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RESUMO

A polifenoloxidase (PFO) é uma enzima cuprica que catalisa a oxidacéo de difendis
em quinonas e tem ampla distribuicdo entre os vegetais. A atividade dessa enzima
foi medida para a construcdo de um biossensor, para determinacéo de adrenalina, e
os melhores resultados foram obtidos com a banana (Musa sp.). O célculo da
atividade enzimética proporcionou um valor de 974 UA (Unidades de Atividade). O
biossensor foi construido com pasta de carbono, 50 UA em tampao fosfato (pH=
7,00) suportada em agulha de aco inoxidavel ou tubo de polietileno.

Constatou-se morosidade no restabelecimento da linha base a qual foi corrigida
com a adicdo de H,O, na solugdo diminuindo o tempo para 10 minutos. O
biossensor (com polietileno) apresentou resposta linear para adrenalina, em solucao
tampao, entre 8,00x10° e 8,00x10™ mol L™ (LD = 8,00x10° mol L™). Para amostras
de medicamentos os resultados obtidos com o método proposto e com o método
descrito na Farmacopéia Brasileira (1977) foram concordantes. Para amostras de
sangue, usando calibracdo por ajuste de matriz, a faixa linear foi de 8,00x107 a
8,00x10° mol L* (LD = 8,00x10" mol L?). Obteve-se 89,4 % nos testes de
recuperacdo. Testes in vivo, onde os eletrodos foram inseridos na veia jugular de

ratos Wistar, apresentaram resultados promissores.

Palavras-chave: Adrenalina. Biossensores. Potenciometria.



ABSTRACT

Polyphenoloxidase (PPO) is a cupric enzyme that catalyzes the oxidation of
diphenols in quinones and is widely distributed among the vegetables. The activity of
this enzyme was measured for a biosensor construction for adrenaline determination,
and the banana (Musa sp.) extract presented better results. The calculation of the
enzymatic activity provided a value of 974 UA (Units of Activity). It was constructed
biossensor with: carbon paste containing 50 UA in phosphate buffer (pH=7,00), into
stainless steel needles or polyethylene tube. Slow reestablishment of the baseline
was evidenced and it was corrected with the addition of H,O, to the solution,
decreasing the return time to 10 minutes. The biosensor (with polyethylene) provides
a linear range from 8,00x10° to 8,00x10™ mol L™ (LOD = 8,00x10° mol L™) in buffer
solution for adrenalin. The results obtained with the proposed method and the
Farmacopéia Brasileira (1977) was in agreement. For blood samples, using matrix
matching calibration, the linear range was from 8,00x10 to 8,00x10° mol L™ (LOD =
8,00x107). In the recovery tests, 89,4% of the added value was obtained. In vivo
studies, electrodes were inserted in the jugular vein of the Wistar rat and showed

promising results.

Keywords: Adrenaline. Biosensors. Potentiometry.
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1 INTRODUCAO

A adrenalina € uma catecolamina liberada naturalmente no sangue circulante
pelo sistema nervoso simpatico e pela medula supra renal. Em média, cerca de 80%
das catecolaminas liberadas pela medula das adrenais corresponde a adrenalina, a
qual apresenta acdes farmacoldgicas por excitar os receptores a e 3 adrenérgicos,
atuando no coracdo, vasos sanguineos, pressao arterial, metabolismo, sistema
nervoso central e musculatura lisa.

As concentracdes fisiologicas das catecolaminas sdo na ordem de
nanomolares e picomolares. O método mais utilizado para a analise dessas
substancias é a CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), que requer um pré-
tratamento extensivo da amostra (SZEPONIK et al., 1995).

Dentre as alternativas utilizadas para determinacdo da adrenalina, cita-se o
biossensor. Trata-se de um sensor que utiliza um material biolégico conectado a um
transdutor. Um biossensor eletroquimico tem sido definido como um dispositivo
integrado com contetudo préprio, capaz de promover informacdo quantitativa ou
semi-quantitativa usando um elemento biologico especifico de reconhecimento retido
em contato espacial direto com um elemento transdutor eletroquimico (THEVENOT
et al., 2001).

O material biolégico é imobilizado em uma membrana adequada, que é
acoplada a superficie do transdutor. Esse dispositivo monitorara o desaparecimento
de algum reagente ou aparecimento de algum produto da reacdo do material
biolégico com o substrato de interesse.

As principais caracteristicas de um biossensor sdo: boa seletividade; relativo
baixo custo de construcdo e estocagem; potencial para miniaturizacéo; facilidade de
automacdo e construcdo de equipamentos portateis. Os elementos biologicos
utilizados podem ser: enzimas, extrato bruto enzimético, tecido animal e vegetal,
anticorpos, antigenos, células, organelas, acido nucléico, receptores, sendo que a
escolha do elemento biolégico do biossensor depende do analito estudado
(ROSATTO et al., 2001).

Os componentes bioldgicos mais utilizados sdo as enzimas, que catalisam
com grande eficiéncia as reagfes bioldégicas e possuem grande seletividade. A
imobilizacdo da enzima no biossensor deve se dar de maneira adequada para nao

desnaturar seu centro ativo. Alguns métodos utilizados para imobilizacdo de enzimas
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sdo: oclusdo em gel, microencapsulacdo, adsorcdo fisica e/ou quimica, ligacdo

quimica covalente, ligacdo quimica covalente cruzada (WILSON; GIFFORD, 2005).
Quanto aos transdutores, nota-se a predominancia do amperomeétrico,

seguido do potenciométrico. Contudo, menciona-se também condutométrico, opticos

e cristais piezoelétricos.

1.1 BIOSSENSORES

O termo biossensor surgiu na literatura cientifica no fim dos anos 70.
Entretanto, o conceito e mesmo a comercializacdo dos biossensores veio antes
disso. O primeiro biossensor conhecido como “eletrodo de enzima” foi demonstrado
por Clark e Lyons (1962), quando acoplaram a enzima glicose oxidase a um
eletrodo amperométrico para medidas de O,. A oxidacdo catalisada pela enzima
diminuiu a quantidade de O, na solucédo teste. Essa diminuicdo foi registrada pelo
eletrodo e mostrou ser proporcional a concentracdo de glicose na amostra. Nos anos
gue se seguiram, os eletrodos de enzima para uma variedade de outras substancias
clinicamente importantes foram demonstrados acoplando as enzimas apropriadas ao
sensor eletroquimico. Entdo, Rechnitz et al. (1977) imobilizaram microorganismos
vivos na superficie de um eletrodo seletivo para o aminoacido arginina e
denominaram-no de sensor bio-seletivo, os autores afirmaram que deixar uma
enzima em seu ambiente natural aperfeicoaria sua atividade bioldgica e melhoraria
as caracteristicas do sensor. O sensor bio-seletivo foi depois encurtado para
biossensor e 0 termo se manteve popular para a uniao entre um material de origem
biolégica e um transdutor fisico - quimico. Os “designs” e as aplicagbes dos
biossensores em varios campos da quimica analitica tém continuado a crescer
desde entao.

Como aplicagOes praticas, biossensores para medicdo de glicose em sangue
integral, plasma e urina tém sido os mais estudados e comercializados ultimamente.
A necessidade de diagnosticar e gerenciar um problema mundial de saude, que é a
diabetes mellitus, tem sido a forca motora dos esforcos académicos e comerciais

para o desenvolvimento de biossensores de glicose.
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Os aparelhos comerciais para medicdo de glicose sdo usados em varios
locais de cuidado a saude incluindo laboratérios, hospitais, postos de saude e por
pacientes para monitoramento proprio da glicose no sangue. A aplicacdo de
biossensores para monitoracdo de glicose é a razdo principal para que o mercado
mundial desses aparelhos, em 2001, tenha sido estimado em US$1,5 bilhdes
(NEWMAN et al., 2001).

De acordo com a IUPAC, um biossensor é definido como um tipo especifico
de sensor quimico que compreende um elemento de reconhecimento biolégico e um
transdutor fisico-quimico (THEVENOT et al., 2001). O elemento biologico é capaz de
reconhecer a presenca, atividade ou concentracdo de um analito em solugédo. O
reconhecimento pode ser tanto por um processo de ligacdo quanto por uma reacao
biocatalitica. A interacdo de um elemento de reconhecimento com o analito alvo
resulta em uma mudancga mensuravel na propriedade da solu¢cdo, como a formacao
de um produto. O transdutor converte a mudanca na solugdo em um sinal elétrico

quantificavel.

1.2.1 Transdutores Amperométricos

Biossensores baseados em transdutores eletroquimicos sédo 0s mais comuns
e mais frequentemente citados na literatura. A amperometria é a técnica
eletroquimica geralmente aplicada em biossensores disponiveis comercialmente. E
uma técnica eletroquimica que tira vantagem do fato de certas espécies quimicas
serem oxidadas ou reduzidas em eletrodos de metais inertes quando se aplica um
potencial constante. Essas espécies quimicas sdo conhecidas como substancias
eletroativas. Trés eletrodos compreendem uma célula amperométrica. O eletrodo de
trabalho € geralmente constituido de um metal como platina, carbono vitreo ou ouro.
Um eletrodo referéncia, geralmente Ag/AgCIl que promove um potencial fixo contra o
gual o potencial aplicado no eletrodo de trabalho é medido e controlado, e um contra
eletrodo que possibilita a aplicagdo de potencial, juntamente com o eletrodo de
trabalho, no sistema em estudo. As espécies a serem monitoradas difundem para a
superficie do eletrodo, onde ocorre a reacdo de oxirreducdo. A corrente resultante

esta relacionada a concentracdo do analito (D’ORAZIO, 2003).



18

1.2.2 Transdutores Coulomeétricos

Técnica eletroquimica relacionada com a amperometria, onde a quantidade
de carga (coulombs) passando entre 2 eletrodos é medida. A quantidade de carga é
diretamente proporcional & oxidacdo ou reducdo de uma substancia eletroativa em
um dos eletrodos. O namero de coulombs transferido nesse processo é relatado

como quantidade de substancia eletroativa pela lei de Faraday:

n= Q/zF 1)

Sendo que z é o numero de elétrons transferidos na reacdo de oxidacdo ou
reducdo, n é a quantidade de substancia reduzida ou oxidada em moles, F é a
constante de Faraday (96,487 C/mol) e Q é a quantidade de carga passando através
da célula em coulombs (D’ORAZIO, 2003, p. 42).

Os biossensores coulométricos ndo sao muito comuns. Como exemplos
pode-se citar a determinacdo de pesticidas organofosforados e também a
identificacdo de subespécies viaveis de Escherichia coli (EVERETT; RECHNITZ,

1998; ERTL et al.,2003).

1.2.3 Transdutores Potenciométricos

A potenciometria consiste na medida da diferenca de potencial entre dois
eletrodos quando a corrente da célula é zero. Os dois eletrodos sdo conhecidos
como indicador e referéncia. O eletrodo indicador desenvolve um potencial variavel
dependendo da atividade ou concentracdo do analito na solugcéo esse potencial é
medido em relacdo a um eletrodo de referéncia. A mudanca no potencial &
relacionada a concentragdo de maneira logaritmica (EGGINS, 1999).

Existem varios exemplos de biossensores utilizando detectores

potenciométricos, como pode ser visto no Quadro 1.
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Quadro 1 - Analitos determinados utilizando-se biossensores com deteccéo potenciométrica.

Analito Autores

Uréia RAJESH et al.(2005)

Etanol ROTARIU; BALA; MAGEARU (2004)
Acetilcolinesterase REHER; LEPKA; SCHWEDT (2002)
Glicose KORMOS; SZIRAKI; TARSICHE (2000)
Acido L — Ascorbico FERNANDES; KUBOTA; NETO (1999)
Lisina SAURINA (1998)

Triglicerideos REDDY et al. (2003)

1.2.4 Transdutores Condutométricos

Uma mudanca na condutividade da solucao tem sido usada como mecanismo
de transducdo em biossensores baseados em enzimas. Condutometria é a medida
da habilidade de ions em solucdo de carregar corrente entre os eletrodos, quando
um potencial alternado é aplicado entre dois eletrodos inertes. Algumas reacfes
enzimaticas, produzindo uma mudanca na forca ibnica da amostra, podem ser
monitoradas por dispositivos condutomeétricos. As aplicacdes de biossensores
condutométricos sdo limitadas e ha necessidade de medir pequenas mudancas de
condutividade em meios com grande forga ibnica. Um eletrodo branco (controle)
deve ser usado (D’ORAZIO, 2003).

1.2.5 Transdutores 6ticos

Os transdutores 6ticos mais comuns sdo baseados nas técnicas: absorgéo,
refletancia, luminescéncia, quimiluminescéncia, interferometria entre outras.

Os instrumentos 6ticos apresentam vantagens tais como dispensar o uso de
eletrodo de referéncia; auséncia de interferéncia elétrica; um reagente imobilizado
ndo precisa estar em contato com as fibras oticas; os aparelhos utilizados séo

altamente estaveis com relacdo a calibracdo; podem responder simultaneamente a
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mais de um analito; tém potencial para um conteddo maior de informa¢des do que
os transdutores elétricos.

As desvantagens consistem em: funcionam somente se reagentes
apropriados forem desenvolvidos; sistemas sujeitos a interferéncia da luz do
ambiente; sdo de dificil miniaturizacdo; s&o menos sensiveis; os tempos de resposta
podem ser longos (EGGINS, 1999).

No quadro a seguir estao listados alguns biossensores com detectores 6ticos.

Quadro 2 - Analitos determinados usando biossensores com detectores 6ticos.

Analito Autores

Glicose MORENO — BONDI et al.(1990)
Bilirrubina Sérica LI; ROSENWEIGZ (1997)

Colesterol TRETTNAK; WOLFSBEIM (1990)
Impurezas da Agua FRENSE; MULLER; BECKMANN (1998)
L-alanina, a-quetoglutarato JANASEK; SPOHN (1999)

1.2.6 Cristais piezoelétricos

A microbalanca piezoelétrica de cristal de quartzo (QMC) é um equipamento
de medida de massa, que opera de acordo com o principio de Sauerbrey: qualquer
mudanca na massa do cristal muda a freqiéncia natural de oscilacdo da QMC

proporcionalmente como descrito na equacao:

AF =-2,27 x 10° . Fy Am/A 2)

Onde: F é a freqUéncia medida, Fq é a freqiiéncia fundamental do cristal de quartzo;
A é a area revestida e Am é a variacdo de massa devido a deposi¢do na superficie
(SU; LI, 2001).

No quadro 3, podem ser observados alguns analitos determinados utilizando-
se biossensores piezoelétricos. Uma area que tem despertado grande atencdo séo

0s cristais revestidos com anticorpos, que oferecem grande seletividade.
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Quadro 3 - Analitos determinados utilizando-se biossensores piezoelétricos.

Analito Autores

Anticorpos de BSA SHONS; DORMAN; NAJARIAN (1972)
Anticorpos para HIV KOSSLINGER et al. (1994)

Pesticidas (atrazina) GUILBAULT; HOCK; SCHMID (1992)
Biossensores de DNA STORRI et al. (1998)

Cocaina ATILLI.; SULLEIMAN (1996)

Atropina WHANZI et al. (1993)

1.3.1 Materiais biolégicos: Enzimas

Uma enzima é uma macromolécula complexa, geralmente uma proteina,
sendo que 1/3 das substancias dessa classe contém um grupo prostético que inclui
um ou mais atomos de metal. Em muitas enzimas, especialmente as utilizadas para
a construcao de biossensores, 0 modo de agédo envolve uma reacdo de oxidagao ou
reducdo que pode ser detectada eletroquimicamente.

A utilizacdo de enzimas na construcdo de biossensores possui certas
vantagens: elas se ligam ao substrato, sdo altamente seletivas, tém atividade
catalitica aumentando a sensibilidade, agem rapidamente. Algumas desvantagens
podem estar presentes: o custo da fonte, da extracdo, do isolamento e da
purificacdo das enzimas € muito alto. Além disso; ha perda de atividade quando
imobilizadas em um transdutor; levando a desativacado depois de um periodo curto
de tempo. Porém uma grande gama de enzimas esta disponivel comercialmente,
geralmente com caracteristicas bem definidas e testadas (EGGINS, 1999).

Apesar das desvantagens mencionadas, as enzimas consistem do material
bioldgico mais utilizado para construcdo de biossensores.

Uma alternativa viavel para contornar alguns pontos desfavoraveis na
utilizacdo das enzimas, como estabilidade e alto custo, e que tem apresentado
desempenho satisfatério € o uso de extrato bruto enzimatico, que além de ser mais
econdmico e estavel, possui um tempo de vida superior ao das enzimas purificadas
(FATIBELLO; VIEIRA, 2002).
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1.3.2 Materiais biolégicos: Tecidos

Tecidos de plantas e animais podem ser utilizados diretamente com minima
preparacdo. Geralmente tecidos contém uma multiplicidade de enzimas e podem
nao ser tdo seletivos quanto as enzimas purificadas. Entretanto as enzimas ficam
em seu ambiente natural e estdo menos sujeitas a perda de atividade. Por outro lado
a resposta pode ser mais lenta, pois ha uma maior diversidade de materiais para
gue o substrato possa se difundir.

Microorganismos e tecidos sdo materiais que englobam diferentes meios que
envolvem as enzimas, o que resulta em diferentes vantagens e desvantagens. Sao
ambos mais baratos do que enzimas isoladas e 0s biossensores confeccionados
apresentam maior tempo de utilizagdo. A enzima pode ser mais estavel a inibicao
por solutos, mudancas de temperatura e pH. A maior desvantagem é a falta de

seletividade, pois contém uma mistura de enzimas (EGGINS, 1999).

1.3.3 Materiais biolégicos: Microorganismos

Microorganismos podem assimilar compostos organicos resultando em
mudanca da atividade respiratoria, e podem assim produzir metabdlitos eletroativos.

A utilizacdo de microorganismos evita etapas de purificacdo, e preserva a
enzima em seu ambiente natural protegendo-a de inativacdo por agentes toxicos
externos, tais como metais pesados (LEI; CHEN; MULCHANDANI, 2006).

Tem como vantagens: serem uma fonte de enzima mais barata do que
enzimas isoladas, menos sensiveis a inibicdo por solutos e mais tolerantes a
mudancas de temperatura e pH, tém maior tempo de vida. Suas desvantagens sao:
algumas vezes tém maior tempo de resposta, tem tempos maiores de recuperacao,
e tal como os tecidos, tém muitas enzimas o que pode diminuir a seletividade
(EGGINS, 1999).
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1.3.4 Materiais bioldgicos: Anticorpos

Organismos desenvolvem anticorpos que sao proteinas que podem se ligar
com um antigeno invasor e remové-lo. O analito de interesse se comporta entao
como o antigeno.

Anticorpos tém sido usados em imunoensaios ha muito tempo, utilizando a
alta seletividade decorrente do reconhecimento molecular dos anticorpos.

Esse tipo de material bioldégico € muito seletivo, ultra-sensivel e se liga
fortemente. A grande desvantagem do uso desse tipo de material biolégico é que
nao ha, na grande maioria das vezes, o efeito catalitico presente quando se utilizam

as enzimas (EGGINS, 1999).

1.3.5 Materiais biol6gicos: Acidos nucléicos

A especificidade que surge das moléculas complementares de DNA para
duplicar ou hibridizar pelo pareamento de bases oferece uma maneira simples de
detectar sequéncias marcadas de DNA em uma amostra.

Novas tecnologias de biossensores tém sido investigadas baseando-se na
imobilizacdo de filamentos de DNA em diferentes transdutores fisico-quimicos que
convertem o evento da hibridizacdo num sinal elétrico ou 6tico.

Esses biossensores, tém grande aplicacdo em diagnéstico de doencas
hereditarias, monitoramento de expressao de genes e deteccéo rapida de infeccbes
patogénicas ( EGGINS, 1999).

1.4. IMOBILIZACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Existem muitos métodos de imobilizacdo de material biolégico, porém estes

nao podem desnaturar o centro ativo das enzimas utilizadas nos biossensores,
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devendo ser realizada por meio dos varios grupos que nao possuem atividade

catalitica.
1.4.1 Oclusao em matriz de polimero

Envolve confinamento da enzima dentro dos espacos intersticiais das ligacdes
covalentes cruzadas de um polimero insoltvel (poliacrilamida, nylon, polimeros

condutores como o polipirrol, entre outros). Neste processo, 0 monémero, 0
catalisador de polimerizacdo e a enzima a ser ocluida sdo misturados em uma
solucdo tampdo. A estrutura do polimero formada ndo permite a difusdo de
moléculas grandes de enzima pelos espagos intersticiais, mas as moléculas
menores do substrato podem difundir-se livremente (CAPELATO; FATIBELLO
1992).

A vantagem desse método € que a reacao entre substrato e enzima nao sofre
grandes modificagbes, pois a imobilizacdo praticamente n&do altera a estrutura da
enzima. Essa técnica possui algumas desvantagens: barreiras sao criadas inibindo a
difusdo do substrato que diminui a velocidade da reacdo e o tempo de resposta do

sensor; ha perda de atividade enzimatica através dos poros do gel (EGGINS, 1999).

O
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-. ~ - z
Figura 1 - Oclusdo em matriz de polimero.
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1.4.2 Microencapsulacao

Envolve o confinamento das enzimas em pequenas esferas de membranas
semipermeaveis com poros que permitem a livre movimentacdo de substrato e
produtos da reagdo enzimética. O principal tipo de membrana utilizada sdo as de
acetato de celulose, poliacrilamida, policarbamato, colageno e polifluoretileno
(PTFE). Foi o método usado para o primeiro biossensor de glicose no eletrodo de
oxigénio (EGGINS, 1999).

Tem como vantagens a fixacdo proxima entre o material bioldégico e o
transdutor, e permite a imobilizacdo simultdnea de varias enzimas. Tem boa
estabilidade quando é exposto a mudancas de temperatura, pH, forca iénica, E° e
concentragcdo de substrato. Além disso, sua configuracdo limita a contaminagéo e a
biodegradacéo e ainda previne contaminacéo se usada "in vivo”.

Porém, a necessidade de alta concentracdo de proteina para a
microencapsulacao, a restricdo de passagem de substrato de baixo peso molecular
através dos poros da membrana e dificuldades em se fixar essas microcapsulas na

base dos sensores dificulta a aplicacdo desta técnica.

® ©
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Figura 2 - Microencapsulacao.

1.4.3 Adsorcao fisica

A adsorcao do material biologico em suportes insolGveis resulta em interacdes

do tipo ibnico, polar, ligacbes de hidrogénio ou hidrofébicas. Muitas substancias
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adsorvem enzimas em suas superficies, tais como alumina, celulose, grafite, silica-
gel, vidro e coladgeno. Nenhum reagente é necessario, ndo ha passo de limpeza e ha
menor ruptura da estrutura enzimatica.

A grande vantagem desse método € a simplicidade e a grande variedade de
suportes que podem ser utilizados, possui, porém, a desvantagem de a enzima
adsorvida ser extremamente dependente de fatores tais como pH, solvente,
substrato e temperatura (SCOUTEN; LUONG; BROWN, 1995).

o

Figura 3 - Adsorcao fisica.

1.4.4 Ligacdo covalente em suporte

Realizada por meio de ligacdo covalente de grupos funcionais ndo ativos da
enzima a grupos reativos (hidroxila, carbonila, fenol, tiol, imidazol, amino) ligados na
superficie solida de um suporte insollvel. Para proteger o sitio ativo, a reacdo €
conduzida na presenca do substrato (EGGINS, 1999).

Os suportes insoliveis mais utilizados incluem polimeros sintéticos (agar-
agar, dextrana, sefarose, etc) e materiais inorganicos (6xidos metalicos e pérolas de
vidro com porosidade controlada).

A vantagem desse método € que a enzima nao sera liberada durante o uso,
pois forma um complexo estavel com o suporte mostrando-se assim satisfatorio para
producdo e comercializagdo. Como desvantagem, além do processo de imobilizagédo
ser complicado e consumir tempo, existe a possibilidade de perda de atividade

devido a reacdo de imobilizacdo envolver grupos funcionais necessarios para a
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atividade biolégica, o que pode ser minimizado pela imobilizagdo na presenca do
substrato ou inibidor do material biolégico (SCOUTEN; LUONG; BROWN, 1995).

Figura 4 - Ligacg&o covalente em suporte.

1.4.5 Ligagéo cruzada

A ligacdo cruzada utiliza reagentes bifuncionais para ligar o biomaterial a
suportes solidos. O método baseia-se na formacéo de particulas macroscopicas em
decorréncia da formacao de ligacbes cruzadas entre as moléculas de enzimas e/ou
moléculas de suporte inerte com reagentes funcionais. Alguns dos reagentes
utilizados sé@o glutaraldeido, hexametileno diisocianato e 1,5 — dinitro — 2,4 —
difluorobenzeno (EGGINS, 1999).

E um procedimento simples que possibilita forte ligacdo quimica das
biomoléculas, também € muito usado na estabilizacdo de enzimas adsorvidas
fisicamente que s&o covalentemente ligadas a um suporte. Existem algumas
desvantagens quando se utiliza esse método: além da reacdo utilizada ser de dificil
controle, causa danos a enzima, portanto é necessaria uma grande quantidade
desta, além de limitar a difusdo do substrato (SCOUTEN; LUONG; BROWN; 1995).
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Figura 5 - Ligagéo cruzada. Fonte: FATIBELLO,
CAPELATTO (1992).

1. 5 POLIFENOLOXIDASE

A enzima utilizada no presente trabalho foi uma polifenoloxidase.

As enzimas polifenoloxidase (PFO), também conhecidas como catecol
oxidases, tirosinases ou catecolases, foram descobertas em 1985 por Bourquelot e
Bertrand e sdo amplamente distribuidas, ocorrendo em animais, plantas, fungos e
bactérias (UNAL, 2007).

PFO séo enzimas com um centro dinuclear de cobre, que sdo capazes de
inserir oxigénio em um grupo hidroxila de um anel aromatico existente, seguida pela
oxidacdo do difenol & quinona correspondente (MAYER, 2006). As quinonas sao
compostos que podem espontaneamente complexar varios tipos de moléculas em
grandes estruturas, incluindo proteinas, lipidios, acidos nucléicos e carboidratos,
levando a formacdo de uma variedade de compostos escuros. Esta entdo associada
a deterioragdo de alimentos, provocando o chamado escurecimento enzimatico.

A funcéo fisiolégica da PFO em células de plantas esta ainda indefinida,
porém muitos relatos indicam que seria de defender a planta contra patdégenos e
ataques de insetos (MELO; SHIMIZU; MAZZAFERA, 2006). O fato da atividade da
PFO poder ser induzida por fatores bioticos e abioticos, como danos causados por
herbivoros, fungos e bactérias, danos mecéanicos, regurgitacdo de insetos e por
tratamentos com compostos que sinalizam a via octadecandide, € evidéncia

adicional do envolvimento das PFO nos mecanismos de defesa das plantas.
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O modo de acao proposto para as PFO é baseado na sua capacidade de
oxidar compostos fendlicos quando o tecido é danificado (MELO, SHIMIZU,
MAZZAFERA, 2006). Nessa situacdo a ruptura dos plastidios, o compartimento
celular onde se encontra as PFO, leva a enzima a entrar em contato com 0s
compostos fendlicos liberado pela ruptura do vacuolo, a principal organela
armazenadora desses compostos.

As quinonas formadas podem agir de varias maneiras levando a protecao das
plantas por meio de sua alta capacidade de reagir com outros compostos celulares,
elas podem limitar o desenvolvimento de doencas nos locais infectados, prevenindo
0 avanco da infeccdo e/ou gerando um ambiente téxico que inibira o crescimento
dos patdgenos dentro da célula; através da habilidade de alquilar proteinas, ligando-
se covalentemente a aminoacidos susceptiveis a alquilacdo, como lisinas, cisteina e
metionina, reduzindo a biodisponibilidade dessas proteinas; capacidade de reagir
com outros compostos fendlicos, aumentado a formacédo de polimeros, ligacdes
covalentes e condensacao com mais proteinas, levando a barreiras adicionais que
podem prevenir os patégenos de entrar na célula (MELO; SHIMIZU; MAZZAFERA,
2006).

1.6 MEDIDAS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de enzimas pode ser medida pelo consumo de oxigénio utilizando-
se a técnica de Warburg ou um eletrodo de oxigénio, determinacdo com
Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (CLAE) com deteccdo eletroquimica e
também pode ser feita a determinagdo espectrofotométrica (DAWSON; MAGEE
1955; Ll et al., 1988; SUMMER; MYRBACK, 1951).

Quanto as medidas espectrofotométricas, estas sao utilizadas para se
acompanhar o desenvolvimento de uma reacdo enzimatica que possua um produto
ou reagente que absorva radiacdo ultravioleta ou visivel. Assim, em condi¢cdes
adequadas, a velocidade da reacdo é proporcional a quantidade de enzima presente
no extrato. Como muitas enzimas ainda ndo sdo encontradas puras, ndo é possivel
quantifica-las, sendo os resultados expressos em unidades de atividade (UA),

definidas arbitrariamente como a quantidade de enzima capaz de aumentar em
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0,001 unidades de absorbancia por minuto (LUPETTI et al., 2003; HARPER, 1973).
Para o célculo da atividade geralmente € utilizada a formula abaixo que relaciona
variacdo de absorbancia (A abs), variacdo de tempo (A T), o passo optico (b) e um
determinado volume de amostra (V) (SUMMER ; MYRBACK, 1951):

A (atividade) = A abs x 1000 / (AT x b x V) 3)

Outra maneira de calcular UA é através da medida da velocidade de reacao
para diferentes propor¢cdes de extrato e enzima, o que, em principio, confere maior
confiabilidade aos resultados (HARPER, 1973).

1.7 ADRENALINA

No presente trabalho foi desenvolvido um biossensor para a determinacao de
adrenalina.

A adrenalina (ou também chamada de epinefrina) € uma catecolamina,
liberada pelo sistema nervoso simpatico e pela medula supra-renal e que atua na
regulacéo de varias funcoes fisioldgicas, em particular na integracéo das respostas a
uma grande variedade de estresses (GILMAN, 1996). As catecolaminas sao
necessarias para proporcionar respostas fisiolégicas rapidas, em emergéncias tais
como frio, fadiga e choque. Neste sentido mobilizam o que se chama de mecanismo
de fuga ou luta (HARPER, 1973).

A adrenalina (Figura 6) funciona como hormoénio atuando em locais distantes
na circulacdo, apresentando ac¢bes farmacoldgicas nos seguintes setores do
organismo (HARPER, 1973; SILVA, 2002).

- Sistema cardiovascular — causa vaso-dilatacdo nas arteriolas dos musculos
esqueléticos e vaso-constricdo das artérias da pele, das mucosas e das visceras
esplancnicas. Também é eficaz como estimulante da acdo cardiaca, aumenta
irritabilidade, ritmo, forca de contragdo do miocardio e o rendimento cardiaco.
Aumenta presséo sanguinea.

- Sistema nervoso central — os efeitos sdo em geral discretos e ja que € uma

substéancia polar e tem dificuldade de atravessar a barreira hematoenceféalica. Efeitos
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que sugerem estimulagdo central, como ansiedade, inquietacdo, tremores, sdo
efetivamente decorrentes das agfes respiratérias e metabdlicas da adrenalina.

- Musculatura lisa das visceras — causa relaxamento dos musculos lisos do
estbmago, intestino, bronquiolos e bexiga urinaria, juntamente com contracdo dos
esfincteres no caso do estdbmago e bexiga. Outros muasculos lisos podem ser
contraidos. O efeito relaxante da epinefrina sobre a musculatura lisa bronquiolar
torna este hormdnio particularmente valioso no caso de ataques asmaticos.

Efeitos metabdlicos: no figado, estimula degradacdo do glicogénio, o que
contribui para capacidade desta substancia de elevar a glicose do sangue. In vivo a
acdo da adrenalina pode resultar em um aumento de glicogénio cardiaco, que
provavelmente € secundario a acdo do horménio sobre o tecido adiposo com
aumento dos acidos graxos circulantes que sdo rapidamente utilizados como
combustivel pelo coracdo. Embora a captacdo da glicose possa estar diminuida, a
glicose que chega ao coracdo € desviada preferencialmente para o glicogénio. In
vivo, 0s acidos graxos do tecido adiposo sdo captados pelo figado e metabolizados
através do ciclo Lynen. Os acidos graxos finalmente ativam a reversdo da via
glicolitica. Isto faz com que o lactato seja convertido a glicose e glicogénio. Desse
modo, apesar do efeito da epinefrina sobre a desintegragéo do glicogénio, no figado,
o glicogénio hepatico pode frequentemente ser aumentado quando a substancia é

administrada in vivo.
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Figura 6- Estrutura quimica da adrenalina: 1,2-benzenodiol -4-(1-hidroxi -2-metilamina etil).

As principais indicacdes da adrenalina como medicamento sdo: alivio de
broncoespasmo, em paradas cardiacas, em reacdes alérgicas graves e prolongar
acao de anestésicos (SILVA, 2002).
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O perfil farmacolégico da adrenalina é relacionado a dose administrada e
ligado a sua afinidade por receptores adrenérgicos — € um agonista dos receptores a
e [3 adrenérgicos.

A estimulacao dos receptores a; e 0, que estdo presentes em todos 0s vasos
sanguineos (a; predominantemente nas artérias e d, predominantemente nas
veias), produz vaso constricdo. A estimulacdo dos receptores 3 , presentes nos
vasos do coracao (B1, B2) € nos vasos dos musculos esqueléticos (B2), e nas artérias
pulmonar, mesentérica superior e esplancnica (32), produz aumento das batidas do
coracao, taxa do coracdo e rendimento cardiaco, com consequente vasodilatacao.
Os efeitos da adrenalina na pressdo sanguinea dependem de qual dos dois
sistemas de receptores € predominante. Isso por sua vez é influenciado pela
concentracédo de adrenalina no plasma, que depende do modo de administracao e
dose injetada (NEAL, 2003).

Baixas doses de adrenalina estimulam receptores (3, adrenérgicos (1 a 2 ug
.min 1) resultam em vasodilatagéo arterial, enquanto em doses moderadas (2 a 10
Hg .min ) estimulam os receptores B; e B, aumentado os efeitos inotrépicos e
cronotropicos. Doses moderadas também estimulam os receptores a,, aumentando
0 retorno venoso ao coracdo. Altas doses de adrenalina (>10 pg .min ) causam
vaso constricdo dos receptores a; e a, (NIEMI, 2005; NEAL, 2003).

A epinefrina é metabolizada na circulacdo, sistema nervoso central, figado e
rim pela monoamina — oxidase (MAO) e catecol- (O) — metil — transferase (COMT).
Uma vez exposta a essas enzimas, a meia vida da adrenalina € muito curta.
Clinicamente, os efeitos de uma administracdo intravenosa de adrenalina durariam
menos que 3 minutos, enquanto se utilizada uma infusdo nao intravascular este
efeito dura de 40 a 120 minutos, dependendo de como o término do efeito € medido
(NEAL, 2003).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a determinacdo de adrenalina
em varias amostras. Estes incluem ensaios fluorimétricos e espectrofotométricos e
meétodos cromatograficos como cromatografia gasosa / espectrofotometria de massa
e CLAE com deteccéo eletroguimica. Desses métodos, a CLAE € o mais usado.
Extracdo preliminar e concentracdo sdo procedimentos necessarios para medir as
concentracbes de adrenalina no plasma. O pré-tratamento mais comum envolve

extracdo com alumina, com ou sem um passo de extracao anibnica. Geralmente as
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amostras sdo analisadas com cromatografia de fase reversa com reagentes de
pareamento i6nico; outros métodos usam coluna de troca catibnica para separar as
aminas extraidas. Deteccdo eletroquimica, usando deteccdo amperométrica ou
coulométrica, € a mais comum para quantificar adrenalina (ROSANO; WHITLEY,
2003).

Alguns exemplos de técnicas de deteccdo de adrenalina estdo mostrados no
Quadro 4.

Quadro 4 - Técnicas utilizadas na determinacéo de adrenalina e suas respectivas faixas lineares.

Técnica Faixa Linear Autor
Fluorimetria 1,4x107 - 2,1x10°® GUO et al. (2002)

mol L
Espectrofotometria 1-12 pg mL* MEDINA; DE CORDOVA;

DIAZ (2000)

Voltametria ciclica 1x10° - 1,3x10* M LIU; HONMA. ZHOU (2005)
FIA com deteccdo 0,05-15 e 20-40 mg L*t TORRES ; ROMERO ;
fluorimétrica CALATAYUD (1998)
Eletroquimiluminescéncia 2x10° — 1x10™“ mol L™ LI; CUI; LIN (2002)
Biossensor 3x107 - 3x10" molL*  MOREIRA; MAGALHAES;
potenciomeétrico LUCCAS (2005)
Biossensor 5x10° -3,5x10* mol L*  FELIX; YAMASHITA;
amperométrico ANGNES (2006)

Biossensor voltamétrico  2x10™-1,2x10° mol LY CARUSO; VIEIRA;
FATIBELLO — FILHO (1999)

CLAE (detector 0 — 270 nmol L™ HANSEN et al. (1999)

de fluorescéncia)

1.8 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:
Construir e caracterizar um minibiossensor empregando polifenoloxidase,

capaz de determinar adrenalina em amostras de interesse farmacéutico tais como
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medicamentos e fluidos bioldgicos. Visando este obijetivo, varias variaveis foram
estudadas: fonte de enzima; atividade enzimética, material e reagentes para a
construcdo do biossensor e caracteristicas analiticas em termos de seletividade,
sensibilidade e exatidao.

Apés a caracterizacdo do biossensor, este foi avaliado para medidas em

medicamentos e in vivo.

1.9 JUSTIFICATIVA

A principal técnica que tem sido empregada para determinacéo de adrenalina
€ a de CLAE o que se explica devido principalmente a sua excelente seletividade.
Contudo, considerando o alto custo de implantagdo e operacdo desta técnica, a
alternativa da determinacéo de adrenalina empregando biossensores ¢é plausivel.

Além disso, as dimensfes do biossensor construido se mostram adequadas
para a possivel utilizacao deste dispositivo in vivo, 0 que possibilitaria a monitoracao
do analito de interesse dentro de um organismo.

A seletividade intrinseca do biossensor propiciada pela enzima e a rapidez
das andlises unidas ao baixo custo de construcdo e implantacdo justificam a

pesquisa proposta.
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2 MATERIAIS E METODOS

Abaixo seguem equipamentos, reagentes e metodologias utilizadas no

presente trabalho.

2.1 REAGENTES

- Epinefrina (Sigma®) utilizada como padrédo e para determinacéo da atividade

enzimatica;

- Dihidrogenofosfato de potassio (Synth®) e hidréxido de sodio (Vetec®)
utilizados na obtencéo do tampao fosfato;

- Polivinilpirrolidona (PVP) - Polyclar K-30 (Henrifarma®), utilizada como
preservante do extrato bruto enzimatico;

- Poli (Cloreto de Vinila) — PVC (Merck®), utilizado no isolamento da parede
externa da agulha de aco inoxidavel;

- Grafite (Synth®), vaselina (Rioquimica®), acrilico auto polimerizante (B&B®),
araldite®, cola de PVC (Akros®), e KCI (Merck®), utilizados no preparo da pasta de
grafite;

- Sulfato de cobre( Vetec®), tartarato de sédio e potassio (Mallinkrodt®), para
preparo do reagente de Biureto;

- Soroalbumina bovina (BSA), usado como padrdo para quantificacdo de
proteinas totais;

- Agar (Biotec®) usado para preparo do eletrodo referéncia (Ag/AgCl);

- Norepinefrina (Fluka®), dopamina (Sigma®), acido L-ascérbico (Vetec®),
acido Urico (Vetec®) e uréia (Vetec®), testados como interferentes;

- Acido nitrico (Merck®) utilizado para descontaminacédo das agulhas e da
vidraria;

- Tetrahidrofurano - THF (Vetec®) utilizado na polimerizagéo do PVC;

- Heparina (Bioclin®) utilizado como anticoagulante nas amostras de sangue;

- Cloridrato de Ketamina (Konig®), utilizado para anestesiar os ratos.
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2.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados no presente trabalho encontram-se no
Laboratério de Analise Quimica de Farmacos da Universidade Federal de
Alfenas.

- Espectrofotdmetro —Shimadzu® UV 2401, utilizado na determinacdo da
atividade enzimatica;

- Par de cubetas de quartzo com 1 cm de passo 6tico (Hellma).

- Potencidmetro - Micronal® modelo B 374, utilizado para detecgéo dos sinais
potenciométricos;

- Centrifuga Excelsa Baby | — Fanem®, utilizada na preparacéo do extrato

bruto enzimético;

- Agitador magnético — Fisatom®, utilizado nos testes em célula de 30 mL;

- Balanca analitica - Sartorius® modelo BP 210S para pesagem dos
reagentes;

- Amostrador automatico descrito por FIGUEIREDO et al. (2006) para leitura
dos padrbes e amostras;

- Microsoft Excel® e Origin® , utilizado para tratamento dos dados;

- Eletrodo de referéncia de calomelano Analyser® utilizado nas medidas com
biossensor de agulha;

- Fio de prata para confeccdo do eletrodo referéncia Ag/AgCl, retirado de
eletrodo de vidro Analyser®;

- Interface modelo Lab PC com resolucéo de 12 bits (National instruments®).

2.2.1 Outros Materiais

- Liquidificador — ARNO® e gazes (MedGauze®), utilizados no preparo do
extrato bruto enzimatico;
- Agulhas de aco inoxidavel Ibras® e tubos de poetileno 0,4 mm e 0,8 mm d. i

(Reyglass ®), utilizados para a confec¢do dos minibiossensores.
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2.3.1 Obtencéo do extrato bruto enzimético (EBE)

Para obtencdo do EBE de varios vegetais, fontes conhecidas de polifenol
oxidase tais como: abobrinha (Cucurbita pepo L.), batata doce (Ipomoea batatas (L.)
Lam), mandioca (Manihot sculenta), batata (Solanum tuberosum L.), inhame
(Colocasia sp.), berinjela (Sonalum melogena), banana (Musa sp.).

O seguinte procedimento foi adotado: uma massa de 25,0 g do vegetal
descascado foi picada e misturada com 100 mL de tamp&o fosfato 0,200 mol L™,
preparado utilizando—se fosfato de potassio monobasico (KH,PO4) e o pH 7,00 foi
ajustado com hidroxido de sodio (NaOH). Ainda foram adicionadas 2,50 g de agente
protetor polivinilpirrolidona (PVP) e o extrato foi processado em um liquidificador
durante 3 min. A mistura foi filtrada em gaze dobrada em quatro e centrifugada a
5.000 rpm durante 30 min, a 25°C. A solugdo sobrenadante foi armazenada no
refrigerador a 4°C e usada como fonte enzimatica (ROSATTO et al.,, 2001,
FATIBELLO FILHO; VIEIRA, 2002; FATIBELLO FILHO; LUPETTI; RAMOS, 2003;
CARUSO; VIEIRA; FATIBELLO FILHO, 1999; SIGNORI; FATIBELLO, 1994).

O procedimento de obtencdo do extrato estd mostrado esquematicamente na

PVP
+
& *

figura 7.

2,50 g
250 100 mL tampéo fosfato
9 0,100 mol L (pH = 7,00)
-
3 min

Figura 7: Esquema do procedimento de preparagéo do extrato bruto enzimatico.
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2.3.2 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da PFO presente no EBE de vegetais foi determinada em
triplicatas pela medida de absorbancia em 410 nm, monitorando a formacao da
epinefrinoquinona (CARUSO; VIEIRA; FATIBELLO FILHO, 1999) conforme reacédo

descrita na figura 8.

OH
O NH_
~N CHj
=
O Epinefrinoquinona
PFO
OH
HO NH_
CHg
HO Epinefrina

Figura 8 :Reacdo da epinefrina em presenca de PFO, resultando na formacdo da
epinefrinoquinona.

Mediu-se a velocidade de reacdo para as misturas reacionais contendo
diferentes volumes de EBE de 0,05 a 0,20 mL, com incrementos de 0,05 mL , 2,40
mL de adrenalina 5,00x102 mol L * e completa-se o volume com tamp&o fosfato
0,100 mol L (pH = 7,00) para 3,00 mL em cubeta de quartzo. A atividade
enzimatica € numericamente igual ao coeficiente angular do grafico da velocidade
em funcdo da quantidade de enzima multiplicado por mil (HARPER, 1973;
MOREIRA; MAGALHAES; LUCCAS, 2005).

O procedimento adotado esta esquematicamente mostrado na figura 9.
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0,05a0,20 mL de 240 mL Tampao fosfato
enzimatico mol Lt (pH=7,00)

Figura 9 : Procedimento adotado para medidas de atividade enzimatica.

2.3.3 Determinacao da concentracao de proteina total pelo método de Biureto

Com o intuito de se verificar a estabilidade das proteinas no extrato bruto
enzimatico e também calcular a atividade enzimética relativa, foram feitas
determinacdes de proteinas totais no extrato bruto enzimatico empregando o metodo
de Biureto (SUMMER; MYRBACK, 1951).

A curva analitica foi preparada a partir de uma solucdo estoque de BSA de
1,000 g L™. As concentracées estudadas foram de: 33,3 ; 100,0; 166,7; 233,3; 333,3;
400,0; 500,0 mg L™. As leituras foram realizadas no espectrofotdmetro a 540 nm.

Para as medidas de proteina no extrato bruto a volumes de 50, 100 e 150 yL
foram adicionado o reagente de Biureto, completou-se o volume para 6,0 mL e o

tubo foi levado ao banho maria por 15 min e as leituras foram feitas em 540 nm.

2.3.4 Preparagéao do sensor

A construcdo dos eletrodos foi realizada de maneira semelhante a proposta
por Abdel-Hamid; Atanasov e Wilkins(1995).
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Uma agulha de aco inoxidavel (calibre = 18) foi cortada em uma das
terminagfes para remover a tampa de plastico, e a extremidade foi alisada usando
lixa. A agulha foi mergulhada em acido nitrico concentrado (ca. 10 segundos),
lavada com agua destilada e seca.

A pasta de grafite foi obtida misturando-se grafite em pé e volumes variaveis
de PFO (foram testados biossensores contendo de 25 a 300 unidades de enzima)
em um almofariz com pistilo, por 20 minutos. Em seguida foi misturada vaselina, por
mais 20 minutos. Foi utilizada uma proporcédo de 75:25 % em massa de grafite e
vaselina (VIEIRA, 2000). A pasta foi introduzida no interior da agulha de ago
inoxidavel ou tubo de polietileno (figura 10). Aléem da vaselina, outras substancias
foram testadas para a confec¢édo do biossensor de agulha inoxidavel, como mostra o

quadro 5.

Quadro 5 : Substancias utilizadas no preparo do biossensor.

Substancia Proporcao (m/m)

Araldite® 75% grafite + 25% Araldite®

Cola PVC 75% grafite + 25% Cola PVC

KCI 75% grafite + 25% KCI

Acrilico auto - polimerizante 75% grafite + 25% Acrilico auto —

polimerizante

’ + EBE

0,3759

Introducgéo na
agulha ou tubo
de polietileno

20 min

20 min

0,125g

Figura 10 : Procedimento adotado para preparo da pasta de grafite.
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O interior da agulha faz o contato elétrico com a membrana de pasta de
grafite, e o exterior da agulha é isolado com um polimero PVC como mostra a figura
11.

Camada exterior

isolada com PVC Grafite em p6 +

vaselina+ PFO

Agulha de ago
inoxidavel

Figura 11 : Desenho esquemético do minibiossensor construido com agulha.

Para a construcao dos sensores com tubos de polietileno de 0,4 e 0,8
mm de di@metro interno, um fio de cobre foi utilizado para fazer o contato elétrico.
Na figura 12 pode ser visto um dos biossensores construidos com tubo de
polietileno. Os biossensores de diametros diferentes foram testados em duas

concentracdes: 8,00 x 10° mol L™ e 8,00 x 10 mol L™.

Figura 12 : biossensor preparado com tubo de polietileno 0,4 mm d. i.
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2.3.5 Preparo do eletrodo referéncia Ag/AgCl

Um tubo de polietileno de 0,40 mm d. i. foi preenchido com solug&o 3,00 mol
L™ de KCI. Para a ponte salina foram preparados 20,00 mL de uma solucdo saturada
de KCI e esta foi aquecida juntamente com 2,00 g de agar. Esta solucéo foi aspirada
para dentro do tubo de polietileno para que a ponta (£ 1 cm) deste fosse preenchida
com a solucéo (LI et al., 2000).

O fio de Ag/AgCI utilizado na construgéo do eletrodo de referéncia foi retirado
de um eletrodo de vidro quebrado, considerando que as medidas de potencial foram
computadas como a diferenca entre o sinal da linha base e valor maximo, tem se,
portanto que o valor absoluto do potencial do eletrodo de referéncia nao influencia

na exatidao das medidas.

2.3.6 Avaliacao e caracterizacdo do sensor

Os sensores primeiramente foram testados com solugdes padrao de
adrenalina (1,50x10° a 1,10x102 mol L™ com incrementos de 1,30x10° mol L) em
uma célula (volume de 30 mL) agitada magneticamente. Um eletrodo comercial de
calomelano foi empregado como eletrodo de referéncia.

A resposta do sensor foi testada frente a interferentes fisioldgicos comuns
(como norepinefrina, dopamina, acido urico, acido L-ascorbico e uréia). Aliquotas de
solucbes desses interferentes foram introduzidas na célula de medida a fim de
produzir concentragBes proximas aos niveis fisiolégicos dessas substancias no
sangue total (YANG; ATANASOV; WILKINS., 1999; ABDEL-HAMID; ATANASOQV;,
WILKINS, 1995). A concentracdo de adrenalina foi mantida em 8,00 x 10®° mol L™,
sendo que todas as solucfes foram preparadas em tampao fosfato pH = 7,00. Todos

os interferentes foram testados em trés concentracdes diferentes conforme segue:

Para acido ascérbico, cuja concentracdo normal no sangue é de 0,600
mg/100 mL, foram testadas soluc¢des de 0,100; 0,600 e 1,70 mg/100 mL.
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Para o &cido Urico, cuja concentracdo normal no sangue é de 70,0 mg L™,
foram testadas solucdes de 50,0, 70,0 e 140 mg L™.

Quando a noradrenalina, que tem valor normal no sangue de 1,70 pg L™, foi
testada as solu¢des foram de 0,850; 1,70 e 3,40 yg L™.

Para o teste com uréia, que tem valor sanguineo normal de 40,0 mg L™, as
solucées eram de concentracdo 14,0, 40,0 e 80,0 mg L™

No teste com dopamina (concentracdo normal = 30,0 ng L) as solucgéo
utilizadas foram 15,0, 30,0, 60,0 ng L™

2.3.7 Amostras

Amostras de medicamentos : foram utilizadas ampolas de solu¢cdo aquosa
de adrenalina 1,000 g L™ sem tratamento, realizando apenas diluicdo para baldo de
25 mL em HCI 0,01 mol L. As amostras foram adquiridas na clinica odontolégica da
Universidade Federal de Alfenas.

Para validacdo, foram feitas comparacbes com o0 método descrito na
FARMACOPEIA BRASILEIRA (1977). Segundo este método, fazendo-se uma
varredura no espectrofotometro entre 230 e 350 nm, a epinefrina na presenca de
1,00x102 mol L™ de HCI apresenta absorcdo méaxima em 280 nm.

Para a curva analitica foram utilizados padrées de 8,00x10° ; 1,60x10™*:
2,40x10™%; 3,10x10™ mol L™,

Amostras de sangue : O sangue foi coletado utilizando-se duas gotas de
solucéo de heparina (comercial), para cada cinco mL de amostra. As amostras foram
diluidas 1:10 com soro fisiolégico para o preparo dos padrées da curva analitica. As
concentracdes estipuladas para a curva analiticas (10 padrdes) foram de 8,00x10*2
a 8,00x10° mol L™* com incrementos de uma deca de unidade.

Medidas in vivo: Para as medidas in vivo, foram utilizados 5 ratos machos da
linhagem Wistar com idade entre 60 e 75 dias. O biossensor foi introduzido na veia
jugular ou cavidade peritoneal (Figuras 13 e 14) do animal.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina para realiza¢do do
procedimento cirGrgico. Este trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica da

Universidade Federal de Alfenas (Anexo A).
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Figura 13 : Ratos utilizados para medidas in vivo com eletrodos inseridos na cavidade peritoneal.

Figura 14 : Ratos utilizados para medidas in vivo com eletrodos inseridos na veia jugular.
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Apés implantagcdo dos eletrodos no animal, cerca de 15 minutos foram
necessarios para estabilizar a linha base. Partindo-se do principio de que ratos
Wistar machos possuem aproximadamente 16,0 mL de sangue (BALASZCZUK et
al., 2002), os calculos foram feitos para que ao injetar 0,300 mL de uma solucéo de
adrenalina 6,56x10™° mol L™ a concentracdo final do analito no sangue fosse de
1,23x10® mol L™*. A mudanca do potencial do eletrodo implantado no animal foi

monitorado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Inicialmente foi obtido o extrato bruto enzimatico de diferentes fontes
conforme descrito no item 3.2 abaixo. Para o calculo da atividade enzimatica (UA) foi
utilizada a técnica de medidas da velocidade da reacdo enzimética. A Figura 17
mostra as medidas em triplicata de 4 concentragdes diferentes de extrato bruto
enzimatico de banana. As meédias das medidas foram inseridas nas curvas
apresentadas nas Figuras 15, 16, 17 e 18 cujos coeficientes angulares indicam o
valor de UA do extrato.

As atividades enzimaticas também foram medidas através da formula abaixo
e 0s resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

A (atividade) = A abs x 1000 / (AT x b x V)

0,8 —— 0,05 mL
: ——0,10 mL
0,7 ——0,15mL
——0,20 mL
0,6
(7]
o]
< 0,54
0,4 /
0,3
0,2_ /
T T T T T T T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Tempo (min)

Figura 15 - Velocidade de reacdo para diferentes concentracdes de extrato bruto de banana
(Musa sp.).
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Tabela 1 - Concentracdo de proteina; atividade calculada através da formula (F) e da curva de
velocidade (C) seguidas de suas atividades especificas (AE) definidas como unidade por
miligrama de proteina.

Dia Proteina Atividade da polifenol oxidase
(mg mL ™) F AEF C AEC
1 16,81+0,61 952,8+27,5 56,93+6,75 1742+128,2 103,9%7,6
2 15,31+1,22 929,2+445,8 60,53+6,72 1985+67,68 129,6+4,4
3 16,04+0,89 897,9+10,1 55,98+4,89 2164+46,67 136,4+2,9
5 18,81+0,33 918,2+61,3 48,81+10,04 1376+103,2 73,13%5,5
6 18,13+0,57 864,0+37,8 47,66+9,03 2262+164,7 123,5+9,1

AEr = atividade especifica calculada pela férmula; AEc = Atividade especifica calculada pela
velocidade da reacéao.

Para a determinacdo de proteina total no extrato bruto (Tabela 1) foi
empregado o método do Biureto. A curva analitica apresentou a seguinte equacao
(A = 0,0383C -0,0285, R? =0,9959). As concentraces de proteinas totais foram
empregadas para o calculo da atividade especifica, a qual leva em consideracdo néo
apenas a atividade do extrato, mas também a concentracdo da enzima (Fatibello,
Vieira, 2000) e assim tem-se uma representacdo mais adequada da atividade
enzimética. Constatou-se que ndo houve uma degradacdo apreciavel de proteinas
durante o periodo estudado e, portanto as atividades e atividades especificas

apresentaram perfis semelhantes em funcéao do tempo.

3.2 ESTUDO DA FONTE ENZIMATICA

As medidas de atividades enzimaticas (conforme mencionado no item 3.1)
foram feitas com extratos extraidos dos seguintes vegetais: berinjela, mandioca,
inhame, abobrinha, batata doce, batata e banana, a fim de se obter a melhor fonte
enzimatica. Os resultados obtidos estdo mostrados nas Figuras 16, 17 e 18.

Alguns dos vegetais utilizados nédo apresentaram bons resultados em relagao
a atividade enzimatica, ndo pela auséncia da enzima nestes, mas provavelmente
pela velocidade com que esta reage, o que pode ser evidenciado na medicdo da

atividade da berinjela (Figura 18b).
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Figura 16 - Medidas da atividade enzimatica de: a — abobrinha; b — batata doce .
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Sendo a PFO uma familia de enzimas (MAYER, 2006), os resultados
diferentes obtidos para os vegetais sdo justificados pela possivel presenca de
formas diferentes da enzima nos vegetais usados.

Os maiores valores foram obtidos com a medicdo da atividade da batata e da
banana. Porém para a batata o mesmo extrato medido (Figura 17) em que a
atividade calculada foi de 730 UA, ap0s dois dias de prepara¢cdo, mesmo com a
utilizacao do conservante PVP que se liga a fendis impedindo a reacdo destes com a
PFO, como indica Rocha e Morais (2001), teve a atividade diminuida para 95 UA. A
utilizacéo da batata foi entdo descartada devido & instabilidade do extrato.

Os melhores resultados foram obtidos para a banana sendo que o extrato
apresentou atividade durante pelo menos uma semana apos a preparacdo (Figura
19). Utilizou-se entédo para a construcdo dos sensores, descritos a seguir, 0 extrato
deste vegetal. Parte dos estudos sobre atividade de polifenoloxidadase foi publicado
na revista Infarma, v. 19, n. 9/10, p. 33-35, 2007(APENDICE A).

3.3 CONSTRUCAO DOS SENSORES

Os primeiros minibiossensores foram construidos com agulha de aco
inoxidavel e PVC como isolante.

Foram testados: vaselina, cola de PVC, Araldite®, PVC, KCI e acrilico auto-
polimerizante para compor a pasta de grafite. Como pode ser demonstrado pela
Tabela 2, ndo foram obtidos sinais utilizando-se o Araldite®, o PVC, a cola de PVC e
o KCIl. Porém, os biossensores preparados com vaselina e acrilico auto-
polimerizante geraram resposta para o analito.

Considerando os resultados mencionados para o biossensor montado com a
agulha, optou-se pela utilizacdo da pasta de grafite preparada com o acrilico devido
ao maior sinal obtido com 0 mesmo.

Para os biossensores confeccionados utilizando os tubos de polietileno, a
pasta de grafite introduzida foi a preparada com a vaselina que neste caso

apresentou melhores resultados e maior facilidade de introducéo do material.
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Vale lembrar que foram feitos eletrodos controle (sem enzima) e esses néo
produziram sinais para adrenalina confirmando, portanto que a enzima PFO é a

responsavel pelo potencial formado.

Tabela 2 - Resposta de diferentes biossensores para solugéo: 1,50 x 10 *molL™ de adrenalina em
tampéao fosfato pH=7,00.

Substancia Resposta do sensor
Cola de PVC N&o houve resposta
Araldite® N&o houve resposta
PVC N&o houve resposta
KCI N&o houve resposta
Vaselina 80 mV

Acrilico auto-polimerizante 150 mV

Na Figura 20 estdo apresentadas as medidas feitas utilizando-se um sensor
de acrilico auto-polimerizante e 50 unidades de enzima construido com agulha de
aco inoxidavel. O procedimento para as medidas consistiu em introduzir o eletrodo
na célula de medida e efetuar adicbes sucessivas de quantidades constantes de
adrenalina resultando em concentracées de 1,50x10° a 1,10x10% mol L™* com
incrementos de 1,30x10° mol L™.

Foi observado um efeito de memoria, i.e., o sinal do eletrodo n&o retorna a
linha base quando inserido em solucdo branco isso pode ser atribuido a possivel
adsorcdo do analito na superficie do eletrodo. Contudo, houve boa linearidade
computando as diferencas de potenciais medidos antes e ap0s a introducdo do
eletrodo na solucao.

Com o intuito de restabelecer a linha base foi empregada solucéo de peroxido
de hidrogénio (0,163 mol L") em tamp&o pH = 7,00. Os resultados obtidos com o
emprego de peréxido de hidrogénio foram satisfatorios, i.e., houve retorno a linha
base em aproximadamente 10 minutos. Isso ocorre provavelmente devido a

oxidacdo da enzima e dessorcéo da adrenalina na superficie do eletrodo.
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Figura 20 - Resultados obtidos para o biossensor de agulha com EBE de banana com 50 unidades
de enzima (em agulha). Curva obtida com concentracdes entre 1,50x10° e 1,10x10 mol

LY, incrementos de 1,30x10° mol L™,

O eletrodo construido com tubo de polietiileno apresentou parametros

analiticos mais adequados para a aplicacdo pretendida e também uma maior

facilidade na construgcdo, uma vez que dispensa 0 uso de isolamento com

membrana de PVC. Assim os demais experimentos foram feitos com eletrodos

construidos com tubos de polietileno.

3.4 BIOSSENSORES UTILIZANDO TUBOS DE POLIETILENO

O polietileno por sua natureza ndo condutora dispensa o uso do PVC para

formacdo de uma camada de isolamento. Para os experimentos utilizando esse tipo

de eletrodo, as medidas foram realizadas utilizando o amostrador automatico

descrito por Figueiredo et al. (2006).



55

Nos estudos da influéncia da quantidade de enzima, como pode ser visto na
Figura 21, o que apresentou melhores resultados foi o de 50 unidades, mesmo valor
encontrado por Moreira, Magalhdes e Luccas (2005) utilizando como fonte
enzimatica o inhame.

Foram testados tampdes fosfato com pHs entre 6,0 e 8,0 (Figura 22), devido a
proximidade do pH sanguineo. O pH escolhido para o tamp&o nos experimentos in
vitro foi de 7,00.

O pH otimo para a enzima PFO é dependente da fonte da enzima e do
substrato utilizado. Unal, M. U. (2007), trabalhando com banana (Musa cavendishii)
como fonte enzimética e catecol como substrato, encontrou 2 pHs 6timos: 5,50 e
7,00.

50 -
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S 30 -
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0 50 100 150 200 250 300

Unidades de enzima

Figura 21 - Estudo da influéncia da concentracdo de PFO na construcdo de biossensores. Sinais
obtidos para solucdo de adrenalina 8,00x10° mol L™ em tampao fosfato pH=7,00. As
barras representam os desvios relativos para medidas em triplicata.
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Figura 22 - Influéncia do pH na resposta do biossensor, solu¢cdes aquosas de adrenalina (8,00x10'5
mol L") em tampao fosfato. As barras representam os desvios relativos para leituras
em triplicatas.

Com relagéo ao diametro, os testes foram feitos com tubos de 0,4 e 0,8 mm
d.i., com biossensores construidos utilizando-se a mesma pasta de grafite.

Pode-se verificar observando a Figura 23 que os melhores resultados foram
obtidos com o biossensor de 0,8 mm d. i. Porém, como o intuito final do trabalho foi
o teste in vivo em ratos, o eletrodo escolhido para realizagdo de experimentos
posteriores foi o de 0,4 mm d. i. devido ao calibre da veia jugular do animal.

Para experimentos com animais de maior porte (portanto veias de maior

calibre), o uso do eletrodo de 0,8 mm d. i. deve ser considerado.
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Figura 23 - Biossensores construidos com tubos de polietileno de calibres diferentes para
terminacdes de 8,00x10® e 8,00x10™ mol L™ de adrenalina.

Nos estudos do tempo de resposta para o sensor de polietileno, também foi
observado adsor¢do do analito no biossensor o que dificultou o retorno a linha base,
assim se fez necessaria a utilizacdo de peréxido de hidrogénio. As Figuras 24a e
24b apresentam leituras em triplicata de um padrdo de adrenalina (8,00x10™° mol L™
preparado em tampao fosfato e em amostra de sangue respectivamente com um
tempo de leitura de 20 minutos em cada solugéo.

Apo6s otimizacdo, foi fixado, no amostrador automatico os tempos de 10
minutos para a leitura do sinal do biossensor e 10 minutos para o retorno a linha
base, com essa temporizagdo obteve-se boa preciséo das medidas (0,94 % de

coeficiente de variacdo, n=10) e maior frequiéncia analitica.
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Figura 24 - Leitura de amostras de adrenalina 8,00x10”° mol L™ em: a — tampao fosfato pH=7,00; b-
amostra de sangue.
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3.5 CARACTERISTICAS ANALITICAS — BIOSSENSOR DE POLIETILENO (D.I. 0,4
MM)

A Figura 25 apresenta a curva analitica de adrenalina em tampéo fosfato pH =
7,00. O LD obtido foi de 8,00 x10®° mol L™ e a faixa de resposta linear foi de
8,00x10° a 8,00 x10™ mol L™.

120
A A
100 A
80 +
A
S 60 —
£ y =19,122x + 185,56
w40 R’ = 0,98494
20 4
0 -
I I I I I I I
14 12 -10 8 -6 4 2 0

Log C

Figura 25 - Curva analitica obtida para biossensor de polietileno em tampéao fosfato.

O eletrodo mostra-se, portanto mais sensivel do que eletrodos ja
mencionados na literatura (Quadro 6).

A Figura 26 apresenta a curva analitica de adrenalina em amostras de
sangue. Considerando que a amostra empregada nesse estudo apresentou
concentracfes de adrenalina ndo detectavel, a mesma pode ser utilizada para uma
calibracdo do tipo compatibilizacdo de matriz. Assim, o LD obtido foi de 8,00 x10~
mol L e a faixa de resposta linear foi de 8,00x107 a 8,00x10° mol L*. Os
coeficientes de variacdo das medidas em amostras aquosas e de sangue sempre
foram inferiores a 0,94% e 7,42% respectivamente, indicando a boa precisdo das

medidas.
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Quadro 6 - Eletrodos para determinacéo de adrenalina.

Autores LD (molL Faixa linear (mol L %)
Moreira, L. N.; Magalhdes, C. S.; 1,13 x10° 2,00 x 10™ a 3,00x107°
Luccas, P. O. (2005)
Caruso, C. S.; Vieira, I. C.; 8,20x10° 2,00 x10%a 1,20 x 10
Fatibello, O. (1999)
Felix, F. S.; Yamashita, M.; 1,50x 107 5,00 x 10° a 3,40 x 10™
Angnes, L. (2006)
Este trabalho 8,00x10® 8,00x10° a 8,00x10™
100
80
A
60 —
S 40
E y = 20,478x + 124,23
w R®=0,9948
20
| |
(V) u
2N+ T T T T T T ]
10 9 8 7 -6 5 4 3 2 1

Log C

Figura 26 - Curva analitica obtida para biossensor de polietileno em sangue.

Outro fato importante foi a semelhanca entre as sensibilidade obtidas em
solugbes aquosas e amostra de sangue, 19,122 e 20,478 mV/deca, repectivamente,
0 que o indica que o eletrodo ndo é susceptivel a interferéncia da matriz.
Considerando que a reacdo de oxidacdo da adrenalina intermediada por PFO
envolve dois elétrons nota-se que a resposta do biossensor caracteriza-se como

sub-Nernstiniana.
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3.6 ESTUDO DE INTERFERENTES

Foram testados os seguintes interferentes: acido Urico, uréia, acido ascorbico,
noradrenalina e dopamina. Para os testes, a quantidade de adrenalina mantida
durante todo o experimento foi de 8,00 x 10 mol L™ . Todos os interferentes foram
estudados em trés concentracdes conforme descrito no item 2.3.6 .

As interferéncias mais severas foram observadas para o acido ascorbico.
Esse composto provavelmente interage com a enzima PFO provocando reducdo da
mesma e alterando o sinal analitico. Problemas com &cido ascérbico também foram
encontrados em trabalhos com biossensores desenvolvidos por outros
pesquisadores: No trabalho desenvolvido por Abdel-Hamid, Atanasov, Wilkins (1995)
observou-se uma resposta relativa de 30% para acido ascorbico para um biossensor
desenvolvido para glicose; também para medida de glicose no cérebro
(GEORGANOQUPOLOU et al., 2000) a resposta do biossensor foi diminuida em até
30%, essa interferéncia foi considerada baixa pelos autores. Em ambos os trabalhos
nao se fazem inferéncias sobre o0 mecanismo de atuacgéo do interferente.

Cabe lembrar que as concentracdes que causaram maior interferéncia, para o
acido ascorbico, no presente trabalho, consistem de concentracbes altas e
diferentes das que sdo normalmente encontradas no sangue, a concentracdo (2)
fisiolégica ( 0,60 mg/100mL) apresentou interferéncia desprezivel (2,22 %).

De modo geral, considerando a concentracdo geralmente encontrada nas
amostras de sangue (conc. 2-Tabela 3), as interferéncias ndo foram severas, com
excecdo da noradrenalina e uréia, sendo possivel corrigi-las empregando calibracéo

por compatibilizacdo de matriz ou adicfes de padréo ( item 3.7).

Tabela 3 - Estudo de interferentes para solucdo 8,00x10™° mol L de adrenalina.

Interferente Conc. 01 Conc. 02 Conc. 03
Acido Ascérbico +24,97% +2,22% +113,40%
Noradrenalina - 20,04% - 20,37% + 8,20%

Uréia - 18,66% -17,87% - 29,20%
Acido Urico - 2,02% - 3,81% - 0,90%

Dopamina +5,67% - 5,82% - 8,90%
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3.7 AVALIACAO DA EXATIDAO DO METODO

Para se avaliar a exatiddo das medidas foi empregada comparacdo com o
método espectrofotométrico proposto na farmacopéia (FARMACOPEIA, 1977), no
caso de amostras de medicamentos, e testes de adicdo e recuperagdo para
amostras de sangue.

A curva analitica para solu¢des aquosas de adrenalina em tampéo fosfato pH =
7,00 em espectrofotbmetro (Figura 27) apresentou boa linearidade na faixa de
concentracéo estudada.
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0,8 1
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0,6 y = 3028,8x + 0,0063

R®=0,98359

Abs
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0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
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Figura 27 - Curva analitica de adrenalina, comprimento de onda: 280 nm.

Devido a dificuldade para conseguir as amostras de medicamento, ja que é
vendida somente em farmécias hospitalares, a comparacéo foi feita em apenas uma
amostra de medicamento. Os resultados estdo mostrados na Tabela 4. A precisédo
das medidas em ambos os métodos foram semelhantes (test-F) e os resultado

obtidos foram aprovados no teste-t com 95% de confianca.
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Tabela 4 - Determinagdo de adrenalina por espectrofotometria UV e biossensor potenciométrico.

Amostra Valor rotulado Farmacopéia Biossensor
L™ L™ L™
1 1,000 1,065 + 0,001 1,026 = 0,002
2 1,000 N&o determinado 0,920+0,230
3 1,000 Nao determinado 1,190+0,145

Para verificar a exatiddo das medidas em amostra de sangue, adicionou-se
2,73 x 10 mol L™ de adrenalina a uma amostra e o valor recuperado foi de 2,44 x
10® mol L™, ou seja, 89,4%. O célculo da concentracdo foi feito empregando a
calibracdo por compatibilizacdo de matriz. Cabe mencionar que também a
quantidade de amostras de sangue foram limitadas uma vez que para o0 presente

trabalho utilizou-se apenas cinco animais para as medidas in vivo e in situ.

3.8 MEDIDAS IN VIVO

Como mencionado nos Materiais e Métodos (item 3.8), foram utilizados 5
ratos machos, da linhagem Wistar, com aproximadamente 350g.

Em dois dos ratos utilizados os eletrodos foram inseridos na cavidade

peritoneal (Figura 13), enquanto que os eletrodos foram inseridos nas veias
jugulares (Figura 14) dos trés ratos restantes. O tempo para a realizacdo do
procedimento cirargico e obter os sinais era de aproximadamente 2 h (duracédo do
tipo de anestesia aplicada). Antes que o animal recobrasse os sentidos, este era
sacrificado por aprofundamento da anestesia utilizando éter.
Nos animais em que o sensor foi inserido na cavidade peritoneal, ndo houve
resposta quando adrenalina foi injetada na corrente sanguinea do animal. Chegou-
se a conclusdo que ndo hé irrigacdo suficiente na regido para que a adrenalina
injetada entre em contato com o sensor em quantidades suficientes para ser
detectada por este.

Quando os biossensores foram inseridos na veia jugular dos animais (Figura
14) obtiveram-se 0s sinais que estdo apresentados na Figura 28. Nao foi possivel
esperar a estabilizacdo da linha base devido ao tempo de anestesia do animal.
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Contudo o tempo de resposta do eletrodo foi de aproximadamente quatro minutos.
Nos experimentos, foram injetadas quantidades de adrenalina que conferiam uma
concentracdo na circulagéo do animal de cerca de 1,23 x10° mol L™ , esse valor foi
calculado considerando o volume médio de sangue de um animal (16 mL).

O primeiro sinal obtido foi de 20,5 mV, diminuindo para as injecdes
posteriores da mesma concentracdo de adrenalina ( sinal 2: 9,47 mV; sinal 3: 4,87
mV). As concentracbes de adrenalina calculadas com a curva analitica por
compatibilizacéo de matriz (Figura 24) foram de 8,63x10°, 2,49x10°®, 1,48x10°, para
os sinais 1, 2 e 3 respectivamente, sendo portanto da mesma ordem de grandeza
gue a concentracao injetada. Assim, considerando a complexidade da amostra e do
experimento os resultados foram promissores. A diminuicdo da concentragcédo obtida
nas injecdes sucessivas de adrenalina pode estar relacionada com a metabolizacéo
desse composto no animal.

Pode se notar também (Figura 28), que houve retorno a linha base, i.e., ndo
houve adsorcdo de adrenalina, como ocorreu em solucbes aquosas e medidas in
vitro, esse fato pode ser atribuido a presenca de oxigénio dissolvido na circulacéo do
animal que confere um carater oxidante semelhante ao do peroxido de hidrogénio.
Outro fato importante é a rapida metabolizacdo da adrenalina na circulacdo do
animal o que diminuiu sua concentracdo provavelmente em menos de dois minutos.

Para a determinagédo de adrenalina in vivo ndo foram encontrados trabalhos
na literatura. Mostra-se, porém importante para a verificacdo do aumento da
concentracdo do analito durante intervencdes cirurgicas, o que pode ser indicativo

de parada cardiaca.
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Figura 28 - Registros de medidas in vivo de adrenalina. As injecBes consistem de 0,300 mL de
adrenalina 6,56x10™ mol L™.

Para efeito de comparacédo pode-se mencionar algumas medidas in vivo com
outros sensores:

Para a determinacéo de catecolaminas, pode se mencionar o trabalho de Earl
et al., (1998), em que se implantaram os eletrodos, para medidas voltamétricas, no
cérebro de saguis, embora os animais utilizados possuissem porte parecido com o
dos ratos utilizados no presente trabalho, a preparacdo envolvendo a utilizagcado dos
animais foi maior, tal como submeté-los a ciclos de claro/escuro. Os resultados
mostraram que a voltametria ciclica, neste caso, foi incapaz de detectar o analito em
concentracdes inferiores a 10° mol L* e, portanto, ndo pode ser usada para
monitoracdo da dopamina na auséncia de um estimulo que aumente a concentracao
desta.

Pesquisas com biossensores para lactato inseridos em tecidos musculares
(WU et al.,, 2000) de camundongos, que sdo de facil insercdo pois foram
confeccionados com agulhas de acupultura, mostraram resultados satisfatorios
indicando aumento na concentracdo de acido latico em 15% apds o animal ser
submetido a 10 minutos de exercicio. Apresentaram tempo de resposta de
aproximadamente 3 minutos e faixa linear entre 3,00x10° e 5,40x10° mol L™ para

calibracdo in vitro.
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Estudos realizados para a implantacao de biossensores para determinacéo de
glicose encontram-se mais avangados. Utilizam os mais diferentes modelos animais,
tais como camundongos, ratos, cdes, chimpanzés e humanos (KOSCHWANEZ;
REICHERT, 2007). Estes biossensores podem ser tanto intravasculares quanto
subcutéaneos, sendo que existem certas complicagbes para a implantagéo
intravascular quando sao realizados experimentos de longa duracdo tais como
complicacbes tromboembdlicas e a propagacdo de infeccbes (KOSCHWANEZ;
REICHERT, 2007).

Outro fato importante é dificuldade para se propor técnicas de calibragédo
confiavel, uma vez, que geralmente a calibracdo in vivo é inviavel, assim, como
alternativa se faz a calibragéo in vitro (YANG; ATANASOV; WILKINS -1999; ABDEL-
HAMID; ATANASOV; WILKINS, 1995).

Diante do exposto pode se afirmar que o presente trabalho apresenta
resultados preliminares, devido a pequena quantidade de amostras avaliadas, porém
promissores uma vez que aponta para a possibilidade de emprego de um eletrodo,
simples e de baixo custo, em determinagéo in vivo.

O grupo de Quimica Analitica Instrumental pretende dar continuidade a essa
linha de pesquisa e estd verificando a possibilidade de estudos com animais

maiores.
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4 CONCLUSOES

Dentre os vegetais estudados para extracdo de extrato enzimatico a banana
(Musa sp) foi o mais adequado. O biossensor construido com 50 UA foi o que
apresentou melhor resposta e o melhor pH foi de 7,00.

Eletrodos construidos com tubos de polietileno apresentaram resultados
melhores que os construidos com agulhas.

Para medidas em solu¢cbes aquosas e in vitro observou-se morosidade no
retorno a linha base o que pode ser contornado com o emprego de perdoxido de
hidrogénio na solucdo branco. Para medidas in vivo ndo houve problema com
retorno a linha base o que pode ser atribuido ao oxigénio presente na corrente
sanguinea do animal o que confere um meio oxidante adequado para a resposta do
biossensor.

As principais caracteristicas do eletrodo desenvolvido sdo: simplicidade de
preparo, baixo custo, tamanho adequado para medidas in vivo, e desempenho
satisfatorios, em termos de precisdo e exatiddo, para determinacdo de adrenalina
em amostras de medicamentos e sangue. Quanto a medidas in vivo, 0s resultados
preliminares foram promissores mostrando a possibilidade de utlizacdo do

biossensor.
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INTRODUGAOQ

As enzimas polifenol oxidases (PFO), também, co-
nhecidas como catecol oxidases, tirosinases ou cateco-
lases, foram descobertas, em 1895, por Bourquelot e
Bertrand (WHITAKER, 1972). Sao encontradas em altas
concentracdes em cogumelos, batata, abacate, folhas de
cha, maga e banana (Musa sp.), entre outros, e estao liga-
das ao processo de escurecimento da parte comestivel dos
organismos em que estdo presentes, denominado escure-
cimento enziméatico. As PFO catalisam a oxidacao de com-
postos fendlicos, promovendo a formacdo de o-quinonas,
que passam por varias reacbes levando & formacio dos
pigmentos escuros. Esses compostos fenélicos, como a
adrenalina, tém sido utilizados como substrato para medir
a atividade enzimatica no extrato bruto de vegetais.

A atividade dessas enzimas pode ser medida pelo
consumo de oxigenio utilizando-se a técnica de Warburg
(DAWSON & MAGEE, 1955) ou um eletrode de oxigénio
(MAYER et al., 1966); determinacao com Cromatografia
Liquida de Alta Resolugao (CLAE) com detecgdo eletroqui-
mica (LI et al., 1990) e também pode ser feita a determi-
nacio espectrofotométrica (SUMMER & MYRBACK, 1951).

Quanto as medidas espectrofotométricas, estas sao
utilizadas para se acompanhar o desenvolvimento de uma
reacao enzimatica que possua um produto ou reagente que
absorva radiacao ultravioleta ou visivel. Assim, em condi-
coes adequadas, a velocidade da reacdo & proporcional a
quantidade de enzima presente no extrato. Como muitas
enzimas ainda nao sae encontradas puras, nao é possivel
quantifica-las, sendo os resultados expressos em unida-
des de atividade (UA), definidas arbitrariamente como a
quantidade de enzima capaz de aumentar em 0,001 uni-
dades de absorbancia por minuto (LUPETTI ET. al., 2003;
HARPER, 1973). Para o célculo da atividade geralmente
é utilizada a férmula abaixo que relaciona variacao de

absorbancia (A abs), variagao de tempo (A T), o passo
(b) e um determinado velume de amostra (V) (SUMMER &
MYRBACK, 1951):

A (atividade) = A abs x 1000 / (AT x b x V)

Outra maneira de calcular UA é através da medida da
velocidade de reacdo para diferentes proporgdes de extra-
to e enzima, o que, em principio, confere maior confiabi-
lidade aos resultados (HARPER, 1973).

Devido & praticidade do emprego da formula, a maio-
ria dos trabalhos gue enfocam construcdo de biossensores
utiliza-se desta ferramenta para o calculo da atividade en-
zimatica. Este trabalho objetivou um estudo comparative
entre as duas técnicas espectrofotométricas supracitadas
de medida de atividade enzimatica da PFO. Tal enzima tem
sido usada na construcao de hiossensores para a determi-
nacao de diversos analitos (MOREIRA et al., 2005; LUPETTI
et al., 2003; FATIBELLO & VIEIRA, 2002; ROSATTO ET. al.,
2001; CARUSO ET. al., 1999; SIGNORI & FATIBELLO, 1994).

MATERIAL E METODOS

Reagentes e solugdes

Foram utilizados os seguintes reagentes: Adrenalina,
Sigma®; Dihidrogenofosfate de potéssio, Synth®; Hidroxi-
do de sodio, Vetec®; Polivinilpirrolidona (PVP), Henrifar-
ma® ; Soroalbumina bovina (BSA), Sigma®; Sulfato de co-
bre, Vetec®; Tartarato de sodio e potassio, Mallinkrodt®.

Todas as solugdes foram preparadas com agua
Milli-Q®.

Equipamentos
Foram utilizados os seguintes equipamentos: Espec-
trofotometro UV -Vis, Shimadzu® UV-2401 PC; Espectrofo-
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tometro Vis, Femto® 435;Cubeta de quartzo com 1 cm de
passo optico; Centrifuga, Fanem® Excelsa Baby I; Liqui-
dificador, ARNO®; Balanca analitica, Sartorius® BP 210S;
pH-metro, Schott® Handylab, Agitador magnético, Marco-
ni®; Purificador de agua, Milli-Q Academic®.

Obtencao do extrato bruto enzimatico

Amostras de banana foram colhidas na cidade de
Alfenas, MG. Uma massa de 25 g de frutos descascados
foi triturada em 100 mL de tampao fosfato (pH = 7,0) e
2,5 g do agente protetor polivinilpirrolidona (PVP) em um
homogeneizador durante 3 minutos. A mistura foi filtrada
em gaze e centrifugada a 5000 rpm durante 30 minutos
e o sobrenadante foi armazenado a 4 °C e utilizado como
fonte enzimatica (MOREIRA et al., 2005; LUPETTI et al.,
2003; FATIBELLO & VIEIRA, 2002; ROSATTO et al., 2001;
CARUSO et al., 1999; SIGNORI & FATIBELLD, 1994).

Determinagao da atividade enzimatica

Para cada extrato, a atividade da PFO foi determina-
da pela medida em triplicata da absorbancia em 410 nm,
monitorando a formacao da o-guinona.

A velocidade de reacdo foi medida para quatro volu-
mes diferentes (50, 100, 150 e 200 pl) de extrato bruto
misturados a 2,4 mL de adrenalina 0,05 mol L' em um
volume final de reacae de 3 mL completado com tampao
fosfato (pH = 7,0).

A atividade enzimatica foi definida como o coefi-
ciente angular do grafico da velocidade em funcio da
quantidade de enzima multiplicado por 1000 (HARPER,
1973).

A atividade enzimatica também foi determinada
pela férmula descrita por SUMMER & MYRBACK (1951),
onde foram utilizados 2,8 mL da solugao 0,05 mol L de
adrenalina e 0,2 mL do extrato bruto. 0 AAbs foi calculado
para um AT de 3 minutos.

Determinacao da concentragao de proteina total pelo
método de biureto

A determinacao da concentracao de proteina total
das amostras foi feita pelo método espectrofotométrico
de biureto em 540 nm (GORNALL et. al) apds serem agita-
das e incubadas por 15 minutos a 37°C, utilizando-se BSA
como padrio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Fgura 1 apresenta os graficos necessarios para o
céleulo da atividade enzimatica de um extrato pela téc-
nica de medidas da velocidade de reacao enzimatica. Fo-
ram feitas medidas em triplicata de quatro concentragoes
diferentes de extrato bruto a média das medidas foram
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inseridas na curva mostrada na Figura 1b cujo coeficiente
angular indica o valor da UA do extrato, neste caso obten-
do um valor de 2164 UA.

Com o intuito de se verificar a estabilidade da en-
zima, as medidas foram feitas por seis dias consecutivos
e os resultados estdo apresentados na tabela 1. Nao foi
observado um comportamento regular de degradacio da
enzima, nota-se também um desvio acentuado nos valo-
res de atividade enzimatica o que pode ser atribuido a
heterogeneidade da amostra de extrato bruto. A concen-
tracdo de proteinas foi medida para se verificar a ativida-
de especifica da enzima e verificou-se que também nao
houve uma degradacdo apreciavel de proteinas durante
o periodo estudado assim a variabilidade de atividade e
atividade especifica apresentaram perfis semelhantes em
funcao do tempo.

(2)
0.8
0.7
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0.4 1 e
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T T T T
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Figura 1. Técnica para medida de atividade enzimatica
através da velocidade de reacgdo: (a) velocidade de reacao
para diferentes concentragdes de extrato; (b) curva da ve-
locidade em funcdo da concentracéo.
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Tabela 1. Teor de proteina; atividade calculada através da farmula (F) e da curva de velocidade (C) seguidas de suas
atividade especifica (AE) definida como unidade por miligrama de proteina.

Dla Proteina (mg mL")

Atlvidade da polifenol oxidase

= AE C AE
1 16,81+0,6121 952,8+27.46 56,93+6,754 1742+128,2 103,9+7,626
2 15,31+1,221 929,2+45,81 60,53+6,723 1985+67,68 129.6+4,409
3 16,04+0,8872 897,9+10,12 55,98+4,89 2164 +46,67 136,42 969
5 18,81+0,3267 918,2+61,33 48,81x10,04 13761032 73,13+5,483
6 18,13£0,5745 B64,0+37,81 47 ,66+9,032 2262+164,7 123,5+£9,051

Com os resultados obtidos (Tabela 1) pode se no-
tar que a medida de atividade enziméatica empregando a
equacio apresentou resultados sistematicamente inferio-
res aos obtidos empregando a técnica das velocidades de
reacdo. Isto pode ser atribuido ao fato de que os dados
foram obtidos fora da faixa de resposta linear, uma vez
que é estipulado o tempo de 3 minutos para a aquisi-
3o dos dados (SUMMER & MYRBACK, 1951). Quando se
empregou tempos menores os valores calculados com a
formula foram mais proximos aos obtidos com a curva de
velocidade.

CONCLUSAO

0 estudo comparative entre as duas técnicas para
medidas de atividade enzimatica indica diferencas de re-
sultados. 0 método empregando a equacao é mais rapido,
porém por utilizar meneos dados, uma vez gue pressupde
que o sistema possui um comportamento linear na faixa
de concentracdo estudada, & mais susceptivel a erros.

0 método empregando as medidas de velocidades
das reacdes em diversas concentracdes de extrato é moro-
so, porém menos susceptivel a erros uma vez que utiliza
mais medidas e permite verificar se hd comportamento
linear na faixa de concentracdo empregada para as me-
didas da atividade enzimatica. Considerando o exposto,
conclui-se que a utilizacdo da equacao para o calculo da
atividade enziméatica apresentou subestimacao dos valo-
res de atividade enzimatica.
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