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RESUMO

Este trabalho ¢ centrado na produc¢do de filmes nanoestruturados de poli (etilenoimina)
PEI em conjunto com MAO-B livre e encapsulada em lipossomos, construidos através da
técnica layer-by-layer (LbL), camada por camada, para aplicagdo em biossensores.
Lipossomos s3o vesiculas microscopicas compostas de bicamadas lipidicas concéntricas,
separadas por um meio aquoso, capazes de encapsular moléculas hidrofilicas e/ou
hidrofobicas, que se encontram, respectivamente, no compartimento aquoso e inserida ou
adsorvidas na membrana. Enzimas encapsuladas em lipossomos apresentam vantagens quanto
a estabilidade e atividade catalitica em comparagdo com a enzima livre. Os lipossomos foram
sintetizados por rotacvaporagdo e a enzima foi imobilizada na sequéncia. Os fosfolipidios
dipalmitoil fosfatidil glicerol (DPPG) e palmitoil oleil fosfatidil glicerol (POPG) e a mistura
dos dois foram utilizados neste trabalho nas propor¢des de (1:1) e (1:4) (m/m). Para construir
um biossensor de dopamina baseado em monoamina oxidase b, filmes finos foram montados
de poli (etilenoimina) PEI juntamente com a enzima Monoamina oxidase b (MAO-b)
imobilizada ou ndo em lipossomos ¢ depositados sobre eletrodo de ITO, tendo como
mediador de elétrons o Azul da Prussia. Os filmes obtidos foram caracterizados por
espectroscopias de fluorescéncia, UV-visivel e dicroismo circular. Os resultados indicaram
que o filme ¢ depositado com sucesso sobre quartzo e ITO. As medidas amperométricas
foram realizadas nos filmes para detectar sensibilidades e limite de detecg@o e verificar qual
arquitetura ¢ mais adequada para a melhor composi¢do do biossensor. Os resultados obtidos
mostram que os lipossomos conservam a estrutura conformacional da enzima e os filmes
compostos por PEI/MAO-B+POPG:DPPG na propor¢do (1:4) (m/m) indicam um melhor
desempenho do biossensor, devido ao valor de sensibilidade encontrado de 0,33+0,02 pA.cm’

2mM™! ¢ uma boa seletividade.



Palavras chave: Biossensor, dopamina, neurotransmissores, monoamina oxidase b, filmes

nanoestruturados, lipossomos.



ABSTRACT

This work focuses on the production of nanostructured films of poly (ethyleneimine)
PEI together with MAO-b free and encapsulated in liposomes constructed by the layer-by-
layer technique (LbL), for application in biosensors. Liposomes are microscopic vesicles
composed of concentric lipid bilayers separated by aqueous medium, capable of encapsulating
hydrophilic and/or hydrophobic molecules, which are, respectively, included in the aqueous
compartment and the membrane or adsorbed. Enzymes encapsulated in liposomes have
advantages in stability and catalytic activity compared to the free enzyme. Liposomes were
synthesized by using a rotary evaporator and subsequently the enzyme was immobilized. The
phospholipids dipalmitoyl phosphatidyl glycerol (DPPG) and palmitoyl oleoyl phosphatidyl
glycerol (POPG) and the mixture of the two were used in this study in the ratio (1:1) and (1:4)
(m/m). To build a biosensor in neurotransmitter monoamine oxidase b on, thin films were set
up on poly (ethyleneimine) PEI together with monoamine oxidase b enzyme (MAO-B)
immobilized or not in liposomes and deposited on ITO electrodes, being the Prussian blue a
mediator of electrons. The obtained films were characterized by fluorescence spectroscopy,
UV-visible and circular dichroism. The results indicated that the film is deposited
successfully on quartz and ITO. The amperometric measurements were performed to detect
the film sensitivity and the detection limits and check which architecture is best suited for the
best composition of the biosensor. The results achieved until now show that the liposome
retain the conformational structure of the enzyme and films composed of PEI / MAO-B +
POPG:DPPG in proportion (1:4) (w/w) indicate better performance of the biosensor, due to

the sensitivity value of 0.33 + 0.02 pA.cm™ mM™' found and a good selectivity.



Key words: Biosensor, dopamine, neurotransmitters, monoamine oxidase b, nanostructured

films, liposomes.



18

1 INTRODUCAO

Consideraveis avancos tém sido alcangados no intuito de melhorar a eficiéncia de
biossensores através do controle molecular e arquiteturas de filmes nanoestruturados,
combinando materiais diferentes na mesma unidade sensorial. Alguns exemplos sdo a
fabricacdo de filmes ultrafinos com diferentes materiais como, polimeros condutores,
lipossomos ¢ mediadores de elétrons para aumentam a sensibilidade do biossensor [1, 2].

Ha varios métodos para a imobilizagdo das enzimas em biossensores, sendo que as
técnicas Langmuir-Blodgett (LB) [3] e automontagem, Layer-by-Layer (LbL) [4] tém sido
bastante estudadas, pois permitem depositar uma diversidade de materiais organicos,
bioldgicos e hibridos organico-inorgdnicos em camadas ultrafinas, e combinar materiais
distintos num mesmo sensor [9]. A técnica LbL modificada por Decher et.al.[8] baseia-se na
interagdo eletrostatica entre moléculas de cargas opostas e, permite o controle de espessura e
arquitetura do filme depositado [9].

Esta técnica tem algumas vantagens sobre as outras técnicas de automontagem, por
exemplo, quando comparada a técnica LB, a técnica LbL ndo necessita de equipamentos
sofisticados e caros, o solvente mais utilizado ¢ a d4gua, o que torna o método simples, barato e
com grande potencial tecnologico [9].

O uso de biomoléculas, proteinas e modelos de membranas, nestes sistemas sao
interessantes, pois podem simular interagdes especificas enzima-substrato, antigeno-anticorpo
e/ou mimetizar a superficie da membrana celular, possibilitando o desenvolvimento de
biossensores [8].

Os biossensores sdo dispositivos analiticos eficazes quando combinados com
biomoléculas imobilizadas em transdutores quimicos ou fisicos [13]. Sendo assim, um

biossensor combinado a um determinado componente biolodgico ativo, para o analito de
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interesse, com a sensibilidade de um transdutor, que converte o sinal bioldgico em um sinal
elétrico proporcional a concentra¢do do analito [13].

Devido a diversidade dos biossensores, que abrange os elementos de reconhecimento
biologicos e a suas caracteristicas Unicas, como: seletividade, relativo baixo custo de
construcdo e estocagem, potencial para miniaturizagdo, facilidade de automocgao e construgao
de equipamentos simples e portateis, sua utilizagdo tem sido muito promissora [8].

Para aumentar a eficiéncia do biossensor e minimizar o efeito de interferentes t€ém-se
utilizado mediadores de elétrons, tendo como funcdo o transporte de elétrons entre a enzima ¢
o eletrodo. Os mediadores eletroquimicos inorganicos, como o hexacianoferrato (HCF) mais
conhecido como Azul da Prussia (Prussian Blue, PB), auxiliam a catalise do perdxido de
hidrogénio (H,O;) em um baixo potencial aplicado (0,0 V VS Ag/AgCl/KClg,.). A detecgdo
em baixo potencial de H,O, contribuiu para eliminar os possiveis interferentes eletroativos
que podem ser encontradas em amostras reais [13, 15, 16].

Neste trabalho ¢ utilizado o ITO modificado com Azul da Prissia como mediador de
elétrons na detec¢do de H,O, e a enzima MAO-b ¢ imobilizada em diversos lipossomos com o
proposito de fabricar um biossensor para detec¢do de neurotransmissores, destacando a
dopamina (DA).

Hé4 muitos estudos encontrados na literatura relacionados a dopamina, porém a
metodologia utilizada para constru¢do dos dispositivos para detec¢do da mesma sdo diferentes
do realizado neste trabalho, sendo a técnica LbL utilizada pelos fatores positivos apresentados
anteriormente. Os diversos trabalhos encontrados na literatura utilizam cromatografia, entre
outras técnicas para constru¢do de biossensores para detectar a dopamina.

A dopamina (DA) é um neurotransmissor liberado pelo cérebro muito estudado hoje
em dia, pois desempenha uma séric de fungdes, como movimentos, memoria ¢ atengao,

estando relacionada as doengas como Mal de Parkinson ¢ Esquizofrenia [40]. O estudo da
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enzima encapsuladas nos diferentes lipossomos contribui para o melhor desempenho do

biossensor [17].

2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Filmes automontados camada por camada (LbL)

A técnica de automontagem conhecida como “camada por camada” ou LbL, vem se
destacando na produgdo de filmes ultrafinos, pela simplicidade da técnica. A técnica foi
proposta no inicio da década de 1980, no trabalho de Sagiv [12] baseada na adsor¢do quimica
(por ligacdes covalentes) entre compostos que contem cargas opostas. Porém, este fato
requeria sintese de moléculas com fungoes especificas, limitando a técnica [12].

Como descrito por Iler, na década te 60 e reformulada por Decher e colaboradores na
década de 90 [4,8], propuseram a técnica de automontagem baseada na interacdo eletrostatica
entre moléculas contendo grupos i6nicos, como compostos anfifilicos e polieletrolitos [9].
Oposta a técnica descrita por Sagiv, nenhuma ligacdo covalente precisa ocorrer entre
bicamadas formadas no filme [8], somente interacdes secundarias.

Nessa nova proposta a técnica baseia-se na imersdo de um substrato solido,
previamente tratado, por um curto periodo de tempo numa solu¢do aquosa carregada
positivamente [12]. Posteriormente, o conjunto ¢ lavado, a fim de eliminar o excesso de
material, submetido ao processo de secagem e entdo imerso numa solu¢do contendo outra
solugdo carregada negativamente, de maneira a resultar na formagdo da bicamada, composta
por camadas moleculares cationicas e anidnicas, alternadamente adsorvidas através de atragao
eletrostatica [8, 12, 16]. As Figura 1A ¢ 1B representam esquematicamente o processo de

fabricagdo dos filmes com a técnica LbL.



21

1 2 3 4
Polication Lavagem Polidnion  Lavagem

B

e 1) Polication |g ®  3)Policition  |g ® A e

o foco RS

g 6) 2) Lavagem E @®® @ 4) Lavagem g o) @ ® e ©
O o®® o®%® o

Figura 1: [A] Representagdo esquematica do processo de adsor¢do do substrato entre solugdes de cargas opostas
(etapas 1 e 3), sendo as etapas 2 e 4 representativas do processo de lavagem. [B] [lustragdo da bicamada formada
pelo filme LbL, contendo as etapas de adsorgdo 1 e 3. Figura adaptada de [8]

Os filmes sdo montados por um processo repetitivo de adsor¢do dos compostos de
cargas opostas, sendo maior atrativo da técnica o seu baixo custo, pois necessita apenas de
equipamentos basicos como béqueres e pingas.

A formagdo dos filmes automontados ndo se deve somente a interacdo eletrostatica,
mas também as ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e forgas de van der Waals,
porém neste trabalho o enfoque ¢ dado para filmes LbL fabricados por interagao eletrostatica
[13].

Outra caracteristica interessante do método ¢ a possibilidade de controlar e ajustar a
espessura e a estrutura do filme na escala nanométrica, simplesmente ajustando fatores como:
forca i6nica, pH da deposicdo, tempo de adsorcao e numeros de ciclos [14].

A técnica tem sido muito utilizada pelos pesquisadores que trabalham na area de
biossensor molecular, se mostrando um método muito eficiente, pois através da técnica ¢
possivel um controle na organizac¢do ¢ orientagdo molecular em uma escala nanométrica. As

aplicagdes biossensoriais de sistemas automontados incluem principalmente biossensores
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enzimaticos, imunossensores, sensores de DNA, sensores de proteinas e acidos nucleicos. A
aplicagdo de enzimas na fabricagdo de filmes automontados tem potencializado a fabricagdo
de biossensores. Nesses sistemas quando as enzimas combinadas com substrato especifico e
mediadores de elétrons, a resposta do biossensor melhora consideravelmente [17, 18]. A razdo
para essa melhora pode estar no fato da enzima manter sua estrutura quando imobilizada por
automontagem, uma vez que no processo pode-se manter a atividade 6tima dela por meio de

tampao pH e temperatura.
2.2 Lipossomos

Os lipossomos ajudam a preservar a enzima e o seu sitio ativo, fazendo com que ela
nao se desnature, sendo assim, preservando a sua atividade. Esses tém sido bastante estudados
nao so para a imobilizagdo de enzimas, mas também como transporte de farmacos [19].

Uma suspensdo aquosa de fosfolipidios forma vesiculas multilamelares, cujos arranjos
das bicamadas lipidicas, observado na Figura 2 e quando submetidas a agitagdo por vibragdes
ultrassOnicas, as estruturas se rearranjam formando lipossomos [20]. Mais adiante

retornaremos as bicamadas lipidicas.
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Figura 2: Estrutura dos fosfolipidios (A) Dipalmitoil fosfatidil glicerol — DPPG e (B) Palmitoil fosfatidil
glicerol — POPG. [9]
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Os lipossomos sdo vesiculas esféricas, constituidas de uma ou varias bicamadas
concéntricas de lipidios que isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio
externo. Sao obtidos pela dispersdo de fosfolipidios em meio aquoso e podem ser constituidos
por uma ou mais bicamadas lipidicas intercaladas com o meio aquoso. O seu tamanho, bem
como o nimero de bicamadas por vesicula, pode ser controlado com o método de preparagao,
composi¢do e estrutura do lipidio [22]. Os lipidios de membrana sdo anfipaticos, o que quer
dizer que uma de suas extremidades ¢ hidrofobica (apolar) cauda, e a outro ¢ hidrofilica
(polar), cabega. As interagdes entre essas duas extremidades, direcionam o empacotamento

em camadas, chamadas de bicamadas lipidicas, como ilustra a Figura 3 [20, 21].

Cabeca- Hidrofilica

- Cauda - Hidrofobica

Meio Aquoso

Figura 3: Representagdo da estrutura dos lipossomos. [19]

Diferente de outros sistemas transportadores/armazenadores, os lipossomos possuem
uma elevada biocompatibilidade, especialmente quando estes sdo formados de lipidios
pertencentes as familias de lipidios naturais. Em geral, sdo sistemas altamente versateis, cujo
tamanho, lamelaridade, superficie, composi¢do lipidica, volume e composi¢do do meio

aquoso interno podem ser manipulados [23].
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O método de preparagdo do lipossomo ¢ essencial para determinar o seu tipo, sendo
assim, ha diversos fatores que devem ser considerados como, composi¢do quimica, nimero de
camadas, distribui¢ao de tamanhos, nimero de lamelas e o volume encapsulado. A preparagao
das vesiculas lipidicas pode ser divida em duas fases consecutivas: 1) preparacdo da fase
aquosa e lipidica, 2) hidratagao do lipidio [23, 24].

Os MLV sio os lipossomos de mais simples preparagdo e por isso foram os primeiros
a serem caracterizados como descrito na referéncia [30], sendo preparadas em duas fases;
inicialmente as fases aquosas ¢ lipidicas sdo preparadas, em seguida ocorre a hidratacdo do
lipidio e posteriormente obtém-se o filme lipidico. Primeiramente deve-se optar pela escolha
da composi¢do lipidica e da solugdo aquosa a ser utilizada no preparo. De um modo geral, a
solugdo escolhida é uma solugao tampao que tenha afinidade com o lipideo. Esse entdo devera
ser dissolvido num solvente ou em uma mistura de solventes organicos que seja eficiente no
processo de dissolucdo e volatil como, cloroférmio ou mistura de cloroférmio-metanol
(escolhido de acordo com o fosfolipidio utilizado para o preparo do lipossomo). A proporgao
do volume e concentracdo dos componentes da suspensdo deve ser escolhida adequadamente,
visando a concentracdo do lipidio pretendida [23].

A imobilizagdo e estabilizacdo dos lipossomos sobre superficies solidas exercem papel
fundamental para o desenvolvimento dos biossensores, que sdo baseados nas interagdes entre
os lipidios imobilizados e as proteinas especificas e no de sistemas de liberagdo controlada de
farmacos como adesivos, que requer a incorpora¢do do fairmaco ou proteina nos lipossomos

[8,9,10, 55].

2.2.1  Encapsulamento de Enzimas
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Nos ultimos anos tém sido feito grandes estudos para a melhoria nas técnicas de
encapsulamento, devido a necessidade da obtengdo de biossensores mais precisos e estaveis.
Para o desempenho do biossensor consistente e eficaz, ¢ de grande interesse a imobilizagdo e
estabilizagdo de enzimas. A imobilizagdo de enzimas sobre a superficie do eletrodo, pode ser
realizada através de métodos quimicos e fisicos, como ligagdo covalente, cross-linking,
encapsulamento e adsor¢do. Assim, a sele¢do dos materiais ¢ métodos de imobilizagdo devem
ser escolhidos corretamente para manter a atividade da enzima o maior tempo em condigdes
diversas [26].

Incorporar a enzima em lipossomos reduz possiveis deformacdes da estrutura
enzimadtica, pois, enquanto ela estd imobilizada e encapsulada, a membrana do lipossomo que
¢ bastante parecida com uma membrana celular, oferece a enzima um ambiente
biocompativel. Esse ambiente que o lipossomo oferece ajuda a estabilizar a conformacao da
enzima devido as interagdes hidrofobicas entre as bicamadas lipidicas e a enzima [26].

Outro fator importante e que contribui para a conservagao estrutural da enzima é
trabalhar com a temperatura de transicdo de fase dos lipossomos levemente elevadas,
permitindo uma melhor preservacido da enzima através deles o que resulta em um aumento

consideravel da atividade do biocatalisador, como ilustra a Figura 4 [25].

Figura 4: Representagdo de uma enzima encapsulada em um lipossomo. [8]
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As bicamadas lipidicas tém sido muito utilizadas como modelos de membranas
celulares desde 1985 nos estudos iniciados por Tamm & McConnell. Sdo amplamente
utilizadas para o estudo da estrutura e dinamica de membranas, interagdes lipidio-receptor e
propriedades eletroquimicas de membranas [20]. Diversas tentativas vém sendo
desenvolvidas aplicando as bicamadas lipidicas suportados em materiais solidos para a
aplicagdo em biossensores [25, 26]. As moléculas que compdem a bicamada ndo estdo ligadas
covalentemente entre si, devido a isso possuem uma flexibilidade o que possibilita alteragao
na sua forma e nos seus movimentos. Elas s3o constituidas basicamente por lipidios (tais
como os fosfolipidios que sdo derivados de glicerol e contem fosfato em sua estrutura; os
esfingolipidios sdo compostos por um aminodlcool contendo uma cadeia longa de
hidrocarbonetos e colesterol que possui um grupo hidroxila em sua estrutura), além de
proteinas e carboidratos como parte de glicoproteinas e glicolipidios, como ilustrado na

Figura 5 [20].
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Figura 5: Tlustragdo de uma bicamada lipidica. [20]
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Para aplicacdo em sensores eletroquimicos, bicamadas lipidicas tém sido muito
exploradas, apresentam uma estrutura relativamente biocompativel para o desempenho desses
biossensores [27].

As enzimas se desnaturam rapidamente quando expostas em diferentes ambientes,
assim € importante que haja uma prote¢do das biomoléculas, podendo ser utilizado diversos
materiais para a prote¢do. Diferentes métodos e materiais foram estudados para melhorar a
estabilidade das enzimas, como por exemplo, vesiculas poliméricas sdo conhecidas por evitar
a desnaturacdo de enzimas por meio de encapsulamento. Sistemas hibridos com
nanoparticulas biomoleculares também foram estudados, mostrando ter um potencial para a

construgdo de biossensores estaveis e sistemas bioeletronicos eficientes [27].

2.3 Azul da Prussia, PB

Durante anos uma das principais preocupagdes era o desenvolvimento de biossensores
amperométricos e o seu desempenho dependia da velocidade de transferéncia de elétrons do
sitio ativo da enzima para a superficie do eletrodo. Mediante a necessidade de aumentar a
seletividade e eficiéncia na transferéncia de elétrons do biossensor, estudos realizados
mostraram que eletrodos quimicamente modificados melhoravam significativamente a
transferéncia de elétrons entre enzima e a superficie do eletrodo [28].

A ideia envolve imobilizacdo de mediadores apropriados na superficie do eletrodo de
forma que o processo eletroquimico ocorra com menor potencial possivel, para evitar
eletrooxidacdo de mais espécies. A interagdo quimica entre a enzima encapsulada e o
substrato modificado influéncia diretamente o mecanismo catalitico [28, 29].

Os cletrodos quimicamente modificados (EQM) foram utilizados na eletroquimica

inicialmente por Moses ¢ colaboradores, em 1975 [31], para designar eletrodos com espécies
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quimicamente ativas, sendo a sua superficie imobilizada, com o objetivo de controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo solugdo [31].

Alterar a superficie do eletrodo reduz perdas de energia, melhora a seletividade, assim
como a sensibilidade do eletrodo. A modifica¢do da superficie do eletrodo tende a melhorar a
estabilidade quimica do filme, caracteristicas basicas, necessarias para garantir a durabilidade
¢ reprodutibilidade do dispositivo [30].

Hé duas maneiras de realizar a modificagdo da superficie do eletrodo, podendo ser por
sintese quimica ou por -ecletrodeposicdo. A técnica usada neste trabalho foi por
eletrodeposicdo, que consiste em depositar o mediador de elétrons através da aplicagcdo de um
potencial constante em um eletrodo de trabalho ou pela aplicagdo de varios ciclos
voltamétricos, utilizando a voltametria ciclica [31].

Diversos materiais inorganicos tém sido utilizados para modificar a superficie dos
eletrodos, dentre eles o que se destaca sdo os hexacianoferrato (HCF) mais conhecido como
azul da Prussia (AP-hexacianoferrato de ferro) ou Prussian Blue (PB). Recentemente mais
detalhes sobre as caracteristicas eletroquimicas do HFCs e seus andlogos vém sendo
disponibilizadas na literatura, como suas propriedades eletrocromicas, eletrocataliticas e
espectroscopicas, devido a essas informagdes a sua aplicagdo tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos [32].

Uma das principais aplicacdes de sensores modificados com PB ¢ a determinagdo
catalitica do H,O, em um potencial aplicado relativamente baixo (0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat.).
O baixo potencial de deteccdo de H,O, favorece a eliminacdo de possiveis interferentes
eletroativos que podem ser encontradas em amostras reais. Os sensores eletroquimicos que
sdo modificados com PB para detec¢do de H>O, ganharam o nome de ‘Peroxidase artificial’,
devido a sua elevada seletividade fornecida por essa modificagdo superficial do eletrodo. A

determinagdo do H,0O, ¢ de grande importancia e tem diversas aplicagdes, COmo em processos
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oxidativos avangados para a degradacdao de poluentes, agente branqueador nas industrias de
papel e celulose, téxteis e produtos de higiene bucal [32]. A Figura 6 apresenta a modificagao

do eletrodo com PB.
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Figura 6: Representagdo da atuagdo do PB como mediador de elétron. Figura adaptada de [32]

Na construcdo de um biossensor amperométrico € necessario o uso de enzima, por
exemplo, do tipo oxidase, ou seja, uma enzima que atua através da oxidag¢do do substrato de
ITO e, em seguida, volte ao seu estado inicial ativo, esse processo ocorre por meio da
transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, gerando como produtos finais uma forma
oxidada do substrato e, como produto secundario, o peréxido de hidrogénio. Porém, ¢
necessario um elevado potencial para a oxidacdo de perdxido de hidrogénio (0,7 V vs
Ag/AgCl), o que acaba gerando muitos interferentes. Para minimizar o efeito de possiveis
interferentes e a reducdo do potencial aplicado, os mediadores eletroquimicos, como o PB,
sao utilizados na fabricacdo de biossensores baseados em oxidases, além disso, catalisam a

oxidacdo/reducdo do peroxido de hidrogénio [31, 32].

2.4 Biossensores

A partir da ideia de Clark e Lyons (1962) de utilizar uma enzima imobilizada em um

eletrodo para determinagdo de glicose, um sensor foi construido baseando na oxidacdo de
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glicose a acido gliconico. O processo envolvia o consumo de oxigénio e a formacgdo de
perdxido de hidrogénio por acdo da enzima glicose oxidase, de forma que o oxigénio ou o
peréxido consumido poderiam ser detectados. Inicialmente, os dispositivos baseados em
enzima ganharam o nome de “Eletrodos Enzimaticos”. Porém, com o avango dos estudos
sobre novos sensores fisico-quimicos, utilizando reagdes enzimaticas, foi dado um termo mais
sofisticado a este tipo de sensores, o de “Biossensor” [33,34].

Os biossensores funcionam como dispositivos analiticos que combinam biomoléculas
imobilizadas em um substrato que através de um transdutor convertera a concentragdo de um
determinado analito em uma resposta mensuravel [34]. O transdutor ¢ um dispositivo elétrico
que responde a medida que o sinal € eletronicamente amplificado, armazenado e exibido [34].

A Figura 7 ilustra o componente bioldgico e o transdutor e a escolha depende do tipo
de medida e amostra que se tem interesse. O componente bioldgico determina o quanto de

seletividade e especificidade tera o biossensor [35].
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Figura 7: Classificacdo dos biossensores de acordo com a escolha do componente bioldgico. [34]

O biossensor ¢ formado por duas partes o componente bioldgico ¢ o transdutor,

representado na Figura 8. O componente bioldgico reconhece o analito de interesse através de
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uma reagdo quimica gerando assim um sinal que pode resultar de uma variacdo na
concentragdo de protons, liberagdo de gases, emissdo ou absor¢do de luz, emissdo de calor,
variagdo de massa, mudang¢a de estado de oxidacdo, entre outros fatores que pode influenciar
diversas variagdes. Ja o transdutor converte a reagdo quimica que ocorre entre 0 componente
bioldgico e o analito, em sinal na forma de corrente, potencial, variagdo de temperatura, etc
[34]. Os biossensores oferecem uma resposta rapida, sdo economicos e com a possibilidade de

serem aplicados ha um extenso numero de amostras.
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Figura 8: Esquema do funcionamento de um biossensor. Figura Adaptada [34]

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o componente biologico ou de
acordo com o sistema de transdugdo utilizado. Sendo assim, as classes de biossensores podem
ser divididas entre: eletroquimicos (amperométricos, potenciométricos e condutimétrico),
Calorimétricos ou Oticos [36].

Os biossensores eletroquimicos sdo os mais estudados e comuns para analises clinicas
e sdo baseados em eletrodos modificados por materiais biologicos imobilizados. Sao simples,
sensiveis e confidveis, além disso, apresentam uma rapida resposta e necessitam apenas de
aparelhagem simples e de baixo custo, operam em condigdes em que ndo é necessario um pré-
tratamento da amostra e permitem efetuar determinagdes em uma extensa faixa de

concentracdo. Entre todas as vantagens dos bissensores eletroquimicos, os equipamentos
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envolvidos sdo relativamente baratos o que torna a técnica muito atrativa. Das classes dos

biossensores eletroquimicos, o estudado neste trabalho foi o amperométrico [36].

2.4.1 Biossensores Amperométricos

Essa classe fornece a resposta através da medida da corrente que ¢ produzida por uma
reacdo quimica entre espécies eletroativas. Ocorrendo quando um potencial ¢ aplicado e uma
corrente ¢ produzida, estando relacionada com a espécie em solucdo. Sendo assim, esse tipo
de biossensor depende de um componente bioldégico que converta cataliticamente analitos
eletroquimicamente inativos em produtos que possam ser oxidados ou reduzidos em um
eletrodo de trabalho, o qual é mantido em um potencial especifico de acordo com o eletrodo
de referéncia. A corrente gerada pela reag¢do redox € linearmente proporcional & concentragao
do produto eletroativo, a qual € proporcional ao analito (substrato da enzima) nao eletroativo
[34, 35, 36].

Os sensores amperométricos podem ser classificados em trés principais grupos:
primeira, segunda e terceira geracdo. A Figura 10 descreve cada grupo. Essa classificacdo

varia de acordo com o processo envolvido na transferéncia de elétrons [35].

Primeira * Sensores Baseados na medida de
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Ger acao ‘ ativo da enzima para o eletrodo.

Terceira * Sensores que utilizam transferéncia de

Gerag ao elétrons direta entre enzima e o eletrodo.

Figura 9: Descri¢@o de cada geragéo de Biossensor Amperométrico. [36]
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Os biossensores amperométricos sdo operados através de difuso e tem as suas
desvantagens como: uma faixa dinamica pequena devido a cinética de saturagdo da enzima, os
potenciais relativamente elevados podem oxidar espécies diferentes do composto de interesse,
a corrente pode ser afetada pela velocidade com a qual o analito difunde até a superficie do
eletrodo. A modificacdo do eletrodo através de mediadores de elétrons e a imobilizacdo de
enzimas ajudam a minimizar a saturagdo da enzima, assim como, os mediadores de elétrons
aceleram o processo de transporte de elétrons [36]. A imobilizagdo das enzimas pode ocorrer
por adsorcao fisica, ligagao covalente, ligacao covalente cruzada e encapsulagdo [35, 36].
A aplicagdo de biossensores tem crescido consideravelmente uma vez que muitas
industrias quimicas, farmacé€uticas e alimenticias tem feito uso desses dispositivos. Sua ampla
aplicagdo e o uso de eletrodos enzimaticos, sua seletividade e rapida analise, diminuiram o

custo, o que tem se tornado um atrativo para diferentes tipos de industrias [36].

2.5 Caracterizacao Espectrocopica por UV-Vis e Fluorescéncia

O espectro eletromagnético cobre uma faixa enorme de energia (frequéncias) e,
portanto, de comprimentos de onda. Na faixa de 200 a 400 nm pode-se considerar a regido do
ultravioleta e na faixa de 400 a 800 nm considera-se a regido do visivel [28].

As medidas espectroscopicas estdo relacionadas com as intera¢des da radiagdo com a
matéria para obter informagdes sobre uma amostra utilizada para fazer a analise. De alguma
forma, a amostra ¢ geralmente estimulada através de uma energia na forma de calor, energia
elétrica, luz, particulas ou por uma reagdo quimica. [39]

A lei da absor¢do, também ¢ conhecida como lei de Lambert-Beer, determina a

quantidade de luz que pode ser absorvida pela matéria. A grandeza da atenuagdo depende da
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concentragdo das moléculas absorventes e da extensdo do caminho sobre o qual ocorre a
absorgao [38].

A medida que a luz atravessa um meio contendo uma amostra que absorve (Figura

10), um decréscimo de intensidade ocorre na propor¢ao que a amostra ¢ excitada. Para uma

amostra de determinada concentrag¢do, quanto mais longo for o comprimento do caminho do

meio através do qual a luz passa, mais centros absorventes estardo no caminho e maior serd a

atenuacdo. A transmitancia T da solucdo ¢ a fracdo da radiacdo incidente pela solugdo [38,58]:

T= P[P, (M

A absorbancia A de uma solucdo esta relacionada com a transmitancia de forma

logaritmica, como mostra a equacgao 2.

A= —logT=log% (2)

Nas paredes das células podem ocorrer perdas por reflexdo ou espalhamento[38,58],

como pode ser observado na Figura 10 e essas perdas podem ser substanciais.
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Figura 100: Perdas por reflexdo e espalhamento.

Quando passa pela superficie a luz pode ser espalhada em todas as dire¢des, devido a
presencga de moléculas grandes ou particulas presentes no solvente [38,58].

E esse espalhamento pode causar uma atenuagdo adicional do feixe quando este passa
através da solugdo. As perdas por reflexdo podem ocorrer em todas as interfaces entre os
diferentes materiais [38,58].

Pela lei de Beer, também podemos determinar a absortividade a de uma amostra, sabe-
se que a absorbancia ¢ diretamente proporcional a concentragdo de uma espécie absorvente ¢

¢ ao caminho Optico b do meio absorvente [38,58], portanto,

A= log% = abc 3)

Quando um atomo € promovido a um estado excitado, por meio de uma radiacdo em
um determinado comprimento de onda, a relaxagdo pode entdo ocorrer por reemissao de
radiagdo fluorescente de comprimento de onda idéntico [38,58].

A fluorescéncia ¢ um dos mecanismos pelo quais a molécula retorna ao seu estado de
menor energia (estado fundamenta) depois de ter sido excitada pela absor¢do da radiagdo

[38,58].
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Todas as moléculas absorventes apresentam potencial para fluorescéncia, contudo,
muitos compostos ndo o fazem porque suas estruturas proveem caminhos para uma relaxagao
nao-radioativa mais rapida que a emissao por fluorescéncia [38,58].

A fluorescéncia requer estruturas caracteristicas que diminuam a velocidade dos
processos de relaxa¢do ndo-radioativos e que tenha maior velocidade de relaxagdo por
fluorescéncia, devido a isso sdo poucas as moléculas que fluorescem [58].

Pela Figura 11, percebemos que todas as linhas que terminam em niveis vibracionais
mais altos do estado fundamental sdo os de energia menor ¢ produzem emissdo fluorescente
de comprimentos de onda maiores que A;. Isto é, as bandas de fluorescéncia molecular
consistem na sua maior parte de linhas de comprimento de onda maiores que a banda de

radiagdo absorvida, responsavel pela sua excitagao [38,58].

4 4 4
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Figura 111: Diagrama dos niveis de energia por (a) Absor¢do molecular, (b) Relaxag¢do ndo-

radioativa ¢ (¢) Fluorescéncia.
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2.6 Métodos Eletroquimicos

As medidas eletroquimicas para fins analiticos podem ser efetuadas em condigdes de
equilibrio (corrente nula) com sensores potenciométricos ou fora do equilibrio (passagem de

corrente) com sensores amperomeétricos ou voltamétricos [38, 39].

2.6.1 Voltametria

O campo da voltametria desenvolveu-se a partir da polarografia, um tipo de
voltametria que foi descoberto pelo quimico Jaroslav Heyrovsky no inicio de 1920.

Os métodos voltamétricos levam em considera¢do a interagdo da interfacee entre o
eletrodo e a solucdo, sensores deste tipo necessitam de que uma determinada corrente seja
aplicada e seu potencial seja controlado. Em comparagdo com outros sensores eletroquimicos,
esses sensores sa0 0s mais sensiveis para o estudo de espécies eletroativas [38,39].

A voltametria estuda a relagdo entra a voltagem, a corrente e o tempo, durante a
cletrolise em uma célula eletroquimica [36, 38, 39]. Através da voltametria podem-se obter
dados quantitativos e qualitativos de uma espécie quimica a partir do registro de curvas
corrente-potencial, realizadas no decorrer das reacdes de oxidacdo e reducdo dessa espécie
[38].

O procedimento voltamétrico envolve o uso de uma célula com trés eletrodos: (1) um
eletrodo de trabalho, no qual ocorre a reagdo que estd se investigando; (2) um eletrodo de
referéncia, que completa a reacdo redox e tém um potencial constante e (3) um eletrodo
auxiliar que permite a passagem de elétrons para uma espécie em solugdo ou, a passagem de

elétrons de elétrons da espécie em solucdo, como representado na Figura 12 [36].



38

Eletrodo de
Referéncia

Eletrodo de Trabalho Contra Eletrodo

C[j)

Figura 122: Modelo da célula eletroquimica.

O eletrodo de trabalho pode ser feito de ITO, carbono, Pt, Au entre outros materiais, o
eletrodo auxilar pode ser de Pt e o eletrodo de referéncia pode ser de calomelano. A espécie a
ser estudada € colocada na célula eletroquimica onde estardo presentes esses trés tipos de
eletrodo [30]. A escolha de um material para ser usado como eletrodo varia em grande parte
da zona de potenciais tuteis do eletrodo no solvente empregado, e da qualidade e pureza do
material [31].

Ha diversas técnicas de voltametria, entre elas, a utilizada neste trabalho € voltametria
ciclica. As técnicas amperométricas sdo amplamente utilizadas na tecnologia de sensores € no

acompanhamento de titulagdes e reacdes de interesse biologico.

2.6.2 Amperometria

Diversos sistemas voltamétricos sdo desenvolvidos comercialmente para a
determinagdo de espécies de interesse industrial especifico e de pesquisa. De uma maneira
geral, a amperometria refere-se a medi¢do da corrente ao ser aplicado um potencial constante.

Nestas circunstancias, a grandeza da corrente elétrica ¢ determinada pela concentragcdo do
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analito. As medidas amperométricas podem ser usadas para o acompanhamento da
concentragdo de um determinado analito durante a titulacdo e para a fixagao do ponto final.

Os sensores amperométricos baseados em enzima sdo dispositivos disponiveis no
mercado. Por exemplo, o sensor de glicose ¢ bastante utilizado em laboratorios clinicos, sendo
este tipo de sensor, fundamentado na detec¢do de peroxido de hidrogénio, oxigénio ou pH,

dependendo do analito e da enzima [38].

2.7 Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular (CD) detecta alteracdes através da medida de diferenga
da absor¢do da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita, apds a luz passar pela

amostra (equacao 4). [53,57]

CD =4 — 4 “)

O CD ¢ muito utilizado para o estudo de moléculas quirais, macromoléculas, como
proteinas, carboidratos, dendrimeros, entre outros compostos, que contenham unidades
opticamente ativas, ou seja, podem exibir um sinal na espectroscopia de dicroismo circular.
Quando essas moléculas interagem com a luz circularmente polarizada provocam uma
alteracdo nessa luz incidente. [53, 57]

As ligacdes peptidicas da proteina podem interagir com os atomos de outras ligagdes
peptidicas, podendo assim alterar a estrutura da proteina. E essa forma de estruturagdo que a
proteina assume ¢ chamada de “estrutura secunddria”, assumindo arranjos helicoidais em

determinados trechos da sequencia de aminoacidos da proteina. Estudos realizados através de
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cristalografia ¢ de RMN, confirmam a presenga de arranjos helicoidais, intercaladas com
regides menos estruturadas da proteina. [53] A radiagdo polarizada interage com as formas
regulares dos arranjos atomicos, fazendo com que a luz com polarizagdo circular no sentido
horario seja absorvida diferentemente do que a luz com a polarizag¢do no sentido anti-horério.
E o dicroismo circular mede a diferenga de absor¢do de radiacdo com polarizagdo circular e
permite conferir se estdo ocorrendo tais arranjos helicoidais dentro da molécula de proteina.
Através das analises de CD também ¢ possivel verificar se mudancas de temperatura, pH ou
presenga de outras moléculas no solvente que podem modificar a estrutura da proteina ¢

consequentemente afetar a atividade bioldgica da macromolécula. [53, 57]

2.8 Dopamina

A dopamina (DA) ¢ um neurotransmissor catecolaminico, ou seja, € soluvel em 4gua e
circulam pelo sangue, ligadas a proteinas plasmaticas. A DA atua como terapéutico para
alguns distarbios importantes no sistema nervoso central (SNC), entre eles a doenca de
Parkinson, mal de Alzheimer e esquizofrenia. Sendo também um precursor de outros
neurotransmissores como a norepinefrina e a serotonina. O mecanismo relacionado com esse
tipo de neurotransmissor envolve diferentes componentes, que sdo distribuidos entre os
membros da classe, inclusive enzimas de biossintese e metabdlicas. As catecolaminas
consistem em um catecol (3,4-diidroxibenzeno) conectado a um grupo amina, como mostrado

na Figura 13 (A), 13(B) e 13(C) [40, 41].
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Figura 133: Estrutura das catecolaminas, como noraepinefrina (A), serotonina (B) ¢ dopamina (C). [41]

A sintese da DA ocorre através da tirosina que ocorre no citoplasma do neurdnio, em
seguida, ¢ transportada no interior de vesiculas secretora para armazenamento ¢ libera¢ao
[41].

A DA ¢ um neurotransmissor muito importante e muito estudado atualmente, pelo fato
de poder afetar os movimentos, memoria € proporcionar sensagdes prazerosas. Uma parte do
nosso cérebro chamado de ganglio basico regula nossos movimentos ¢ depende da quantidade
de dopamina para que sua fungdo seja eficiente. Quando ha uma deficiéncia de DA no
cérebro, os movimentos podem tornar-se atrasados e nao coordenados. Por outro lado, se ha
um excesso de dopamina, o cérebro faz com que o corpo faca movimentos desnecessarios,
tiques repetitivos. Os niveis de DA no cérebro, especialmente no cortice pré-frontal, ajuda a
melhorar o funcionamento da memoria. Portanto se os niveis de DA aumentam ou diminuem
e ndo ha um equilibrio, a memoria acaba sendo também afetada [41, 42].

Ha diversos mecanismos utilizados que removem ou que controlam a DA e
interrompem o sinal produzido pelo neurotransmissor. Um dos recursos ¢ o uso das enzimas
monoamina oxidase (MAO), que degradam a DA [43], mais adiante serd mostrada a reagdo

bioquimica.

2.9 Monoamina Oxidase - b
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A monoamina oxidase (MAQO) ¢ uma enzima que tem como fun¢do impedir a agao das
catecolaminas tanto no cérebro quanto na periferia. A MAO ¢ encontrada em diferentes
formas: a MAO-a, que fica no cérebro, bem como em sua periferia, ¢ a MAO-b (figura 14),
que se localiza no sistema nervoso central (SNC). As duas formas da MAO degradam a

dopamina, assim como outros compostos monoaminicos [42].

Figura 144: Estrutura tridimensional da MAO-b. [43]

Em condi¢des normais a MAO-b cataboliza grande parte da dopamina do SNC. Para
que haja um aumento da fun¢do da dopamina no SNC, estudos tem sido realizados para
inibi¢do da MAO-b. [43]

Dos diversos substratos da MAO os mais encontrados hoje em dia sdo os
neurotransmissores, como dopamina, serotonina, norepinefrina, tiramina e triptamina. A
isoforma MAO-b estd relacionada a diversos disturbios neurologicos, como o mal de
Parkinson e mal de Alzheimer, ja a MAO-a estd relacionada com disturbios psiquidtricos
como depressao, ansiedade e esquizofrenia [36].

Diversos estudos tém contribuido para uma melhor compreensdo dos fatores

responsaveis pela seletividade das isoformas MAO-a e MAO-b [43, 44].
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Nas figuras 15A e 15B observa-se que as duas formas da MAO apresentam estruturas
terciarias muito similares. As regides relacionadas aos residuos da por¢do C-terminal da
proteina, resaltadas em verde, estd envolvido no ancoramento da enzima na membrana
externa da mitocondria, sendo de extrema importancia para manter a atividade catalitica da
enzima. A diferenga entre as formas da MAO estdo no sitio ativo de cada uma, que €
constituido por um cofator FAD e as duas tirosinas que constituem a “gaiola aromatica”,
Tyr407/Tyr444 em MAO-a e Tyr398/Tyr435 em MAO-b, como ilustra as Figuras 13C e 13D

[43, 44, 45].

Figura 155: Estrutura tridimensional das enzimas MAO-a (A) e MAO-b (B); Em C e D sdo mostrados o cofator
FAD e as tirosinas em azul, sendo (C) (D) correspondentes a MAO-a e MAO-b, respectivamente. [42]

A MAO-b ¢ uma flavoenzima ligada externamente a membrana mitocondrial e pode
ser encontrada em mamiferos, no organismo humano e situa-se predominantemente nas
células gliais do cérebro, mas também pode ser encontrada nas plaquetas presentes no sangue
e figado. Sua estrutura € constituida por 520 aminoacidos e um cofator, a FAD. Os cofatores
sdo substancias ndo-proteicas que tomam parte das reagdes enzimadticas e sdo regeneradas
para serem utilizadas em reacgdes futuras. A FAD participa do processo de deaminagdo

oxidativa das monoaminas (Figura 16) [45, 46].
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Figura 166: Estrutura do cofator da FAD, presente no sitio ativo da MAO-b. [43]

A deaminagdo oxidativa refere-se ao processo de remo¢do do grupo amina desses
compostos substituindo-o por um grupo cetona (Figura 17) e tem como substratos seletivos a
benzilamina, 2-fenil-etil-amina e a MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina). Outros
substratos catalisados por ambas as isoformas da MAO s3o: dopamina, epinifrina (ou

adrenalina), noradrenalina, triptamina e tiramina [43, 46].

Figura 17: Processo de deaminagdo oxidativa. [43]

As monoaminas catalisadas pela MAO s3o neurotransmissores, o que torna o
funcionamento dessa enzima essencial na satde e no desenvolvimento normal do cérebro. Ha
também indicagdes de que o nivel de atividade da MAO, determinado geneticamente,
influencie aspectos da personalidade humana [43, 44].

A figura 18 ilustra a reacdo que ocorre quando a dopamina entra em contanto com a

MAO-B.



45
H O+ FAD FADH + NH
2 2 3
HO U HO =
NHz (0] o o 0 O O
MAO-b 0 2 2 0, 2 )
U QP L= % |
HO 0 0

Dopamina H202 DOPAL Quinona

[2-(3.4-dloxoclclohexa-1.5-
dlenil)acetaldeido]

Figura 178: Representagdo da oxidagdo da dopamina através da MAO-b. [43]

A DA ¢ metabolizada pela MAO-b, gerando o aldeido DOPAL, o qual pode sofrer
oxidacdo com liberagdo de superdxido, além disso, ha geragdo de H,O, que nesse trabalho ¢

detectado por amperometria [44, 46].

3 OBIJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal a constru¢do e caracterizagdo
espectroscopica de diferentes arquiteturas supramoleculares na forma de filmes finos
utilizando a técnica de automontagem (LbL) imobilizando a enzima MAO-b e polieletrolitos.
Com o intuito de preservar a estrutura enzimdtica a enzima foi incorporada em lipossomos
visando o desenvolvimento de um biossensor amperométrico para deteccdo de

neurotransmissores.

Para alcancar este objetivo foram cumpridas as seguintes etapas definidas abaixo:

1. Estudar por espectroscopia de UV-Vis e Fluorescéncia o crescimento dos filmes LbL

formado por PEI em jun¢do com MAO-b.
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2. Encapsular a enzima em lipossomos de DPPG+POPG e fabricar filmes LbL de PEI em
jungdo com a MAO-b encapsulada e analisar a imobilizacdo por espectroscopia de
UV-Vis e Fluorescéncia.

3. Analisar através de amperometria a eletrotransferéncia direta dos filmes fabricados de
PEI+MAO-b com e sem encapsulamento, em diferentes tipos de lipossomos.
Calcular a sensibilidade e o limite de deteccdo referente a adicdo de dopamina
(analito).

4. Utilizar o Azul da Prussia, como mediador de elétrons na reacdes enzimaticas que
geram peroxido de hidrogénio, para modificar o eletrodo de ITO. Sobre ele depositar
as bicamadas de PEI+MAO-b estando a MAO-b com e sem encapsulamento, em
diferentes tipos de lipossomos. Analisar a resposta amperometrica, determinando a
sensibilidade e limite de deteccao referente a adi¢ao de dopamina.

5. Determinar a estabilidade do biossensor de dopamina.

4 MATERIAIS E METODOS DE CARACTERIZACAO

4.1 Tampao fosfato de potassio

A solugdo de tampdo fosfato de potassio 0,1.10° mmolL" foi preparada utilizando
fosfato de sddio bifasico da marca VETEC em agua ultrapura do sistema de purificacdo Mili-
Q com resistividade de 18,2 e pH 5,7. O pH do tampao foi ajustado para 7.4 usando o fosfato
de potéssio da marca VETEC preparando também em agua ultrapura. Foi utilizado o tampao
no preparo de todas as solugdes e também no procedimento de lavagem dos filmes

automontados.



47

4.2 Solucao de Polieletrolitos

O polieletrolito catidnico PEI poli(etilenoimina) que tem massa molar média de 25000
g.mol™ foi usado para construir os filmes automontados com MAO-b livie e MAO-b
incorporada em lipossomos. Foi preparada uma solugdo de PEI na concentragio de 1 mg.mL™
em tampao fosfato de potassio pH 7,4.

O PVS poli(vinil sulfato de sédio), foi utilizado como polieletrélito anioénico e a
solugdo foi preparada adicionando 4pul de PVS em 9,96 mL de tampao fosfato de potassio pH
7,4. O PVS foi utilizado na constru¢do do colchdo, formado por uma bicamada de filme
polimérico (PEI/PVS) que ¢ depositada na superficie do substrato antes da construcao dos

filmes com MAO-b [10].

4.3 Soluc¢io de Dopamina

Para os experimentos amperométricos para a detec¢do de dopamina (Sigma-Aldrich),
uma solugio foi preparada na concentragdo 1.10" mmolL" de dopamina em tampio fosfato
de potassio com pH 7,4. A solugdo preparada ndo pode ficar por muito tempo em contato com
o oxigénio, pois oxida gerando outro composto, assim, os testes foram feitos logo apds a

solugdo ser preparada.

4.4 Enzima

A enzima MAO-b, 5 mg.mL", foi adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich, possui

ponto isoelétrico (PI) entre 5,3-5,5 [37] ¢ uma otima atividade entre pH= 7,0-7,4 [37]. A

solugdo foi preparada 0,2 mg.mL™" de MAO-b em tampdo fosfato de potassio com pH 7,4
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4.5 Preparo dos Lipossomos

Os lipossomos foram preparados a partir dos fosfolipidios Dipalmitoil fosfatidil
glicerol — DPPG e (B) Palmitoil fofatidil glicerol — POPG, que foram adquidos
comercialmente da Avant Polar Lipids e temperatura de transi¢do de fase -2 e 41 °C [39],
respectivamente.

Os filmes foram construidos com cada lipossomo individualmente, assim como,
mistura deles na propor¢do de 1:4 e 1:1. O preparo dos lipossomos ocorreu por
rotaevaporagdo a vacuo. O rotaevaporador utilizado ¢ da marca IKA, modelo RV 10.
Inicialmente os fosfolipidios foram solubilizados em uma mistura de cloroférmio:metanol
(8:2 v/v), posteriormente os solventes foram removidos por evaporagdo a vacuo através de
rotaevaporagao por 15 min (50°C, 45 rpm), resultando em um filme lipidico, como ilustrado

na figura 17.

4.6 Encapsulacio da Enzima

Depois de preparar o lipossomo por rotaevaporacdo , o filme lipidico ¢ tratado com
uma solugdo de 2 mL de tampdo fosfato de potassio pH 7,4 contendo 20 pL de MAO-B.
Posteriormente ¢ colocado em ultrasom por duas horas. A figura 19 esquematiza o processo

de encapsulamento da enzima.
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Figura 19: Processo de preparo dos lipossomos e encapsulagdo da enzima. Figura adaptada de [8].

4.7 Preparo do Substrato

O substrato utilizado para a caracterizagdo espectroscopica dos filmes foram substratos
de quartzo, que antes de serem usados passaram por hidrofilizagdo. Para a hidrofilizagdo os
substratos foram imersos em uma solugdo basica NH4OH:H,0,:H,O com 1:1:5 (v/v) por 10
minutos a temperatura variando entre 70 - 80°C e em seguida lavados com 4gua ultrapura.
Posteriormente os mesmos foram imersos em solugao acida HCl:H,O,:H,O com 1:1:6 (v/v)
por mais 10 minutos a temperatura em torno de 70 — 80 °C e lavados com &gua ultrapura [41].

Na caracterizagdo eletroquimica os substratos foram os de vidro recobertos com 6xido
de estanho dopado com indio (ITO) que o torna condutor elétrico e sobre ele foi
eletrodepositado um filme de Azul da Prassia. Os substratos de ITO foram previamente
limpos com cloroférmio e alcool isopropilico. O procedimento de limpeza consistiu em
mergulhar os substratos no cloroférmio por aproximadamente 5 minutos, em seguida foram

lavados com 4agua ultrapura. Logo terminada a lavagem os substratos foram colocados em um
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béquer com alcool isopropilico e levados ao ultrasom por 1 hora, e posteriormente lavados

com agua ultapura [41].

4.8 Modificacao da Superficie do Substrato

O Azul da Prussia (PB) foi utilizado como mediador de elétrons para detecgdo
eletroquimica de oxigénio (O;) e H,O,. O PB ¢ reduzido em branco da Prussia (Prussian
White, PW) e sua forma reduzida ¢ oxidada possuem atividade catalitica para oxidagdo de
H,0, e para reducdo de O; e H,O..

Para as medidas eletroquimicas foram utilizadas substratos de ITO (6xido de estanho
dopado com indio). As laminas de ITO foram modificadas por eletrodeposicdo do PB
aplicando um potencial de +0,40 V durante 100 s. Para isto, preparou-se 5,0 mL de uma
solugdo de 2,0 mmolL" de KsFe(CN), solubilizado em KCI (100 mmolL™ ) e misturou-se
com uma solugdo de 5,0 mL de FeCls (2,0 mmolL™) solubilizado em HCI (10 mmolL™)
[8,10]. O eletrodo modificado foi lavado com agua ultrapura e imerso em uma solu¢do 100
mmolL™" de KCI e 10 mmolL" de HCI, em seguida, o eletrodo ITO/PB foi ciclado em uma
faixa de potencial entre -0,01 e 1,0 V (vs ECS) na velocidade de 0,05 V/s, até a estabilizacao
do comportamento voltamétrico. A velocidade de varredura foi de 50 mV.s™.

A Figura 20 ilustra o processo de detec¢do de H,O,, em que a enzima catalisa o analito

liberando o H,0,, reduzido através da atividade catalitica do PB [8].
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Figura 20: Representagdo do processo de um biossensor com eletrodo modificado. [8]

4.9 Montagem dos filmes LbL para Caracterizacio por Espectroscopia

Para acompanhar o crescimento dos filmes de PEI e MAO-b com e sem encapsulagao,
foi utilizada a técnica de espectroscopia de UV-Vis e Fluorescéncia. Os filmes foram
depositados pela técnica LbL, sendo cada filme montado no substrato de quartzo, um
contendo (PEI/MAO-b), ¢ os outros contendo (PEI/MAO-b+DPPG),, (PEI/MAO-b+POPG),
e (PEI/MAO-b+POPG:DPPG),, na proporcao de 1:1 (m/m) e 1:4 (m/m). O procedimento de
crescimento dos filmes serd descrito abaixo:

Uma bicamada de colchdo é depositada sobre o quartzo, antes que as bicamadas dos
filmes sejam depositadas. O colchdo é composto pelos polieletrolitos PEI e PVS, sendo um
cationico e o outro anidnico, respectivamente. Este procedimento se deve ao fato da superficie
do quartzo conter imperfei¢des e o colchdo ajuda a minimiza-las. O procedimento € realizado
da seguinte maneira:

1) O substrato é imerso por 3 minutos em uma soluc¢ao de PEL pH 7,4.

2) Em seguida ¢ lavado em uma solucdo de tampao pH 7,4, por 30 segundos para

remoc¢ao de excesso ¢ ¢ secado com ar nitrogénio.
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3) O subtrato ¢ imerso novamente por 3 minutos em uma soluc¢ao de PVS, pH 7,4.
4) Por ultimo ¢é imerso na solugdo de lavagem de tampao, pH 7,4 por 30 segundos e

secado novamente.

Tendo assim a formacao da bicamada de colchao, a Figura 21 representa o processo de
deposicao. Esse procedimento ¢ realizado duas vezes, pois sdo depositadas sobre o quartzo 2
bicamadas de colchdo. O mesmo procedimento ¢ realizado nos experimentos amperométricos,
porém ¢ utilizado o ITO como substrato com a superficic modificada com PB (descrito no

item 4.8) antes da deposic¢ao do colchio.

Substrato PELpH 7.4 Tampao, pH 7.4 PVS,pH 7.4 Tampio, pH 7.4 Colchio
(3 min) (30 seg) (3 min) (30 seg)

n

Figura 18: Representagdo do processo de deposi¢ao do colchdo, pela técnica LbL.

4.9.1 Deposicdo do Filme PEI+MAO-b

Assim que o colchdo foi depositado, o filme contendo uma camada de PEI e outra de
MAO-b comega a ser feito. Todos os filmes feitos para a caracterizagdo espectroscopica
contém 10 bicamadas. E foram realizados da seguinte maneira:

1) O substrato é imerso por 3 minutos em uma solu¢ao de PEL pH 7,4.

2) Em seguida é lavado em uma solu¢ao de tampao pH 7,4, por 30 segundos para

remogao de excesso e € secado com ar nitrogénio.

3) O subtrato ¢ imerso novamente por 10 minutos em uma solucdo de MAO-b, pH

7,4.
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4) Por ultimo ¢é imerso na solugdo de lavagem de tampao, pH 7,4 por 30 segundos e

secado novamente.

Esse procedimento ¢ repetido até que sejam formadas as 10 bicamadas e entdo ha
formag¢do do filme (PEI+MAO-b);o. A Figura 22 apresenta o processo de deposi¢do. O
acompanhamento do crescimento do filme foi sendo feito a cada bicamada depositada através
de UV-Vis e fluorescéncia na faixa de comprimento de onda de 190 a 500 nm e 270 a 500

nm, respectivamente.

= 2 Filme
Substrate PE(;,:;I:JA Tamgﬂoﬂssel;? 74 MA(?EP&;?S 74 Iam:;ao“s’eg? 74 PEI+MAO-b+ip)n
= =5 5 4k
T - 00
cCo T 50 MO

Figura 192: Representagdo do processo de deposigdo do filme PEI+MAO-b, pela técnica LbL.

4.9.2  Deposiciao do Filme PEI/MAO-b+Lipossomos

Apos a bicamada de colchao depositada como descrito no item 4.9.1, o filme contendo
uma camada de PEI e outra de MAO-b+Lipossomos comega a ser depositado, processo
apresentado na Figura 23. Foram usados os fosfolipidios POPG, DPPG, POPG+DPPG na
propor¢ao de 1:1 e 1:4. Para todos os tipos de lipossomo utilizado, foi realizado o mesmo
procedimento de deposi¢do. Como descrito abaixo:

1) O substrato ¢ imerso por 3 minutos em uma solu¢do de PEL pH 7,4.

2) Em seguida é lavado em uma solucdo de tampao pH 7,4, por 30 segundos para

remocao de excesso e ¢ secado com nitrogénio.
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3) O subtrato ¢ imerso novamente por 10 minutos em uma solugdo de MAO-

b+Lipossomos, pH 7.,4.

4) E por ultimo ¢é imerso na solugdo de lavagem de tampao, pH 7,4 por 30 segundos e

secado novamente.

Esse procedimento ¢ repetido até que seja formada as 10 bicamadas e entdo ha
formagdo do filme (PEI/MAO-b+Lipossomos);o. O crescimento do filme foi acompanhado a
cada bicamada depositada através de UV-Vis e fluorescéncia, o acompanhamento do filme
neste caso, ocorreu ndo apenas para verificar o crescimento, mas também a investigar a

incorpora¢do da enzima no lipossomo.

Substrato i
ITO/PB ~ PELpH74  Tampio,pH 7.4 MAO-b+Lip, pH 7.4 Tampio, pH 7.4 Filme

" (3 min) " (30 seg) n (10 min) “ (30 seg) n(PEHMAO‘bﬂiP)ﬂ

——— —

+4++
+4++

Figura 203: Representacdo da deposicdo das bicamadas do filme PEI/MAO-b+Lipossomo, pela técnica LbL.

4.10 Montagem dos Filmes LbL para Caracterizacdo Eletroquimica

Para realizar as medidas amperométricas foi utilizado o potenciostato da Autolab
modelo PGSTAT30 com uma célula eletroquimica convencional (Figura 12) de
aproximadamente 15 mL com trés eletrodos. Como eletrodo de referéncia foi utilizado o de
calomelano saturado (ECS) Hg/HgrCly/KClt), como eletrodo auxiliar foi usado um de
platina e os eletrodos de trabalho foram os filmes automontados sobre o substrato de ITO

modificado com PB.
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A modificagao da superficie do eletrodo ocorreu como descrito no item 4.8, logo em
seguida a deposicdo do colchdo ¢ feito como mostrado no item 4.9 e o filme é depositado. Os
eletrodos de trabalho foram feitos com 2 bicamadas de colchdo e 7 bicamadas de filme
(PEI+MAO-b); com e sem lipossomo. A solu¢do eletrolitica utilizada foi de tampao fosfato
de potassio 0,1.10~° mmolL™" com pH 7,4.
As medidas amperométricas foram feitas depois de todas as bicamadas estarem
depositados. Logo em seguida, o filme feito era introduzido na célula eletroquimica e a
medida era realizada. Através dessas medidas obtém-se respostas possiveis de averiguar a

sensibilidade, estabilidade e limite de deteccdo do biossensor de dopamina.

4.10.1 Deposi¢io do Filme PEI+MAO-b sob o ITO modificado com PB

Antes de depositar o filme o ITO foi devidamente limpo com cloroférmio e alcool
isopropilico, sua superficie foi modificada com PB. Apds esse procedimento a bicamada de
colchdo foi depositada e posteriormente as bicamadas de (PEI+MAO-b); comecou a ser
depositada sobre o ITO/PB. Devido a esta modificagdo na superficie do eletrodo com PB o
potencial fixado foi de 0 mV, sendo assim a deposicao foi feita da seguinte maneira:

1) A superficie do eletrodo foi modificada com PB por eletrodeposigao.

2) Duas bicamada de colchdo ¢ depositada, pela técnica LbL.

3) O substrato ¢ imerso por 3 minutos em uma solucdo de PEL pH 7,4.

4) Em seguida ¢ lavado em uma solucdo de tampao pH 7,4 por 30 segundos para

remogado de excesso e € secado com ar nitrogénio.

5) O substrato ¢ imerso novamente por 10 minutos em uma solu¢do de MAO-b, pH

7.4.
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6) Por ultimo ¢é imerso na solugdo de lavagem de tampao, pH 7,4 por 30 segundos e

secado novamente.

A Figura 24 apresenta o processo de deposi¢ao do filme.

Substrato  pEr, pH 74  Tampio,pH7.4  MAO-b,pH7.4 Tampio, pH 7.4 Filme
ITO/PB (3 min) (30 seg) (10 min) (30 seg) (PEI+MAO-b),

++ + +
+4 4+

Figura 214: Representagdo da deposigdo do filme PEI+MAO-b sobre o ITO/PB, pela técnica LbL.

4.10.2 Deposicio do filme PEI/MAO-b+Lipossomo sob o ITO modificado com PB

O procedimento de deposicdo do filme de (PEI/MAO-b+Lipossomo); ¢ feito da
mesma maneira como foi descrito no item 4.10.1. Os filmes construidos foram de (PEI/MAO-
b+DPPG);, (PEI/MAO-b+POPG);, (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na propor¢ao de 1:1 (m/m)

e 1:4 (m/m). A figura 25 abaixo mostra o processo de deposicao do filme.

Substrato .
1To/PB  PELpH74  Tampao,pH 7.4 MAO-b+Lip, pH 7.4 Tampao, pH 7.4 Filme

n (3 min) n (30 seg) n (10 min) n (30 seg) n(PEI+MAO-b+lip)n
S 9

++++
+4++

Figura 225: Representagdo da deposicdo do filme PEI/MAO-b+Lipossomo sobre o ITO/PB, pela técnica LbL.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES




5.1

Espectroscopia de Dicroismo Circular
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A Figura 26 ilustra os espectros de dicroismo circular (CD) para a solugdo de MAO-b

livre em tampdao PBS e incorporada em lipossomos POPG:DPPG na propor¢ao 1:4. O

espectro de MAO-b incorporada nos lipossomos indicou dois minimos em 208 nm e 221 nm,

indicando a preservacdo da estrutura a- hélice, corroborando com resultados da literatura [10].

O espectro da MAO-b livre em tampao exibiu apenas um minimo em 207 nm, possivelmente,

devido as mudangas conformacionais na auséncia do lipossomo, comprovando assim, a

eficacia da incorporagdo na preservagdo da estrutura da enzima.

~
1

]

free MAO-b in PBS buffer
————— MAOQO-b(1POPG:4DPPG)

-4

CD (mdegree)

200

210 220

Wavelength (nm)

230

240

250

Figura 236: Espectros de dicroismo circular para enzima MAO-b livre em tampdo PBS e encapsulada com
lipossomo POPG:DPPG na propor¢do 1:4 m/m.

5.2

5.2.1

Espectroscopia de Absorcao

Espectros das solu¢ées da MAO-b
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A Figura 27 (A) ilustra o espectro de absorbancia da solugdo de MAO-b, em tampao
fosfato de potassio, pH 7,4. Todas as medidas espectroscopicas foram realizadas em uma
cubeta de quartzo 1,0 cm de caminho 6tico e na concentragdo de 0,02 mg.mL™" de MAO-b.

A enzima ¢ constituida por tirosinas, que possui um anel aromatico responsavel pela
absor¢ao de luz ultravioleta proximo ao comprimento de onda de 260 nm [48]. Pode-se
observar na Figura uma absor¢do maxima nesse comprimento de onda, confirmando a
presenca de tirosina presente na enzima.

A Figura 27 (B) ilustra o espectro de absorbancia da solugdo de 0,02 mg.mL"' MAO-
b+Lipossomo em solu¢do fosfato de potdssio também em pH 7,4. Para o preparo do
lipossomo foi utilizado uma mistura de fosfolipidio de POPG e DPPG na proporg¢do de 1:4
(m/m). Tendo a mesma banda da tirosina em evidéncia novamente, confirmando que a enzima

mantém sua conformagao quando incorporada em lipossomos.
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Figura 247: (A) Espectro de absor¢do da solugdo da MAO-b em tampao fosfato de potassio, pH=7,4 ¢
(B) da solugdo da solugdo de MAO-b incorporada em lipossomos, pH 7,4.

5.2.2 Filme de PEI+tMAO-b

O filme de PEI+MAO-b foi depositado sobre o substrato de quartzo como descrito no

item 4.9.1 e o crescimento do filme foi monitorado a cada bicamada depositada por

espectroscopia de UV-Vis e fluorescéncia. A Figura 28 (A) apresenta os espectros de
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absor¢do de 10 bicamadas depositadas sobre o substrato. Os filmes de (PEI+MAO-b)j
apresentam bandas de absor¢do em 254 nm [48], indicando a presenca de tirosina da MAO-b,
porém houve um deslocamento de 259 para 254 em comparagdo com o espectro da MAO-b
em solucdo, devido a interacdo da enzima com o polieletrolito (PEI). O inset da figura
apresenta o crescimento linear com o aumento da absorbancia (A = 254 nm) o que indica que
a mesma quantidade de material ¢ adsorvida a cada deposicdo. O coeficiente de correlagdo,
R?, foi de 0,99 e teve uma absorbancia maxima de 0,06.

A Figura 28 (B) apresenta os espectros de fluorescéncias obtidos durante o crescimento
do filme (PEI+MAO-B)s. O filme LbL apresenta banda de fluorescéncia (emissdo) em 298
nm devido a presencga de tirosina na MAO-B [10, 54], quando excitado em 260 nm. No
detalhe, os filmes apresentaram comportamento de crescimento linear indicando que a mesma

quantidade de material foi adsorvida a cada etapa de deposicao.
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Figura 258: (A) Espectro absorcdo do filme de (PEI+MAO-b),,. /nset: Crescimento linear do filme em 254 nm.
(B) Espectro de fluorescéncia (emissdo) do crescimento do filme (PEI+MAQO-b)g, com excitagdo em 260 nm.
Inset: Crescimento do filme em fungdo do nimero de bicamadas depositadas.

5.2.3  Filme de PEI/MAO-b+Lipossomos

Os espectros dos filmes de (PEI/MAO-b+DPPG);y, (PE/MAO-b+POPG)y ¢

(PEI/MAO-b+POPG:DPPG);¢ na propor¢ao 1:4 ¢ 1:1 (m/m) serdo apresentados abaixo. Os
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filmes foram depositados sob o quartzo como descrito no item 4.9.2 e o crescimento do filme
foi monitorado a cada bicamada por espectroscopia de UV-Vis. As Figuras 29 (A), 30 (A), 31
(A) e 32 (A) apresentam os espectros de absorc¢ao para o crescimento dos filmes. Num total de
10 bicamadas depositadas.

Os filmes apresentam bandas de absor¢dao em 254 nm [48] indicando a presenca de
tirosina, porém houve um deslocamento de 259 para 254 em comparag¢do com o espectro da
MAO-b em lipossomo e uma menor evidéncia da banda referente a tirosina, devido ao
espalhamento de luz na presencga de lipossomos [8]. O inset da figura apresenta o crescimento
linear com o aumento da absorbancia (A = 254 nm).

O crescimento desses filmes foi monitorado também por espectroscopia de
fluorescéncia. As Figuras 29 (B), 30 (B), 31 (B) e 32 (B) apresentam os espectros de
fluorescéncia para o crescimento dos filmes. Os filmes LbL apresentaram bandas de
fluorescéncia (emissdo) em 298 nm devido a presenca de tirosina na MAO-B [10, 54], quando
excitados em 260 nm. No detalhe, os filmes apresentaram comportamento de crescimento
linear indicando que a mesma quantidade de material foi adsorvida a cada etapa de deposi¢ao.
No detalhe da figura 29 (B) pode-se observar que o filme apresenta dois regimes de
crescimento, portanto, até a terceira bicamada o filme apresenta um comportamento e a partir
da quarta bicamada demonstra ter outro regime de crescimento. A variagdo de regime pode

ser explicada pela variagdo das forcas que estdo atuando no processo de crescimento.
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Figura 269: (A) Espectro de Absorcdo do filme (PEI/MAO-b+DPPG),. /nset: Crescimento linear do filme em
254 nm. (B) Espectro de fluorescéncia (emissdo) do crescimento do filme (PEI/MAO-b+DPPG)g, com excitagdo
em 260 nm. /nset: Crescimento do filme em fun¢do do nimero de bicamadas depositadas.
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Figura 27: (A) Espectro de Absor¢do do filme (PEI/MAO-b+POPG),o. Inset: Crescimento linear do filme em
254 nm. (B) Espectro de fluorescéncia (emissdo) do crescimento de 8 bicamadas do filme (PEI/MAO-
b+POPG);, com excitagdo em 260 nm. Inset: Crescimento do filme em fungdo do nimero de bicamadas
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Figura 292: (A) Espectro de Absorgdo do filme (PEI/MAOQO-b+POPG:DPPG);, na propor¢do 1:1 (m/m). Inset:
Crescimento linear do filme em 254 nm. (B) Espectro de fluorescéncia (emissdo) do crescimento do filme
(PEI/MAO-b+POPG:DPPG)g na propor¢do 1:1 (m/m), com excitagdo em 260 nm. /nset: Crescimento do filme
em fun¢do do nimero de bicamadas depositadas.

O crescimento linear dos filmes indica que a mesma quantidade de material é
. . . - 2 A . , .
adsorvida a cada deposi¢do. O coeficiente de correlagdo, R* e a absorbancia maxima e

intensidade maxima de cada filme estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Absorbancia maxima (A = 254 nm) ¢ coeficiente de correlagdo, R?, dos filmes utilizados para
caracterizagdo por espectroscopia UV-Vis e fluorescéncia.

(PEI/MAO- (PEI/MAO-
(PEI/MAO- (PEI/MAO- , {
b+DPPG), b+POPG)., b+POPG:DPPG), b+POPG:DPPG),
(1:4) a:1)
AT EEIL 0,04 0,024 0.10 0,24
Maxima
. 0.97 0.96 0,99 0.90
(PE/MAO- (PEUMAO- (PEUMAO- (PEUMAO-
b+DPPG)y, b+POPG)y, b+POPG:DPPG),, b+POPG:DPPG);
(1:4) (1:1)
Intensidade 140,0 1042 130,0 91,2
Maxima
e 0,99 0,95 0,94 0.97

5.3 Voltametria Ciclica
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Para realizar a deteccdo da dopamina utilizando a voltametria ciclica nas diferentes
arquiteturas dos filmes automontados utilizou-se uma solug¢io de dopamina (1.10" mmolL™)
em tampdo fosfato de potassio 0,1.10° mmolL" em pH 7,4. A faixa de potencial aplicado foi
de -0,6 V a +0,6 com velocidade de varredura de 0,025 mV/s vs ECS [49]. A Figura 33
apresenta o voltamograma da dopamina e o insert representa o voltamograma do PB. O
eletrodo de ITO foi modificado com PB como descrito no item 4.8, tendo picos caracteristicos
de oxidagdo em 0,14 V e reducdo em 0,09 V referente ao par de Fe(Il)/Fe(Ill). Posteriormente
os filmes foram depositados sobre a superficie modificada com PB. Para identificar ¢
diferenciar os picos de oxida¢do e reducdo da dopamina e do PB foi realizado os
voltamogramas apresentados na Figura 33. A dopamina apresentou picos de oxidacdo em
0,175 V e redugdo em -0,03 V, atribuidos a oxidacdo/reducdo da dopamina em dopal.

Diferenciando-o dos picos de oxidagdo e reducao do PB.

:
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Figura 303: Voltametria ciclica da solugdo tampdo com dopamina 1.10"! mmolL". Inset: Voltamograma ciclico
do PB eletrodepositado sobre o ITO. V = 0,025 V/s vs ECS.

5.4  Filmes Automontados para Caracterizacio Eletroquimica



64

Na figura 34 ¢ apresentado o mecanismo de deteccdo da dopamina com geracdo de

H,0, a partir da reagdo enzimatica. O PB ¢ reduzido formando o branco da Pruassia (Prussian
White, PW), sendo que as formas reduzidas e oxidadas do PB apresentam atividade catalitica
capaz de reduzir as espécies O, e H,O, e oxidar o H,O; [8]. Devido ao cofator flavina-
adenosina-dinucleotideo (FAD) contido na MAO-b, a enzima oxida a dopamina, gerando o
aldeido DOPAL [42], o qual pode sofrer oxidagdo com liberagdo de superdxido, além disso,
ha geracdo de perdxido de hidrogénio, a reacdo enzimatica ocorre como mostra a reagao

representada em 5:

MAO-b
DA+H,0+ 0, —— DOPAL+ NH, + H,0, (5)

MA o !
Lipossome DOPAL
\ +
NH,

AMIMERIN

Figura 314: Representacdo do mecanismo da detec¢do de dopamina com a geragdo de H,O,. Figura adaptada de

[8].

A Figura 35 ilustra a estrutura do filme automontado pela técnica LbL, com

polieletrélito PEI em jun¢do com a MAO-b+Lipossomo.
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%2> MAO-b em
&% Lipossomo

PB
ITO

Figura 325: Tlustra¢do do filme automontado de PEI/MAO-b+Lipossomo. Figura adaptada de [8].

Os filmes automontados para as medidas amperométricas foram construidos como
descritos no item 4.10.1 e 4.10.2. A resposta dos filmes foi estudada em diferentes lipossomos
e os filmes construidos em diferentes arquiteturas (PEI+MAO-b);, (PE/MAO-b+DPPG);,
(PEI/MAO-b+POPG);, (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na propor¢do de 1:4 ¢ 1:1(m/m). Com
apenas 7 bicamadas ja havia uma resposta do biossensor, portanto, manteve-se um padrdo de
7 bicamadas para todos as outras arquiteturas.

Utilizou-se como solugéo eletrolitica a solugio de tampdo fosfato de potassio 0,1.107
mmolL'l, pH 7,4 e o potencial de 0,0 mV devido a superficie estar modificada com PB [50].
Logo apds a estabilizagdo da corrente, foram adicionadas aliquotas de 100 pL de dopamina
(0,1.10° mmolL™") sob agitacdo. Nos itens 5.3.1 e 5.3.2 serdo descritos os resultados

amperométricos de cada filme automontado.

5.4.1 Filme de PEI+MAO-b

Figura 36 apresenta a resposta e a sensibilidade obtida para o biossensor composto do
filme de (PEI+MAO-b); depositado no eletrodo de ITO modificado com PB, como descrito

no item 4.10.1.
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Figura 336: Resposta do biossensor (PEI/MAO-b); as setas vermelhas indicam as adi¢des de 100 pL de
dopamina (0,1.10"mmolL-1). Inset: Curva analitica mostrando a sensibilidade do filme automontado.

Foram realizadas 7 adi¢cdes e em cada uma foi adicionado 100 uL de DA (0,1.10
'mmolL™) e como pode-se observar da Figura 36, houve uma pequena variagdo da corrente de
aproximadamente 0,1 pA.cm® A sensibilidade do filme foi calculada através da curva
analitica da varia¢do da densidade de corrente em funcdo da concentracdo de DA apresentada
no inset. A sensibilidade encontrada foi de 0,094+0,001 ;,lA.cm'z.mmolL'1 e o limite de
deteccao foi de 1,41+0,06 mmolL". Com esses dados foi possivel calcular a constante de

Michaelis-Mentem, Km™, através da equagdo de Lineweaver-Burk [51], mostrada a seguir:

1 K 1
m (5)
(8 I’;;m;r [S] T 1"r;m:a.:r.

O Km™ encontrado foi de 13,53+5,29 mmolL" e comparado com o valor encontrado
na literatura de um Km® de 5 mmol™ [47], pode-se perceber um valor alto de Km™, tanto
encontrado na literatura, como neste trabalho. Sabe-se que quanto maior o Km* menor ¢ a

atividade, portanto, a atividade da enzima estd baixa, ocasionando assim uma baixa
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sensibilidade e uma baixa variacdo de corrente com o decréscimo na quantidade de H,O; que

¢ gerado.

5.4.2 Filme de PEI/MAO-b+Lipossomos

Os filmes de (PEI/MAO-b+DPPG);, (PEI/MAO-b+POPG);, ¢ (PE/MAO-
b+POPG:DPPG);, na propor¢ao de 1:4 (m/m) e 1:1 (m/m) foram depositado no eletrodo de
ITO modificado com PB, como descrito no item 4.10.2. As Figuras 37, 38, 39 ¢ 40
apresentam as respostas e as sensibilidades dos filmes, respectivamente.

Primeiramente, serd apresentada na Figura 37 a resposta do biossensor para DA com a
arquitetura do filme (PEI/MAO-b+DPPG);.

Nota-se que o biossensor responde hd presenga de DA, com variagdo maior de
corrente quando comparado com o biossensor sem lipidio. E em cada adicdo de DA houve
uma variacdo de corrente de aproximadamente 0,2 uA.cm‘z. O biossensor apresentou uma
resposta linear nos intervalos em que ocorreram as adigdes (1,4 a 9,09 mmolL™" de DA) e
tende a saturar apos 10,2 mmolL™". A sensibilidade foi de 0,30+0,03 uA.cm'z.mmolL'l, limite
de detecg¢dao de 0,62+0,20 mmolL™", um Km® de 5,80+0,81 mmolL"! e um coeficiente de
correlacdo, R%, de 0,99. A tabela 2 na pagina 69 ilustra os resultados comparativos para todas

as arquiteturas dos biossensores estudados.
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Figura 347: Resposta do biossensor (PEI/MAO-b+DPPG), as setas vermelhas indicam as adigdes de 100 pL de
Dopamina (0,1 .10"'mmolL-1). Inset: Curva analitica mostrando a sensibilidade do filme automontado.

A Figura 38 apresenta a resposta do biossensor na arquitetura (PE/MAO-b+POPG);
na qual a enzima foi incorporada em lipossomo POPG. Verifica-se que o biossensor também
responde ha presenga de DA, com uma variagdo menor de corrente, tendo em cada adigdo
uma varia¢do de corrente de aproximadamente 0,17 pA.cm™. O biossensor apresentou uma
resposta linear nos intervalos em que ocorreram as adi¢des (1,4 a 9,09 mmolL ™" de dopamina)
¢ tende a saturar apos 10,2 mmolL" de dopamina. A sensibilidade foi de 0,27+0,03 pA.cm’

2 mmolL", limite de detec¢do de 2,22+0,21 mmolL™", um Km® de 10,71+1,58 mmolL" ¢ um

coeficiente de correlagdo, R?, de 0,99.
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Figura 358: Resposta do biossensor (PEI/MAO-b+POPG)5, as setas vermelhas indicam as adigdes de 100 pL de
Dopamina (0,1.10" ' mmolL-1). Inset: Curva analitica mostrando a sensibilidade do filme automontado.

As respostas dos biossensores compostos dos filmes (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na

proporgao de 1:4 (m/m) e 1:1 (m/m), pode ser conferida nas Figuras 39 e 40, respectivamente.
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Figura 369: Resposta do biossensor (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na propor¢do de 1:4 (m/m), as setas

vermelhas indicam as adi¢des de 100 puL de Dopamina (0,1.10" mmolL-1). Inset: Curva analitica mostrando a
sensibilidade do filme automontado.
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Figura 37: Resposta do biossensor (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na proporgdo de 1:1 (m/m), as setas vermelhas
indicam as adi¢des de 100 pL de Dopamina (0,1.10"'mmolL-1). Inset: Curva analitica mostrando a sensibilidade
do filme automontado.

A variagdo de corrente no filme (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na propor¢do de 1:4
(m/m) foi maior em comparagdo com os outros filmes, sendo de aproximadamente 0,41
uA.cm?. O biossensor apresenta uma resposta linear durante a adi¢io de DA, que tende a
saturar quando uma adi¢do acima de 10,2 mmolL™" ¢ feita. A sensibilidade encontrada foi
0,33+0,02 pA.cm™.mmolL", limite de deteccio de 0,86+0,26 mmolL”', um Km® de
6,59+0,82 mmolL™ ¢ um coeficiente de correlagdo, R, de 0,99.

O biossensor de PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na proporcdo de 1:1 (m/m) apresentou
uma variagdo de corrente de 0,09 pA.cm™, houve uma redugdo de corrente menor do que para
o biossensor de PEI/MAO-B+POPG:DPPG); na propor¢ao de 1:4 (m/m), tendendo a
saturacdo quando adi¢des acima de 10,2 mmolL™" de dopamina ¢ realizada.

A sensibilidade encontrada foi 0,31+0,03 uA.cm‘z.mmolL'l, limite de deteccao de
1,89+0,82 mmolL !, um Km® de 11,08+3,04 mmolL" e um coeficiente de correlagdo, Rz, de

0,99. Todos os valores de sensibilidade, Km™ e limite de detec¢do encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de sensibilidade, limite de detecgdo e KM*" para os biossensores com e sem
MAO-b incorporada em lipossomos com diferentes concentragoes de fosfolipidios.

Filmes do Biossensor Sensibilidade Limite de Detecgio Km™
pA.cm . mmolL"’ mmolL"' mmolL™'
(PEUMAO-B+DPPG), 0.30=0,03 0,62+0,20 5,80+0,81
PEI/MAO-B+POPG), 0,27+0,03 2,20+0,21 10,70+1,58
(PEI/MAO-B+POPG:DPPG), 1:4 0,33+0,02 0,86+0,26 6,59+0,82
PEI/MAO-B+POPG:DPPG), 1:1 0,31+0,03 1,89+0,45 11,08+3,04
(PEI+MAO-B), 0,094+0,001 1,4140,07 13,5345,29

Pode-se observar que os valores de sensibilidade, limite de detecgdo ¢ Km™ sdo
melhores para os filmes de (PE/MAO-b+DPPG); e (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na
propor¢ao 1:4 (m/m) e isso se deve ao fato das estruturas lipidicas do DPPG ¢ da estrutura
lipidica da mistura de POPG:DPPG 1:4 (m/m) preservarem a estrutura da enzima. As
temperaturas de transi¢do de fase da membrana do lipossomo (Tm= -2°C para o POPG e Tm=
41°C para o DPPQG) permite que haja um equilibrio entre as estruturas, possibilitando assim,
uma melhor incorporacdo da MAO-b e uma melhor penetragdo do analito pelas estruturas
lipidicas. O valor de Km™ para o filme de (PEI+MAO-b); é muito maior do que para as os
filmes com lipossomos, mostrando assim, a maior atividade da enzima com o substrato
quando a mesma estd incorporada em lipossomos. Esses valores comprovam que além de
manter a atividade, os lipossomos ajudam a aumentar a atividade da MAO-b com o substrato.
Nao héd na literatura trabalhos feitos de detec¢do da DA com a MAO-b, portanto, os
parametros de comparagdo foram realizados através dos trabalhos ja realizados no grupo,

entre outros trabalhos que estio relacionados a deteccao de DA [9, 10].

5.5 Estabilidade dos Biossensores de DA

Os testes de estabilidade dos biossensores foram realizados para todas as arquiteturas

dos filmes automontados. A mistura de (PEI/MAO-b+POPG:DPPG);, nas proporgdes de 1:4

(m/m) e 1:1 (m/m) apresentaram uma melhor estabilidade em comparagdo aos outros dois
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biossensores de (PEI/MAO-b+DPPG); e (PE/MAO-b+POPG);. Os filmes foram guardados

em um eppendorf sem tampao e colocados na geladeira.
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Figura 38: Estabilidade do biossensor do filme de (PEI/MAO-b+POPG:DPPG)-, na proporg¢do de 1:4 (m/m).

A estabilidade dos filmes com a mistura de lipossomos foi de 10 dias, ja os filmes
somente com DPPG e POPG tiveram uma durag¢do de estabilidade de 10 dias. A figura 39
apresenta a estabilidade do filme (PE/MAO-b+POPG:DPPG); na propor¢ao de 1:4 (m/m).
Inicialmente houve um decaimento da sensibilidade de 37,1%, logo o filme se manteve
estavel por 5 dias e decaiu novamente. Posteriormente, teve um decaimento de sensibilidade
de 85,7% quando o filme para de responder por completo. A técnica LbL utilizada para a
construgdo dos biossensores na deteccdo de DA com a MAO-b, ndo sdo encontrados na
literatura Alguns trabalhos sobre MAO-b sdo encontrados, porém outro tipo de técnica é
utilizada para desenvolver o biossensor. Sendo assim, os resultados obtidos foram
comparados com os trabalhos realizados pelo grupo e outros possiveis de comparacao

encontrados na literatura [9, 10].

5.6 Teste de Interferentes
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Os efeitos de interferentes em respostas de biossensores devem ser investigados para
avaliar sua seletividade. A resposta do biossensor para possiveis interferentes foi testada
injetando-se aliquotas de 100 pL de tampdo, e de solugdes 0,1 mol.L™ de glicose, cido trico,
acido ascorbico. Como ilustrado na Figura 40, apds alcangado a estabilizacdo da corrente a
primeira adi¢do de dopamina indicou um decréscimo da corrente, como esperado. Com o
acréscimo de acido ascorbico foi observado um sinal de corrente para valores positivos, o que
pode ser facilmente distinguivel por ser um sinal inverso a dopamina. As injeg¢des de acido

urico ¢ de tampao PBS ndo apresentaram nenhum sinal.
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Figura 392: Reposta do filme [PEI/(MAO-b+1POPG:4DPPG)]; para possiveis interferentes em meio de tampéo
PBS a 0.0 V (vs SCE). Cada adi¢do corresponde a 100 pL das substancias DA (dopamina, analito), AA (ascorbic
acid), glicose e acido urico.

6 CONCLUSAO

A constru¢do dos filmes automontados através da técnica LbL foi essencial para o
desenvolvimento do biossensor para deteccao de DA. Com base nos resultados obtidos pode-
se concluir que o PB ¢ um 6timo mediador de elétrons, pois os valores de sensibilidade, limite

de detecgdo ¢ Km™ foram muito satisfatorios, para os filmes construidos com lipossomos.
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Através das analises de CD comprova-se que a incorpora¢do de enzimas € muito
eficiente para preservar a estrutura conformacional da enizma, aumentando também o
desempenho do biossensor. Através dos valores obtidos sem e com incorporagdo da enzima
em lipossomos, nota-se um aumento de sensibilidade e de Km® quando a MAO-b ¢
encapsulada. Nas misturas de lipossomos utilizadas para fabricagdo dos filmes, uma melhor
sensibilidade, um menor limite de detecgdo ¢ um menor Km®™, foram obtidos para os
biossensores dos filmes (PEI/MAO-b+POPG:DPPG); na proporcdo de 1:4 (m/m) e de
(PE/MAO-b+ DPPG);. O biossensor do filme (PE/MAO-b+POPG:DPPG);, na proporgao de
1:4 (m/m) também apresentou uma boa seletividade, sendo possivel distinguir os interferentes
utilizados do analito (DA).
Trabalhos futuros serao direcionados para a detec¢do de outros neurotransmissores

como a tiranima € a serotoina.
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