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Resumo

Descoberto nos anos 80s como poluente ambiental devido a formagao de espécies
reativas de oxigénio e azoto (RONS), o 6xido nitrico (NO) despertou maior interesse por
parte da comunidade cientifica devido aos varios processos de sinalizagado em que esta
envolvido nos tecidos biolégicos. O oxido nitrico € sintetizado pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) que promove a conversao de L-arginina a L-citrulina e NO na presenca de
inimeros cofatores (BH,, NADPH, FAD, O,). As particulares caracteristicas da molécula de
oxido nitrico pressupoem a falta de interagoes especificas com os recetores membranares, o
que l|he confere uma grande versatilidade para reagoes com alvos bioldgicos. A
complexidade das reagoes com os seus alvos biologicos pode variar desde reagoes de
segunda ordem irreversiveis a formagao reversivel do complexo nitrosilo. O NO pode
modificar a atividade reguladora de proteinas por reagiao direta com o seu grupo heme ou
indireta via S-nitrosilacao e nitracao dos residuos de tirosina. Devido a abundancia no meio
fisiologico, as proteinas hémicas ferrosas adquirem um papel fundamental na compreensao
do papel do éxido nitrico.

No cérebro, a sua atuagdo como neuromodulador estd intrinsecamente ligado a
ativagao do recetor de glutamato dependente de cilcio presente nos neuronios. A isoforma
neuronal produz NO no tecido nervoso, tanto central como periférico e realiza um papel na
comunicagdo celular ao associar-se com a membrana plasmatica. O alvo melhor
caracterizado para o NO é a sGC que por vezes é considerada um recetor especifico para
NO devido a diminuta interagao com os interferentes do NO (O, e CO).

Apesar do seu curto tempo de meia vida e baixa concentragao, a possibilidade da
quantificagao do NO in vivo e ex vivo revela-se um passo crucial na compreensao dos
mecanismos a si inerentes. E portanto necessirio o desenvolvimento de ferramentas
metodoldgicas capazes de determinar de forma robusta os niveis de NO nos sistemas
biolégicos. Enquanto os métodos indiretos quantificam o NO segundo os seus produtos de
oxidagao/redugao (colorimetria, EPR, etc), as técnicas eletroquimicas possibilitam uma
quantificagao direta e em tempo real do NO. Os microsensores acrescentam uma melhor
resolugao espacial com minimos danos para os tecidos.

O principal objetivo do trabalho realizado foi o desenvolvimento de microeléctrodos
de fibra de carbono para a quantificagao de NO através da imobilizagao de proteinas
hémicas. Apos resultados preliminares com mioglobina, microperoxidase e hemina em
eléctrodos de screen-printig e carbono vitreo, a hemina foi a macromolécula que reuniu as

melhores condigoes eletroquimicas para o estudo sistematico em microeléctrodos.



A ligagao covalente da hemina com MWNTs e quitosano com o agente cross-linking
EDC foi o protocolo mais robusto no que diz respeito ao DET e estabilidade para a medigao
de NO. Os picos redox do par Fe*"/Fe** foram determinados por voltametria ciclica com um
valor médio de 3.82 + 1.95 nA V' s enquanto o potencial de redugio do NO foi
determinado por voltametria de onda quadrada a -0.762 + 0.011 V na presengao de O, e a -
0.719 £ 0.012 V na auséncia de O,. Os microsensores hemina/MWNTs/Quit-EDC foram
ainda caracterizados em termos de sensibilidade a NO, 1.72 £ 0.67 e 2.6 £ .67 nA/uM na
presenca e auséncia de O,. O seu limite de detegao foi muito semelhante para ambos os
meios, 25 + 15 nM em meio anaerobico e 26 £ |5 nM em meio aerobio.

Apos a caracterizagao dos eléctrodos procedeu-se a quantificagao de NO exdgeno in
vivo em cérebro de rato. Os valores obtidos estao de acordo com a calibragao prévia do
eléctrodo, o que demostra que o filme de MWNTs/Hemina/Quit-EDC mantém as suas

caracteristicas fisico-quimica apos a sua inser¢ao em meio biologico.
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Abstract

Discovered in the 80s as an environmental pollutant due to the formation of reactive
species of oxygen and nitrogen (RONS), nitric oxide (NO) attracted significant interest from
the scientific community due to various signaling processes that are involved in biological
tissues. Nitric oxide is synthesized by nitric oxide synthase (NOS) that promotes the
conversion of L-arginine to L-citrulline and NO in the presence of various cofactors (BH4,
NADPH, FAD, O,). The particular characteristics of the nitric oxide molecule presume the
absence of specific interactions with membrane receptors, which gives great versatility for
reaction with biological targets. The complexity of their reactions with biological targets can
range from irreversible second-order reactions to the reversible formation of the nitrosyl
complex. NO can modify the activity of regulatory proteins by direct reaction with their
heme or indirect via S-nitrosylation and nitration of tyrosine residues. Due to the abundance
in physiological media, the ferrous hemic proteins acquire a key role in understanding the
role of nitric oxide.

In the brain, acting as a neuromodulator is intrinsically linked to the activation of
glutamate calcium-dependent receptor present in neurons. The neuronal isoform produces
NO in nervous tissue, both central and peripheral, and performs a role in cellular
communication by associating with the plasma membrane. The best characterized target for
NO is sGC which is sometimes considered a receptor specific for NO due to the very small
interaction with the NO interferings (CO and O2).

Despite its short half life and low concentration, the possibility of quantification of
NO "in vivo" and "ex vivo" proves to be a crucial step in understanding the mechanisms
inherent to itself. It is therefore necessary to develop methodological tools able to robustly
determine the levels of NO in biological systems. While indirect methods quantify the NO
products according to their oxidation / reduction (colorimetry, EPR, etc.), the
electrochemical techniques allow quantification of direct and real-time NO. The
microsensors add a higher spatial resolution with minimal damage to tissue.

The main aim of the work was to develop carbon fiber microelectrodes for NO
measurement by hemic protein’s immobilization. After preliminary results with myoglobin,
microperoxidase and hemin in screen-printig and glassy carbon electrodes, hemin was the
macromolecule that gathered the best electrochemical conditions for the systematic study in
microelectrodes. Covalent attachment of chitosan and hemin MWNTs with the cross-linking
agent EDC protocol was more robust with respect to DET and stability for NO

measurement. The peaks redox pair Fe**/ Fe’* were determined by cyclic voltammetry with
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an average value of -3.82 + 1.95 nA V' s while the reduction potential of NO was
determined by square wave voltammetry at -0762 + 0011 V in the presence of O2 and -
0719 £ 0012 V in the absence of O2. The microsensors hemin / MWNTs / Quit-EDC were
further characterized in terms of sensitivity to NO, .72 + 0.67 and 2.61 £ 1.67 nA/ mM in
the presence and absence of O,. Its detection limit was very similar for both media, 25 + |5
in anaerobic and 26 + |15 nM in an aerobic medium.

The characterization of electrodes was proceeded by the quantification of exogenous
NO "in vivo" in rat brain. The values obtained are in agreement with previous calibration of
the electrode, which demonstrates that the film MWNTs / hemin / EDC-Quit maintains its

physical and chemical characteristics after insertion in a biological environment.
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|.Introducao

.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6xido nitrico

As referéncias ao oxido nitrico remontam a meados do século XVII por
investigadores como J.B Van Helmont (1648), Robert Boyle (1671) e G.E. Sthal (1703), mas
foi Joseph Pristley, em 1772, o primeiro a caracterizar as suas propriedades quimicas. Este

preparou o gas através da seguinte equagao:

3 Cu+8H"+2NO, ——» 3Cu* +2NO + 4H,0 (I)

A primeira designagao deste gas foi de “ar nitroso” e desde logo se vislumbrou a sua
rapida reagcao com o oxigénio, pela formagao de um gas acastanhado (NO,).

Apenas no final da década de 80 do século XX, cerca de dois séculos apds a sua
descoberta, foi demonstrada a sua enorme importancia nos fenomenos de vasodilatagao do
musculo liso (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1989). Desde esse
momento, o estudo desta pequena molécula tem despertado o interesse de grande parte
dos investigadores. Atualmente na area da bioquimica/neurociéncias, apds duas décadas de
investigacao, o oxido nitrico continua a ser inserido no leque de moléculas sobre as quais
ainda pouco é conhecido.

A molécula de NO encontra-se no estado de oxidagao +2, mas o azoto (N) pode
adquirir diversos outros estados redox que variam entre -3 a +5., nomeadamente a amonia
(NH,) e pentéxido dinitrogénio (N,O;), respectivamente. Visto ser um radical, possui um
numero impar de eletroes de valéncia podendo ser designado como "NO. As suas orbitais
moleculares alojam os seus || e de valéncia e encontram-se divididas em 4 orbitais ligantes
(62s; 7 2p(2); 62p) e 4 nao ligantes (62s*; = 2p*(2); 62p*) (Fig.1.1). Como cada orbital
molecular apenas acomoda 2e’, existe um eletrio desemparelhado numa orbital = *. Assim,
oito dos seus eletroes encontram-se em orbitais ligantes e apenas 3e em orbitais
antiligantes, fazendo com que a sua ordem de ligagao seja de 2.5. Quando se promove a sua
oxidagdo, é produzido o ido nitrosénio (NO') pela remogio do e desemparelhado da
orbital 7 * (NO= 9.25 eV). Neste estado, a ordem de ligagdo entre o azoto e o oxigénio é
de 3. A adicao do 12 e acarreta a redugao do NO ao seu iao nitrosilo (NO’), que ao
encontrar-se no seu estado tripleto (N"'), dificulta a sua reagio com moléculas organicas

(singleto). Tal como no caso do O, a sua ordem de ligagao é igual a 2 (NO, = 0.0024 eV).
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Devido a sua facilidade de doar e receber eletroes, o NO forma as chamadas
espécies reativas de oxigénio e azoto (RONS), como o dioxido de azoto (NO,) ou o
trioxido de azoto (N,O;) e adquire um papel de extrema importancia a nivel bioquimico,
fisiologico e patofisiologico. A nivel fisiolégico medeia processos como a vasodilatagao,
memoria e aprendizagem, desenvolvimento neuronal, regulagao da resposta imune, entre

outros (Furchgott et al., 1989; Garthwaite 2008; Santos et al., 2012).
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Figura |.1 — Diagrama de orbitais moleculares do NO.
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.2 Reagdes do 6xido nitrico

No seu meio biologico, o NO apresenta uma reatividade semelhante a do O, devido
ao seu eletrao desemparelhado, que lhe permite reagir facilmente com radicais livres e
metais de transicao. A sua solubilidade em meio aquoso também se assemelha a do O,.
Quando preparado em meio aquoso e equilibrado com uma fragao gasosa de NO puro a
pressao de | atm e 25°C, a sua concentragao é de 1.9 mM. Na auséncia de uma fase gas-
liquido, como acontece nos compartimentos “in vivo”, e para concentragoes menores que |-
2 mM, o NO comporta-se como um nao eletrdlito dissolvido. A sua elevada reatividade
advém da formagao de fortes oxidantes secundarios como o peroxinitrito (ONOO") e o
diéxido de azoto (NO,) e nao da sua interagao direta. Pela rapida inativagdio do NO com a
oxihemoglobina nos globulos vermelhos e do superoxido pela superdxido dismutase (SOD)

(Beckman et al., 1996) previne-se a formagao dos radicais anteriormente mencionados.

1.2.1 Reacdao com o oxigénio molecular

A reagcao do NO com o oxigénio molecular em solugao aquosa (Ford et al., 1993)

resulta na formagao de acido nitroso pela seguinte equagao:

4NO + O, +2H,0 —» NO, +4H" (2
D [NO] dt = K, [O;] [NOJ?
4Kaq=88x I10°M' s,

Sendo o mecanismo aceite:

INO+0O, — 4 2’NO, (3)
2NO, + 2NO —» N,0O,
2N,0, +2H,0 —» 4NO, +2 H*

A reacao entre o NO e o O, é de 3 ordem, sendo de 2° ordem relativamente ao
NO e de I* em relagao ao O,. Como a estequiometria geral envolve a reagao de 4 moles de
NO por mole de O,, o passo limitante é a reagao entre o NO e o O, para produzir ‘NO,.
Esta reagao é muito lenta para baixas concentragoes do radical, como no caso dos sistemas

biologicos (Wink et al., 1996). Na fase gasosa é um dos principais fatores de poluicao
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atmosférica, pela produgao do radical ‘NO,. A sua auto oxidagao € mais lenta do que na fase

aquosa e a velocidade aumenta com a diminuigao da temperatura.

D [NO] /dt = K [O,] [NO?  (4)
K=6x10°M's"

Neste caso o passo limitante envolve a reacao entre o O, e o dimero N,O,. Quando
a reagao se torna lenta devido a baixas pressoes parciais de NO, pode ocorrer a competicao

com N,O;, uma reagao de primeira ordem para ambos os reagentes:

NO + NO, & N,O,  (5)

O mecanismo geral é:

NO +O, <> OONO  (6)
‘OONO + NO ¢>'ONOONO ¢ 2NO, <> N,O,
2NO + O, < 2NO,

1.2.2 Reacdao com o superoxido

Uma reagao com consideraveis efeitos nos sistemas bioldgicos é a reagao do NO

com o aniao superoxido (O,) para formar peroxinitrito:

NO +02 ——» ONOO" ()
D [NO] dt = K [NO] [O,]
K=67x10°M"s"

O peroxinitrito apresenta um baixo pKa (6.8) quando comparado com outros
peroxidos, sendo facilmente protonado. Ao sofrer homolises catalisadas pelo dioxido de
carbono (CO,) gera potentes oxidantes como o radical hidroxilo (HO"), diéxido de azoto
(NO,) e o radical carbonato (CO;") (Augusto et al., 1994). Como se encontra em elevadas
concentragoes hos sistemas biologicos, pode gerar os compostos anteriores em quantidades

acima do recomendavel.
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1.2.3 Reagdes com metais de transicdo

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas o NO é uma espécie pouco reativa, por
isso liga-se a outros radicais livres ou metais de transicao para formar rapidas reagées com
compostos biologicos. A reacao mais importante com estes metais € a sua simples
associagao, referida como nitrosilagdo (Ford et al., 2002. Esta reatividade deve-se a uma
simetria favoravel e inteiragoes energéticas entre as orbitais d do metal e as orbitais do NO,
que normalmente tem mais afinidade para o metal do que o O, e CO (monodxido de
carbono). A transferéncia e partilha de eletroes entre as orbitais do NO e o metal depende
em grande parte da energia das orbitais d do metal, que por sua vez esta dependente do
estado de oxidagao, geometria e numero de coordenagao do metal (tetra, penta e
octaédrica). Um exemplo muito conhecido é o anido nitroprussida ([Fe (CN;) NOJ*) que
possui um numero de coordenagao octaédrica (6 ligandos).

Os compostos metal-nitrosilo estao divididos em trés grandes grupos:

I) Geometria linear em que o NO doa 3 eletroes: (M-N= O);

2) Geometria com angulo 120° em que o NO doa | eletrao: N=0O;
/
M

3) Compostos em que o NO serve como ponte entre os atomos de metal.

18



.3 Fontes e niveis biolégicos de 6xido nitrico

As oxido nitrico sintases (NOS) sao oxireductases responsaveis pela sintese de NO.
Sao metaloenzimas com multidominios que catalisam a oxidagao de L-Arginina (Arg) a NO e
L-Citrulina (Cit) tendo como intermediario a N-hidroxi-L -larginina (NOHA), sem que para
isso haja gasto de ATP (Figura 1.2) (Griffith et al., 1995; Alderton et al., 2001).

Nesta sintese da-se a catdlise da oxidagao de 5 eletrées do azoto guanidina do
aminoacido L-Arginina e a sua passagem a L-Citrulina ocorre por sucessivas reagoes de
mono oxigenagao. Sao necessarias duas moles de O, e |.5 moles de NADPH por mole de
NO formada. O dominio C-terminal é uma reductase (NOSred) e permite a ligacao de
importantes de cofatores como o FAD, FMN e NADPH. Os eletrées do ultimo sao
necessarios para reduzir o heme férrico no dominio N-terminal através dos intermediarios
FAD e FMN. O dominio oxidase liga o grupo heme, a arginina e o cofator Gr-tetra
hidrobiopterina (BH,) e contém o centro catalitico das enzimas. E neste dominio que se da a

produgao efetiva do NO, pela oxidagao do azoto do grupo guanidina.

HzNY HyN _ N=OH H,N <0
72 Yf Y/
NH NH NH
0; 0,
+ H,0 + H,0 + N=0
2e” le-
Heme Heme
< “NHy HB(F) 7 SNHy* HB(F) ¢ “NH;*
s /s /s
g o o J Yo
Arg NOHA Cit

Figura 1.2 — Etapas de catalisagao da oxidagao da L-Arginina (Arg) a L-Citrulina (Cit)
e NO via o intermediario N-hidroxi-L-arginina (NOHA). Sao necessarios trés e exdgenos,
dois na etapa | e um na etapa Il, bem como um grupo heme e o cofator tetrahidrobiopterina

(BH4).

Estas enzimas sao altamente reguladas, envolvendo varios cofatores e processos de
regulacao pos-transdugao (ex: fosforilagao). O cofator BH, liga-se ao centro catalitico e
permite uma rapida e acoplada transferéncia de protao/eletrao para a ativagao do oxigénio.
Caso a tetrahidrobiopterina seja modificada ou ocorra a sua deplegao, a NOS pode produzir

o radical superoxido (O2°7) em vez de NO.
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Estao presentes em trés grandes tipos de isoformas distinguiveis pelo tamanho,

sequéncia de aminoacidos, regulagio transcripcional, regulacio e ativagio por Ca* e

distribuicao nos tecidos. A designagao advém dos tecidos onde foram clonadas: NOS

neuronal (nOS ou NOS I) e NOS endotelial (eNOS ou NOS Ill), ambas constitutivas e a

NOS indutivel (iNOS ou NOS II).

Tabela | — Caracteristicas das isoformas da nNOs.

NOS neuronal | NOSI = Tecido nervoso = Comunicagiao = Acetilcolina
(nNOS) = Muasculo- celular = Bradicina
esquelético tipo Il = Glutamato
= Neurénios
= Cerebelo
NO endotelial | NOS2 = Endotélio =  Vasodilatagao = Acetilcolina
(eNOS) =  Plaquetas =  Bradicina
= Glutamato
NOS indutivel | NOS3 = Sistema imune = Defesa imune = Endotoxinas
(iINOS) = Sistema contra (LPS, MPD)
cardiovascular patogénios = Citoquinas
(INFy, TNFa,
IL-1)
NOS Varios =  Virias espécies = Defesa contra
bacteriana Gram (+) stress oxidativo,
(bNOS) antibidticos e

ataque imune

As e vice-versa. E necessario um aumento dos niveis de Ca** para que ocorra a sua

ativagio isoformas constitutivas necessitam da ligagio do complexo Ca** - CaM para que

exista transferéncia de eletroes do NADPH para o heme. Estas enzimas produzem pequenas

quantidades de NO por estimulagio fisica ou quimica e estio associadas a fungoes

fisiologicas. A eNOS e a nNOS tém diferentes dependéncias de O,, com um valor de K, de

2-4 pM e acima de 300 pyM, respetivamente (Stuehr et al,, 2004). No cérebro, em que a

concentragao de O, é de cerca de 20 pM, a velocidade de produgao de NO é proporcional

a concentracao de O,, enquanto que a forma endotelial é insensivel a O, ([O,] na artéria é

de 150 yM) (Grassi et a(Grassi et al., 2005).
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O NO pode ser produzido por outras vias diferentes das NOS. O nitrito (NO,),
considerado um dos metabolitos finais da oxidagao do NO, pode ser reduzido de volta a
NO por proteinas que contém metais de transicao, como no caso da xantina oxidase e
deoximioglobina /deoxihemoglobina (Nagababu et al., 2003).

A isoforma indutivel é independente/insensivel aos niveis de Ca** pois encontra-se
permanentemente ligada a calmodulina. E expressa transcripcionalmente e nos macréfagos,

produzindo elevada quantidade de NO em condigoes de infegao ou inflamagao.

Niveis fisiolégico de NO

Atualmente, os niveis de NO fisiolégico em conformidade com a maioria dos
trabalhos publicados encontra-se no intervalo de |-100 nM. Este é um tema muito
controverso, uma vez que estudos com técnicas de fluorescéncia acopladas a biossensores
apontam para niveis de 100 pM a 5 nM (Batchelor et al,, 2010). No caso de ocorrerem
processos inflamatérios, os niveis de NO podem aumentar substancialmente devido a
expressao da iINOS nas células do sistema imunitario. Nesta situagao, o NO tende a atuar a
niveis patofisiologicos devido a acumulagao de biomoléculas nitrosadas, oxidadas e nitradas.
Em humanos adultos saudaveis estd reportado um valor médio de 0.45 umol Kg"' h™' para a

sintese de NO (Siervo et al., 201 1).

21



1.4 Alvos biolégicos e consequéncias da producao de NO

Apesar da reatividade com as biomoléculas ser apenas um dos fatores que
contribuem para a resposta celular e dos tecidos mediados pelo NO e O,, representa um
fator critico na sua modulagao. Nas ultimas décadas tem sido dado grande foco ao estudo do
O,, devido a sua capacidade de produzir espécies radicalares e oxidantes capazes de danificar
lipidos, proteinas e ADN, mas tornou-se claro a importancia de espécies reativas de O,
(H,O,) e NO na homeostase de células e organismos. Devido a sua abundancia nos sistemas
biolégicos, as proteinas hémicas com centro ativo ferro sio os alvos preferenciais das

reagoes do NO. Este pode interagir com os complexos de ferro de 3 modos:

I) Ligagao direta ao ferro;
2) Reagao com os complexos Fe-O,;

3) Reagao com oxo-complexos de elevada valéncia (Santos et al., 2012).

Estas reagoes podem ser irreversiveis (HbFe (I)O,) ou reversiveis (nitrosilagao da

methemoglobina ou heme ferroso da guanilato ciclase).

NO + HbFe (I)O, & =37x197 1L e (IIl) + NO,  (8)

NO + HbFe (lll) kev=1x183M1s L HpFe (1) NO )

| =1
Koffav=1.0's

As reacoes reversiveis tendem a participar em processos de sinalizagao, sendo a
amplitude e duragao desses sinais dependentes das caracteristicas e concentragao do NO e
dos seus alvos biolégicos, bem como dos seus moduladores/competidores. Um dos

exemplos mais estudados é a competicao entre o NO e o O, na respiragao mitocondrial.

Hemeproteinas ferrosas

Entre as espécies biologicas capazes de reagir rapidamente com o NO, as
hemeproteinas ferrosas como a sGC, hemoglobina e citocromo ¢ oxidase (CcOx) sao as
que expressam os efeitos fisiologicos mais contundentes do NO. O alvo melhor
caracterizado do NO a niveis fisiologicos é a proteina sGC, que quando ativada pelo NO,
leva a producao de cGMP. Esta enzima liga-se extremamente rapido ao NO, mas nao se liga
aos seus competidores O, e CO, como a maior parte das proteinas hémicas. Caracteriza-se

por ser uma proteina heterodimérica em que apenas a cadeia B da regiao N-terminal se liga
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ao grupo heme, enquanto o C-terminal de ambas as unidades contém o dominio catalitico
para o cGTP. A ligagago do NO ao heme pentacoordenado da sGC ¢ limitada
difusionalmente (k= 7 x 10® M"' s') (Winger et al., 2007). Esta ligagdo causa a dissociagio do
azoto imidazolico da histidina 105, resultando na formagcao do heme nitrosil
pentacoordenado da sGC que induz uma mudanga conformacional na enzima e afeta a
subunidade catalitica, aumentando centenas de vezes a velocidade de conversao de guanosina
5’-trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (cGMP), pelo qual o NO exerce a sua
funcao sinalizadora. O valor de ativagao maximo para a sCG é de 10 nM de NO. Nas células,
a scGC é rapidamente desativada apos remocao de NO, devido a sua rapida constante de
dissociagao (K4 = I s™).

A hemoglobina é a proteina que se encontra em maior concentragao no sangue dos
mamiferos (10 mM). A interagao entre o NO e a hemoglobina ferrosa apresenta relevancia
biologica pela ligagao ao heme da deoxihemoglobina ou pela degradagao de NO via a sua
reagao com oxi-hemoglobina, promovendo a oxidagao do ferro hémico [Fe (lll)] e levando a
formacao de nitrato. Estas interagoes constituem a principal via de remogao do NO devido a
sua abundancia na vasculatura, e modelam a dinamica do NO nos tecidos vizinhos. Ambas as
formas oxi e deoxihemoglobina reagem rapidamente com o NO. No caso da forma nao
oxidada, da-se a nitrosilagao do seu grupo heme, formando-se o complexo HbFe (I)NO.
Este tem uma constante de dissociagdo muito lenta, podendo ser considerado irreversivel

(equagao 10).

NO + HbFe (ll) Xerr=2x 1071 <] HpFe(I)NO  (10)

Koffav = 5x 10-5 s-1

A reagao com a oxihemoglobina, é pelo contrario irreversivel e tanto o NO como o
heme sao oxidados a custa do oxigénio molecular.

Um outro importante alvo do NO é o citocromo c oxidase (CcOx), o complexo
terminal da cadeia mitocondrial de transporte de eletroes. O CcOx é responsavel pela
reducao do oxigénio molecular a agua, uma reacdo que envolve quatro eletrées e um
mecanismo em diversos passos (Michel et al., 1998). O NO ao interagir com o CcOx inibe a
respiracao mitocondrial reversivelmente e de uma forma bastante robusta (elevada razio
O,/NO). Esta descrito que o estado 3 da mitocondria (rapida transferéncia de eletroes e
reducao de O2) é mais susceptivel a inibicao por parte do NO do que o estado 4
(transferéncia de eletroes e reducao de O, mais lentas) (Borutaite et al., 1996). O CcOx é

constituido por quatro grupos prostéticos, mas apenas um reage reversivelmente com o NO
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e O,. Ambos competem pelo centro hémico a; CuB do citocromo c oxidase (CcOx
[hemea;Fe(ll)Cugy()]] com constantes de velocidade semelhantes e na ordem dos segundos.
Como a dissociagdo do NO é mais lenta que a redugao do O,, a concentragao do CcOx

nitrosilo aumenta lentamente, levando a inibicao da respiragao.

<€“— 0

l Qutros alvos l Regulagdo do

gradiente de Oxigénio

Sinalizag3o celular Sinalizag3o celular
Stress oxidativo

Stress oxidativo

Figura 1.3 — Interagoes do 6xido nitrico na mitocondria. Em condigdes mornoxicas

as NOS geram NO que ativa a cascata de sinalizagao do cGMP ciclico e a direta inibicao do
complexo |V, fazendo com que o O, atinga outros alvos. Esta inibicao aumenta as espécies
reativas de O, (ROS) na mitocondria, que podem mediar a sinalizagao celular e stress
oxidativo. Na hipoxia, a atividade das NOS ¢ inibida pela falta de O,. O nitrito é reduzido a
NO pela deoxohemoglobina (Mb), xantina oxidase (XO) e enzimas do transporte da cadeia

de eletroes (ETC), e o NO resultante pode inibir a respiragao no complexo IV.

24



|.5Transporte biolégico de 6xido nitrico no cérebro

Visto o NO ser uma molécula apolar, é razoavelmente soluvel em agua (1.9 mM a |
atm e 298K), sendo no entanto 10 vezes mais soluvel em solventes orginicos. E por isso
esperada uma concentragao superior de NO em fases hidrofébicas como membranas,
lipidos, quilomicrons e complexos de lipoproteinas. Este efeito é importante a nivel
biologico, uma vez que o NO pode atravessar a barreira biliar das membranas sem
restrigoes (Subczynski et al., 1996). O aumento da concentragao de NO e O, nestas regioes
podem tornar as membranas num local apropriado para as reagoes que envolvem o NO
(Rubbo et al,, 1994). O transporte do NO por difusao simples, confere-lhe propriedades

Unicas, de realgar:

I) Atravessa facilmente as membranas sem necessitar de transportadores;
2) Nao se encontra confinado as células ou compartimentos celulares;
3) Existe um movimento das moléculas de NO das células produtoras para as

células vizinhas devido a um processo random, caracteristico da difusao simples.

A equagao de Einsten-Smoluchowski descreve a difusao molecular livre: Ax = \Dt,
onde Ax representa a distancia média percorrida pelo NO, t o tempo e D o coeficiente de
difusao.

O coeficiente de difusdio do NO em 4gua a 37°C esta reportado como 3360 pym”* s
(Lancaster 2000)e 3300 ym® s”' (Malinski et al., 1993). Devido as reacdes e mecanismos de
ativacao/inativagao do NO no cérebro, o valor do seu coeficiente de difusao nao demonstra
tanta exatidao. Estudos recentes efetuados com microssensores “in vivo” no cérebro de
rato apontam para valores de 2200 um’s™', semelhante ao seu valor em agarose de 2600 ym’
s (Santos et al., 2012), mas distintos de trabalhos anteriores de 3800 um?s™ (Meulemans
1994). Dado o NO nao se armazenar em vesiculas e se difundir radialmente, os alvos
bioldgicos da sua vizinhanga sao responsaveis pela modulagao do seu perfil de concentragao
e tempo de vida. As reagoes com outros radicais livres (ex: superdéxido) e proteinas
contendo metais de transicao (ex: proteinas hémicas) sao os principais responsaveis pela
regulacio da biodisponibilidade do NO. A atuacio do NO estd assim dependente de
iniumeros fatores como o coeficiente de difusao, velocidade de sintese e interagdes com
outos elementos biologicos.

Estas observagoes tornam pertinente o estudo dos mecanismos de sinalizagao

associados ao NO, principalmente devido a sua especificidade para os diferentes alvos
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biologicos. No sistema neuronal central, a sinalizagao do NO esta associada ao sistema
glutamatérgico. Nas sinapses glutamatérgicas, a sintese de NO envolve a estimulagao dos
recetores de glutamato ionotropicos, principalmente os subtipos NMDA (canal idnico
sensivel a voltagem ativado por glutamato) e AMPA, e o consequente influxo de calcio para
o citosol. Apos a ligagio do Ca®* i calmodulina, é ativada toda a maquinaria molecular
inerente a isoforma neuronal da NOS. A nNOS possui no seu dominio N-terminal um
motivo PDZ que permite a sua ligagao a um segundo motivo PDZ da proteina PSD-95. Esta
por sua vez liga-se simultaneamente ao recetor NMDA do glutamato (Kornau et al., 1995),
formando um complexo molecular capaz de posicionar o local de ligagao do calcio da nNOs
na direcao do influxo de calcio através do canal NMDA. Este acoplamento NMDA-nNOS
pela PSD-95 é regulado especificamente no cérebro pela competicao da proteina CAPON
com a nNOS para o dominio PDZ. As dextras sao proteinas que estio associadas ao
CAPON e ajudam na manutengao do supra complexo multiproteico, podendo ser alvos de
interacao para o NO. Assim, desde que estejam presentes os substratos L-arginina e O,,
bem como todos os cofatores necessarios (CaM, NADPH, FMN, FAD, BH4 e o heme), a
nNOS converte a L-arginina a L-Citrulina e NO (Fig. |.4).

A regulagao da nNOS é também efectuada via pos transducao por fosforilagao que
envolve diversas cinases (ex. proteina cinase C, cinase dependente de cAMP e cinase
dependente de Ca**/CaM), indicando que a produgio de NO é modulada por diferentes vias

de sinalizacao.
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Figura 1.4 — Principal via de producao de NO no cérebro. O NO ¢ sintetizado pela
entrada de cilcio no recetor poés-sinaptico apos a ativagao dos recetores NMDA pelo

glutamato. A nNOS é ativada pela sua ligagao a calmodulina (CaM) dependente de cilcio.
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1.6 Métodos de detecdo e quantificacao de 6xido nitrico

O crescente conhecimento dos efeitos do NO nos organismos vivos tornou crucial o
desenvolvimento de metodologias para a sua detegao e quantificagao em amostras biologicas
e principalmente in vivo (Whittle 1995). As inimeras reagoes efetuadas por este analito, a
sua baixa concentracado no meio fisiologico e o seu fugaz tempo de vida implicam
incrementar técnicas com um rapido tempo de resposta e baixo limite de detegao. Os
métodos para a determinagao da concentragao de NO dividem-se em diretos e indiretos. A
grande maioria das técnicas baseiam-se em métodos indiretos, quantificando produtos
secundarios (NO,, NO;, N,O,) provenientes das reacoes do NO com o oxigénio
molecular, proteinas hémicas e outros radicais livres. Estes métodos podem ser divididos em
trés categorias:

I) Ex situ — Estas metodologias requerem processamento de amostras, nomeadamente

a formagio de adutos estaveis (EPR, detecio UV/VIS da hemoglobina-Fe*-NO e
outros complexos de NO-Ferro), analise dos produtos de reagio (Hemoglobina-Fe*,
L-citrulina, nitritos e nitratos), reagao de quimiluminescéncia de fase gasosa com
ozono e reagoes com luminol/peroxido de hidrogénio na fase liquida. Um dos
métodos mais comuns para a medicao de NO ¢ através do ensaio de diazotagao ou
acido sulfanilico, usualmente conhecido como ensaio de Griess, que mede nitrito, um
produto estavel da reagao do NO.

2) Incorporagao em células de indicadores sensiveis ao NO. Existiu uma tentativa de

desenvolvimento compostos fluorescentes para estudar a distribuicao espacial do
NO a niveis celulares e sub-celulares. No entanto, este procedimento levanta
problemas relacionados com a composi¢cao do meio, na reagao dos fluoforos com o
NO e as propriedades fluorescente dos fluoforos.

3) Detecao em tempo real usando sensores e biossensores inseridos no ambiente de

producao de NO.

Os meétodos isotopicos (2) assentam na preparagao de protocolos com marcadores
especificos para os compostos que constituem as vias de produgao/decomposicao do NO
(Siervo et al,, 201 1). Numa destas vias, marca-se a arginina e citrulina isotopicamente no seu
atomo de azoto de guanidina e a quantificagio de NO ¢é baseada no principio da conversao
equimolar da arginina em citrulina e NO. Nas outras duas principais vias, € acompanhado o
percurso da arginina e O, até a formagao de nitrato, o produto final da oxidagio do NO
(Siervo et al., 201 1). Nos métodos nao isotopicos (ex situ) sao analisadas amostras bioldgicas

de plasma ou urina sem que exista uma marcagao isotépica, tornando-os menos seletivos
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para a detecao de NO. Esta demonstrado que os humanos e roedores excretam maiores
quantidades de nitrato do que aquelas que sao ingeridas pela alimentagao, sugerindo que nos
mamiferos ocorre a sintese de metabolitos provenientes da oxidagao de compostos
azotados. Sabe-se que o NO é relativamente instavel na presenga de oxigénio molecular,
ocorrendo a sua auto-oxidagao em varios oxidos de azoto, como ja introduzido na secgao
das reagcoes do NO. O NO, é o unico produto estavel decorrente da espontinea auto-
oxidagao do NO em amostras aerdbicas. No entanto, o nitrato € o composto presente em
maior quantidade nas amostras de plasma e urina. Um dos mecanismos propostos (lgnarro
et al., 1993), sugere que o NO,, derivado da auto-oxidagao do NO, é convertido a NO;
pela oxidagao de oxihemoproteinas (oxihemoglobina, oximioglobina). Uma segunda e
plausivel explicagao para a predominancia de NO; “in vivo”, deve-se ha reacao direta de NO

com as oxihemoproteinas apos a sua formagao pelas NOS.

1.6.1 Colorimetria

A técnica de colorimetria baseia-se na formacdo dos adutos S-nitroso
hemoglobina/mioglobina (Hb-NO; Mb-NO). O NO ao ligar-se ao centro férrico da
hemoglobina promove um desvio da sua banda soret, a qual permite quantificar a
concentragao de NO (Nims et al., 1996). A oxihemoglobina /oximioglobina reagem com NO
formando MetHb / MetMb pela seguinte equagao:

Hb/Mb-Fe (I1)-O, + NO »  Hb/Mb-Fe (lll) + NO;

y

E também possivel efetuar medicées indiretas de NO por colorimetria baseadas na
quantificacao de NO,/NO;". A técnica mais conhecida de quantificagio de NO por métodos
colorimétricos baseia-se na equagao de Griess que quantifica o nitrito formado pelo
tratamento de RSNO com cloreto de mercurio. Este método requer que o NOj seja
previamente reduzido a NO,. Resumidamente, o agente nitrosante N,O,, gerado da auto-
oxidagao do NO ou da acidificagio do nitrito reage com sulfanilamida libertando um
derivado de diazonio. O produto final da recgao é um cromoforo que absorve fortemente a
540 nm. A sensibilidade deste método encontra-se no intervalo de |-2 uyM, limitando a

quantificagao em amostras que contém elevadas quantidades de NO,".

1.6.2 Fluorimetria

Este método emprega o uso do composto aromatico diamino 2,3-diaminonaftaleno
(DAN) como indicador da formagao de NO. Os agentes nitrosantes (ex N,O,) provenientes

da reagao do NO com o O, reagem com o DAN levando a formagao de um produto com
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elevada fluorescéncia (naftotriazole). Permite a quantificacao de NO, e NO (fig.1.5) e para

pHs neutros nao ocorre uma interferéncia significativa do NO,(Miles et al., 1996).

+H* +0, H
DAN |
NHz

~ NH, AN d NH,
NAT -H,0
» — )
NH -

Figura 1.5 — Detecao fluorométrica de NO e NO, utilizando diaminonaftaleno

(DAN).

1.6.3 Ressonancia paramagnética eletronica

A detecao de radicais livres é o alvo da técnica de ressonancia paramagnética
eletronica (EPR), pois esta tem como base as propriedades magnéticas dos eletroes
desemparelhados e do seu meio molecular. Os eletroes desemparelhados podem existir em
duas orientagoes, paralelas ou antiparalelas. Esta técnica permite quantificar a diferenca de
energia entre estes dois estados através das frequéncias do espectro eletromagnético.
Enquanto radicais livres como o NO e o superoxido se encontram em baixas concentragoes
e curtos-tempo de vida para serem detetados diretamente por EPR, a solu¢ao encontrada foi
a detecao de radicais secundarios mais estaveis. Estes sao formados pela reagao das espécies
radicalares primarias com spin traps (nitroxidos ou derivados de nitrona) originando
complexos secundarios suscetiveis de serem detetados por EPR. Os complexos mais
utilizados na detecao de NO advém da interagao do NO com os centros metalicos das
proteinas (Hall et al., 1996; Kozlov et al., 1996). Com um limite de detecio de | x 10° M,
esta técnica permite detetar as espécies radicalares mais estaveis produzidas em processos

de oxidagao e inflamagao, como o radical ascorbil e complexos nitroso-hemes.
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1.6.4 Quimiluminescéncia

O processo de quimiluminescéncia baseia-se na energia quimica gerada como
resultado da dissociacao de ligagoes fracas que produz compostos intermediarios num
estado eletronicamente excitado. Ao regressar ao estado de energia inicial emitem luz que é
quantificavel. Uma das aplicagoes mais comuns deste método sao os imunoensaios que
permitem quantificar anticorpos ou antigénios em fluidos corporais, ou ainda para marcagao
tumoral de outras proteinas séricas. A detegao do radical superoxido é frequentemente
realizada pela sua reagao com o agente quimiluminescente lucigenina devido ao facil acesso
dos locais intracelulares de produgao de superoxido, especificidade da reagao e aumento da
sensibilidade quando comparado com métodos quimicos (Tarpey et al., 2001).

Inicialmente desenvolvida para detegao de niveis de NO atmosférico, a
quimiluminescéncia gasosa de NO adquiriu grande importancia nos estudos de ar expirado
(Girgis et al., 2003). Esta variante consiste na reagao do NO com o ozono (O,), produzindo-
se uma percentagem de didxido de azoto no estado excitado (NO,*), que ao decair para o

seu estado fundamental, emite luz na regiao do infravermelho:

NO+O,— 4, NO+O,

NO,* — 3 NO, + radiagio (infravermelho)

A reagao descrita apresenta uma elevada seletividade para o NO, sendo praticamente
insensivel a NO,. Com uma sensibilidade média na gama dos 10 nM (Marley et al., 2000) e
um elevado tempo de espera, tornam esta metodologia pouco eficaz para a quantificacao do
NO.

A detecio de NO na fase gasosa implica a purga da soluciao, o que limita a sua
aplicabilidade nas medi¢coes em tempo real.

Apesar da maioria destes métodos niao serem evasivos, nao permitem uma medi¢ao
especifica numa determinada regido/orgao, requerem o uso de equipamento
dispendioso/operadores especializados e por vezes é necessario um longo periodo de espera
para o conhecimento dos resultados. Ou seja, nao é possivel obter uma boa resolucao
espacio-temporal para a quantificagio do analito. Os métodos diretos permitem uma

quantificacao em tempo real das concentragées de NO nos fluidos biologicos.
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1.6.5 Eletroquimica

Os métodos eletroquimicos associados com o uso de microeléctrodos sdo o Unico
procedimento que possibilita uma detecdo “in vivo” em tempo real de compostos como o

NO 02" e ONOO'. Relativamente ao 6xido nitrico, aliar estes dois fatores permite:

. Boa seletividade e eficiente discriminagdo contra possiveis
interferentes com um fator de seletividade > 100;
Il.  Elevada sensibilidade e limite de dete¢ao na gama dos nanomolares;
[ll.  Tempo de resposta rapido (milissegundos);
IV.  Estabilidade de longa duragao;
V. Utilizagao de microeléctrodos de dimensoes reduzidas, provocando

um menor dano aos tecidos(Bedioui et al., 2010).

As diferentes abordagens para fabricagao de microsensores para detegao do NO tém
sido maioritariamente baseadas na sua oxidagao a elevados potenciais (+0.9 V), via utilizagao
de microeléctrodos modificados quimicamente (Barbosa et al., 2008). Os elevados valores
de potencial conduzem a oxidagao de outros analitos como o nitrito, acido ascorbico,
dopamina, acido Urico e peroxido de hidrogénio, criando sinais de interferéncia.

A redugao eletroquimica do NO por metaloproteinas imobilizadas na superficie dos
elétrodos é uma técnica alternativa para a detecao de NO que tira partido da sua afinidade
por metais de transicao. O 6xido nitrico pode efetuar a redugao de um eletrao a valores de

potencial entre -0.5 V e -1.4 V e formar o iao nitrosilo:

NO+e —» NO

Como este iao ¢ altamente instavel em ambiente aquoso, a sua formagao é procedida
de reagoes quimicas até se formar N,O que é posteriormente reduzido a N,.

Os processos de reducao do NO sofrem da interferéncia do oxigénio molecular
devido a similaridade das propriedades fisico-quimicas de ambos os compostos. No entanto,
o revestimento dos microeléctrodos com polimeros capazes de imobilizar proteinas hémicas
torna possivel diferenciar os potenciais de redugao do NO e O,. De salientar que o NO tem
uma constante de afinidade maior que o O, para interagoes com o ferro presente nas

proteinas hémicas.
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1.7 Biossensores

O termo biossensor aplica-se a qualquer dispositivo analitico, usado para a detegao
de um analito, que combina um componente biologico com um detetor fisico-quimico.
Refere-se a um sensor capaz de transformar informagao quimica, obtida a partir da
concentragao de um componente presente numa amostra especifica, num sinal analitico
mensuravel (Thevenot et al, 2001). O elemento biolégico imobilizado (ex. enzima,
anticorpos, microrganismos, recetores celulares) tem a fungao de reconhecimento do analito
(ex. substrato da enzima, antigene), permitindo a sua detecao seletiva. Apesar da grande
utilizagao de anticorpos e oligonucledtidos, as enzimas sao os elementos de reconhecimento
mais utilizados na formulagio de biossensores devido a sua complexa estrutura. Esta
concede elevada afinidade para o seu substrato, permite o aumento da velocidade de uma
reagao nao catalisada e pode ser modulada por ativadores ou inibidores. O elemento
transdutor permite a conversao do sinal bioquimico, resultante da interagao do analito com
o elemento biologico, num sinal mais facilmente mensuravel. A intensidade do sinal gerada
sera diretamente ou inversamente proporcional a concentragio do analito. O elemento
transdutor pode ser potenciométrico, otico, piezoeléctrico, calorimétrico ou eletroquimico,
sendo o ultimo o de uso mais comum devido ao seu baixo custo e simplicidade.

De acordo com a natureza do elemento bioldgico, os biossensores sao divididos em

dois grandes grupos:

| .Biocataliticos — O biossensor é baseado numa reagao catalisada por macromoléculas
que se encontram no seu meio biologico habitual ou que foram previamente isoladas.
Ocorre um continuo consumo de substrato por parte do elemento biocatalitico
incorporado no sensor, e sao monitorizados os estados transientes ou de equilibrio através
de um detetor. Os elementos biocataliticos usualmente utilizados sio as enzimas,
microrganismos ou tecidos. Desde a descoberta do primeiro biossensor por Clark and
Lyons em 1962 (Clark et al., 1962; Sassolas et al., 2012), os quais imobilizaram a glucose
oxidase na superficie de um elétrodo através do uso de uma membrana de dialise
semipermeavel, houve um avango exponencial na area dos biossensores cataliticos. Estes
baseiam-se na reagdo de um ou mais analitos, chamados de substratos (S), que reagem na
presenca de enzimas, tecidos ou microrganismos e libertam produtos (P) dessa reacgao. As

reagoes baseiam-se no seguinte esquema geral:

enzima

— P+ F

- -

T

33



A monotorizagao do consumo do substrato durante a reagao pode ocorrer segundo
diferentes estratégias e distinguir a geracao dos biossensores. Os primeiros biossensores
fabricados (1* geragao) utilizam como método de detegao a quantificagdo do substrato ou
produto da reagao enzimatica (ex. deplegao do oxigénio pela oxidase). Quando se promove
a detegao da evolugao do estado redox do centro ativo, cofator ou grupo prostético do
agente biocatalitico na presenga do substrato, usando um mediador imobilizado, estamos
perante um biossensor de 2° geragao (ex: complexos de ruténio, quinonas, sais organicos).
Atualmente estao em voga os biossensores de 3 ° geragao, que promovem a transferéncia
direta de eletroes entre o elétrodo de trabalho e o analito presente na amostra. A
imobilizagao de enzimas continua a ser o passo limitante na formulagao destes sensores,

apesar de ja existirem métodos eficazes neste campo (Ronkainen et al., 2010).

2. Nao cataliticos — Baseiam-se na interagao do analito com macromoléculas que foram
isoladas do seu meio biolégico ou modificadas (Aizawa 1991; Thevenot et al., 2001), sendo o
seu elemento biolégico de reconhecido por bioafinidade. Assim, nao existe consumo do
analito pelo agente imobilizado e normalmente atinge-se o equilibrio quimico. Os
biossensores constituidos por imobilizacdo de elementos de bioafinidade sao na sua maioria

baseados em rea¢oes imunoquimicas (ligagao de um anticorpo a um antigene).

Bioreceptor Transdutor
: Sinal Sinal
o> > [SR°T° e
™ 3 fisico-quimico Eléctrico
Analito * " " 3 &
" — z
e g n E
- n
-b = 3
2
Molécula biolégica éptico, electroquimico,
imobilizada térmico, gravimétrico

Figura 1.6 — Esquema de um biossensor. Adaptado de (Sassolas et al., 2012).
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1.7.1 Métodos de imobilizacao de macromoléculas

Os processos de imobilizagio de enzimas na superficie do elemento transdutor
adquirem um papel critico no bom desempenho dos biossensores, principalmente no design
do seu elemento biologico. Isto contribui para que se desenvolvam biossensores com
parametros de seletividade, estabilidade, reprodutibilidade e sensibilidade de elevada
qualidade. Para que nao ocorram processos de desadsorgao, as macromoléculas imobilizadas
tém que manter a sua estrutura, fungdo, atividade biologica e ligarem-se fortemente a
superficie do elétrodo apods a imobilizagao. Assim, diferentes métodos sao indicados para
diferentes macromoléculas e pequenas variagdes podem significar uma orientagdo menos
conseguida da enzima na superficie do elétrodo. Sao varias as estratégias de imobilizagao que

podem ser efetivadas: adsorgao, encapsulagao, ligagao covalente, afinidade e cross-linking.

1.7.1.1 Adsorcao

O método mais facil e menos desnaturante de imobilizagao fisica de uma enzima num
suporte solido é a adsorgao. (Andreescu et al, 2002; Andreescu et al, 2006). O
procedimento consiste na simples deposicao da enzima na superficie do elétrodo e na
formagao de ligagoes fracas como de Van Der Wall, electroestaticas e hidrofobicas. Como
nao envolve qualquer funcionalizagato do material suporte nem ligagdes covalentes
apresenta-se como um método nao destrutivo para a atividade enzimatica. Apds o seu
tempo de cura, normalmente demorado, € comum ocorrer a lavagem dos elétrodos num
meio tampao para remogao do excesso de enzima adsorvida. Sao exemplos destes
biossensores a imobilizagao de AchE em elétrodos screen-printing (Andreescu et al., 2006) e a
adsor¢ao de HPR em AuNPs depositadas na superficie de um elétrodo de ITO para medigao

de perodxido de hidrogénio (Wang et al., 2009).

1.7.1.2 Encapsulacao

As enzimas podem ser imobilizadas em matrizes de trés dimensoes como filmes de
eletropolimerizacao (Li G. et al., 2007), fotopolimeros (Corgier et al., 2005) géis de silica
(Liu et al., 2007), pastas de carbono (Fritzen Garcia et al., 2009) ou polissacarideos; a que se
da o nome de encapsulagao. No desenrolar destes protocolos nao ocorre a modificagao do
elemento biolégico e a atividade das enzimas é preservada durante o processo de
imobilizagao. As suas possiveis desvantagens relacionam-se com a perda de enzima da

superficie do elétrodo e a formagao de barreiras de difusao.
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Existem duas categorias de géis baseados em polissacarideos: os sintéticos (ex:
policrilamida) e os naturais (ex: alginato, agarose e quitosano). Estes Ultimos ao possuirem
matrizes biocompativeis providenciam um meio natural a enzima, nao siao toxicos e
permitem uma grande acessibilidade na troca de eletroes entre a enzima e o elétrodo. O
quitosano é um polissacarideo linear (B-1,4) obtido da desacetilizagao parcial da quitina, o
componente principal do exosqueleto de crusticeos ou insetos e da parede celular de
fungos. Possui distintas propriedades quimicas e biologicas devido aos grupos amino e
carboxilo reativos presentes nas suas cadeias lineares de poliglucosaminas, o que lhe permite
realizar facilmente modificagdes quimicas. Na presenca de d4gua é um polissacarideo
insolivel, mas devido aos seus grupos amina torna-se sollvel em solugbes acidas abaixo de
pH 6.5. O grau de desacetilizagao necessario € de 80-85% (Krajewska 2004). A preparagao
dos filmes de quitosano esta documentada na literatura (Krajewska 2004) e divide-se em
quatro grupos: evaporagao do solvente, neutralizagao, gelatinizagao ionotropica e cross-
linking. O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos baseados no quitosano

juntamente com nanotubos esta também em investigagao.

1.7.1.3 Ligagcdo Covalente

Nesta técnica, a imobilizagao das enzimas nos suporte solido é efetuada por uma
ativagao inicial da superficie do elétrodo usando reagentes multifuncionais (ex: gluteraldeido,
carboiimida). Os grupos funcionais pelos quais se da esta ligagao das enzimas a superficie
ativa do elétrodo nao siao essenciais para a atividade catalitica da biomolécula. Esta
imobilizacao confere uma maior estabilidade da enzima comparativamente aos métodos
referidos anteriormente, mas uma grande percentagem de proteina é desnaturada. Aliado a
necessidade do uso de grandes quantidades de reagentes, este método revela baixa
reprodutibilidade.

As carboimidas permitem a ligacdo entre os grupos carboxilo do material
suporte e a fungao amina da enzima, bem como o seu inverso (fig.1.7). O gluteraldeido
apresenta-se como um agente de cross-linking alternativo as carboiimidas, no entanto sé
possui grupos carboxilo, restringindo a sua ligacao a grupos funcionais amina. Atualmente
esta em voga a utilizagao destes agentes aliados a diferentes métodos de imobilizagao. Existe
o cross-linking das enzimas com nanotubos de carbono ou entre elas proprias (Pauliukaite et
al., 2009) seguido de um processo de imobilizagao eficaz, por exemplo encapsulagao com

quitosano.
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Figura 1.7 — Imobilizagao de enzimas por cross-linking com Carboiimida (A) e

Gluteraldeido (B).
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1.8 Nanomateriais

Os nanomateriais apresentam caracteristicas fisico-quimicas unicas dependentes da
sua forma, morfologia e tamanho. Estas particulas possuem, por definicao, dimensoes
inferiores a 100 nM e encerram um vasto campo de aplicagao, desde diapositivos eletréonicos
a composicao de medicamentos. Na area da eletroquimica, a sua capacidade de facilitar a
transferéncia de eletroes na catdlise de metais de transicdo em inimeras reagoes quimicas,
conferem a estes materiais uma importante aplicabilidade na construgao de biossensores
eletroquimicos. (Hrapovic et al, 2004). Um dos grandes desafios neste campo é a
formulagao de filmes/compositos de nanomateriais apropriados a interagao / acomodagao de
biomoléculas na superficie dos sensores. Dentro dos nanomateriais atualmente utilizados
(Au, Pt, etc), os nanotubos de carbono assumem o papel do material mais promissor (Hu et
al., 2010). Podem ser descritos como folhas de grafeno dobradas de forma cilindrica e
dependendo da sua quiralidade sao considerados metalicos ou semicondutores. As suas
morfologias sao variaveis (McCreery 2008), mas as duas classes mais utilizadas sao os
nanotubos de parede unica (SWNTs) e os de parede dupla (MWNTs). Os ultimos possuem
estados eletronicos metalicos, enquanto os SWNTs se encontram numa mistura de estados
eletronicos metalicos e semicondutores. Os nanotubos de carbono aumentam a razao
area/volume, promovem as reagoes de transferéncia de eletroes e diminuem os potenciais
de diversos compostos (Agui et al., 2008).

A imobilizagao de biomoléculas com nanotubos de carbono tende a ser um processo
mais eficaz, possibilitando uma melhor performance dos biossensores, por exemplo no
contacto elétrico entre as proteinas hémicas e a superficie do elétrodo. Este fenomeno foi
estudado por adsorgio de Hb-MWNTs em grafite pirolitica e Mb-MWNTs adsorvidos em
elétrodos de carbono vitreo, acoplamento de de Hb com MWNTs funcionalizados na
presenca de EDC (Zhang et al., 2007) ou por adsorgao de HRP em MWNTs (Lee et al,
2006).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e Solucoes

Todas as solugoes foram preparadas em agua ultra pura desionizada com
resistividade superior (18MQ.cm) de um sistema de purificacao de 4gua Mili-Q (Millipore
Company, Bedford, MA). Todos os compostos foram utilizados para preparagao das

solugoes como recebidos.

2.1.1 Solu¢des de macromoléculas
Todas as macromoléculas em estudo foram adquiridas a Sigma Aldrich:

v Mioglobina — Obtida de cora¢io de equino com 99.9 % pureza;

v Microperoxidase — Obtida de citocromo ¢ de coragio de equino, 85% pureza
(HPLC);

v Hemina — Proveniente de bovino, pureza > 90%.

O quitosano (baixa massa molecular), p-benzoquinona, N-hidroxisuccionamida (NHS), |-
[3-(Dimetilamino)propyl]-3-etil carboiimida (EDC), cloreto de hexaminoruténio e o Nafion
sao também da Aldrich. Os nanotubos de parede dupla (MWNTs-COOH) funcionalizados
com grupos carboxilo (PDI5LI-5-COOH) foram obtidos a Nanolabs (USA). O acido
sulfarico (H,SO,), o cloreto de potassio (KCl) e o hidréoxido de sédio (NaOH) foram

comprados a Panreac, enquanto que o ferricianeto (K, [Fe (CN),)]**) foi cedido pela Merck.

Quitosano — Adicionou-se uma quantidade de 1% (W/V) de quitosano a uma
solugao de salino 0.9% a pH 7.4. Pela adicao de HCI |M procedeu-se a variagao de pH até
este estabilizar num valor aproximadamente de pH 5. De seguida manteve-se a solugao em

agitacao durante cerca de |h para garantir que todo o quitosano foi solubilizado.
MWNTs-COOH - Preparou-se uma solugao stock de nanotubos (Img/ml) pela
adicao de | mg do seu pé em | ml de agua desionizada. A solugao foi mantida em ultrassons

durante |5 min.

Nafion — Este composto utilizou-se na sua forma comercial, ou seja, uma solugao a

5% numa mistura de alcoois alifaticos e agua.
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Hemina — Tal como as outras macromoléculas a preparagao da solugao de hemina
ocorreu em agua mili-Q desionizada, no entanto adicionou-se uma solugao de NaOH numa

concentragao de 20 mM. Uma boa solubilizagao da Hemina verificou-se a pH 10.

2.1.2 Soluc¢des para a caracterizacdo dos elétrodos

Para caracterizagao dos elétrodos screen-printing foram preparadas duas solugoes de
(K; [Fe (CN))T*") 5 mM em H,SO, e KCI com concentragio 0. M. Para os elétrodos
revestidos, formou-se uma suspensao de Img/ml de MWNTs-COOH que foi depositada
(gota de 10 pl) na superficie do elétrodo com 24 horas de antecedéncia aos teste
eletroquimicos.

Relativamente aos microeléctrodos de fibra de carbono, foi necessario a preparagao
de uma solugao de ferricianeto com concentragao de 10 mM a pH 3 e diluido em H,SO, a
fim de facilitar a difusao do analito na superficie do elétrodo, uma vez que devido a sua
pequena area de superficie foi elaborado um processo diferente de adsor¢gao dos MWNTs.
Este consistiu na preparagao de uma suspensao de 100 mg/ml de MWNTs em 0.5% Nafion
onde se procedeu ao dipping dos elétrodos durante aproximadamente dois periodos de |0s.

Apos cada um destes periodos os elétrodos foram colocados numa estufa a 180° C.

2.1.3 Eletrdlito suporte
O tampao de fosfato salino (PBS) 0.05 M a pH 7.4 foi o eletrdlito suporte escolhido
para as medigoes eletroquimicas, tanto em processos de estudo de transferéncia de eletroes
como para a medigao de NO. Este possui a seguinte composigao:
v" 99,9 mM NaCl
v" 39.9 mM Na,HPO,
v 1,8 mM NaH,PO,
Os fosfatos de sédio foram adquiridos a Sigma Aldrich e o cloreto de sédio foi

fornecido pela Panreac. O PBS foi armazenado a 4° C e utilizou-se a temperatura ambiente

(22°C).

2.2 Solucoes padrao de 6xido nitrico

Todo o processo para a obtengao do NO foi efetuado dentro de uma hote ventilada
através de um sistema de vidro, com tubos e jungdes e teflon ou ago inoxidavel com o

intuito de evitar trocas gasosas e efeitos de corrosao por parte do oxigénio atmosférico
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(Fig.2.1). O NO armazenado num cilindro (99.9% pureza) foi previamente purificado por
passagem numa coluna de vidro que contém pastilhas de NaOH 5M e de seguida por um
trap com 20 ml de NaOH 5M para remocao de tragos de impureza deNO,, N,O, e N,O,
(produtos de reagao com o O,). A fungao da coluna de vidro funciona como uma seguranga
a possivel existéncia de refluxo da solugcao para a botija. As solugoes de NO foram
preparadas em tubos de vacuo (BD VacuteinerSystems, ref.366430) por borbulhamento de
NO gasoso purificado durante 20 min num volume de agua ultra pura desionizada,
previamente desareada com argon ultra puro (99.9%). A concentragao final das solugoes
saturadas é de idealmente 2 mM se todas as condi¢coes forem ideais, ou seja, € necessario
que nao existam fugas no sistema, todos os tempos de execugao do processo devem ser

respeitados e a temperatura deve ser aproximadamente 22 °C.

Figura 2.1 — Sistema de purificagao e preparagao de solugoes stock de NO. Este

processo ocorre no interior de uma hotte com sistema de ventilagao.

A retirada das aliquotas da solugao stock procedeu-se via seringas Hamilton
(Microliter serynges, ref. 1702) a prova de gas com émbolos de teflon como exemplificado
na Fig. 2.2. Neste processo é necessario evitar colocar o tubo numa posi¢ao horizontal, a fim
de evitar o contacto entre a solugao de NO e a borracha a prova de gas, uma vez que o
contacto prolongado pode provocar a sua decomposi¢ao. Antes da inser¢ao da seringa, esta
deve ser lavada exaustivamente com dgua desionizada miliQ para remover possiveis

contaminagoes de utilizagoes anteriores e/ou vestigios de oxidagao por parte do émbolo. O
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uso de uma solucao stock de NO esta limitada ao numero de transferéncias efetuadas
(max.20) e ao seu tempo de vida, cerca de dois dias. Apos este periodo, a selagem por parte
da borracha comeca a perder eficicia e existe a possibilidade de reagao do NO com o
oxigénio atmosférico.

Apos a utilizagao do gas fez-se a purga do sistema com argon durante alguns minutos.
Nas solugoes preparadas para utilizagao em sistemas “in vivo” procedeu-se ao dearejamento
de PBS em vez de agua, no sentido de mimetizar o melhor possivel as condi¢coes de pH e

forca idnica.

Figura 2.2 — Método de transferéncia da solugao stock de NO para a célula

eletroquimica.
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2.3 Processos de imobilizacao

Como descrito na parte introdutoria, a utilizagdo de matriz de quitosano para a
imobilizagao de macromoléculas tem vindo a aumentar, sendo que no entanto existem
diferentes variantes para a realizagdo deste procedimento (Yi et al., 2005). Neste trabalho
deu-se foco a utilizagdo da benzoquinona como meio de imobilizagio da solugao de
Quitosano/MWNTs/Macromoléculas na superficie do elétrodo. Este processo consiste na
solubilizagao do quitosano numa solugao de salino através da diminuicao do pH abaixo do
seu pKa, para que seja possivel a formagao de uma dispersaio com as macromoléculas e
MWNTs-COOH. Ja com a benzoquinona em solugao, aplica-se um potencial de cerca de -
0.6 V ao elétrodo de trabalho. Esta voltagem ¢ suficiente para que ocorra a reducao dos dois
protoes da benzoquinona (fig. 2.3), o que promove o aumento do pH junto do elétrodo.
Este aumento de pH leva a insolubilizagao do quitosano, que “arrasta” consigo os MWNTs e
as macromoléculas para a superficie do elétrodo (Zhou et al., 2007). O processo esta
dependente de um cuidadoso acerto de pH da solugao de quitosano e da quantidade de

benzoquinona dissolvida, ja que a preparagao nao é feita num meio de tampao.

Chitosan
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Figura 2.3 — Processo de imobilizagao do quitosano derivado da redugao da

benzoquinona.
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Figura 2.4 — Esquema da imobilizagdo das macromoléculas na superficie de um
microeléctrodo de fibra de carbono. A- Eletropolimerizagao da matriz de quitosano; B-

Adsorcao.

A figura 2.4 permite observar o processo de imobilizagio que ocorre quando se
procede ao método descrito anteriormente. A matriz de quitosano permite que exista a
troca de eletroes entre as macromoléculas e o elétrodo de carbono através de uma boa
disposicao geométrica na sua superficie. Por outo lado, promove o “aprisionamento” dessas
mesmas moléculas, evitando processos de desadsorgao.

As interagoes entre as macromoléculas (mioglobina, microperoxidase e hemina) e os
MWNTs-COOH com o quitosano podem ser de caracter hidrofébico ou electroestatico, o
que por vezes se revelam ligagoes fracas. Para a promogao de ligagdes mais robustas,
utilizou-se um agente de cross-linking (EDC) juntamente com um estabilizador (NHS). Este
permite que haja a ligacdo covalente das macromoléculas aos MWNTs-COOH e ao
quitosano (Fig.2.5). O processo demora cerca de | hora sob agitagao constante.

O processo de adsor¢ao foi também testado e funcionou como um meio de
comparagao relativamente aos outros métodos utilizados e encontra-se exemplificado na

figura 2.4 B.
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Figura 2.5 — Esquema da ligagao das macromoléculas aos MWNTs e ao quitosano.

Adaptado de (Ghica et al., 2009).

46



2.4 Métodos eletroquimicos

Os métodos eletroquimicos aplicados foram a voltametria ciclica e voltametria de
onda quadrada, os quais se baseiam na relagao existente entre os fendbmenos quimicos de
transferéncia de carga e as propriedades elétricas dai resultantes, podendo essa relagao ser
utilizada em determinagdes quantitativas. A transferéncia de carga pode ser homogénea ou
heterogénea se acontecer em solugdo ou junto da superficie do elétrodo.

Os sistemas de oxidagao-redugao tém subjacentes a si a troca de eletroes entre duas
espécies, e a voltametria permite medir a corrente produzida durante estes processos
através da aplicagio de um potencial ao elétrodo de trabalho. Esta voltagem é depois
transformada num sinal elétrico com a ajuda de um potencidstato. Para que o potencial se
mantenha constante ou varie consistentemente, € necessario utilizar um elétrodo de
referéncia de baixa impedancia, evitando a passagem de corrente por este. Neste trabalho
utilizou-se um sistema de trés elétrodos (Fig 2.6) para medigoes in vitro, constituido por um
elétrodo de trabalho, um elétrodo de referéncia (Ag/AgCl) e um contra-elétrodo de platina.
No circuito principal a corrente elétrica € medida entre o elétrodo de trabalho e o contra
elétrodo, enquanto no auxiliar mede-se a diferenga entre o elétrodo de trabalho e o
elétrodo de referéncia.

Ja para medigoes in vivo deu-se preferéncia a uma configuragao de apenas dois
elétrodos, o que evita danos maiores no sistema. Isto é possivel devido a corrente reduzida
que passa no circuito, permitindo que o potencial do elétrodo de referéncia se mantenha

constante.
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Figura 2.6 — Representagao de um circuito de trés elétrodos: ET- elétrodo de

A

EA

trabalho; ER — elétrodo de referéncia; EA — elétrodo auxiliar.

2.4.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica eletroquimica de microanalise, portanto apenas
uma pequena parte da solucio é modificada pelo processo que ocorre no elétrodo. E uma
das técnicas mais usadas para estudar sistemas eletroquimicos e permite determinar
parametros cinéticos, velocidade e mecanismos subjacentes, ou seja, fornece informagoes
qualitativas e quantitativas de uma espécie em solugao a partir do registo das curvas
corrente-potencial durante a sua eletrolise.

Nesta técnica o potencial do elétrodo de trabalho varia linearmente em fungao do
tempo (Fig. 2.7), conhecida como velocidade de varrimento (V/s). Como demonstrado pela
forma da onda, o varrimento produz um pico de corrente para qualquer analito, comegando
num potencial inicial (Ei) que aumenta na diregao do varrimento até ao potencial de inversao
(EN) onde ocorre a reversao do potencial novamente até Ei, iniciando-se um novo ciclo.
Estes dados siao entio colocados num grafico corrente (I) versus potencial (E), o que
permite estudar os processos de oxidagao-redugao de um sistema reacional, tendo sempre

em conta a diregao do potencial; a este grafico da-se o nome de voltamograma.
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Ei Ef

Figura 2.7 — Variacao do potencial ao longo do tempo durante dois ciclos

consecutivos. Potencial inicial (E;); potencial de reversao (E,) e potencial final (E).

No entanto, os sistemas reacionais apresentam diferentes parametros cinéticos, o
que permite serem designados de reversiveis, quasi- reversiveis e irreversiveis e estao
resumidos na tabela 2. Os parametros eletroquimicos mais importantes sao os potenciais de
pico catddico e anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catdédico e anddico (Ipc,lpa), os
potenciais de meia-onda (E,,) e de pico a meia altura (Ep/2). A observagao da dependéncia
da corrente em relacao a velocidade de varrimento permite que se obtenham informagoes
sobre o processo de transferéncia de eletroes, processos eletroquimicos de imobilizagao e

reagoes quimicas acopladas.

Tabela 2 — Parametros cinéticos para avaliagao do comportamento de reacgoes

eletroquimicas.

AEp (Epa — Auséncia do pico de Ipc aumenta com !l

Epc) = 59/n (mV) reversao
|Epa/Epcl = | IEp-Ep/2I = 48an (mV) Ipa/lpc = | se a =0.5
Ep Epc desloca-se -30/ an AEp = 58/n (mv) e
independente de \ por aumento de 10 x ~ aumenta com V
IEp-Ep/2I = Ipc e ' Epc desloca-se
59/n (mV) negativamente com aumento de
Ipc e '

Interessa também referir que nos processos reversiveis em que a espécie é adsorvida

ao elétrodo, os parametros cinéticos sofrem de algumas modificagoes, sendo de realgar:
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v o 00\/;
v AE=0;
4 W,, = 91/n (mV).

Com o aumento da velocidade de varrimento, o sistema tende a perder a sua
reversibilidade devido ao afastamento progressivo dos picos catodicos e anddicos, a curva

de corrente versus o potencial perde a sua simetria.

2.4.1.1 Voltametria Ciclica de varrimento rapido

Apods todos os passos de construgao dos microeléctrodos estarem concluidos,
procedeu-se a sua avaliagao. Este processo foi efetuado num potenciostatos EI-400 (Ensman
Instruments, Bloomington, USA) por voltametria ciclica de varrimento rapido que permite
atingir velocidades de até 1000 V/s. E aplicada uma onda triangular (-0.4 a +1.6 V vs.
Ag/AgCl) aos microeléctrodos de carbono o que permite oxidar as fibras de carbono,
melhorando a sua sensibilidade (Hafizi et al., 1990). Os perfis dos elétrodos sao
monitorizados num osciloscopio digital (Tektronix TDS 220, Portland OR, USA), o que
permite tirar conclusoes acerca das propriedades elétricas apropriadas. Um microeléctrodo
com boas propriedades elétricas adquire um comportamento mais capacitivo do que
resistivo (Stamford 1990) como resultado de uma boa selagem entre o capilar e a fibra de
carbono e um efetivo contacto elétrico entre os componentes do elétrodo.

Geralmente, os microeléctrodos com perfis elétricos capacitivos tendem a ter
picos transitorios nos pontos de inversio do potencial e dao origem a medigoes
eletroquimicas com baixo ruido de background, tempo de resposta rapido e picos de
oxidagao-reducao bem visiveis. Por outro lado, os maus microeléctrodos apresentam um
comportamento resistivo devido a deficiente selagem, que pode derivar dos parametros do
puller, e mau contacto elétrico entre a fibra de carbono e o fio de cobre. Visto s6 os
elétrodos considerados bons serem utilizados para realizagio de experiéncias, cabe ao
operador confirmar a selagem proveniente do puller e sob um microscépio otico otimiza-la,

aumentando assim o seu rendimento.

2.4.2 Voltametria de Onda Quadrada

Nesta técnica é aplicada uma onda quadrada de amplitude de impulso AEp a um
potencial em escada com degraus de amplitude AEs e com um periodo t. Sio depois

efetuadas medicoes de pares de correntes (t, e t,) para cada periodo de onda (ciclo),
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comeg¢ando num t,. A onda é construida pela aplicagao de um impulso de potencial positivo
e negativo em cada metade do ciclo.

A leitura da corrente é feita no final dos impulsos diretos e inversos e o sinal que se
obtém corresponde a intensidade da corrente resultante, ou seja, um voltamograma de onda
quadrada é um grafico da diferenca entre estas duas correntes em fungao do potencial.

A voltametria de onda quadrada apresenta diversas vantagens relativamente a
voltametria ciclica, de salientar:

v A corrente total (I) tem maior amplitude do que a corrente directa e inversa,
portanto a sua leitura é mais facilitada;

v Minimizagio da contribui¢io da corrente capacitiva para o sistema;

v" Nio existe a necessidade da exclusio do oxigénio da célula eletroquimica,
visto que as correntes diretas e inversas irao incorporar igual amplitude
resultante da redugao do O, (Monk 2001).

Neste trabalho, os registos foram obtidos numa janela de potencial entre 0 V e -1.2

V, com uma velocidade de varrimento 125 mV/s e uma frequéncia de 25 Hz.

2.5 Microscopia de varrimento eletrénico

O microscopio de varrimento eletronico permite a produgao de imagens de alta
resolucao da superficie de uma amostra, uma vez que devido a maneira como as imagens sao
criadas, estas tem uma aparéncia tridimensional util para avaliar a estrutura superficial da
amostra. O principio de funcionamento desta técnica baseia-se na incidéncia de um feixe de
eletroes na superficie da amostra alvo numa gama de tensao entre umas centenas de volts
até 100 KV, que passa através de um sistema de lentes eletromagnéticas. Ou seja, os
eletroes sao emitidos por um filamento de tungsténio (catodo) e acelerados através de um
anodo. O tungsténio é normalmente o material de eleicao devido ao seu elevado ponto de
fusao, permitindo que seja aquecido para a emissao de eletroes. A interagao da energia com
a amostra resulta na emissao de eletroes secundarios, os quais permitem a formulagao da
imagem da amostra. No caso de amostra nao metdlica € necessario que estas sejam cobertas
com uma camada de material condutivo; através de evaporagao de alto vacuo ou sputter de
baixo vacuo é depositada uma camada ultrafina de material eletricamente condutivo na

superficie da amostra (Au) (de Groot et al., 2005; Barbosa et al., 2008).

51



Esta técnica apresenta uma grande profundidade de campo, o que permite a
focagem de uma elevada area da amostra de uma so6 vez. Aliado a isto, a sua ampliagao pode

ir até cerca de 300.000 vezes (Ghica et al., 2009).
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2.6 Caracterizacdo da Resposta dos Elétrodos

2.6.1 Sensibilidade

A determinagao da sensibilidade dos elétrodos a NO efetuou-se pela técnica
eletroquimica de onda quadrada em modo estacionario. A janela de potencial estabelecida de
0 V a -1.2 V permitiu a visualizagagio de um pico relativo a redugao do NO a
aproximadamente -0.84 V + 0.02 V no caso dos elétrodos screen-printing e de -0.78 V *
0.002V para os microeléctrodos de fibra de carbono. Apds se atingir uma linha de base
estavel (cerca de 10 scans) efetuou-se a calibragio do elétrodo através da adicao de
diferentes concentracoes de NO. Para facilitar a leitura no incremento da corrente
decorrido da adigao do analito, efetuou-se uma subtragiao relativamente a linha de base. Este
processo realizou-se com o auxilio do potenciostato AUTOLAB PSTAT 12 (ECO-CHEMIE)
controlado pelo software GPES. Os elétrodos usados na monotorizagao de NO exdgeno “in
vivo” foram calibrados antes e depois da sua insercao no cérebro de rato. Para esta
operagao usou-se o IVIUM Compactstat com o software lviumsoft e a janela de potencial

fixou-se entre O V e -1V.

2.6.2 Limite de deteccdo

No caélculo do limite de detegao (LOD), utilizou-se a determinagao do desvio padrao

da reta de calibragao dividida pelo seu declive pela seguinte formula:
L.O.D =3 x SD/m.
O desvio padrao é calculado pela selecgao de um pequeno troco de cada linha de

adicao, que tem em conta o ruido do sistema. Ja o declive é obtido pela constru¢ao de um

grafico de | vs. [NO].
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2.6.3 Seletividade

A técnica de onda quadrada foi também utilizada para o estudo da resposta do
electrodo a potenciais interferentes do NO. Testou-se a sua resposta a injec¢oes de 80 uM
nitrito, 8 yM dopamina, 250 uM 4cido ascorbico e 20 pM de perdxido de hidrogénio. A
selectividade é calculada pelo racio da corrente produzida pela adigdo de uma determinada

concentragao de NO e a mesma concentragao de um potencial interferente.

2.6.4 Elétrodos Screen-printing

A impressao de elétrodos de pasta de carbono é feita num material isolante como
PVC ou ceramica de alumina. A fabricacao de elétrodos impressos consiste no depdsito de
um filme num dos suportes referidos anteriormente, que é posteriormente coberto por uma
camada isolante para definir uma area de contacto elétrico (Tudorache et al., 2007). A maior
atracao do uso de eléctrodos impressos deve-se a agregacao do elétrodo de trabalho, de
referéncia e contra-elétrodo num unico dispositivo (Figura 2.8). O processo de fabricacao
destes elétrodos inclui varias etapas relativamente a preparagao e selegao da tinta, selegao
de suporte, impressao, secagem e cura. As temperaturas de secagem e cura sao na maior
parte das vezes realizadas numa etapa comum e variam entre temperatura ambiente e
1000°C. A condutividade elétrica é garantida pelo uso de uma tinta metdlica condutora (Ag,
Au, Pt) na primeira camada. Posteriores camadas devem posicionar-se exatamente sobre a
primeira a fim de evitar o contacto entre o metal e o electrolito. A utilizagao de uma pasta
de carbono como matéria-prima na confecao dos eléctrodos “screen-printing” deve-se as
extraordinarias caracteristicas deste substrato. Apresenta elevada inatividade quimica e
eletroquimica, elevado sobrepotencial para a produgao de hidrogénio e oxigénio, baixa
corrente residual, alta condutividade elétrica e facil regeneragao da superficie.

Os elétrodos screen-printing de base de carbono (cl10) foram adquiridos a
DropSens® (Asturias, Spain). A dimensao geral da strip que alberga os trés elétrodos é de

3.4 x | x 0.05 cm, sendo o contra-elétrodo de carbono e o elétrodo de referéncia de prata.
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Figura 2.8 — Dispositivo “screen-printing” com um sistema de trés electrodos.

Electrodo comercial da DropSens®, ref cl 10.

2)

2.6.4.1 Modificacdao da superficie dos eléctrodos Screen-printing

A sua modificagao procedeu-se por diferentes métodos:

Adsorgao das macromoléculas na superficie dos screen-printing revestidos com MWNTs-
COOH. Foi preparada uma dispersao de | mg/ml por diluicio de | mg de MWNTs-
COOH em | ml de 4gua ultra pura desionizada seguido de uma ultra-sonicagao durante
I5 min. Os elctrodos foram revestidos com MWNTs através da colocagao de uma gota
de 10 ul, deixados a secar durante 24 h e por fim foram imobilizadas as macromoléculas
pela deposicao de uma gota de 10 pl na superficie dos elétrodos com concentragoes
entre 0.0l a Img/ml. Todas as macromoléculas foram previamente colocadas em agua
Mili-Q desionizada a pH 6.4, com exce¢ao da hemina que necessita de um pH 2 10 para
se obter uma solugao limpida.

Hemina e MWNTSs em cross-linking com quitosano usando EDC. Uma suspensao de 50 pl
de MWNTs/Hemina foi misturada com 266 pl de quitosano. De seguida, adicionou-se
121 pl de NHS (50 mg/ml) e 63 pl de EDC (10 mg/ml) com a restante solugao em
agitagao. O elétrodo de trabalho foi coberto com uma gota de 50 pl desta solugao e a
benzoquinona foi reduzida a um potencial de -0.6 V vs. Ag/AgCl durante 300 segundos. A

sua redugao provocou um aumento do pH local, permitindo a insolubilizagao do
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quitosano e a imobilizagao da hemina na superficie do elétrodo. De seguida o elétrodo

foi mergulhado em agua desionizada para remogao do material nao imobilizado.

2.6.5 Microeléctrodos de fibra de carbono

O processo de fabricagdo dos microeléctrodos de fibra de carbono iniciou-se pela
insercao das fibras de 30 um em capilares de borosilicato (1.16 mm id x 2.0 od; Harvard
Apparatus Ldt; UK.) sobre um plano inclinado (Fig. 2.9). Devido ao tamanho reduzido das

fibras foi necessario o auxilio de uma pinga de cirurgia e uma boa fonte de iluminagao.

Figura 2.9 — Fotografia do suporte e processo de insergao das fibras de carbono

nos capilares de vidro.

De seguida os capilares ja com a fibra inserida foram submetidos ao estiramento num
puller vertical (Harvard Apparatus Ltd, UK). Neste é possivel variar a forga de tensao e o
aquecimento do filamento e foram necessarios varios ensaios para se obterem os
parametros adequados a uma boa selagem (heat 8; pull 6). A forga de tensao vertical da fibra
permite que esta nao se quebre aquando da divisao do capilar de vidro e se prolongue alguns
centimetros para la da zona de selagem (Fig.2.10). Normalmente apenas uma das metades do
capilar relne as condigoes necessario para a fabricagio de um bom elétrodo, sendo as

outras descartadas.
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Figura 2.10 — Fotografia do puller usado no estiramento dos capilares de vidro

contendo no seu interior uma fibra de carbono.

A fibra de carbono foi de seguida visualizada num microscopio otico invertido
(Olympus CK2, Japao) com ampliagao 200x para verificagdo pormenorizada da selagem.
Com uma tesoura de cirurgia e com ajuda de uma microescala embutida numa das oculares
formou-se uma ponta entre 200 + 50 pm, essencial para aprimorar as caracteristicas dos
elétrodos a nivel de sensibilidade e insercao em tecido cerebral. Para estabelecimento de
contacto elétrico entre o elétrodo e o aparelho de monotorizagao inseriu-se um fio de
cobre com ambas as extremidades descarnadas dento do capilar, previamente preenchido

com cola de prata (RS, UK).
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Figura 2.11 — Fotografia representativa de um microeléctrodo de fibra de carbono

finalizado.

)

2)

2.6.5.1 Modificacdo da superficie dos microeléctrodos de carbono

Foram usados trés procedimentos para a preparagao dos biossensores:
Adsor¢ao de Hemina na superficie dos microeléctrodos de fibra de carbono (CFM),
sensores s designados CFM/Hemina/MWNTs. Criou-se uma dispersaio de MWNTs em
agua através da adicao de Img de MWNTs em | ml de agua desionizada seguido de
ultrasonicagao durante 15 min. Os CFM foram previamente revestidos com MWNTs por
método de dipping e deixados a secar durante | hora a temperatura ambiente. Depois foi
adsorvida Hemina em concentragao 0.3 mM, previamente dissolvida em 20 mM NaOH.
Co-electrodeposicao da Hemina e MWNTS com quitosano
(CFM/Hemina/MWNTSs/Quit). Quitosano a 1% (w/v) foi solubilizado em 0,9% NaCl sob
agitagao durante algumas horas a pH entre 4-5. Formou-se uma suspensao de Img/ml de
MWNTs e 20 mg/ml de hemina por adicao de hemina em p6 e MWNTs a uma solugao
aquosa de 20 mM NaOH. A solugao final para a electrodeposi¢ao consistiu na mistura de
40 pl de quitosano (1%) com uma suspensao de 40 pyl de MWNTs/Hemina seguida da
adicao de p-benzoquinona. O elétrodo foi mergulhado em 50 pl desta solugao e a
benzoquinona foi reduzida a um potencial de -0.5 V vs.Ag/AgCl durante 300 segundos. A
sua redugao provocou um aumento do pH local, permitindo a insolubilizagio do

quitosano e a imobilizagao da hemina na superficie do elétrodo.
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3) Hemina e MWNTs em cross-linking com quitosano usando EDC (
CFM/Hemina/MWNts/Quit-EDC). Uma suspensao de 50 pl de MWNTs/Hemina foi
misturada com 266 pl de quitosano. De seguida, adicionou-se 121 pl de NHS (50 mg/ml)
e 63 pl de EDC (10 mg/ml) com a restante solugao em agitagao. A eletrodeposigao foi
efetuada com o mesmo protocolo referido no ponto 2. Os microsensores controlo
seguiram os mesmos protocolos de imobilizagao, mas os revestimentos foram realizados

sem MWNTs.

2.7 Experiéncias ‘“in vivo”

2.7.1 Cirurgia estereotaxica

Os ratinhos foram anestesiados com uretano (1.25 g/Kg) através de uma injegao
intraperitoneal. Assume-se que os animais anestesiados com uretano demonstram
comportamentos fisiologicos semelhantes aos nao anestesiados (Hara et al., 2002). Apos
resposta negativa ao teste de puxar uma das patas, sao colocados numa plataforma
estereotaxia (StoeltingCo,USA). Um pad isotérmico (BrainTree Scientific, USA) foi usado pra
a manutengao da temperatura corporal nos 37°C. Os animais foram acomodados na
plataforma estereotaxia por inser¢cao de barras metalicas nos canais auditivos até efetivo
rompimento do timpano, reconhecido pela emissaio de um som caracteristico. A boca foi
também fixada com a ajuda de uma barra incisora. Apos apropriada fixagao do animal, usou-
se uma lamina para efetuar uma pequena insicdo no meio do cranio, mantendo-a aberta com
a ajuda de presilhas. Toda a area do cranio exposta foi limpa com algodao embebido em
0.9% NaCl e os tecidos pericraniais transparentes foram removidos. Por visualizagao
microscopica (MeijiEMZI3, Japao) identificaram-se duas importantes regides anatomicas: o
bregma e o lambda que foram assinaladas com um marcador permanente. Usando como
referéncia o bregma identificou-se e removeu-se (3x4mm) a regidao do cranio em estudo
pelo uso uma ferramenta de perfuracio (Dremel). De seguida retirou-se a restante dura
mater pelo uso de forceps para expor totalmente a superficie cerebral, evitando durante o
processo a danificagio dos vasos sanguineos superficiais. Adicionalmente efetuou-se uma
perfuracao de menor diametro (Imm) afastada da area anterior para inser¢ao do elétrodo
de referéncia (elétrodo Ag/AgCl preparado pela anodizacio de um fio de prata

(GoodFellow, UK) durante 10 min.
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2.7.2 Modelos animais

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pela instituicio do bem-estar
animal e pelo comité das boas praticas da utilizagao animal, e estao de acordo com a Diretiva
do Conselho da Comunidade Europeia para o tratamento e manuseamento de animais de
laboratorio (86/609/ECC). Os animais foram armazenados no biotério do Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra num ciclo de 12:12 dia/noite
com livre acesso a comida e 4gua. Para validagao da medigao de NO exogeno foram usados
ratinhos machos Wistar (com idade de 8-10 semanas) provenientes de Charles River

(Barcelona).

2.7.3 Preparacao e insercao do array para medicoes in vivo

A injecao de NO exdgeno no cérebro foi efetuada por uma micropipeta de vidro
inserida conjuntamente com o microeléctrodo e a uma distancia deste entre 200-300 um. As
micropipetas foram preparadas partindo um capilar de vidro (0.58 mmi.d x 1.0 mm o.d.; AM,
SystemslInc.,USA) num puller vertical (Sutter Instruments CO, Model p30, USA). A ponta da
micropipeta estirada foi posteriormente encostada a uma superficie rigida até perfazer um
diamétro interno de 10-15 ym. De seguida formou-se um array entre o microeléctrodo e a
micropipeta usando cera previamente aquecida (Kerr Brand Kerr Lab Corporation, Orange,
CA). Antes da sua inser¢ao no cérebro a micropipeta foi preenchida com uma solugao de
NO saturada utilizando um microfilamento (Microfil,lWorld Precision Instruments, UK)
ligado a um filtro estéril, que por sua fez se encontrava conectado a uma seringa.

Para posicionamento do array no cérebro na regiao em estudo utilizaram-se as
coordenadas calculadas com base atlas cerebral do rato (Paxinos and Franklin,2001; Paxinos
and Watson,2007), usando-se a ponta do elétrodo como referéncia no Bregma. Por fim o
NO foi injectado por aplicagao de pressao na micropipeta pelo sistema Picospritzer Il
(Parker Hannifin Corp., General Valve Operation, USA), usando pulsos de pressao entre 0.2
e 2 s e 5-20 psi. O volume injetado (nanolitros) foi quantificado pelo decréscimo da solugao

da micropipeta por uma régua diviséria do microscopio (Meiji EMZ13, Japao).
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2.8 Instrumentacdo Eletroquimica

Os resultados deste trabalho foram obtidos utilizando o potencidstato AUTOLAB
PSTAT 12 (ECO-CHEMIE) controlado pelo software GPES, como representado na figura
2.12 A . A sua ligagao com os elétrodos da célula eletroquimica foi efetuada recorrendo a
um cabo préprio (ref: u2ZAUT70306). Na sua extremidade, o cabo possui quatro ligagoes em
formato banana para o elétrodo de referéncia, contra-elétrodo, elétrodo de trabalho e uma
ligagao a terra. Devido ao formato das ligagoes dos elétrodos screen-printing, foi necessario

recorrer a um segundo cabo (ref: CAC), (Fig. 2.12 B).

A) B)

Figura 2.12 - Potenciostato Metrohm / Eco Chemie Autolab Series
Potentiostat/Galvanostat Electrochemical Systems /AUTOLAB PSTAT 12 (A); Cabo

conector para elétrodos screen-printing, catalogo da Dropsens® (ref.CAC) (B).

Os registos dos varrimentos de voltametria ciclica foram obtidos entre +0.1 e -1V,
com velocidade de varrimento entre 0.005 e 20 V, utilizando uma amplitude de 25 Hz e um
“step” de 5 mV. No método de onda quadrada, a janela de potencial foide O Ve -1.2 V, com
uma velocidade de varrimento 125 mV/s e uma frequéncia de 25 Hz.

As experiéncias “in vivo” foram monitorizadas pelo IVIUM Compactstat controlado
pelo software Iviumsoft (Fig.2.13) e apenas se utilizou o método de onda quadrada com os

parametros referidos anteriormente.
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Figura 2.13 — Interface eletroquimica IVIUM Compactstat, IVIUM Technologies.

2.9 Analise dos resultados

Os resultados obtidos sao apresentados no texto como os valores médios + SEM.
Todas as andlises estatisticas foram efetuadas recorrendo ao software GraphpadPrism 5,
sendo o significado estatistico das diferencas entre os valores médios dos grupos avaliados
através do teste t de Student. Nos testes estatisticos entre diferentes conjuntos de dados
usou-se o método de variancia ANOVA, com grau de confianga de 95 % (p < 0.05). Os

dados foram analisados com recurso ao software GPES e Microcal Origin Pro.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Estudo eletroquimico dos elétrodos screen-printing

O design dos elétrodos de screen-printing influencia o seu comportamento
eletroquimico. Os fatores mais relevantes sio o suporte sob o qual a tinta é impressa, a
composicao da propria tinta e a morfologia da superficie do elétrodo (Bolado et al., 2007).
Os tratamentos de pré-anodizagcao da superficie dos elétrodos screen-printing sao uma
alternativa ao polimento mecanico dos elétrodos sélidos e tal como estes, sao utilizados
para melhorar as propriedades de transferéncia de carga. Uma diferente estratégia de
modificagao da sua superficie é através da modificagdo com nanotubos (Wang et al., 2004;
Guan et al., 2005). Um estudo sobre elétrodos screen-printing conduzido por (Bolado et al.,
2007) demonstrou que os elétrodos da Dropsens® apresentavam melhor comportamento
eletroquimico na presenca de diferentes analitos (hexaaminoruténio, ferricianeto, p-
aminofenol e hidroquinona) quando comparados com outros dois tipos de elétrodos screen-
printing. As elevadas temperatura de cura destes electrodos permitem que os solventes da
tinta sejam evaporados eficientemente e se formem superficies rugosas devido ao cracking do
suporte de impressao da tinta, neste caso a ceramica. A composicao e/ou a estrutura
microscopica dos elétrodos de carbono podem afetar a atividade redox das moléculas de

diferentes formas.

3.1.1. Area de superficie eletroquimica

O parametro inicial em estudo foi a variagao da corrente de fundo através da
deposicao de diferentes concentragoes de MWNTs-COOH (0.1; | e 10 mg/ml) na superficie
de elétrodos screen-printing. O acido sulfirico e o cloreto de sédio foram utilizados como
eletrolito suporte. Apenas a concentragao intermédia evidenciou um efeito significativo no
aumento da corrente de fundo dos elétrodos, ja que a quantidade maxima utilizada
demonstrou ineficicia no processo de adsorgao, regressando a corrente aos niveis de
elétrodos nao revestidos (Fig. 3.1 C e D).

O comportamento eletroativo dos elétrodos foi testado através do processo de
difusio do par redox Fe*’Fe’* presente na espécie ferricianeto em meio de acido sulfirico.
Esta reagao demonstrou uma relagao de proporcionalidade entre a corrente medida e a raiz
quadrada da velocidade de varrimento para elétrodos nao revestidos. Para os elétrodos
revestidos com | mg/ml de MWNTs-COOH, esta relagio apenas se verificou para
velocidades de varrimento até 200 mV/s, demonstrando impedimento na transferéncia
rapida de eletroes a elevadas velocidades de varrimento na presenga de nanotubos de
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carbono, atingido assim um limite de saturagao. Contudo, a presenca de nanotubos de
carbono promove um aumento da corrente faradaica, contribuindo para uma maior
amplitude dos picos anddicos e catodicos da espécie em estudo, e simultaneamente um

aumento da area eletroativa dos elétrodos.

100 - 20
04 15 1
60 4
10
. 404
3 3 57
— 204 =
04
ol R
5
204 f
-40 - -104
T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V vs. Ag/AgCI ENV vs. Ag/AgCI
C s D 250,
400 ‘ 200+
3004 - 150
= 200 — 1004
100 50
T T 0

Bare 0.1 1 10

[MWNTs-COOH] [MWNTs-COOH]

Figura 3.1 — Voltamogramas ciclicos da corrente de fundo de elétrodos nao
revestidos e elétrodos revestidos com diferentes concentragoes de MWNTs-COOH (a-c):
0; 0.1, I e 10 mg/ml em meio acido (A) e cloreto de sédio (B). C e D mostram o valor
médio das cargas (uQ) para as diferentes concentragoes de MWNTs-COOH testadas em

acido sulfurico e cloreto de sédio, respetivamente. As barras indicam o desvio padrao.

65



Os valores das areas do grafico da figura 3.3 foram calculados pela equagao de
Randles — Sevcik : Ipc = 2.6 x 10° n*> D' C \ A, onde n representa o nimero de eletrdes,
D (cm?s) a constante de difusio, C (M) a concentragio do analito, ¥ (V/s) a velocidade de
varrimento e A (cm?) a 4rea do elétrodo. Através da construgdo dos graficos de corrente vs.
raiz quadrada da velocidade de varrimento, é possivel linearizar a equagao obtendo-se um
valor de K = 2.6 x 10° n*> D' C A. No caso do ferricianeto existe apenas a transferéncia de
um eletrdo pelo seu par redox Fe*/Fe*'e foi usada uma constante de difusio de 6.1 x 10
cm’/s.

O valor da area geométrica dos elétrodos e o valor calculado da drea electroactiva
nao apresenta uma diferenca significativa para elétrodos nao revestidos e revestidos com 0.1
mg/ml de MWNTs-COOH (n=3). No caso do revestimento com | mg/ml foi obtida uma
diferenca estatisticamente significativa em relagio aos outros dois grupos (One-Way
ANOVA, p<0.05). A comparagao dos voltamogramas presentes na figura 3.2D permite
visualizar mais facilmente o efeito dos MWNTs-COOH no aumento da area eletroativa dos
elétrodos para uma velocidade de varrimento de 100 mV/s. No restante painel observa-se o
afastamento do potencial dos picos anddicos e catddicos com o aumento da velocidade de
varrimento. O aumento da concentracao de MWNTs-COOH realca ainda mais esta
evidéncia, tornando a reagao nao reversivel a valores superiores a | V/s. Para uma
velocidade de 100 mV/s, a diferenca entre os potenciais € de 65 mV e 66 mV para os
elétrodos nao revestidos e revestidos e com 0.1 mg/ml MWNTs-COOH, respetivamente e
passa para 70 mV nos elétrodos revestidos com | mg/ml de MWNTs-COOH. Esta diferenca
€ mais significativa para valores superiores de velocidades de varrimento, o que pode indicar
que a imobilizagao dos nanotubos de carbono sobre a superficie do elétrodo nao retne as
condigOes necessarias a obtengao de um bom processo de transferéncia direta de eletroes

entre o elétrodo e o ferricianeto.
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Figura 3.2 — Estudo do comportamento eletroquimico dos elétrodos screen-printing.

A a C — Voltamogramas ciclicos dos elétrodos nao revestido e revestidos com 0.1 e | mg/ml

de MWNTs-COOH na presenca de 5x10* M K; [Fe(CN),] ** em 0. M H,SO, D —

Comparagao do voltamograma a 0.1 V/s de um elétrodo nao revestido com um elétrodo

revestido com | mg/ml MWNTs-COOH.
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Figura 3.3 — Graficos da corrente vs. raiz quadrada da velocidade de varrimento
obtidos através dos picos de voltametria ciclica na presenga 0.5 mM [Fe (CN),]** em 0.1 M
H,SO, para diferentes concentragoes de MWNTs-COOH. (A) - elétrodo nao revestido (B)
— Elétrodo 0.1 mg/ml MWNTs-COOH. (C) — Electrodo | mg/ml MWNTs-COOH. (D) —
Grafico da area electrocatalitica em fungao das concentragcoes de MWNTs-COOH. Todos

os declives estio em pA/V'"2.
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3.1.2. Estudo do comportamento eletroquimico de

biomoléculas de grupo Heme

Os centros eletroativos de grande parte das enzimas redox encontram-se dentro da
estrutura proteica protegidos do meio envolvente. Considerando o elétrodo e o centro
redox da enzima como um par aceitador/dador de eletroes, a camada polipeptidica robusta
que envolve o centro ativo promove uma barreira cinética a transferéncia de eletroes. Por
isso, sao conhecidas poucas reagoes biocataliticas que nao recorrem ao uso de mediadores,
como o caso da electroredugao do O, e H,0, pela lacase e HRP (Lojou et al., 2005). Para a
ocorréncia de um processo de transferéncia direta de eletroes eficiente é necessario
conjugar inumeros fatores, sendo de realgar a geometria correta da enzimal/proteina na
superficie do elétrodo. Esta s6 é possivel de obter tendo em conta inUmeros detalhes nos
processos de imobilizagao, sendo que é especifica para cada enzima. Apesar das dificuldades
inerentes, o processo de DET garante uma melhor seletividade e sensibilidade para os

analitos eletrocatalisados pelas biomoléculas de grupo heme.

3.1.2.1 Adsorcdo

Com base nos resultados da secgao anterior, a superficie de todos os elétrodos foi
revestida com | mg/ml de MWNTs-COOH antes da adsor¢ao das macromoléculas
(mioglobina, microperoxidase e hemina). O protocolo de adsorgao baseou-se na deposicao

de uma gota de 10 pl em concentragdes de 0.01; 0.1 e | mg/ml.

Mioglobina

Os elétrodos screen-printing revestidos com MWNTs-COOH/Mb apresentam uma
reacao quase reversivel, demonstrando linearidade entre 10-200 mV/s. O estudo por
voltametria ciclica do par Fe*’/ Fe’* da mioglobina apresenta um potencial redox com um
desvio para potenciais positivos relativamente aos dados presentes na literatura, que se
encontram a -212 mV vs. SCE (Guo et al., 2008) Para uma velocidade de 0.05 V/s os
potenciais formais (E°) foram de 150%10mV, 1488 mV e 855 mV (n=3) em ordem
crescente de concentragao.

Os declives relativos aos graficos da corrente vs. velocidade de varrimento (Fig. 3.5)
demonstram, que para este tipo de elétrodos, e segundo o processo de adsorgao, o
aumento da concentragao de mioglobina provoca um deterioramento das condi¢oes ideais a

ocorréncia de transferéncia direta de eletroes entre a mioglobina e o elétrodo. Quando o

69



elétrodo é mergulhado no eletrdlito suporte observa-se uma desadsorgao da proteina no
caso das duas concentracoes mais elevadas. Este fenomeno deve-se provavelmente a
formacao de agregados macromoleculares que nao formam uma ligagao efetiva com a
superficie do elétrodo, o que mais tarde se traduz num bloqueio a passagem dos eletroes
centro ativo-elétrodo. A medida que o revestimento se perde pode arrastar consigo
moléculas de proteina que contribuem para um processo de DET eficaz. Parece existir um
patamar maximo de concentragao de proteina a partir do qual o processo de transferéncia
de eletroes é afetado.

A uma concentragao de | mg/ml parece existir um outro par redox a um potencial
de aproximadamente 430120 mV (n=3) que se encontra préximo dos valores obtidos para a
hemina (ver secgao da hemina). Por vezes, existe mesmo a predominancia destes valores de
potencial, o que podera indicar que a mioglobina se encontra num estado desnaturado e a
contribuicao eletroquimica para o processo de DET se deve exclusivamente ao heme livre,

como ja reportado na literatura (Groot et al., 2005).
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E/V vs. Ag/Ag/Cl

Figura 3.4 — Voltamogramas MWNTs-COOH/Mb em diferentes concentragoes de

proteina (0.01, 0.1 e | mg/ml) a uma velocidade de varrimento de 50 mV/s em PBS.
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Microperoxidase

A microperoxidase apresenta uma menor massa molecular relativamente a
mioglobina, dai o interesse no seu estudo. O seu centro ativo, a partida, sera o mais dificil de
desnaturar, ja que se encontra em contacto com a cadeia de aminoacidos segundo duas
ligagoes dissulfuricas. No entanto, a sua purificagao é de apenas 85%, e mais uma vez é visivel
um pico redox correspondente ao potencial da hemina aquando da adsorgao da maior
concentragao de proteina. Os potenciais formais relativo ao heme da microperoxidase para
uma velocidade de 50 mV/s sao de 113+12 mV, 148+20 mV e 80+3 mV (n=3), no sentido
crescente das concentragoes. Apesar da sua menor dimensao, a microperoxidase revela o

mesmo processo de desadsor¢ao relatado para a mioglobina.
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Figura 3.6 — Voltamogramas ciclicos de MWNts-COOH/Microperoxidase para
diferentes concentragoes de proteina (0.01, 0.1 e | mg/ml) a velocidade de varrimento de 50

mV/s PBS.
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3.1.2.2 Hemina

De entre as macromoléculas testadas, a hemina apresentou a melhor relagao entre a
intensidade de corrente medida e a velocidade de varrimento. O seu valor foi de 0.481
BA/V' (n=3), cerca de duas vezes superior ao da mioglobina (0.213 pA/V') e quatro vezes
superior ao da microperoxidase (0.113 pA/V') A concentragio de hemina usada tem
repercussoes na eficiéncia da transferéncia de eletroes entre o elétrodo e a macromolécula,
o aumento da sua quantidade é inibitoria para este sistema reacional, como verificado na
Fig.3.9.

Os seus potenciais parecem variar com as diferentes concentragoes (Fig.3.8), mas
para a concentragao de 0.0l mg/ml o seu potencial formal é de cerca de 450+30 mV. Esta
variagao pode dever-se ao facto da referéncia dos elétrodos screen-printing ser apenas de
prata e nao de Ag/AgCl, como sera discutido posteriormente.

A orientagao das proteinas na superficie do elétrodo é de extrema importancia para
um DET eficiente uma vez que os locais ativos das enzimas nem sempre estao localizados no
meio do seu centro globular mas sim expostos ao meio envolvente. A hemina, nao estando
envolta por cadeias de polipeptideos demonstra velocidades de transferéncia de eletroes por
vezes superiores a 40000s” (par redox Fe*”Fe’*) em suportes de carbono vitreo e grafite.
(Brown et al.., 1978, Feng et al.,, Feng et al., 1995). No caso das proteinas com grupos heme,
os polipeptideos circundantes aos locais ativos do heme tornam a transferéncia de eletroes
mais distante do elétrodo. Em sumula, o aumento da concentragao da proteina pelo método
de adsorgao por gota na superficie do elétrodo, implica a formagio de aglomerados
moleculares que impedem a transferéncia eficiente de eletroes. Estes aglomerados, devido a
sua grande dimensao e geometria, nao sao mantidos na superficie do elétrodo quando este é
mergulhado em solugao, arrastando consigo alguma quantidade de proteina. A hemina
apresentou a melhor performance electrocatalitica das trés macromoléculas estudadas,
sendo por isso selecionada para testar outros métodos de imobilizagao mais eficazes do que

a adsorcao.
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3.1.3. Electrocatilise do Oxido Nitrico

3.1.3.1 Quitosano-EDC

A criagao de ligagoes covalentes entre as macromoléculas e os MWNTs com o
quitosano, tornam a imobilizagao um processo mais robusto. O filme mantém-se intacto na
superficie do elétrodo mesmo depois de estar em contacto com o eletrolito suporte. Uma
vez mais, o processo de DET parece facilitado aquando da imobilizagao da hemina
comparativamente a mioglobina e a microperoxidase. Posto isto, procedeu-se a primeira

tentativa de quantificagao de NO pelos elétrodos screen-printing.

Mioglobina

Os elétrodos revestidos com um filme de MWNT/Mb/QUui-EDC apresentaram uma
resposta apenas para concentragoes de NO superiores ou iguais a 1000 nM (Fig.3.10). Para
esta concentragao a sensibilidade foi de 77+20 nA/uM (n=2), que s6 foi possivel quantificar
apos subtragao da linha de base. O intervalo linear de um elétrodo de carbono vitreo variou
entre 250 e 1000 nM. A relagao sinal ruido foi muito superior aos elétrodos de screen-

printing com uma sensibilidade de 162+10 nA/pM (n=2).
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Figura 3.10 — Voltamogramas MWNTs-COOH/Mb/Quit-EDC (A); retas de
calibragio da | vs para um tempo de eletrodeposi¢ao de 50 s a velocidade de varrimento

entre 0.02 -2 V (B); e monitorizagao da quantificacao de NO por técnica de onda quadrada

(©).

Microperoxidase

O deficiente processo de transferéncia de eletroes foi também evidente com a
microperoxidase. Tal como a mioglobina a reagao torna-se irreversivel a partir dos 2 V/s e
os valores dos picos de corrente tendem para uma saturacio. E possivel proceder a
quantificagao de NO a valores de 500 nM, mantendo-se no entanto uma baixa relagao sinal/
ruido. Pelo tragado da reta de calibragao para valores de NO entre valores de 500 e 2000
nM e verificou-se que esta relagao nao é linear (Fig. 3.11). A sua sensibilidade foi de 188+40

nA /uM (n=2).

78



A) 60 4

40 A

20

I (nA)

-20

Q)

-15 -
-20 -

-25

I (nA)

-30 4

-35

-40 -

-45

E/V vs. Ag/AgCl

250 nM
500 nM
1uM

2 uM

Figura 3.11 - Voltamogramas

T
-1.0

T
-0.8

E/V vs. Ag/AgCI

T
-0.6

-0.2

B)

1 (uA)

D)

| (nA)

—
2 Y = 0.47 + 0.0045x _—
r* =0.9829 -
1 =
//.//
— m
04
n
-1 \.
-2+ - \‘\\\
T
34
Y =-0.93 - 0.0066x \\
2 r* =0.94393 =
-5 T T T T T T 1
-100 0] 100 200 300 400 500 600
v
350 4
300 A /'/
250 e
e
200 4 Y = -75 + 0.188x //
* =0.99178 /
150 o /
100 / -
50 -
=
04 /
50 4
-100

[o]

T T T T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

[NO]

MWNTs-COOH/Microperoxidade/Quit-EDC (A);

retas de calibracio da | vs. V para um tempo de eletrodeposi¢ao de 50 s a velocidade de

varrimento entre 0.02 — 2 V/s (B); monitorizacao da quantificagio de NO por técnica de

onda quadrada (C) e reta de calibragao da corrente média (l) versus a [NO] (D)].

79



3.1.3.2 Hemina

Na figura 3.12A encontra-se a resposta voltamétrica dos elétrodos revestidos com
composito MWNTs/Hemina/Quit-EDC. A reagao de transferéncia de eletroes ente a hemina
e o elétrodo demonstra um certo grau de irreversibilidade para velocidades abaixo de 50
mV/s e acima de 10 V/s devido ao potencial induzido na transicio de fase que ocorre no
filme de quitosano. A diferenca de potencial catédico e anddico situa-se nos 12020 mV
(n=3) para uma velocidade de 50 mV/s, o que aponta para a ocorréncia de uma reagao quasi-
reversivel devido a lenta transferéncia de eletroes. O biossensor teve uma resposta linear ao
NO com uma sensibilidade de 110 nA /uM (n=2).Tendo como controlo um elétrodo de

carbono vitreo, obteve-se uma sensibilidade ao NO de 366 nA /uM (n=2).
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Figura 3.12 — Voltamogramas MWNTs-COOH/Hemina/Quit-EDC (A); retas de
calibracio da | vs \ para um tempo de eletrodeposicio de 50 s a velocidade de varrimento
entre 0.05 —10 V/s (B); monitorizagao da quantificagao de NO por técnica de voltametria de

onda quadrada (C) e reta de calibragao da corrente média (l) versus a [NO] (D)].
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3.1.4 Tecnologia dos elétrodos screen-printing

A experiéncia adquirida na utilizacao dos elétrodos de “screen-printing” revelou que a
sua estrutura elétrica e a superficie de carbono nao parecem estar otimizadas para a
imobilizagao de substincias por deposi¢ao por gota, o que seria a principal vantagem desta
tecnologia. Reporta-se o caso em que apos uma deposicao de uma gota de [0 pl de
MWNTs-COOH seguido de um tempo de cura de 24 h, toda a superficie do carbono é
separada do suporte de silica. Num caso semelhante observou-se a desadsor¢ao de um filme
de | mg/ml de proteina depositado por gota sob a superficie do elétrodo de screen-printing
previamente revestido com | mg/ml de MWNTs-COOH.

Em alguns elétrodos, o potencial dos picos de corrente variou dentro da mesma
experiéncia e para a mesma velocidade de varrimento. Na figura 3.13 ¢é visivel um
deslocamento do par redox Fe’’/Fe’* referente a imobilizagio de mioglobina com uma
matriz de quitosano para uma velocidade de 50 mV/s espagados no tempo em cerca de 2

min. O afastamento dos picos foi de aproximadamente 200 mV.
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-150 4
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-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0

E/V vs. Ag/AgCI
Figura 3.13 - Voltamogramas do par redox Fe*’/Fe’* do biossensor MWNTs-
COOH/Mb/Quit a uma velocidade de varrimento de 50 mV/s com uma diferenga temporal

de 2 min.

Uma das principais causas da ocorréncia destes fendmenos pode dever-se a
constituicao do seu eléctrodo de referéncia que é na realidade uma pseudo-referéncia. Este
é formado unicamente por prata, diferente dos convencionais elétrodos de Ag/AgCl, que
devido ao cloreto evitam uma variagao significativa do potencial no sistema eletroquimico.

Numa janela de potencial entre 0 e -1.0 V comparou-se a sua corrente background usando o
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seu elétrodo de referéncia incorporado e um elétrodo de Ag/AgCl externo (fig.3.14). NO

primeiro caso a corrente foi significativamente superior e observaram-se picos na zona de

oxidagao e reducao.
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Figura 3.14 — Comparacao da corrente fundo de um elétrodo de screen-printing nao

revestido obtida quando se usa a sua referéncia interna (vermelho) e um elétrodo Ag/AgCl

(preto) a uma velocidade de 100 mV/s e numa janela de potencial entre 0 e -1 V.

Todos estes fatores contribuem para uma grande irreprodutibilidade nas experiéncias

realizadas com estes elétrodos, pois por exemplo os potenciais de medicao de NO sao

muito variaveis e por vezes parecem estar desdobrados em dois picos (Fig. 3.15), um a 825

mV e outro a 950 mV. Apesar da sensibilidade ao NO ser aproximada aos valores obtidos

em elétrodos de carbono vitreo, a variagao dos seus potenciais tornaria inviavel a detegao

deste composto numa amostra com diferentes substincias e até mesmo em meio contendo

oxigénio.
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Figura 3.15 — Monotorizagao da resposta a NO oxido nitrico por voltametria de

onda quadrada de um biossensor formulado pela eletropolimerizagao de hemina.

A condutividade dos materiais de carbono tem uma importancia fulcral para a
construgao de elétrodos com geometrias ideais a redugao de perda de potencial 6hmico.
Uma outra variagao diz respeito aos efeitos da densidade de estados eletronicos nos
processos de transferéncia de eletroes. O processo torna-se mais rapido quando existe uma
maior densidade de estados eletrénicos no E° do sistema redox envolvido. Enquanto os
metais possuem elevadas DOS ao longo um elevado intervalo de energia, os materiais de
carbono sao bastante variaveis (McCreery 2008).

A orientagao do plano basal na cinética dos elétrodos é por vezes bastante
significativa em alguns compostos. A forma irregular como alguns voltamogramas sao
apresentados é devido a dificuldade de fabricar superficies lisas do plano central (edge) do
carbono. Ainda assim a transferéncia de eletrées é muito mais rapida e eficaz do que no
plano basal.

Os elétrodos de carbono estao sujeitos a processo de adsorgao de impurezas
durante a preparagao do elétrodo que afetam drasticamente as velocidades de transferéncia
de electroes atividade eletrocatalitica. Os processos de ativagao conhecidos requerem
operadores com algum grau de conhecimento e retiram aos elétrodos de screen-printing a

sua maior vantagem; utilidade pratica sem necessidade de intervengao laboratorial.
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3.2 Estudo Eletroquimico com Elétrodos de Carbono Vitreo

Devido a dificuldade de imobilizagdo de proteinas em microeléctrodos, foram
realizados estudos preliminares num macroelétrodo de carbono vitreo comercial (BAS) com
3 mm de didametro devido aos inumeros trabalhos reportados na literatura com este tipo de
material de elétrodo. A reagio reversivel do par Fe*’/Fe’* do grupo heme da mioglobina, é
apenas obtido quando o eletrdlito suporte é borbulhado com uma linha pura de argon,
garantindo a remogao de > 99.99% do oxigénio presente. Isto sugere a forte afinidade do
seu heme pelo oxigénio molecular. Esta ligagio da-se quando o Fe’* é reduzido a Fe** a um
potencial suficientemente negativo (abaixo de -0.4 V) no varrimento catédico, dificultando a
transferéncia de eletroes no varrimento anddico.

A imobilizagao da mioglobina ou hemina na superficie do elétrodo é um processo
controlado por adsorgao, uma vez que é mantida uma relagao de proporcionalidade entre a

corrente medida e o aumento da velocidade de varrimento.
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Figura 3.16 - Voltamogramas ciclicos de Hemina/BAS em PBS a diferentes
velocidades de varrimento (a-h) : 0.1, 0.2, 0.5, I, 2, 5 e 10 V/s obtidas na auséncia de
oxigénio por imobilizagao da Hemina (2mg/ml) juntamente com MWNTs (0.4 mg/ml) numa
matriz de quitosano (0.5%) depositada na superficie do elétrodo de carbono vitreo (BAS)
(A). Curva de calibragao corrente (I) vs. velocidade de varrimento dos picos de redugao e

oxidagio do par redox Fe**/Fe’* (B).
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Figura 3.17 — Voltametria ciclica (A) e onda quadrada (B) do par redox Fe*'/Fe’"
obtidas na auséncia de oxigénio por imobilizagao da mioglobina (2mg/ml) juntamente com
MWNTs (0.4 mg/ml) numa matriz de quitosano (0.5%) depositada na superficie do elétrodo
de carbono vitreo (BAS). Potencial de reducio Fe’*: -0.376 V e potencial de oxidagio do
Fe?*: -0.39 V. (C) Voltamogramas ciclicos em PBS a diferentes velocidades de varrimento (a-
h): 1, 5, 10, 20, 40, 60 e 80, 100 V/s. (D) Curva de calibragao corrente (l) vs. Velocidade de

varrimento dos picos de redugio e oxidagio do par Fe*/Fe’".
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3.2.1 Caracterizacdao da resposta do biossensor a NO

Como ja referido anteriormente, o oxigénio interfere no mecanismo de transferéncia
de eletrdes do par redox Fe’/Fe’* e, para além disso, pode mascarar o sinal de NO, visto
estas duas moléculas apresentarem um potencial de redugao proximos. Na auséncia de O,,
este método de imobilizagio de mioglobina e hemina é bastante robusto permitindo
medigoes de NO com elevada sensibilidade e limite de detegao tal como observado na Fig.
3.18. Em meio contendo oxigénio ha um aumento da amplitude a -0.377 V devido a redugao
do oxigénio que se liga fortemente ao Fe’ o que minimiza a sua interferéncia relativa a
medi¢ao do NO, pois é possivel uma boa resolugao dos picos para as duas espécies. Apos
adicoes de volumes sucessivos de uma solugao de PBS oxigenada, observa-se que a
amplitude do pico do oxigénio em fungao da concentragao se ajusta a um tipo de cinética
saturavel (Michaelis Menten). No entanto, a estabilidade do pico é mantida apenas durante
alguns minutos (30 scans) para o caso da mioglobina e a redugao do O, sofre um desvio para
potenciais mais negativos (-0.750V), aproximando-se do potencial de redugao do NO. Este
efeito € irreversivel e acompanhado da perda de resposta do biossensor a NO. No caso da
imobilizagao da hemina, este fenomeno de envenenamento do biossensor é muito menos
notorio, sendo possivel uma monotorizagao do NO na presenga de oxigénio. Através deste
método de imobilizagao os biossensores exibiram um declive de 1.45+0.4 pA/Vs (n=2) e
2.910.7 yA/Vs (n=2) para a mioglobina e hemina respetivamente, sendo o valor referente a
hemina obtido num intervalo com menores velocidades de varrimento (0.1-20 V/s
comparado com |-100 V/s para a mioglobina). A sensibilidade a NO foi de 162+2] nA / M
para a mioglobina e de 366+32 nA / pM hemina (n=2).
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Figura 3.18 — Voltametria de onda quadrada do par F**/Fe’ obtida na auséncia de
O, por imobilizagao de mioglobina (A) e da hemina na presenca de O, (B). Curvas de
calibragao corrente (l) vs. [NO] para a mioglobina (C) e hemina (D). Perda da resposta
eletroquimica na presenca de O, do biossensor com mioglobina apos 17 scans (E) e curva de

calibragao da corrente vs. [O,] para o biossensor com hemina (F).
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3.3. Microsensores de fibra de carbono

3.3.1. Area ativa dos microeléctrodos de fibra de carbono

Para o calculo da area eletroquimica ativa dos microeléctrodos de carbono segui-se
inicialmente o protocolo usado nos elétrodos screen-printing, o que se revelou um insucesso
devido a pequena dimensao da fibra. Uma das formas reportadas da imobilizagao de
nanotubos de carbono na superficie destes elétrodos baseia-se na sua dispersao numa
solugao de Nafion 5%, originando-se um composito espesso que torna mais lenta a
transferéncia de electroes entre o analito e a superficie do elétrodo a um valor de pH
proximo de 7. As condigoes ideais foram obtidas num meio de H,SO, a pH 3 onde se
dissolveu uma concentragao 10 mM de cloreto de hexamino ruténio Ill. Os nanotubos de
carbono promovem um aumento da corrente dos picos anddicos e catodicos do composto
de ruténio, realgando a sua importancia nos processos de transferéncia de eletroes em
suportes solidos (fig. 3.19 D). Toda a superficie da fibra de carbono exposta parece
comportar os fendmenos eletroquimicos que ocorrem no elétrodo, pois nao existe uma
diferenga significativa entre a area geométrica do elétrodo bare e a sua area eletroativa
calculada. No entanto, esta diferenga foi observada entre o grupo de electrodos nao
revestidos e revestidos com MWNTs.

O ciélculo da area eletroativa foi feito novamente com recurso a equagao de Randles
Sevcik assumindo-se que a fibra de carbono tem uma estrutura planar. O coeficiente de

difusio do cloreto de ruténio usado foi de 7.15x10° cm? s,
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Figura 3.19 — Voltamogramas ciclicos de elétrodos de fibra de carbono nao
revestidos (A) e revestidos com 100 mg/ml MWNTs (B) na presenga de 10 mM de cloreto
de ruténio em meio 0.1 M de H,SO, a pH 3. Grafico da area eletroquimica e geométrica de
elétrodos bare e revestidos com 100 mg/ml MWNTs (C) e gréfico da | vs. V' para o pico
catddico em meio 10 mM de cloreto de ruténio em meio 0.1 M de H,SO, a pH 3. As barras

indicam o desvio padrao.

Segundo os resultados obtidos na secgao dos elétrodos screen-printing e nos estudos
preliminares com os elétrodos de carbono vitreo, a hemina demonstrou ser a
macromolécula com a performance mais robusta, quer nao s6 no processo de imobilizagao,
mas também na sensibilidade a NO. Como nao é uma proteina, nao estd exposta a
processos de desnaturagao dependente do pH, temperatura ou agentes mecanicos, o que
pode representar uma enorme vantagem para o sistema eletroquimico. A correta orientagao
do grupo heme na superficie do elétrodo é facilitada relativamente a macromoléculas de
maior peso molecular (ex: mioglobina), que possuem cadeias polipeptidicas a rodear o seu
centro ativo. Como o objetivo principal é o desenvolvimento de um microsensor para a

medicao de NO em cérebro de rato, testaram-se 3 diferentes protocolos: adsorgao,
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eletropolimerizacdo com quitosano e eletropolimerizagao com quitosano na presenga de

EDC baseados na imobilizagao da hemina.

3.3.2 Caracterizacao dos filmes de microeléctrodos de carbono

Na figura 3.20 estdo representados os compositos depois de secos da
hemina/MWNTs-COOH imobilizados por adsorgao (A), eletrodeposicao com quitosano (B)
e eletrodeposi¢cao com quitosano em cross-linking com os MWNTs-COOH e hemina. Todas
as imagens foram obtidas por microscopia eletronica de varrimento (SEM). As diferengas
entre a fibra nao revestida (controlo) e a fibra revestida pelo processo de adsorcao sao
minimas, sugerindo a formagao de um filme muito fino de hemina/MWNTs na superficie da
fibra de carbono. Devido a pequena dimensao destas fibras, o processo de adsorgao por
deposicao de gota na superficie do elétrodo torna-se inviavel, por isso efetua-se um
processo de dipping da fibra numa solugao de hemina/MWNTs. A adsorgao ocorre por meio
de ligagoes fracas como hidrofébicas ou electroestaticas e a for¢a de tensao exercida pela
fibra na solugcao nao é suficiente para arrastar consigo grande quantidade de material. No
caso da precipitagao da matriz de quitosano por aplicagao de um potencial de -0.6V junto da
superficie do microsensor, a quantidade de material imobilizado é substancialmente superior.
O filme composito dos elétrodos CFM/Hemina/MWNTs/Quit mostra uma aparéncia mais
rugosa nas imagens de SEM, devido em grande parte ao volume ocupado pela matriz de
quitosano. Isto nao significa um aumento de moléculas eletroativas imobilizadas na superficie
da fibra. Quando se da a ligagao covalente dos MWNTs e da hemina, observa-se a formagao
de um filme heterogéneo e ainda mais volumoso (Fig 3.20C). Esta morfologia pode ser
explicada devido a formagao de longas cadeias de hemina/MWNTs ligadas covalentemente
ao quitosano, que por sua vez se ligam a sucessivas cadeias poliméricas tornando a matriz
mais robusta e heterogénea. A funcionalizagao dos grupos amina do quitosano devido a
interagcao com o EDC pode alterar o comportamento dependente do pH afetado o processo

de eletrodeposicao na superficie do microeléctrodo.
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Figura 3.20 — Imagens SEM dos microbiossensores de Hemina com ampliagao de
500 x. Hemina/MWNTs (A); Hemina/MWNTs/Quit (B) e Hemina/MWNTs/Quit-EDC (C).
Adaptado de (Santos et al., 2013).
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3.3.3 Caracterizacao Eletroquimica dos Microsensores

A caracterizagao eletroquimica dos filmes compdsitos de hemina imobilizados na
superficie dos microsensores de fibra de carbono efetuou-se por voltametria ciclica (CV). O
processo de DET foi obtido num intervalo de 5-100 V/s, sendo que para velocidades de
varrimento mais baixas, os picos do par redox do Fe’’/Fe’* tornaram-se quase impercetiveis
e nao foram quantificados. Na Fig. 3.21 A observam-se os voltamogramas relativos a um
microsensor CFM/Hemin/MWNTs/Quit-EDC obtidos em meio PBS e na auséncia de
oxigénio. Os picos catéddicos (Epc) e anddicos (Epa) do par redox Fe*"/Fe’* da hemina, a uma
velocidade de 10 V/s, foram de -0.370 + 0.0012 V e -0.305 % 0.0019 V (n=5),
respetivamente. Os valores estio de acordo com os reportados na literatura (Li et al,
2009). A calibragao da intensidade da corrente (l) vs. velocidade de varrimento (\/) esta
presenta na Fig. 3.22B. O declive dos picos Ipc vs. \ foi de 5.5 nA V"' (2 = 0.992) e para Ipa
foi de 4.8 nA V' (r* = 0.995), sendo a separagio dos pico de 0.0065 + 0.026 V a uma
velocidade de 10 V/s. As médias dos potenciais dos picos, bem como os seus declives de Ivs.
\ do par Fe?*/Fe’* para os os dois restantes filmes estdo sumariados na tabela 3.

Os trés protocolos foram testados na presenca e auséncia de MWNTs para
estudo do seu efeito no processo de transferéncia de eletroes. Verificou-se que existe um
aumento catalitico nos picos catodicos e anodicos nos sensores com MWNTs, contribuindo
para a obtengao de maiores declives nos graficos de | vs V. A diferenca entre os dois grupos
de sensores (MWNTs e controlo) calculou-se segundo o teste ANOVA de duas variaveis (p
<0.01). Os resultados mostram que os MWNTs aumentam de eficacia do processo de DET

nas moléculas hémicas.
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Figura 3.21 — Caracterizacao eletroquimica da hemina por voltametria ciclica. (A)

Voltamogramas ciclicos do microsensor CFM/Hemina/Quit-EDC num intervalo de
velocidade de varrimento entre 5-100 V/s. (B) Gréfico da corrente vs. \, com declives de 5.5
nA V' (r* = 0.992) para Ipc e de 4.8 nA V"' (r* = 0.995) para Ipa. Adaptado de (Santos et al.,
2013).
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Tabela 3 — Comparagao dos valores médios dos picos de corrente catodica (Ipc) e anodica

(Ipa) em funcio da velocidade de varrimento (V) para os diferentes microsensores

estudados. Todos os valores sao apresentados como a média * desvio padrao e o numero

de elétrodos testados encontram-se entre paréntesis.

CFM/Hemina

-0.373 +0.012
(3.2%) (n=4)

-0.297 + 0.048
(16%) (n=4)

-1.15 + 0.4
(36%) (n=4)

0.81 £0.36
(44%) (n=4)

CFM/Hemina/MWNTs

-0.396 + 0.03
(7.6%) (n=8)

-0.281+ 0.023
(8.1%) (n=8)

-4.59 + 3.67
(80%) (n=7)

3.72£3.12
(84%) (n=3)

CFM/Hemina/Quit

-0.436 + 0.022
(5.0%) (n=6)

-0.287 + 0.086
(30%) (n=6)

-1.40 + 0.80
(57%) (n=9)

0.87 £ 0.31
(36%) (n=9)

CFM/Hemina/MWNTSs/Quit

-0.389 +0.018
(4.6%) (n=11)

-0.319 + 0.024
(7.5%) (n=11)

222+ 1.18
(53%) (n=9)

1.59 + 1.02
(64%) (n=10)

CFM/Hemina/Quit-EDC

-0.377 £ 0.017
(4.5%) (n=5)

-0.289 + 0.029
(10%) (n=5)

-2.45 £ 0.59
(24%) (n=5)

2.09 + 0.63
(30%) (n= 5)

CFM/Hemina/MWNTSs/Quit-
EDC

-0.382 £ 0.018
4.7%) (n=13)

-0.286 + 0.021
(7.4%) (n=13)

-3.82 £ 1.95
(51%) (n=11)

3.08 + 1.51
(49%) (n=11)
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3.3.4 Reducio Eletrocatalitica do Oxido Nitrico

No caso da imobilizagao de proteinas hémicas como a mioglobina e a hemoglobina, o
mecanismo previamente reportado para a redugio do NO procede via formagao de um

aduto FE"-HNO que subsequentemente reage com o NO para formar N,O:
FE'-HNO + NO + H" —— Fe" + N,O + H,0

No entanto a reagao com a hemina leva a formagao de NH,OH e ocorre segundo
um mecanismo EC (transferéncia de eletroes seguido de uma reagao quimica) Os primeiros
dois passos sdo idénticos aos anteriores, em que se da novamente a formagio do aduto Fe'-
HNO. Este reage novamente e da origem ao produto de reacgao hidroxilamina (NH,OH)

pelos passos seguintes:

Fe' + NO —» Fe'-NO
Fe'-NO + e + H* — Fe"-HNO
FE'-HNO + 2 H* + 2¢ —» Fe'+ NH,OH

O mecanismo seguido pela redugao do NO pode estar relacionado com os residuos
posicionados proximos do grupo heme, o modo de transferéncia dos eletroes para o grupo
heme, a forma como a segunda molécula de NO se liga ao centro ativo e a influéncia do pH.
A forma como os eletroes sao fornecidos ao centro catalitico da macromolécula pode ter
uma enorme influéncia na seleccio do mecanismo.

A monitorizagdo da resposta dos microsensores a NO foi avaliada por
voltametria de onda quadrada pela adi¢ao sucessiva de uma solucao saturada de NO na
auséncia de oxigénio. Os volumes adicionados corresponderam a uma concentragao de 250,
500 e 1000 nM de NO e para todos os microsensores tragou-se uma reta de calibragao com
estes valores. A figura 3.22 mostra o pico catodico a -0.362 V de um microsensor
CFM/Hemina/Quit-EDC antes e apos a calibragao com NO. As sensibilidades e os limites de
detecdo (LOD) dos biossensores para NO na presenca e auséncia de oxigénio estio

reunidas de forma sumaria na tabela 4.
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Figura 3.22 — Resposta do microsensor a NO na auséncia de oxigénio.
Voltamogramas de onda quadrada do sensor CFM/Hemina/Quit-EDC antes e apos
sucessivas adicoes de NO correspondentes a concentragoes finais de 250, 500,100 nM. Reta

de calibragio com sensibilidade de 2.30 nA/uM (r* = 0.998).

O filme de Hemina/MWNTs/Quit-EDC apresenta cerca de metade da sensibilidade
para NO quando comparado com o filme na auséncia de EDC e do formado por adsorcao.
(tabela 3). Isto pode estar relacionado com a limitagao da difusio do NO através do filme
até a superficie do microeléctrodo, onde se localiza uma grande percentagem de moléculas

de hemina. No entanto, os limites de detecao estao na gama dos reportados para a oxidagao

do NO (Hrbac et al.,, 2007); (Santos et al., 2008); (Brown et al., 2009); (Bedioui et al., 2010).
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Tabela 4 — Comparagao dos valores médios da resposta electrocatalitica a NO para

os diferentes microsensores estudados. Todos os valores sao apresentados como a média +

desvio padrao e o numero de elétrodos testados encontram-se entre paréntesis.

Microsensor Pico NO | Sensib. LOD Pico NO | Sensib. | LOD
V) (nA/uM) V) (nA/uM)
CFM/Hemina/MWNTs -0.737+ 4.62x1.66 7.9+3.87 - - -
0.004 (36%)* (49%)*
(0.6%) (n=7) (n=7)
(n=7)
CFM/Hemina/MWNTs/ -0.752 4.19£1.55 | 12.249.15 | -0.705% 429+ 13+£3.8
Quit +0.009 (37%)* (75%) 0.015 3.52 (29%)
(1.2%) (n=12) (n=12) (2.1%)# (82%) (n=5)
(n=12) (n=7) (n=5)
CFM/Hemina/MWNTs/ -0.762 1.72+0.67 2515 -0.719+ 261t 2615
Qui-EDC +0.11 (39%) (58%) 0.012 1.67 (59%)
(1.4%) (n=16) (n=16) (1.6%)# (64%) (n=15)
(n=17) (n=15) (n=15)

*, p <0.05 vs. CFM/Hemina/MWNTs/Qui-EDC; #, p <0.0001 vs. Auséncia de
oxigénio

Apesar da diminuigao da sensibilidade dos microsensores
CFM/Hemina/MWNTs/Qui-EDC, estes revelaram ser muito mais estaveis na presenca de
oxigénio. Tantos os CFM/Hemina/MWNTS/Quit com os CFM/Hemina/MWNTSs diminuiram
a sua resposta catalitica ao NO, sendo que para os segundos, a resposta ficou totalmente
inviabilizada. Nestes testes, foram adicionados quatro volumes de PBS oxigenado até
perfazer uma concentragao aproximadamente 40 uM de O,, mimetizando as concentragoes
“in vivo”. A interferéncia do oxigénio em medigdes de NO in vivo esta reportado para
potenciais de redugao negativos. A figura 3.23A mostra a média da amplitude do pico O,
para os diferentes tipos de elétrodos apds decorridos 100 scans de onda quadrada.
Observa-se que o pico do oxigénio dos microsensores CFM/Hemina/MWNTs/Quit-EDC
nao se altera significativamente, enquanto existe uma grande diminui¢ao para os outros dois

tipos de biossensores. No desaparecimento do pico do O, durante os sucessivos scans, o

pico do par redox Fe*"/Fe’" é também afetado. Este processo ¢é irreversivel e o microsensor
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deixa de possuir sensibilidade ao NO. Estes resultados demonstram que os microsensores
em que a hemina esta covalentemente ligada ao quitosano e nanotubos de carbono
funcionalizados sao os mais apropriados para a medicao de NO em tecidos bioldgicos devido
a sua capacidade de manter a resposta eletroquimica da hemina em condigoes fisioldgicas de
O,. A perda de resposta observada nos sucessivos varrimentos na presenca de oxigénio
ficou a dever-se provavelmente a desadsor¢ao da hemina da superficie do elétrodo. Foi
reportado que muitos sistemas eletroquimicos de metaloprofirinas nao sao muito estaveis
(Zheng et al., 2002; Cao et al.,2012).

A resposta analitica a NO pelos microsensores na presenca de oxigénio foi também
avaliada. Na fig. 25B mostra-se um voltamograma para CFM/Hemina/Quit-EDC apés adicao
de 250, 500 e 1000 nM de NO. O pico de redugao do NO foi observado a um potencial de -
0.719%£ 0.011 V (n=15), um valor mais baixo comparado com o observado na auséncia de O,.
(-0.762+0.010 V, p<0.0001) e estio sumariados na tabela 4. Para os microsensores
CFM/MWNTs/Hemina nao foi possivel a quantificagao de NO devido a sua fraca estabilidade

eletroquimica.
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Figura 3.23 — Estabilidade e resposta a NO do microsensor na presenga de O,. (A)
Média da redugao da amplitude do pico de oxigénio obtida por voltametria de onda
quadrada para os trés tipos de sensores apos 30, 60 e 100 scans. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p
< 0.001 vs. Amplitude do pico no primeiro scan (n=4-8). (B) Voltamograms de onda
quadrada de um microsensor CFM/Hemina/MWNTs/Quit-EDC apos sucessivas adigoes se
NO correspondentes a 250, 500 e 100 nM na presencga de 43 uM de oxigénio. Adaptado de
(Santos et al., 2013).

3.4 Selectividade

A seletividade dos microsensores Hemina/MWNTs/Quit-EDC contra potenciais

interferentes presentes no espago extracelular do cérebro mostra-se na figura do grafico
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3.24. O microsensor nao respondeu a ascorbato (250 pM), dopamina (8 pM), DOPAC (80
pM) e nitrito ( 80 pM). Verificou-se um pico -0.332 V derivado do potencial de redugao do
peroxido de hidrogénio (H,0,), que no entanto nao interfere com a redugao eletrocatalitica
do NO. Os resultados indicam que os microsensores demostram uma elevada seletividade
ao NO, maior do que o reportado para os microsensores baseados na sua oxidagao

(Bedioui et al., 2010).

A) 1 uM NO
80 uM NO,’
250 uM AA
8 uM DA
0.5nA 80 uM DOPAC
N Ao
=
0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0

E/V vs. Ag/AgCI

B)

——20uMHO,
——20uMH0O, + 1 M NO

0.5nA

0,0 02 -04 06 08 -0
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.24 — (A) Voltametria de ondra quadrada obtida por um microsensor
Hemina/MWNTs/Quit EDC em PBS e na auséncia de O2 para |pM NO, 80 yM de NO,, 250
puM ascorbato, 8 pM dopamina e 80 yM de DOPAC. (B) Scans de Voltametria ciclica
contendo 20 yM H202 seguido da adigao de | yM de NO.

3.5. Medicio de Oxido Nitrico In Vivo em Cérebro de Rato
Para demonstrar a utilidade do microsensor CFM/MWNTs/Quit-EDC, procedeu-se a
aplicagao exodgena “in vivo” em cérebro de rato de pequenos volumes de NO. Uma solugao

saturada foi aplicada localmente com a ajuda de uma micropipeta localizada a 250 pm da
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ponta do elétrodo. Os sinais obtidos exogenamente sao de curta duragao (Santos et al,
201 1) e sao necessarios parametros eletroquimicos com elevada resolugao temporal, e por
isso a janela de potencial para os voltamogramas de onda quadrada foi dentro do intervalo
de -0.5 2 -1.0V com um degrau de 10 mV e uma frequéncia de 25 Hz.

A fig.3.25A mostra varios varrimentos obtidos apods aplicagao local de 125 nL da
solugao saturada de NO no hipocampo de rato. A amplitude maxima do pico foi obtida no
terceiro varrimento apés a injegao de NO, seguida de um rapido abaixamento nos
varrimentos posteriores. Em todas as experiéncias, O NO foi detetado nos primeiros 2 a 3
varrimentos apds a sua injecao pela micropipeta, correspondendo a uma duragao de
aproximadamente 10 s, de acordo com resultados obtidos com microeléctrodos revestidos
com Nafion (Santos et al, 2011) A duragao do sinal bem como o seu potencial esta
representado no grafico a cores da Fig.3.25B.

Antes da insercao do microeléctrodo no cérebro de rato, o biossensor foi calibrado
com solucoes de NO de concentracao 250, 500 e 1000 nM. A sensibilidade obtida foi de
NO foi de 3.97 nA / uM, e com base neste calculo, a concentragao maxima de NO detetada
in vivo foi de aproximadamente | pM. O potencial de pico do NO foi de -0.850 V, cerca de
0.075 V desviado do seu valor in vitro, devido provavelmente a composicao do meio extra
celular e/ou do uso de uma pseudo-referéncia de Ag/AgCl usada na configuragao de dois

elétrodos.
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Figura 3.25 — Detecao de NO exodgeno in vivo em cérebro de rato. O NO foi
medido apos injecao de pequenos volumes (nl) de uma solugao saturada injetados por uma
micropipeta a 250 pm do microsensor inserido no hipocampo. A) Voltamogramas de onda

quadrada ap6s injegao local de 125 nl de NO. B) Grafico a cores da intensidade da corrente.
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4. CONCLUSOES

Devido as propriedades fisico-quimicas e interagao com inumeros alvos biologicos, a
detecao da molécula de NO requer metodologias capazes de aliar uma medicao em tempo
real do analito com elevados niveis de seletividade e sensibilidade. Como o NO é
responsavel pela regulagio de fenomenos de neurotransmissao, os microeléctrodos de
carbono constituem uma ferramenta analitica com grandes potencialidades para o estudo de
mecanismos nos quais o NO exerce a sua atividade no cérebro. O conjunto de dados

recolhidos neste trabalho permitiram concluir:

I. Os métodos de imobilizacao na superficie de elétrodos de carbono influenciam a
forma como o NO interage com o centro ativo das diferentes macromoléculas
estudadas. Apesar de todas possuirem no seu centro ativo um heme férrico, os
tempos de resposta e a seletividade sao distintos entre as macromoléculas, devido a

distancia entre o centro ativo e o analito.

2. A elaboracao de microeléctrodos de fibra de carbono e o seu revestimento com um
filme de MWNTs/Hemina/Quit-EDC possibilitou a detecao de NO a potenciais de
reducao de uma forma sensivel e seletiva na gama de concentragées dos nanomolar.
Além disso, apos inser¢ao do biossensor no hipocampo de cérebro de rato, a

resposta a NO é mantida, o que indica uma forte robustez do filme imobilizado.
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