oxigénio. Os biossensores
estudados apresentaram boa estabilidade, o que tornou possivel o seu uso em
determinacdes analfticas, com uma ampla resposta linear, reprodutibilidade e um
limite de detecgfio que dependeu da fonte enzimatica. O biossensor construido com
tecido de batata foi usado para verificar a qualidade de uma formulagdo
farmacéutica contendo dopamina. O resultado obtido mostrou um erro de 1,0 %,
assumindo que os valores apresentados no rétulo eram verdadeiros.

As dimens@es das fibras de carbono tém-se mostrado Wteis na fabricagiio de
microeletrodos. Cosnier et al. (1997) imobilizaram eletroquimicamente a enzima

PPO, em filme polimérico, para determinar dopamina. O biossensor apresentou
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resposta linear entre 5 x 10° ¢ 8 x 10”° mol L™, limite de deteccio de 5 x 10 mol L
' ¢ uma sensibilidade de 59 mA L mol" ¢m?, sendo aplicado o potencial de — 0,2 V
vs ECS.

Leite ¢ col. (2003a) propuseram um biossensor de pasta de carbono,
modificado com extrato enzimético do fungo Pleurotus ostreatus como fonte de
lacase. O biossensor foi testado na determinagdo de epinefrina e dopamina em
formulagbes farmacéuticas e os resultados obtidos concordam em nivel de 95% de
confian¢a com o procedimento da Farmacopéia Americana.

Lisdat et al. (1997) utilizaram um eletrodo de carbono vitreo modificado pela
enzima lacase ou glicose desidrogenase PQQ (polipirrolquinolina quinona)
dependente, imobilizadas em membrana polimérica para determinacio de
catecolaminas. O limite de detecgio encontrado foi da ordem nmol L. Foram
estudados também sistemas bienzimaticos combinando a glicose desidrogenase
com lacase ou tirosinase, sendo a melhor sensibilidade apresentada pela
combinagdo lacase/glicose desidrogenase. Neste sistema, a catecolamina ¢ oxidada
pela lacase resultando numa quinona, havendo consumo de oxigénio durante a
reagdo. Na segunda reagdo de oxidagdo, a glicose desidrogenase transforma a
glicose em gliconato, enquanto a quinona é novamente reduzida a catecolamina na
superficie do eletrodo.

A mesma combinagio lacase/glicose desidrogenase PQQ dependente,
juntamente com um detector amperométrico de oxigénio, em um sistema em fluxo,
foi utilizado por Szeponik et al. (1997) para determinar adrenalina. O biossensor
consistiu em uma membrana polimérica, com as enzimas imobilizadas, fixada em
um anel de sustentagdio. A membrana esteve em contato direto com o eletrodo de
oxigénio ¢ o potencial aplicado foi de — 600 mV vs Ag/AgCl. Foi determinado um
limite de detecgdo de 200 pmol L™ usando-se poliuretano como matriz polimérica e

1 nmol L quando a matriz foi alcool polivinilico.
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Um biossensor com as enzimas lacase ¢ peroxidase imobilizadas em pasta de
carbono foi utilizado por Leite et al. (2003b) na determinagiio de dopamina e
epinefrina. A combinagio das duas enzimas mostrou um efeito sinérgico na anélise
das catecolaminas estudadas. O eletrodo apresentou resposta linear em medidas
voltamétricas entre 6,6 x 10° e 3,9 x 10 mol L para solugdo de dopamina e entre
6,1 x 10%¢ 1,0 x 10 mol L™ para solugdo de epinefrina. Os limites de detecciio
observados foram de 2,7 x 10 para a dopamina ¢ 2,5 x 10° mol L7 para a
epinefrina.

Apesar da importincia da determinag¢io de neurotransmissores, a literatura
mostra que a analise dos mesmos utilizando biossensores ainda é inexpressiva,

indicando que existe um vasto campo de investigagio a ser preenchido.
9 BIOSSENSORES A BASE DE PEROXIDASE

As peroxidases sfio enzimas que utilizam o peréxido de hidrogénio, ou
peroxidos orgénicos de cadeia pequena, para catalisar a oxidagio de uma variedade
de compostos organicos e inorgénicos. Possuem um grupo heme com o ion ferro no
estado de oxidagiio +3. Das seis posi¢cdes de coordenagio possiveis para o ferro,
quatro s8o feitas por atomos do grupo heme (Figura 6) e uma por um nitrogénio
axial da histidina. A sexta posi¢do de coordenacfio é livre e neste caso cada elétron
ocupa um orbital d separado (S=5/2) (BANCI, 1997). Essas enzimas sio
encontradas tanto no reino animal quanto no reino vegetal ¢ a maioria delas —
citocromo ¢ peroxidase, cloroperoxidase, lactoperoxidase, peroxidase de plantas,

etc. — apresentam um grupo heme prostético com um ciclo catalitico comum
(RUZGAS et al., 1996).
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Figura 6 - Estrutura da molécula protoporfirina de ferro

A enzima horseradish peroxidase (HRP) apresenta varias vantagens que
possibilitam o seu uso em muitas aplicagbes analiticas como, por exemplo, a
construgdo de biossensores amperométricos para a determinaciio de compostos
fendlicos e catecolicos. Caracteristicas como a alta velocidade de transferéncia de
elétrons entre o eletrodo e a enzima imobilizada, boa estabilidade em agua e em
solventes orgénicos € a oxidagio de alguns substratos, usando o oxigénio no lugar
do peroxido, t8m estimulado o seu uso em dispositivos analiticos (RUZGAS et al.,
1395 a/b ; ROSSATO et al.,, 1999 ; ROSSATO et al., 2001 ; ROSSATO et al.,
2002).

De forma simplificada, o ciclo catalitico da HRP pode ser representado pelas

equagoes:

HRP (Fe™) + H,0;, — HRP-I +H,0 (1)
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HRP-I + AH, — HRP-II + AH' (2)

HRP-II + AH, — HRP (Fe”) + AH" + H,0 (3)

Na primeira etapa ocorre a redugdo do perdxido de hidrogénio com a conseqiiente
oxidagdo da enzima. Esta tltima reacio envolve dois elétrons do grupo prostético heme
da peroxidase; um elétron é fornecido pelo ferro (III) e o outro vem da porfirina,
produzindo um cétion radical pofirinico. A enzima reduz o peréxido de hidrogénio com
a formagdo de um composto intermediario da enzima, denominado de composto 1. A
regeneragdo da proteina a sua forma nativa ocorre em duas etapas monoeletrdnicas
posteriores. O composto I oxida uma molécula de substrato (AH;) formando um
substrato radicalar (AH") e o composto II & reduzido ao estado inicial HRP (Fe™) por

uma segunda molécula de substrato (RUZGAS et al., 1996). A soma das equagdes de 1

a 3 seria:
HO0, + 2AH, 5 2 AH' + 2H,0 (4)

O ciclo catalitico € complexo, ocorrendo em diferentes etapas em que, os produtos
formados durante a reagio dependem da natureza do segundo substrato, A oxidagdo a
espécies radicalares somente ocorre com substratos doadores de elétrons como aminas
aromaticas ou compostos fendlicos. Os produtos finais da oxidagdo destes compostos
podem polimerizar ou formar dimeros, reagindo com outros substratos produzindo

outras espécies radicalares adicionais que podem participar de rea¢des secundarias
(Equagbes 5, 6 e 7) (RUZGAS et al., 1995).

AH" + AH' —> AH, + A (5)
AH' + AH® —  AH-AH (6)
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AH'+ ... —  Polimeros (7N

Estudos realizados mostram que o composto HRP-I ¢ verde, apresentando
hmax= 410 nm e 655 nm, ne qual o fon metalico encontra-se com carga formal
Fe (V); entretanto, a mais aceita € que sgja um cation radical porfirinico contenco
Fe (IV). O composto HRP-II apresenta uma coloragdo vermelha e Ay,,= 420, 527 e
555 nm (CHANCE, 1949 ; LA MAR ; ROPP, 1980 ; FOLKES ; CANDEIAS,
1997).

Os eletrodos amperométricos modificados com peroxidase sdo amplamente
utilizados na determinagfo de perdxidos e também de outros analitos importantes
como as aminas aromaticas e os compostos fendlicos devido as caracteristicas que
a HRP possui e que favorecem a determinago destas substincias.

Quando a peroxidase ¢ imobilizada na superficie de um eletrodo, a forma
oxidada da enzima, que é formada na reagdo com o peréxido (seu substrato
natural), pode ser reduzida 4 sua forma nativa através de uma transferéncia de
elétrons direta ou por meio de uma transferéncia mediada. De acordo com Lindgren
et al. (2000), se a peroxidase é imobilizada em um eletrodo de grafite, este pode
substituir o substrato doador de elétrons (AH;). A enzima € oxidada pelo perdxido
de hidrogénio, de acordo com a equagiio (1), e na seqiiéncia é reduzida pelos

elétrons fornecidos pelo eletrodo, como € mostrado na seguinte reagfo:
HRP-I + 2e” + 2H — HRP (Fe™) + H,0 (8)

Este processo, em que o eletrodo substitui o substrato doador de elétrons, é
conhecido como transferéncia direta de elétrons.
No sistema de transferéncia de elétrons mediada, em que estdo presentes o

peréxido de hidrogénio e um doador de elétrons (AH,) como fenol, hidroquinona
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ou catecol, os processos direto e mediado podem ocorrer simultaneamente e a
forma oxidada do doador (AH") ¢ reduzida pelo eletrodo, em potencial adequado,

de acordo com a seguinte reagio:

M e T = AW (9)

A transferéncia de elétrons mediada é, geralmente, mais eficiente que a
transferéncia de elétrons direta (RUZGAS et al., 1995b ; RUZGAS et al., 1996 ;
GHINDILIS et al., 1997) e pode ser utilizada analiticamente para determinar a
concentragdo de mediadores como fendis, aminas aromaticas e outros, usando uma
concentragdo fixa de H,O, (RUZGAS et al., 1995a ; LINDGREN et al., 1997).

O mecanismo enzimatico envolvido (Figura 7) consiste na oxidagdo da
molécula de enzima, na presenca de peréxido de hidrogénio, seguida de sua

redugfo por espécies doadoras de elétrons, como as catecolaminas e a serotonina.

H20, Catrea)

Figura 7 - Mecanismo de transferéncia de elétrons mediada em eletrodo de pasta
de carbono. Cat,y e Cat,, sdo as formas reduzida e oxidada dos compostos

catecdlicos, respectivamente.
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Os produtos desta tltima reagdo sdo quinonas e/ou espécies eletroativas que
podem ser eletroquimicamente reduzidas na superficie do eletrodo. A corrente de
reducdo gerada é proporcional a concentragio da espécie catecdlica em solugdo
(ROSSATO et al., 1999 ; LINDGREN et al., 1997 ; RUZGAS et al., 1995a).

Com base nestes principios, muitos compostos fendlicos, catecolicos e outras
substancias doadoras de elétrons sfo determinadas utilizando biossensores com
HRP imobilizada (MARKO-VARGA et al., 1995 ; RUZGAS et al, 1995" ;
RUZGAS et al., 1996 ; MUNTEANU et al.,, 1998 ; GORTON et al., 1999 ;
ROSSATO et al.,, 1999 ; ROSSATO et al., 2001 ; LINDGREN et al.,, 2000 ;
RUAN ; L1, 2001).
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10 OBJETIVOS

Na procura de novas ferramentas para determinar neurotransmissores, o
presente trabalho teve como objetivo geral, desenvolver um biossensor
amperometrico, & base de peroxidase imobilizada em pasta de carbono, visando a

sua utilizag@o em analise de amostras reais.

10.1 OBJETIVOS ESPECIFCOS

e Otimizar o processo de imobilizagio da enzima, buscando um contato

intimo entre a enzima e o eletrodo.

* Investigar as melhores condi¢des de pH, concentragio de perdxido de
hidrogénio, for¢a i6nica, potencial aplicado e tipo de solugio tampdo

visando a otimiza¢ido do biossensor.

* Empregar o biossensor desenvolvidlo na determinagio de

neurotransmissores em amostras biolégicas.
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11 METODOLOGIA

11.1 REAGENTES E MATERIAIS

¢ NEUROTRANSMISSORES
Serotonina (Sigma, EUA), dopamina (Sigma, EUA), epinefrina (Aldrich,

EUA), norepinefrina (Aldrich, EUA).

*» REAGENTES DE IMOBILIZACAO
Albumina de soro bovino (BSA) (Sigma, EUA), 1-ciclohexil-3-2-
(morfolinoetil) carbodiimida meta-p-toluenosulfato (Sigma, EUA), glutaraldeido
50 % (m/v}) (Fluka, Suiga), grafite em p6 99,9 % (Aldrich, EUA).

e ENZIMA
Horseradish peroxidase (HRP) (E.C.1.11.1.7) 290 U/mg (Sigma, EUA).

e SUBSTRATO DA ENZIMA
Peroxido de hidrogénio 30 % (m/v) (Synth, Brasil).

o« TAMPOES
Fosfato monobasico de potasssio (Synth, Brasil), tris-hidroximetil-
aminometano (Tris) (Sigma, EUA), acido 1,4- piperazina-dietano sulfonico (Pipes)
(Sigma), 4acido N, 2-hidroxietil-piperazina-dietano sulfénico (Hepes) (Sigma,
EUA). O ajuste de pH foi feito em pHmetro da Coming modelo 350, utilizando-se
um eletrodo de vidro combinado. Todas as solugSes foram preparadas com agua
deionizada (Millipore, EUA).
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o AGENTE AGLUTINANTE

Oleo mineral Nujol.

* ADITIVOS
DNA (D1626 de testiculos de salméo), polietilenoimina (PEI) (Sigma, EUA),
streptavidina (Sigma, EUA), biotina (Aldrich, EUA).

11.2 CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR

Na construgdo do biossensor para neurotransmissores foram realizados oito
procedimentos diferentes para imobilizar a enzima HRP, com o objetivo de avaliar

qual biossensor apresentava maior sensibilidade.

11.2.1 Imobiliza¢io da Enzima na Grafite sem Carbodiimida

Para facilitar a elaborag@o do texto, cada tipo de imobilizagio recebeu uma

demoninagdo de B1 até BS.

1) Imobilizagdo por adsor¢o (B1): foram misturados 250 pL de solugio aquosa
de HRP (290 UmL"™), 160 pL de solugio tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) e 40
mg de grafite em po.

i1) Imobilizagdo através de ligagiio covalente cruzada com glutaraldeido (B2):

foram misturados 250 pL de solugdo aquosa de HRP (290 U mL™), 6 pL de
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glutaraldeido a 5% (v/v), 160 uL de solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e
40 mg de grafite em po.

ii1) Ocluséo com BSA (B3): foram misturados 250 uL de solugfio aquosa de
HRP (290 U mL™), 160 uL de uma solugio 2,5 mg mL" de BSA preparada em
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) e 40 mg de grafite em po.

iv) Imobilizagdo com glutaraldeido ¢ BSA (B4): foram misturados 250 puL de
solugBio aquosa de HRP (290 U mL™), 6 uL de glutaraldeido a 5% (v/v), 160 uL

de uma solugio 2,5 mg mL"' de BSA preparada em tampio fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0) e 40 mg de grafite em po.

11.2.2 Imobilizacdo da Enzima na Grafite via Carbodiimida

i) Imobilizagdo por ligagio covalente através de carbodiimida (BS5):
Primeiramente foi feita a ativagio da grafite em pé com carbodiimida (CDI)
segundo procedimento de Gorton et al. (1992). Foram misturados 4,2 mg de
carbodiimida em 300 pL de solugio tampdo acetato 0,05 mol L' (pH 4,8) e
300 mg de grafite em p6 e deixado reagir por 2 h a 25 °C. Apds esse tempo, o
material obtido foi lavado com 4gua e deixado secar por 4 h em temperatura
ambiente. Para imobiliza¢io da enzima foram misturados 250 pL de solugdo
aquosa de HRP (290 U mL™), 160 pL de solucdo tamp3o fosfato 0,1 mol L' (pH
7,0) € 40 mg de grafite em pé ativada com carbodiimida (GCDI).

1i) Imobilizagdo com glutaraldeido (B6): Nesta imobiliza¢io foram usados 40

mg de material GCDI ¢ misturados 250 uL de solug3o aquosa de HRP (290 U
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mL™"), 6 pL de glutaraldeido a 5% (v/v) e 160 pL de solugdio tampdo fosfato 0,1
mol L' (pH 7,0).

iii) Imobilizagdo com BSA (B7): Para esta imobilizagdo foram usados 40 mg de
material GCDI, misturados 250 uL de solugdo aquosa de HRP (290 U mL™) e 160
uL de uma solugdo 2,5 mg mL™"' de BSA preparada em tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0).

iv) Imobilizagdo com glutaraldeido € BSA (B8): Para esta imobilizagio foram
usados 40 mg de material GCDI, misturados 250 uL de solugio aquosa de HRP
(290 U mL™), 6 pL de glutaraldeido a 5% (v/v) e 160 uL de uma solugdo 2,5 mg
mL" de BSA preparada em tampio fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Em todos os casos, as misturas foram mantidas a 4 °C, por 16 h, de modo a
permitir a imobilizacdo da enzima sobre a grafite. Apds este tempo, foi obtido o
material seco ao qual foram adicionados 30 pL de 6leo mineral (Nujol),
misturando-se até obter uma pasta homogénea. Os biossensores foram construidos
colocando a pasta modificada em um tubo de vidro, contendo uma cavidade com

um disco de platina de 0,07 cm? de 4rea.

11.3 MEDIDAS AMPEROMETRICAS

As medidas amperométricas foram realizadas com o auxilio de um
potenciostato PGSTAT30 AUTOLAB® (Ecochemie, Holanda) interfaceado a um
microcomputador para controle de potencial, aquisi¢do e tratamento de dados. Foi

empregada uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos, onde o
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biossensor desenvolvido foi utilizado como eletrodo de trabalho, um fio de platina
como eletrodo auxiliar e, como eletrodo de referéncia, foi usado um eletrodo de
calomelano saturado (ECS). Todos os | experimentos foram conduzidos em
potencial fixo e com o monitoramento da corrente de difusdo resultante. As
medidas foram realizadas em tamp#o fosfato 0,1 mol L7, pH 7,0 e temperatura

ambiente.

11.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA OTIMIZACAO DO
BIOSSENSOR

Na otimizagdo do biossensor, os eletrodos de trabalho, de referéncia e
auxiliar foram posicionados na célula eletroquimica contendo 5 mL de solugio
tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e o comportamento do sistema foi estudado
através da cronoamperometria. Fatores como a concentragio de perdxido de
hidrogénio, pH, composigfio e concentragio da solugio tampdo, assim como o
potencial aplicado e a quantidade de enzima na pasta influenciam na resposta do
biossensor e por isso foram investigados a fim de se obter as melhores condi¢des de
resposta.

Estabelecidas as melhores condi¢Ses, a etapa seguinte foi a obtengdo da curva
analitica; e por ela € possivel tirar informagdes como sensibilidade, intervalo de
resposta linear, limite de detecgdo e tempo de resposta (CASS, 1990). No inicio de
cada experimento, foram feitos a aplicagdo um determinado potencial € o registro
da corrente em fungdo do tempo, até esta atingir um valor constante. Este
procedimento foi realizado na presenga da solugfo tampdo e de perdxido de
hidrogénio, que € o substrato especifico da peroxidase. A corrente registrada nestas

condi¢Ses foi chamada corrente de fundo, I¢, ou corrente capacitiva do sistema.
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Com a corrente estabilizada, houve a adi¢iio do analito e a homogeneizagio da
solugdo com o auxilio de um agitador magnético, durante 20 segundos. No
intervalo de tempo entre a adi¢io do analito e a homogeneizagio da solucdo, a
corrente ndo foi registrada e houve somente a aplicagfio do potencial.

As respostas foram calculadas através da comparacéio entre a corrente obtida e a
corrente de fundo, ou a corrente obtida na adi¢iio anterior. Foram feitas adi¢des
sucessivas de analito, sendo que cada adigio correspondeu a uma concentragdo de
neurotransmissor de 0,2 pmol L™, que forneceu um valor de Aj. Somando-se as
variagdes em densidade de corrente para as demais adicdes, foram construidos os
graficos Al vs C.

Todas as condigdes experimentais para o biossensor em estudo foram

otimizadas utilizando a serotonina como composto de referéncia.

11.5 RESPOSTA PARA DIFERENTES NEUROTRANSMISSORES

A resposta para diferentes neurotransmissores foi pesquisada através da
obtengdo de curva analitica para cada um deles. Este tipo de experimento permite
prever o comportamento do biossensor em relagio a seletividade com o propésito
de sua aplicagdo em analise de amostras reais. A faixa linear estudada foi a mesma

para todos os compostos investigados.

11.6 EFEITO DE ADITIVOS NA PASTA

A pasta de carbono foram incorporados os aditivos polietilenoimina (PEI)

dissolvido em tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0), DNA preparado em tamp&o
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acetato 0,05 mol L' (pH 4,7), biotina e streptavidina dissolvidos em agua. Todos os
aditivos foram acrescentados no momento da imobilizagdo da enzima, juntamente
com os demais reagentes. A quantidade de PEI e DNA na pasta foi de 0,1 mg,
enquanto que o teor do par Dbiotina/streptavidina (ST/BIOTINA) foi
0,001 mg de biotina para 1U de streptavidina. A pasta preparada foi guardada em
geladeira e utilizada por até cinco dias.

A avaliagdo do efeito dos aditivos na sensibilidade do biossensor foi feita
através da constru¢do de curvas analiticas, usando as diferentes preparagbes, em
tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0), E = -50 mV vs ECS. A estabilidade da pasta

foi avaliada a partir da variagdo da sensibilidade apresentada pelo eletrodo nas

diferentes curvas analiticas.

11.7 ESTUDOS DE INTERFERENTES

O estudo dos interferentes sobre a resposta do biossensor foi realizado
preparando-se solugdes com diferentes razdes molares de serotonina e os
interferentes acidos ascorbico e drico (1:0; 1:0,25; 1:0,5; 1:1 e 1:2). Os efeitos
destes interferentes foram estudados avaliando-se as mudangas sobre a corrente de

resposta do biossensor.

11.8 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Foram analisadas sete amostras de soro sanguineo de rato. As amostras nio

sofreram qualquer tratamento prévio antes das analises. A recuperagio foi
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calculada comparando-se as respostas obtidas em solugfo padriio, antes e depois da

adi¢do do soro sanguineo de rato.

11.8.1 Recolha das Amostras

O soro sanguineo de rato foi fornecido pelo professor Dr. José A. R.
Gontijo e coletado pelo Sr. Ricardo S.0. Horiuchi, do laboratério de Metabolismo
Hidro Salino do Nucleo de Medicina ¢ Cirurgia Experimental da UNICAMP.
Todas as amostras foram utilizadas sem nenhum pré-tratamento antes das anélises.
Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, com peso entre 250 e 300 g,
idade entre 3 ¢ 4 meses ¢ alimentados com ragdo padrio para ratos da Labina C,
Purina , Campinas. A dgua fornecida foi de tomeira. Os animais eram mantidos
em caixas com no maximo quatro unidades e com um tipo de palha denominada
maravalha, que foi trocada a cada dois dias, assim como a ragfio e a agua. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp. O sangue é retirado
por pung@o cardiaca, que € a forma que fornece o maior volume rapidamente, mas
com a morte do animal. Antes do processo, o animal é anestesiado com Hypnol
3% (Pentobarbital Sodico) na quantidade de 15 uL para cada 100 g do peso do rato.
Apés a retirada do sangue, este foi centrifugado para que fosse utilizado o seu

plasma.
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12 RESULTADOS E DISCUSSAO

12.1 INFLUENCIA DAS CONDICOES DE IMOBILIZACAO DA HRP NA
RESPOSTA DO BIOSSENSOR

As enzimas imobilizadas possuem varias utilidades em biotecnologia e por
18s0 numerosas técnicas de imobilizagdo sio desenvolvidas e podem ser aplicadas
numa variedade de suportes. Imobilizar uma enzima em pasta de carbono é atraente
uma vez que apresenta a possibilidade de controlar a quantidade de modificadores
(enzima, cofator, mediador); rapidez de resposta devido 3 proximidade do material
biocatalitico e & auséncia de membranas que formam barreiras que impedem a
difusdo; facilidade de fabricagio e renovagio da superficie do eletrodo.

Quando um biossensor com enzima imobilizada é construido, o que se busca
€ manter a atividade da enzima e a livre difusio de substratos. Estes dois fatores
ddo ao processo de imobilizagio de enzimas uma importincia fundamental visto
que, durante o mesmo, podem acontecer mudangas no comportamento cinético das
enzimas. Esta mudan¢a de comportamento se di devido aos efeitos estérico,
conformacional, de transferéncia de massa, difusional e, também, os efeitos que o
microambiente exerce sobre os parimetros cataliticos intrinsecos da enzima
(CRUMBLISS et al., 1994). E obvio que o limite de deteccdo depende nio somente
da relagdo sinal/ruido e de parfimetros como pH, potencial aplicado, entre outros,
mas também da atividade da enzima imobilizada. Assim, para maximizar a
sensibilidade do método, uma enzima altamente ativa ¢ um eficiente método de
imobilizagio devem ser empregados (Y AROPOLOV, 1995).

O procedimento de imobilizagio propicia a mudanga de comportamento da
enzima e pardmetros como temperatura 6tima de reagio e pH, podem ser alterados

quando a enzima ¢ imobilizada, ou seja, o ambiente enzimatico na superficie do
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eletrodo pode ser usado para melhorar as caracteristicas do sensor. O tipo de
suporte ¢ o procedimento de imobilizagdo podem alterar o microambiente do sitio
ativo da enzima. Portanto, uma cuidadosa imobilizagio pode influenciar
favoravelmente na atividade da enzima proporcionando respostas desejavels.

Nesta etapa do trabalho, o objetivo principal foi investigar o efeito de
diferentes composicbes da pasta de carbono na resposta do eletrodo. Na
Tabela 1 sdo mostrados os valores de sensibilidade obtidos com a adi¢cio de
glutaraldeido (GA), albumina de soro bovino (BSA) e a ativagiio da grafite com
carbodiimida (GCDI) no processo de imobilizacio da enzima. Os resultados
indicam que a composi¢do da pasta tem grande influéncia na resposta do biossensor
para serotonina. E possivel verificar que as sensibilidades dos biossensores onde foi

utilizada a carbodiimida (B5-B8) para ativar a grafite, sio melhores.

Tabela 1 - Respostas dos biossensores a base de HRP na determinacgio de

serotonina obtidas em tampdo fosfato 0,1 mol L pH 7,0; 10 umol L H,0,;
Eqi=-50 vs ECS.

Método de imobilizacdo Sensibilidade
(nA L pmol” em?)
Adsorgéo fisica — B1 412
Liga¢do cruzada com glutaraldeido — B2 37+4
Oclusio com BSA — B3 77+£3
Glutaraldeido + BSA — B4 1634
Ligacdo covalente com carbodiimida — B5 13£3
Carbodiimida + glutaraldeido — B6 574
Carbodiimida + BSA — B7 1515
Carbodiimida + Glutaraldeido + BSA — B8 180+ 6

A carbodiimida promove uma forte ligagfio entre a enzima e o eletrodo, de

acordo com 0 que ¢ mostrado esquematicamente na Figura 8. Primeiramente,
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grupos carboxilicos do suporte reagem com a carbodiimida, em meio levemente
acido. Quando a grafite ativada é colocada na presenc¢a da enzima, grupos aminos
da mesma acoplam com o biomaterial formando ligagGes amidas entre o suporte e a

enzima.

¥ i
\ N H
¢ C-NH-E + (=0 + 1t
N NH
: :

Figura 8 - Esquema da reac#o via carbodiimida usada para a formagdo de ligacfio

covalente entre a enzima e o suporte (CHIBATA, 1978).

O uso de glutaraldeido juntamente com a carbodiimida (B6) confere ao
biossensor uma boa sensibilidade. Este resultado esti de acordo com os obtidos por
Freire et al. (2001) quando avaliou diferentes imobiliza¢des para a enzima lacase
em eletrodos de fibra de carbono. Os autores atribuiram o aumento na sensibilidade
a um efeito sinérgico no processo de imobilizagdo: a ligacdo da enzima com o
glutaraldeido que ocorre através do grupo amino da enzima e o grupo aldeido do
glutaraldeido (Figura 9). O glutaraldeido promove boa reticulagiio aumentando a
quantidade de enzima imobilizada por 4rea, mas ndo é muito eficiente na fixagdo
da mesma sobre a superficie do suporte. A combinagdo de carbodiimida e
glutaraldeido proporciona boa fixagdo ao suporte e boa reticulagfio, resultando em
um biossensor mais sensivel que os obtidos quando se usam estes procedimentos

separadamente,
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Figura 9 - Ligacfo cruzada envolvendo a reagdio entre o glutaraldeido e grupos

aminos residuais livres da enzima (KENNEDY ; CABRAL, 1985).

Embora a utilizagdo de glutaraldeido e carboiimida simultaneamente melhore
a sensibilidade do biossensor, a adicdo de BSA parece ser o fator decisivo na
questdo do aumento da sensibilidade. Os biossensores que tiveram esta proteina
incorporada ao processo de imobilizagéo tiveram sua sensibilidade aumentada (B3,
B4, B7 e B8). Embora ndo seja estritamente necessaria para a ligacio cruzada, a
BSA desempenha uma importante fungfo pois aumenta a concentracio total de

proteina no sistema (Figura 10), fazendo com que haja uma estabilizacdio da

o

CHO HCIS —— NH

CH NH CH Enzima

r2 L2 NH— Albumi 2

CH, + [Enzima umma, CH,

cH, cr,

CHO HC ——NH — Albumina
HO

Figura 10 - Imobilizagdo de enzima e albumina de soro bovino via glutaraldeido
(GUILBAULT ; OLIVEIRA NETO, 1985).
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€nzima, uma vez que o ambiente se torna mais préximo ao natural da enzima

(MAEHLY, 1955 ; JONSSON-PETTERSSON, 1991).

Molina et al. (1999) citam que a adi¢io de BSA em eletrodo de pasta de
carbono aumentou significativamente o sinal eletroquimico da oxidagio do NADH
e que estes resultados podem ser explicados pelo fato de que a adigio de BSA
aumenta a hidrofilicidade da superficie do eletrodo, melhorando a velocidade de
transferéncia de elétrons. Do mesmo modo, Ortega et al. (1994), fazendo uso de um
biossensor de pasta de carbono com tirosinase imobilizada, verificaram que a
corrente catalitica para fenol e catecol aumenta quando a BSA ¢ incorporada ao
sistema.

A combinagio de BSA, GA e CDI, (B8) indica claramente a ocorréncia de
um efeito sinérgico, em que a BSA promove um ambiente natural para a enzima, o
GA fixa a enzima através de ligagdes covalentes cruzadas e a CDI promove a
formagdo de ligagdo covalente entre grupos funcionais da enzima e a grafite. Este
processo de imobilizacdo € o que permite a constru¢io de um biossensor mais

sensivel ¢, portanto, foi selecionado para o prosseguimento da investigago.

12.2 QUANTIDADE DE ENZIMA NA PASTA

A resposta de um biossensor € tipicamente dependente da quantidade de
enzima ativa imobilizada (CHAUBEY ; MALHOTRA, 2002) de modo que na
constru¢do de um biossensor a quantidade de enzima utilizada deve ser suficiente
para garantir a reagfo com o substrato. Uma grande quantidade da mesma pode
causar limitagSes difusionais, uma vez que, com o sitio ativo da enzima menos

exposto, a reagdo com o substrato pode ser dificultada. Assim, grandes quantidades
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de enzima podem diminuir a resposta do biossensor e aumentar o seu tempo de
resposta uma vez que este também depende do acesso do substrato ao sitio ativo da
enzima. A Figura 11 apresenta o grafico das sensibilidades obtidas com os
biossensores construidos com diferentes unidades de enzima por miligrama de
grafite. E possivel observar que a sensibilidade do biossensor melhora a medida
que aumenta a quantidade de enzima na pasta. Este comportamento esté de acordo
com o esperado ja que um aumento na concentragio de enzima favorece um
aumento na velocidade da reagio enzimatica. Mas uma quantidade maior que 1,8 U
por miligrama de grafite ndio provocou uma grande altera¢fio na sensibilidade do
biossensor, possivelmente porque dificulta a difusio do substrato. E importante
ressaltar que, apds a otimizagio do pH, o perfil obtido para este ensaio foi o
mesmo. Portanto, a quantidade adotada foi 1,8 U de enzima por miligrama de

grafite, que oferece uma boa resposta.
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Figura 11 - Efeito da quantidade de HRP na sensibilidade do biossensor, obtida
em tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 70, En = -50 mV ws ECS,
10 pmol L' H,0,.
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12.3 QUANTIDADE DE GLUTARALDEIDO

Uma das técnicas utilizadas na imobilizagiio de enzimas € a imobilizag¢io por
ligagdo covalente cruzada. Neste método ocorre a ligagio entre moléculas da
enzima, formando uma ampla estrutura tridimensional. A liga¢3o cruzada envolve a
formagdo de ligagdo covalente entre enzimas, utilizando para tal reagentes bi ou
multifuncionais entre os quais o glutaraldeido. Embora existam grandes diferencas
na composi¢do do glutaraldeido que é comercializado e a sua tendéncia a se
polimerizar quando mantido em temperatura ambiente, mudando a sua composigio
com o tempo, 0 que propicia dificuldades na sua utilizagZo, ele é muito empregado
para imobilizar enzimas devido a baixa toxicidade, simplicidade de manuseio e
baixo custo. As ligagdes formadas entre a enzima e o glutaraldeido sdo irreversiveis
€ pouco sensiveis as variagdes de pH e temperatura.

A efetividade da imobilizacio da enzima com glutaraldeido depende
diretamente das condi¢Ses experimentais em que o procedimento é conduzido ,
devido 2 multiplicidade das estruturas quimicas possiveis em cada situacdo (WALT
; AGAYN, 1994). Esta técnica propicia complexos de alta atividade e grande
resisténcia 4 desnaturacdo. A maior desvantagem é que muitas enzimas sio
sensiveis a reagdo, perdendo a atividade catalitica. Assim, deve-se otimizar a
quantidade de agente imobilizante para que o processo seja viavel numa analise
quimica. A Tabela 2 mostra as respostas obtidas para a serotonina, usando-se
diferentes quantidades de glutaraldeido no processo de imobilizagdo. O melhor
resultado foi obtido quando sdo utilizados 6,0 pL de uma solugdo 5% (v/v) do
reagente imobilizante. As respostas semelhantes observadas quando se utilizam 6,0
ou 7,5 uL de glutaraldeido no processo de imobilizagio podem ser devidas ao fato

de este reagente promover um grau de reticulagfio da enzima semelhante em ambos
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os casos, bloqueando da mesma forma o acesso do substrato ao centro ativo da
mesma (FREIRE et al., 2001), o que provoca respostas sem diferencas
significativas.

Os possiveis problemas que o uso do glutaraldeido viesse a acarretar foram
contornados usando, em todos os experimentos, o mesmo frasco de reagente e com
0 cuidado de manté-lo sempre sob refrigeracdo. As solugdes diluidas utilizadas

foram sempre recém-preparadas.

Tabela 2 - Efeito das quantidades de glutaraldeido na pasta sobre a resposta do
biossensor, para uma concentragio 1,0 umol L' de serotonina e
10,0 umol L' de H0, , em tampdo fosfato 0,1 mol L'e pH 7,0,
Eap =-50 mV vs ECS.

Quantidade de Aj (nA em?)
glutaraldeido(uL)
3,0 84 +2
4,5 125+ 1
6,0 179+2
7,5 174 £1
9,0 126+ 1
10,5 954

Solugao de glutaraldeido 5% (v / v)

12.4 QUANTIDADE DE ALBUMINA DE SORO BOVINO

Os cletrodos a base de pasta de carbono oferecem a possibilidade de

modificagdo de seu interior. A incorporagdo de aditivos cria um ambiente protetor
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para a enzima, que pode resultar num aumento de sensibilidade e estabilidade.
(POSPECU et al., 1995 ; AMINE ; KAUFFMANN, 1992).

A utilizagdo de BSA no processo de imobilizagio tem por objetivo formar
um ambiente mais proximo do ambiente natural da enzima (MAEHLY, 1955 ;
JONSSON-PETTERSSON, 1991) fator que pode refletir num aumento da
sensibilidade.

A Tabela 3 mostra as respostas obtidas para a serotonina, usando-se
diferentes quantidades de BSA no processo de imobiliza¢do, sendo o melhor
resultado obtido quando sdo utilizados 160 pL de uma solucdo 2,5 mg / mL desse
reagente de imobilizagdo. A diminuig¢io do sinal com a maior quantidade de BSA
na pasta pode ser devido a um aumento da resisténcia difusional ou a uma fixagdo
rigida da enzima ou ainda devido a uma substituigdo da HRP pela BSA na

superficie do biossensor (JONSSON-PETTERSSON, 1991).

Tabela 3 - Efeito das quantidades de BSA na pasta sobre a resposta do biossensor,
para uma concentragio 1,0 umol L™ de serotonina e 10,0 pmol L' de H,0, , em

tampao fosfato 0,1 mol L'le pH 7,0, E;p = -50 mV vs ECS.

Quantidade de BSA (uL) Aj (nA cm?)
80 99 +2
120 170 + 2
160 180 £ 3
200 138 £ 4
240 64+ 1

Solugdo de BSA de concentragéo 2,5 mg / mL em tampéo fosfato 0,1 mol L' epH 7,0.
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12.5 EFEITO DA CONCENTRACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Sabe-se que uma alta concentragéo de H,0, inibe a atividade da peroxidase,
sendo entdo necessario otimizar a quantidade deste reagente de modo a garantir
uma boa sensibilidade para o biossensor, sem que haja a formacdo de enzima
inativa (ADEDIRAM, 1989 ; SERRA et al,, 2001). Assim, a concentragio de
peroxido de hidrogénio foi investigada fazendo-se curvas analiticas para
serotonina, com diferentes quantidades de peroxido .

Na Figura 12 € possivel observar que, com o aumento da concentracio de
peroxido de hidrogénio, a sensibilidade do biossensor aumenta, atingindo um valor
méximo entre 13 e 15 umol L. Entretanto, nestas concentra¢des, juntamente com
o aumento da sensibilidade, houve um aumento da relagio sinal/ruido. Portanto, foi
escolhida a concentragio de 10 pmol L que garante bons resultados e evita a
formagio de enzima inativa, fato que parece estar acontecendo quando a
concentra¢do de peréxido € 20 umol L™ .

E importante salientar que, quando um eletrodo de pasta de carbono ndo
modificado foi testado na detecgio de serotonina na presen¢a de H,O,, sob as
mesmas condigdes de otimizagdo do biossensor proposto, praticamente nenhum
sinal foi obtido (biossensores Bl ¢ BS, Tabela 1). Estes resultados eliminam a
possibilidade de que o perdxido de hidrogénio estivesse oxidando o analito

independentemente da presenga de BSA ou glutaraldeido.
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Figura 12 - Sensibilidade do biossensor em fungdo das concentrages de
peréxido,obtidas em solugdo tampio fosfato 0,1 mol L, Ph 7,0, Eap = -50 mV vs
ECS.

12.6 EFEITO DO pH DA SOLUCAO TAMPAO

O pH € um pardmetro critico tanto para a atividade como para a estabilidade
da enzima, e¢ é sabido que o pH 6timo de uma enzima nio é necessariamente
idéntico ao pH de seu meio extracelular normal
(BICKETSTAFF, 1997). A maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico
onde a sua atividade é maxima. Acima ou abaixo deste pH, a atividade da enzima
diminui, moﬁvo pelo qual ¢ importante a otimizagdo do mesmo. De acordo com
Ruzgas et al. (1996), a dependéncia do pH dos eletrodos modificados com
peroxidase pode ser diferente para diferentes mediadores, uma vez que existem

duas dependéncias de pH no ciclo catalitico da HRP. A etapa oxidativa, em que
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ocorre a rea¢iio da enzima com o peréxido, € independente do pH no intervalo de
4,5 a 7,5. Na etapa redutiva, a reagfio de reducio é dependente do pH do meio,
mostrando uma transferéncia eletrénica mais eficiente em solugdes 4cidas, mas
depende também do substrato a ser reduzido.

O efeito do pH da solugdo tamp@o sobre a resposta do biossensor em estudo &

mostrado na Figura 13.
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Figura 13 - Resposta do biossensor em fungfio do pH da solugio tampdo fosfato
0,1 mo! L7, para 1,0 pmol L7 de serotonina, E,;; = -50 m V vs ECS e
10 umol L de H,0,.

E possivel observar que a melhor resposta foi obtida em pH 7,0, que ¢ o pH
similar ao observado para a enzima sohivel (MAEHLY, 1955). Este
comportamento dernonstra que o processo de imobilizagio nio afetou o pH 6timo
para a atividade catalitica da peroxidase imobilizada, quando a serotonina foi usada

como substrato. Os resultados mostram, também, que a resposta diminui mais
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intensamente em meios mais béasicos sugerindo que a cinética da enzima é mais

afetada neste meio. Por esta razio, o pH da solugio usado nos experimentos foi 7,0.

12.7 EFEITO DO POTENCIAL APLICADO

Uma vantagem a ser considerada no desenvolvimento de um biossensor
amperometrico € a possibilidade de serem realizadas as medidas na faixa de
potencial de — 0,2 ¢ 0 V vs ESC, pois nesta regifio o ruido e a corrente residual sio
baixos, o que facilita o estudo em baixas concentragdes (MARKO-VARGA, 1995),
de modo que o risco de ocorrerem reagdes eletroquimicas paralelas, quando se
utiliza amostra real, ¢ grandemente reduzido nesta faixa de potencial. Deve-se
considerar também que o potencial aplicado possui grande influéncia na resposta
do sensor pois 0 mesmo afeta tanto a sensibilidade quanto a seletividade do sistema
(CSOREGI, 1993). A influéncia do potencial aplicado na resposta do biossensor é
mostrada na Figura 14, onde pode ser observado um aumento na sensibilidade do
biossensor em potenciais mais negativos. Porém nestes potenciais a enzima pode
ser desativada, lenta e irreversivelmente pela formagio de um composto III (Fe )
da HRP (CSOREGI, 1993). Deste modo, sendo a estabilidade operacional de um
biossensor grandemente afetada pelo potencial de polarizagdo, neste estudo o
potencial foi fixado em —50 mV ws ECS porque o sinal obtido foi de boa
intensidade, estd menos exposto a interferentes e também evita a formagdo de

enzima inativa.
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Figura 14 - Resposta do biossensor em fungdo do potencial aplicado obtida em

tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 para 1,0 umol L™ de serotonina, 10 umol L™ de

H;0,.

12.8 INFLUENCIA DA SOLUCAO TAMPAO

A atividade enzimaitica depende nio s6 do pH mas também do tipo de
solugdo tampdo, bem como de sua concentra¢io, podendo mudar também a sua
estabilidade (DIXON ; WEBB, 1979). Em geral, os estudos empregando eletrodos
modificados com HRP usam o tampdo fosfato (RUZGAS et al., 1995a, 1996 ;
LINDGREN et al., 1997 ; MUNTEANU, 1998). Porém neste ensaio, além do
tampdo fosfato, as medidas eletroquimicas foram também realizadas em Pipes,
Hepes e Tris, uma vez que os ions em solugdo podem interagir com a matriz
alterando a resposta. Em toda a investigagio foram mantidos os mesmos pH e
concentragdo do tampdo. A Tabela 4 mostra as sensibilidades obtidas para a
serotonina usando os diferentes tampdes, sendo o melhor resultado apresentado em

tampdo fosfato. Este comportamento provavelmente é devido 4 melhor facilidade
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dos anions fosfatos de se difundirem através do eletrodo de pasta de carbono, em
comparagdo aos outros tampdes investigados (ROSATTO et al., 1999). A menor
sensibilidade apresentada pelo tamp@o Tris pode ser atribuida ao fato de ele conter
grupos aminos que reagem com o glutaraldeido, diminuindo a resposta devido a

adsor¢do na superficie do eletrodo (KOUDELKA-HELP et al., 1997).

Tabela 4 - Sensibilidade do biossensor em fungo do tipo de tampdo utilizado,
obtidas em solugio 0,lmol L*' ¢ pH 7,0 Em -50 mV vs ECS e
10 pmot L™ H,0,.

Tampio Tris Hepes Pipes Fosfato
Sensibilidade
(nA L umol™ cm™) 109+3 188+3 192+4 200+5

12.9 EFEITO DA CONCENTRACAO DA SOLUCAO TAMPAO

A concentragio da solugdo tamp3o pode influenciar na resposta do eletrodo.
Desta forma, para a escolha da melhor concentragio foram feitas curvas de
calibragdo em tampdo fosfato pH 7,0 nas concentragdes de 0,025; 0,05; 0,1 € 0,2
mol L. As sensibilidades obtidas estiio listadas na Tabela 5 Observa-se que existe
um aumento na sensibilidade por causa do aumento da concentragiio da solugfio
tampao fosfato, indicando que quanto mais ions existirem no sistema, maior o
transporte de carga e conseqiientemente melhor a resposta do eletrodo. A
diminui¢Zio da sensibilidade do biossensor, quando se utilizou a concentragdo 0,2
mol L, pode ser devida ao aumento da forga idnica do meio que pode estar

desnaturando a enzima. Portanto, foi escolhida a concentragio de 0,1 mol L™ para a
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realizagdo dos ensaios porque foi a concentragio em que a sensibilidade do

biossensor foi maior.

Tabela 5 - Valores de sensibilidade obtidos em diferentes concentragdes de
tampio fosfato pH 7,0, Eup = -50 mV vs ECS e 10 pmol L™ de H,0..

Concentracio da solugiio tampio Sensibilidade
(mol L) (nA L pmol” cm?)
0,025 132+8
0,05 143+ 5
0,1 202+7
0,2 137+ 4

12.10 CARACTERISTICAS DO SENSOR

12.10.1 Curva Analitica para Serotonina

Com as melhores condig¢Ges estabelecidas foi obtida a curva de concentracio
vs resposta do biossensor, a qual fornece informagdes importantes como
sensibilidade, intervalo linear de resposta, limite de detecgiio (CASS, 1990).

A curva analitica para serotonina (Figura 15), usando o biossensor
desenvolvido, foi obtida aplicando o potencial de -50 mV vs ECS, em solugdo
tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 ¢ uma concentragdo fixa de perdxido de
hidrogénio 10,0 pmo! L. A resposta foi linear entre 0,2 € 2,0 pmol L' de
serotonina ajustada pela equagdo j = 3 (£2) + 203 (£2) [serotonina] com um
coeficiente de correlagdo linear 0,9998 para n = 10, onde a densidade da corrente é

dada em nA cm? ¢ a concentragdo de serotonina em pmol L. O limite de
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deteccdo, calculado para tr8s vezes o sinal do ruido, foi de

0,08 pmol L.
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Figura 15 - Curva analitica obtida para secrotonina usando o biossensor

desenvolvido aplicando o potencial de —50 mV vs ECS, em tampido fosfato

0,1 mol L' pH 7,0 com uma concentragdo de peroxido de 10 pmol L

12.10.2 Constante de Michaelis — Menten

A constante de Michaelis—Menten (K, *) representa a afinidade da enzima
pelo substrato e quanto menor o seu valor, maior a afinidade, refletindo na
sensibilidade. Seu valor pode ser calculado uiilizando-se o método grafico de
Lineweaver-Burk (duplo-reciproco) (DIXON ; WEBB, 1979). Neste método, o
valor da constante € fornecido a partir de uma concentracfo fixa de um substrato e

variando-se a concentragdio do segundo substrato até um valor limite que
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corresponde a um comportamento de saturagdo. Para o biossensor desenvolvido, o
valor de K, calculado foi de 3,5 umol L, isto sugere que a enzima HRP possui
grande afinidade aparente com a serotonina na presenga de H,Q,. Na literatura
(SERRA et al., 2001) foram encontrados valores de K, na ordem de 10 mol L
para biossensores com HRP imobilizada utilizados na determinagio de compostos

fenolicos.

12.10.3 Tempo de Resposta

O tempo de resposta de um biossensor estd relacionado com a reacdo
quimica entre a enzima e o substrato e ¢ a etapa limitante do processo. A agita¢io
da solugdo afeta tanto a velocidade de transferéncia de massa do substrato para o
eletrodo quanto a transferéncia de massa do produto da reagdo para fora do
eletrodo. Assim, a velocidade e o tempo de agita¢io da solugdo foram mantidos sob
controle. O tempo de resposta, considerando o tempo no qual a resposta é maxima,
para este biossensor foi aproximadamente 0,5 s. Este tempo de resposta é muito

curto considerando que o eletrodo ¢ a base de pasta de carbono.

12.10.4 Repetibilidade na Construciao dos Sensores

A avaliagdo da repetibilidade na construgdo dos biossensores foi feita
analisando-se os valores de sensibilidades obtidos em seis biossensores
desenvolvidos. Na Tabela 6 estdo os resultados obtidos, sendo a repetibilidade

avaliada pelo calculo do desvio padrdo médio relativo (r.s.d.), obtendo-se o valor
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de 2 %. Os valores indicam que os biossensores s3o construidos com boa

repetibilidade.

Tabela 6 - Sensibilidades obtidas para seis biossensores desenvolvidos, utilizados

na caracterizag¢do do biossensor.

Biossensores Sensibilidade
(nA L pmol” em™)
01 202
02 200
03 196
04 207
05 197
06 203
Sensibilidade .54, 201 +4

12.11 ESTUDO DE DIFERENTES NEUROTRANSMISSORES

Embora a resposta do biossensor tenha sido otimizada em func¢io da
serotonina, € evidente que o mesmo pode detectar outros compostos monofenélicos
e catecolicos (Figura 7). Além do mais, sabe-se que a sensibilidade obtida para
monofenois, usando biossensor & base de peroxidade, é menor do que as obtidas
para compostos difendlicos (ROSATTO et al., 1999, 2002). Entre 0s compostos
catecolicos, as catecolaminas, dopamina, epinefrina e norepinefrina podem ser
detectadas. Portanto, na analise de uma amostra real, este biossensor pode fornecer
a quantidade total de aminas biogénicas (5-HT, DA, EP e NE) contidas na amostra
e que pode ser detectada pelo eletrodo proposto. Assim, as caracteristicas do

biossensor foram estudas para os outros neurotransmissores aqui citados e sdo
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mostradas na Tabela 7. Para melhor comparacio foi utilizada, em todos os casos, a

mesma faixa linear da serotonina, neurotransmissor usado na otimizagio dos dados.

Tabela 7 - Pardmetros analiticos para o biossensor desenvolvido na presenca de

diferentes neurotransmissores, obtidos em tampgo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0, E,y

=-50vs ECS
Neurotransmissor Estrutura Faixa Sensibilidade Limite de  Potencial
linear (AL pmol 'ecm?®) detecgio  Redox®
(umol L) (umolLYy  (mV)
Serotonina 02-20 203 +5 0,08 350
HO NH;
1w (r=0,9998; n=10)
N
H
Epinefrina 0,2-2,0 225+6 0,09 242
OH NE
H°©/\/ cH, (r=0,9978; n=10)
HO
Norepinefrina oH 0,2-2,0 229+ 4 0,16 306
HOD/\/NHZ (1=0,9987; n=10)
HO
Dopamina 0,2-2,0 234+ 4 0,18 190
”OID’\'NHZ (r=0,9986; n=10)
HO

“Valores de potencial vs ECS, obtidos usando um eletrodo ndo modificado de pasta de carbono
em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.

Em termos de sensibilidade, foram obtidas respostas semelhantes para
epinefrina, norepinefrina ¢ dopamina, o que é perfeitamente compreensivel uma
vez que estas substincias possuem estruturas quimicas muito semelhantes.

Considerando os potenciais redoxes, obtidos em eletrodo nfo modificado de pasta
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de carbono, cuja ordem é DA < EP < NE < 5-HT (Tabela 7), poder-se-ia esperar
que a norepinefrina apresentasse uma sensibilidade menor que a encontrada, pois
compostos com potenciais mais elevados sdo mais dificilmente oxidados e, de
acordo com o mecanismo do biossensor, devem apresentar respostas menos
sensiveis. Assim, a resposta obtida para a serotonina estd de acordo com o
esperado, levando em conta seu potencial redox ¢ também por ser um monofenol.

E importante ressaltar que, apesar das aminas biogénicas serem eletroativas
em eletrodos de pasta de carbono ndo modificados, nas condigdes de otimizacio
para o biossensor proposto, ndo foram obtidas respostas para nenhum dos analitos
estudados em eletrodo ndo modificado. Por outro lado, é conhecido que, em
eletrodos ndo modificados, existe grande probabilidade de a superficie do eletrodo
ser passivada por produtos de polimerizagio dos compostos fendlicos envolvidos
na reagdo. Esta situa¢do pode ser minimizada ou eliminada quando sfio usados

eletrodos quimicamente modificados, entre eles os biossensores enzimaticos.

12.12 ESTABILIDADE

O estudo da estabilidade ¢ um dos maiores problemas a serem resolvidos, ou
pelo menos contornados, nas pesquisas com biossensores. Nas condigdes
otimizadas, 0 sensor proposto apresentou-se estavel durante quatro horas de uso
continuo (Figura 16), motivando a continuidade dos estudos quando, entdo,

podera ser utilizado em analises de um sistema em fluxo.
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Figura 16 - Teste de estabilidade realizado com uma concentragio de 1,0 umol L'
de serotonina, aplicando um potencial de =50 mV vs ECS, em tampdo fosfato 0,1

mol L™, pH 7,0 e concentragio de perdxido de 10,0 pmol L™

12.13 EFEITO DE ADITIVOS NA SENSIBILIDADE E ESTABILIDADE DO
BIOSSENSOR

A sensibilidade do biossensor proposto foi muito boa, atingindo o objetivo
inicial que foi produzir um dispositivo com sensibilidade suficiente para ser
utilizado em amostras reais, principalmente para anélise de serotonina, onde a
concentra¢do deste neurotransmissor ¢ muito baixa. Entretanto, a estabilidade nio
foi tdo boa, problema que pode acontecer em biossensores a base de enzimas e que
¢ possivel ser contornado devido aos progressos alcancados nas técnicas de
imobilizag¢do enzimatica e também com a introdugio de aditivos que possam
estabilizar a enzima (POSPECU et al., 1995).

Sabendo que o sucesso de um biossensor como instrumento analitico
depende da velocidade com que a enzima é desativada, e considerando que o

eletrodo proposto apresentou uma estabilidade relativamente baixa, nesta etapa do
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trabalho sio apresentados os resultados do estudo da incorporagdo de alguns
aditivos 4 pasta de carbono, com o objetivo de melhorar o tempo de vida do
biossensor sem perder ou melhorando a sensibilidade.

Foi estudada, entdo, a influéncia dos aditivos PEI, DNA e do sistema
estreptavidina-biotina (ST/BIOTINA) sobre a sensibilidade ¢ estabilidade
operacional do biossensor para neurotransmissores.

A Figura 17 mostra uma comparago das sensibilidades obtidas com os

biossensores propostos nesta etapa do estudo, sem e com o aporte de aditivos.
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Figura 17 - Comparagdo das sensibilidades dos biossensores preparados sem e com
o acréscimo de aditivos. Respostas obtidas nas mesmas condigdes mencionadas na

Figura 135.

Verifica-se que, com o uso do sistema ST/BIOTINA/DNA, houve uma
grande melhora na sensibilidade do biossensor. Este comportamento indica que,

provavelmente, o sistema ST/BIOTINA permite que um maior niimero de sitios
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ativos da enzima participe da reacdo catalitica. Em relagfo a presenga de DNA, este
aumento de sensibilidade ¢ explicavel pela natureza condutora da fita de DNA, o
que facilitaria a transferéncia de elétrons, como discutem em seu artigo Rosatto et
al. (2001). Além do mais, 0 DNA pode proporctonar um ambiente mais hidrofilico

para a enzima favorecendo a catdlise (DANTONI et al., 1998).

Em relagdo a estabilidade, com a adi¢do de aditivos houve uma pequena
melhora que permitiu que as pastas guardadas em geladeira pudessem ser utilizadas

por cinco dias consecutivos, com a manuten¢do da sensibilidade.

12.14 ESTUDO DE INTERFERENTES

Apesar da especificidade da enzima, algumas substincias podem interferir e
afetar a resposta dos biossensores quando estes sfo usados em amostras bioldgicas,
que podem possuir espécies oxidaveis na superficie do eletrodo. Os acidos
ascorbico e urico sdo alguns dos compostos que sdo eletroquimicamente oxidados
quando se aplicam baixos potenciais. Existem duas reagdes possivels para que
ocorra a interferéncia: eles podem sofrer oxidacdo na superficie do eletrodo ou
podem reagir com o peroxido adicionado, diminuindo a resposta do sensor. Para
que fosse possivel um estudo mais criterioso, 0s ensaios para avaliar a interferéncia
dos 4cidos durico e ascorbico foram realizados utilizando-se o biossensor
ST/BIOTIN/DNA, que apresentou melhor sensibilidade.

Nas condic¢des estabelecidas para o biossensor ST/BIOTINA/DNA utilizado,
na propor¢do de 1 : 0,25 (serotonina : interferente) ndo houve interferéncia dos

acidos ascorbico e Urico.
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12.15 AVALIAGCAO DO BIOSSENSOR EM AMOSTRA REAL

O biossensor ST/BIOTINA/DNA foi testado na determinacio total de aminas
biogénicas em amostras de soro sanguineo de rato. Na Tabela 8 sio mostrados os

valores obtidos em relagfo a serotonina.

Tabela 8 - Valores de concentragio de aminas biogénicas, determinados em
amostras de soro sanguineo de rato, obtidos com o biossensor proposto.

Numero da amostra Média das Concentracdes de
Aminas Biogénicas (umol L™)*
01 0,21 + 0,01
02 0,32 +£0,03
03 0,21 £ 0,02
04 0,17+ 0,03
05 0,22+ 0,03

*Desvio padrio para trés replicatas

Para avaliar o efeito da matriz, na Tabela 9 sdo mostrados os resultados
obtidos na recuperagio de sete amostras diferentes. Os resultados mostram que o
biossensor proposto pode ser aplicado em anélise de amostras bioldgicas pois a

matriz exerce pouca influéncia.

Tabela 9 - Valores de recuperagio determinados, em amostras de soro sanguineo

. A -1 .
de rato, usando o biossensor proposto, com a adigéio de 0,6 umol L de serotonina
como padrio.

Nimero da amostra Recuperacio (%)
01 105+ 2
02 10316
03 907+ 6
04 104 +£2
05 105+ 4
06 9612

07 102 +3
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Considerando a faixa linear que o biossensor apresentou, o mesmo pode ser
aplicado na determinagfo de serotonina em sangue humano cujos niveis normais
estio entre 0,5 e 1,3 umol L™ (CALBREATH, 1992).

Com este resultado pode-se dizer que o biossensor proposto apresenta-se

como uma alternativa viavel para a determina¢io de neurotransmissores.
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13 CONCLUSOES

A determinagdo de neurotransmissores (ou aminas biogénicas) em amostras
biolégicas tem como grande desafio a sensibilidade da metodologia utilizada. Neste
sentido, foram desenvolvidos oito biossensores e os resultados obtidos mostraram
que o processo de imobilizagio da enzima possui um papel fundamental na
sensibilidade do biossensor. A utilizagiio de albumina de soro bovino, glutaraldeido
e carbodiimida propiciaram um biossensor com boa sensibilidade, podendo ser
feitas determinagdes de serotonina na faixa de 0,2 a 2,0 pmol L', demonstrando
que a pasta de carbono foi uma 6tima matriz para a incorporagio destes reagentes
de imobilizagdo. Os demais neurotransmissores aqui estudados também tiveram
boa resposta na faixa linear estudada.

Além da boa sensibilidade alcangada, o biossensor proposto apresenta
vantagens como a facilidade de preparagfio, superficie facilmente renovavel,
limite de detecgdo de 0,08 umol L™, baixo tempo de resposta, sendo a resposta
maximaalcangadaem0,5 s, ¢ alta repetibilidade.

Embora as medidas tenham sido realizadas em estados estacionarios, a
estabilidade do biossensor foi relativamente baixa, sendo necessiria a troca da
pasta de carbono € também da solugio apds cada ensaio realizado. No entanto, a
configuracio do sensor desenvolvido possibilitou a incorporagio de aditivos na
pasta. Os estudos realizados neste sentido permitiram verificar que o sistema
ST/BIOTINA/DNA. promoveu um grande aumento na sensibilidade do biossensor
proposto, além da utilizagdo da pasta por cinco dias, quando nfio em uso e
guardada em geladeira, com manuteng&o da resposta.

A sensibilidade do biossensor e a sua estabilidade apds quatro horas de uso
continuo, s3o caracteristicas bastante promissoras para a sua utiliza¢io em sistemas

em fluxo.
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Os bons resultados obtidos permitem concluir que o sistema de imobilizagio
da HRP utilizado ¢ altamente conveniente para a preparacdo deste tipo de
biossensor, permitindo a sua utilizagdo na determinacio de neurotransmissores em
amostras de soro sanguineo de rato e abrem a possibilidade de realizar a
quantificacio de serotonina e/ou aminas biogénicas total em amostras de sangue
humano, o que ¢ de grande utilidade considerando que mudancas nas concentragdes
de neurotransmissores no organismo servem como indicador de doengas e seus
prognosticos.

A capacidade das técnicas analiticas para miniaturiza¢io e o seu comprovado
sucesso em tecnologias hibridas fazem do biossensor desenvolvido neste estudo
uma alternativa potencial aos métodos existentes para analise de

neurotransmissores.
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14 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como perspectivas de trabalhos futuros sugere-se:

¢ Utilizar sistemas em fluxo empregando o biossensor amperométrico para

neurotransmissores;

¢ Empregar filmes poliméricos, como por exemplo Nafion®, para melhorar a
seletividade;

» Estudar novas formas de tmobilizagdo que possam estabilizar a estrutura
conformacional da enzima;

o Construir biossensores miniaturizados que possam ser utilizados em

monitoramento in vivo.
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