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RESUMO

Titulo: “Desenvolvimento de biossensores para a determinagcao da razao glutationa
reduzida/oxidada utilizando plataformas a base de nanotubos de carbono dispersos
em quitosana”.

Autora: Cétia Crispilho Corréa

Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Coorientador: Prof. Dr. André Luiz Barboza Formiga
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Este trabalho descreve o desenvolvimento de dois biossensores, sendo um
para a deteccao da glutationa oxidada (GSSG), baseada na imobilizacdo da enzima
glutationa redutase (GR) e outro para a detecgdo da glutationa total (glutationa
reduzida e oxidada) através da imobilizacdo das enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase (GPx). Ambas as imobilizacées foram realizadas sobre uma
plataforma nanoestruturada com nanotubos de multiplas paredes (MWCNT),
dispersos em quitosana ligada covalentemente a um mediador de elétrons, o acido
3,5-dinitrobenzoico, que apresentou atividade eletrocatalitica para NADH. A
plataforma nanoestruturada foi caracterizada por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), voltametria ciclica e cronoamperometria. Os valores de ks e da
constante cinética da reacdo entre o mediador de elétrons e NADH (#gss) foram
14 s e 5,1x10* L mol™ s, respectivamente. Apds o processo de ativagdo do par
redox e da caracterizagao, a enzima GR foi facilmente imobilizada na superficie do
eletrodo usando quitosana e  glutaraldeido. @ Empregando  medidas
cronoamperometricas, foi possivel analisar a influéncia de cada paréametro utilizado
na construgéo do biossensor para detecgdo de GSSG. As melhores condi¢oes para
o emprego do biossensor foram: 50 unidades de GR, 2,5 pg mL™ de quitosana e 600
umol L™ de NADH. O biossensor apresentou uma faixa linear de 2,0 a 35 umol L™
para a detecgao de GSSG. Ja os limites de detecgao e quantificagao foram 0,6 e 2,0
umol L7, respectivamente. Utilizando a mesma plataforma nanoestruturada foi
possivel imobilizar as duas enzimas (GR e GPx), sendo esse biossensor destinado
para a deteccdo da glutationa total (GSH+GSSG). Este biossensor apresentou uma
faixa linear 2,0 a 10 umol L para a detecgdo da glutationa total, apresentando um

limite de deteccdo e de quantificacdo de 0,6 e 2,0 umol L™, respectivamente.
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ABSTRACT

Title: “Development of biosensors for the determination of oxidized/reduced
glutathione ratio using platforms based on carbon nanotubes dispersed in chitosan.”
Author: Catia Crispilho Corréa

Adviser: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Co-Adviser: Prof. Dr. André Luiz Barboza Formiga

Key-words: Biosensors, oxidative stress, ratio oxidized/reduced glutathione,
nanostructured platform and carbon nanotube.

This work describes the development of two biosensors, one for the detection
of oxidized glutathione (GSSG) based on the immobilization of glutathione reductase
(GR) and other for the detection of total glutathione (glutathione reduced and
oxidized) by immobilizing the enzymes glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
reductase (GR). Both assets were carried on a nanostructured platform with
multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) dispersed in chitosan covalently linked to
3,5-dinitrobenzoic acid, a redox mediator, which showed electrocatalytic activity for
NADH. The nanostrutucred platform was characterized performing scanning electron
microscopy (SEM), cyclic voltammetry and chronoamperometry analyses. The
obtained values for the ks and for chemical reaction (Kabz ) between redox mediator
and NADH were 14 s and 5.1x10* L mol" s, respectively. After the activation
process and of the redox couple characterization the enzyme glutathione reductase
was easily immobilized on the electrode surface using chitosan and glutaraldehyde.
Employing chronoamperometric measures, it was possible to analyze the influence of
each parameter used in the construction of the biosensor for detection of GSSG. The
best conditions for the use of the biosensor were: 50 units of GR, 2.5 ug mL"
chitosan and 600 umol L' NADH. The biosensor showed a linear range for detecting
GSSG in concentrations from 2.0 to 35 umol L. The detection and quantification
limits obtained were 0.6 e 2.0 pmol L™, respectively. Using the same nanostructured
platform, it was possible to immobilize both enzymes (GPx and GR), being this
biosensor dedicated to detect the total glutathione (GSH + GSSQG). This biosensor
showed a linear range for detecting GSSG in concentrations from 2.0 up to 10 umol
L". The detection and quantification limits obtained were 0.6 e 2.0 umol L™,

respectively.
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Micrografias de MEV com ampliagdo de 40xk: (A) MWCNT
sem modificacdo, (B) MWCNT-QUIT e (C) MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at.

(A) Voltamogramas ciclicos da formacao do par redox R-
NO/R-NHOH solugdo PBS 0,1 mol L', pH 7,0
empregando v=10 mV s' para o ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at.

Voltamogramas ciclicos do par R-NO/R-NHOH em vérias
velocidades de varredura apos o processo de ativacao.
Gréfico inserido: (i) 1, vs. v. (ii) Grafico de Laviron.

Medidas realizadas em solu¢do PBS 0,1 mol L™, pH 7,0.

Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L para o eletrodo modificado com o 3,5-
ADNB-at. em diferentes pHs (5,0-8,0) e v = 10 mV s
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Figura IV.10

Figura IV.11

Figura IV.12

Figura IV.13

Figura IV.14

Figura IV.15

Gréfico inserido: E® vs pH.

Influéncia do pH da solugédo na corrente de pico anddica e
catdédica do mediador redox a partir de voltamogramas
ciclicos adquiridos em solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L™

ev=10mVs™.

Influéncia da natureza do tampao na corrente de pico do
par R-NO/R-NHOH. Condicoes empregadas:

concentragdo 0,1 molL'ev=10mVs™.

Influéncia da concentragdo do tampao fosfato na corrente
de pico do par R-NO/R-NHOH. Condigbes empregadas:
pH7,0ev=10mVs™

Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 e v = 2 mv s na auséncia de
NADH (linha pontilhada) e na presenca de NADH 1,0x10*
mol L (linha continua) para (A) ECV nao modificado, (B)
ECV modificado com MWCNT-QUIT e (C) ECV modificado
com MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at.

(A) Voltamogramas ciclicos para o ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at em vérias velocidades de varredura
(v): (a) 2, (b) 5, (c) 8, (d) 10, (e) 15, (f) 20, (g) 25 e (h) 30
mV s, (B) gréafico de |, vs v'"? e (C) variagéo de l/v'"? vs
v. Estudos realizados em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ em

pH 7,0 e [NADH] = 1,0x10* mol L™.

Cronoamperogramas obtidos em solucdo de tampéao
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0: (a) branco, (b) 2,0, (c) 4,0, (d)
6,0 e (e) 8,0 mmol L' de NADH.
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Figura IV.16

Figura IV.17

Figura IV.18

Figura IV.19

Figura IV.20

Figura IV.21

(A) Gréfico de I.o:/ I, vs t'?; (B) gréfico obtido a partir dos
coeficientes angulares das retas obtidas em (A) vs
[NADH]"2.

(A) Grafico de | vs t'2 e (B) grafico dos coeficientes
angulares obtidos em (A) vs [NADH]. As concentracdes de
NADH utilizadas s&o as mesmas dos cronoamperogramas
mostrados na Figura IV.15.

Resposta cronoamperométrica observada apds adicdes
sucessivas de uma solucdo estoque de NADH 4,0x10®
mol L™ em solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 para:
(A) ECV sem modificagao, (B) ECV+MWCNT-QUIT e (C)
ECV+MWCNT-QUIT /3,5-ADNB-at. Egpicado = 50 mV vs
ECS. Velocidade de rotacdo do EDR de 250 rpm.

Gréfico de Al vs [NADH] apés adi¢cdes sucessivas de uma
solucdo estoque de NADH 4,0 mmol L' em PBS 0,1 mol
L pH 7,0 para o eletrodo modificado ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at. Grafico inserido: regiao da faixa linear.
Eaplicado = 50 mV vs ECS.

Efeito da quantidade de enzima GR preparagdo do
biossensor analisada pela sensibilidade deste obtida pela
resposta cronoamperométrica, apds adicdes sucessivas
de GSSG (solucdo padrdo) em PBS 0,1 mol L™, pH 7,0,
contendo 600 pmol L' de NADH, [QUIT] 2,5 uyg mL" e
Eaplicado = 50 mV vs ECS.

Efeito da concentracdo de quitosana na preparacdo da
solugdo enzimatica analisada pela sensibilidade do
biossensor obtida pela resposta cronoamperométrica,

apds adicbes sucessivas de GSSG em PBS 0,1 mol L™,
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Figura IV.22

Figura IV.23

Figura IV.24

Figura IV.25

Figura IV.26

pH 7,0, contendo 600 pmol L' de NADH, 50 U de GR e
Eaplicado= 50 mV vs ECS.

Efeito da concentragcdo de NADH no eletrélito de suporte
analisada pela sensibilidade do biossensor obtida pela
resposta cronoamperométrica, apds adi¢gdes sucessivas
de GSSG em PBS 0,1 mol L', pH 7,0, [QUIT] de 2,5 ug
mL™, 50 U de GR e Eapiicado = 50 mV vs ECS.

Resposta cronoamperométrica observada apds adicdes
sucessivas de uma solugdo estoque de GSSG 1 mmol L™
em solugdo PBS 0,1 mol L', pH 7,0 contendo 600 pmol L
de NADH para o ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR.
Eapiicado = 50 mV vs ECS. Velocidade de rotagdo do EDR
de 250 rpm.

Gréfico de |AIl vs [GSSG] do biossensor apo6s adicoes
sucessivas de uma solucédo estoque de GSSG 1 mmol L™
em solucdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,0 contendo 600 pmol L™

de NADH. Gréfico inserido: regido da faixa linear.

Voltamograma ciclico obtidos para o biossensor
(ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) em PBS 0,1
mol L™, pH 7,0 com v=10 mV s (preto), na presenca dos
substratos das enzimas GR e GPx (vermelho) e da GSH
(verde). Condicdoes experimentais: 50 U da enzima
glutationa redutase, 25 U da enzima glutationa peroxidase
e [QUIT] de 2,5 pg mL™.

Voltamograma ciclico obtidos para o biossensor
(ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) em PBS 0,1
mol L™, pH 7,0 com v=10 mV s (preto), na presenca dos

substratos das enzimas GR e GPx (vermelho), da GSH

64

66

67

70

71

XXXi



C.C. CORREA

TESE DE DOUTORADO

Figura IV.27

Figura IV.28

(verde) e da GSH+GSSG (solugcdo padrao). Condicoes
experimentais: 50 U da enzima glutationa redutase, 25 U

da enzima glutationa peroxidase e [QUIT] de 2,5 ug mL™.

Resposta cronoamperométrica observada apds adi¢oes
sucessivas de uma solugdo estoque de GSH+GSSG 1
mmol L em solugdo PBS 0,1 mol L™!, pH 7,0 contendo
600 pmol L' de NADH e 300 umol L™ de H20, e com 50
U da GR e 30 U da GPx para o ECV+MWCNT-QUIT/3,5-
ADNB-at/GR/GPx. Egpicado = 50 mV vs ECS. Velocidade
de rotagdo do EDR de 250 rpm.

Grafico de |AlI|l vs [GSH+GSSG] do biossensor. Grafico 75

inserido: regidao da faixa linear. Medidas realizadas em
solugcdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,0 contendo 600 umol L' de
NADH e 300 pmol L' de H202 e com 50 U da GR e 30 U
da GPx.
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I.1 Introducao Geral

Atualmente, o estresse oxidativo estd relacionado com varios fatores de
diversas naturezas como, por exemplo: habitos de vida considerados impréprios
(consumo de alcool, tabagismo, dieta inadequada, exercicio fisico executado de
forma extrema, exposigdo a radiagdo nado ionizante ultravioleta e outras ondas
curtas); condigbes ambientais improprias (temperatura elevada e poluicado ambiental,
domiciliar e ocupacional); envelhecimento e estados psicolégicos que provoquem
estresse emocional. Existem também patologias crénicas (diabetes mellitus,
hipertensdo arterial, cancer, entre outras) e patologias degenerativas (Mal de
Alzheimer e Mal de Parkinson) associadas ao estresse redox [1,2]. Diante disso, ha
um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido as descobertas sobre os
efeitos das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no organismo [3].

A oxidagao € parte fundamental da vida aerdbia e do nosso metabolismo e,
assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou gerados por alguma
disfungédo bioldgica, processos inflamatorios ou provenientes de alimentos. No
organismo, encontram-se envolvidos na producéo de energia, fagocitose, regulagéo
do crescimento celular, sinalizagéo intercelular e sintese de substéncias biologicas
importantes. Por outro lado, quando sua producdo € exacerbada apresenta efeitos
prejudiciais, tais como a peroxidagdo dos lipidios de membrana e agressao as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA [3,4].

Dessa forma, ha fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem
importancia capital nos processos de envelhecimento, transformacdo e morte
celular, com consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, entre eles, a
inducdo do cancer e a propagacao de AIDS em pacientes soropositivos (HIV®), bem
como na fisiopatologia de muitas doencas crbnicas, entre elas, doengas auto-
imunes, cardiopatias, cancer, doencas do pulmao, intoxicagdo por xenobibticos e
muitas outras, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral [1,3].

Portanto, para combater o excesso de radicais livres, o organismo dispde de
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio.
Existem os antioxidantes produzidos pelo corpo que agem enzimaticamente, a
exemplo da enzima glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoéxido-
dismutase (SOD) [5] ou, ndo enzimaticamente, a exemplo de glutationa (GSH),

proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina) e acido diidrolipdico. Além dos



C.C. CORREA TESE DE DOUTORADO

antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da
dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A), acido ascérbico
(vitamina-C), e compostos fendlicos onde se destacam os flavonoides e
poliflavonoides [3,6]. O reconhecimento dessa relagdo estimulou o desenvolvimento
de estudos de marcadores de dano oxidativo e de substancias antioxidantes em
sistemas bioldgicos.

Por essa razdo, estudos com énfase na deteccdo e quantificacdo de
antioxidantes de relevancia bioldgica tém requerido uma série de desafios, tanto na
area cientifica quanto tecnolégica. Dentre os compostos antioxidantes citados acima,
podemos encontrar os tidis, cujo monitoramento em fluidos fisiolégicos é muito
importante.

Dentre os mais diversos tidis a glutationa desperta um grande interesse
devido a participacdo desta de maneira direta e indireta de muitos fendmenos
importantes, incluindo a sintese de proteinas e DNA, transporte de aminoacidos,
atividade enzimatica, metabolismo e protecdo das células. Sua utilizagdo como um
biomarcador para diferentes estados clinicos, desperta um interesse consideravel
pelo desenvolvimento de metodologias analiticas utilizando as mais diversas
técnicas tais como: espectrofotometria, espectrometria de massa, ressonancia
magnética nuclear, cromatografia gasosa, eletroforese capilar, assim como técnicas

eletroquimicas que nos permitem fazer a determinacao de forma rapida.

1.2 Glutationa

A glutationa (GSH) é o principal e mais abundante tiol (R-SH) intracelular e
ndo proteico possuindo baixo peso massa molecular, encontrado em células dos
seres humanos, animais e plantas [7], que vem apresentando um grande interesse
na area cientifica, devido as propriedades multifuncionais, tais como, sintese de
proteinas e DNA, transporte de amino&cidos, atividade enzimdtica, metabolismo e
protecdo das células. Além disso, a GSH possui um papel central na
biotransformacédo e eliminagcdo de xenobidticos e na defesa das células contra o
estresse oxidativo [8].

Estruturalmente, a glutationa é um tripeptideo (¥ -L-glutamil-L-cisteinil-glicina)
composto por trés amino4cidos: acido glutamico (preto), cisteina (vermelho) e glicina
(azul), ligados peptidicamente, como mostra a Figura I.1. E uma das moléculas de
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maior importancia encontradas no organismo, a qual atua como um tampéao redox
quando presente em altos niveis de concentracdo (aproximadamente 5 mmol L),
com isso, protege as células sanguineas do prejuizo oxidativo devido também a

suas propriedades redutoras e nucleofilicas [9,10].

A glutationa apresenta duas importantes caracteristicas na sua estrutura: a ¥

- glutamil e o grupo sulfidrila. Esses compostos facilitam sua participacdo em um

grande numero e variedade de fungdes. Algumas das importantes funcdes da
glutationa:

e Participagdo no transporte de aminodacidos (especialmente cistina e alguns

outros aminoacidos neutros) e também de peptideos e aminas [11];

Participacdo em reacgdes de trans-hidrogenacdo que estdo envolvidas na
formacdo e manutencdo dos grupos sulfidricos de outras moléculas tais
como: coenzima A, varias enzimas e proteinas [12];

¢ No sistema nervoso central, onde foi registrado que a maioria dos pacientes

com defeitos no ciclo ¥ - glutamil podem sofrer de retardamento mental ou
exibir outros defeitos cerebrais [11];

e Eliminacao de peréxido de hidrogénio, perdxidos organicos e radicais livres,
assim como eliminagdo de uma variedade de compostos xenobibticos que
interagem com a glutationa, sendo excretados pela urina ou fezes na forma
de &cidos mercapturicos [11];

e Protecdo da membrana celular do estresse oxidativo e da radiacao [7,13].

Além das importantes fungdes da glutationa, a mesma existe no organismo
nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) como mostrado na Figura I.1,
atuando direta e indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes,
incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular. Em particular,
problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo associados a algumas
doengas, nas quais o0s niveis de glutationa e das enzimas que atuam no seu
metabolismo podem ser bastante significativos no diagnéstico de alguns tipos de
cancer, bem como em outras doengas relacionadas ao estresse oxidativo
[14,15,16,17].
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Figura I.1. Estrutura da glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG).

O estresse oxidativo, ou o desbalanceamento redox, é decorrente de um
aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio causado pelo
desequilibrio entre o sistema pré6 e antioxidante no organismo. Essas espécies
reativas, sdo compostos por radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se
centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados ERO (espécies
reativas de oxigénio) ou ERN (espécies reativas de nitrogénio) [6,18,19,20]. Os
principais constituintes das ERO s&o: oxigénio, hidroxila (HO"), superéxido (O."),
peroxila (ROQO’), alcoxila (RO"), per6xido de hidrogénio e acido hipocloroso. Ja no
grupo das ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N2O3), acido nitroso
(HNOy), nitritos (NO2"), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOQO™) [3].

Assim, a célula possui um importante sistema de defesa enzimatico que
envolve a enzima glutationa peroxidase (GPx), encontrada em muitos tecidos de
origem animal. Os mecanismos cataliticos de funcionamento da GPx envolvem seus
principais substratos, glutationa e peroxido de hidrogénio. Portanto, a atividade
enzimatica de GPx € um dos meios de controle do organismo dos niveis de perdxido
de hidrogénio e hidroperdxidos lipidicos, oriundos do ataque de espécies
radicalares. Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a
enzima glutationa redutase (GR). Esta enzima nao age diretamente na remocao de
espécies radicalares, porém ¢é responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua
forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH),
tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da glutationa
[14,21,22,23,24]. Além da enzima GPx que atuam no sistema de defesa contra o
aumento de radicais livres, a glutationa, superéxido-dismutase (SOD), catalase e
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vitamina E atuam como eliminador de radicais livres antes que estes causem lesdes.
Na outra linha de defesa que tem a funcao de reparar as lesées ocorridas, na qual
tem a GR atuando, também agem o acido ascérbico, glutationa peroxidase, entre
outros [25].

Nas células, a glutationa pode ser encontrada na forma livre ou ligada a
proteinas, permitindo a formagdo de proteinas glutationiladas. A GSH livre esta
presente principalmente em sua forma reduzida, a qual pode ser convertida a forma
oxidada (GSSG) durante o estresse oxidativo, e pode ser revertido para a forma
reduzida pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) [24]. A Figura 1.2 ilustra a
interconversdo da glutationa nas suas formas reduzida e oxidada pela acao das
enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase, de maneira simplificada, pois

no organismo esse mecanismo é mais complexo.

(GSSG)

2H,0 4 1 NADH + H*

GPx
H202 NAD+

2(GSH)

Figura 1.2. Interconversao de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada

(GSSG) pela acao das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR). Adaptada da referéncia [24].

A resisténcia de muitas células contra o estresse oxidativo esta associada
com os elevados niveis intracelulares de glutationa em sua forma reduzida. O
estresse oxidativo pode causar mudangas no estado redox da glutationa
aumentando a liberacao de glutationa oxidada (dissulfeto) no organismo. Sendo que
o estado redox depende das quantidades relativas das formas reduzidas e oxidadas
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da glutationa (GSH/GSSG), e essas quantidades sdo um parametro critico e
determinante na célula [15,26]. A razado de GSH/GSSG tem que ser mantida em
torno de 100:1 [27,28], qualquer alteracao nessa proporcao podera estar relacionada
a varias doencas que sao causadas pelo estresse oxidativo, como mostrado na
Tabela I.1.

Tabela I.1. Os biomarcadores de dano oxidativo associado com algumas doengas
humanas. Adaptada da referéncia [29].

Doencas Biomarcadores
Cancer MDA, razao GSH/GSSG, NO,-Tyr, 8-
OH-dG.
Doenca cardiovascular HNE, razao GSH/GSSG, acroleina, NO»-

Tyr, Fo-isoprostano.

Artrite reumatodide razdo GSH/GSSG, NOo-Tyr, Fo-
isoprostano.
Doenca de Alzheimer MDA, HNE, razdo GSH/GSSG,
acroleina, NO»-Tyr, Fo-isoprostano,
AGE.
Doenca de Parkinson HNE, razdo GSH/GSSG, F-isoprostano.
Isquemia reperfusao Razao GSH/GSSG, F-isoprostano.
Aterosclerose MDA, HNE, acroleina, NO,-Tyr, Fo-
isoprostano.
Diabetes mellitus MDA, razdo GSH/GSSG, proteinas S-
glutationadas, , NO»-Tyr, Fz-isoprostano,
AGE.

MDA: Malondialdeido; 8-OH-dG: 8-hidroxi-desoxiguanosina; HNE: Hidroxinonenal; AGEs: “Advanced Glycation
End products”. Produtos finais de glicagdo avangada.

A glutationa tanto na forma reduzida quanto oxidada pode ser encontrada
dentro das células em nivel de milimolar e no plasma sanguineo no nivel de
micromolar [30,31,32,33]. Tsai et al.[34] relatam a ocorréncia da diminuicao da razao
GSH/GSSG em amostra de sangue de pacientes que apresentam cancer de mama.
Os autores observaram que em tecidos cancerigenos ha um aumento de oito vezes

da GSSG e um aumento de quase trés vezes da GSH. Ja no trabalho de Berg et
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al,[35] foi observado que ha uma diminuigdo de 60-65 % dos niveis de GSH das
amostras controle em relacdo aos que sofrem da doenca de Parkinson. Com os
resultados da correlacdo entre diversas doencas com a razao GSH/GSSG, ha
necessidade no monitoramento da glutationa em amostras biol6gicas com o
propésito de estudar a patologia de algumas doengas relacionadas ao estresse
oxidativo, sendo este avaliado pelas quantidades relativas das formas reduzida e
oxidada da glutationa (GSH/GSSG).

1.3 Determinacao da Glutationa

Nas células, GSH e GSSG constituem as formas livres e, junto a fragéao ligada
com proteina representam a glutationa total. O primeiro passo na andlise da
glutationa livre € usualmente a precipitacdo de proteina por acidificacao (acido
tricloroacético, acido percloérico ou acido sulfosalicilico) produzindo um sobrenadante
limpido e livre de proteina apos centrifugagéo, logo a GSH e GSSG podem ser
determinadas.

Acidificacdo é geralmente requerida na maioria dos procedimentos para a
determinacdo de tiol e/ou dissulfetos. Somente alguns métodos, por exemplo, a
ressonancia magnética nuclear, € apropriada para a obtengdo de medidas em
amostras de células intactas ou ndo desproteinizadas [36,37].

Na literatura ha diversos métodos descritos para a determinacdo da GSH e
GSSG em amostras biologicas (Tabela 1.2). Entre eles podemos encontrar:
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high-performance liquid
chromatography) [38,39], espectrofluorimetria [40], espectrofotometria [41,42],
eletroforese capilar eletrocinética micelar (MEKC, do inglés chromatography micellar
electrokinetic capillary) [43], ressonancia magnética nuclear (RMN) [44],
fluorescéncia [45] e métodos baseados em quimioluminescéncia, eletroquimica [46],

entre outros.
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Tabela 1.2. Métodos descritos na literatura para a determinacéao da GSH e GSSG em

amostras biologicas.

Metodologia Deteccao Amostra Composto Faixa L.D. Ref.
biologica linear (umol L)
(umol L)
HPLC Espectrofotome- Sangue GSH 50-1500 0,5 [47]
tria (ultravioleta) humano GSSG 2-500
HPLC Eletroquimica e plasma GSH 0-10 0,001 [48]
fluorometria
HPLC Espectrometria Sangue GSH 250-2000 - [49]
de massas humano GSSG 6,25-100
MEKC Espectofotome- plasma GSH 16-81 0,8 [43]
tria (ultavioleta) GSSG 8-40 0,4
RMN Double quantum  Sague de GSH 1000- - [44]
'H RMN coelho 50,000
Eletroforese fluorometria plasma GSH 0,22-45,00 0,046 [45]
capilar
Quimilumi- Quimiluminome-  Sangue de GSH 4,0x10°- 5,0x10™ [50]
nescéncia tria coelho e 0,4
cérebro de
rato
Nao-enzimatico Fluorometria Sangue e GSH 0,065-32,5 0,065 [51]
figado de
ratos
Enzimatico Espectrofotome- Sangue tGSH 3,25x10°°- - [52]
(redutase- tria (visivel) humano, GSSG 3,25x10
GSSQG) saliva,
urina e
plasma de
rato
Enzimatico Espectrofotome- Figado GSH 1-25 0,3 [53]
(GSH tria (ultravioleta) perfundidos
transferase)
Eletroquimico Amperometria Sangue GSH 2-500 2 [46]
humano

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia é considerado o método
de preferéncia para medidas de GSH, GSSG e tid6is relacionados a amostras
biolégicas. A determinacao simultdnea de glutationa e outros tidis em um s6 ensaio
pode ser conseguida pela escolha apropriada da coluna, derivatizacao e protocolos

de eluicao e sistemas de deteccado. Por outro lado, os procedimentos envolvidos sdo
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demorados, exigindo um tempo longo de preparacdo da amostra com derivacédo da
pré e pos-coluna [47] e possuem uma frequéncia de amostragem baixa, devido ao
modo sequencial analitico executado. As vezes, esses processos requerem
sistemas especiais para detecgao eletroquimica [48] ou espectrometria de massa
[49]. O método de HPLC com deteccao eletroquimica representa uma ferramenta
importante para a analise de compostos reativos redox, tais como tiois e dissulfetos,
incluindo glutationa.

O método espectrofotométrico mais utilizado para a detec¢cdo da GSH em
amostras biologicas é o que utiliza o reagente de Ellman’s [54] sendo este o ensaio
mais comum. Os primeiros trabalhos utilizando o reagente de Ellman’s [54] foram
realizados por Ellman em 1959. Apds esta data, varios artigos tém sido publicados
relatando a determinacdo de sulfidrilas e glutationa em amostras biolégicas
[28,41,42,52]. O ensaio se baseia na reagao entre a GSH e o reagente conhecido
como reagente de Ellman, o acido, 5,5’ ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), gerando o
composto 4cido 2-nitro-5-mercapto-benzdico (TNB), o qual desenvolve uma
coloragao amarela, e é monitorado espectrofotometricamente a 412 nm.

Ja& o0s ensaios enzimaticos sao vantajosos por apresentarem alta
especificidade, ao contrario dos outros métodos que envolvem a derivatizagdo nao
especifica do grupo sulfidril da GSH [51,55]. Basicamente, os métodos enzimaticos,
sdo dividos em duas categorias: 0 método baseado na reacdo de ciclagem
enzimatica que foi descoberto por Owens e Belcher [56] e desenvolvido por Tietze
em 1969 [52] onde a GSSG reage com o nucleotideo trifosfopiridina (TPNH) e a
GSH gerada reage com o DTNB. Este método permite a determinacao da glutationa
total sendo mais sensivel que aqueles obtidos com o método espectrofotométrico
usando o reagente de Ellman e é livre de interferéncia de outros tidis [52]. E a outra
categoria é o método do ponto final. Esse utiliza a glutationa S-transferase (GTS) e
1-cloro-4-dinitrobenzeno (CDNB) determinando apenas a GSH e foi reportado pela
primeira vez por Brigelius et al. na avaliagdo da GSH em hepaticos [28,57], € a
determinacdo da GSSG — ponto final foi desenvolvido por Guntherberg Rost em
1966 para a determinacdo de GSSG em eritrécitos [28,58]. Neste ultimo ensaio, a
determinacao € baseada no consumo de NADPH por GR, provocando a redugédo da
GSSG que esta presente na amostra. Sendo bastante especificos, estes métodos
oferecem sensibilidade muito mais baixa do que a do ensaio baseado na ciclagem

enzimatica.
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O método utilizando a quimiluminescéncia para determinar a GSH foi
desenvolvido por Hinze em 1984 [59], porém, o limite de deteccado encontrado foi
maior do que dos métodos espectrofotométricos onde o reagente de Ellman é
empregado. Em 1998, Romero e Mueller-Klieser [28,60] desenvolveram o método de
bioluminiscéncia para a determinacédo da glutationa reduzida. O principio bioquimico
€ a quimiluminescéncia da bactéria luciferase. A glutationa esta ligada ao sistema
redox NADP/NADPH+H" por meio da enzima glutationa redutase. O sistema redox
pode ser acoplado numa forma quantitativa a bactéria luciferase via flavina
mononucleotideo (FMN). A acumulacdo de NADPH ¢é determinada via reagéo de
bioluminiscéncia da FMN e a bactéria luciferase. Com isso, uma correlacao linear é
obtida entre a intensidade de bioluminiscéncia da reacao luciferase e a quantidade
de GSH em amostras liquidas. Esse processo enzimatico oferece flexibilidade,
desde que cada substancia possa ser ligada quantitativamente ao sistema redox.
Este ensaio apresenta a vantagem de utilizar pequenas quantidades de amostras
liquidas e pode ser usado numa ampla faixa de concentragdes de glutationa. Por
outro lado, isto pode ser apropriado para uso em microtituladores. A desvatagem
deste método é ser semiquantitativo.

Varios métodos fluorimétricos também tém sido desenvolvidos e aplicados
para a determinacdo da GSH, GSSG em amostras biologicas [28,51,61].
Inicialmente o método fluorimétrico foi proposto por Cohn e Lyle [51] e se baseia na
reacdo entre o-ftadialdeido (OPA) e aminodcidos. Os autores modificaram o
procedimento da reagcdo com OPA para a determinagdo de GSH em sangue e
tecidos de ratos por simples precipitacdo das proteinas com o acido metafosférico a
25 % (m/v). A reacao da glutationa com o OPA ocorre em pH 8,0, apdés 15 minutos
de reacdo a temperatura ambiente, ha a formagdo de um produto altamente
fluorescente, o qual é estavel por 30 minutos. A banda de emissdo e a banda de
absorgao de fluorescéncia ocorrem a 420 nm e 350 nm, respectivamente. A faixa
linear de resposta foi de 60 umol L™ a 32,5 mmol L. A grande desvantagem desse
método € apresenta baixa seletividade devido a interferéncia significativa de
aminoacidos que também reagem com o OPA, tais como, asparagina, histamina,
glutamina, entre outros. Ha outros reagentes fluoréforos, além do OPA, que também
sdo wusados para determinacdo de glutationa, como por exemplo o
monobromobimano (BrB) o qual é um reagente especifico para grupos funcionais

tidlicos formando adutos BrB-tiol com alta fluorescéncia [62].
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Uma nova abordagem interessante para a detecgao e identificagdo de varias
espécies é a utilizacdo da detecgao por fluorescéncia multiparametro (MFD) [63] ou
imagem de fluorescéncia multiparametro (MFDi) [64]. Em MFDi, as trés coordenadas
espaciais sdo armazenadas, sendo possivel monitorar informagdes simultdnea de
fluorescéncia, permitindo uma avaliagdo em tempo real em relagéo a dinamica das
moléculas em solugdo em células. Entretanto, valores quantitativos e potenciais de
aplicacdo das técnicas para analise em peptideos e glutationa ainda nao foram
determinados.

Dentre os métodos de deteccdo de glutationa, o eletroquimico vem se
destacando por possuir importantes aplicagdes na andlise de amostras bioldgicas,
utilizando eletrodos de diferentes materiais. Normalmente, a determinagao tanto da
GSH quanto da GSSG é baseada na oxidagao direta do grupo tiol em diferentes
eletrodos convencionais, como eletrodo de carbono vitreo [65], grafite pirolitico [66] e
ouro [67] que sdo amplamente explorados. Por sua vez, as técnicas eletroquimicas
apresentam limites de deteccdo mais aprecidveis que as técnicas
espectrofotométricas e um custo operacional menor do que as cromatograficas.

Entretanto, a oxidacdo direta de GSH em eletrodos de carbono tem sido
reportada, como descrita por Zhang et al [68] onde o eletrodo de carbono foi
colocado no final da coluna capilar de cromatografia liquida. O eletrodo apresentou
boa sensibilidade a compostos tidlicos tais como: cisteina, glutationa, entre outros,
para um potencial aplicado de 900 mV.

Moore et al [66], relataram o uso do eletrodo de grafite pirolitico de plano
perpendicular ao plano basal para a detecgao de tidis, entre eles a GSH. Com este
eletrodo os autores conseguiram diminuir o potencial de oxidagdo da GSH para 650
mV quando comparado com eletrodos de grafite pirolitico de plano basal modificado
com filme de nanotubos de carbono e eletrodo de carbono vitreo, que apresentaram
potenciais de oxidagcao para GSH superiores a 900 mV.

Como observado nos exemplos citados acima, a GSH se oxida em potenciais
altos em eletrodos convencionais. Outro ponto a ser destacado é que existem varios
métodos de deteccdo da GSH descritos na literatura. J& para a deteccdo da GSSG
os métodos sdo mais restritos, sendo a maioria dos métodos de analise baseado em
HPLC [30]. Para contornar, o problema do elevado potencial, em eletrodos a base

de carbono, este pode ser diminuido por um pré-tratamento, utilizando
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nanomateriais e mediadores de elétrons a fim de minimizar o efeito de possiveis

interferentes, principalmente em amostras biologicas.
1.4 Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) sao sistemas modelo para a nanociéncia e
nanotecnologia. As propriedades desses materiais sdo determinadas pelo tamanho
e morfologia, originando uma fascinante sintonia em suas propriedades fisico-
quimicas. Talvez os exemplos mais claros e ilustrativos desses fendmenos possam
ser tomados da ciéncia do carbono apds a descoberta do fulerenos, em 1985 [69], e
dos nanotubos de carbono, em 1991[70]. Essas novas estruturas de carbono séo
bastante versateis para integrarem diferentes areas do conhecimento e sdo capazes
de promover uma inter/multidisciplinaridade muito forte. Nos dias atuais, as
pesquisas em nanotubos de carbono cruzam fronteiras da fisica, quimica, biologia e
da ciéncia dos materiais.

Os nanotubos de carbono tém surgido como uma nova classe de
nanomateriais que tém despertado um consideravel interesse nos ultimos anos
pelas comunidades cientificas e tecnoldgicas [71,72,73]. Os NTC sao longos
cilindros de atomos de carbono ligados covalentemente e apresentam propriedades
singulares devido a combinacdo de sua dimensionalidade, estrutura e topologia.
Estes materiais sdo diferenciados por possuirem diametros muito pequenos,
podendo chegar a 0,4 nm, contendo assim, até 10 4&tomos de carbono em torno de
sua circunferéncia. A razdo de aspecto (comprimento/didmetro) pode ser muito
grande (maior até que 10%), desta forma os NTC podem ser considerados sistemas
unidimensionais (1D) [74].

Estas estruturas podem apresentar elevada condutividade elétrica, alta
estabilidade quimica, bem como apresentam alta superficie de adsorcdo, podendo
se dividir em duas classes: nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT, do
inglés single-walled carbon nanotubes) e nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT, do inglés multi-walled carbon nanotubes) [75,76], como mostra a
Figura 1.3. O comprimento dos NTC pode variar de algumas centenas de
nanémetros a varios micrébmetros, e o diametro de 0,4-2 nm para os SWCNT e 2-100
nm para MWCNT [77].

Nem sempre as extremidades dos tubos estdo abertas como mostrado na

Figura 1.3. O fechamento das extremidades dos NTC pode ser facilmente
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racionalizado considerando a presenca de ligagdes pendentes com alta energia nos
limites dos tubos. A energia total de certo numero de atomos de carbono na camada
de grafite pode ser reduzida através da formagdo de uma estrutura fechada que
elimina ligagbes pendentes, mesmo a custa do aumento da energia de deformagéao

das ligagbes [78].

SWCNT

Figura 1.3. Nanotubos de paredes simples (SWCNT) e nanotubos de paredes
multiplas (MWCNT).

Em relacdo a reatividade quimica dos NTC, esta depende da sua estrutura
local. Dessa forma, as extremidades dos tubos sdo mais reativas do que as suas
paredes laterais devido a alta energia das ligagdes erraticas (do inglés, dangling
bonds) presentes nos atomos de carbono periféricos [73]. Por outro lado, o
desempenho eletroquimico de materiais de carbono é basicamente determinado
pelas propriedades eletronicas, pela sua estrutura e quimica superficial (grupos
funcionais terminais ou processos de adsorgao). Tais caracteristicas poderao afetar
a cinética dos processos de eletrodo, janela eletroquimica de potencial, corrente
capacitiva e a interagdo com moléculas em solugéo [78].

Com o objetivo de entender melhor as propriedades eletrocataliticas dos NTC,
alguns pesquisadores tém comparado o comportamento redox de inUmeras
espécies sobre eletrodos de grafite pirolitico altamente ordenado (do inglés, Highly
Oriented Pyrolytic Graphite (HOPG)), visto que um grande numero de trabalhos
associa os efeitos eletrocataliticos dos NTC a presenca de grupos quimicos tipicos
destes planos (edge e basal). O plano basal do HOPG engloba todos os carbonos
de uma folha de grafite, enquanto que o plano edge corresponde ao eixo
perpendicular ao plano basal, como ilustrado na Figura 1.4 (A). Ja é sabido que a

condutividade eletrénica no plano paralelo das camadas de grafite (plano basal) é
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cerca de 4 ordens de magnitude maior do que no plano perpendicular (plano edge)
[79]. O plano basal do HOPG é quimicamente mais inerte do que o plano edge. Tal
anisotropia também influencia o comportamento eletroquimico do material. Ja foi
reportado que o plano basal exibe uma cinética de transferéncia eletronica lenta
enquanto que os sitios localizados no plano edge favorecem o processo redox [80].
Essa mesma anisotropia eletroquimica também pode ser esperada para os NTC. As
extremidades abertas dos NTC assemelham-se ao plano edge, enquanto as paredes
laterais do tubo assemelham-se ao plano basal dos HOPGs. Assim, a base da
natureza eletrocatalitica dos NTC reside na transferéncia eletronica a partir de suas
extremidades [81]. Figura 1.4 (B) ilustra os planos edge e basal em um MWCNT.

- camada de
plane basal o / grafite
e =

-— e plano edge

(A) (B)

Figura L.4. (A) planos edge e basal em camadas de grafite e (B) em MWCNT. Figura

adaptada da referéncia [82].

Devido ao tamanho nanométrico, os NTC podem ser manipulados para
projetar novas arquiteturas de eletrodos ou para amplificacdo de sinais. Com isso,
devido a sua elevada éarea superficial, estes materiais podem ser empregados na
modificacdo dos eletrodos, o que fornece beneficios ndo sé para aumentar as
correntes eletroquimicas das espécies eletroativas, mas também para permitir que
enzimas, antigenos, anticorpos, mediadores de elétrons e nanoparticulas metalicas
sejam imobilizados em sua estrutura [83,84,85]. Nesse sentido, inUmeras estratégias

tém sido adotadas para permitir que tais processos ocorram.
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1.5 Modificacao dos nanotubos de carbono

Muitas vezes o emprego dos NTC no desenvolvimento de (bio) sensores
eletroquimicos implica em sua modificagdo. Essa modificagdo é no intuito de
contornar um dos problemas encontrados na manipulacdo dos NTC, que é a
dificuldade em dispersa-los, principalmente em meio aquoso, pelo fato da
aglomeracao dos tubos que ocorrem devidos as forgas intermoleculares que existem
entre eles [86]. Além disso, a modificagdo dos NTC pode ajudar na interagao destes
com moléculas organicas e bioldgicas e possibilitar a imobilizacdo de mediadores de
elétrons, biomoléculas, entre outros, garantindo a estes materiais propriedades
diferenciadas. Neste sentido, existem basicamente dois tipos de modificagdo dos

NTC: as modificacbes nao-covalentes e as covalentes [87,88].
1.5.1 Modificacao nao-covalente

A modificacdo nao-covalente é atraente devido a possibilidade de adsorcao
de varios grupos na superficie dos NTC, sem que haja mudanca nas propriedades
eletrdnicas dos mesmos, ou seja, a estrutura sp® e a conjugacdo dos atomos de
carbono séo conservadas [89]. Esta modificagdo ocorre com base nas interagbes de
van der waals, -1, O-11, € outras interagdes entre a parte hidrofébica das moléculas
adsorvidas e as paredes laterais dos NTC [90].

Existem muitos exemplos na literatura de modificagbes nao-covalentes no
NTC com agentes capazes de promover o desprendimento dos NTC e torna-los
mais soluveis e biocompativeis. Entre eles, destacam-se as modificacdes com
surfactantes, biomacromoléculas ou envolvimento por polimeros [91].

Os surfactantes aniénicos como o dodecilsulfato de sdédio (SDS) e
dodecilbenzeno sulfonato de sédio (NaDDBS) s&do comumente empregados para
diminuir a agregacao dos NTC em agua [92,93]. A modificagdo dos NTC com
biomacromoléculas tem sido de grande interesse, ja que possibilita a utilizacdo
destes materiais na construcdo de biossensores [94]. Ja o envolvimento dos NTC
por polimeros foi recentemente estendido aos biopolimeros, incluindo a quitosana,
sulfato de condroitina e &cido hialurénico. Dessa maneira, biomoléculas de
interesse, como enzimas e anticorpos, podem ser posteriormente ancoradas a esses

biopolimeros envoltos aos NTC [95,96].
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1.5.2 Modificacao covalente

Embora as extremidades dos NTC sejam quimicamente mais reativas do que
as paredes laterais, quando as extremidades dos tubos estdo abertas, as ligagcbes
pendentes tornam-se muitos reativas na presengca de agua ou oxigénio e
normalmente esta regiao é rica em grupos funcionais oxigenados (-COOH e —OH)
em sua estrutura [87]. Assim, a funcionalizagdo covalente pode ser realizada por
qualquer modificagdo nos grupos funcionais ricos em oxigénio dos NTC ou por uma
adigcao direta de reagentes as suas paredes. Mais grupos funcionais como, -COOH, -
C=0 e —OH, podem ser criados no locais de defeitos dos NTC por acdo de agentes
oxidantes fortes como acidos sulfauricos e nitrico concentrados e solugdes acidas de
peroxido de hidrogénio e de permanganato de potassio [97]. Apds o tratamento,
dentre os grupos funcionais obtidos, um de interesse especial é o grupo R-COOH,
pois uma variedade de reacdes quimicas e imobilizacbes de biomoléculas podem
ser realizadas a partir deles [86].

Com isso, as modificagdes quimicas melhoram a solubilidade e
processabilidade dos NTC e garantem dispersdes estaveis por longos periodos de
tempo, mas também alteram a estrutura e as propriedades eletronicas dos mesmos,
devido a destruicdo parcial do sistema 1 conjugado dos atomos de carbono ao
formar epéxido, que passam de uma hibridizacdo sp? para sp® [98].

I.5.3 Uso de mediadores de elétrons

A integracao entre mediadores de elétrons e nanotubos de carbono (NTC),
em matrizes poliméricas para o desenvolvimento de (bio) sensores, tem sido
bastante explorada nos ultimos anos. Pois, a unido das propriedades desses dois
materiais proporciona uma notavel sinergia no desempenho dos (bio) sensores.
Assim, buscando contornar o problema do elevado potencial de oxidagéo de tidis e
do NADH, a combinacdo do mediador de elétrons juntamente com materiais
nanoestruturados imobilizados sobre os eletrodos convencionais é uma abordagem
que traz propriedades interfaciais interessantes [99,100]. Um mediador de elétrons é
uma substancia de baixa massa molecular, com propriedades redox e que, numa
primeira etapa, interage com o substrato ou produto de uma determinada reagéo,

sofrendo uma transferéncia de elétrons rapida sob um potencial substancialmente
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menor do que aquele necessério para a eletrooxidagdo ou reducdo de um analito
[101].

Os mediadores de elétrons precisam apresentar caracteristicas desejaveis
para que seja selecionado na modificagdo de eletrodos que sdo: transferéncia de
elétrons rapida entre mediador-analito e mediador-eletrodo, potencial formal de
baixos valores para evitar a oxidacao de possiveis espécies interferentes, apresentar
comportamento eletroquimico reversivel e estabilidade das formas reduzida e
oxidada [102].

As caracteristicas mencionadas ja foram exploradas empregando varios tipos
de mediadores, como: quinonas [103,104], nanoparticulas metalicas [105,106],
complexos de metais de transi¢ao [107,108], corantes [109,110], etc. Nesse sentido,
ha relatos na literatura que as moléculas que apresentam o grupo funcional nitro (R-
NO;) tem se destacado bastante nos ultimos anos como estratégia para a formacao
de pares redox que se enquadram nas caracteristicas desejaveis para um mediador
[111].

No entanto, o grupo nitro em seu estado oxidado ndo apresenta atividade
eletrocatalitica para a oxidacao de tidis ou NADH [112]. Porém, quando esse grupo
nitro é reduzido eletroquimicamente in situ, o mesmo é transformado no grupo
hidroxilamina. Essa hidroxilamina formada pode ser oxidada para nitroso (par R-
NO/R-NHOH), por meio de um processo redox envolvendo 2e/2H", resultando em
um par redox estavel confinado na superficie do eletrodo e apresenta elevada
constante cinética [111].

Ha descrito na literatura a construgcdo de sensor utilizando mediador de
elétrons e NTC que foram co-imobilizados em matriz de biopolimero de quitosana
(QUIT) e testado como uma plataforma nanoestruturada para deteccao
amperométrica de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) [113]. Nesse caso,
algumas perguntas serao respondidas, como por exemplo: Porque um sensor para
detecgcdo de NADH. E porque o uso da QUIT para imobilizagdo do mediador de
elétrons e NTC.

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) é um cofator muito estudado
devido a grande quantidade de enzimas desidrogenases dependentes de seu
processo redox, e devido a sua importancia como transportador de elétrons em
células vivas. Atualmente, sabe-se que existem mais de 250 enzimas que dependem

de NADH [114], dentre elas a glutationa redutase, que € importante no sistema de
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defesa da célula. O papel desse cofator ndo-proteico em reagdes catalisadas por
enzimas é servir como aceptor/doador de elétrons e com isso, acaba sendo crucial
no transporte de elétrons em sistemas biolégicos [115].

Ja a QUIT é utilizada para superar a dificuldade de solubilidade e disperséao
dos NTC em meio aquoso, sendo esta causada pela existéncia de forgas
intermoleculares presentes nos NTC. Devido a isso, diferentes estratégias
[116,117,118] tém sido propostas para superar esse problema, uma das utilizadas
para aumentar a solubilidade dos NTC é o uso de QUIT [119,120,121,122,123,124].

O uso da QUIT como matriz oferece algumas vantagens interessantes. A
quitosana é um biopolimero, obtida a partir da reacdo de desacetilacdo da quitina
(presente nas cascas de crustaceos e fungos). Apresenta uma grande variedade de
uso em areas como agricultura, medicina, alimentagao e tratamento de esgoto; por
ser biocompativel, biodegradavel e apresentar baixa toxicidade. A quitosana possui
propriedades quimicas e bioldgicas distintas, pelo fato de apresentar grupos reativos
de amino em sua cadeia de alta massa molecular e que sdo passiveis a
modificagdes quimicas. Adicionalmente, os grupos amino fazem com que a
quitosana seja um dos poucos polieletrélitos catidénicos (pKa = 6,5) encontrados na
natureza. Sua basicidade fornece propriedades Unicas, sendo soluvel em meio
aquoso acido com pH inferior a 6,5 e, quando dissolvida, possui carga positiva
devido aos grupos —NHs*, portanto, pode facilmente aderir-se a superficies
carregadas negativamente. Além de sua boa aderéncia, a quitosana apresenta uma
excelente capacidade de formacao de filmes. Assim, pode ser uma boa alternativa
para o desenvolvimento de sensores quimicos e biossensores devido a possibilidade
de imobilizar enzimas e mediadores de elétrons organicos e
inorganicos[119,120,121,123,124].

1.6 Motivacao

Diante do exposto, o presente trabalho teve como motivagéo principal unir as
propriedades eletrénicas e eletroquimicas dos nanotubos de carbono juntamente
com o mediador de elétrons derivado do grupo nitro, o acido 3,5-dinitrobenzoico para
a construgdo de uma plataforma nanoestruturada com atividade eletrocatalitica para
o NADH.
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Nesse sentido, busca-se o desenvolvimento de dois biossensores
amperométricos para a deteccdo da glutationa oxidada e glutationa total
(GSH+GSSG) através do consumo de NADH, com o intuito da determinacdo da
razdo GSH/GSSG.
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1.1 Geral

O presente trabalho visa a construgdo de dois biossensores para a
determinacdo da razdo [GSH])/[GSSG], sendo um para a detec¢do da glutationa
oxidada, baseada na imobilizacdo da enzima glutationa redutase e outro para a
deteccao da glutationa total (GSH+GSSG) através da imobilizagdo das enzimas
glutationa redutase e glutationa peroxidase. Ambas as imobiliza¢cdes sdo realizadas
sobre uma plataforma nanoestruturada com MWCNT, dispersos em quitosana ligada
covalentemente a um mediador de elétrons; o acido 3,5-dinitrobenzoico; que
apresenta atividade eletrocatalitica para NADH.

1.2 Especificos

e Construir um sensor amperométrico para a deteccao de NADH.

e Realizar caracterizacdo morfolégica e eletroquimica desta plataforma.

e Obter as constantes cinéticas das reagdes interfaciais.

e Realizar a caracterizacao analitica do sensor.

e Imobilizar a enzima glutationa redutase sobre uma plataforma
nanoestruturada com MWCNT, dispersos em quitosana ligada
covalentemente com o mediador de elétrons, o acido 3,5-dinitrobenzoico,
visando a deteccao da glutationa oxidada.

e Realizar as otimizagdes necessarias no processo de imobilizacdo enzimatica
por meio da avaliacdo da sensibilidade do biossensor destinado para
deteccédo da glutationa oxidada.

e Determinar a faixa linear, sensibilidade, limite de deteccédo e quantificacdo do
biossensor destinado para a detec¢ao da glutationa oxidada.

e Imobilizar as enzimas glutationa redutase e glutationa peroxidade sobre a
plataforma nanostruturada, visando a deteccdo da glutationa total
(GSH+GSSQG).

e Determinar a faixa linear, sensibilidade, limite de deteccédo e quantificacao do
biossensor destinado para detec¢ao da glutationa total (GSH+GSSG).

e Realizar os testes de repetibilidade das determinagdes, da construcdo e
estabilidade dos dois biossensores.
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lll.1 Reagentes e solucoes

A glutationa na forma oxidada (GSSG), glutationa na forma reduzida (GSH),
enzima glutationa redutase (GR), enzima glutationa peroxidase (GPx), NADH,
MWCNT (obtido a partir do método catalitico de deposicao quimica de vapor (do
inglés, CVD),com diametro interno 2 - 6 nm e externo de 10 — 15 nm, comprimento
0,1 - 10 um, possuindo uma parede com espessura média de 5 — 15 camadas de
grafeno, com 90 % de pureza, sendo livre de carbono amorfo e apresentando tragos
de impurezas metélicas), acido 3,5-dinitrobenzoico (3,5 — ADNB), quitosana de alta
massa molecular (QUIT), PIPES [piperazina-N-N-bis (acido 2-etanosulfénico)],
HEPES [N-(2-hidroxietil)piperazina-N-(acido 2-etanosulfénico)], TRIS
[tris(hidroximetil) amino-metano], 1-etil-3-(3-dimetilaminopripil) carbodimida cloridrato
(EDC), N-hidroxi succinimida (NHS), ferrocianeto de potéassio, ferricianeto de
potassio e peréxido de hidrogénio foram obtidos da Sigma, St. Louis, USA. Acido
aceético (HsC-COOH), acetato de sédio (H3C-COONa), dihidrogenofosfato de sddio
(NaH2PO4), hidrogéno fosfato de sédio (Na;HPOQy), cloreto de potassio (KCI) e etanol
foram obtidos da Synth, Sdo Paulo, Brasil. Alumina (suspensdo aquosa de AlOs
com tamanho de particula de 0,3 um) foi adquirida da empresa Fortel, Sdo Paulo,
Brasil.

Todas as solugbes aquosas foram preparadas com agua deionizada (Sistema
Mili-Q de purificacao de agua, Millipore Inc., USA) com resistividade maior que 18
MQ cm™. Os valores de pH das solugdes tampao foram ajustados com o auxilio de

um pHmetro Corning, modelo 350, USA.

lll.2 Equipamentos

As medidas voltamétricas e cronoamperométricas foram realizadas em um
potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Eco Chemie (Utrecht, Holanda)
conectado a um computador utilizando o programa computacional GPES 4.9. Foi
utilizada uma célula eletroquimica convencional de vidro com capacidade de 10,0
mL composta de trés eletrodos, sendo um eletrodo de calomelano saturado (ECS)
como referéncia, um fio de platina enrolado em forma helicoidal como eletrodo
auxiliar e o eletrodo de trabalho de carbono vitreo (ECV, Metrohm), com area

geométrica de 0,07 cm?. Para homogeneizar a solugdo do eletrdlito de suporte apds
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a adicdo dos analitos (NADH, H.O,, GSSG e GSH) foi utilizado um agitador
magnético da marca Corning com seis velocidades. A célula eletroquimica possui
um local para a entrada de nitrogénio (N2), que serve para remover o oxigénio
dissolvido.

O experimento utilizando o eletrodo de disco rotatério foi realizado por um
equipamento de controle de rotacdo da Autolab acoplado ao ECV, sendo o0 mesmo
rotacionado com velocidade de 250 rpm. Para o preparo da dispersao e limpeza do
ECV foi empregado um banho de ultrassom da marca UNIQUE modelo USC-1400.
Uma balanga analitica Sartorius BP 211D, de cinco casas decimais, foi utilizada para
pesar os reagentes.

lll.3 Limpeza do eletrodo de trabalho

Antes das modificagcdes, o eletrodo de trabalho foi polido com uma pasta de
alumina de 0,3 ym para obter uma superficie espelhada, depois lavada com agua
destilada. O ECV foi levado ao banho de ultrassom em uma solugao 1:1 (v/v)
etanol/agua por 5 minutos para remover possiveis particulas de alumina adsorvidas
na superficie do eletrodo.

Para verificar se a superficie do ECV estava realmente limpa e pronta para
ser modificada, realizaram-se medidas de voltametria ciclica em solucao de
hexacianoferrato (I1/1V) de potassio 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L, na faixa de
potencial de 0 a 450 mV vs ECS. O parémetro de avaliagdo da efetividade da
limpeza foi a diferenca de potencial de pico, AE, (Epa — Epc, potencial de pico anddico
e catédico, respectivamente) para o sistema Fe(CN)g®"+)
mV.

, com o valor de AE, = 59

lll.4 Preparacao da plataforma nanoestruturada no ECV

Para obter a dispersdo de MWCNT-QUIT/3,5-ADNB, o seguinte procedimento
foi adotado: 1,0 mg de MWCNT, 2,0 mg de EDC, 2,0 mg de NHS, 2,0 mg do
mediador de elétrons (3,5-ADNB) e 100 uL de etanol foram colocados no microtubo
e em seguida foi levado ao banho de ultrassom por 30 minutos. Entdo, foram
adicionados 900 pL da solugao de QUIT 0,5% (m/v) e novamente colocado no banho

de ultrassom por 4 h. A solugcédo de QUIT for preparada em tampéao acetato, 0,1 mol
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L', pH = 4,7 [119]. O efeito da concentracdo de QUIT usada na preparacdo da
dispersao com MWCNT foi avaliado através da medida da corrente de pico anddico
(Ipa) do par redox (R-NO/R-NHOH). Foram estudadas as seguintes concentragdes de
QUIT: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 2,0 % (m/v). A concentragdo de QUIT que
apresentou maior resposta (lpa) foi fixada e utilizada para os estudos posteriores. A
modificacdo do ECV foi realizada da seguinte forma: uma aliquota de 5,0 uL da
dispersao MWCNT-QUIT/3,5-ADNB foi adicionada na superficie do ECV limpo e
entdo a superficie do eletrodo foi seca em atmosfera de Na.

As espécies hidroxilamina foram eletrogeradas in situ a partir do 3,5-ADNB
apés ciclar o potencial entre 0,2 e -0,4 V vs ECS, com velocidade de varredura de 10
mV s™. Dois ciclos em solucdo tampao fosfato (PBS) 0,1 mol L, pH 7,0 foram
suficientes para gerar o par redox nitroso/hidroxilamina. O potencial negativo foi
suficiente para reduzir somente um Unico grupo nitro presente na molécula do 3,5-
ADNB [111].

A area eletroativa do eletrodo modificado foi obtida utilizando uma solucéo de
Fe(CN)s®™) 1 mmol L' em KCI 0,1 mol L' empregando a equacdo de Randles

Sevcik [125]. Assim a 4rea eletroativa foi de aproximadamente 0,230 cm?.

ll.5 Construcao do biossensor para deteccao da glutationa oxidada

Depois do processo de ativagdo do eletrodo modificado descrito no item 111.4,
o eletrodo modificado foi seco em atmosfera de N.. Em seguida, foram adicionados
5,0 yL da solugdo da enzima glutationa redutase preparada em solucdo de
quitosana e glutaraldeido 5 % (v/v) (solugéo estoque), em seguida a superficie do
eletrodo modificado foi novamente seca em atmosfera de N.. Foram realizados
estudos de otimizagdo da concentragcao de quitosana e da concentragao enzimatica

utilizadas no preparo do biossensor, visando o melhor desempenho deste.
lll.5.1 Otimizacao no processo de imobilizacao enzimatica

Primeiramente, uma solugdo de glutaraldeido 5% (v/v) foi preparada e
mantida na geladeira. Para a preparagcdo da solugdo enzimatica a quantidade de
glutaraldeido utilizada foi mantida fixa em 2,0 uL. A fim de obter a melhor condigéao
de preparacdo e desempenho do biossensor, uma otimizacdo da concentragéo

enzimatica, da concentracdo de quitosana utilizada na preparacdo da solugao
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enzimatica e da concentracao de NADH no eletrélito de suporte foram realizadas. A
influéncia de cada parametro foi verificada analisando a sensibilidade do biossensor
obtida por meio da resposta cronoamperométrica, ap6s adicbes sucessivas de
GSSG (solucdo padrdao) em PBS 0,1 mol L, pH 7,0 e em potencial aplicado de 50
mV vs ECS.

ll.5.1.1 Influéncia da concentracao enzimatica

A influéncia da concentracdo da enzima glutationa redutase no processo de
imobilizagéo foi estudada. As concentragdes avaliadas da enzima foram: 0,0; 13,8;
30,0; 60,0; 90,0; 120,0 g L. Estas concentracdes correspondem a 0,0; 10,0; 25,0;
50,0; 75,0; 100,0 unidades (U) de enzima, para um volume de 5,0 uL adicionado no

eletrodo.
111.5.1.2 Concentracao de quitosana

A concentracdo de quitosana estudada para a preparagdo da solugéao
enzimatica variou de 5,0x10° até 5,0x10° % (m/v), sendo essas concentracdes
obtidas partir de uma solugéo estoque de quitosana 0,5% (m/v). Essas porcentagens
correspondem a 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 ug mL™ de quitosana. Essa solugdo estoque de
quitosana foi preparada em tampao acetato 0,1 mol L', pH = 4,7.

l11.5.1.3 Concentracao de NADH no eletrélito de suporte

As concentragbes avaliadas de NADH no eletrélito de suporte variaram de
150 até 1000 umol L.

Assim, apés alcancar as melhores condigcbes de preparacdao e desempenho
do biossensor, determinou—se a faixa linear, sensibilidade, limite de deteccdo e
quantificacado do mesmo.

ll.5.2 Estudo da repetibilidade das determinacdes, da construcao e
estabilidade do biossensor

A repetibilidade das determinagbes do biossensor a base da enzima
glutationa redutase foi obtida monitorando a variagdo da corrente (Al) por
cronoamperometria na presenga de 7,0 pmol L' de GSSG (solucdo padrao) para
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quatro amostras e calculado o desvio padrao relativo (DPR). Ja a repetibilidade da
construcédo do biossensor foi avaliada empregando as mesmas condigdes descritas
acima, usando a resposta de quatro biossensores diferentes, modificados seguindo
0 mesmo procedimento.

A estabilidade do biossensor foi avaliada realizando varias determinacdes
consecutivas de 7,0 umol L' de GSSG (solugdo padrdo) com o mesmo biossensor e
os valores de Al obtidos foram comparados. O tempo de vida do biossensor foi
avaliado fazendo trés adicdes (média) por dia para 7,0 pmol L™ de GSSG (solugéo
padréo).

lll.6 Construcao do biossensor para a deteccao da glutationa total
(GSH+GSSG)

Depois do processo de ativagao do eletrodo modificado descrito no item 111.4,
o eletrodo modificado foi seco em atmosfera de Ny. Entdo, foram adicionados 5,0 pL
da solucdo das enzimas glutationa redutase e glutationa peroxidase preparada em
solucdo de quitosana 2,5 ug mL" e glutaraldeido 5 % (v/v) (solugdo estoque), em
seguida a superficie do eletrodo modificado foi novamente seca sob atmosfera de
No.

lll.6.1 Estudo da repetibilidade das determinacdes, da construcao e
estabilidade do biossensor

A repetibilidade das determinagbes do biossensor a base da enzima
glutationa redutase e glutationa peroxidase foi obtida monitorando a variacdo da
corrente (Al) por cronoamperometria na presenga de 4,0 pmol L' de GSH+GSSG
(solugdo padrao) para quatro amostras e calculado o desvio padrao relativo (DPR).
Ja a repetibilidade da construcdo do biossensor foi avaliada empregando as
mesmas condicbes descritas acima, usando a resposta de quatro biossensores
diferentes, modificados seguindo o mesmo procedimento.

A estabilidade do biossensor foi avaliada realizando vérias determinacgdes
consecutivas de 4,0 umol L' de GSH+GSSG (solugdo padrdo) com o mesmo
biossensor e os valores de Al obtidos foram comparados. O tempo de vida do

33



C.C. CORREA TESE DE DOUTORADO

biossensor foi avaliado fazendo trés adicdes (média) por dia para 4,0 pmol L de
GSH+GSSG (solucao padrao).

.7 Micrografias

As micrografias foram obtidas utilizando um microscépio eletrbnico de
varredura (MEV) JEOL JSM-5610LV. As amostras foram preparadas sobre porta
amostra utilizando as mesmas condigdes empregadas no item 1ll.4. As micrografias
foram obtidas para as dispersbes de MWCNT com diferentes concentracdes de
QUIT e para a condicdo otimizada que foi utilizada na preparagdo da plataforma
nanoestruturada.
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IV.1 Estabilidade, caracterizacao morfolégica e otimizacao da
dispersao

A Figura IV.1 ilustra fotos das solucdes de MWCNT em diferentes
concentragbes de quitosana, considerando as etapas antes do banho de ultrassom,
depois de 30 min do banho de ultrassom, depois de 1 h e 24 h de repouso, sendo
possivel avaliar a homogeneidade e estabilidade das dispersdes. Analisando a etapa
(2) da Figura IV.1 pode ser observado uma dispersédo homogénea e que ndo ha
diferenga significativa na estabilidade entre as mesmas. Entretanto, pode ser
observado que a solucdo (a) para as etapas (2), (3) e (4) ndo apresenta uma
dispersdo homogénea entre os MWOCNT-QUIT com maior concentragdo de
quitosana, isso pode estar relacionado com a elevada viscosidade da solugcéo de

quitosana que dificulta a obtencao de uma dispersao completamente homogénea.

Figura IV.1. Fotos das solugdbes de MWCNT em diferentes concentragdes de
quitosana considerando as etapas (1) antes do ultra-som, (2) depois de 30 min de
ultra-som, (3) depois de 1 h de repouso e (4) depois de 24 h de repouso. As
solugdes empregadas foram: (a) MWCNT-QUIT 2,0%, (b) MWCNT-QUIT 1,0%, (c)
MWCNT-QUIT 0,75%, (d) MWCNT-QUIT 0,5%, (¢) MWCNT-QUIT 0,25%, (f)
MWCNT-QUIT 0,1%.
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A contribuicdo da quitosana para a excelente dispersdo e estabilidade das
solucdes (b), (c), (d), (e) e (f) da Figura IV.1 nas etapas (3) e (4) é devido a
presenca de grupos amino protonados que estdo presentes na quitosana,
minimizando as interagdes hidrofébicas e forgas intermoleculares dos nanotubos
[126].

A Figura IV.2 mostra as micrografias do MEV da plataforma nanoestruturada
baseada nas dispersbes de MWCNT-QUIT nas diferentes concentragbes e com
ampliacoes de 40 kx. As micrografias ilustradas na Figura IV.2 (A), (B) e (C)
mostram placas de quitosana sobre os MWCNT. A partir da Figura IV.2 (D), (E) e
(F), pode ser observado que os MWCNT estdo densamente empacotados e
eficientemente trapeados na rede polimérica fornecendo uma matriz ideal para

receber mediadores de elétrons ou enzimas.

Figura IV.2. Micrografias obtidas da plataforma nanoestruturada contendo MWCNT-
QUIT todas com ampliagdes de 40 kx e nas seguintes concentragdes de QUIT: (A)
MWCNT-QUIT 2,0 %, (B) MWCNT-QUIT 1,0 %, (C) MWCNT-QUIT 0,75 %, (D)
MWCNT-QUIT 0,5 %, (E) MWCNT-QUIT 0,25 %, (F) MWCNT-QUIT 0,1 %.

Sendo assim, a imobilizacdo do mediador redox na superficie do ECV foi
realizada através da ligacao quimica entre os grupos carboxilicos do mediador de
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elétrons e os grupos amino da QUIT utilizando como catalisador da reagéo o sistema
EDC/NHS. O sistema EDC/NHS é amplamente utilizado na literatura para ligar um
grupo R-COOH com uma fungdo R-NH; através da formagdo de uma amida
[127,128]. O EDC reage com o grupo carboxil do 3,5-ADNB, formando um
intermediario (o-acilisoureia). Além disso, o EDC favorece a ligagdo do grupo
carboxil com o NHS, formando um intermediario mais reativo derivado do grupo
succinimidil-éster [128], permitindo uma conjugacdo mais eficiente e uma ligagao
amida estavel. Assim, a Figura IV.3 (A) e (B) mostra a formagédo do intermediario
(3,5-DNBSE) a partir do grupo R-COOH do 3,5-ADNB e o mediador de elétrons
imobilizado na superficie do ECV, respectivamente.
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Figura IV.3. (A) Esquema de formagao do intermediario 3,5-DNBSE a partir de uma
solucdo contendo 3,5-ADNB, EDC e NHS. (B) Mediador de elétrons imobilizado na
superficie do EVC.

Em seguida foi estudada a melhor condicdo da preparacao do eletrodo por
meio da influéncia da concentracdo de QUIT a ser utilizada na dispersdao. Foram
empregadas quatro dispersdées contendo MWCNT, EDC, NHS, 3,5-ADNB, etanol e
QUIT. Esse estudo foi realizado através do monitoramento da corrente de pico
anddico do par redox presente no mediador, 3,5-ADNB-at (R-NO/R-NHOH), em
funcédo das concentragdes de quitosana, sendo que a concentragdo de QUIT que
apresentou a maior resposta de corrente de pico foi a de 0,5%, como é observado
no grafico de barras da Figura IV.4. Para as concentracbes de QUIT 2,0% e 1,0%
nao foi possivel realizar o experimento, devido a elevada viscosidade da disperséo,
impossibilitando a modificacdo da superficie do eletrodo. Diante disso, a

concentracao de QUIT empregada para os estudos posteriores foi a de 0,5%.
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Figura IV.5. Fotos das solugdes de (a) MWCNT em agua, (b) MWCNT-QUIT e (c)
MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at considerando as etapas (1) antes do ultra-som, (2)
depois de 30 min de ultra-som, (3) depois de 1 h de repouso e (4) depois de 24 h de

repouso.

A morfologia da superficie do ECV modificado com a dispersao dos MWCNT
em dimetil formamida, MWCNT-QUIT e MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at foram
investigadas por MEV, como mostrado na Figura IV.6. A micrografia da Figura IV.6
(A) mostra um comportamento tipico de distribuicao de MWCNT sem qualquer tipo
de modificacdo. No entanto, a Figura IV.6 (B) mostra os MWCNT dispersos em
QUIT, como pode ser observado os MWCNT estdo densamente empacotados e
eficientemente envoltos na rede polimérica, apresentando uma excelente
distribuicdo do material sobre a superficie, fornecendo assim, uma matriz ideal para
receber mediadores de elétrons ou enzimas. A Figura IV.6 (C) mostra que a
imobilizagado do mediador de elétrons nao alterou significativamente a morfologia do
material.
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Figura IV.6. Micrografias de MEV com ampliacdo de 40kx: (A) MWCNT sem
modificagcdo, (B) MWCNT-QUIT e (C) MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at.

IV.2 Ativacao e caracterizacao do par redox

Apb6s o 3,5-ADNB estar quimicamente ligado nos grupos amino da QUIT, o
par redox R-NO/R-NHOH foi eletrogerado in situ através de uma ciclagem do
potencial entre 0,2 e -0,4 V vs ECS em solugao tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 e
velocidade de varredura (v) de 10 mV s™'. Como pode ser observado na Figura IV.7
(A), no primeiro ciclo o grupo nitro é reduzido irreversivelmente para R-NHOH e
oxidado para R-NO na varredura reversa. No segundo ciclo é possivel observar um
pico de reducao que pode ser atribuido ao par redox R-NO/R-NHOH como reportado
por Kubota e colaboradores [111].
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Figura IV.7. (A) Voltamogramas ciclicos da formag¢édo do par redox R-NO/R-NHOH
solugdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0 empregando v=10 mV s para o ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at.

Depois do processo de ativagdo, uma faixa de potencial ao redor do par redox
foi selecionada usando as mesmas condi¢des do processo de ativagdo e foram
obtidos voltamogramas ciclicos em varias velocidades de varredura (10-700 mV s™)
mostrados na Figura IV.8. Nesta figura podem ser observados voltamogramas
ciclicos bem definidos e persistentes indicando que o 3,5-ADNB foi ligado com
sucesso na superficie do eletrodo. A Figura IV.8 (i) mostra um grafico de corrente
de pico em fungéo da velocidade de varredura obtido a partir dos voltamogramas
ciclicos. O gréafico de corrente de pico anddica e catdédica apresentou um
comportamento linear em fungédo da velocidade de varredura, indicando assim, que
o 3,5-ADNB-ativado apresenta um comportamento eletroquimico caracteristico de
espécies redox que estdo confinadas na superficie do eletrodo [125].

44



C.C. CORREA TESE DE DOUTORADO

80

40+

<3_ v/mVs
-~ 0- > 40| = Epa—EO f
- £ 20 ¢ E-E "
1 ‘ ~ . = o nas™
| 1 -ouJ 0 ° [ ] ......:.
10mVs .
=40 mV's .Q'ZO- .\
l Ll -40{(ii) | | |
1 700 mv s 10 15 20 25 30
-1
log(v/mVs
-80 log(v/mVs )

02 00 02 04 06 08
EvsECS/V

Figura IV.8. Voltamogramas ciclicos do par R-NO/R-NHOH em vérias velocidades
de varredura apds o processo de ativagdo. Grafico inserido: (i) I, vs. v. (ii) Gréafico de

Laviron. Medidas realizadas em solugdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,0.

Com o objetivo de se obter informacdes importantes sobre 0 ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at, como o valor do coeficiente de transferéncia de elétrons (a), o
nuamero de elétrons envolvidos no processo redox (n) e a constante de velocidade
heterogénea de transferéncia de elétrons (ks), foram empregadas as expressoes
formuladas por Laviron [130], para as respostas voltamétricas de varredura linear de
potencial, no caso de espécies eletroativas confinadas na superficie do eletrodo da
seguinte forma: quando AEp> 200/n mV:

144
I,(l —a)= Vﬁfv;. a/(1—a) =v,/v, Equacao IV.1

K¢ = nFav./RT = (1 — a)nFv,/RT Equacao IV.2
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onde F é a constante de Faraday, ™ é o nimero de elétrons, £7 apresentam seus
valores usuais, € ¥s € ¥Ya representam as velocidades de varredura no intercepto
das linhas retas do processo catddico e anddico, respectivamente. A Figura IV.8 (ii)
exibe o grafico de Laviron, onde AE = Ep — E® (Ep é o potencial de pico e E® é o
potencial formal [E® = (Epa + Epc)/2]) é funcdo do log da velocidade de varredura
(v). Como pode ser observado, quando (v — 0) o valor de AE, sdo praticamente
independente do log da velocidade de varredura sugerindo uma cinética de
transferéncia de elétrons rapida. No entanto, quando (v — «) a separa¢ao dos picos
comega a aumentar, indicando que uma limitagdo em decorréncia da cinética de
transferéncia de carga esta ocorrendo, conforme proposto pela teoria de Laviron
[130].

A partir da extrapolacdo das retas para AE, = 0 (linha horizontal na Figura
IV.8 (ii))o valor de a = 0,5 foi obtido empregando a Equacao IV.1. Utilizando os
valores dos coeficientes angulares das retas, para ambos 0s processos anddico
2,3RT/(1 — a)nF e catddico —2,3RT/anF, respectivamente, o valor de n = 2,3 foi
encontrado. O valor obtido foi muito proximo do valor esperado de 2 elétrons para o
processo redox nitroso/hidroxilamina [131].

Além disso, utilizando a Equacao V.2, o valor de ks foi calculado empregando
as velocidades de varredura onde AE, = 0, sendo obtido o valor de 14 s™. O valor
obtido para a constante € superior quando comparado com alguns trabalhos de
modificacdo de eletrodos reportados na literatura, com excecédo para o eletrodo
modificado com catalisador de Doyle [132], conforme apresentado na Tabela IV.1. A
rapida transferéncia de elétrons entre o mediador redox e a superficie do ECV deve
estar relacionado ao fato dos nanotubos de carbono apresentarem uma elevada
condutividade elétrica (~ 10° S m™), facilitando assim a transferéncia eletronica no
ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at [91].
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Tabela IV.1. Parametros eletroquimicos e cinéticos de alguns eletrodos modificados

Eletrodo modificado a n ks/s’
Catalisador de Doyle [132] 0,22 - 17,0
Violeta de pirocatecol [133] 0,49 - 5,30
MWCNT-PVP/Cu?* [117] 0,50 1,04 578
MWCNT com poli(2-metdxi-4-vinilfenol) [116] 0,50 1,83 7,63
Tetrabromo-p-benzoquinona [134] 0,55 2,00 3,80
4-Nitroftalonitrila [135] 0,50 2,30 9,70
Azul de meldola [136] 0,51 - 5,3
Este trabalho 0,50 2,30 14,0

Apés as caracterizagdes do par redox em fungédo da velocidade de varredura,
o perfil voltamétrico do eletrodo modificado com 3,5-ADNB-at foi caracterizado em
varios valores de pH (5,0 a 8,0) por voltametria ciclica. Como pode ser observado na
Figura IV.9, o potencial formal (E®) sofre um deslocamento em fungédo do pH e, esse
deslocamento, pode ser analisado de maneira mais criteriosa obtendo-se um grafico
de E® vs pH. Como pode ser visto no gréfico inserido na Figura IV.9, o coeficiente
angular (E® / pH) é de 74,2 mV/pH na faixa de pH estudada. E possivel observar que
ndo ha um deslocamento no E? entre os valores de pH 7,5 e 8,0, indicando que a
partir desses valores de pH o par redox ndo sofre nenhuma alteragdo. Este
coeficiente angular é préximo para reagdes onde a razdo e/H* é igual a um (59,2
(ny/ne)) mV/pH onde n, = ne a 25 °C [137]. Assim, o nimero de prétons deve ser
também 2, porque o0 mesmo valor foi encontrado através do método de Laviron para
0 numero de elétrons. A partir dos voltamogramas ciclicos obtidos na Figura IV.9, foi
possivel construir um grafico com os valores de corrente de pico anddica e catddica
em func¢do do pH (Figura IV.10). Como pode ser observado a corrente de pico que
apresenta maior valor é para o pH 7,0. Outro ponto interessante sobre o par redox
R-NO/R-NHOH é que a maior resposta é normalmente observada em torno de pH
7,0, o que estd em boa concordancia com o pH étimo da enzima glutationa redutase
[138]. Portanto, para os estudos posteriores optou-se por utilizar um eletrélito de

suporte em pH 7,0.

47



C.C. CORREA TESE DE DOUTORADO

2,0+

Coef. angular=- 0,0742V / pH
5 6 7
pH

< 0,0-

04 02 00 02
EvsECS/V

Figura IV.9. Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™
para o eletrodo modificado com o 3,5-ADNB-at em diferentes valores de pH (5,0-8,0)

e v =10 mV s™. Gréfico inserido: E® vs pH.
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Figura 1V.10. Influéncia do valor de pH da solugdo na corrente de pico anddica e
catodica do mediador de elétrons a partir de voltamogramas ciclicos adquiridos em

solugao tampéao fosfato 0,1 mol L' e v=10mVs™.

O efeito da natureza do eletrélito de suporte no desempenho do
ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at também foi avaliado. Para isso, foram
selecionados quatro eletrolitos de suporte, todos em pH 7,0 e concentragdao 0,1 mol
L,

A Figura IV.11 mostra a influéncia do tipo de eletrélito suporte no valor de Ipa.
Como pode ser observado, o ECV+MWCNT-QUI/3,5-ADNB-at apresenta um valor
de lpa muito maior em tampao fosfato, seguida por PIPES, TRIS e HEPES. Como
pode ser observado na Figura IV.11, a resposta do ECV+MWCNT-QUI/3,5-ADNB-at
foi maior para o tampéao fosfato, isso pode ser devido ao tampéo fosfato apresentar
uma pequena estrutura e ser totalmente inorgénico, isso, possivelmente facilita a
sua difusdo pela plataforma. Assim, este tampao foi selecionado para os estudos
subsequentes.
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Figura IV.11. Influéncia da natureza do tamp&ao na corrente de pico do par R-NO/R-

NHOH. Condigdes empregadas: concentragdo 0,1 molL'ev=10mVs™.

Por fim, realizou-se o estudo do efeito da concentragéo do tampao fosfato de
sodio, pH 7,0, no desempenho do ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at. Como pode
ser observado na Figura IV.12 o valor de Ipa para o processo R-NO/R-NHOH
aumenta com o aumento da concentragdo do eletrdlito de suporte, até atingir um
maximo em 0,1 mol L'. Em concentragdes superiores a esta, h4& um pequeno
decaimento no valor de Ipa. Assim, 0,1 mol L™' de PBS com pH 7,0, foi selecionado

como a melhor condicao para os estudos posteriores.
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Figura IV.13. Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢cao tampéao fosfato 0,1 mol
L', pH 7,0 e v =2 mv s na auséncia de NADH (linha pontilhada) e na presenca de
NADH 1,0x10* mol L' (linha continua) para (A) ECV nao modificado, (B) ECV
modificado com MWCNT-QUIT e (C) ECV modificado com MWCNT-QUIT/3,5-
ADNB-at.

Como pode ser observado na Figura IV.13 (A), com o ECV ndo modificado e
na auséncia do NADH obteve-se um perfil voltamétrico tipico do ECV, onde nenhum
pico de oxidacao e/ou reducao é observado. J& na presenca de NADH é observado
que a oxidagao ocorre em sobrepotenciais elevados, com um potencial de pico em
aproximadamente 773 mV. Ja o eletrodo modificado com a dispersao de MWCNT-
QUIT (Figura IV.13 (B)) mostra um deslocamento catdédico substancial do potencial
de pico anddico, aproximadamente 368 mV. Estes resultados confirmam que mesmo
na presenca de quitosana, os MWCNT mantiveram sua reatividade quimica, porém
ha uma diminuicao na corrente, possivelmente devido a quitosana nao ser condutora
dificultando o processo difusional do NADH. Além disso, quando o 3,5-ADNB-ativado
esta ligado na plataforma, um decréscimo drastico do potencial de oxidagao (cerca
de 732 e 327 mV em relacdo ao ECV e ao ECV+MWCNT-QUIT, respectivamente),
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um incremento de corrente e um perfil bem definido podem ser observados na
Figura IV.13 (C), mostrando, dessa forma, a eficiéncia eletrocatalitica do mediador
redox empregado.

Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidagdo de
NADH na superficie do ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at foram realizados por
voltametria ciclica em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0. A Figura IV.14
exibe os voltamogramas ciclicos de uma solucdo de NADH 1,0x10* mol L' em
diferentes velocidade de varredura.

y = 0,096 + 0,309x
R = 0,996

. . (B)
2,0 4,0 6,0|

V1/2 / (mV s-1)1/2

(C)

0 5 10 15 20 25 30
v/mVs'.I

0,6

0,0 0,2 0,4
EvsECS/V

Figura IV.14. (A) Voltamogramas ciclicos para o ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at
em varias velocidades de varredura (v): (a) 2, (b) 5, (c) 8, (d) 10, (e) 15, (f) 20, (g) 25

1/2

e (h) 30 mV s, (B) grafico de |, vs v e (C) variagdo de I/v'"* vs v. Estudos

realizados em tampao fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0 e [NADH] = 1,0x10™ mol L.

Como observado na Figura IV.14 (A), o pico de oxidacado catalitico desloca
gradualmente para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de

varredura, sugerindo uma limitagcao cinética na reagao entre os grupos eletroativos e
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o NADH. Por outro lado, um grafico de corrente catalitica l,a vs a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial (v'’?) na faixa de velocidade de 2 a 30 mV s™
foi construido e resultou numa dependéncia linear (Figura IV.14 (B)), expressa pela

seguinte Equacao IV.3:

1 2
[ (zA)= 0,09 +0,31vZ (mvs~1)Z Equagio IV.3

Assim, esta dependéncia linear sugere que o processo é controlado por
difusdo na faixa de velocidade de varredura e de potencial estudados. Para verificar
que o processo de oxidacado eletrocatalitica entre o NADH e o ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at de fato apresenta uma etapa quimica acoplada, foi realizado um

'2) vs velocidade de varredura, como mostra a

grafico de corrente de pico (lp/v
Figura IV.14 (C). Através da andlise do grafico da Figura IV.14 (C) permite observar
um perfil caracteristico de um tipico processo eletroquimico-quimico catalitico (ECca)
[125]. Portanto, diante dos estudos apresentados € nitida a eficiéncia eletrocatalitica
do mediador redox empregado. Informagdes adicionais da reagcdo quimica que

ocorre na superficie do eletrodo podem ser obtidas por cronoamperometria.
IV.4 Estudos Cronoamperométricos

A cronoamperometria foi empregada na investigacdo dos processos
eletroquimicos na presenca e auséncia de NADH. A Figura IV.15 exibe curvas de
corrente em fungédo do tempo para o ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at obtidas com
Einicia = 152 mV (12 etapa) e Efina = -75 mV (22 etapa) vs ECS para varias
concentracoes de NADH.
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Figura IV.15. Cronoamperogramas obtidos em solugdo de tampéao fosfato 0,1 mol
L™ pH 7,0: (a) branco, (b) 2,0, (c) 4,0, (d) 6,0 e (e) 8,0 mmol L' de NADH.

Como pode ser visto na Figura IV.15, quando a concentracdo de NADH
aumenta, a corrente anddica associada com o potencial aplicado na primeira etapa
também aumenta. No entanto, na segunda etapa a corrente catdédica ndo aumenta,
evidenciando que o grupo nitroso (Mox) estd sendo consumido em uma etapa
quimica que pode ser explicada pela Equacao 1V.4:

Kobs ~
NADH + M,, =5 NAD* + M,., Equacéo IV.4

Além disso, a constante cinética (¥ass ) para a reagao quimica entre o NADH
e os sitios redox confinados na superficie do eletrodo € um importante parametro a
ser determinado, pois, de um modo geral constantes com valores elevados poderéao
proporcionar um biossensor com melhor sensibilidade [125]. Desta maneira, a
constante pode ser obtida por cronoamperometria de acordo com o método descrito
na literatura [140]:
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leat _ Y2 gl/z = gz (g, Ct)Y/2 Equacao IV.5

Iy,

onde .5+ € a corrente catalitica do eletrodo modificado na presenca de NADH, /. é a
corrente na auséncia de NADH ey = %gws Ct (C é a concentracdo de NADH et é o
tempo (s)). A partir do coeficiente angular de um gréfico I/, versus t"? o valor de

kavs pode ser obtido para uma concentragdo conhecida do analito.

A = 2,0 mmol L NADH B
16'( ) e 4,0 mmol L NADH o~ ( ) n
4 6,0 mmol L NADH = 20
12. v 8,0 mmol L NADH )
- s .
= 8 >
© 10-
8 < .
4- ©
o
(&) ]
0 L} L} L} L) 0 L T
0,2 04 0,6 08 0,04 0,06 0,08
125172 112 1,112

[NADH] "~/ (molL )

Figura IV.16. (A) Gréfico de I,/ I, vs t'%; (B) grafico obtido a partir dos coeficientes
angulares das retas obtidas em (A) vs [NADH]"2.

Assim, como pode ser observado na Figura IV.16 (A), inicialmente foi obtido
um grafico de l../I. em funcdo de t"2. Em seguida, os coeficientes angulares dessas
retas foram graficados em funcdo da [NADH]"?, Figura IV.16 (B). O coeficiente
angular obtido foi de 398,2 s2 L2 mol™?, resultando em um valor de %ozs de
5,1x10* L mol” s'. Como pode ser observado na Tabela IV.2, a constante cinética
obtida esta entre uma das maiores j& reportadas(10* — 10° L mol™ s™).
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Tabela 1V.2. Parametros eletroquimicos e constante cinética de alguns eletrodos

modificados para a eletrooxidagao de NADH.

Referéncias Eapl. (MV) pH kgebs (L mol™'s™)
Goulart e col. [141] 100 vs Ag/AgCl 7,0 6,6x10*
Antiochia e col.[142] - 7,0 2,0x10°
Santos e col. [143] -60 vs ECS 7,0 1,8x10°
Vasantha e col. [144] 200 vs Ag/AgCil 7,0 9,8x10°
Munteanu e col. [145] 156 vs Ag/AgCl 6,0 3,0x10°
Lima e col. [146] 100 vs Ag/AgCl 7,0 1,0x10*
Santhiago e col [111] -50 vs ECS 7,0 1,6x10*
Pereira e col. [147] -140 vs ECS 7,0 5,5x10°
Mano e Kuhn [148] -50 vs Ag/AgCl 8,0 5,0x10*
Nassef e col [149] 200 vs Ag/AgCl 7,0 1,1x10°
Este trabalho 152 vs ECS 7,0 5,1x10*

*Potencial aplicado (Ag/AgCl vs ECS =-45mV).

Com o intuito de extrair mais informag6es dos cronoamperogramas mostrados
na Figura IV.15 o coeficiente de difusdo de NADH foi estimado. Para uma espécie
eletroativa com um coeficiente de difusdo (D), a corrente correspondente da reagéao
eletroquimica (sob controle difusional) é descrita pela Equacéao de Cottrell [125].

1/2
I = nFAD ¢ Equacao IV.6

l/2 t1/2

onde A, D e C sdo a area eletroativa (0,230 cm?) o coeficiente de difusdo (cm?s™) e
a concentracdo (mol cm®) da espécie eletroativa, respectivamente. Um gréfico de /
vs t""2 deve ser linear, e a partir do seu coeficiente angular, o coeficiente de difusao
pode ser obtido. O grafico de / vs t 2 para as concentracdes de NADH empregadas
resultaram em linhas retas (Figura IV.17 (A)) e os coeficientes angulares dessas
retas foram graficadas em fungdo da concentracdo de NADH, como mostrado na
Figura IV.17 (B). Assim, o coeficiente de difusdo de NADH foi estimado como sendo
9,0x10°® ¢cm? s™. O valor encontrado do coeficiente de difusdo esta de acordo com
alguns trabalhos ja reportados na literatura [111,112,141].
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Figura IV.17. (A) Grafico de / vs t "2 e (B) grafico dos coeficientes angulares obtidos
em (A) vs [NADH]. As concentragbes de NADH utilizadas sdo as mesmas dos

cronoamperogramas mostrados na Figura IV.15.
IV.5 Deteccdao amperométrica de NADH

Com o objetivo de realizar a deteccdo amperométrica de NADH foi realizado
experimento de cronoamperometria apds adigdes sucessivas de NADH em solugéo
PBS 0,1 mol L™", pH 7,0 e potencial aplicado de 50 mV vs ECS. A Figura IV.18
ilustra a resposta cronoamperométrica do sensor em fungédo de cada etapa (A-C) da
constru¢do do sensor. Como pode ser observado, somente o eletrodo modificado

com o 3,5-ADNB apresenta resposta cronoamperométrica para o NADH.
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Figura IV.18. Resposta cronoamperométrica observada apds adigbes sucessivas de

uma solugédo estoque de NADH 4,0x10° mol L' em solugéo tamp&o fosfato 0,1 mol
L' pH 7,0 para: (A) ECV sem modificacdo, (B) ECV+MWCNT-QUIT e (C)
ECV+MWCNT-QUIT /3,5-ADNB-at. Eapiicado = 50 mV vs ECS. Velocidade de rotagdo
do EDR de 250 rpm.

Na Figura IV.19, pode ser observado uma faixa linear de 10 a 200 pmol L™,

podendo ser expressa com a seguinte equagao:
Al (nA) = —6,91 + 1,57 [NADH](umol L™1) Equacao IV.7

com um coeficiente de correlacdo de 0,998. O sensor apresentou limites de

deteccdo e quantificacdo de 3,0 e 10 pmol L respectivamente, seguindo as

= 30 — 108
recomendagdes da IUPAC [150] (L"D =3 /pL-2= -i‘{E, respectivamente). Além
disso, o tempo de resposta do sensor foi de 0,5 s.
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Figura IV.19. Grafico de Al vs [NADH] apés adicbes sucessivas de uma solugao
estoque de NADH 4,0 mmol L' em PBS 0,1 mol L' pH 7,0 para o eletrodo

modificado ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at. Grdéfico inserido: regidao da faixa
linear. Eapiicado = 50 mV vs ECS.

0,0

IV.6 Biossensor para a deteccao da glutationa oxidada

Apbs a caracterizacdo eletroquimica da plataforma nanoestruturada, foi
construido o biossensor para a deteccao da glutationa oxidada (GSSG), utilizando a
enzima glutationa redutase. Para a imobilizacdo da enzima glutationa redutase foi
utilizado glutaraldeido, que € um agente bifuncional responsavel pela formacao de
ligagdo cruzada entre as macromoléculas da proteina, aumentando a sua
estabilidade e fixando-a melhor na superficie do eletrodo. A porcentagem de
glutaraldeido utilizada no estudo da imobilizagdo se manteve fixa como sendo 0,1%,
como utilizado em alguns trabalhos da literatura [151,152].

A fim de se obter a melhor condigdo de preparacdao e desempenho do
biossensor, uma otimizagdo univariada da concentracdo enzimatica, da

concentracdo de QUIT utilizada na preparacdao da solugdo enzimatica e da
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concentragdo de NADH no eletrdlito de suporte foram realizadas. A influéncia de
cada parametro foi verificada analisando-se a sensibilidade do biossensor obtida por
meio da resposta cronoamperométrica, apos adicdes sucessivas de GSSG (solugao

padrdo) em PBS 0,1 mol L, pH 7,0 e em potencial aplicado de 50 mV vs ECS.

IV.6.1 Influéncia da concentracao enzimatica

Iniciou-se a avaliagdo do desempenho do biossensor a base da enzima
glutationa redutase (GR), por meio da resposta cronoamperométrica verificando a
sensibilidade do biossensor em fungao da concentragdo de enzima no processo de
imobilizagdo, enquanto os volumes dos outros componentes permaneceram
constantes. As concentracées da GR utilizadas 0,00; 13,8; 30,0; 60,0; 90,0; 120,0 g
L™ foram convertidas em unidade enzimatica, correspondendo a 0,00; 10,0; 25,0;
50,0; 75,0; 100,0 unidades (U) de enzima, para um volume de 5,0 uL adicionado no
eletrodo.

A resposta do biossensor € tipicamente dependente da quantidade de enzima
ativa imobilizada [153], de modo que a quantidade de enzima utilizada para construir
o biossensor deve ser suficiente para garantir a reacdo com o substrato, mas uma
alta quantidade desse reagente pode causar limitagdes difusionais diminuindo a
resposta do biossensor. A Figura IV.20 mostra o efeito da quantidade de enzima
GR na sensibilidade do biossensor obtida por resposta cronomaperométrica em
solugdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0 contendo 600 pmol L' de NADH. E possivel
observar que a sensibilidade do biossensor aumenta a medida que a quantidade de
enzima no eletrodo também aumenta. Este comportamento estd de acordo com o
esperado ja que o0 aumento na concentragcdo de enzima favorece um aumento na
velocidade da reag&o enzimatica. Porém com uma quantidade maior de 50 unidades
de enzima a sensibilidade do biossensor comeca a diminuir, pois 0 aumento da
quantidade de enzima provavelmente provoca uma limitacdo difusional do analito.
Portanto, optou-se por 50 unidades de enzima para preparar um biossensor com

boa sensibilidade.
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Figura 1V.21. Efeito da concentracdo de quitosana na preparagdo da solugéao
enzimatica analisada pela sensibilidade do biossensor obtida pela resposta
cronoamperométrica, apés adicdes sucessivas de GSSG em PBS 0,1 mol L, pH
7,0, contendo 600 pmol L' de NADH, 50 U de GR e Egpiicado = 50 mV vs ECS.

A Figura IV.21 mostra o efeito da concentragdo de quitosana na sensibilidade
do biossensor obtida por resposta cronomaperométrica em solucdo PBS 0,1 mol L™,
pH 7,0 contendo 600 pmol L' de NADH. E possivel observar que a sensibilidade do
biossensor aumenta a medida que aumenta a concentracao de quitosana na solugéao
enzimatica. Este comportamento é explicado pelo fato da quitosana apresentar uma
boa aderéncia e uma excelente formacado de filme [154] sendo possivel uma
imobilizagao eficiente da enzima glutationa redutase. Entretanto, com o aumento da
concentragao de quitosana a sensibilidade do biossensor também aumenta. Ja com
uma concentracdo de quitosana maior que 2,5 ug mL ™" a sensibilidade do biossensor
comeca a diminuir, provavelmente a QUIT estd bloqueando a comunicacdo da
enzima com o substrato. Portanto, optou-se pela concentracdo de quitosana de 2,5
ug mL™ para preparar a solugdo enzimatica, devido esta ter apresentado a melhor

sensibilidade na resposta do biossensor.
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1V.6.3 Concentracao de NADH no eletrolito de suporte

Outro parametro importante para se avaliar é a concentragdo de NADH no
eletrélito de suporte, pois a detecgcédo da glutationa oxidada é determinada através do
consumo de NADH na solucdo. Esta avaliacdo foi realizada através da resposta
cronoamperométrica verificando a sensibilidade do biossensor em funcao da
concentragdo de NADH no eletrdlito suporte. As concentragdes utilizadas de NADH

no eletrélito de suporte variaram de 150 até 1000 pmol L.
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[NADH] no eletroélito de suporte / pmol L™

Figura 1V.22. Efeito da concentracdo de NADH no eletrélito de suporte analisada
pela sensibilidade do biossensor obtida pela resposta cronoamperométrica, apos
adicdes sucessivas de GSSG em PBS 0,1 mol L', pH 7,0, [QUIT] de 2,5 ug mL™", 50
U de GR e Egapiicado = 50 mV vs ECS.

A Figura V.22 mostra o efeito da concentracdo de NADH na sensibilidade do
biossensor obtida por resposta cronoamperométrica em solucdo PBS 0,1 mol L™, pH
7,0. Pode-se observar que a sensibilidade do biossensor aumenta a medida que
aumenta a concentracdo de NADH no eletrélito de suporte. Isso pode ser explicado

porque na presenga de NADH a enzima glutationa redutase regenera a glutationa
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oxidada para sua forma reduzida (GSH)[29] se a concentracdo de NADH no
eletrélito suporte for baixa esse mecanismo pode ocorrer, mas em menor proporcao,
fazendo com que a sensibilidade do biossensor seja baixa. Como pode ser
observado, com o aumento da concentracdo de NADH no eletrdlito de suporte a
partir de 600 umol L' ndo ha um aumento significativo na sensibilidade do
biossensor. Portanto, optou-se pela concentracdo de 600 pmol L' de NADH no
eletrolito de suporte.

Diante disso, as melhores condi¢cdes para o emprego do biossensor nos
estudos posteriores foram: 50 unidades de enzima, 2,5 yg mL" de QUIT e 600 pmol
L' de NADH.

IV.6.4 Caracterizacao analitica do biossensor para a deteccao da
glutationa oxidada

Com as melhores condi¢des estabelecidas para a construgdo do biossensor
foi realizada a caracterizacao analitica através de experimento cronoamperométrico
apés adicdes sucessivas de GSSG em PBS 0,1 mol L™, pH 7,0, contendo 600 umol
L' de NADH e potencial aplicado de 50 mV vs ECS.

A Figura 1V.23 ilustra a resposta cronoamperométrica do biossensor em
solugdo PBS 0,1 mol L pH 7,0. Quando o NADH é adicionado em 150 s, pode ser
observado um aumento expressivo da corrente de oxidagdo de NADH e, apés a
estabilizacdo dessa corrente, foram efetuadas adicbes sucessivas de GSSG
(solucao padrao) a solucéo. A partir de 200 s pode ser visualizado o funcionamento
do biossensor a partir do consumo de NADH em funcdo do aumento da
concentracao de GSSG.

65



C.C. CORREA TESE DE DOUTORADO

0,8

0,0 ——m——
100 200

t/s

Figura 1V.23. Resposta cronoamperométrica observada apoés adi¢gdes sucessivas de

300 400

uma solucdo estoque de GSSG 1 mmol L' em solugdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0
contendo 600 umol L' de NADH para o ECV+MWCNT-QUIT/ADNB-at/GR. Eapiicado =
50 mV vs ECS. Velocidade de rotacdo do EDR de 250 rpm.

Na Figura 1V.24, pode ser observado que o biosssensor proposto apresentou

uma faixa linear de 2,0 a 35 umol L™, podendo ser expressa pela seguinte equacao:
|AI| (nA) = 6,24 [GSSG](umol L™1) Equacio IV.8

com um coeficiente de correlagdo de 0,999. O biossensor apresentou um limite de
detecgao e quantificacdo de 0,6 e 2,0 umol L respectivamente, calculados seguindo
as recomendagdes da IUPAC [150] e uma sensibilidade de 6,4 mA L mol”. Além
disso, o0 tempo de resposta do biossensor foi menor que 1 s. Essa plataforma € uma
alternativa promissora para a detecgao de GSSG em amostras de plasma humano,

uma vez que a concentracdo de GSSG no plasma é normalmente na faixa de
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micromolar [30,31,32,33], sendo a mesma faixa encontrada para o biossensor

proposto.
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Figura 1V.24. Grafico de |Al| vs [GSSG] do biossensor apds adigdes sucessivas de
uma solucdo estoque de GSSG 1 mmol L' em solugdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0

contendo 600 pmol L™ de NADH. Gréfico inserido: regiao da faixa linear.

Para o eletrodo ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR, calculou-se a
constante aparente de Michaelis-Menten (Ky®**°) com base na curva analitica
representada na Figura IV.24. Essa constante representa a afinidade da enzima
pelo substrato e quanto menor o seu valor, maior a afinidade, refletindo na
sensibilidade. A constante Ky?*® para o biossensor proposto foi calculada a partir do
método grafico de Lineweaver-Burk (1/Al vs 1/[GSSG]) [111,155] que relaciona os
valores obtidos de corrente a partir do grafico |Al| vs [GSSG] (Figura 1V.24). O valor
encontrado da Ky foi de 60 pmol L este valor de constante esta de acordo com o
valor encontrado na literatura [156], indicando que a plataforma nanoestruturada
fornece um ambiente ideal para a imobilizagdo de enzimas sem mudanga na sua

conformacao.
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IV.6.5 Estudo de repetibilidade e tempo de vida do biossensor

A repetibilidade das determinagdes utilizando o biossensor (ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at/GR) foi obtida monitorando a corrente  (Al)  por
cronoamperometria na presenca de 7,0 pmol L™ de GSSG para n = 4 e calculado o
desvio padréao relativo (DPR), sendo este de 6,0%. A repetibilidade da construcao do
biossensor foi avaliada empregando-se as mesmas condi¢oes descritas acima,
usando a resposta obtida com 4 eletrodos diferentes, modificados seguindo o
mesmo procedimento e o DPR obtido para a construgdo do biossensor
(ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR) foi de 7,0%.

A estabilidade do biossensor (ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR) foi
avaliada realizando o maximo de determinagdes cronoamperométricas para 7,0
pumol L' de GSSG com o mesmo eletrodo, sendo possivel realizar até 20
determinacées sem que nenhuma mudanca significativa na resposta fosse
observada. O tempo de vida do biossensor foi avaliado em solugdo PBS 0,1 mol L
pH 7,0 fazendo adi¢bes sucessivas de GSSG (solugdo padrdo) e monitorando a
corrente (Al) por cronoamperometria. O biossensor modificado, foi armazenado a 4
°C e imerso em solucdo PBS 0,1 mol L' pH 7,0, apresentou estabilidade de 3 dias.
Depois disso, a enzima perdeu a atividade e com isso 0 biossensor ndo apresentou

mais resposta.

IV.7 Biossensor para a deteccao da glutationa total (GSH+GSSG)

Nesta secao serao apresentados os resultados do biossensor (ECV+MWOCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx), que sera responsavel pela detec¢ao da glutationa total
(GSH+GSSG). Para a construcao deste biossensor, foi utilizada a mesma plataforma
nanoestruturada descrita no tépico Ill.4. Depois do processo de imobilizacdo do
mediador e ativacao do par redox R-NO/R-NHOH, o biossensor foi construido para a
detecgao da glutationa total (GSH+GSSG) utilizando as enzimas glutationa redutase
e glutationa peroxidase. Para a imobilizagdo das enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase foi utilizado o glutaraldeido, sendo que a porcentagem do
mesmo se manteve fixa como sendo 0,1%.

Para a construcdo desse biossensor as concentracées da enzima e de

quitosana foram mantidas, assim como descrito anteriormente.
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Portanto, o primeiro experimento realizado com o biossensor possuindo as
duas enzimas imobilizadas foi uma voltametria ciclica, esse experimento tinha como
objetivo observar se a enzima glutationa peroxidase quando imobilizada nao iria
perder a sua atividade enzimatica. A Figura IV.25 mostra voltamogramas ciclicos na
faixa de potencial de -0,2 a 0,4 V vs ECS em PBS 0,1 mol L'™!, pH 7,0 e velocidade
de varredura de 10 mV s para o biossensor (ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-
at/GR/GPx), sendo possivel observar os picos referentes ao par redox R-NO/R-
NHOH (voltamograma em preto).

Em seguida, foram efetuadas adicbes de NADH e H>O, ambos com
concentragdo de 0,1 mol L' (solugdo estoque). Pode ser observado no
voltamograma ciclico em vermelho que ha um aumento no pico de oxidacao,
indicando um processo eletrocatalitico (Equacao IV.9), como ja foi estudado
anteriormente. Posteriormente, foi efetuada adicdo de GSH (solugdo padrdao) com
concentracdo de 0,1 mol L' (solugdo estoque), no qual ha uma diminuigdo do pico
de oxidagao, isso ocorre por que o H>O, estd se reduzindo a agua, enquanto a
glutationa na forma reduzida (GSH) esta sendo oxidada (GSSG) numa reagéao
catalisada pela enzima glutationa peroxidase, como mostrado na Equacao 1V.10.
[24].

NADH + M,, — NAD* + M,.q4 Equacao IV.9

GPy -
2GSH + H,0, — 2H,0 + GSSG Equacao IV.10
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9,6 umol L de GSH
——2,0 mmol L" de NADH e H,0,
—— ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx

-0,2 0,0 0,2 0,4
EvsECS/V

Figura 1V.25. Voltamograma ciclico obtidos para o biossensor (ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) em PBS 0,1 mol L™, pH 7,0 comv=10 mV s™ (preto),
na presenga dos substratos das enzimas GR e GPx (vermelho) e da GSH (verde).
Condicoes experimentais: 50 U da enzima glutationa redutase, 25 U da enzima
glutationa peroxidase e [QUIT] de 2,5 ug mL™".

A fim de observar a resposta do biossensor com as duas enzimas
imobilizadas e também confirmar o mecanismo em que as duas enzimas participam,
novamente foi realizado um experimento de voltametria ciclica. A Figura 1V.26
mostra os voltamogramas ciclicos para o biossensor (ECV+MWCNT-QUIT/3,5-
ADNB-at/GR/GPx) somente em PBS 0,1 mol L', pH 7,0 e velocidade de varredura
de 10 mV s (voltamograma em preto). Em seguida, foram efetuadas adicées de
NADH e HO. ambos com concentragdo de 0,1 mol L' (solugdo estoque)
(voltamograma em vermelho), onde é possivel observar um aumento significativo no
pico de oxidagao do par redox, indicando que existe um processo catalitico, como

mostrado na Equacao IV.9. Posteriormente, foi efetuada adicdo de GSH (solucao
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padrdo) com concentracdo de 0,1 mol L (solucdo estoque), no qual ha uma
diminuicdo do pico de oxidacao (voltamograma em verde) e quando é adicionado a
GSSG (solugdo padrdo) com concentragdo de 0,1 mol L' (solucdo estoque)
(voltamograma em azul), o pico de oxidagdo diminui ainda mais, indicando que os
substratos tanto da enzima glutationa redutase quanto o da enzima glutationa
peroxidase estdo sendo consumidos, como € mostrado nas Equacoes IV.10 e IV.11,
respectivamente.

GR
GSSG + NADH + H* — NAD* + 2GSH Equacao IV.11

8

——9,5mol L' de GSSG
9,6 umol L™! de GSH
6+ —— 2,0 mmol L™ de NADH e H,0,
—— ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx

02 00 02 04
EvsECS/V

Figura 1V.26. Voltamograma ciclico obtidos para o biossensor (ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) em PBS 0,1 mol L, pH 7,0 com v=10 mV s™ (preto),
na presenca dos substratos das enzimas GR e GPx (vermelho), da GSH (verde) e
da GSH+GSSG (solucdo padrdo). Condicbes experimentais: 50 U da enzima
glutationa redutase, 25 U da enzima glutationa peroxidase e [QUIT] de 2,5 pg mL™.
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Isso ocorre, por que as duas enzimas GR e GPx estdo agindo em conjunto,
ou seja, uma molécula de H>O, é reduzida a duas moléculas de agua, enquanto
duas moléculas de glutationa na forma reduzida (GSH) sdo oxidadas numa reacao
catalisada pela enzima glutationa peroxidase. A glutationa na forma oxidada (GSSG)
€ regenerada para a sua forma reduzida pela a¢do da enzima glutationa redutase na
presenca de NADH [24]. Logo apds esse estudo foi realizada a caracterizagéo
analitica do biossensor, a fim de obter a faixa linear, limites de detecgdo e
quantificacéo e estabilidade do biossensor proposto.

IV.7.1 Caracterizacao analitica do biossensor para a deteccao da
glutationa total (GSH+GSSG)

Apos os experimentos de voltametria ciclica, foi realizado o experimento de
cronoamperometria do biossensor desenvolvido, com o objetivo de efetuar uma
caracterizagdo analitica. Portanto, foram efetuadas adigbes sucessivas de uma
solucdo estoque de GSH+GSSG 1 mmol L (solugdo padrao) em PBS 0,1 mol L™,
pH 7,0, contendo 600 e 300 pmol L' de NADH e H,O,, respectivamente e potencial
aplicado de 50 mV vs ECS. Para o experimento, o biossensor foi construido com 50
U de GR e 30 U de GPx.

A Figura 1IV.27 ilustra a resposta cronoamperométrica do biossensor em
solugdo PBS 0,1 mol L™ pH 7,0. Quando o NADH e o H,;O; sdo adicionados em 60
s, pode ser observado um aumento da corrente de oxidacdo de NADH e, apés a
corrente permanecer estavel, foram efetuadas adicbes sucessivas de GSH+GSSG
(solucao padrao) a solucao. A partir de 100 s pode ser visualizado o funcionamento
do biossensor a partir do consumo de NADH e H»O, em fungdo do aumento da
concentragdo de GSH+GSSG. Confirmando novamente o0 mecanismo e as
Equacbes mostradas na Figura 1.2 e nas Equacodes IV.9, IV.10 e IV.11,

respectivamente.
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Figura IV.27. Resposta cronoamperométrica observada ap6s adi¢gdes sucessivas de
uma solucdo estoque de GSH+GSSG 1 mmol L™ em solucdo PBS 0,1 mol L™, pH
7,0 contendo 600 pmol L' de NADH e 300 pmol L™ de H202 e com 50 U da GR e 30
U da GPx para o ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPX. Eapiicado = 50 mV vs
ECS. Velocidade de rotagdo do EDR de 250 rpm.

A fim de obter informagbes de como cada enzima contribuia na reposta de
corrente (Al) do biossensor, foi realizado o experimento de cronoamperometria tendo
somente a enzima glutationa redutase (50 U) imobilizada sobre a plataforma e
depois somente a enzima glutationa peroxidase (30 U) imobilizada. Esse estudo foi
executado monitorando a corrente (Al) na presenca de 8,0 umol L™ de GSH+GSSG
(solugdo padrdo) em solucdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0 contendo 600 pmol L' de
NADH e 300 pmol L' de H,O,. A Tabela IV.3 mostra os valores de corrente obtidos
para cada enzima imobilizada e para o biossensor com as duas enzimas
imobilizadas. Como pode ser observado a soma do Al dos biossensores referentes a
cada enzima imobilizada, nao fornece o valor de Al quando as duas enzimas estao

imobilizadas no biossensor. Isso ocorre, pelo fato que a area exposta de enzima
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imobilizada para cada biossensor ¢ diferente quando comparando ao biossensor que
possui as duas enzimas imobilizadas. Com isso, nao foi possivel obter exatamente o

valor da corrente quando as duas enzimas estao imobilizadas.

Tabela IV.3. Valores de corrente (Al) obtido para cada enzima imobilizada e para o

biossensor contendo as duas enzimas imobilizadas.

Biossensores Corrente (Al) / pA
ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR 0,05
ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GPx 0,04
ECV+MWCNT-QUIT/3,5ADNB-at/GR/GPx 0,07

Na Figura IV.28 pode ser observado que o biossensor proposto apresentou

uma faixa linear de 2,0 a 10 pmol L™", podendo ser expressa pela seguinte equagao:
|AI|(nA) = 10,65 [GSH + GSSG](umol L™1) Equacao IV.12

com um coeficiente de correlacdo de 0,998. O biossensor apresentou um limite de
deteccdo e quantificacdo de 0,6 e 2,0 umol L', respectivamente, calculados
seguindo as recomendacgdes da IUPAC [150] Além disso, o tempo de resposta do
biossensor foi de 0,5 s. Portanto, este biossensor € uma alternativa promissora para
a deteccao da glutationa total (GSH+GSSG) em amostra de plasma humano, sendo
que as concentragdes da GSH e GSSG no plasma sdo normalmente na faixa de
micromolar [30,31,32,33].
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Figura 1V.28. Grafico de |AI| vs [GSH+GSSG] do biossensor. Grafico inserido:
regido da faixa linear. Medidas realizadas em solucdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0
contendo 600 pmol L' de NADH e 300 umol L™ de HO» e com 50 U da GR e 30 U
da GPx.

1V.7.2 Estudo de repetibilidade e tempo de vida do biossensor

A repetibilidade das determinagdes utilizando o biossensor (ECV+MWCNT-
QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) foi obtida monitorando a corrente (Al) por
cronoamperometria na presenca de 4,0 pmol L' de GSH+GSSG (solucdo padrao)
para n = 4 e calculado o desvio padrdo relativo (DPR), sendo este de 7,0%. A
repetibilidade da construcao do biossensor foi avaliada empregando-se as mesmas
condi¢cOes descritas acima, usando a resposta obtida com 4 eletrodos diferentes,
modificados seguindo o mesmo procedimento e o DPR obtido para a construgcédo do
biossensor (0 ECV+MWCNT/QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) foi de 8,0%.

A estabilidade do biossensor (ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-at/GR/GPx) foi
avaliada realizando o maximo de determinagbes cronoamperométricas para 4,0
umol L' de GSH+GSSG (solugdo padrdo) com o mesmo eletrodo, sendo possivel
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realizar até 15 determinacdées sem que nenhuma mudanca significativa na resposta
fosse observada. O tempo de vida do biossensor foi avaliado em solugdo PBS 0,1
mol L' pH 7,0 fazendo adi¢cdes sucessivas de GSH+GSSG (solugdo padrdo) e
monitorando a corrente (Al) por cronoamperometria. O biossensor modificado foi
armazenado a 4 °C e imerso em solucdo PBS 0,1 mol L' pH 7,0 e apresentou
estabilidade de 3 dias. Depois disso, as enzimas perderam sua atividade e com isso
0 biossensor ndo apresentou mais resposta.
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V.1 Consideracoes finais e perspectivas

Este trabalho demonstra que a plataforma nanoestruturada composta por
MWCNT e dispersos em QUIT, fornece uma excelente matriz para a imobilizagao do
mediador de elétrons (acido 3,5-dinitrobenzoico, 3,5-ADNB), e para as enzimas
glutationa redutase e peroxidase. Com isso, foi possivel a construgdo de dois
biossensores, sendo um para deteccdo da glutationa oxidada por meio da
imobilizagdo da enzima glutationa redutase, e outro para a detecgdo da glutationa
total (GSH+GSSG) através da imobilizagdo das duas enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase.

Ap6s a montagem da plataforma, o mediador de elétrons empregado foi
facilmente ativado utilizando voltametria ciclica. Apds a ativagado, o par redox R-
NO/R-NHOH apresentou uma boa definicdo e um E° em sobrepotencial baixo. Além
disso, 0 mediador de elétrons apresentou uma eletrocatélise eficiente para o NADH.

Antes do processo de imobilizacdo da enzima, foi possivel caracterizar o par
redox empregando a voltametria ciclica onde se obteve alguns pardmetros cinéticos,
como o valor de n, a, ks que foram de 2,3, 0,5 e 14 s' respectivamente, referente ao
processo redox do mediador. Além disso, a voltametria ciclica foi empregada com
sucesso para identificar a contribuicao de cada material no processo de montagem
da plataforma nanoestruturada. Esses experimentos possibilitaram visualizar
claramente o decréscimo do potencial de oxidacao do NADH, evidenciando assim, a
eficiéncia do medidor empregado. Os estudos cronoamperométricos foram
empregados aplicando baixo potencial para calcular a constante cinética (koas =
5,1x10* L mol™ s™') e coeficiente de difusdo (D = 9,0x10° cm? s') para o sensor de
NADH.

Ap6s o processo de ativacdo da superficie nanoestruturada, a enzima
glutationa redutase foi facilmente imobilizada na superficie do eletrodo usando QUIT
e glutaraldeido. Empregando medidas cronoamperométricas, foi possivel analisar a
influéncia de cada parametro utilizado na construcdo do biossensor para deteccao
de GSSG. As melhores condicbes para o emprego do biossensor foram: 50
unidades de GR, 2,5 pg mL" de QUIT e 600 pmol L' de NADH.

A curva analitica obtida para o biossensor (ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-
at/GR) apresentou uma faixa linear de 2,0 a 35 umol L para a deteccdo de GSGG.

Ja os limites de detecgdo e quantificagdo foram 0,6 e 2,0 umol L, respectivamente.
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O biossensor proposto mostrou-se eficiente para a determinacdo da GSSG,
apresentando um tempo de resposta rapido e uma sensibilidade de 6,24 m.A.L mol ™.
Além disso, o biossensor construido apresentou uma estabilidade para 20
determinagcdes sem que nenhuma mudanga significativa na resposta fosse
observada e a repetibilidade das medidas e do processo de construcdo do
biossensor apresentaram um desvio padrdo relativo de 6,0% e 7,0%,
respectivamente.

A constante K" para o biossensor para deteccdo de GSSG foi calculada a
partir do método grafico de Lineweaver-Burk e o valor encontrado foi de 60 umol L,
o qual esta de acordo com os valores encontrados na literatura.

Utilizando a mesma plataforma nanoestruturada foi possivel imobilizar as
duas enzimas (GR e GPx), sendo esse biossensor destinado para a detecgéao da
glutationa total (GSH+GSSG). O biossensor (ECV+MWCNT-QUIT/3,5-ADNB-
at/GR/GPx) apresentou uma faixa linear 2,0 a 10 pmol L para a deteccdo da
glutationa total, apresentando um limite de deteccéo e de quantificacao de 0,6 e 2,0
umol L', respectivamente. Em relacdo & estabilidade foi possivel realizar 15
determinacdes sem observar nenhuma mudanca significativa na resposta do
biossensor. Ja a repetibilidade das medidas e do processo de construcao do
biossensor apresentou um desvio padréo relativo de 7,0 % e 8,0%, respectivamente.

Diante disso, o trabalho demonstrou que é possivel determinar a razéao
glutationa reduzida/oxidada, através dos biossensores desenvolvidos, com isso, o
estresse oxidativo sera avaliado baseado na determinagdo da razdo glutationa
reduzida/oxidada. Portanto, pretende-se dar continuidade aos estudos, tentando
construir dispositivos descartaveis, realizar a validagdo do método e por fim aplicar
os biossensores em amostra reais, como o plasma humano, visto que os mesmos

apresenta potencial para detecg¢ao da glutationa oxidada e da glutationa total.
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