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Resumo

Hoje em dia, os dendrimeros representam um interessante e promissor material organico
sendo usado em desenvolvimento de novos materiais para a indudstria farmacéutica, tais como
sistemas de liberacao de drogas e, mais recentemente, como propriedades sensoras para proteinas
e hemometabdlitos. As propriedades intrinsecas dos dendrimeros como a monodispersividade,
elevados grupos funcionais periféricos em macromoléculas e boas propriedades biocompativeis
destas nanoparticulas, tem conduzido para sua difusdo e usados em uma variedade de aplicacoes
na medicina e biotecnologia. Neste trabalho foram desenvolvidos biossensores de glicose,
colesterol e uréia baseados em poliglicerol bioconjugado (PGLD), poli(propileno imina) (PPID) e
dendrimeros de quitosana (CHD). Os dendrimeros PGLD, PPID e CHD foram bioconjugados
com as enzimas glicose oxidase (GOx), colesterol oxidase (COx) e urease para obter dendrimeros
com propriedades sensoras de glicose, colesterol e uréia. Os dendrimeros bioconjugados PGLD,
PPID e CHD foram atraidos em nanotubos de polianilina (PANINT’s) durante polimerizacao
eletroquimica template de anilina. Os PANINT s foram usados como mediadores de elétrons,
devido sua alta habilidade para promover as reacdes de transferéncia de elétrons, envolvendo
catdlise enzimadtica. A resposta de corrente observada em enzimas transformadas na interface do
eletrodo demonstrou que nanotubos de polianilina sdo eficientes mediadores para desenvolver
biossensores. As respostas de corrente para as propriedades dos hemometabdlitos glicose,
colesterol e uréia bioconjugados com PGLD, PPID e CHD, e GOx, COx e urease, ocorreram as
tensoes de 400 mV, 700 mV e 600 mV, respectivamente. Foi obtido que a corrente resposta para
os bioconjugados PGLD, PPID e CHD facilmente atinge o estado de saturacdo. Os resultados
correspondentes a corrente de saturagdo € mais acentuada para o biossensor de PGLD do que para
os bioconjugados CHD e PPID. A constante aparente de Michaelis—Menten (K***;) déd indicagoes
da cinética enzima-substrato para os bioconjugados PPID, CHD e PGLD e foi calculada a partir
da equacdo eletroquimica de Lineweaver—-Burk. O biossensor baseado em PGLD, PPID e CHD
mostrou uma boa performance em concentracdes de interesse clinico de glicose, colesterol e
uréia. A afinidade enzimadtica para o substrato (K**"y;), indica que a atividade catalitica enzimadtica
decai na ordem PGLD>CHD>PPID. O resultado mostra que o PGLD aparenta ser um candidato
bastante promissor para o desenvolvimento de biossensores de alta performance, em comparagcao

com os dendrimeros CHD e PPID. Uma rede neural artificial, tipo Back-Propagation com trés
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camadas de neurdnios, foi treinada e aplicada, predizendo a quantia dos hemometabdlitos glicose,
colesterol e uréia através da resposta de corrente dos biossenssores desenvolvidos. A rede neural
desenvolvida para determinac¢do de hemometabdlitos mostrou-se ser eficiente em ambas fases, de

treinamento e teste, respectivamente.
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Abstract

Today, dendrimers represent a promising and interesting organic material being used in
developing new materials for pharmaceutical industry such as drug delivery systems and more
recently, intelligent materials with sensing properties to proteins and haemometabolites. The
intrinsic properties of dendrimers like as monodispersity, highly functional groups at
macromolecule periphery and good biocompatible properties of these nanoparticles has led to
their widespread use in a variety of applications in medicine and biotechnology. In this work
glucose, cholesterol and urea biosensors based on bioconjugated polyglycerol (PGLD),
poly(propylene imine) (PPID) and chitosan dendrimers (CHD) were developed. The dendrimers
PGLD, PPID and CHD were bioconjugated with the enzymes glucose oxidase (GOx), cholesterol
oxidase (COx) and urease to obtain dendrimers with glucose, cholesterol and urea sensing
properties. The bioconjugated PGLD, PPID and CHD dendrimers were entrapped in polyaniline
nanotubes (PANINT’s) during template electrochemical polymerization of aniline. PANINT s
were used as electron mediator due to their high ability to promote electron-transfer reactions
involving enzyme catalysis. The current response observed in enzymes transformations at
electrodes interfaces demonstrated that polyaniline nanotubes are an efficient mediator for
biosensors design. The response current properties to haemometabolites glucose, cholesterol and
urea of PGLD, PPID and CHD bioconjugated with GOx, COx and urease occurs at 400 mV, 700
mV and 600 mV, respectively. It was found that the response current of the PGLD, PPID and
CHD bioconjugates easily reaches to steady state. The results about the current saturation peak
for the PGLD biosensors are meaningfully higher than CHD and PPID bioconjugates. The
apparent Michaelis—Menten constant (K**"y;), which gives an indication of the enzyme—substrate
kinetics for the PPID, CHD and PGLD bioconjugates were calculated from the electrochemical
Lineweaver—Burk equation. The based PGLD, PPID and CHD biosensors showed a good
performance in glucose, cholesterol and urea concentrations of clinical interest. The enzyme
affinity for the substrate (Ky™") indicate that the enzyme catalytic activity declines in the
crescent order PGLD>CHD>PPID. The results show that PGLD appears to be a very promising
candidate for development of high-performance biosensors relatively to the CHD and PPID
dendrimers. An artificial neural network Back-Propagation type with three layers of neurons was

trained, and applied, in predicting the amount of haemometabolites glucose, cholesterol and urea
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in relation to the current response of developed biosensors. The neural network developed for
determining the haemometabolites was shown to be efficient in both, training phase and the test,

respectively.
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Introducao

O aumento da longevidade humana visto ao longo do ultimo século, fez com que um
grande nimero de individuos viesse a atingir uma idade critica para o desenvolvimento de
inimeras doencas. Consequentemente, como resultado da maior longevidade humana ha o
aparecimento de morbidades relacionadas ao envelhecimento, como: hipercolesterolemia,
hiperglicemia e elevacdo nos niveis de uréia no sangue.

A hipercolesterolemia é um importante fator de risco cardiovascular porque o colesterol
exerce efeito pré-oxidante que leva ao aumento na producdo de radicais livres, os quais t€ém
importante papel na génese da aterosclerose. A hiperglicemia, caracterizada pelo excesso de
acucar no sangue, ¢ uma disfuncdo causada pela falta de insulina, pela diminui¢do na producao
ou ainda pela incapacidade de exercer suas fungdes. J4 o excesso de uréia no sangue, € um
indicativo forte de que o individuo possue doencas renais e hepdticas.

Tendo em vista a problemética acima mencionada, verifica-se a importancia do controle
dos niveis de glicose, colesterol e uréia no fluido sanguineo, uma vez que estes estdo sujeitos a
flutuagdes continuas. As consequéncias do descontrole dos niveis de glicose, colesterol e uréia
sdo diabetes melito, infarto do miocdrdio, amputagdo de membros inferiores, hemodiélise, perda
da visdo dentre outras. Surge entdo a necessidade de se criar um dispositivo que monitore
diariamente os niveis destes hemometabdlitos simultaneamente.

A aplicagdo ideal de um biossensor multienziméatico seria a producdo de um dispositivo
implantavel para monitoramento continuo dos metabdlitos. Este dispositivo estaria conectado a
um microprocessador de controle de um sistema de liberacdo de farmacos pela pele, que
controlaria os niveis de glicose, colesterol e uréia.

A evolugdo dos mecanismos utilizados na monitoracdo de hemometabdlitos, seu
funcionamento e suas aplicacdes sdo apresentados no capitulo 1. Como pode ser observado neste
capitulo, os biossensores amperométricos sdo ainda os mais pesquisados em funcdo de suas
caracteristicas unicas, tais como transferéncia direta de elétrons entre a enzima e a superficie do
eletrodo trabalhando a baixos potenciais.

Uma vez que as enzimas sdo os biocatalizadores responsaveis pela geracdo do sinal no

transdutor, o capitulo 2 trata da natureza quimica das enzimas, suas classificacdes, grupos aos
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quais pertencem e aponta os mecanismos das reacdes catalisadas por estes compostos, vantagens
e desvantagens. E apresentando ainda neste capitulo os modelos para os mecanismos de catélise
enzimatica bem como os fatores que influenciam a atividade do biocatalizador. As técnicas de
imobilizacdo fisicas e quimicas das enzimas também sdo tratadas neste capitulo. Um outro fator
que deve ser levado em consideracdo € a cinética da enzima; neste intuito a equagdo
eletroquimica de Michaelis-Menten foi estudada e sua linearizacdo foi feita a partir do gréfico de
Lineweaver-Burk. Para finalizar o capitulo, uma abordagem do uso das enzimas glicose oxidase,
colesterol oxidase e urease estudadas nesta dissertacdo no emprego de biossensores e seus
mecanismos foram relatados.

As enzimas para serem imobilizadas, necessitam de um suporte ideal, com este intuito,
estruturas altamente ramificadas, com peso molecular uniforme e com elevada concentracao de
grupos funcionais em suas periferias foram estudadas no capitulo 3. Macromoléculas dendriticas
de poliglicerol (PGLD), quitosana (CHD) e poli(propileno imina) foram sintetizados, purificados
e caracterizados anteriormente pelo grupo de biomateriais da Unifei. O capitulo 3 aborda
essencialmente algumas caracteristicas destas macromoléculas.

Uma das principais preocupagdes na constru¢do de biossensores amperométricos € a
velocidade de transferéncia de elétrons do sitio ativo da enzima para a superficie do eletrodo o
qual transmite o sinal para o sistema que ird converter o sinal da reacdo biologica em um sinal
elétrico. O capitulo 4 trata dos mediadores de elétrons mais utilizados, em especial a polianilina
(PANI) que € um polimero condutor. Os polimeros intrinsecamente condutores podem combinar
as propriedades mecanicas e a processabilidade dos polimeros convencionais com um
comportamento elétrico, 6tico e/ou mecanico semelhantes ao de metais e semicondutores
1norganicos.

Houve a necessidade de um sistema que pudesse tratar estatisticamente os dados das
reacOes das concentragdes dos substratos em relagdo aos picos de corrente gerados pela reacao
enzima/ substrato. No capitulo 5, um sistema inteligente denominado Rede Neural, foi utilizado
com o intuito de distinguir os valores das concentracdes dos hemometabolitos: uréia, colesterol e
glicose. E tratado neste capitulo as aplicacdes das redes neurais, seus mecanismos de
funcionamento e sua evolug¢do no decorrer do tempo. Um paralelo entre a rede neural utilizada e a

rede neural natural (do cérebro humano), foi tracado; afinal a rede neural foi projetada a partir do
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modelo do cérebro humano. Foi utilizado o algoritmo backpropagation como método de
aprendizagem.

O capitulo 6 define os principais objetivos desta dissertagao.

No capitulo 7 € descrita a metodologia experimental adotada para este trabalho e no
capitulo 8 os resultados obtidos com relacao a resposta do biossensor sdo discutidos.

No capitulo 9 sdo apresentadas as principais conclusdes obtidas neste trabalho.

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplicacdes Clinicas
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Capitulo 1- Biossensores para a monitoracao de
hemometabdlitos

1.1- Introducao

A enzimologia clinica surge como um meio de desenvolver e utilizar exames clinicos que
oferecam o maximo de informac¢do com um minimo de invasibilidade, auxiliando no diagnéstico
de doencas, no progndstico de quadros clinicos diversos e na avaliacdo do estado nutricional dos
pacientes.

A histéria da enzimologia € relativamente recente, tendo dado seus primeiros passos a
partir dos trabalhos publicados por Vitor Henri em 1901, e por Leonor Michaelis entre 1910 e
1914. Estas pesquisas ofereceram subsidio tedrico para que em 1927, King e Armstrong
utilizassem pela primeira vez a enzima fosfatase alcalina para o diagndstico clinico. Em meados
da década de 1940, as enzimas séricas ja eram utilizadas como meio auxiliar de diagnéstico.'

O método mais utilizado nos laboratorios de andlises clinicas € o0 método enzimatico, por
ser de baixo custo e simples. Assim, o exame rotineiro de hemometabdlitos € realizado por este
método, identificando a concentracao de glicose, colesterol, uréia, dentre outros metabdlitos.

Os hemometabdlitos de interesse neste trabalho sdo a glicose, o colesterol e a uréia. Por
serem de suma importancia nos diagnésticos de doengas e necessitarem de monitoramento
constante.

As andlises clinicas sdo de custo elevado uma vez que dependem de instrumentos de
grande porte caros, funciondrios devidamente qualificados e local apropriado dentre outros
custos. Além disso, trazem ao paciente certo incomodo pelo fato da amostragem do fluido
bioldgico para realizacdo das andlises clinicas, podendo assim ser considerado um método
invasivo.

Os biossensores surgem entdo como alternativa para substituirem os métodos
colorimétricos convencionais do laboratério clinico. A andlise pode ser feita pelo préprio
paciente a qualquer hora do dia e local, necessitando apenas de uma tnica gota de sangue.

Além de ser uma ferramenta analitica pouco invasiva, os dispositivos biossensores geram
no sistema de saide uma economia considerdvel em relacdo aos exames convencionais. Outra

vantagem do uso de biossensores para o monitoramento de hemometabdlitos se deve ao fato de
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que hd pacientes que necessitam de monitoramento didrio dos niveis desses hemometabdlitos,

como por exemplo, os pacientes diabéticos.

1.2- Histérico do desenvolvimento dos biossensores e o Estado da arte

Biossensores sdo dispositivos eletronicos capazes de converter uma reacdo bioldgica/
bioquimica em um sinal apropriado. Este sinal pode ser potenciométrico, amperométrico,
condutimétrico, 6ptico, piezelétrico ou entalpimétrico.” O sinal produzido é proporcional a
concentracdo de analito, também conhecido como substrato. Com isso, ocorre a unido da
especificidade e sensitividade dos sistemas biologicos com o poder da engenharia, oferecendo
uma ferramenta muito poderosa para ser utilizada em andlises clinicas.

As espécies imobilizadas nos biossensores agem como biocatalizadores necessarios para
deteccao dos respectivos analitos. Estas espécies imobilizados nas superficies dos transdutores
podem ser de vdrios tipos, tais como, tecidos celulares, microorganismos, organelas, membranas,
enzimas, anticorpos, dentre outros.*

A Figura 1.1 mostra os componentes bdsicos de uma biossensor. Em (a), tem-se o
biocatalizador, onde ocorre a reagdo bioquimica responsavel pela geracdo do sinal, em (b) tem-se
o transdutor, em (c) o amplificador e em (d) a apresentagao do resultado.

(a) (b) (c) (d)

‘onico

2 2
4 Ly
= =
- B
& &~

eletr

Figura 1.1- Representacdo de um biossensor: biocatalizador.’

Em 1962, Clark e Lions desenvolveram o primeiro biossensor, o qual ficou conhecido
como eletrodo enzimdtico ° (ver Figura 1.2). A partir deste marco, diversos tipos de biossensores
foram desenvolvidos para os mais diversos tipos de andlises clinicas, obtendo maior destaque as
andlises biomédicas. O monitoramento de hemometabdlitos no sangue humano (como glicose,

colesterol e uréia), a deteccdo de atividades bacterianas (principalmente em alimentos), a
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deteccao de tipos especificos de proteinas bem como a determinagdo da concentracdo de certos

. ~ 1, . ~ L. . 7-
ions em solugdes bioldgicas, tem despertado a atencdo de varios pesquisadores. 8
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Figura 1.2- Eletrodo de oxigénio de Clark. A) Eletrodo de trabalho Pt, B) eletrodo de referéncia
Ag/AgCl, C) eletrdlito semi-saturado de KCIl, D) membrana de Teﬂ0n®, E) anel de borracha para

fixacdo, F) fonte de tensdo para polarizacdo e G) instrumento para medicdo da corrente de saida.’

Os biossensores ou eletrodos enzimdticos sdo usados em uma série de determinacdes
analiticas (Tabela 1.1), das quais, a detec¢do da taxa de glicose no sangue (analito de informacao

vital para o controle do diabetes) é destaque.'”
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Tabela 1.1- Alguns eletrodos enzimdticos utilizados em determinacdes analiticas.''

Analito

Enzima

Espécie monitorada

Glicose
Uréia
Acido iirico
Alcool
L-tirosina
Oxalato
Salicilato
Creatinina
Ascorbato
L-lisina
Aciicar
Lactato

Penicilina

Glicose oxidase
Urease
Uricase
Alcool oxidase
Tirosina descarboxilase
Oxalato oxidase
Salicilato hidroxilase
Creatininase
Ascorbato oxidase
lisina descarboxilase
Invertase ou glicose oxidase
Lactato dehidrogenase

Penicilinase

PH(H,0,)/0,
NHy/NH,
0,

0,

CO,

0,

0,
NH;

0,

CO,
P{(H,0,)/0,
0,

Ph

Os biossensores geralmente sdo classificados de acordo com o sinal que € gerado no

transdutor. Os biossensores amperométricos sao os tipos mais usados e pesquisados, como pode

ser verificado na Figura 1.3. Porém, existem outros tipos de biossensores baseados em outros

tipos de sinais, dos quais, os mais usados serdo brevemente abordados nos tépicos seguintes.
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M Biossensor
amperometrico
B Biosensor 6ptico

W Biosensor
calorimétrico

O Biosensor
potenciométrico

Figura 1.3- Grafico comparativo para os tipos de biossensores mais estudados. Fonte: Scielo.

1.3- Biossensores eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos sdo dispositivos capazes de fornecer sinais analiticos do
meio operacional através do uso de componentes biolégicos como parte do sensor. O
biocomponente € responsdvel pela alta seletividade molecular e pela formacao de produtos
detectdveis, se o analito em si ndo for eletroativo.'> A deteccdo eletroquimica pode ser
amperométrica (medindo-se uma diferenca de cargas), potenciométrica (medindo-se uma
diferenca de potencial), condutométrica (medindo-se mudangas na condutancia entre eletrodos),
impedanciométrica (medindo-se mudancas de impedéncia no eletrodo)."””'* No entanto, os
biossensores amperométricos sdo os mais pesquisados, em fun¢do de seu relativo baixo custo de
constru¢do, potencial para miniaturizacao, facilidade de automacao e constru¢do de equipamentos

simples e portéteis.
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1.3.1- Biossensores amperométricos

Os biossensores amperométricos fornecem a possibilidade de se captar um sinal elétrico
que seja proporcional a concentragao de analito. A linearidade da resposta do biossensor faz com
que este seja recalibrado. Se o oxigénio é suprido por uma membrana de espessura d e drea A, a
corrente 1 pode ser aproximada pela Equacdo 1.1; onde D € o coeficiente de difusdo, a e p a

solubilidade e a pressao parcial de O, na membrana, respectivamente, e F = 96500 C.

I =4FADO{§ (1.1)

Através da aplicacdo de um nivel de tensdo continua apropriada, a concentragdo de
substrato pode ser medida pela transferéncia de carga entre a superficie do eletrodo e o substrato.
Os biossensores amperométricos, se dividem em trés grupos, segundo o processo envolvido na

transferéncia de carga; primeira, segunda e terceira geragao; como ilustrado na Figura 1.4.

02
Substrato

H,0,
e Produto

eletrodo O,+2H*
Biossensores de primeira geragdo

L%M“ jKSubmm
Mo Produto
eletrodo
Biassensores de segunda geragdo
A Substrato
Produto
eletrodo

Biossensores de terceira geragdo

Figura 1.4- Representacio esquematica para biossensores amperométricos segundo o processo

de transferéncia de cargas."”
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Em suma, os biossensores amperométricos baseiam-se em reacdes de transferéncia de
cargas (oxi-reducdo) entre o material biocatalitico e o analito com um eletrodo de referéncia
polarizado a uma tensdo pré-definida.'

O primeiro biossensor amperométrico foi desenvolvido por Updike e Hicks em 1967 para
a medida de glicose, no qual se fazia uso do eletrodo enzimético desenvolvido por Clark e
Lions.'

A maior parte dos biossensores utilizados para a anélise de hemometabdlitos se baseiam
no uso de mediadores, com limites de leitura de cerca de 10 a 600 mg.dL'l. Esses biossensores
sdo vendidos em lotes (10, 25 ou 50 biossensores, para o caso da Accu-Chec) separadamente do
dispositivo eletronico para andlise. Os precos no mercado para a Accu-Chec (0 mais comum),
variam, aproximadamente R$2,50 cada fita, dependendo da quantidade de fitas no lote e do local

de compra. A Figura 1.5 ilustra um modelo comercial de um biossensor amperométrico, utilizado

na monitoracdo de hemometabdlitos tais como; colesterol, uréia e glicose.

Figura 1.5- Biossensores amperométricos comerciais utilizados em andlises clinicas.’

Os biossensores amperométricos de primeira geracdo baseiam-se na diminui¢do da
concentracdo de oxigénio, no qual os dois eletrodos sdo separados da amostra por uma membrana
de gds permedvel. Neste caso, o oxigénio difundido através da membrana € reduzido num
eletrodo catodicamente polarizado na presenga de um eletrodo de referéncia. Os biossensores
amperométricos, podem ser baseados também na detec¢do da concentracdo de perdxido de
hidrogénio que € oxidado em um eletrodo polarizado anodicamente, gerando o sinal elétrico.'® A

Figura 1.6, ilustra um biossensor amperométrico de primeira geracgao.
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If_—ll+_

membrana
permeavel

Figura 1.6- Representacio esquemdtica de um biossensor amperométrico de primeira geracdo.'®

Os biossensores amperométricos de primeira geragao trabalham a elevados potenciais e se
baseiam na diminui¢cdo da concentragdo de oxigénio, onde dois eletrodos sdo separados da
amostra por uma membrana permedvel a gds. Deste modo, o oxigénio difundido através da
membrana € reduzido em um eletrodo catodicamente polarizado na presenca de um eletrodo de
referéncia.

Um biossensor de segunda geracao se baseia no uso de um mediador para transferéncia de
carga entre o sitio ativo da enzima e a superficie do eletrodo."” Esses mediadores podem ser
materiais organicos, inorganicos ou complexos de metais de transicio e ainda polimeros
condutores.

Finalmente, os biossensores de terceira geracdo se caracterizam pela transferéncia direta
de elétrons entre a enzima e a superficie do eletrodo trabalhando a baixos potenciais.'®

As principais aplicacdes dos biossensores amperométricos sdo na industria, na medicina e

no monitoramento do meio ambiente. Eles ddo uma andlise mais precisa do analito a ser medido,
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pois a relagdo entre a quantidade de substrato e o sinal gerado varia linearmente de acordo com a

equacgao 1.2.9

I=nFAv, (1.2)

sendo I a corrente criada na reacdo, n o nimero de elétrons transferidos, A drea do eletrodo, F a
constante de Faraday e v, a velocidade com que a reagdo ocorre, sendo esta proporcional a

concentragdo do substrato.

1.3.2- Biossensores potenciométricos

Os biossensores potenciométricos sdo dispositivos ions-seletivos os quais sdo constituidos
de uma membrana contendo enzimas imobilizadas onde a reagdo catalisada enzimaticamente gera
ou absorve fons de hidrogénio, alterando o pH do meio. Uma diferenca de potencial € criada entre
um eletrodo de referéncia e o eletrodo fon-seletivo.*’

A resposta de um biossensor potenciométrico € dada pela equacao de Nerst.”!

E=E, +Eln([i]) (1.3)
zF

sendo E o potencial medido, Ey € o potencial caracteristico do meio, R a constante universal dos
gases, T a temperatura absoluta, z o nimero de cargas trocadas na reag¢do, F a constante de
Faraday e [i] a concentracdo de fons livres na solucao.

Um desenvolvimento recente de eletrodos ion-seletivos, € a producdo de trasnsistores de
efeito de campo ion-seletivos (ISFETS).22 Um ISFET é um MOSFET (Transistor de efeito de
campo metal-6xido semicondutor) modificado. A diferenga, € que o eletrodo porta do MOSFET ¢é
substituido por um eletrodo de referéncia contido em uma solu¢do e em contato com o 6xido da
regido da porta, agora ndo mais existente. O contato entre o 6xido e o eletrodo de referéncia é

feito geralmente através da soluc@o. Uma alteracdo do potencial da solu¢@o controla o fluxo de
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corrente entre a fonte e o dreno do ISFET. A Figura 1.4 ilustra a estrutura de um ISFET em

compara¢do a um MOSFET.

(A)

(B)

Figura 1.7- (A) Estrutura de um MOSFET (a) em comparacdo com um ISFET (b). (B) Estrutura
fisica de um MOSFET.”%

Através da imobilizagdo de enzimas no eletrodo porta, estes dispositivos eletronicos

podem ser aplicados em biossensores. Sao os chamados ENFET’s (Transistores de Efeito de
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Campo Enziméticos), ilustrado na Figura 1.5. Neste caso € a reacdo catalizada pela enzima que
altera o potencial do meio, sendo esta alteracdo proporcional a concentracdo do analito.”*

A vantagem desses dispositivos € a possibilidade do uso da microeletronica na sua
producdo, possibilitando a confec¢do em larga escala. Em contra partida, a principal desvantagem
¢ a dificuldade de isolamento do FET do meio reacional, o que pode influenciar o desempenho do

. 2
biossensor.

Epoxi

.-"‘f“
(isolante)

St Tipo-p S1 Tipo-n S1 Tipo-p
(A) B)

Membrana ] ) Membrana Protetora

jon-seletiva Enzima Imobilizada Q Y,
\ Membrana
* X XC % ~ ion-seletiva

S1 Tipo-p

(C) (D)

Figura 1.8- Montagem de um ENFET. (A) Substrato de Silicio, (B) Dopagem e formacado de
oxido, (C) Deposi¢cdo da membrana ion-seletiva e (D) imobilizacdo da enzima e
membrana protetora.

1.3.3- Biossensores 6pticos

Biossensores opticos baseiam-se na determinagcdo das mudancgas de absor¢do entre os
reagentes e produtos da reacdo, ou na medida da saida de luz por um processo luminescente.”> A
forma mais comum envolve o uso de tiras colorimétricas, as quais, contém enzimas oxi-redutoras
e um cromdgeno. O produto gerado na reacdo entre a enzima e o analito (na maioria das vezes
H,0,), oxida o cromogénio. A absorvancia do composto formado € proporcional a concentragdao
do analito a ser determinada.

O uso mais comum de biossensores opticos € o controle do diabetes pela determinacao do

nivel de glicose no sangue usando-se as enzimas glicose oxidase (GOx) e peroxidase (POx),
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juntamente com o composto que ndo obsorve luz na regido visivel. O per6xido de hidrogénio
(H,0,) resultante da oxidacao da glicose pela GOx, na presenga da POXx, oxida o composto sem
absorvancia no visivel em um composto colorido. A avaliacdo das tiras tingidas é feita pelo uso
de medidores portiteis de reflectincia ou pela comparagdo com uma cartilha colorida
previamente elaborada.

A Figura 1.5 ilustra um biossensor 6ptico comercial de dltima geracdo. O paciente pode
acompanhar a concentragdo dos hemometabdlitos de interesse analisando a cor da lente e
comparando esta resposta com uma tabela de cores do estojo, para verificar a qualquer hora do

dia a concentra¢do dos hemometabdlitos.

Figura 1.9- Iustracdo de um biossensor 6ptico.

1.3.4- Biossensores piezoelétricos
Esses tipos de biossensores contém cristais piezoelétricos em seus transdutores com
espécies imobilizadas. A Figura 1.10 ilustra os componentes de um biossensor piezoelétrico.
Todos os cristais piezoéletrico vibram na presenca de um campo elétrico. A frequéncia (f)
dessa vibragdo depende da espessura e do corte do cristal, sendo que cada cristal possui um
frequéncia de vibracdo caracteristica. Esta frequéncia caracteristica muda quando o cristal

‘ ” = 27
absorve ou desadsorve moléculas em sua superficie, de acordo com a Equacgdo 1.4.
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k,f*Am

i (1.4)

Af =

sendo Af a variacdo da freqiiéncia caracteristica, Am € a variagao da massa do material adsorvido,
k é uma constante dependente cristal e A € a drea de superficie adsorvida. Como a variag¢ao de
frequéncia é proporcional a variacdo de massa do material adsorvido, tal variacdo pode ser
determinada por circuitos eletronicos.”’

Um bom exemplo de um biossensor piezoelétrico é um transdutor para a deteccdo de
formaldeido gasoso.”® Este é basicamente formado por dehidrogenase imobilizada em um cristal
de quartzo. Este sistema € sensivel ao formaldeido gasoso.

O principal inconveniente destes dispositivos € a interferéncia da umidade atmosférica na
medida e a dificuldade em usé-los para a determinacdo de analitos em solu(;ﬁo.29 Entretanto,
biossensores piezoelétricos sdo relativamente baratos, pequenos e capazes de dar uma resposta
rdpida.®® A exemplo, a Figura 1.10 ilustra uma microbalanca de quartzo que realiza medidas de
massa e viscosidade em processos que ocorrem em superficies, proximos a superficies ou no

interior de filmes finos. Realiza também, medidas de freqiiéncia e resisténcia.

Figura 1.10-Microbalanga de cristal de quartzo (A); Transdutor de precisdo de massa (B).3 1-32

1.3.5 - Biossensores térmicos ou calorimétricos
Muitas reacdes que sdo catalizadas enzimaticamente sdo exotérmicas, ou seja, geram
calor. Dessa forma, os biossensores calorimétricos baseiam-se na medida da variacdo de

temperatura entre a entrada e a saida de uma pequena coluna contendo um biocatalizador
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(enzima) imobilizado a temperatura constante. Tal medida € efetuada através de termistores, que
sdo semicondutores sensiveis a ternperaltura.33
Os termistores, usados para detectar a mudanca de temperatura funcionam variando sua

resisténcia elétrica com a temperatura, obedecendo a relagao:

—e (1.5)

onde, R; e R; sdo as resisténcias dos termistores nas temperaturas absolutas T; e T, e B € uma
temperatura constante caracteristica do termistor.

A principal vantangem de um biossensor calorimétrico € sua aplicabilidade geral e a
possibilidade de uso em solucdes densas e fortemente coloridas. Porém existe a dificuldade de se
manter a temperatura do biocatalizador constante, fato que pode levar a desnaturacdo da enzima,
prejudicando assim, o funcionamento do biossensor.

A Figura 1.11 ilustra o funcionamento de um biossensor calorimétrico. O fluxo de
amostra (a) atravessa a caixa separadora externa (b) para o controlador de calor (c) dentro de um
bloco de aluminio (d), de onde flui para o termistor de referéncia (e) e no bioreator de cama
acumulado (f) 1 ml de volume, contendo o biocatalizador onde a reacao acontece. A mudanca de

temperatura € determinada pelo termistor (g) e o produto final (h).
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(A) (B)

il

Figura 1.11- (A) Diagrama esquemadtico de um biossensor calorimétrico; (B) Ilustracdo de um

termistor do tipo NTC.***

O NTC (Negative Temperature Coefficient) é um termistor ou componente eletronico
semicondutor sensivel a temperatura, utilizado para controle, medi¢do ou polarizacdo de circuitos
eletronicos. Possui um coeficiente de variacdo de resisténcia que varia negativamente conforme a

temperatura aumenta, ou seja, a sua resisténcia elétrica diminui com o aumento da temperatura.35

1.7- Consideracoes parciais

Biossensores sdo dispositivos compactos, capazes de fornecer uma resposta quantitativa
para o monitoramento de diversos analitos. Eles s@o classificados de acordo com o sinal que é
gerado (amperométrico, Optico, potencimétrico etc) na reacdo entre o analito e o material
bioldgico (na maioria das vezes enzimas) imobilizado na superficie de um elemento transdutor.

A simplicidade relativa das andlises promovidas pelos biossensores faz deste dispositivo
um excelente candidato para monitoracdo didria dos niveis dos hemometabdlitos.

Os biossensores enzimaticos sdo alternativas interessantes para o monitoramento dos

hemometabdlitos, pelo baixo custo e elevada seletividade.
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Os biossensores enzimdticos vém sendo empregados em um grande ndmero de
determinagdes analiticas, principalmente em anélises clinicas. A monitoracdo da taxa de glicose
dentre outras andlises como concentracdo de uréia, 4dcido urico, colesterol, oxalato, creatinina,
lisina, lactato, e cisteina, estdo entre os principais metabdlitos, cujas concentracdes plasmaticas,

e C S o 3637
teciduais ou urindrias sdo relevantes para o diagndstico clinico.

O elemento principal de um biossensor é o biocatalizador utilizado no reconhecimento do
analito a ser quantificado. Neste sentido, uma andlise mais detalhada a respeito do mecanismo de

atuacao dos sistemas enzimaticos € apresentada no capitulo seguinte.
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Capitulo 2- Natureza quimica das enzimas

2.1- Nocoes gerais

O componente fundamental de um biossensor enzimatico sdo as enzimas. As enzimas sao
biocatalisadores que apresentam alta seletividade; observada especialmente para as enzimas
glicose oxidase, colesterol oxidase e urease, utilizadas no presente trabalho.

A palavra enzima foi introduzida por Kuhne em 1878 para designar a ocorréncia no
levedo de algo responsdvel pela sua atividade fermentativa. Berzelius, 50 anos antes, tinha
reconhecido a presenga de fermentos de ocorréncia natural que promoviam reagdes quimicas e
antecipou o conceito de catalisadores biologicos. Berzelius classificou os fermentos em
organizados e ndo-organizados com base na presenca ou auséncia de microorganismos intactos.
Kuhne aplicou a palavra enzima aos fermentos derivados de extratos de levedos.'

Em 1897 Biichner preparou um filtrado de extratos de levedo que foi o primeiro extrato
enzimatico removido de células vivas que pode catalisar a fermentacdo. A natureza quimica das
enzimas permaneceu controversa. Em 1926, Sumner cristalizou a urease a partir de extratos de
feijao, no entanto, a preparacdo tinha pequena atividade catalitica e outros investigadores
atribuiram o efeito catalitico a contaminantes e nao a proteina. Willstintter, por outro lado,
purificou a peroxidase com elevada capacidade catalitica e auséncia de outras proteinas. No
inicio dos anos 30, Northrop e colaboradores cristalizaram a pepsina e a tripsina demonstrando
definitivamente que as enzimas eram proteinas.2

As enzimas sdo proteinas com a funcdo especifica de acelerar reacdes quimicas que
ocorrem sob condic¢des termodinamicamente nao favoraveis. Elas aceleram consideravelmente a
velocidade das reacdes quimicas em sistemas biologicos quando comparadas com as reagdes
correspondentes ndo catalisadas. Consegue-se isso através do abaixamento da energia de ativacao
necessdria para que ocorra uma reagao quimica, resultando no aumento da velocidade da reacao e
possibilitando o metabolismo dos seres vivos. A capacidade catalitica das enzimas torna-as
adequadas para aplicagdes industriais, como na industria farmacéutica ou na alimentar.

Em sistemas vivos, a maioria das reacdes bioquimicas dd-se em vias metabdlicas, que sdo
sequéncias de reacdes em que o produto de uma reacdo é utilizado como reagente na reacao
seguinte. Diferentes enzimas catalisam diferentes passos de vias metabdlicas, agindo de modo a

ndo interromper o fluxo nessas vias. Cada enzima pode sofrer regulacdo da sua atividade,
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aumentando-a, diminuindo-a ou mesmo interrompendo-a, de modo a modular o fluxo da via
metabdlica que se requer.

Algumas enzimas sdo capazes de aumentar a velocidade de certas reacdes cerca de 10"
vezes, sem requerer condicdes extremas de temperatura, pressio e pH. > A Tabela 2.1 ilustra as

velocidades de reacOes catalisadas e ndo catalisadas por enzimas.

Tabela 2.1- Velocidade de reacdes ndo catalisadas e catalisadas por enzimas.

Enzima Nao-catalisada Catalisada LD n;grltﬂ
- -1
(s™) (s7) velocidade
Anidrase carbdnica 132107 1.000.000 7.7 x 10°
Adenosina—deaminase 1.8x 107" 370 2.1 x 10"
Nuclease estafilocécica 1,7x 1071 95 5.6x 10"
Trioze—fosfato—isomerase 43x 107" 4.300 1.0 x 10°
Quimictripsina 1,0x107° 190 1.7 x 10"
Orotidina—descarboxilasze 28x107'¢ 39 1.4 = 10V

A reacdo catalisada por uma enzima pode ser ilustrada como:

Enzima (E)
Substrato (S) —— Produto (P)

A enzima atua sobre o substrato (S) que se transforma em produto(P). Na auséncia de
enzima pouco produto (ou nenhum) é formado, mas em presenca da mesma, a reagdo se processa
em alta velocidade. Como a maioria das reacdes € reversivel, os produtos da rea¢cdo numa direcao
tornam-se substratos para a reagdo inversa.

As enzimas s@o os catalisadores mais especificos que se conhece, tanto para o substrato
como para o tipo de reacdo efetuada sobre o substrato como para o tipo de reacdo efetuada sobre
o substrato. A especificidade inerente da enzima reside em uma cavidade ou fenda de ligacdo do
substrato, que estd situada na superficie da proteina enzimdtica. A cavidade, denominada sitio
ativo, € um arranjo de grupos presentes em cadeias laterais de certos aminodcidos que ligam o

substrato por ligacdes ndo-covalentes. Muitas vezes, os residuos de aminodcidos que formam o
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sitio ativo ficam em regides distantes, na seqii€éncia primdria, mas proximos no sitio ativo, pelo
enovelamento de cadeia polipeptidica (estrutura terciaria).

Algumas enzimas t€m outra regiao na molécula, o sitio alostérico, afastada do sitio ativo.
No sitio alostérico moléculas pequenas especificas se ligam e causam altera¢des na conformagao
protéica que afetam o sitio ativo, aumentando ou reduzindo a atividade enzimatica.

A maioria das enzimas necessita de moléculas orgdnicas ou inorganicas pequenas,

essenciais a sua atividade e denominadas coenzimas e co-fatores.

2.2- Classificacao das enzimas

Com a descoberta de grande nimero de enzimas, houve a necessidade de sistematizacao
da nomenclatura. A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular IUBMB) adotaram
um sistema racional e pratico de nomenclatura identificando as enzimas em seis classes, de
acordo com a natureza da reacdo quimica que catalisam. Para cada enzima, sdo atribuidos dois
nomes e um ndmero de classificagdo de quatro digitos que identificam as classes, as subclasses e
as sub-subclasses.

Na classificac@o internacional sistemadtica, as enzimas sao divididas em seis grupos de

acordo com o tipo de reagao catalisada, como pode ser visto na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2- Classificacdo das enzimas segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia

Molecular (IUBMB).*

1.

Oxirredutases (reagdes de oxirredugdo ou transferéncia de elétrons — Desitrogenases e Oxidases)
1.1 atuando em CH-OH
1.2 atuando em C=0
1.3 atuando em C=0-
1.4 atuando em CH-NH,
1.5 atuando em CH-NH-
1.6 atuando em NADH, NADPH

Transferases (transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil, carboxil — Quinases e
Transaminases)

2.1 grupo com um carbono

2.2 grupos aldeido ou acetona

2.3 grupos acil

2.4 grupos glicosil

2.5 grupos fosfatos

2.6 grupos contendo enxofre

Hidrolases (reacdes de hidrdlise de ligagdo covalente — Peptidases)
3.1 ésteres
3.2 ligacdes glicosidicas
3.3 ligacdes peptidicas
3.4 outras ligagdes C-N
3.5 anidridos 4cidos

Liases (catalisam a quebra de ligagcdes covalentes e remog¢do de moléculas de 4gua, amonia e gas
carbdnico — Dehidratases e Descarboxilases)

4.1 =C=C=

4.2 =C=0

4.3 =C=N-

Isomerases (reacdes de interconversdo entre isdmeros 6ticos ou geométricos — Epimerases)
5.1 racemases

Ligases (catalisam rea¢des de formacdo de novas moléculas a partir da ligagdo entre duas pré-
existentes, sempre as custas de energia — Sintetases)

6.1 C-O

6.2 C-S

6.3 C-N

6.4 C-C

2.3— Mecanismos das reacoes catalisadas por enzimas

Para reagirem, as moléculas presentes em uma solu¢do devem colidir com orientacdo

apropriada e com a quantidade de energia que lhes permitiam formar o complexo ativado,

denominado estado de transi¢ido que representa os reagentes em seu estado ativado. Para atingir o

estado de transi¢do, necessita-se de uma quantidade de energia definida como energia de ativacao

(Es) ou mais comum em bioquimica energia livre de ativagao, AG” (o simbolo (#) indica o

processo de ativacdo). Sob condig¢des fisioldgicas, a velocidade das reagdes pode ser aumentada

pela reducdo da energia livre de ativacdo conseguida pela a¢do das enzimas.””
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A comparagdo do perfil energético das reagdes catalisadas e ndo-catalisadas é mostrada na
Figura 2.1 para a reacdo:

A+B < C+D

Na Figura 2.1, o estado de transi¢cdo correspondente ao ponto de mais alta energia da
reacdo ndo-catalisada é a medida da energia livre de ativacdo, AG”. Ou ainda, AG” é a energia
livre do estado de transicdo subtraida da energia livre dos reagentes. No complexo ativado
(estado de transi¢do do sistema), os reagentes estdo em forma intermedidria de alta energia e ndo
podem ser identificados nem como reagentes nem como produtos. O complexo do estado de

transi¢do € aquele em que pode ser decomposto em produtos ou voltar aos reagentes.5 No estado

de transicdo € o exato momento onde o substrato se transforma em produto, este estado
corresponde a0 maximo de energia.

S+P

l:':ﬂ .f/ ';JJ

9 ' =

0 & ,

Ea S+P
III| !/ \ -
| '. \ Ea
|II s ) '.I.I \ .
|I [) .A(l .'.I. l) A(I
| d \
(A) (B)
Figura 2.1- Diagrama energético de reacdo catalisada e de reacdo ndo-catalisada.®
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A diferenca entre os valores da energia de ativacdo de uma reagdo catalisada e de uma
reacdo ndo-catalisada indica a eficiéncia do catalisador.

A velocidade de uma reagdo € inversamente proporcional ao valor de sua energia livre de
ativacdo. Quanto maior o valor de AG”, menor serd a velocidade da reacdo. Os catalisadores
aumentam a velocidade da reacdo reduzindo a energia livre de ativag;a?lo.5

Trés propriedades distintas das enzimas permitem que elas exercam papel central na
promocao e regulacdo dos processos celulares, caracterizando-as como componentes vitais aos
sistemas vivos.’

1) Elevada especificidade da reacdo. Como em geral, cada reacdo sob condi¢des apropriadas é
catalisada por uma enzima especifica. Diante de vérias rotas potencialmente possiveis, a enzima
escolhe a com menor energia livre de ativacao.

ii) Condicoes reacionais mais brandas. A atividade de cada enzima € dependente do pH, da
temperatura, da presenca de varios co-fatores e das concentracdes de substratos e produtos.

iii) Capacidade de regulacdo da concentragdo e da atividade. Permite o ajuste fino do

metabolismo em diferentes condi¢des fisioldgicas.

2.4- Sitio ativo catalitico

Sitio ativo € a regido na superficie da enzima onde ocorre a catdlise. O substrato liga-se ao
sitio ativo por ligagdes ndo-covalentes (interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio, interagdes
de van der Waals e interacdes hidrofébicas). Os grupos que participam das ligacdes sdo a
carboxila do acido glutamico ou do 4cido aspartico, o grupo e-amino da lisina, o amidazol da
histidina, a hidroxila da serina etc.

Somente uma pequena por¢do do substrato onde ocorre transformacdo estd ligada a
enzima. Isso ndo implica, entretanto, que os aminodcidos no sitio ativo estejam um ao lado do
outro na estrutura primdria da proteina. Em conseqiiéncia das dobras e enovelamento da enzima
(estrutura secunddria e tercidria), certos residuos de aminodcidos podem estar distantes um do
outro na sequéncia primadria, ainda que juntos no sitio ativo da proteina completa.

A especificidade da ligagdo enzima-substrato depende do arranjo precisamente definido
de dtomos no sitio ativo. Uma das explicacdes para a elevada especificidade das enzimas é que

suas estruturas tridimensionais permitem um perfeito encaixe com o substrato. Dois modelos
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foram propostos para explicar a especificidade enzimética, o modelo chave-fechadura e o modelo

do encaixe induzido.

2.4.1- Modelo chave-fechadura

Foi sugerido por Emil Fischer, em 1894, que esse fato era devido a que tanto as enzimas
como os substratos apresentam formas geométricas complementares, fazendo com que encaixem
de maneira precisa umas nos outros.” Este processo é muitas vezes referido como modelo chave-
fechadura. No entanto, apesar de deste modelo explicar a especificidade das enzimas, falha em
explicar a estabilizacdo dos estados de transicdo que as enzimas exibem. A Figura 2.2 ilustra o

modelo chave-fechadura descrito por Emil Fischer.

I
0

E+85S y ES ' (ES-EP) ™ E+P

Figura 2.2 - Modelo chave-fechadura. A interagcdo entre a enzima (com estrutura rigida) e seu

substrato.’

2.4.2- Modelo do encaixe induzido

Em 1958, Daniel Koshland sugeriu uma modificagdo ao modelo de chave-fechadura: uma
vez que as enzimas exibem estruturas flexiveis, os sitios ativos alteram a sua forma de maneira
continuada através de interagdes com o substrato, enquanto esse mesmo substrato vai interagindo
com a enzima.® Como resultado, o substrato nio se liga simplesmente a um sitio ativo que €
rigido. As cadeias laterais dos aminodcidos que formam os sitios ativos sofrem uma reorientacao
de maneira a que as suas posicdes potenciem a agdo catalitica da enzima. Em alguns casos, como
nas glicosidases, a molécula de substrato também sofre alteracdes de conformacdo a medida que

vai se aproximando do sitio ativo.” O sitio ativo continua a sofrer modificagdes até que o
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substrato esteja completamente ligado e € neste momento em que a conformacao final e a carga
sdo determinadas.'® A Figura 2.3 ilustra o modelo encaixe-induzido descrito por Daniel

Koshland.

(8-

ES

Figura 2.3- Modelo do encaixe induzido. A liga¢ao do substrato a enzima induz uma mudanga

conformacional na enzima produzindo um melhor encaixe.®

2.5- Mecanismos cataliticos '

As reacdes quimicas envolvidas na transformac¢do dos substratos variam com os
mecanismos de acdo das enzimas. Os principais tipos de mecanismos cataliticos que as enzimas
utilizam sdo: (i) efeitos de proximidade e orientagdo, (ii) catdlise eletrostética, (iii) catdlise dcido-
basica e (iv) catalise covalente.

(i) Efeitos de proximidade e orientacao

Os substratos se aproximam dos grupos funcionais cataliticos da enzima em uma
orientacdo espacial apropriada para que a reagdo possa ocorrer. Apds o correto posicionamento
do substrato, uma modificacdo na conformac¢do da enzima resulta em um complexo enzima-
substrato orientado. Essa orientacdo leva o complexo enzima-substrato ao estado de transicao,

como pode ser visto na Figura 2.4.
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Figura 2.4- Catilise por proximidade e orientago."?

(i1) Catélise por fons metélicos
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A for¢a das interacdes eletrostaticas estd relacionada com a capacidade das moléculas

solventes vizinhas em reduzir os efeitos de atracdo entre os grupos quimicos. Como a dgua é

excluida do sitio ativo quando o substrato se liga, a constante dielétrica local ¢ muitas vezes

baixa. A distribuicdo de cargas nos sitios ativos das enzimas pode influenciar a reatividade

quimica do substrato. Uma ligacdo mais eficiente do substrato reduz a energia livre do estado de

transi¢cdo, que acelera a reagdo (ver Figura 2.5).
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Figura 2.5- Representacao esquematica do mecanismo para a reagao catalisada pelo ion

Metélico.'

(iii) Catélise acido-base geral

Os grupos quimicos podem se tornar mais reativos pela adi¢do ou remocdo de prétons
(ver Figura 2.6). Os sitios ativos das enzimas contém cadeias laterais que podem atuar como
doadores ou receptores de prétons. Esses grupos sdo denominados dcidos gerais ou bases gerais.
Por exemplo, a cadeia lateral da histidina (grupo imidazol) muitas vezes atua como catalisador

acido e/ou bésico em concerto porque tem pK, na faixa de pH fisiolégico.

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplicagdes Clinicas



Capitulo 2- Natureza quimica das enzimas 32

i 3

BR—C -
E C
N #
O . OR’
SEM CATALISADOR '
0
0 H <N
2N H
H H

)
I/ o

R—C A
- N
OR R—C
COM CATALISADOR TN -
D ; ]
SN o
H H H ~ =
o |
C—CH, .
V4 C—CH;
0 /

Figura 2.6— Reacio dcido-base geral: hidrélise de um éster.'?

(iv) Catélise covalente

Acelera a velocidade da reacdo pela formacao de uma ligagdo covalente transitdria entre a
enzima e o substrato. Um grupo nucleofilico da cadeia lateral do catalisador forma uma ligacao
covalente instdvel com um grupo eletrofilico do substrato. O complexo enzima-substrato entao

forma o produto (ver Figura 2.7).
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Figura 2.7- Representacao de uma catélise covalente. Onde X = RCOO-, RNH,, ArOH, His,
ROH, RSH."

2.6- Fatores que influenciam a atividade enzimatica

Viérios fatores influenciam a atividade enzimética, incluindo a temperatura, pH,
concentragdo do substrato, tempo e produto da reagdo."

Com relacdo a temperatura, as reacdes quimicas sdo afetadas de acordo com a lei de
Vant’Hoff. Quanto maior a temperatura, maior a velocidade da reacdo. A velocidade aumenta
porque mais moléculas adquirem energia suficiente para atingir o estado de transicdo. Em reacdes
catalisadas por enzimas, a velocidade € acelerada pelo aumento da temperatura até atingir uma
temperatura 6tima na qual a enzima opera com a maxima eficiéncia. Como as enzimas sao
proteinas, os valores de temperatura 6tima situam-se entre 35 a 40°C e dependem do pH e da
forca idnica. Acima dessa temperatura, a atividade das enzimas declina adruptamente por
desnaturagdo protéica. Sob condicdes de hipotermia, a atividade enzimdtica € deprimida. As

relacOes acima descritas sdo ilustradas na Figura 2.8.
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Figura 2.8- Efeito da temperatura sobre a velocidade de uma reagao catalisada por enzima.'

A concentragdo de fons hidrogénio afeta as enzimas de vdrios modos. Primeiro, a
atividade catalitica das enzimas estd relacionada a ioniza¢do de aminodcidos no sitio ativo. Por
exemplo, a atividade catalitica de certas enzimas necessita a forma protonada da cadeia lateral do
grupo amina. Se o pH torna-se suficientemente alcalino de tal modo que o grupo amino perde seu
préton, a atividade da enzima pode ser reduzida. Além disso, os substratos podem também ser
afetados. Se um substrato contém um grupo ionizdvel, as mudangas no pH afetam a capacidade
de ligacdo ao sitio ativo. Segundo alteracdes nos grupos ionizdveis podem modificar a estrutura
tercidria das enzimas. Mudangas drésticas no pH promovem a desnaturagdao de muitas enzimas.'®

17-1 . . P .. .
® A Figura 2.9 ilustra a atividade enzimdtica versus pH de uma enzima.
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Figura 2.9- Atividade enzimética versus pH (considerando-se os outros fatores constantes)."”

Enzimas tal como a quimotripsina (enzima que hidrolisa proteina) ou a triosefosfato
isomerases sao ativas sem necessitar a presenca de outro fator. No entanto, quase um terco das
enzimas conhecidas requer um componente ndo protéico para sua atividade, denominado cofator.
Os cofatores podem ser fons metélicos Fe™, Mn™, Mg™",Zn"", ou moléculas orginicas, muitas
delas derivadas de vitaminas do complexo B.

Certas moléculas podem inibir a agdo catalitica de uma enzima, denominadas de
inibidores. Estes podem ocupar temporariamente o centro ativo por semelhanga estrutural com o
substrato original (inibidor competitivo) ou alterar a conformacdo espacial da enzima, impedindo
sua unido ao substrato (inibidor ndo competitivo).

Em andlises clinicas as condigdes ideais para andlise sdo similares
as do fluido fisiolégico, ou seja, pH 7,4 e temperatura de 37°C.

Em um biossensor a enzima encontra-se normalmente imobilizada na superficie do
eletrodo. E necessdrio analisar as técnicas de imobilizacdo a serem utilizadas para que se possa
obter uma melhor atividade enzimadtica, a partir do melhor método de imobilizagdo para o

processo requerido.
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2.7- Técnicas de imobilizacao

Pelo seu alto poder catalitico e especificidade, as enzimas tém sido utilizadas na
constru¢do de biossensores. Dessa forma, a enzima deve ser imobilizada na superficie do
eletrodo, mantendo sua atividade catalitica. A enzima imobilizada pode ser reutilizada, o que
diminui o custo consideravelmente.

As caracteristicas ideais para o suporte devem girar em torno da insolubilidade em 4gua,
se ligar facilmente a enzima e ser inerte quimicamente.

Em 1916, Nelson e Griffing,”® mostraram que a invertase imobilizada por adsor¢do em
carvao ativado conservava sua atividade catalitica. A partir de entdo, muito tem sido pesquisado
em termos de novos suportes e técnicas de imobilizacao.

Em termos gerais, os métodos ' para imobilizacdo enzimatica podem ser classificados em
retencdo fisica, onde a enzima nao sofre nenhuma alteracdo em sua estrutura quimica, e ligacao
quimica, onde a enzima é quimicamente ligada ao suporte por ligacdes covalentes, como pode ser

observado na Figura 2.10.

Téenicas de imohilizacio

Adsorcio [E
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Ligacdo covalente
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Figura 2.10- Ilustracdo das técnicas de imobilizacdo enzimtica.*>
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2.7.1- Métodos de imobilizaciao de enzimas por retencao fisica
2.7.1.1- Adsorcao

As enzimas se unem ao suporte mediante liga¢des fracas como forca de Van der Waals ou
ligacdes de hidrogénio. Sobre o ponto de vista mecanico, sao pouco estaveis € a unido ao suporte
€ fraca (podendo haver desor¢do devido a mudanga de temperatura, pH, pelo substrato, solvente
ou convecg¢do), porém, o método € o mais simples e pode ser realizado em condi¢des brandas de
imobilizacdo, preservando-se a enzima (mudanga conformacional minima ou nula). Coloca-se
uma gota da soluc¢ao aquosa contendo a enzima em contato com a superficie do suporte que, apés

. 23
seco, estard pronto para uso.

2.7.1.2— Retencao em membranas

A reteng¢do de enzimas em membranas poliméricas foi a primeira técnica descrita para
fabricacdo de biossensores, onde a enzima foi colocada sobre o eletrodo e retirada por uma
membrana polimérica dialitica. Uma membrana adicional semipermedvel pode barrar elementos

. vy eqe - . 24
interferentes e possibilitar somente a passagem dos produtos da reacdo enzimética.

2.7.1.3— Microencapsulamento

Nesta técnica, as enzimas estdo envolvidas por membranas semipermedveis que permitem
a passagem de moléculas de substrato e produto, mas ndo da enzima; sao de forma esférica com
tamanhos entre 1 a 100 micrometros de didmetro.?! A enzima e um monémero hidrofilico sdo
misturados em solu¢do aquosa e adicionados em solvente organico insolivel em dgua. Com a
adicado de monomero hidrofébico, se inicia a reagdo de polimerizacdo, levando a formacao de
microesferas.”* Com este método pode-se encapsular simultaneamente uma grande variedade de
enzimas, o que faz com que reacdes que se sucedem em multiplas etapas possam ser levadas a
cabo. Os principais tipos de membranas utilizadas sdo: Teflon®, Nafion®, coldgeno acetato de

celulose e policarbonato.

2.7.1.4 - Eletropolimerizacao
No método da imobilizacdo enzimatica por eletropolimerizagdo, um mondmero em
solucdo contendo a enzima, ao se polimerizar pela acdo de um potencial elétrico, sofre deposi¢ao

na superficie do eletrodo aprisionando simultaneamente a enzima. O monomero € eletricamente
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oxidado em potencial que facilita o crescimento de radicais livres do mondmero e, este, é
adsorvido pela superficie do eletrodo onde uma série de reagdes ocorre para a formacdo da matriz
polimérica.”

O processo serd regido pelo potencial do eletrodo e pelo tempo de reagdo, o que permite o
controle da espessura do filme resultante. Para algumas reagdes de polimerizagdo, devido a
acidez do meio, este pode nao ser o mais adequado, pois a enzima pode sofrer desnaturagdo e ter

sua atividade catalitica comprometida.

2.7.1.5- Oclusao em matriz polimérica
Neste método, a enzima € retida dentro de uma rede polimérica tridimensional insolivel

em 4gua. A oclusdo pode ser feita em gel 26

(a solucdo de enzima € misturada a um mondmero,
que é entdo polimerizado a um gel, retendo a enzima), em eletrodos de pasta de carbono *’ (a
enzima pode ser misturada a uma pasta consistindo de pé de grafite e um 6leo e a pasta pode ser
misturada a diferentes componentes) e em polimeros (a enzima pode ser adicionada a um
mondmero, em solu¢cdo aquosa, e este ser quimicamente polimerizado junto com a enzima). A

enzima também pode ser imobilizada dentro de matrizes s6lidas porosas.”

2.7.2- Métodos de imobilizacao de enzimas por ligacao quimica

Pode-se imobilizar a enzima em um suporte, ou eletrodo, por meio de reagdes quimicas
especificas deste com grupos funcionais presentes na estrutura protéica, tais como amino grupos,
grupos carboxilicos, grupo imidazol da histidina e etc. Os métodos quimicos incluem ligacao

covalente e reticulacdo.”!

2.7.2.1- Ligacao covalente

Este método consiste no uso de grupos quimicos do suporte, por meio da ativagdo da
matriz s6lida, e conseqiiente unido com a enzima. Dos 20 aminodcidos que compdem a estrutura
enzimatica, os mais empregados para ligarem-se ao suporte sdo principalmente a lisina, cisteina,
tirosina e histidina, € em menor grau, a metionina, triptofano, arginina e os acidos aspartico e
glutamico. O restante, devido ao carater hidrofobico, ndo se encontra expostos na superficie

protéica, e ndo podem entdo intervir nas ligacdes. A ativacdo da matriz pode consistir em
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silanizagdo (Pt, vidro, quartzo), reacdo com carboimidas (amidas, nylon®, grafite) e glutaraldeido
(aminas).29'30

Para tal método, faz-se necessario conhecer a densidade de grupos funcionais por unidade
de superficie, ja que este condiciona o nimero de unides enzima-substrato bem como prevé a
posicdo da enzima na superficie do eletrodo. O processo de imobilizagdo pode alterar a estrutura
do centro ativo inativando total ou parcialmente a enzima.

Geralmente os suportes poliméricos insoliiveis para o acoplamento quimico de enzimas
contém grupos funcionais que apos ativagao podem imobilizar o composto bioativo via um grupo
funcional especifico. Os principais grupos funcionais de suportes poliméricos insoliveis
utilizados no processo de imobilizacdo enzimadtica sdo: hidroxilas (-OH), carbonilas (C=0),
carboxilas (CO(OH)) e aminas primarias (NH5).

Os grupos funcionais podem ser ativados quimicamente para imobilizacdo da enzima via
seu grupo NH, funcional, mantendo a atividade enzimdtica em niveis adequados para o
desenvolvimento de biossensores.

Cada suporte contendo um grupo funcional requer uma ativacao especifica como pode ser
verificado na Figura 2.11.

(1) Hidroxilas

Suportes contendo hidroxilas podem ser ativados pela reagdao com cloreto ciandrico e este se ligar
a enzima por meio da reacdo entre o seu grupo funcional hidroxila e o grupo funcional amina da
enzima.

(i1) Carbonilas

Suportes ricos em grupos funcionais carbonilicos podem sofrer um processo de silanizacdo para
posterior complexacdo com glutaraldeido possibilitando, assim, reacdes com as aminas
enzimaticas.

(ii1) Carboxilas

Suportes contendo carboxilas podem ser ativados com carbodiiminas e estas servirem de
complexo de ligacdo as enzimas.

(iv) Aminas primarias

Os suportes que contém grupos funcionais amina podem ser ativados pelo glutaraldeido que se

liga as enzimas pela reacdo entre os grupos funcionais aminas primadrias e carbonilas.
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Figura 2.11- Ligacdo covalente da enzima (com agrupamento amina) na superficie do eletrodo.

(A) Complexacao com cloreto cianurico, (B) ligacdo covalente por silanizacdo,

(C) complexacdo com carbodiimina e (D) glutaraldeido.22
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2.7.2.2- Ligacoes covalentes reticuladas

Reagentes bi ou multifuncionais, que podem originar unides intermoleculares entre as
moléculas de enzima, sdo usados para reagirem com os aminogrupos livres contidos na cadeia
protéica, havendo a formagao de uma rede polimérica devido a formacao de ligagdes covalentes
cruzadas entre as moléculas de enzima e ou um suporte com grupos funcionais. O agente mais
aplicado para este fim tem sido o glutaraldeido, por possuir baixa toxicidade e baixo custo
comparado aos demais reativos quimicos. O resultado é um reticulado com ligacoes
intermoleculares irreversiveis capazes de resistir a condi¢des extremas de pH e temperatura e a
solventes organicos (ver Figura 2.12). O reticulado possibilita a enzima resistir a desnaturacao
por estar mais estdvel estericamente. A maior desvantagem €é que muitas enzimas sdo sensiveis ao

acoplamento quimico com glutaraldeido, podendo perder sua atividade por desnaturacio.”’

I '\ /; I
I—I/ \I—I OHGJC{HC,#}C RC/f’D H \‘H
Loy

Figura 2.12- Acoplamento quimico de uma molécula de glutaraldeido a duas enzimas.*

Uma maneira de andlise da atividade de uma enzima, apds o processo de imobilizacdo é

através de sua cinética.
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2.8- Cinética enzimatica

Admite-se que, inicialmente, a enzima e o substrato reagem reversivelmente, formando
um composto intermedidrio denominado complexo enzima-substrato que, por sua vez, ou se
decompde ou reage com outra substancia, regenerando a enzima e formando os produtos da
reagﬁo.3 >33

A teoria da cinética enzimadtica para sistemas com um tnico substrato foi desenvolvida em

1913 por Michaelis e Menten, cujas fotos estdo ilustradas na Figura 2.13.

Figura 2.13- Fotografias de Leonor Michaelis e Maud Menten.**

O estudo da velocidade da reagao € uma das maneiras de se compreender a bioquimica
das reacdes catalisadas pelas enzimas. A velocidade da reacdo sofre forte influéncia da
concentracdo do substrato. Entretanto, estudar os efeitos da concentragdo do substrato [S] é
complicado devido ao fato deste variar durante o curso da reac¢do, enquanto o substrato se
transforma em produto. Uma abordagem simplificada para o estudo da cinética de uma reacao
enzimatica € medir a velocidade inicial Vo quando [S] € muito maior que a concentragdo da
enzima [E]. Assim sendo, para um tempo curto, as variacdes de [S] serdo despreziveis. A
Figura 2.14 mostra o efeito de [S] sobre Vy. O aumento de V, é aproximadamente linear para

baixas concentragdes de substrato. A media que [S] cresce, V( cresce a taxas cada vez menores,
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até alcancar um valor de [S] em que ndo existe variagcdo significativa no valor de V. Este valor

de Vj é muito préoximo da velocidade méxima, Vpsx.

Vo (wmimin)
T,

g

K [S] (MM}

Fl

Figura 2.14- Efeito da concentracio de substrato na cinética enzimdtica.™

O complexo ES formado, desempenha um papel fundamental para a compreensdo do
comportamento cinético da rea¢do. Michaelis e Maud Menten postularam que a a¢do enzimética

se da em etapas, se iniciando pela rdpida formagao de um complexo reversivel enzima-substrato:

ky
E+S<ES (2.1)

k_y
A quebra do complexo ES liberando a enzima livre e o produto P, se d4 em uma segunda
etapa mais lenta, que € representada pela reagao:

ky
ES<E+P (2.2)

kp
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A velocidade da reacdo enzimdtica é limitada pela segunda reacdo, uma vez que esta
ocorre mais lentamente. Sendo assim, a velocidade da reacdo deve ser proporcional a [ES]. A
relacdo entre [S] e V) possui a mesma forma geral para todas as enzimas.

Segundo Michaelis e Menten a forma matematica desta relacao, foi descrita considerando
a hipétese bdsica de que, no estado estaciondrio, a velocidade da reacdo € limitada pela quebra do
complexo ES. Esta relacdo, denominada equacdo de Michaelis-Menten, é a equacdo da

velocidade de uma reag¢do enzimdtica com um unico substrato, e € dada pela relacdo a seguir:

v, = YualS1 2.3)
k, +[S]
onde k,, € denominada constante de Michaelis-Menten sendo expressa por:
b, = th) (2.4)
kl

A velocidade inicial Vj, a velocidade maxima V,;, € a concentracdo do substrato [S],
estdo relacionados pela constante de Michaelis-Menten. A constante de Michaelis, K,,, € entdo
definida como a concentracdo do substrato em que, a uma dada concentracdo de uma enzima,
produz a metade de sua velocidade méxima. Esta constante k,, permite a avaliacdo da afinidade

de uma enzima por um substrato.

V, =2 (2.5)

Ao substituir a Equacdo 2.5 na equacdo de Michaelis-Menten e dividindo por Vg,

obtemos:

= (2.6)
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Chega-se a conclusio que:
k, =[S] (2.7)

Deste modo, K, pode ser definido como sendo a concentragdo de substrato quando V)
equivale a 1/2 V,4u. Logo, a equagdo de Michaelis-Menten pode ser linearizada
matematicamente, de modo a permitir a determinagcdo experimental de k, e V., através de

métodos graficos. Uma simples transformacao € a inversao da equagdo, da seguinte forma:

1 _K,+I51

2.8
VO thix [S ] ( )

A partir de transformacdes matemdticas simples, esta equacdo pode ser descrita da

seguinte forma:

1 _X, L.,.L (2.9)
Vo Voo IST V..

ax

A equagdo de Lineweaver-Burk € obtida através da lineariza¢ao da equacao de Michaelis-
Menten que permite obter experimentalmente os valores de k,, € V4, através de uma curva 1/V)

versus 1/[S], como ilustrado na Figura 2.15.
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1V

Figura 2.15- Linearizacao da equa¢ao de Michaelis-Menten por Lineweaver-Burk.

Em biossensores amperométricos pode-se escrever a equacao eletroquimica de Michaelis-
Menten como a relac@o entre a concentracao de substrato e a corrente emitida, obtendo-se assim
o valor de concentracdo do hemometabdlito a ser analisado.

A velocidade da reacdo enzimadtica pode ser reduzida pela desnaturacdo da enzima, que
consiste, para as enzimas globulares, no desenovelamento da cadeia polipeptidica, causando sua
perda de atividade. A temperatura, o grau de acidez, a concentracdo de sais e outros fatores
ambientais podem afetar a estrutura espacial das proteinas, fazendo com que as moléculas se
desenrolem e percam sua configuragdo original.

No projeto de biossensores, é importante encontrar um método adequado de imobilizacdo
para que se tenha alta atividade enzimadtica e melhor estabilidade, evitando o processo de
desnaturagdo. Ao mesmo tempo, matrizes poliméricas com elevado grau de funcionalidade tem
despertado a atencdo de inimeros pesquisadores.

De acordo com a literatura, os polimeros sintéticos constituem a classe mais importante de
materiais utilizados no desenvolvimento de suportes para imobilizacio de enzimas. E fato
conhecido, que os polimeros sdo ricos em grupos funcionais que podem ser convenientemente

ativados para o processo de imobilizagdo.
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Neste trabalho, é de particular interesse a utilizagdo de dendrimeros, uma nova classe de
materiais poliméricos, no desenvolvimento de biossensores de hemometabodlitos tais como
glicose, colesterol e uréia. As propriedades biomiméticas e a elevada densidade de grupos
funcionais na periferia fazem dessa macromolécula um atraente sistema para o projeto de

biossensores.

2.9- Aplicacoes das enzimas em biossensores

2.9.1- A enzima glicose oxidase (GOx)

A glicose oxidase € uma enzima que catalisa a oxidacdo da B-D-glucose com formacao de
d-gluconolactona. A enzima contém um grupo prostético, a flavina adenina dinucleétido (FAD),
que confere a proteina a capacidade para catalisar reagdes de oxidacao-redugdo.

A reacdo da-se em dois passos, no primeiro dos quais a coenzima oxidada sofre uma
reducao a FADH,, que é acompanhada pela oxidagdao da B-D-glucose a d-gluconolactona. No
segundo passo a flavina reoxida-se por acdo de oxigé€nio, que, por sua vez, se converte em

perdxido de hidrogénio (ver Figura 2.16).

H
CH,OH
HO T
HO H - H +0p— ™ +H40,
Iri [:EH i
(B-D-glicose) (acido gluconico)

Figura 2.16- Ilustracdo da reagdo catalisada pela enzima glicose oxidase.*

A atividade da glicose oxidase,*® extraida do Aspergillus niger foi primeiramente relatada

por Miiller em 1922. A partir de entfo, esta enzima tem sido extraida e purificada desse fungo.”’
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A Figura 2.17 representa a simulacdo computacional da molécula GOx através de um

modelo de fitas. Observa-se em vermelho o sitio ativo desta enzima, no qual a FAD esta contida.

Figura 2.17- Ilustracdo da estrutura da enzima glicose oxidase, na forma de fitas. O FAD esta

representado pela regido vermelha.”®

Em virtude da sua elevada especificidade, a glicose oxidase, € utilizada como elemento
biocatalitico para se medir os niveis de agicar no sangue, seja através de testes colorimétricos ou

sensoriais.”> >’
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2.2.2- A enzima colesterol oxidase (COx)

Turfitt, em 1994, foi o primeiro a isolar a enzima, a partir do micrébio Nacordia
erythropolis e demonstrar seu efeito na oxidacdo do colesterol.** Desde entdo, a enzima foi
encontrada e isolada a partir de um grande nimero de microorganismos, em especial a partir da
Arthrobacter, Corynebacterium, Nacordia erythropolis, Mycobacterium, Pseudomonas e
Rhodococcus sp., entre outros. Alguns microorganismos estocam a enzima em membranas
intracelulares, enquanto outros a dispersam em seu meio de cultivo.

Cerca de 70% do colesterol existente no plasma sanguineo se encontra na forma
esterificada. Assim, o procedimento tipico para determinacdo do colesterol total geralmente se
inicia pela quebra dos ésteres de colesterol pela enzima colesterol estearase, produzindo
colesterol livre e 4dcidos graxos. As moléculas de colesterol podem entao sofrer a acdo da enzima
colesterol oxidase, produzindo 4-colesten-3-ona e peréxido de hidrogénio, como ilustrado na

Figura 2.18.%

HO u/

Colesterol / S5-Colesten-3-ona

4-Colesten-3-oma

Figura 2.18- Ilustracio da reaco catalisada pela enzima colesterol oxidase.*
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A colesterol oxidase (COx) pode ser sintetizada através de uma grande variedade de
microorganismos, em ambientes completamente distintos. Algumas linhagens de
microorganismos sao capazes de promover a oxidac¢ao do colesterol a taxas superiores a 70%.

O custo da enzima colesterol oxidase se mantém relativamente alto devido,
principalmente, a baixa produtividade dos microorganismos e pela necessidade de adicdo de
colesterol ao meio de cultura para induzir o aumento da producio da enzima.

As propriedades fisicas da COx variam de acordo com o microorganismo de origem. Em
geral a atividade da COx é 6tima a temperatura de 37 °C e pH neutro em solu¢do aquosa.
Dependendo da origem, a COx pode apresentar melhor estabilidade térmica e atividade 6tima em
intervalos de pH entre 4 e 10.

A COx ¢ uma macromolécula de alto peso molecular, em torno de 60 kDa, com um
pequeno centro ativo localizado nas proximidades do centro da estrutura. O centro ativo contém
um cofator, que € um colaborador ndo protéico necessdrio para a atividade enzimética. Na COx o

cofator € constituido por Flavina Adenina Dinucledtideo (FAD). A estrutura da COx ¢é

apresentada pela Figura 2.19.
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Figura 2.19- Ilustracdo da estrutura da enzima colesterol oxidase, na forma de fitas.™

2.2.3- A enzima urease

A enzima foi primeiramente isolada na forma cristalina, mas isto foi compreendido
melhor quando Summer em 1926 isolou urease de feijdo e evidenciou que estes cristais consistem
em proteinas.

A Uréia, principal produto do catabolismo das proteinas e aminodcidos, tem sua
concentracdo sérica afetada pela dieta e pelo estado de hidratagdo, constituindo uma indicacao
grosseira do estado da funcdo renal. A urease é um enzima que catalisa a hidrélise da uréia em

diéxido de carbono e amonia. A reacao é apresentada a seguir:

(NHz)QCO + Hzo — C02 + 2NH3
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Os valores aumentados da uréia plasmatica sao classificados como:
(i) Causa pré-renal, resultante de defeitos de excrecdo observado na descompensacdo cardiaca,
choque hemorrégico, desidratacdo aguda, catabolismo protéico elevado (queimaduras, febre).
(i) Causa renal, como conseqiiéncia de doenca renal aguda ou cronica (glomerulonefrite,
pielonefrite, necrose tubular) com diminuicdo da filtracdo glomerular podendo ser observado
niveis plasmaticos de uréia de 300 mg/dL ou mais.
(iii) Causa pos-renal, geralmente resultante de uma obstru¢do do trato urindrio, pode ocorrer nas
litfases renais, nos tumores por compressao da bexiga.

A diminui¢do da uréia sérica, ocorre apenas em poucas situagdes, como na insuficiéncia
hepdtica aguda, na inani¢do, no ultimo trimestre da gravidez.

Ureases (EC 3.5.1.5) catalisam a reacao de hidrélise da uréia a duas moléculas de amdnia
e didxido de carbono. As ureases vegetais sdo hexameros ou trimeros de uma subunidade de
aproximadamente 90 kDa, com 2 dtomos de niquel por subunidade. A Figura 2.20 ilustra a

estrutura da enzima urease na forma de fitas.

Figura 2.20- Ilustracdo da estrutura da enzima urease na forma de fitas.™

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplica¢des Clinicas



Capitulo 2- Natureza quimica das enzimas 53

E fato conhecido que as enzimas reduzem significativamente a barreira energética de uma
reacdo, porém, sua utilizacdo na forma pura muitas das vezes inviabiliza o processo dado seu
elevado custo. Sendo assim, a opcdo pode ser a imobilizacdo da enzima em suportes insoliveis, o
que possibilita sua reutilizagdo vérias vezes. A reutilizacdo de biocatalizadores reduz
significativamente o custo do processo.

Em meio século de pesquisas e desenvolvimento de processos tecnoldgicos, vdrias
técnicas foram desenvolvidas para a imobilizacdo de enzimas. O objetivo de um processo de
imobilizacdo € reduzir o custo da enzima viabilizando o processo tecnolégico e aumentar a
estabilidade frente as flutuacdes de temperatura no processo.

Desde o desenvolvimento do primeiro biossensor, em 1962, diversos outros foram
construidos utilizando diferentes enzimas e procedimentos de imobilizagdo. Apresentam
caracteristicas importantes, tais como seletividade, baixo custo e facilidade na construcao,
potencial para miniaturizagdo, resposta rdpida, potencial de automacdo e construcdo de
equipamentos simples e portziteis.1

O desenvolvimento de técnicas de imobiliza¢do tem sido importante por proporcionar a
reutilizagdo das enzimas, aumentar a estabilidade, reduzir custos e aumentar, em alguns casos, a
atividade enzimatica. Esses fatores dependem principalmente da escolha apropriada do suporte e

. . . ~ D
dos reagentes utilizados no processo de imobilizacao. ?

2.10- Consideracoes parciais

A elevada aplicabilidade da atividade enzimdtica acrescida a sua eficiéncia catalitica e
especificidade, permitem sua aplicagdo em processos analiticos da medicina clinica.

Atualmente, o nimero de enzimas conhecidas e caracterizadas quimicamente se aproxima
do valor de 2000. Porém o nimero de enzimas que sdo produzidas e aplicadas industrialmente em
grandes quantidades, ndo ultrapassa mais de duas dezenas. Sendo assim, torna-se necessario um
estudo avancado das enzimas e suas condi¢cdes 6timas de atuagao.

Em vista do exposto, conclui-se que a estrutura quimica integra das proteinas com
atividade catalitica é determinante para a atuacdo dos biocatalizadores. Porém, fatores externos
que alteram a conformacao protéica, e, portanto, a velocidade das reacdes enzimdticas permitem

a modulacdo das reacdes metabdlicas dos seres vivos.
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No processo de desenvolvimento de biossensores, a decisdo pelo melhor método de
imobilizacdo estd diretamente ligada a performance do biossensor. Quanto maior for a atividade
enzimatica apés a imobiliza¢do, maior serd a estabilidade e a sensibilidade do biossensor. A
escolha do suporte para imobilizacdo do biocatalizador constitui em uma tarefa importante para o
desenvolvimento do dispositivo clinico.

O desenvolvimento de sistemas macromoleculares que possam funcionar como
nanoplataformas para a imobilizacdo de enzimas desempenha um papel importante no presente
século. Os sistemas macromoleculares arborescentes tém atraido a aten¢do de importantes grupos
de pesquisa mundiais. O préximo capitulo desta dissertacdo aborda algumas propriedades de tais

sistemas.
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Capitulo 3- Plataformas nanoestruturadas

3.1- O desenvolvimento dos dendrimeros

Dendrimeros sao macromoléculas monodispersas, altamente ramificadas, apresentando
estruturas bem definidas e um peso molecular uniforme. Esta classe de compostos tem recebido
grande atencdo dos pesquisadores nestes ultimos anos devido a particularidade de suas
propriedades fisicas e quimicas.'™

Os dendrimeros eram originalmente conhecidos como moléculas cascata, nas duas ultimas
décadas houve uma grande evolucdo na quimica dos dendrimeros, mas a grande evolugdo deu-se
nos anos 90. Hoje ja existe uma grande variedade de dendrimeros, tanto em numeros de nicleos
iniciadores, ou seja, a molécula central ou o nicleo do dendrimero, como nos ramos € bem como
as unidades finais.

O termo dendrimero, deriva do grego “dendron” (4rvore) e “meros” (parte ou fracao).
Descreve uma arquitetura de uma nova classe de moléculas; estas fundamentalmente sdao
formadas por um nticleo que € uma molécula a qual se liga os ramos. Estas moléculas sdo
altamente ramificadas, mas sdo também altamente simétricas, em gera¢des muito altas, a partir da

quarta geracao especialmente, elas tendem a ter uma estrutura em forma de uma esfera, devido as

interacoes entres as cadeias (Figura 3.1).
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Figura 3.1- llustracdo estrutural de um dendrimero GnPZn, n=4 (quarta geracdo).’

Os dendrimeros sdo caracterizados por estruturas quase esféricas, tamanhos nanométricos,
grande numero de subgrupos funcionais reativos e espacos interiores protegidos. Esta
combinacdo Unica de propriedades torna-os perfeitos para aplicagdes em diferentes areas da
quimica e medicina.

Essas macromoléculas tridimensionais possuem pontos de ramificacdo em cada unidade
monomérica que sdo capazes de reproduzir estruturas com definidos nimeros de geracdes e
grupos funcionais terminais. Elas apresentam, ainda, elevado controle do peso molecular e da
forma, o que proporciona a sintese de micelas unimoleculares.

Os dendrimeros sdo fundamentados na aplicacdo de progressdes matemdticas para a
sintese organica e, como tais, possuem uma topologia molecular bem definida.

Conhecidos como polimeros altamente ramificados, os dendrimeros diferenciam-se dos
polimeros normais devido as suas ramifica¢des serem altamente regulares e a macromolécula ser
bastante simétrica.

A Figura 3.2 ilustra uma comparagdo entre a estrutura de polimeros classicos e a estrutura
de um dendrimero. Pela figura percebe-se que os dendrimeros possuem uma estrutura bem
definida com um alto grau de simetria e altamente organizada, apresentam um nucleo central e
possuem muitos grupos funcionais periféricos. Além disso, sdo macromoléculas sintéticas,
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monodispersas, com elevado peso molecular, elevada drea superficial e tamanho nanomérico, ao
contréario dos polimeros lineares. Este tipo de molécula possui superficies e interfaces altamente

controladas e apresenta cavidades internas, o que permite, por exemplo, o encapsulamento de

moléculas hospedeiras bioativas.*”

Limnear Reticulado Ramificado
(a)
Ramificagies aleatorias Dendrirmero
L-.J T I

i:h) )I?.f.-_.!f"-'?‘

Figura 3.2— (a) Estruturas poliméricas classicas. (b) Estruturas dendriticas.®

O processo de polimerizacdo cldssico, o qual resulta em polimeros lineares, € usualmente
randomico em natureza e produz moléculas com um elevado indice de polidispersdo, enquanto o
tamanho e a massa molecular dos dendrimeros podem ser especificamente controlados durante a
sintese.

Estas moléculas crescem a partir de um nucleo (designado Geracdo 0) e cada conjunto de
unidades monoméricas adicionadas sdo designadas por Geragdo (Figura 3.3). Esta adicdo torna

cada geracdo mais ramificada que a anterior até se obter uma estrutura globular e densa.
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Figura 3.3- Esquematizacio do crescimento em geracdes do dendrimero PAMAM.’
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Com a introducdo de novos dominios cientificos, no entendimento da topologia molecular

e orientacdo de grupos funcionais, € possivel estabelecer esfor¢os no sentido de atuar em dois

extremos da sintese organica. O estudo da quimica supramolecular, e, em particular a quimica

dendrimérica, podendo constituir um método ttil na resolugdo de novos problemas sintéticos.*”

3.2- Historico sobre a Sintese dos Primeiros Dendrimeros

A primeira tentativa de sintese de dendrimeros foi feita por Vogtle em 1978, que aplicou

. . . . 10-11-12
este conceito na sintese de aminas com baixo peso molecular.'’

Na sintese é utilizada

exaustivamente a adi¢do tipo Michael, seguida de uma reducdo dos grupos nitrilos a aminas

primdrias, como € apresentada na Figura 3.4.
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Figura 3.4- Primeira tentativa de sintese de um dendrimero pela rota divergente.'

No entanto, esta sintese encontrou problemas na reducdo dos grupos nitrilos. Assim o
processo s6 podia ser repetido duas vezes, por isso s6 dava aminas disubstituidas, e o rendimento
era muito baixo.

Tomalia sintetizou pela primeira vez dendrimeros '!, acidentalmente, quando em seu
laboratério com os colaboradores sintetizava, através de um processo padrio, polimeros de
cadeias lineares chamados poliamidoaminas, em que um certo dia adicionou metanol aos
reagentes iniciais, embora que pelo processo tradicional ndo seja requerido, com o objetivo de
facilitar a agitacdo da mistura reacional. Mas Tomalia ndo estava a espera que o metanol alterase
as substancias nesta reagdo quimicamente. O resto do processo de polimeriza¢dao foi igual,
introduzindo na mistura os dois mondmeros: o acrilato de metila e o etileno diamina.

Normalmente os dois mondmeros formam cadeias longas, ligando-se entre eles na razdo
de um para um, mas a molécula formada naquele dia, ndo era linear e consistia na ligacao de dois
grupos acrilato de metila a um de etileno diamina. Neste caso o metanol afetou a reacdo,
aparentemente, facilitou a remocao dos hidrogénios dos dtomos de azoto no etileno diamina e
permitiu o acrilato de metila se ligar aos azotos.

Tomalia imaginou entdo um sistema molecular que crescia com resultado em grandes

estruturas simétricas construidas por etapas. Ou seja, o dendrimero era construido por um nicleo
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iniciador, € que se juntava a uma segunda molécula linear, produzindo assim os ramos do
dendrimero."

Esta bésica aproximacdo teve resultado na criacdo de uma nova classe de arquitetura
polimérica, os mondmeros. Estes, por sua vez, estdo ligados entre eles e os ramos ligados
concentricamente a uma simples molécula (nucleo iniciador), criando assim, uma estrutura em
trés dimensdes, que em geracdes muito altas, devido as interacdes entre os ramos, podem ser
esféricas.

A partir desta primeira sintese acidental, Tomalia ajustou as propriedades de sintese,
usando duas operagdes repetidamente, utilizando como ntcleo iniciador uma molécula de
amonia. A esta molécula de amonia foi adicionado metanol suficiente para facilitar a substituicdo
dos hidrogénios da amonia pelo acrilato de metila, e assim criar um dendrimero de geragao zero.
Em seguida adicionou-se o segundo mondmero, que € respectivamente etileno diamina, que ataca
livremente as trés moléculas do monOmero adicionado anteriormente, obtendo-se assim o
dendrimero de 1* geracdo. Depois os dois hidrogénios do azoto do etileno diamina sdo
substituidos novamente pelo acrilato de metila, obtendo-se um dendrimero de 2* geracado. E assim
sucessivamente até se obter o dendrimero pretendido, ou de geracdo pretendida, como mostra a

Figura 3.5.

Figura 3.5- Representacio esquematica do crescimento dendrimérico pela rota divergente.'®

A partir da divulgagdo da sintese deste dendrimero, apareceram muitos outros
investigadores a publicar trabalhos a cerca da sintese deste novo tipo de molécula.

A uniformidade molecular dos dendrimeros, a sua superficie multifuncional, bem como a
presenca de cavidades internas, fazem dessas macromoléculas sistemas interessantes para uma

2 : ~ 17-1
vasta drea de aplicagdes. 8
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Macromoléculas com estrutura dendritica sdo sistemas isomoleculares cuja estrutura
tridimensional tem atraido a atencdo de muitos grupos de pesquisa com relagdo ao projeto de
biossensores para aplicagdes clinicas como pode ser visto pela Figura 3.6.

A estrutura mimetizante de proteinas globulares bem como sua elevada drea superficial
tornam os dendrimeros sistemas macromoleculares atraentes para o projeto de biossensores
enzimaticos. Enzimas imobilizadas em superficies dendriméricas possuem um alto grau de
orientagdo em relagdo a matriz polimérica na qual o dendrimero serd ligado, possibilitando a

exposi¢ao de um maior nimero de sitios ativos na superficie do polimero conjugado.
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Figura 3.6- Nimero de publicacdes na drea de dendrimeros nos dtimos dez anos. Fonte: Scielo.

3.3- Os dendrimeros e suas propriedades '
Devido a sua arquitetura molecular, os dendrimeros apresentam uma melhora significativa
em suas propriedades fisicas e quimicas quando comparados aos polimeros lineares tradicionais.
Dentre as propriedades dos dendrimeros, podemos mencionar as que mais se evidenciam,;
(i) Em solucdo, os polimeros de cadeias lineares sdo flexiveis enquanto que os
dendrimeros formam esferas concéntricas.
(i1) Solugdes de dendrimeros possuem uma viscosidade significativamente menor que 0s
polimeros lineares e, esta, ¢ uma das propriedades mais importantes dessas macromoléculas. A

viscosidade aumenta com o aumento do nimero de mondmeros, mas a partir de uma certa
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geracdo (em geral, a partir da geracdo 4), a viscosidade volta a diminuir, de tal forma que os
dendrimeros de geracdo mais alta apresentam mais grupos terminais, porém menor viscosidade
que os dendrimeros de geracdo mais baixa. Este comportamento € diferente dos polimeros
lineares. Afinal, para polimeros cldssicos a viscosidade intrinseca aumenta continuamente com a
massa molecular.

(i11)) O ndmero de grupos funcionais na superficie da macromolécula determina a geracao
do dendrimero.

(iv) A presenca de muitas cadeias terminais € responsdavel por uma alta solubilidade,
micibilidade e reatividade dos dendrimeros. A sua solubilidade é fortemente influenciada pela
natureza dos grupos da superficie. Os dendrimeros terminais em grupos hidrofilicos sdo soluveis
em solventes polares enquanto os dendrimeros terminais com grupos hidrofébicos sdo soldveis
em solventes apolares.

(v) A massa molar, M, dos dendrimeros pode ser descrita pela seguinte relacdo

matematica:

G
M=Mg+n|M, | """ |+ Mn° (3.1)

m _1 t"'m

sendo M. a massa molar do nuicleo, M,, é a massa molar do monomero ramificado, M, € a massa
molar do grupo terminal, n. € a multiplicidade do nucleo, n,, é a multiplicidade da ramificacdo e
G € o nimero de geragao.

(vi) O aumento do ndmero de grupos terminais € descrito por uma progressao geométrica:

Z=n..ng (3.2)

Sendo n. a multiplicidade do nucleo, n, € a multiplicidade da ramificacdo e G € o nimero de
geracao.

(vii) O peso molecular médio e a polidispersdo de dendrimeros sdo dois parametros muito
importantes para a determinagdo e explicacdo do comportamento fisico desses sistemas
macromoleculares. Dendrimeros de peso molecular muito baixo geralmente apresentam uma

menor area superficial, o que € indesejavel para o projeto de biossensores. Ja as macromoléculas
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de peso molecular muito elevado sdo pouco soliveis e, por isso, geralmente ndo é possivel
utiliza-los no revestimento de superficies sintéticas.

(viii) A capacidade de encapsulamento de moléculas na macromolécula interior € uma das
propriedades tnicas que os dendrimeros apresentam devido a sua forma globular e a presenca de

cavidades internas.

3.4- A sintese de macromoléculas dendriticas

A sintese de macromoléculas com estrutura dendritica envolve uma reacdo de
policondensacdo controlada que utiliza uma estratégia sintética repetitiva.”’*' Desta maneira é
possivel um controle do peso molecular e do tamanho da macromolécula, o que produz polimeros
isomoleculares.

A preparagdo de dendrimeros pode ser efetuada de duas maneiras distintas, seguindo uma
rota divergente ou convergente de sintese.''®** Ambas as maneiras fornecem estruturas
altamente simétricas, hiper-ramificacdo, elevado grau de funcionalizacdo terminal e
rnonodispersﬁo.zl'22

O método divergente envolve o crescimento a partir de um nucleo central, onde as
ramificacdes sdo justapostas através de etapas sintéticas repetitivas. Este método € caracterizado
por reacdes que ocorrem por um aumento do nimero de sitios reativos, como se o dendrimero
estivesse sendo construido de dentro para fora. O procedimento geral € ilustrado pela Figura 3.7.

O método de sintese divergente apresenta como principais inconvenientes as reacdes
incompletas dos grupos terminais, que introduzem defeitos na macromolécula. Para impedir a
formacdo de defeitos, normalmente se utilizam grandes quantidades de precursores, o que
dificulta a purificacdo do produto final.>

A sintese pelo método convergente principia pelo que gerard a superficie externa da
macromolécula, ou seja, pelas ramificagdes. O principio basico do método envolve a construcao
de pequenos fragmentos denominados dendrons que sofrem policondensac¢do e constituem o
nicleo central e que evoluem para a formacao final do dendrimero. O método convergente é
ilustrado a seguir pela Figura 3.8. O monomero de partida contém um grupo reativo de um lado
da subunidade estrutural e um grupo terminal na outra extremidade formando, na geracao final, a

camada externa do dendrimero. Esse fragmento pode, entdo, reagir com grupos reativos da

unidade de repeti¢do, que também contém sitios protegidos. Depois da conversdo para um novo
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grupo reativo a sintese pode ser continuada por reacdo com uma segunda unidade de repeticdo. A
repeticdo do ciclo de reacdo leva a construcdo de grandes dendrons. A reacdo dos dendrons
desprotegidos com grupos reativos de um nicleo terminal constitui o dendrimero final.'®?*
Embora a formagdo de defeitos no dendrimero seja minimizada na rota sintética
convergente e a purificacdo do produto final seja mais facil relativamente a rota sintética
divergente, o impedimento estérico, causado pelos grupos volumosos na periferia do dendrimero,

impede a obtencdo de sistemas de elevadas geracdes.”*

Figura 3.7- Representacdo esquematica de um dendrimero segundo o método divergente.'
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Figura 3.8- Representacio esquematica da sintese de um dendrimero pelo método convergente.'

3.5- Dendrimeros estudados neste trabalho: CHD, PGLD e PPID
Os dendrimeros para que sejam considerados suportes ideais para utilizacdo como
biossensor, devem possuir caracteristicas que nao interfiram na atividade da enzima a ser

imobilizada. A macromolécula dendritica deve possuir alta funcionalidade, o que facilita o
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procedimento de imobilizagdo da enzima; baixo custo e possuir boas propriedades de
biocompatibilidade. Estas caracteristicas sdo atraentes devido ao fato que dendrimeros em escala
nanométrica, frequentemente exibem propriedades fisicas e quimicas ideais para utiliza¢gdo como
plataformas para a imobilizacdo de biocatalizadores. Tais caracteristicas podem influenciar
significativamente na resposta do dispositivo sensor.

Neste trabalho, foram estudados trés diferentes tipos de dendrimeros utilizados como
nanoplataformas para imobiliza¢do de enzimas a saber: PGLD, PPID e CHD.

O grupo de biomateriais da Unifei tem se empenhado recentemente na sintese e
caracterizacdo de dendrimeros bioativos que possam ser utilizados em biossensores ou como
sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Neste sentido, dendrimeros de poliglicerol
(PGLD), dendrimeros de quitosana (CHD) e poli(propileno imina) foram sintetizados,
purificados e caracterizados por diversas técnicas fisico-quimicas.'**

O dendrimero de PGLD foi estudado quanto as suas propriedades hemocompativeis,
sendo comprovado que este material possui baixa adsorcdo de fibrinogénio, e elevada adsorc¢ao
de albumina e ndo ativa as plaquetas de sangue. Tais caracteristicas incentivam a utilizacdo deste
material no desenvolvimento de biossensores, em especial os biossensores implantdveis. A Figura

3.9 ilustra a estrutura do dendrimero PGLD.

Figura 3.9 — Estrutura do poliglicerol dendritico de geracao 4 (PGLD G4).
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O dendrimero de quitosana (CHD) foi sintetizado com a finalidade de se obter um
material para imobilizar as enzimas. No entanto, deve-se precaver de que a atividade destas
enzimas nao sofram um decaimento em fun¢do da imobilizacdo. Neste sentido, o dendrimero de
quitosana demonstra ser um material atrativo para aplicacdes em biossensores.A Figura 3.10

ilustra a estrutura do dendrimero CHD.

o
NHAC
LN

N
#

Figura 3.10- Estrutura do dendrimero de quitosana (CHD).

O dendrimero poli(propileno imina) (PPID) por possuir elevada funcionalidade dos
grupos terminais apresentando também uma alta densidade de grupos aminas (-NH;), surge como
um material promissor para aplicagdes médicas. Os grupos funcionais deste dendrimero podem
ser modificados em uma segunda etapa sintética e usados como sitio para imobilizacdo de

compostos bioativos. A Figura 4.8 ilustra a estrutura do dendrimero PPID.
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Figura 3.11- Representagdo das arquiteturas do dendrimero PPID.

3.6- Consideracoes parciais

Os dendrimeros como materiais do século XX tém se tornado um importante campo
interdisciplinar na atual ciéncia dos polimeros. A sintese de dendrimeros permite gerar
arquiteturas moleculares similares as observadas em sistemas bioldgicos e, devido a isso, essas
macromoléculas sdo conhecidas como proteinas artificiais. Por isso, as propriedades bioldgicas
dos dendrimeros sao de extrema importancia para suas aplicagdes biomédicas.

Muitas aplicagdes potenciais de dendrimeros sdo baseadas em sua uniformidade
molecular, superficie multifuncional e presenca de cavidades internas. Essas propriedades
especificas tornam os dendrimeros apropriados para uma variedade de aplicacdoes de alta
tecnologia, incluindo aplica¢des biomédicas e industriais.

Os dendrimeros estudados neste trabalho fazem parte dessa classe de materiais versateis e,
por isso, apresentam um futuro promissor na drea de aplicagdes biomédicas. Devido a presenca
de grupos funcionais periféricos, estes dendrimeros podem ser aplicados como agentes
imobilizadores de enzimas para fabrica¢do de biossensores. Entretanto, tais sistemas sao isolantes
e a utilizacdo de sistemas mediadores de elétrons é de fundamental importancia para sua
utilizacdo como dispositivos biossensores.

O capitulo seguinte abordara sistemas mediadores de elétrons que auxiliam no processo
de transi¢do de elétrons entre o eletrodo e a nanoplataforma dendritica na qual a enzima foi

imobilizada.
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Capitulo 4- Mediadores de elétrons

4.1- O mecanismo de acao das enzimas e o processo de mediacao de elétrons

As enzimas sdo proteinas especializadas na catilise de reac¢des bioldgicas. Elas estdo
entre as biomoléculas mais notdveis devido a sua extraordindria especificidade e poder
catalitico, que sdo muito superiores a dos catalisadores produzidos pelo homem. Praticamente
todas as reacdes que caracterizam o metabolismo celular sdo catalisadas por enzimas.

No mecanismo de catdlise enzimatica hd o uso de substratos, que sdo compostos que
vao reagir quimicamente. Sendo a enzima o catalisador que fard com que a reacdo se dé€ mais
facilmente; e por fim o produto é o composto que se ird formar na reacao.

Como catalisadores celulares, as enzimas sdo extremamente versateis, acelerando a
velocidade de uma reacdo, sem no entanto participar dela como reagente ou produto. As
enzimas atuam ainda como reguladoras de um conjunto complexo de rea¢des. Sendo portanto,
consideradas as unidades funcionais do metabolismo celular. S3o catalisadores bioldgicos
extremamente eficientes e aceleram em média 10° a 10'* vezes a velocidade da reacao,
transformando de 100 a 1000 moléculas de substrato em produto por minuto de reacgao.
Atuam em concentracdes muito baixas e em condi¢des suaves de temperatura e pH. Possuem
todas as caracteristicas das proteinas. Podem ter sua atividade regulada e estdo quase sempre
dentro da célula, e compartimentalizadas.

As enzimas oxidorredutases como as desidrogenases e as oxidases sdo
biocatalizadores que catalisam reagdes de transferéncia de elétrons, ou seja, reacdes de oxi-

reducdo tal como ilustrado na Figura 4.1.

. - Mediador Substrato
e oxidado
anodo
-~
-
,,/: Mn:clia_céor Produto
e reduzido
Heterogénea Homogénea

. . . . 1
Figura 4.1- Mecanismo de funcionamento das enzimas.

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplicacdes Clinicas



Capitulo 4 — Mediadores de elétrons 74

4.2- Sistemas utilizados como mediadores de elétrons

Durante décadas uma das principais preocupacdes na construcdo de biossensores
amperométricos centralizou-se na velocidade de transferéncia de elétrons do sitio ativo da
enzima para a superficie do eletrodo.”” Isto poe-se claramente em evidéncia, quando observa-
se todas as transformagdes através das quais os biossensores tem passado, a procura de uma
maior seletividade e eficiéncia na transferéncia de elétrons. Os biossensores da primeira
geracdo, baseados na eletroatividade do substrato ou produto da reagdo enzimatica,
apresentavam problemas de interferéncias devido 2 necessidade de potenciais muito altos.” Na
tentativa de diminuir estes potenciais, surgiram os biossensores de segunda geragdo, onde o
emprego de mediadores de elétrons, tinham como fungdo o transporte (shuttling) de elétrons
entre a enzima e o eletrodo.*

Um mediador de elétrons é uma substancia de baixa massa molecular com
propriedades redox que, numa primeira etapa, interage com o substrato ou produto de uma
determinada reagdo e, entdo se difunde até a superficie do eletrodo de trabalho, onde sofre
uma transferéncia de elétrons rdpida sob um potencial substancialmente menor aquele
necessdrio para a eletrooxidag@o ou reducdo de um analito.”®

Em um biossensor, o mediador de elétrons é imobilizado na matriz polimérica,
juntamente com a enzima, e tem a funcido de promover a reducdo catalitica do peréxido de
hidrogénio gerado a partir da reagdo bioquimica. Os elétrons produzidos pela reducdo do
peréxido de hidrogénio, através do mediador, sdo elevados a superficie do eletrodo. Alguns
dos mediadores de elétrons comumente utilizados de acordo com a literatura sio o polipirrol e
a polianilina.”®”

Recentemente, Schreyer e Mikkelsen,10 divulgaram a sintese de uma cisteina oxidase
artificial, a qual apresentou atividade para a oxidagdo dos tidis, cisteina e glutationa. Esta
enzima artificial consiste de um anel B-Ciclodextrina (B-CD, formado por sete moléculas de
glicose) no qual foi ligado covalentemente um grupo derivado ferroceno,'' habitualmente
usado como mediador de elétrons na constru¢do de biossensores enzimaticos de segunda
geragﬁ.o.12

No sentido de diminuir-se os potenciais na determinacio eletroquimica direta de GSH
(glutationa), eletrodos de carbono quimicamente modificados com mediadores de elétrons tém
sido avaliados, no intuito de minimizar possiveis interferentes principalmente em amostras
biolc’)gicas.13 Neste sentido, eletrodos de carbono quimicamente modificados com ftalocianina

de cobalto'*"” foram empregados na eletrooxidagdo de GSH. GSH e cisteina foram
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eletrocataliticamente oxidadas em eletrodos de grafite modificados com tetraciano-p-
quinodimetanotetrahidro-fulvaleno e 1,1—dimetilferrocen016. Derivados de ruténio (III)”'18
também foram empregados em algumas determinacdes voltamétricas como mediadores de
elétrons na deteccdo de tidis incluindo a glutationa. Outros sistemas mediadores de elétrons

frequentemente utilizados sdo o ferricianeto de potéssio e ferricianeto de sodio.

4.3- Polimeros condutores como mediadores de elétrons

A utilizacdo de polimeros condutores como mediadores de elétrons, t€m atraido a
atencdo de vdrios pesquisadores. Os polimeros intrinsecamente condutores (ICP -
“intrinsically conducting polymers”) podem combinar as propriedades mecénicas e a
processabilidade dos polimeros convencionais com um comportamento elétrico, 6tico e/ou
mecanico semelhantes ao de metais e semicondutores inorganicos. Esta caracteristica é
responsavel pelo enquadramento destes materiais na categoria dos referidos metais sintéticos
ou metais organicos. 19-20-21-22

Até meados dos anos 1970 os polimeros se destacavam na drea de materiais pelas suas
boas capacidades de isolamento elétrico e de versdteis propriedades mecanicas. O primeiro
polimero condutor foi obtido em 1977 através da exposicdo de poliacetileno sob a forma
isolante, na presenca de agentes dopantes, oxidantes ou redutores, tornando-o um ICcp.”

Entretanto, apds a descoberta da alta condutividade do poliacetileno dopado em 1977
os polimeros comecam a adquirir o status de materiais com propriedades eletronicas.” Torna-
se possivel alterar, reversivelmente, a condutividade elétrica desses materiais variando-a
desde um valor muito baixo (isolante), até valores tipicos dos metais.

Nos anos que se seguiram até os dias de hoje, dezenas de outros polimeros foram
sintetizados, apresentando comportamento isolante-condutor similar ao do poliacetileno.24
Dentre esses polimeros, os que tém sido mais amplamente estudados sdo as polianilinas, os
polipirréis, os politiofenos, os poli(p-fenilenos) e os poli(p-fenilenivinilenos).**

Um exemplo da rdpida evolugdo desta drea foi o desenvolvimento, no comego da
década de 1980, de uma bateria usando eletrodos poliméricos, que serviu futuramente de base
para o desenvolvimento de baterias 1recar1regaiveis.25 Atualmente, diodos, transistores, sensores
de gases, sensores quimicos e bioldgicos, dosimetros, aplicacdes em eletronica biomolecular,
musculos artificiais, diodos emissores de luz, displays luminosos, células fotovoltaicas sao

outros exemplos de aplicagdes dos polimeros eletronicos.

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplicacdes Clinicas



Capitulo 4 — Mediadores de elétrons 76

Nesse contexto, o estudo e a caracterizacdo de filmes e sistemas organicos a base de
polianilina (PANI) para aplicagdes em dispositivos eletronicos t€ém despertado grande
interesse tecnolc’)gico.zg’29 Isto ocorre pelo fato desse polimero apresentar, além da
possibilidade de controle da sua condutividade elétrica por meio da exposi¢do a solucdes
dcidas ou basicas, baixos custos de produgdo, solubilidade em diversos solventes organicos,
facilidades de processamento e de manufatura na forma de filmes finos e, finalmente,
estabilidades térmica, quimica e elétrica.”® Em outras palavras, propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas mecanicas e elétricas promissoras para o desenvolvimento de dispositivos
eletronicos inovadores.

Um critério importante na selecdo de polimeros potencialmente condutores € a
facilidade com que o sistema pode ser oxidado ou reduzido. Isto leva a escolha de polimeros
com instaura¢des conjugadas, que possuam baixo potencial de oxidacdo. Os elétrons de
cardter = podem ser facilmente removidos ou adicionados para formar um fon polimérico, sem
a destrui¢do das ligacdes necessdrias para a estabilidade da macromolécula.

Polimeros que possuem ligagdes duplas e simples alternadas ao longo da cadeia
principal, apresentam elétrons m, que se deslocam ao longo da mesma, sendo conhecidos
como polimeros conjugados.22 Os elétrons © podem ser facilmente removidos ou adicionados
para formar um fon polimérico, sem que ocorra a destrui¢do das ligacOes necessdrias para a
estabilidade da macromolécula.®' Estes materiais podem ser facilmente oxidados ou reduzidos
através do emprego de agentes de transferéncia de cargas (dopantes), resultando na obtengao
de polimeros condutores. Desta forma, um critério importante na selecdo de polimeros
potencialmente condutores € a facilidade com que o sistema pode ser oxidado ou reduzido.”

Os dopantes promovem a oxida¢do por meio de agentes aceptores de elétrons ou a
reducdo pelo emprego de doadores de elétrons e, desta forma, convertem um polimero
isolante em condutor. A oxidacdo ou reducgéo da cadeia resulta na formacdo de um complexo
de transferéncia de carga (CTC), que orienta os contra-fons ao longo da cadeia polimérica.”
Dentre os varios métodos para criar estados excitados, a dopagem quimica tem sido
amplamente utilizada para os polimeros conjugados.22

A condug@o da corrente elétrica, isto €, o transporte de elétrons ao longo do esqueleto
polimérico decorrente da excitacdo eletronica do sistema m conjugado, confere uma maior
rigidez a cadeia, baixa solubilidade e elevadas temperaturas de fusdo.”

A Figura 4.2 ilustra a condutividade, expressa em termos de ordem de grandeza, de

alguns polimeros dopados em compara¢do com materiais convencionais.”
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Figura 4.2- Estudo comparativo entre os valores de condutividade elétrica, ¢ (S/ cm), de

materiais poliméricos dopados com os de materiais convencionais.>

O poliacetileno ainda constitui o polimero que tem alcangado os mais elevados valores
de condutividade, igualando-se aos do cobre (105 S/cm). No entanto, pela instabilidade
térmica e ambiental, além da ma processabilidade do mesmo, decorrente da sua insolubilidade
e infusibilidade, outros polimeros condutores t€m sido extensivamente investigados com o
objetivo de superar tais dificuldades.* Por este motivo, a polianilina e polimeros derivados da
anilina tém recebido grande atencdo nos tultimos anos pela sua estabilidade quimica a
condigdes ambientais, facil obtencio e baixo custo de produgdo.’* Além disso, a polianilina
atingiu recentemente condutividade da ordem de 10* S/cm para um polimero de alta massa

molar orientado uniaxialmente.
4.3.1- As Polianilinas

As polianilinas representam uma classe de polimeros, cuja composi¢do quimica na

forma de base (ndo dopada) é dada por uma férmula geral como segue na Figura 4.3.
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OO @A,

Figura 4.3- Férmula geral da polianilina (PANT). >

composta por y e (l-y) unidades repetitivas das espécies reduzidas e oxidadas,
respectivamente. O valor de y pode variar continuamente entre um para o polimero
completamente reduzido (contendo somente nitrogé€nios amina) e zero, no caso do polimero
completamente oxidado (contendo somente nitrogé€nios imina).”> Os diferentes graus de
oxidacdo da polianilina sdo designados pelos termos leucoesmeraldina, protoesmeraldina,
esmeraldina, nigranilina e pernigranilina quando y for igual a 1; 0,75; 0,5; 0,25; e O,
respectivamente.

A polianilina forma uma nova classe de polimeros condutores porque pode ser dopada
por protonacio, isto é, sem que ocorra altera¢do no nimero de elétrons (oxidag@o ou redugao)
associado 2 cadeia polimérica.”® Logo o nitrogénio desta espécie pode estar total ou
parcialmente protonado para se obter o polimero na forma de sal, (forma dopada). A dopagem
quimica da polianilina na forma esmeraldina € feita por protonacio em solucdo acida aquosa,
promovendo um aumento da condutividade de cerca de 10 ordens e grandeza (¢ =1-5 S/cm)
em relagdo a polianilina ndo dopada. O estado de oxidagdo esmeraldina e a forma na qual
apds dopagem, a PANI alcanca os maiores valores de condutividade. O grau de protonagéo da
base depende do grau de oxidacdo que o polimero foi sintetizado, e do pH da solug@o dopante.

A PANI pode ser obtida via sintese quimica com o uso de agentes oxidantes como
K>Cr,07, H,0,, Cr,0O4 ou KCIO3, em meio acido (HCI, H,SO4, DBSA-4cido dodecilbenzeno
sulfonico). Na eletrodeposi¢do as moléculas de anilina s@o oxidadas a filme de PANI no
anodo por uma corrente elétrica em meio 4cido. Os elétrons s@o removidos da cadeia
polimérica durante a oxidag@o e contra-ions, provenientes da dissolucdo dcida, na solugdo sdo
inseridos para balancear a carga elétrica da cadeia. Os métodos eletroquimicos oferecem
materiais com melhores propriedades de conducdo em forma de filmes finos, devido a
dopagem do polimero ser unicamente eletroquimica, sendo que, a quantidade de carga usada
na reacdo determina seu grau de dopagem. A Figura 4.4 ilustra a dopagem da polianilina por

protonacao.
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Os demais polimeros condutores 36 possuem, em geral, fons de carbono, porém o sal de
esmeraldina difere destes apresentando-se como um polimero, no qual a carga positiva reside

primordialmente no nitrogénio.

ISOLANTE (EB)

— O OO

DOPAGEM POR
PROTONACAO

I|I ||1 [|1
—~0-HO--O+O-
o | ~ A

Cl cr

CONDUTOR (ES)

Figura 4.4- Representacdo da formacdo da banda de condugio polardnica em polianilina.

EB = base esmeraldina; ES = sal de hidrocloreto de esmeraldina.’®

O tipo de dopante utilizado (inorginico, orginico ou polidcido) influéncia
decisivamente nas estruturas e propriedades das polianilinas (solubilidade, cristalinidade,
resisténcia mecanica).

A polianilina pode sofrer um efeito de autodopagem quando a forma esmeraldina
reage com acido sulfirico concentrado. Neste caso, um dtomo de hidrogénio do anel
benzénico e substituido pelo grupo SOs;H, resultando em uma polianilina sulfonada dopada (o
= 0,1 S/cm).*” O préton dopante ndo consegue se difundir para longe da cadeia polimérica,
devido ao contra-ion ao qual estd quimicamente ligado e a PANI se mantém dopada mesmo
para meios neutros ou levemente bdsicos, o que nio ocorre para PANI convencionalmente
dopada.

R . . 3839
Outro fendmeno importante do dopante se refere a dopagem secundaria,

no qual a
combinagdo de um acido organico funcionalizado e um solvente apropriado promove uma

mudanga conformacional das cadeias poliméricas de enoveladas para estendidas, efeito este
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acompanhado por um aumento adicional da condutividade da PANI, atingindo

aproximadamente 200 S/cm.

4.3.2- Estrutura de transporte na interface polimero-metal ***!

As heterojungdes do tipo polimero-metal (HPM) obtiveram, nas dltimas duas décadas,
um avango significativo da optoeletronica uma vez que propiciou o projeto de dispositivos
eletrocrdmicos, transistores de efeito de campo (FETs), supercapacitores, entre outros. As
principais caracteristicas fisico-quimicas de tais materiais sdo a facilidade de processamento e
o0 baixo custo.

A probabilidade de se obter HPMs com superficies nanoprojetadas € atraente uma vez
que torna possivel a obtengdo de materiais cujas caracteristicas elétricas possam ser
moduladas topologicamente.

Estas heterojuncdes sdo particularmente interessantes para o projeto de
nanodispositivos envolvendo a aquisicdo de interfaces do tipo polimero conjugado-metal.
Tais sistemas sdo particularmente interessantes para o projeto de biossensores
amperométricos de vasta utilidade em andlises clinicas.

Quando se tem uma heterojuncdo do tipo semicondutor-metal geralmente é suposto
como teoria padrdo a emissdo termioOnica através da jun¢do (modelo de Schottky). A corrente
aumenta exponencialmente ao se aplicar uma polarizag¢do direta; em contraste, uma corrente
muito pequena flui quando se aplica uma tensdo reversa. Nesse caso, tem-se 0 comportamento
retificante de um diodo (diodo Schottky). Como o metal ndo possui lacunas, ndo hd
armazenamento de cargas e nem tempo de recuperagcdo reverso sendo muito utilizado em
computadores digitais de alta velocidade e diodos de retificag@o de sinais de alta frequéncia.

O comportamento tipo diodo Schottky, ndo préprio dos materiais poliméricos, deve-se
a interface semicondutor polianilina-metal (PANI-M). E fato bem conhecido que os niveis de
energia de Fermi (Ep) sdo diferentes na interface metal-polimero (ver Figura 4.5). Uma vez
que os elétrons sdo os tnicos portadores de carga, o equilibrio somente é atingido quando os
niveis de Ep no semicondutor e no metal se alinham através de um fluxo de cargas do
semicondutor (tipo-n) para o metal. Uma camada de dipolos € entdo formada, conduzindo a
um abaixamento da banda de conducao e a formagao de uma barreira de potencial que se opde
a um fluxo eletronico adicional. Este comportamento confere a heterojuncio PANI-M um
cardter retificador.

No interior dos semicondutores do tipo-n a carga dos elétrons méveis € compensada

pelos doadores fixos ionizados, positivos, enquanto que nos do tipo-p tem-se buracos moveis
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e aceitadores fixos ionizados, negativos, mantendo-se, portanto, um equilibrio entre os
transportadores de carga. No caso dos semicondutores do tipo-n os transportadores
majoritdrios sdo os elétrons, enquanto que nos do tipo-p os transportadores majoritdrios sdo os
buracos.

O diagrama de bandas de energia de um metal e de um semicondutor tipo-n,

eletricamente isolados € apresentado na Figura 4.5 (a). A partir da figura, podemos identificar

a funcdo trabalho g¢, do metal , que corresponde a diferenca de energia entre o nivel do
vécuo e o nivel de Fermi, a funcdo trabalho g¢ do semicondutor, e a afinidade eletrénica do
semicondutor gy , definida como a distincia entre o nivel do vicuo e o fundo da banda de

condu¢do E. do semicondutor.
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Figura 4.5- Representacdo esquemadtica da Energia de Fermi para um sistema metal-

. 42
semicondutor.
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Apbs o contato, o diagrama de bandas passa ser ilustrado pela Figura 4.5 (b),
considerando-se que, no equilibrio, os niveis de Fermi de ambos os materiais devem se
alinhar, promovendo um encurvamento no diagrama de banda de condugdo préximo a
interface, enquanto que, distante da jun¢do, as propriedades de cada um dos materiais sdo
mantidas. O diagrama de banda do metal se mantém inalterado, tanto na interface como
distante da juncdo. A fim de alinhar os niveis de Fermi, do metal e do semicondutor, elétrons
devem ser transferidos do semicondutor para o metal, deixando doadores ionizados no
semicondutor.

Para uma melhor compreensdo da Figura 4.5 (b), pode-se observar que a funcio
trabalho do metal € maior do que a fungfo trabalho do semicondutor, e o nivel de Fermi do

semicondutor, antes do contato, sdo mais alto do que o do metal. A diferen¢a de potencial

Vi = (¢m - s)

€ denominada potencial de contato e corresponde a diferenca entre a funcio trabalho do metal
e do semicondutor, representando o valor do encurvamento

total da banda de condug@o no equilibrio. A altura da barreira de potencial

qPs = Q(¢m - Z)

entre o metal e o semicondutor, comumente chamada de barreira Schottky, é apresentada no

caso ideal, pela diferenca entre a funcdo trabalho do metal e a afinidade eletrénica gy do

semicondutor.

O espacamento entre os estados energéticos criados pela proximidade dos dtomos no
solido depende do numero de estados presentes; quanto maior o nimero de estados, mais
préximo estdo os niveis eletronicos permitidos. Portanto, no caso dos sdlidos, os niveis
energéticos estdo tdo proximos que é mais conveniente ignorar a existéncia de niveis discretos
e pensar em termos de uma banda continua dos niveis de energias permitidos.

Este trabalho utilizou nanotubos de polianilina PANI que ao passar por um processo
de dopagem apresentam caracteristicas de um semicondutor, obedecendo ao comportamento
ilustrado pela Figura 4.5. Os nanotubos de PANI foram utilizados no processo de mediagdo de
elétrons na interface dendrimero bioconjugado/eletrodo. Estes nanotubos foram sintetizados

pelo grupo de biomateriais da Unifei e utilizados em dispositivos biossensores. Os resultados
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obtidos foram significativamente promissores quanto as caracteristicas elétricas na transducao

do sinal.

4.4- Consideracoes parciais

Apé6s muitos anos de investigacdes tedricas e experimentais, alguns mecanismos
relacionados ao mecanismo de mediac@o de elétrons ainda ndo sdo muito bem entendidos e
uma condi¢do ideal para se produzir novos e melhores materiais da classe dos polimeros
condutores ainda no foi obtida.

O mediador de elétrons ideal deve possuir como caracteristicas fisico-quimicas, alta
estabilidade, boa condutividade elétrica e boa propriedade de adeséo a superficie do eletrodo.
Neste sentido, os polimeros conjugados parecem ser uma escolha interessante para
desempenharem o papel de mediadores de cargas em biossensores.

Um ponto importante a se discutir no processo de andlises clinicas refere-se ao
processo de aquisicdo e tratamento dos sinais elétricos gerados no dispositivo biossensor.

Os dispositivos biossensores comerciais sd0 monoenzimdticos, ou seja, o sistema
analisa apenas um Uunico metabdlito. Tais dispositivos trabalham geralmente com
armazenamento dos dados em uma memdria que funciona como buffer. Na ciéncia da
computacdo, buffer € uma regiio de memdoria temporéria utilizada para escrita e leitura de
dados. Os dados podem ser originados de dispositivos externos ou internos ao sistema. Os
buffers podem ser implementados em software (mais usado) ou hardware. A Figura 4.6 ilustra

a estrutura fisica de um buffer.

Figura 4.6- Representacdo fisica de um buffer.*
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Os dados recebidos sao interpretados em uma curva de calibracdo previamente
estabelecida. Neste caso, o tratamento dos sinais ndo envolve uma tarefa complexa.

O presente trabalho envolve a obtencdo de biossensores multienzimaticos, ou seja,
sistemas que permitem a andlise de varios metabdlitos, a saber: glicose, uréia e colesterol.
Neste sentido, o tratamento dos dados por uma rede neural é uma parte importante e que néo
pode ser ignorada.

No proximo capitulo serdo abordados alguns conceitos fundamentais sobre as redes

neurais e sua utilizacdo em dispositivos biossensores.
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,Capitulo 5- Redes neurais artificiais

5.1- Inteligéncia Artificial

Desde os primeiros momentos da histéria da computagao, os cientistas t€ém sonhado com a
idéia de criar um cérebro eletronico. Entre todas as pesquisas tecnolégicas modernas, esta busca
por sistemas computacionais artificialmente inteligentes tem sido uma das mais ambiciosas. Mas
os cientistas também foram cativados desde cedo pelo potencial que tal tecnologia poderia ter
para a medicina, com computadores inteligentes capazes de armazenar e processar vastos
repositorios de conhecimentos na realizagdo de diagndsticos clinicos.'

A Inteligéncia Artificial (IA) ndo € recente. Sua histdria se inicia nos idos dos anos 40,
onde havia pesquisas em torno de sequéncias de estratégia e andlise do funcionamento do cérebro
com objetivos de formalizacdo de seu comportamento. Estes dois ramos de pesquisa eram
dissociados entre si, sem nenhuma preocupacdo com a construcao de uma Inteligéncia Artificial.
Buscava-se, apenas, novas alternativas de utilizacdo do computador, ainda em projeto.3

Com o passar dos anos, foram sendo distinguidas duas linhas de pesquisa: uma bioldgica,
calcada em torno do funcionamento do cérebro e dos neurdnios; e outra, fruto do estudo da
cognic¢do, do raciocinio.?

Muitos sistemas foram desenvolvidos com o objetivo de auxiliar os médicos no
diagnostico de doencas, tipicamente com a intencdo de serem utilizados durante um encontro
clinico com o paciente. O sistema Dxplain, desenvolvido na Universidade Harvard pelo Dr. Octo
Barnett,' ¢ um bom exemplo de sistemas de apoio a decisdo clinica. Este sistema € usado para
diagndstico em medicina interna, a partir de um conjunto de achados clinicos, incluindo sinais,
sintomas e dados laboratoriais, produz uma lista de diagndsticos possiveis por ordem decrescente
de importancia e sugere investigacoes posteriores. O sistema contém uma base de probabilidades
aproximadas para cerca de 4,5 mil manifestacdes associadas a 2 mil doencas diferentes.”

Outro método utilizado € o HELP, que € uma espécie de sistema de informagado hospitalar
baseado no conhecimento, e foi desenvolvido em 1980 na Universidade de Utah. Ele ndo apenas
apdia as aplicacdes de rotina de um sistema de informacdo hospitalar (SIH), incluindo o
gerenciamento das admissoes e altas, e das prescricdes médicas, mas também inclui uma fungdo

de apoio a decisdo, o qual foi incorporado as funcdes rotineiras do SIH. O sistema de apoio a
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decisdo fornece alertas e lembretes aos clinicos, interpretacao de dados e diagndstico de doencas,
sugestdo de manejo de pacientes e protocolos clinicos. A ativagdo do apoio a decisdo € feita a
partir de cada aplicativo, mas também pode ser disparada automaticamente a medida que um
conjunto de dados clinicos estd sendo digitado no registro computadorizado do paciente.’

A partir da década de 90 consolidam-se as redes neurais como parte integrante do estudo
da Inteligéncia Artificial propriamente dita. Reconhece-se, também, que os paradigmas biolégico
e psicolégico sao complementares e necessarios para sistemas mais evoluidos. Desta forma,
comecam nesta década a serem construidos os chamados Sistemas Hibridos. Estes sistemas
permitem a constru¢do de grandes sistemas que abrangem uma forma mais completa de
representacio do comportamento humano através da prépria Inteligéncia Artificial.”

As redes neurais artificiais tém suas raizes nas areas da neurociéncia, matematica,
estatistica, fisica, ciéncia da computacdo e engenharia. Suas aplica¢des podem ser encontradas
em campos tdo diversos quanto modelagem, andlise de séries temporais, reconhecimento de
padrdes, processamento de sinais e controle;4 além disso, tem sido recentemente introduzida no
campo da ciéncia dos materiais.”® As redes neurais, em geral, s3o modelos estatisticos flexiveis

utilizados para a resolucdo de problemas ndo-lineares de alta complexidade.’

5.2 — Paralelo entre Redes Neurais Artificiais e Redes Neurais Naturais *

Ao longo do processo evoluciondrio, o0 homem desenvolveu seu cérebro, sua inteligéncia,
sua capacidade de raciocinio, a linguagem e outras habilidades bem mais poderosas e complexas
do que qualquer outra espécie. Isso quer dizer que o homem atingiu certo nivel de conhecimento
o que € fundamental para a sua sobrevivéncia, assim como para qualquer animal.

O cérebro humano é considerado o mais admirdvel processador baseado em carbono
existente, sendo composto por aproximadamente 10 bilhdes de neurdnios. Todas as funcdes e
movimentos do organismo estdo relacionados ao funcionamento destas pequenas células. Os
neurOnios estdo conectados uns aos outros através de sinapses, e juntos formam uma grande rede,
chamada Rede Neural. As sinapses transmitem estimulos através de diferentes concentracdes de
sédio (Na*) e potassio (K¥), e o resultado disto pode se alargar por todo o corpo humano. Esta
grande rede proporciona uma fabulosa capacidade de processamento e armazenamento de

inforrnalga?lo.g'9
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O sistema nervoso é formado por um conjunto extremamente complexo de neurdnios. Nos
neur6nios a comunicacdo € realizada através de impulsos, quando um impulso é recebido, o
neurdnio o processa, e passado um limite de a¢do, dispara um segundo impulso que produz uma
substancia neurotransmissora o qual flui do corpo celular para o axonio (que por sua vez pode ou
ndo estar conectado a um dendrito de outra célula). O neurénio que transmite o pulso pode
controlar a frequéncia de pulsos aumentando ou diminuindo a polaridade na membrana pds-
sindptica. Eles tém um papel essencial na determina¢do do funcionamento, comportamento e do
raciocinio do ser humano. Ao contrario das redes neurais artificiais, redes neurais naturais nao
transmitem sinais negativos, sua ativacdo € medida pela frequéncia com que emite pulsos,
frequéncia esta de pulsos continuos e positivos. As redes naturais ndo sdo uniformes como as
redes artificiais, e apresentam uniformidade apenas em alguns pontos do organismo. Seus pulsos
ndo sdo sincronos ou assincronos, devido ao fato de ndo serem continuos, o que a difere de redes
artificiais.

As RNAs (Redes Neurais Artificiais) sdo técnicas computacionais apresentadas por um
modelo matemadtico inspirado na estrutura neural de organismos inteligentes e que adquirem o
conhecimento através da experiéncia. Uma grande RNA pode possuir centenas ou milhares de
unidades de processamento; j4 um cérebro pode possuir bilhdes de neurdnios.

O sistema nervoso ¢ formado por um conjunto extremamente complexo de células, os
neurdnios. Eles t€ém um papel essencial na determinacido do funcionamento e comportamento do
corpo humano e do raciocinio. Os neurdnios sdo formados pelos dendritos, que sd3o um conjunto
de terminais de entrada, pelo corpo central, e pelos axonios que sdo longos terminais de saida

(ver Figura 5.1).
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Figura 5.1 - Delineamento da estrutura dos constituintes de um neurénio biolc’)gico.1

0

Os modelos neurais procuram aproximar o processamento dos computadores ao cérebro.

As redes neurais possuem um grau de interconexao similar a estrutura do cérebro e um

computador convencional moderno a informacdo € transferida em tempos especificos dentro de

um relacionamento com um sinal para sincronizagao.

A Tabela 5.1 traca um comparativo entre o cérebro humano e o computador.

Tabela 5.1- Quadro comparativo entre cérebro e o computador.®

Parametro Cérebro Computador
Material Orgéanico Metal e plastico
Velocidade Milisegundos ~ Nanosegundos
Tipo de Processamento Paralelo Sequencial
Controle de Processos Distribuido Centralizado
Numero de elementos processados 10" a 10" 10°a 10°
Ligacgdes entre elementos processados 10.000 <10

O mesmo paralelo pode ser tracado comparando o computador com as redes neurais (ver

Tabela 5.2). Para tanto, a comparacao ndo se dard com um computador especifico encontrado no

mercado, mas sim com o paradigma predominante nos computadores atuais.
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Tabela 5.2- Comparativo entre computadores e neurocomputadores.8

Computadores Neurocomputadores
Executa programas Aprende
Executa operagdes 16gicas Executam operagdes ndo-ldgicas, transformagoes,
comparagoes
Depende do modelo ou do Descobre as relacdes ou regras dos dados e exemplos
programador
Testa uma hipétese por vez Testa todas as possibilidades em paralelo (conjunto)

5.3- Historico das Redes Neurais artificiais 4

As primeiras mengdes sobre a neuro computacdo datam de 1943, em artigos de
McCulloch e Pitts, em que sugeriam a construcao de uma maquina baseada no cérebro humano.

A Figura 5.2 ilustra o neur6nio projetado por McCulloch e Pitts.

W, T fia)

=

Xp Wp ) /

Figura 5.2— Ilustracio esquematica do neurdnio projetado por McCulloch e Pitts.®

¥

Muitos outros artigos e livros surgiram desde entdo, porém, por um longo periodo de
tempo, pouco resultado foi obtido. Até que em 1949, Donald Hebb escreveu um livro entitulado
"The Organization of Behavior" (A Organizacdo do Comportamento) que perseguia a idéia de

que o condicionamento psicolégico cldssico estd presente em qualquer parte dos animais pelo
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fato de que esta é uma propriedade de neurdnios individuais. Suas idéias ndo eram
completamente novas, mas Hebb foi o primeiro a propor uma lei de aprendizagem especifica para
as sindpses dos neurdnios. Este primeiro e corajoso passo serviu de inspira¢do para que muitos
outros pesquisadores perseguissem a mesma idéia. E embora muito tenha sido estudado e
publicado nos anos que seguiram (1940-1950), estes serviram mais como base para
desenvolvimento posterior que para o préprio desenvolvimento.

Também proveniente deste periodo de tempo foi a constru¢do do primeiro neuro
computador, denominado Snark, por Mavin Minsky, em 1951. O Snark operava com sucesso a
partir de um ponto de partida técnico, ajustando seus pesos automaticamente, entretanto, ele
nunca executou qualquer funcdo de processamento de informacdo interessante, mas serviu de
inspiracao para as idéias de estruturas que o sucederam.

Em 1956 no "Darthmouth College" nasceram os dois paradigmas da Inteligéncia
Artificial, a simbdlica e o conexionista. A Inteligéncia Artificial Simbdlica tenta simular o
comportamento inteligente humano desconsiderando os mecanismos responsaveis por tal. Ja a
Inteligéncia Artificial Conexionista acredita que construindo um sistema que simule a estrutura
do cérebro, este sistema apresentard inteligéncia, ou seja, serd capaz de aprender, assimilar, errar
e aprender com seus erros.

O primeiro neuro computador a obter sucesso (Mark I Perceptron) surgiu em 1957 e 1958,
criado por Frank Rosenblatt, Charles Wightman e outros. Devido a profundidade de seus estudos,
suas contribuicdes técnicas e de sua maneira moderna de pensar, muitos o véem como o fundador
da neuro computacdo na forma em que a temos hoje. Seu interesse inicial para a criagdo do
Perceptron era o reconhecimento de padrdes. A Figura 5.3 ilustra a rede de perceptrons proposta

por Rosemblatt.
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Camada de Saida
C Camada de Erfrada

Figura 5.3 - Rede de perceptrons proposta por Rosemblatt.®

Ap6s Rosenblatt, Bernard Widrow, com a ajuda de alguns estudantes, desenvolveram um
novo tipo de elemento de processamento de redes neurais chamado de Adaline (ver Figura 5.4),
equipado com uma poderosa lei de aprendizado, que diferente do Perceptron ainda permanece em

uso. Widrow também fundou a primeira companhia de hardware de neurocomputadores e

)

Figura 5.4 Ilustracio representativa das redes Adaline e Madaline.’

componentes.

Adalines

Infelizmente, os anos seguintes foram marcados por um entusiasmo exagerado de muitos
pesquisadores, que passaram a publicar vdrios artigos e livros que faziam uma previsao pouco
confidvel para a época, sobre maquinas tdo poderosas quanto o cérebro humano que surgiriam em

um curto espaco de tempo. Isto tirou quase toda a credibilidade dos estudos desta area.
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Um periodo de pesquisa silenciosa seguiu-se durante 1967 a 1982, quando poucas
pesquisas foram publicadas devido aos fatos ocorridos anteriormente. Entretanto, aqueles que
pesquisavam nesta época, e todos os que se seguiram no decorrer de treze anos conseguiram
novamente estabelecer um campo concreto para o renascimento da drea.

Nos anos 80, muitos dos pesquisadores foram bastante corajosos e passaram a publicar
diversas propostas para a exploracdo de desenvolvimento de redes neurais bem como suas
aplicacdes. Porém talvez o fato mais importante deste periodo tenha ocorrido quando Ira
Skurnick, um administrador de programas da DARPA (Defense Advanced Research Projects
Agency) decidiu ouvir os argumentos da neuro computacdo e seus projetistas, e divergindo dos
caminhos tradicionais dos conhecimentos convencionais, fundou em 1983 pesquisas em neuro
computacdo. Este ato ndo sé abriu as portas para a neuro computacdo, como também deu a
DARPA o status de uma das lideres mundiais. Outra poténcia que emergiu neste periodo foi John
Hopfield, renomado fisico de reputacdo mundial, se interessou pela neuro computacdo, e
escreveu artigos que percorreram o mundo todo persuadindo centenas de cientistas, mateméticos,
e tecndlogos altamente qualificados a se unirem esta nova drea emergente.

Apesar de um terco dos pesquisadores da drea terem aderido a mesma pela influéncia de
Hopfield, foi em 1986 que este campo de pesquisa expandiu-se com a publicagdo do livro
Parallel Distributed Processing (Processamento Distribuido Paralelo) editado por David
Rumelhart e James McClelland.

Em 1987 ocorreu em San Francisco a primeira conferéncia de redes neurais em tempos
modernos, a IEEE International Conference on Neural Networks, e também foi formada a
International Neural Networks Society (INNS). A partir destes acontecimentos decorreu a
fundacdo do INNS journal em 1989, seguido do Neural Computation e do IEEE Transactions on
Neural Networks em 1990.

Rumelhart, Hinton e Williams introduziram o método Backpropagation. A estrututa deste

método pode ser observada na Figura 5.5.
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(c)

Figura 5.5- Estrutura do método Backpropagation; (a) camada de saida; (b) camada escondida;

(c) camada de entrada.®

O algoritmo de retropropagacdo do erro (error backpropagation ou simplesmente
backpropagation) € um algoritmo utilizado em perceptrons de multiplas camadas e utiliza func¢des
de transferéncia diferencidveis e nao-lineares em um treinamento supervisionado. A
aprendizagem por backpropagation consiste, basicamente, em dois passos: um passo para frente,
que é a propagacdo, e um passo para trds, a retropropagagdo. No passo para frente, um vetor é
apresentado aos nos de entrada da rede e seu efeito se propaga através desta, da esquerda para a
direita e de camada em camada. Um conjunto de saidas é produzido como resposta da rede.

Durante este processo, 0s pesos sindpticos da rede sdao todos fixos. A resposta da rede é
subtraida da resposta desejada e, entdo, determina-se o sinal de erro. Este sinal de erro é
propagado para trds através da rede, contra a dire¢do das conexdes sindpticas. Os pesos sdo entao
ajustados de modo a se minimizar o sinal de erro. Na figura 5.6 tem-se a representag@o dos sinais

de entrada, também conhecidos como sinais funcionais e de erro em um perceptron de multiplas

camadas.
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Figura 5.6- Sinais funcionais e de erro de uma rede neural.

5.4- Arquitetura da rede

Em relacdo ao funcionamento das RNAs, um modelo de neur6nio artificial bindrio com
limiar unitdrio foi portanto proposto inicialmente, no qual as entradas do neur6nio sao
ponderadas pelos seus pesos com as saidas da célula anterior ou com os sinais de entrada da rede
e que possui estado de ativagdo definido unicamente por uma fungdo degrau. Mais tarde
implementou-se um modelo de RNA que consiste de um conjunto de células conectadas e com
uma regra de propagacdo. Cada neurdnio recebe suas entradas com os pesos associados, vindas
de outros neurdnios ou de estimulo externo. A fungdo de ativagdo € usualmente uma somatoria
agindo nas entradas da rede. Os valores bias de oposicdo sdo adicionados a somatdria das
entradas com pesos. O estado de ativagdo do neurdnio € determinado pela func¢do de saida ou de
transferéncia e geralmente € uma funcao sigmodal. A saida do neurdnio chega, pelas sinapses, até
a préoxima célula. Portanto, uma RNA completa é formada por um conjunto de neurdnios
dispostos em uma ou mais camadas, conectados por ligacdes de pesos variados. A rede
Feedforward tem a propagacdo do sinal para frente, entre células de camadas adjacentes, até a
ultima camada (saida) (SNNS User Manual, 1995). Na fase de treinamento da rede, ha a
determinacgdo e a correcdo dos pesos e dos bias, para que a mesma responda de forma desejada.

Uma rede neural completa ¢ mostrada na Figura 5.6.
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Figura 5.6- Representacido de uma rede neural com trés camadas.

A Figura 5.6 mostra uma rede neural de trés camadas, onde: X =vetor de dados de
entrada; Wi(m> ¢ a matriz de valores de peso associados a cada entrada i e a cada camada m; Fi(m) é

a funcdo de transferéncia sigmoidal de cada unidade, associada a camada m.

1

F(h-b)= “hb)/2

( 6.1
1+e

sendo: b;™ = unidades bias; d = saida desejada da rede para cada entrada; y = saida fornecida
pela rede neural para cada entrada.

A entrada para um dado neurdnio i, com seus pesos correspondentes de uma certa camada
m, € definida como:

hl.(m) = [w}m)}x(m) = Zkle (wi(,;").x(m)) (5.2)

A saida do neur6nio i na camada m ¢ definida como:
W = F (1 ~b;) (53)

sendo y™ = X+

ou seja, a entrada da préxima camada € a saida da camada anterior. Existe um
vetor de saidas y para cada vetor de entradas X. Os pesos w e bias b sdo atualizados para cada

célula, até obter-se o critério de parada do treinamento (erro aceitdvel alcancado). A RNA
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empregada utilizou o método de treinamento Backpropagation que realiza a busca por um erro
aceitdvel.
Este erro é dado por:
2
g, =47 (5.4)
2

O valor de E, € calculado para as células de saida da rede. O objetivo deste algoritmo de
treinamento € minimizar o erro de saida para cada vetor de entrada, ou seja, minimizar a distancia
quadratica entre as saidas desejadas e calculadas. A estrutura de processamento paralelo de
informacao permite a inclusdo de conhecimento hébil no processo, a detecc¢do e a classificagao de
sinais. A caracteristica da RNA ¢é, entdo, considerar o conhecimento adquirido durante o
treinamento e responder a novos dados de entrada da maneira mais apropriada, concluindo assim,
uma generalizagdo do problema. A arquitetura da rede neural € definida pelos pesos
correspondentes e esquema de conexdes. Ja o processo de aprendizagem envolve a mudanga nos

valores dos pesos, sendo o aspecto mais explorado em redes neurais artificiais.

5.5- Funcionamento das redes neurais artificiais

As redes neurais artificiais sdo criadas a partir de algoritmos projetados para uma
determinada finalidade. E impossivel criar um algoritmo desses sem ter conhecimento de
modelos matemdticos que simulem o processo de aprendizado do cérebro humano.

Uma rede neural se assemelha ao cérebro em dois pontos; o conhecimento € obtido
através de etapas de aprendizagem e pesos sindpticos sdo usados para armazenar o conhecimento.
Uma sinapse é o nome dado a conexdo existente entre neurOnios. Nas conexdes sdo atribuidos
valores, que sdo chamados de pesos sindpticos. Isso deixa claro que as redes neurais artificiais
tétm em sua constituicdo uma série de neurdnios artificiais que serdo conectados entre si,
formando uma rede de elementos de processamento.

A partir de uma rede neural formada, uma série de valores podem ser aplicados sobre um
neurdnio, sendo que este estd conectado a outros pela rede. Estes valores (ou entradas) sdao
multiplicados no neurdnio pelo valor do peso de sua sinapse. Entdo, esses valores sdo somados.

Se esta soma ultrapassar um valor limite estabelecido, um sinal € propagado pela saida (ax6nio)
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deste neurdnio. Em seguida, essa mesma etapa se realiza com os demais neurdnios da rede. Isso
quer dizer que os neurdnios vao enfrentar algum tipo de ativacdo, dependendo das entradas e dos

pesos sindpticos (ver Figura 5.7).

@ FUNCAD DE ATIVAGAD
g u
E
= . W, ) L
w sAlD
0 : SOMADOR
LIMIAR

FESOS

Figura 5.7- Representacio da arquitetura de uma Rede Neural Artificial.’

Existem vdrias formas de se desenvolver uma rede neural. Ela deve ser montada de acordo
com os problemas a serem resolvidos. Em sua arquitetura é determinado o nimero de camadas
usadas (as camadas sdo formadas por neurdnios) e a quantidade de neurdnios em cada camada, o
tipo de sinapse utilizado.

O processo de aprendizagem das redes neurais é realizado quando ocorrem varias
modificagdes significantes nas sinapses dos neurdnios. Essas mudangas ocorrem de acordo com a
ativacdo dos neurOnios. Se determinadas conexdes sdo mais usadas, estas sdo reforcadas
enquanto que as demais sdo enfraquecidas. E por isso que quando uma rede neural artificial é
implantada para uma determinada aplicagdo, € necessario um tempo para que esta seja treinada.

Existem, basicamente, trés tipos de aprendizado nas redes neurais artificiais;4
(1) Supervisionado; neste tipo, a rede neural recebe um conjunto de entradas padronizado e seus
correspondentes padrdes de saida, onde ocorrem ajustes nos pesos sindpticos até que o erro entre

os padrdes de saida gerados pela rede tenha um valor desejado;
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(i1) Nao-supervisionado; neste tipo, a rede neural trabalha os dados de forma a determinar
algumas propriedades do conjunto de dados. A partir destas propriedades € que o aprendizado é
constituido;

(iii) Hibrido; neste tipo ocorre uma juncdo dos tipos supervisionado e ndo-supervisionado. Assim,
uma camada pode trabalhar com um tipo enquanto outra camada trabalha com o outro tipo.

O algoritmo utilizado neste trabalho como ja mencionado, foi o Backpropagation, sendo o
aprendizado supervisionado, ou seja, a entrada e saida desejadas para a rede sdo fornecidas por
um supervisor externo. O objetivo &, através de um mecanismo de corre¢do de erros, ajustar os
parametros (pesos) da rede, de forma a encontrar uma ligacdo entre os pares de entrada e saida
fornecidos. O treinamento ocorre em duas fases, onde cada fase percorre a rede em um sentido.
Estas duas fases sdo chamadas de forward e backward. A fase forward € utilizada para definir a
saida da rede para um dado padrao de entrada. A fase backward utiliza a saida desejada e a saida

fornecida pela rede para atualizar os pesos de suas conexdes a cada iteracao.

5.6- Dificuldades encontradas

A modelagem de uma rede neural depende da andlise consistente de um sistema muitas
vezes complexo, implicando em dificuldades para definir qual arquitetura melhor responde as
necessidades do problema proposto e na escolha de quais dados sdo verdadeiramente relevantes
para o processamento. Além da entrada, também devemos definir de forma ideal os parametros
de aprendizagem, os pesos sindpticos e os niveis de bias, os quais sao de severa importancia para
o processo de aprendizado.

Outra dificuldade encontrada seria a extracdo de regras justificativas da decisdo tomada
pela rede, as quais representariam o conhecimento adquirido durante o treinamento.

Contudo, pesquisadores vém tentando minimizar as dificuldades da implementagao das
redes neurais através de algoritmos extratores de regras e o uso de sistemas hibridos,
combinando, por exemplo, uma rede neural com algoritmos genéticos, para que se possa otimizar
a definicdo das taxas de aprendizado, pesos sindpticos e niveis de bias, ou entdo utilizando

algoritmos que facam extracdo de regras logicas.
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5.7- Consideracoes parciais

Apesar da neurocomputacdo ter iniciado com a computacdo programada nas décadas de
40 e 50, deve-se salientar que a implementacdo de uma rede neural naquela época era invidvel,
pois a fase de aprendizado, a fase mais dificil e demorada no desenvolvimento de uma rede,
dependia (e ainda depende) de complicados algoritmos e de um nimero grande de iteracdes, algo
que um ENIAC, (Eletronic Numerical Interpreter and Calculator) primeiro computador digital
eletronico de grande escala projetado por John W. Mauchly e J. Presper Eckert em 1946, nao
teria condi¢des de fazé-lo. Hoje, com a tecnologia dos chips VLSI (Very Large Scale Integration)
a implementac¢do das redes neurais tem sido facilitada. Os chips VLSI sdo chips muito confiaveis,
rapidos, baratos, compactos, consomem pouca energia e dissipam menos calor que os antigos
chips.

Todas as informagdes aqui expostas nos levam a crer que o campo de redes neurais
artificiais € acima de tudo extremamente vasto e promissor. Por ser um assunto que surgiu a
muito tempo atrds, ganhou muita credibilidade, e devido as novas descobertas relacionadas a ela
a cada instante, tornou-se bastante atrativo para profissionais de dominios distintos, tornando-se
um assunto interdisciplinar. Os conhecimentos obtidos até hoje atraem o interesse de
profissionais tais como psicologos, neurofisiologistas, engenheiros, cientistas cognitivos, e
cientistas da computacdo, que buscam cada um em sua &drea, novos caminhos através da
computagdo neural.

Atualmente, redes neurais tém sido utilizadas em biossensores para o emprego de
diferentes enzimas (seletivas para determinados compostos) e diferentes processos de
imobilizagdo, assim como o tratamento dos dados experimentais através de métodos
quimiométricos (redes neurais), desponta como uma grande perspectiva para a determinacao
simultinea e "in sifu" de todas as espécies presentes em amostras de interesse.'®

O método de treinamento utilizado neste trabalho foi do tipo backpropagation e funciona
pelo ajuste de valores de pesos que estdo associados as conexdes das sucessivas camadas de uma
rede MLP (Multi-Layer Perceptrons). O algoritmo fornece uma forma de definir o erro dos nodos
das camadas intermedidrias para a mudanca nos pesos em uma rede feedforward (propagacao dos

sinais para frente). Esta rede € treinada através do fornecimento de padrdes de entrada e de saida
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desejada. A maioria dos métodos de aprendizado para RNAs do tipo Perceptron de multiplas
camadas utilizam variagdes deste allgoritm().l9'2o'21

O algoritmo Backpropagation é supervisionado, ou seja, a entrada e saida desejadas para a
rede sdo fornecidas por um supervisor externo. O objetivo é, através de um mecanismo de
correcdo de erros, ajustar os parametros (pesos) da rede, de forma a encontrar uma ligacdo entre
os pares de entrada e saida fornecidos. O treinamento ocorre em duas fases, onde cada fase
percorre a rede em um sentido. Estas duas fases sdo chamadas de forward e backward. A fase
forward € utilizada para definir a saida da rede para um dado padrio de entrada. A fase backward
utiliza a saida desejada e a saida fornecida pela rede para atualizar os pesos de suas conexdes a

! ~  19-20-21
cada iteracao. ?
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Capitulo 6- Objetivos da dissertacao

De origem petroquimica, os polimeros sintéticos afetaram nao somente as engenharias,
mas, principalmente, a medicina, a biotecnologia e a drea farmac&utica. Esses materiais
organicos tornaram possivel a obtencdo de plataformas para a imobilizacdo de enzimas;
tornando possivel o desenvolvimento de dispositivos que permitem atualmente a monitoragio
de vdrios processos bioldgicos indispensdveis para a manutencdo da qualidade de vida do
paciente.

No final do século XX, surgiram os polimeros altamente ramificados denominados de
dendrimeros. Tais sistemas macromoleculares causaram uma verdadeira revolucdo na
medicina clinica e farmacéutica, uma vez que mimetizam varios processos bioldgicos vitais
para o ser humano.

Os dendrimeros sdo considerados atualmente como um dos blocos fundamentais da
quimica nanoscépica. Tais compostos isomoleculares possuem um elevado nivel de
organizagdo estrutural e marcam o inicio de uma nova era na ciéncia macromolecular: a era da
quimica nanoscépica. A elevada densidade de grupos funcionais na superficie dos
dendrimeros torna estes compostos muito interessantes para o projeto de dispositivos
biossensores. Neste sentido, a aplicacdo dos dendrimeros do tipo PGLD, CHD e PPID com
propriedades biocompativeis, parece ser uma alternativa promissora para a obtencdo de
biossensores implantdveis. Entretanto, resta verificar a que ponto tais materiais afetam as
propriedades cinéticas das enzimas, os biocatalisadores fundamentais para o desenvolvimento
de dispositivos biossensores.

2

A pesquisa desenvolvida neste trabalho é multidisciplinar e envolve a biofisica de
nanointerfaces. O objetivo geral € o estudo do desenvolvimento de interfaces multi-
biofuncionais baseadas nas enzimas GOx, COx e Urease para a monitoragdo dos
hemometabdlitos glicose, uréia e colesterol.

Os objetivos especificos deste trabalho envolveram a avaliacdo da performance dos
biossensores obtidos procurando-se avaliar as seguintes varidveis com a finalidade de
comparar as atividades das formas solivel e imobilizada das enzimas GOx, COx e Urease:

(a) Estudar a atividade catalitica das formas solivel e imobilizada das enzimas GOx, COx

e Urease frente a diferentes concentracdes de seus respectivos substratos.
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(b) Comparar o desempenho catalitico dos dispositivos biossensores de glicose, uréia e
colesterol em funcdo do dendrimero utilizado.

(c) Investigar a estabilidade dos dispositivos biossensores desenvolvidos.

(d) Analisar com base na cinética de Michaelis-Menten o dendrimero mais adequado para
a obtencdo de dispositivos biossensores dos hemometabdlitos glicose, uréia e
colesterol.

(e) Propor a utilizacdo de uma rede neural artificial para aquisicao e tratamento de dados

de um biossensor multienzimatico.
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Capitulo 7- Procedimento experimental

O procedimento experimental foi dividido basicamente em trés etapas. A primeira refere-
se ao processo de imobilizacdo das enzimas GOx, COx e urease nos dendrimeros PGLD, CHD e
PPID, previamente sintetizados, purificados e caracterizados por outros mestrandos do grupo de
biomateriais da Unifei.'

Na segunda etapa do trabalho € descrita a obtencao dos biossensores através da técnica de
template, utilizando-se a deposicdo eletroquimica de nanotubos de polianilina na presenca dos
bioconjugados dendriticos. A terceira etapa do trabalho refere-se a caracterizacdo eletroquimica

dos biossensores obtidos, bem como, o estudo de sua performance.

7.1- Reagentes

A anilina foi bi-destilada antes de sua utilizagdo. As enzimas GOx (Aspergillus nigger,
Tipo X-s, p6 liofilizado com atividade 100.000-250.000 U/g de s6lido), COx (Streptomyces sp,
po liofilizado com atividade > 20 U/mg sélido), urease (Canavalia ensiformis-Jack bean, Tipo
IX, p6 liofilizado com atividade 50.000-100.000 U/g s6lido) e os respectivos substratos (glicose,
colesterol e uréia) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Brasil). Todos os reagentes
bioquimicos foram utilizados sem tratamento prévio. Todas as solucdes aquosas foram

preparadas utilizando-se dgua bi-destilada e desionizada (Milli-Q).

7.2- Sintese dos dendrimeros PGLD, CHD e PPID e preparo dos bioconjugados

Os dendrimeros PGLD, CHD e PPID foram os mesmos sintetizados, purificados e
caracterizados anteriormente pelo grupo de biomateriais da Unifei.” >

Todos os dendrimeros (Figura 7.1) estudados neste trabalho podem em principio, serem
utilizados como suporte para imobilizagdo das enzimas. Isso se deve ao grande percentual de
grupos funcionais nas extremidades da macromolécula. A aten¢do no processo de imobilizacao
se volta para a atividade enzimadtica, que pode ser afetada, causando a perda total ou parcial da

atividade, que pode ser atribuida a inimeros fatores, como propriedades da prépria enzima, do

suporte, dos reagentes utilizados e das condi¢des experimentais.
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Figura7.1- Esquema das arquiteturas dendriticas; CHD, PGLD e PPID, respectivamente.

O processo de imobilizacdo das enzimas GOx, COx e urease seguiu uma adaptagcdo das
técnicas ja padronizadas pelo grupo de pesquisa em biomateriais da Unifei para o preparo de
suportes para utilizacio em biotecnologia.”

O procedimento para imobilizacdo das enzimas GOx, COx e urease foram iniciados
utilizando-se 200 mg dos respectivos dendrimeros, os quais foram inicialmente misturados com

25 mL de 4gua desionizada em béquer de 50 mL e a soluc¢do foi mantida sob agitacdo magnética
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por 2 horas a 4 °C. Em seguida os dendrimeros foram ativados pela adi¢io de 0,5 mL de
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilaminopiridina (CDAP, Sigma-Aldrich) e 0,5 mL de trietil
amina (TEA, Sigma Aldrich). O sistema foi mantido sob agitacdo constante por 2 minutos € em
seguida dialisado empregando membrana de celofane por trés dias contra solu¢ao aquosa de NaCl
0,2 mol/L e dois dias contra dgua destilada e desionizada. Apds a didlise, a amostra do
bioconjugado foi liofilizada, e em seguida, a leitura do sobrenadante em epectrofotdmetro
UV/VIS (Varian, Cary 50) a 280 nm permitiu o célculo da quantidade de enzima imobilizada nos
respectivos dendrimeros. A Figura 7.2 ilustra o processo de imobiliza¢do das proteinas GOX,
COx e urease nos dendrimeros PGLD, CHD e PPID.

A eficiéncia de imobilizacdo das enzimas nos dendrimeros foi expressa em termos de

indice de imobilizacao (IM) definido por:

sendo PT, e PT; as quantidades de proteina adicionada (antes da imobiliza¢do) e remanescente no
sobrenadante, respectivamente. Neste trabalho o IM para as enzimas GOx, COX e urease foi de

60%.

TEA
CDAFP

|

OCNH-Proteina

P

NH,

eulajold-=

PGLO, CHD ou PPID

eulalold-=

Bioconjugado

Figura 7.2- llustracdo do processo de imobilizacio das enzimas GOx, CHD e urease nos
dendrimeros.
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7.3- Preparo dos eletrodos enzimaticos

O método de preparo dos biossensores enzimdticos baseou-se no método bastante
explorado nas ultimas décadas denominado de sintese femplate, a qual consiste em uma reacao do
tipo hospedeiro/convidado. Neste caso, a sintese do convidado é realizada no interior de
cavidades ou poros denominados de estruturas hospedeiras, criadas pela corrosdo eletroquimica
de um filme de aluminio.

Para o preparo dos eletrodos enzimaticos foram utilizados filmes de aluminio de area 0,75
x 2,05 cm? x 30 um (Alcoa, 99,9%). Inicialmente os filmes foram lavados com solugdo de lauril
sulfato de s6dio a 1% (m:v) em banho de ultra-som e em seguida lavados com 4gua destilada. Os
filmes foram finalmente lavados com &lcool etilico e seco sob vicuo, a temperatura ambiente
(25°C) por 24 horas antes de sua utilizacao.

A solugdo para a polimerizacdo eletroquimica, consistiu de anilina bidestilada (0,1M,
Sigma-Aldrich), o dendrimero bioconjugado com os biocatalizadores e dcido p-tolueno sulfonico
(1M, Sigma/Aldrich) em solu¢do tampao fosfato de sédio salino (NaPBS) (0.1M,
NaH,PO4/Na,HPO,, 0.05 mol.L"' NaCl, pH 7.4) como eletrdlito. O crescimento dos nanotubos
foi obtido em um ciclo potencial de -100mV e 30 mC versus um eletrodo saturado de
calomelano, de forma a se obter PANINT’s no seu estado reduzido. Apds o processo de
deposi¢do eletroquimica, os eletrodos foram lavados com solucao PBS pH 7,4 e armazenado em
NaPBS por 24 h para remover qualquer excesso de mondmero residual ou bioconjugados que ndao
tenham sido imobilizados completamente. A microestrutura dos eletrodos enzimaticos obtidos foi
caracterizada por microscopia eletronica de varredura (MEV). Um microscépio MEV modelo
JEOL XL 30 foi utilizado no presente trabalho. As amostras foram previamente recobertas com
Au para o respectivo contato. A Figura 7.3 ilustra a imobiliza¢do dos bioconjugados (vermelho)

nos nanotubos de polianilina.
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Bioconjugados

Eletrodo

Figura 7.3- Ilustracdo do biossensor preparado neste trabalho através da técnica de imobilizacao

fisica dos bioconjugados nos nanotubos de polianilina.

A bioatividade dos eletrodos foram medidas amperometricamente pela corrente produzida
no eletrodo enzimético devido a formagdo de perdxido de hidrogénio gerado pela catdlise
enzimdtica da GOx e COx ou formacgio de fons NH4" (urease). Neste caso, a corrente elétrica
produzida demonstrou ser proporcional a concentragdo dos substratos. Um volume de 10 uL da
solucdo do substrato considerado foi depositado sobre o eletrodo trabalho (eletrodos enzimaticos
baseados nos dendrimeros bioconjugados). Um eletrodo saturado de calomelano (SCE, Ag/AgCl)
foi utilizado como eletrodo de referéncia. Para eliminar os efeitos de potencial e oscilagdoes de pH
e temperatura na condutividade dos PANINT’S considerou-se a corrente resposta do biossensor
como a diferencga entre a corrente de fundo e a corrente contendo a solucdo do analito a se dosar.
O fluxo de corrente medido no biossensor resultante da atividade enzimdtica foi medido com o

auxilio de um eletrometro programével (Keithley modelo 237), de acordo com a Figura 7.4.
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Figura 7.4- Unidade fonte medidora Keithley modelo 237 utilizado na caracterizacdo do

dispositivo biossensor.

As curvas das correntes em fun¢do da tensdo (curva I x V) foram obtidas através de uma
fonte tensdo/corrente Keitlhey, modelo 237 (K237). O Keitlhey K237 ¢ uma unidade fonte-
medidora de alta precisdo, fundamental a realizacdo de medidas de tens@o de 10V a 1100 V, e
medidas de corrente de 10 fA a 100 mA, escalas estas fundamentais as medidas de baixos sinais e
quaisquer outras que exijam precisdo. Para o controle automatizado de aquisicdo de dados, este
instrumento possui interface IEEE-488 padrdo, o que permite a programag¢do via computador.

Quando programado como fonte de tensdo, o amperimetro conecta-se em série com a
fonte de tens@o e a saida. Quando programado como fonte de corrente, o voltimetro conecta-se
em paralelo entre fonte de corrente e saida.

Como protecdo ao circuito externo, 0 modelo K237 possui um limite de concordancia
programavel, o qual nunca € excedida pela unidade fonte-medidora. Ajustando-se uma corrente
de concordancia apropriada pode-se prevenir dissipacdo excessiva de energia do dispositivo.
Ajustando-se uma tensdo de concordancia apropriada pode-se proteger o dispositivo de uma

sobretensao.
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A escala de concordancia selecionada € também a escala maxima medida. Em todo caso,
quando a funcdo AUTORANGE esta habilitada, a unidade fonte-medidora sempre ird para a
menor, mais sensivel, escala possivel para que a medigao seja feita.

O controle e a aquisi¢cdo de dados foram feitos utilizando-se um sistema automatizado
baseado na plataforma HP VEE 4.0, software com linguagem orientada a objeto e que controla os
instrumentos de medicao através de interfaces de comunicacdo GPIB 488.

O HP4284A oferece medidas em todas as frequéncias com resolugdo de seis digitos e
niveis de sinal de teste de SmV a 2V s e S0uA a 20mA,s; possui interface IEEE-488 padrao, o
que permite programacao via microcomputador.

A aquisicdo de dados e o controle dos equipamentos durante os experimentos foram
realizados utilizando-se de programas elaborados na plataforma Labview 6.1, um software que
utiliza linguagem orientada a objeto para realizacdo dos procedimentos de controle em ambientes
de pesquisa, permitindo elaborar tais sistemas sem a utilizacao de controladores especificos, pois
€ capaz de simulé-los através de rotinas de software.

Para obtencdo da rede neural foi utilizado como ferramenta o Nets 3.0, sendo trabalhado
em linguagem C:. A topologia da RNA utilizada foi um perceptron multicamada com uma
camada de entrada contendo trés neuronios, uma camada escondida com dez neurdnios e trés
neur6nios na camada de saida. Os sinais de entrada da rede sdo as correntes geradas no
biossensor presente nos conjuntos determinados, como pode ser observado na Figura 7.5. Foram
ensaiados vdarios numeros de neur6nios na camada escondida, buscando a otimiza¢do dos
resultados. Também, varias taxas de aprendizagem foram utilizadas. A cada simulacd@o, os pesos
sindpticos iniciais foram escolhidos aleatoriamente, utilizando-se um gerador de numeros
randomicos no intervalo | 1 , 1 [-, seguindo uma distribui¢cdo uniforme de média O (zero). A

funcdo de ativacao utilizada foi a funcao sigmdide tangente hiperbdlica.

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplicagdes Clinicas



Capitulo 7- Procedimento experimental 113

—~ = é ~i
ic < = i 2 Colesterol
o= = Urela

%

Figura 7.5- Ilustracio da configuraciao da rede neural artificial utilizada neste trabalho.
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Capitulo 8- Resultados e discussoes

8.1- Caracterizacao dos nanotubos de PANI

A nanotecnologia desperta atualmente um grande interesse da comunidade cientifica, e ao
longo das tultimas décadas, muito esforcos foram feitos no sentido de se atingir um controle
efetivo a nivel atdbmico e molecular na producdo de nanomateriais. Um dos frutos mais
significativos relativo ao interesse pela nanotecnologia estd a obtencao dos nanotubos de carbono
(NTC), observados pela primeira vez por Sumio lijima em 1991 durante os estudos da superficie
dos eletrodos de grafite utilizados para a sintese de fulerenos.'™

Imediatamente apds o descobrimento de NTC s na forma de paredes multiplas, nanotubos
de carbono de paredes simples foram encontrados.” A Figura 8.1 mostra uma ilustracio da

configuragdo atdmica de uma secao de um nanotubo de carbono.
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Figura 8.1- Vista lateral e frontal da configura¢do atdbmica de uma secao de um nanotubo de

carbono. A estrutura cristalina deste tubo particular € denotada como (7, 7).5

Os NTC’s possuem propriedades especiais devido a sua dimensionalidade, estrutura e
topologia. A constitui¢do bésica do reticulo do nanotubo € as ligacdes covalentes C-C, como nas
camadas do grafite. Portanto, nos nanotubos o carbono também se encontraria com uma
hibridizacdo de orbitais atdmicas do tipo spz. 6

O desenvolvimento de biossensores e dispositivos similares baseados em nanotubos de
carbono ainda encontra-se em sua fase inicial a nivel tecnolégico em varios paises. De fato, ainda
ndo existe uma técnica reprodutiva que garanta a produ¢do de nanotubos de carater

exclusivamente metdlico ou semicondutor. Ao mesmo tempo a dopagem de nanotubos ainda est4
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longe de ser entendida, sendo que somente recentemente, apds mais de uma década apds a
primeira observacdo experimental dos nanotubos, come¢am a aparecer estudos de dopagem de
nanotubos de parede simples (SWNT) de forma a conferir as propriedades elétricas de interesse
para utilizacao destes nanomateriais em diversos setores de interesse da industria eletro-eletronica
e biomédica. Entretanto, o processo de dopagem ainda estd longe de estar dominado. A primeira
etapa de um processo de desenvolvimento de dispositivos a base de nanotubos passa
obrigatoriamente pelo dominio das técnicas de crescimento.

Uma classe de nanotubos, que vem despertando um significativo interesse da comunidade
cientifica € a de nanotubos de polimeros condutores. Neste trabalho, nanotubos de PANI foram
utilizados como mediadores de elétrons no processo de obtencdo de biossensores de glicose,
colesterol e uréia.

Os nanotubos de polianilina e seus derivados formam uma classe de polimeros condutores
em relacdo ao processo de dopagem. Este material pode ser dopado por protonagdo, isto €, sem
que ocorra alteracdo do nimero de elétrons (oxidag¢ao/redugdo) associados a cadeia polimérica. A
polianilina pode ocorrer em diferentes estados de oxidacdo, dos quais a forma esmeraldina, 50%
oxidada, é a mais estavel.”

O produto da oxidacdo da anilina foi primeiramente preparado em 1862, porém suas
propriedades foram reconhecidas somente cerca de 100 anos depois (década de 80 do século 20),
despertando um interesse particular devido ao baixo custo de produgdo, facilidade de sintese e
alto rendimento. As sinteses da polianilina e do polipirrol podem ser realizadas de maneiras
semelhantes sob a a¢do de um agente oxidante. No caso da polianilina, é essencial manter um
meio com pH = 1,0.

A forma base esmeraldina (isolante) do polimero pode reagir com solucdes de dcidos
(HCI) resultando na forma sal esmeraldina (condutora). A reacdo de protonagdo ocorre
principalmente nos nitrogénios iminicos da polianilina (-N=). Esse estado contém duas unidades
repetitivas, a amina-fenileno e a imina-quinona. Além da elevada condutividade elétrica, que
chega a ordem de 102 Sem™, outra propriedade interessante da polianilina é exibir diferentes

coloragdes quando se variam as condi¢des de pH ou o potencial elétrico (ver Tabela 8.1).
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Tabela 8.1- Os trés estados de oxidacdo mais importantes da polianilina: leucoesmeraldina,

esmeraldina (isolante e condutora) e pernigranilinal.8

Estado de oxidagao Estrutura Cor’ Caracteristica
) H 0 "
Leucozameraldina _@N@N©N©N__ amarela isolante
L o 310 completamente
reduzida
i i g i i
Sal de esmeraldina —@ ﬂ@zﬂ@ﬁl@'ﬂ“ verde condutora
- —n 320, 420, 800 parcialmente
= ' ! g 'T'_ oxidada
Base esmeraldina _@ N:®:N‘©7N‘©7N_F azul isolante
- - 320, 820 parc. oxidada
aranil I ) i 3 ] .
Pernigranilina ——©7N=<:>=N‘©*N=C>=N—- purpera inolante
L : ' J, 320,530 compl. oxidada

* Os valores numéricos referem-se ao comprimento de onda (em nanometros) onde a absor¢do €
maxima.

Os nanotubos de polianilina podem ser sintetizados por trés métodos de polimerizagao:
quimica, eletroquimica e fotoeletroquimica.” Dentre esses métodos, a sintese quimica é a mais
utilizada e industrialmente é a mais vantajosa por possibilitar a produ¢ao de grandes quantidades
de material. Algumas rotas de sintese sdo muito simples e podem ser adaptadas para escala piloto
ou industrial (poli(p-fenil vinileno), polipirrol e polianilina).g'10

Neste trabalho, os biossensores de hemometabdlitos foram obtidos apds deposicao de
eletroquimica de PANINT s sobre um filme fino de aluminio de acordo com metodologia
desenvolvida pelo grupo de biomateriais da Unifei.'' Como consequéncia da nucleacdo de
mondmeros de anilina nos poros de aluminio formados durante o processo de oxidagdao
eletroquimica, nanotubos de polianilina formando uma rede interconectada foram obtidos sobre a
matriz metdlica.

A Figura 8.2 ilustra a micrografia MEV de nanotubos de PANI depositados no eletrodo de
aluminio (Al). A eletrodeposi¢do de PANINT’s foi efetuada na presenca dos dendrimeros
bioconjugados com as respectivas proteinas GOx, COx, Urease com a finalidade especifica de
obter-se o dispositivo biossensor.

Verificou-se que os PANINT’s obtidos neste trabalho, apresentam diametros de

aproximadamente 90 nm. A andlise das fibras de PANINT’s indicou comprimentos de 1000 nm e

elevada drea superficial. Verificou-se que a presenca dos dendrimeros bioconjugados induz a
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formagdao de aglomerados de redes interconectadas. Entretanto, estudos de microscopia de
transmissdo devem ser efetuados a fim de se caracterizar de modo mais adequado a estrutura dos

nanotubos de PANI obtidos neste trabalho.

o 3

AccY  Spot Magn Det WD —— 5pm
00KV 20 5000x SE 128

(B)
Figura 8.2- Micrografia MEV de PANINT’s contendo os dendrimeros bioconjugados

depositados eletroquimicamente em eletrodos de Al. Ampliacdes: 5000x (A) e

15.000 x (B).
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8.2—- Caracterizacao dos Dendrimeros

O peso molecular médio e a polidispersdo de dendrimeros sdo dois parametros de maior
importancia para a determinacdo e explicacdo do comportamento fisico destes sistemas
macromoleculares.

Dendrimeros de peso molecular muito baixo geralmente apresentam uma menor area
superficial, indesejavel para o projeto de biossensores, enquanto que os de peso molecular muito
elevado sdo muito pouco soliveis e, geralmente, ndo € possivel utilizd-los no revestimento de
superficies sintéticas.'* "

A cromatografia de permeagdo em gel (GPC), uma técnica que tem sido destacada como
fundamental para a ci€éncia macromolecular, € uma técnica de separacdo introduzida por Moore
em 1964 para a determinacio da distribuicio de pesos moleculares de um polimero.'* A técnica
GPC utiliza colunas empacotadas com géis de poliestireno ou polietileno glicéis reticulados de
diferentes porosidades constituindo a fase estaciondria. O polimero dissolvido em um solvente
conveniente é separado de acordo com seu volume hidrodinamico, ou seja, moléculas pequenas
tendem a permanecer na fase estaciondria enquanto que moléculas grandes sdo excluidas
preferencialmente da fase estaciondria. Os detectores utilizados podem ser do tipo
refratométricos, UV ou IR, dependendo da natureza do polimero.

A eficiéncia do processo de separagdo é fungdo do volume de retengdo (ou elui¢do) (VRr) e da
massa molar do material. O volume de reten¢@o por sua vez € funcdo do volume intersticial Vo e o

volume do poro acessivel no gel, ou seja:
Ve=VorKp Vi 8.1)

sendo V; o volume interno total do poro e Kp o coeficiente de particdo entre V; e a porcao
acessivel para um dado soluto. Quando Kp = 0 (moléculas grandes) Vg = V,, ocorrendo uma
eluicdo rapida da coluna. Para moléculas pequenas que penetram no volume do poro, Kp =1 e a
elui¢do da coluna € mais lenta.

Uma vez que o peso molecular de um polimero determinado por GPC nao representa o
seu valor absoluto, ou seja, ¢ um valor obtido com base em uma curva de calibracido de polimeros

de conhecidos pesos moleculares, pode-se escrever:
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log[n]sMs = log[n]JuMu (8.2)

sendo [N] e M a viscosidade intrinseca e a massa molar do polimero, respectivamente. Os indices

s e u representam o padrdo e a amostra em andlise, respectivamente.

Desde que os volumes hidrodindmicos da amostra e do padrao ndo sdo necessariamente
iguais, tem-se que [N]s = KsMvss e [NJu = Ku.Mvuu. A massa molar da amostra u pode ser

determinada a partir de:"

logM,, =7 !

k 1+v
dog| =% |+ S log M 8.3
n og{ } 7 0g M (8.3)

k, +v,

Frequentemente as curvas de calibracdo sdo construidas a partir de poliestireno (PS) ou
poli(etileno glicol) (PEG) sendo conhecidos o peso molécula absoluto do polimero. O peso
molecular absoluto de um polimero pode ser determinado a partir de técnicas como o
espalhamento de luz e a osmometria.

Os dendrimeros estudados neste trabalho mostram uma distribuicdo de peso molecular
monomodal e um baixo indice de dispersdo no peso molecular, obtendo o poliglicerol dendritico
o menor valor (Mn/Mw = 1,05), isto pode ser verificado na Tabela 8.2.

As estruturas dendriticas do PPID, CHD e PGLD foram confirmadas por ressonancia
magnética nuclear ('"H-NMR, “CNMR) e cromatografia de permeacdo em gel (GPC) em
trabalhos recentes do grupo.16'17'18 Os resultados obtidos quanto ao grau de ramificacdo, peso

molecular e indice de polidispersao (PI) sdo apresentados na Tabela 8.2.

Tabela 8.2- Caracteristicas fisico-quimicas caracteristicas do PPID, CHD e PGLD sintetizados

neste trabalho.

Dendrimero | DB® | M,x10°® M,yx10°® PI° (M,/ My,)
PPID 0.95 1.805 2.831 1.56
CHD 0.89 17.752 21.679 1.22
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PGLD 0.82 16.724 17.564 1,05

@DB=Degree of branching calculado por andlise NMR. ®'Calculado por anélise GPC.
A baixa dispersao no peso molecular (M,/ My,) observada e o baixo grau de ramificacao,

caracterizam as estruturas dendriticas PPID, CHD e PGLD.

8.3- Biossensores de glicose

A razdo primdria para integrar GOx a superficies de dendrimeros, € sinergisar as
capacidades de reconhecimento moleculares da enzima para executar fungdes de
biossensoramento e a0 mesmo tempo projetar dispositivos que operem a um baixo potencial e
curto tempo de resposta. As moléculas de glicose podem sofrer a acdo da enzima colesterol
oxidase, produzindo 4cido gluconico como ilustrado na Figura 8.3.

O problema central para ser resolvido na imobilizacdo de enzimas para fabricacdo de
biossensores € a escolha do suporte.19 Sendo assim, um numero de critérios como resisténcia
microbiana, estabilidade térmica, inércia quimica e grupos funcionais na superficie do suporte,
precisam ser considerados quanto a utilizacdo de suportes organicos para o desenvolvimento de

. .. . 2
dispositivos biossensores.*

CH>DH CH-DH

- Glicose oxidase =
< OH ,f
HO

H o
Glicose —

OH

m
u Acido glucénico

Figura 8.3- Oxidacio da molécula de glicose pela acdo da enzima glicose oxidase.’
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Deve ser observado que a utilizagdo dos bioconjugados PGLD, CHD e PPID para
constru¢do de biossensores de glicose podem facilitar a fabricacdo de dispositivos em nanoescala,
promovendo a integracdo de componentes bioldgicos a sistemas da microeletronica a um nivel de
biocompatibilidade aceitdvel para o projeto de sistemas implantéveis.”**

A Figura 8.4 ilustra a resposta da corrente em funcdo do potencial aplicado para os
dispositivos biossensores de glicose baseados nos dendrimeros PPID, PGLD e CHD. Observa-se

que a resposta do biossensor aumenta com o potencial aplicado.

350 -

300 -

250 -

200 —

I/nA

0 7'-.;’..‘. T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

E/V (vs SCE)

Figura 8.4- A relacdo entre a corrente resposta e o potencial dos biossensores PGLD (A), CHD

(B) e PPID (C) em NaPBS pH 7,4 a 37 °C. Concentragdo de Glicose: 20 mM.
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A relagdo corrente-tempo quando o potencial dos biossensores PPID, PGLD e CHD foi de

300 mV é mostrada na Figura 8.5.

160 —
T (A)
140 -
120 -
100 —
E 80 (B)

s047 / 1.1 (C) 1 i
20l 7

°4x
Ot——T—TT 171

™ T 1T 1 7 17
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (s)

Figura 8.5- Curva de corrente-tempo para os biossensores PGLD (A), CHD (B) e PPID (C), a
300 mV, pH 7,4 € 37 °C, em solugéo de glicose de 20 mM.

A maioria dos biossensores de glicose comercialmente disponivel possui tempo de
resposta de 12 segundos. Portanto, os biossensores de glicose desenvolvidos neste trabalho

apresentaram um tempo de resposta significativamente menor relativamente aos biossensores
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comerciais. Considerando que a enzima estd uniformemente distribuida nos sistemas dendriticos
estudados a saber; PGLD, CHD e PPID, a reacdo parece ocorrer predominantemente na
superficie do biossensor a baixas concentracdes de glicose. Entretanto, uma vez que os
fenomenos de difusdo da carga eletronica e de substrato sdo competitivos, o pequeno desvio
observado no tempo de saturacdo na corrente eletroquimica gerada na superficie do transdutor
parece estar associada a processos de difusdo ou o transporte de carga na interface
dendrimero/transdutor.

Foi visto que a corrente resposta dos eletrodos enzimaticos alcanca facilmente o estado de
estabilidade (saturacdo). Dos resultados na Figura 8.6 o pico de saturacdo da corrente para o
biossensor PGLD ¢ significativamente maior que para os bioconjugados PPID e CHD. O
decaimento observado na corrente resposta para o biossensor CHD e PPID pode estar relacionado
a um processo de inibicdo da atividade da GOx pelos grupos amina, protonados, na periferia do
CHD e PPID, respectivamente.

A relacdo entre corrente resposta e concentracdo de glicose € mostrada na Figura 8.6.
Conforme pode ser observado, existe uma dependéncia da corrente com a concentracdo do
substrato indicando que todos os sistemas dendriticos bioconjugados parecem obedecer o modelo
proposto por Michaelis-Menten.

A constante aparente de Michaelis-Menten (K*"y1), que dd indicagdo da cinética enzima-
substrato para o biossensor de glicose baseado na imobilizacdo da GOx nos dendrimeros PPID,

CHD e PGLD podem ser calculadas pela equacdo eletroquimica de Lineweaver-Burk:**

1 KPPy 1 1
T T —t- (8.1)
Iss !Max [S] !Max

sendo igs € a corrente de estado-constante depois da adi¢do do substrato, ivax € @ maxima corrente
medida abaixo da condicd@o de saturac@o do substrato e [S] € a maior concentracdo de substrato.

O grafico de Lineweaver-Burk 1/iss versus 1/[S] dos bioconjugados PGLD, PPID e CHD
imobilizados em nanofibras de PANI € mostrado em Figura 8.7 a partir dos quais foi possivel
calcular os valores das correspondentes constantes cinéticas, cujos valores estdo mostrados na

Tabela 8.3.
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Figura 8.6- A relacdo entre corrente resposta e concentracao de glicose para os biossensores

PGLD (A), CHD (B) e PPID (C) em 0,1 M NaPBS e pH 7,4 a 37 °C.
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Figura 8.7- Gréfico eletroquimico de Lineweaver-Burk para os biossensores PGLD (A), CHD
(B) e PPID (C). PGLD: [I]'= 0,02708[S]'+0,00474 (r’= 0.999), CHD: [I]'=
0,04351[S]" +0,00648 (1*=0.997) e PPID: [I]'=0,09491[S] " +0,01258 (+°=0.994).
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Tabela 8.3- Parametros cinéticos eletroquimico para a GOx imobilizada nos dendrimeros PGLD,

CHD e PPID.
Dendrimero Km™P (mM) iMax (NA) Km™ / imax
PGLD 5.71 210.97 0.027
CHD 6.71 154.32 0.043
PPID 7.54 79.49 0.095
GOx solidvel 504mM > | e | e

A constante de Michaelis, K*"y;, foi maior para o bioconjugado PPID-GOx, que para o
bioconjugado CHD-GOx e PGLD-GOx. A K*"y; € relacionada a concentracdo do substrato que

4Py é a menor

alcanca a taxa méxima da reagdo enzima-catdlise. Assim, o menor valor de K
concentracdo de substrato para obter o valor mdximo da reacdo enzima-catdlise. Para o menor
valor de K*y;, maior a afinidade da enzima para o substrato. Deste modo, o dendrimero PGLD
parece ser um promissor portador de GOx. O novo biossensor projetado baseado no aumento da
incorpora¢do de GOx no dendrimero PGLD exibiu melhor desempenho analitico em relacdo a
configuragdes dos biossensores que usam os dendrimeros CHD ou PPID.

A topologia do dendrimero é um importante parametro molecular que determina suas
propriedades fisicas e suas aplica¢des. Para controlar a topologia do dendrimero e arquitetura
com precisdo, € atualmente o tema central na ciéncia dos polimeros com enfoque para o preparo
de macromoléculas com novas propriedades.26

A periferia da unidade dendritica dos dendrimeros CHD e PPID € preenchida com grupos
primdrios amina, enquanto todos os pontos ramificados, no interior do dendrimero, sao ocupados
por amina tercidria. E possivel que as funcdes amina primdrias, presentes na periferia da unidade
dendritica pode também participar através das ligacdes de hidrogénio com o local catalitico da
enzima, resultando em um decréscimo da bioatividade dos biossensores CHD e PPID.

O baixo desempenho dos bioconjugados PPID e CHD em relagdo ao PGLD pode ser
explicado em exame das estruturas quimicas do PPID e CHD. Ambos, PPID e CHD sao

polimeros catidonicos altamente ramificados que possuem aminas primdrias, secundirias e
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tercidrias. Estes grupos sdao protonados em pH fisiolégico, tornando o polimero positivamente
carregado. Sua forte carga catidnica interage com o local ativo da enzima, reduzindo a atividade
da enzima.

Um dos aspectos mais importantes a ser considerado em imobilizacdo de enzima é a
estabilidade de armazenamento. A estabilidade dos bioconjugados PPID-GOx, CHD-GOx e
PGLD-GOx foi estudada por imersdo do biossensor em solugio de PBS pH 7,4 a 4°C por
periodos de tempo predeterminados. Solucdes de GOx livre também foram preparadas e
armazenadas sob as mesmas condi¢des e as atividades relativas dos biossensores PPID, CHD e de
PGLD foram determinados. A atividade relativa (RA) foi definida como a relagdo das atividades
dos bioconjugados observadas sobre a atividade obtida de uma quantia equivalente da enzima
livre.

Como pode ser visto na Figura 8.8, a ligacdo covalente da GOx sobre o dendrimero
PGLD também apresenta alta estabilidade em relacdo ao sensor de PANINT s/CHD-GOx e
PANINT s/PPID-GOx, cuja sensibilidade parece quase inalterada com o tempo de
armazenamento durante as primeiras 3 semanas. Com uma maior estabilidade, tem-se a garantia
de que com o decorrer do tempo, a resposta do biossensor continuard estdvel, garantindo a

confiabilidade do resultado.
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Figura 8.8- Sensibilidade em fun¢do do tempo de armazenamento para glicose medida para os
biossensores de PGLD (A), CHD (B) e PPID (C). As barras verticais representam a
incerteza das medidas em trés sensores diferentes. Quando ndo em uso, 0s sensores

foram armazenados em NaPBS (0.1 M, pH 7,4) a 4 °C.

Uma diminuic¢do constante € observada para o PANINT 's/CHD-GOx e PANINT “s/PPID-
GOx, provavelmente devido a um efeito de inibicao da estrutura de CHD e PPID na atividade da
GOx. A mais baixa estabilidade dos biossensores de CHD e PPID pode ser devido a uma
distribuicao menos homogénea de GOx na superficie do sensor, que também poderia resultar em

uma certa restri¢do no acesso de glicose para o sitio ativo da enzima.
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8.4- Biossensores de colesterol

A maioria dos biossensores de colesterol comercial possui limite de leitura de 150 a 300
mg/dL e tempo de resposta de 180 segundos. Esses biossensores sdo vendidos em lotes
separadamente do dispositivo eletrdnico para andlise.

As moléculas de colesterol podem sofrer a acdo da enzima colesterol oxidase, produzindo

4-colesten-3-ona e per6xido de hidrogénio, como ilustrado na Figura 8.9.

N LY Sotesteral

‘\“\_ Hy0, ..-'/ \\__, 8-Colesten-3-

ona
NN s ke
cH,f:+J> c!'“" ,--":!:.HLSN\; |
T CHy H ’
el e COX
—
Colesterol O 4-Colesten-3-ona
. -5

Figura 8.9- Representacio da reacdo de catélise da enzima colesterol oxidase.

O biossensor para colesterol foi analisado através de ensaios in vitro com solucdes de
colesterol com diferentes concentracdes. A medida da resposta do biossensor foi feita em um
multimetro Keithley modelo K 237, lendo-se a corrente gerada pelo dispositivo. A Figura 8.10

ilustra a relagd@o entre a corrente e o potencial aplicado.
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Figura 8.10- A relacdo entre a corrente resposta e o potencial dos biossensores PGLD (A), CHD

(B) e PPID (C) em PBS pH 7.02 a 37 °C. Concentragdo de colesterol: 1 mmol.dm>.

Sendo um biossensor um dispositivo analitico, é esperado que este apresente uma boa
sensibilidade frente ao analito a ser determinado. Além de cardter sensivel, € esperado também
que um biossensor seja relativamente rdpido quanto a monitoragdo do analito.

Uma anélise in vitro do comportamento do biossensor obtido neste trabalho foi realizada
frente a concentracdo de colesterol. A Figura 8.11 mostra a resposta dos biossensores baseados
nos bioconjugados PGLD/COx, CHD/COx e PPID/COx em fun¢do do tempo em uma solugdo de

colesterol a uma concentragdo de 1 mM. A resposta do biossensor cresce com o aumento do
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tempo, indicando que o processo pelo qual o analito (colesterol) chega a superficie do eletrodo é
disfuncional. Este processo se deve ao gradiente de concentracdo existente entre o seio da solucao
fisiolégica e a superficie do eletrodo. A concentracdo do analito na superficie do eletrodo e no
seio da solug¢do é a mesma, caso o sistema se encontre em passagem de corrente. No inicio da
varredura catddica, ocorre a polarizagdo do eletrodo com o aparecimento de uma corrente de
reducdo. O perdxido de hidrogénio formado pela oxidagdo enzimadtica do colesterol € reduzido
eletroquimicamente na superficie do eletrodo, levando a um gradiente de concentragado e, assim,
observa-se a formacdo de uma corrente difusional. Consequentemente diz-se que o processo
difusional controla a chegada do analito ao eletrodo. A saturacdo na curva Ixt (Figura 8.11)
ocorre mais rapidamente nos biossensores de CHD e PPID significando que a difusdo do analito é
menor nestes dois materiais.

A Figura 8.12 mostra a dependéncia da resposta do biossensor frente a concentracdo de
colesterol. Quando a concentracdo de colesterol € muito baixa, ocorre um decréscimo na
atividade da enzima, contudo se a concentracdo da enzima for muito alta, pode ocorrer uma
inibicdo do substrato. Como pode ser observado na Figura 8.12, observa-se uma satura¢do nas
respostas dos biossensores de CHD e PPID a 1 mM. Neste caso associagdes do colesterol via
ligacdes de hidrogénio com a periferia do dendrimero poderia reduzir significativamente a
difusdo do analito e conseqiientemente levar a uma saturacdo mais rapida na corrente. Para o
biossensor de PGLD a saturagdo ocorreu somente a 60 mM, indicando que a difusdo do analito

neste bioconjugado parece ser maior, relativamente aos biossensores de CHD e PPID.
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Figura 8.11- Dependéncia de tempo da corrente resposta para os biossensores PGLD (A), CHD
(B) e PPID (C) a 0.8 V em PBS pH 7,4 a 37 °C. Concentragdo de colesterol: 1 mM.
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Figura 8.12- A relagdo entre corrente resposta para o PGLD (A), CHD (B) e PPID (C) eletrodos
enzimaticos e concentracéo de colesterol de 0,1 M PBS, pH 7,02a37°Ce 0,8 V.

O efeito da concentragdo do substrato, colesterol, na resposta dos biossensores PGLD,
CHD e PPID ¢ apresentado na Figura 8.12. Desta Figura observa-se que todas as formas de COx
obedecem a uma cinética prevista pelo modelo de Michaelis-Menten. A seguir, aplicando-se o
método de linearizacdo preconizado por Lineweaver-Burk, obteve-se a Figura 8.13, da qual foi
possivel calcular os valores das correspondentes constantes cinéticas, cujos valores estdao

mostrados na Tabela 8.4.
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Tabela 8.4- Parametros cinéticos eletroquimico para a COx imobilizada em dendrimeros

bioconjugados.
Dendrimero Kum™P (mM) iMax (NA) Kp™® / iMax
PGLD 0,84 87,56 0,0096
CHD 0,92 58,46 0,0171
PPID 6,25 0,34 18,621
COx Livre 1,321 | e e

Observa-se que os valores da constante de Michaelis-Menten sdo significativamente
maiores para o bioconjugado PPID relativamente a enzima livre. Esta observacdo experimental
pode ser devido ao fato de que o processo de imobilizacdo parece perturbar de alguma forma o
sitio ativo da enzima. Neste sentido, os bioconjugados PGLD e CHD parecem ser mais
adequados para o projeto de dispositivos biossensores. Entretanto, deve-se observar que a
comparacao direta em termos absolutos dos valores das constantes cinéticas das formas solivel e
imobilizada da enzima colesterol oxidase com os da literatura é dificil, devido as diferentes
condi¢des de medida da atividade, da origem e do grau de pureza da enzima e do tipo de

imobiliza¢do e de suportes utilizados.
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Figura 8.13- Griéfico eletroquimico de Lineweaver-Burk para os biossensores de colesterol
PGLD (A), CHD (B) e PPID (C). PGLD (A): [II" =0.0096 [S]' — 0.01142
(r*=0.941), CHD (B): [I] ' = 0,0159 [S]'-0,0171 (r*=0.950) ¢ PPID: [I]'=18,621
[S] + 2,977 (’=0.854).

A Figura 8.14 ilustra a sensibilidade em fun¢do do tempo de armazenamento para a
medida de colesterol para os biossensores de PGLD(A), CHD (B) e PPID (C). Observa-se na
Figura 8.14 uma queda acentuada na resposta do biossensor com o tempo de armazenamento para
os bioconjugados CHD e PPID relativamente ao bioconjugado PGLD. O fato de a resposta decair

mais acentuadamente para os bioconjugados aminicos seria justificado como sendo devido a
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alteracOes na estrutura tercidria da enzima devido a associa¢Oes do tipo ligagdo de hidrogénio
com o sitio ativo da enzima. Entretanto, estudos sobre a densidade de cargas (potencial zeta) da

superficie dos dendrimeros CHD e PPID sdo necessarios para confirmar esta hipotese.

Sensibilidade normalizada

0 5 10 15 20 25 30
Dias

Figura 8.14- Sensibilidade em funcdo do tempo de armazenamento para medida de colesterol
para os biossensores de PGLD (A), CHD (B) e PPID (C). As barras verticais
representam a incerteza das medidas em trés sensores diferentes. Quando ndao em

uso, os sensores foram armazenados em 0,1 M PBS, pH 7,4 a 4 °C.
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8.5- Biossensores de uréia

E fato conhecido da literatura de que existe atualmente um grande interesse voltado para a
incorporagdo de materiais nanoestruturados na constru¢io de biossensores para que a transducao
do sinal quimico resultante da reacdo enzimatica seja mais eficiente, seja pela contribuicao da
grande drea superficial desses materiais ou pela facilidade do analito se difundir através da
nanoestruturas.

A metodologia de nanoestruturacdo do biossensor de uréia adotado neste trabalho
analogamente aos outros biossensores se baseou na formagao de um depdsito dos dendrimeros
bioconjugados dispersos regularmente nos intersticios dos nanotubos de polianilina, obtidos pela
técnica de matriz digitalizada por eletropolimerizagdo, conforme discutido anteriormente.

A dosagem da uréia no sangue € empregada principalmente para avaliar doencas renais e
hepaticas. Neste trabalho estudou-se a detecc¢do eletroquimica da amonia pelos bioconjugados
dendriticos PGLD, CHD e PPID. A enzima imobilizada nas superficies dendriticas foi a urease.
Uma vez que esta enzima € capaz de catalisar a decomposi¢cdo da uréia em amonia, 0s
dispositivos desenvolvidos neste trabalho podem ser denominados de biossensores de uréia,

conforme exemplificado na Figura 8.15.

Figura 8.15- Esquema do biossensor de uréia.

A Figura 8.16 ilustra a relagdo entre a corrente amperométrica e o potencial aplicado para
a deteccao de amoOnia para os biossensores PGLD (A), CHD (B) e PPID (C). Como pode ser
observado, a resposta do biossensor aumenta com o potencial aplicado saturando em cerca de 600
mV para os sistemas estudados. Observa-se que a sensibilidade de detec¢do do filme de PGLD é
significativamente maior para o dendrimero de PGLD indicando que esta nanoestrutura parece

ser mais apropriada para a imobiliza¢ao da enzima relativamente aos dendrimeros aminicos.
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A Figura 8.17 mostra a resposta dos biossensores baseados nos bioconjugados
PGLD/COx, CHD/COx e PPID/COx em fun¢do do tempo em uma solu¢cdo de uréia a uma
concentracdo de 10 mM. A resposta do biossensor cresce com o aumento do tempo, indicando
que o processo pelo qual o analito (uréia) chega a superficie do eletrodo é difusional. Este
processo se deve ao gradiente de concentragcdo existente entre o seio da solugdo fisiolégica e a
superficie do eletrodo como j4 discutido anteriormente.

A Figura 8.18 mostra a dependéncia da resposta do biossensor frente a concentracdo de
uréia. Quando a concentracdo de uréia é muito baixa, ocorre um decréscimo na atividade da
enzima, contudo se a concentragdo da enzima for muito alta, pode ocorrer uma inibi¢do do
substrato. Como pode ser observado na Figura 8.18, observa-se uma saturacdo nas respostas dos
biossensores de PGLD e CHD a 50 mM enquanto que para o dendrimero de PPID a saturacdo
ocorre a 40 mM. Neste caso associagdes do de fons amonia via ligacdes de hidrogénio com a
periferia do dendrimero de PPID poderia reduzir significativamente a difusdo do analito e
consequentemente levar a uma saturagdo mais rdpida na corrente. Ao mesmo tempo observa-se
que o comportamento das enzimas parece concordar com a cinética prevista pelo modelo de
Michaelis-Menten. Aplicando-se o método de linearizagdo preconizado por Lineweaver-Burk,
obteve-se a Figura 8.19, da qual foi possivel calcular os valores das correspondentes constantes

cinéticas, cujos valores estdo mostrados na Tabela 8.5.
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Figura 8.16— A relacdo entre corrente resposta e o potencial para os biossensores PGLD (A),
CHD (B) e PPID (C) em 0,1 M NaPBS, pH 7,02 e 37 °C. Concentragio de uréia:
10 mM.
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Figura 8.17- Dependéncia do tempo da corrente resposta para os biossensores PGLD (A), CHD
(B) e PPID (C) a 0.8 V em PBS pH 7,4 a 37 °C. Concentracdo de uréia: 10 mM.
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Figura 8.18- A relacdo da corrente resposta dos eletrodos enzimaticos PGLD (A), CHD (B) e
PPID (C) e a concentragdo de uréia em 0,1 M PBS, pH 7,02a37°Ce 0,6 V.

A lineariza¢ado da relag¢do da corrente resposta dos eletrodos enzimaticos PGLD (A), CHD

(B) e PPID (C) e a concentracdo de uréia estd ilustrada na Figura 8.16.
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Figura 8.19- Grifico eletroquimico de Lineweaver-Burk para os biossensores de uréia baseados
nos sistemas PGLD (A), CHD (B) e PPID (C). PGLD (A): [I"' =0.168[S]" -
9.86.10* (1’=0.990), CHD (B): [I]=0,321[S]"-0,0011 (1’=0.994) e PPID: [I]
'=0.305 [S]" + 0.016 (1°=0.999).
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Tabela 8.5- Parametros cinéticos eletroquimicos para a enzima uréase imobilizada nos

dendrimeros PGLD, CHD e PPID.

Dendrimero Kum™P (mM) iMax (NA) Km™ / iMax
PGLD 170,39 1,04.10° 0,168

CHD 291,81 909,09 0,321

PPID 19,06 62,5 0,305

Urease Soluvel 40mM>® | e | s

Observa-se que os valores da constante de Michaelis-Menten sdo significativamente
maiores para os bioconjugados PPGLD e CHD indicando que a estrutura mais propicia para o
projeto de biossensores de uréia é o dendrimero de PPID. Esta observacao experimental pode
estar relacionada a maior afinidade existente entre o dendrimero de PPID e fons amonia, gerada
pela reacdo catalizada pela urease. Ressalta-se que, similarmente aos estudos anteriores, a
comparacdo direta em termos absolutos dos valores das constantes cinéticas obtidas neste
trabalho das formas solivel e imobilizada da enzima urease com os da literatura ndo parece ser
adequado devido as diferentes condicdes de medida da atividade, da origem e do grau de pureza
da enzima e do tipo de imobilizacao e de suportes utilizados.

A sensibilidade em funcdo do tempo de armazenamento em solu¢do PBS para uréia dos
biossensores de PGLD (A), CHD (B) e PPID (C) estd ilustrada na Figura 8.20. Observa-se na
Figura 8.20 uma queda acentuada na resposta do biossensor com o tempo de armazenamento para
os bioconjugados CHD e PPID relativamente ao bioconjugado PGLD. O fato de a resposta decair
mais acentuadamente para os bioconjugados aminicos seria justificado como sendo devido a
alteracOes na estrutura tercidria da enzima urease devido a associagdes do tipo ligacao de
hidrogénio com o sitio ativo da enzima. Entretanto, como citado anteriormente, estudos sobre a
densidade de cargas (potencial zeta) da superficie dos dendrimeros CHD e PPID sdo necessdrios

para confirmar esta hipotese.
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Figura 8.20- Sensibilidade em funcdo do tempo de armazenamento para uréia medida para os
biossensores de uréia baseados nos sistemas PGLD (A), CHD (B) e PPID (C). As
barras verticais representam a incerteza das medidas em trés sensores diferentes.

Quando ndo em uso, os sensores foram armazenados em 0,1 M PBS, pH 7,4 a 4 °C.

8.6- Determinacao dos hemometabdlitos glicose, colesterol e uréia simultaneamente
utilizando uma RNA

Os biossensores representam atualmente uma ferramenta promissora para suplementar as
técnicas da quimica clinica existentes, devido as suas caracteristicas Unicas, tais como:

seletividade; relativo baixo custo de constru¢do e estocagem; potencial para miniaturizacao;
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facilidade de automacdo e constru¢io de equipamentos simples e portateis para um
monitoramento pelo préprio paciente. Entretanto, é necessdrio enfatizar que a determinacdo
simultinea de hemometabdlitos ainda permanece um desafio devido a dificuldade da
determinac¢ado simultanea de vdrias varidveis.

Uma analise mais completa dos constituintes do sangue aumenta também a complexidade
do problema, conduzindo ao uso de ferramentas estatisticas mais sofisticadas, dentre as quais a
mais simples é sem divida a regressdo linear multipla. Outras técnicas como as andlises de
componentes principais e andlises de agrupamento hierdrquicas também podem ser utilizadas.”’
Tem-se observado na literatura que em quimica analitica, os problemas classicamente resolvidos
por técnicas multivariadas como, por exemplo, a andlise dos componentes de uma mistura; tem
sido atualmente comparado com a solugdo através de redes neurais.™

Como ja mencionado anteriormente, as RNAs s@o programas computacionais que imitam
o funcionamento do cérebro humano através de uma estrutura em rede, na qual as informagdes
sdo passadas a camada de entrada, processadas em uma ou mais camadas escondidas (também
chamadas intermedidrias) e o resultado emerge na camada de saida. Estes sistemas
computacionais funcionam por meio de aprendizagem, que pode ser supervisionada ou nao-
supervisionada.

A aprendizagem supervisionada consiste em fornecer informacdes a rede através dos
dados de entrada e dos resultados desejados. A rede, na fase de treinamento, utiliza os dados de
entrada e, através de pesos, tenta chegar ao resultado desejado pelo supervisor.

Neste trabalho foi utilizado a RNA mais simples, do tipo Backpropagation, que utiliza a
aprendizagem supervisionada e um algoritmo utiliza a retroalimentacdo, ou seja, neste tipo de
rede, os pesos sdo modificados durante o cdlculo de modo que o préximo peso serd dado em
funcdo do peso atual, da diferenca entre a saida desejada e a saida atual e da denominada taxa de
aprendizado. O processo foi considerado concluido quando os resultados obtidos nesta fase de
treinamento reproduziram adequadamente a saida desejada. Neste sentido, foram utilizadas
solucdes onde a composicao dos hemometabdlitos uréia, glicose e colesterol de 11 amostras com
concentracoes de glicose, colesterol e uréia foram variadas de 0 a 24 mM, O a 1,2 mM e 0 a 40

mM em solu¢do tampao PBS pH 7,4, respectivamente (Tabela 8.6).
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Tabela 8.6- Concentracdes das solucdes dos hemometabolitos glicose, uréia e colesterol para

treinamento da rede neural.

[Glicose] [Colesterol] [Uréia]
0 0 0
2,0 0,1 4,0
4,0 0,2 8,0
6,0 0,3 12,0
8,0 0,4 16,0
10,0 0,5 20,0
12,0 0,6 24,0
14,0 0,7 28,0
16,0 0,8 32,0
20,0 1,0 36,0
24,0 1,2 40,0

Foram obtidas 11 curvas IxV sendo cada intensidade da curva tomada como entrada na
RNA. Pesos apropriados foram aplicados para treinamento do algoritmo até que os resultados
esperados fossem atingidos dentro do erro estabelecido.

As Figuras 8.21 a 8.23 ilustram os resultados obtidos na determinacdo simultinea dos
hemometabdlitos glicose, colesterol e uréia utilizando a RNA tipo backpropagation. O erro
quadratico médio para os conjuntos de treinamento foi aproximadamente de 1,5%, portanto a
rede consegue reproduzir bem o teor de hemometabdlitos das amostras utilizadas na sua
construcao.

A Tabela 8.7 mostra os resultados obtidos pela aplicacdo da RNA treinada a um conjunto
teste. A RNA treinada parece ser adequada para a determinacdo dos hemometabdlitos glicose,

uréia e colesterol uma vez que os erros absolutos foram baixos.
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Tabela 8.7- Erro obtido durante o teste da rede neural para os hemometabdlitos colesterol,

glicose e uréia em ensaios in vitro.

Amostras Valor esperado Valor obtido Erro Absoluto (%)
(mM) (mM)
Glicose 0,000 0,003 -0,3
Glicose 3,890° 3,873 1,7
Glicose 6,132 6,095 3,7
Uréia 0,000 0,009 -0,9
Uréia 1,340° 1,309 3,1
Uréia 3,351¢ 3,312 3,9
Colesterol 0,000 -0,001 0,1
Colesterol 1,200 1,185 1,5
Colesterol® 1,200 1,185 1,5

a,b

Correspondentes aos limites clinicos superior e inferior para glicose, respectivamente.

“dCorrespondentes aos limites clinicos superior e inferior para uréia, respectivamente.

“Correspondente ao limite clinico desejdvel para colesterol total.
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Figura 8.21- Resultados esperados versus resultados obtidos para o treinamento da RNA para as
concentracdes de glicose. Ajuste pelo método dos quadrados minimos: Y = 1,023

(+0,014) [Glicose] - 0,335 (+0,177), R=0,999.
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Figura 8.22- Resultados esperados versus resultados obtidos para o treinamento da RNA para as
concentracdes de colesterol. Ajuste pelo método dos quadrados minimos: Y =0,943

(+ 0,025) [Colesterol] — 0,02452 (+ 0,0159), R =0,997.
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Figura 8.23- Resultados esperados versus resultados obtidos para o treinamento da RNA para as
concentracdes de uréia. Ajuste pelo método dos quadrados minimos: Y = 0,998 (+

0,008) [Uréia] — 0,500 (+ 0,0190), R =0,999.
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Capitulo 9- Conclusoes

O estudo das propriedades cinéticas dos dendrimeros PGLD, CHD e PPID
bioconjugados com as enzimas GOx, COx e urease foi realizado através de ensaios
eletroquimicos para andlise da resposta do biossensor ao seu respectivo substrato. Cada ensaio
foi essencial tanto para a caracterizacdo dos dendrimeros quanto a sua utilizacdo como
nanoplataforma para imobilizacdo do biocatalizador quanto a sua performance na analise
clinica dos hemometabdlitos glicose, colesterol e uréia.

Em linhas gerais, concluiu-se deste trabalho que os dendrimeros PGLD, CHD e PPID
bioconjugados com as enzimas GOx, COx e urease apresentam respostas eletroquimicas
diferenciadas em presenca dos substratos glicose, colesterol e uréia, respectivamente. Dentre
os bioconjugados, mereceu destaque o bioconjugado baseado no dendrimero PGLD que
apresentou alta estabilidade operacional e de armazenamento. No caso particular dos
dendrimeros CHD e PPID, concluiu-se serem necessarios estudos mais aprofundados do
trindmio densidade de cargas/difusdo do substrato/topologia. Finalmente, os resultados

obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusoes:

9.1- Quanto ao mediador de elétrons
a) A polianilina depositada eletroquimicamente pela técnica da matriz digitalizadora
apresentou estrutura de nanotubos com elevada drea superficial.
b) Os nanotubos de polianilina apresentaram comportamento elétrico adequado para

atuarem no processo de transferéncia eletronica nas reacdes enzimdticas.

9.2- Quanto aos dendrimeros

a) Os sistemas macromoleculares PGLD, CHD e PPID apresentaram baixa polidispersdo

e grau de ramificacdo préximo de 1, propriedades estas caracteristicas de dendrimeros.
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9.3- Quanto aos biossensores

a)

b)

d)

g)

h)

i)

As caracteristicas elétricas observadas permitem concluir uma boa homogeneidade na
distribuicdo dos bioconjugados na rede de nanotubos de polianilina.

Os bioconjugados de PGLD apresentaram melhor resposta biossensora relativamente
aos bioconjugados de CHD e COx.

A constante aparente de Michaelis-Menten (Ky*) para os bioconjugados baseados no
PGLD sdo: 5,71 mM (GOx), 0,84 mM (COx) e 170,39 (urease).

A constante aparente de Michaelis-Menten (Ky*"?) para os bioconjugados baseados no
CHD sao: 6,71 mM (GOx), 0,92 mM (COx) e 291,81 (urease).

A constante aparente de Michaelis-Menten (Ky ™) para os bioconjugados baseados no
PPID sdo: 7,54 mM (GOx), 6,25 mM (COx) e 19,06 (urease).

As constantes cinéticas indicaram que o PGLD como a nanoplataforma mais adequada
para o preparo de biossensores dos hemometabdlitos glicose, colesterol e uréia.

Os biossensores desenvolvidos nesta dissertagdo apresentaram a corrente resposta aos
hemometabdlitos em tempo inferior aos valores da literatura/comerciais.

A relacdo entre a corrente resposta e o potencial aplicado para os biossensores
amperométricos desenvolvidos neste trabalho foram da ordem de 400 mV (glicose),
700 mV (colesterol) e 600 mV (uréia).

Os bioconjugados baseados no dendrimero de PGLD apresentaram uma maior
estabilidade quanto ao tempo de armazenamento em solucdo fisioldgica, relativamente
as enzimas livres.

A rede neural construida para a determinacdo dos hemometabdlitos mostrou-se
eficiente durante a fase de treinamento e teste da rede. Entretanto, a aplicacdo da rede

deve ser validada frente a amostras clinicas reais.
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Capitulo 10- Perspectivas futuras

O ntimero de pessoas com disfun¢des hemometabdlicas nos niveis de glicose, colesterol e
uréia tem se mostrado elevado no Brasil e no mundo. Os altos niveis destes metabdlitos no
sangue € fator de risco para o desenvolvimento de varias complicacdes, como diabetes, infarto do
miocdardio, amputacdo de membros inferiores, hemodidlise, perda da visdo dentre outras.

Sistemas inteligentes para o monitoramento de hemometabdlitos representam um elevado
potencial de crescimento mercadolégico. Os biossensores ja tém sido utilizados para tal
finalidade, contudo, ainda é grande o nimero de pessoas que ainda ndao t€m acesso ao
monitoramento dos niveis de glicose, colesterol e uréia, devido ao alto custo dos dispositivos
atuais. Neste sentido, espera-se que o presente trabalho possa despertar o interesse para o
desenvolvimento de biossensores nacionais.

Algumas etapas necessitam ser estudadas e analisadas cuidadosamente quanto ao projeto
de um biossensor multienzimatico genuinamente nacional. Neste sentido, esta dissertacdo se
propds a estudar novas plataformas organicas para a imobilizacdo de enzimas. Como ja citado
anteriormente, a imobilizacdo de enzimas representa uma etapa essencial no projeto de
biossensores.

As perspectivas de continuidade deste trabalho repousam em trés aspectos principais a
saber, validar clinicamente o biossensor obtido, avaliar as propriedades biocompativeis com
vistas a obtencdo de um biossensor implantdvel, desenvolver um chip de armazenamento de

dados nao volatil (EPROM- erasable programmable read-only memory).

Aspectos Bioeletroquimicos de Dendrimeros como Nanoplataformas para Aplicacdes Clinicas



