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APRESENTACAO

Doencas hepaticas sdo um problema de saude publica visto que a taxa de
mortalidade por doencas do figado e causas relacionadas estd crescendo
gradativamente. Os fatores relacionados com este aumento incluem consumo
abusivo de bebidas alcodlicas e desenvolvimento de sindrome metabdlica, visto
que a obesidade e as doencas relacionadas afetam diretamente as funcgdes
hepaticas.

O diagndstico das principais doencas do figado é feito com base na
detecgdo da enzima alanina aminotransferase (ALT). Sua mensuragdo pode ser
realizada utilizando diferentes técnicas, sendo as eletroquimicas as que se
destacam. O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para diagndéstico
de doencas é uma ferramenta promissora devido as vantagens que estes
dispositivos apresentam como: miniaturizacdo andlise em tempo real, alta
sensibilidade e seletividade. Desta forma, frente a importancia de se ter
dispositivos cada vez rapidos, de facil manuseio, de baixo custo e confiaveis para
deteccdo de ALT, o presente trabalho visa o desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico para andlise indireta de ALT, utlizando eletrodo de grafite

modificado com poli (4-aminofenol).



CAPITULO 1:

FUNDAMENTACAO TEORICA



1. ANATOMIA E FUNCOES DO FiIGADO

O figado é o maior 6rgao solido e metabolicamente complexo do corpo.
Esté localizado no quadrante superior direito da cavidade abdominal, abaixo do
diafragma, estando protegido pela caixa toracica [1]. Consiste de dois I6bulos,
cada um contendo outros multiplos Iébulos e sinusoides. O figado recebe 75% de
sua demanda de sangue pela veia portal, que tras sangue proveniente do
coracdao, intestino delgado, estdbmago, pancreas e baco. Os 25% remanescentes
séo de sangue arterial, levado ao figado pela artéria hepatica [2] (Figura 1).

As células primarias do figado sdo os hepatdcitos, também conhecidos como
células parenquimaticas que formam os I6ébulos do figado. Representam 80% do
volume do figado. Os outros 40% sdo células ndo parenquimaticas que
constituem as células que revestem as paredes dos sinuséides. As células de
revestimento sdo células endoteliais, células de Kupffer e células estreladas [1].

Os hepatdcitos sdo responsaveis pelas funcdes bioldgicas hepaticas como a
metabolizacdo de algumas substancias (por exemplo, o alcool etilico e uma gama
de drogas) e pela producéo da bile [3].

Devido as suas conexdes anatdomicas e suas fun¢bes bioquimicas, o figado
exerce um papel central no metabolismo, nos processos digestivos,
desintoxicantes e de eliminacdo de varias substancias do corpo. Ele recebe
sangue venoso do intestino de modo que todos os produtos da digestdo, mais as
drogas e outros xenobidticos ingeridos, passam por ele antes de entrar na
circulacao sistémica. Metabolicamente é responsavel pela sintese e degradacao
do heme, na sintese dos &cidos biliares, além de atuar no metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas [1] .

A avaliacao das funcdes do figado € importante para o diagndéstico de diversas
desordens clinicas como a hepatite A, B, e C, cirrose, esteatose hepética nao
alcoodlica (EHNA), hepatite induzida por drogas [4] carcinoma hepatocelular [5] e

sindrome metabdlica (SM) [6].


http://pt.wikipedia.org/wiki/Droga
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Figura 1: Visdo esquematica da anatomia do figado [7]

Atualmente estudos sobre mortalidade enfatizam a importancia das causas
relacionadas as doencas do aparelho circulatério, neoplasias malignas e causas
externas. Entretanto, muito pouco € conhecido sobre a andlise das doencas
hepéticas, que também formam um importante agrupamento de causas de morte
[8]. No Brasil, por exemplo, dados do ministério da saude registraram um total de
751 Obitos e taxa de mortalidade 17,78 nos estados brasileiros, referente apenas

ao més fevereiro de 2011 (tabela 1) [9].

Tabela 1: Dados relacionados a doenca do figado registrados em fevereiro

de 2011, nos estados brasileiros.

Regido/UF Internacgoes Obitos Taxa de Mortalidade
TOTAL 4225 751 17,78
Regido Norte 264 41 15,53
Regido Nordeste 1.086 186 17,13
Regido Sudeste 1.913 381 19,92
Regido Sul 749 99 13,22
Regido Centro-Oeste 213 44 20,66

Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informac¢des Hospitalares do SUS
(SIH/SUS) [9].

Inimeras doencas podem ocasionar lesdes no tecido hepatico. De um
modo geral, independente da etiologia ou grau de fibrose, esta gama de

4



7

patologias € denominada hepatopatia [10]. As principais hepatopatias, sao
descritas e caracterizadas a seguir:

Esteastose hepatica (EH): E o termo geral utilizado para caracterizar
acumulo excessivo de gordura no figado. Acumulam-se mais comumente
triacilglicerdis (TAG), pois possuem a taxa de renovacdo mais elevada de todos
0s ésteres de 4cidos graxos hepaticos. Nesta patologia, a captacdo hepatica de
acidos graxos livres (AGL) do tecido adiposo e da dieta é desimpedida, enquanto
que o descarte dos AGL por meio de oxidacdo, esterificacdo e secrecdo de
proteinas de muito baixa densidade (VLDL) esta limitado. A origem da esteatose
pode estar relacionada ou ndo com o uso abusivo de &lcool. Quando nédo esta
relacionada, a origem e os fatores que contribuem para o seu desenvolvimento
incluem resisténcia a insulina (IR) [11,12], obesidade [13], diabetes mellitus tipo 2
(DM2) [14] e fatores genéticos [15] .

Esteatose hepatica ndo alcoolica (EHNA): E a doenga de figado mais
comum nos Estados Unidos e possivelmente do mundo atingindo proporgdes de
epidemia [16]. E definida como acumulo de gordura no figado acima de 5-10% do
peso, em individuos que ndo consomem quantidades significativas de alcool e
ndo possuem evidéncias laboratoriais de auto-imunidade, virus, doenca hepatica
induzida por toxinas ou erros inatos do metabolismo [14]. Pacientes com EHNA
geralmente apresentam niveis elevados de alanina aminotransferase (ALT),
hepatomegalia, inflamacao e necrose [11].

Esteatohepatite ndo alcodlica (NASH): E o quadro clinico evoluido da
EHNA. O figado de pacientes com NASH apresenta um grau elevado de
inflamacédo, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, necrose e fibrose. A
predisposicao de desenvolver cirrose e carcinoma hepatocelular se torna bastante
proeminente em pacientes com NASH [15].

Hepatopatia alcodlica: Compreende um espectro de sindromes clinicas e
alteracdes patologicas no figado provocadas pela ingestédo de alcool, variando do
acumulo simples de gorduras neutras nos hepatdcitos (esteatose hepatica
alcodlica) até cirrose e carcinoma hepatocelular. N&ao existe uma dose de
ingestdo de alcool precisa que ira acarretar o desenvolvimento de doenca

hepatica alcodlica. Contudo dos consumidores de alcool a longo prazo, 90-100%



desenvolverdo EH, porém apenas 10-35% desenvolverdo hepatite alcodlica e 8-
20% desenvolveréo cirrose alcoolica [17].

Hepatite alcodlica: Inclui a alteracdo gordurosa macrovesicular mais uma
resposta inflamatoria difusa a leséo e necrose (frequientemente focal); uma cirrose
estabelecida também pode estar presente. A hepatite alcodlica, com seus
infiltrados celulares inflamatorios difusos e necrose, é vista freqientemente como
0 estagio intermediario entre a esteatose hepatica e a cirrose [18].

Cirrose: A cirrose ndo € uma doenca independente, mas é a condi¢cao
terminal de outras doencas do figado causadas pelo virus da hepatite, alcool,
desordens metabdlicas, colesterase, desordens circulatérias, autoimunidade,
substéancias toxicas, drogas, infeccfes diferentes das relacionadas com a hepatite
viral, doencas congénitas e razdes desconhecidas que ndo tém cura e progridem
cronicamente [19].

Carcinoma hepatocelular: E o cancer de figado que surgiu de
hepatdcitos. E o quinto caAncer de maior ocorréncia mundial e o terceiro no ranking
de mortalidade [20]. A cirrose é o maior fator de risco para seu desenvolvimento,
outras causas podem estar relacionadas, dentre elas: cirrose descompensada,
hepatites virais, NASH, DM2 e fatores genéticos [21].

A forma mais precisa de diagnostico das doencas hepaticas é por meio da
avaliacdo por biopsia do 6rgéao lesionado, geralmente ndo indicada por ser um
método agressivo. A analise sanguinea, principalmente a quantificacdo das
enzimas hepaticas, com destaque para as transaminases € um método confiavel

e relevante para diagnosticar estas patologias.

2. DIAGNOSTICO DAS HEPATOPATIAS E DOENCAS RELACIONADAS

As estratégias mais eficientes para a deteccdo das hepatopatias sao
baseadas no ensaio para quantificacdo das transaminases denominadas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase ou transaminase
glutdmico piravica (ALT/GPT) em amostras de sangue. Embora ambas
transaminases apresentem concentracdes elevadas no soro sempre que 0S

processos patologicos afetam a integridade da célula hepatica, a ALT é a enzima



mais especifica do figado, pois a AST € encontrada em maiores propor¢cdes em
outras células, além disso, sua atividade mantém-se elevada durante mais tempo
comparado com a AST [22].

A principal fonte de ALT é o figado, mas também pode ser encontrado em
menores quantidades nos rins, cora¢do, musculo esquelético e pancreas [23]. No
figado, localiza-se no citoplasma (90%) e na mitocondria (10%). A ALT catalisa a
transferéncia do grupo amina da alanina para o alfa-cetoglutarato com formacéao

de piruvato e glutamato [24] (Figura 2).

CH3 CH 0 .
O=C CH,—C N4
! ALT 2 Nom RN
CH—N]—I;{_ + C=0 — e | -
= - N
| CH» |
COO~ g';liz | . § —
CH-NH
Alanina | 2 3 |
0-C i
OH COO CHy
a-cetoglutarato Glutamato Piruvato

Figura 2: Reacdo de transaminacao catalisada pela ALT.

Pequenas alteracdes nos niveis de ALT sdo encontradas nas hepatites
cronicas (especialmente hepatite C e NASH) e uma elevacdo mais acentuada é
encontrada nas hepatites alcodlica e agudas virais [25]. Alteracdes plasmaticas
também sdo observadas no soro de pacientes com cirrose, necrose hepatica,
colestase, isquemia hepatica, tumor hepatico, drogas hepatotdxicas, ictericia
obstrutiva, miosite e pancreatite [17]. Recentes estudos demonstraram que niveis
alterados de ALT também estdo associados a obesidade, IR, DM2 e outras
doencas relacionadas a SM [10-13].

Em circunstancias normais, a ALT, encontra-se dentro das células
hepaticas, contudo na incidéncia de uma lesdo ou injaria, ocorre rompimento
destas células, causando um extravasamento desta enzima para 0 Ssangue,
resultando em um aumento significativo nas concentracfes seéricas desta enzima
[26].



Dessa forma, a ALT além de ser uma importante ferramenta para
diagnostico das hepatopatias e grau de lesdo hepatica, a sua mensuragao ja é
utilizada para diagnosticar outras doencas metabdlicas devido a forte relacéo

existente com as mesmas.

3. FORMAS DE DOSAGEM DE ALT

A concentracdo normal no sangue de ALT é de 5 — 40UL™ no sangue e no
plasma, respectivamente. No entanto, quando o 6rgdo esta doente ou danificado,
0s nhiveis de ALT podem aumentar mais de 50 vezes acima do nivel normal,
sendo uma elevacdo moderada entre 96-240 UL™ e alta entre 240-960 UL™ [27].

As principais estratégias para a deteccdo de ALT incluem técnicas
espectrofotométricas, quimioluminescentes, cromatogréaficas, fluorecentes, além
de radioquimicas e eletroquimicas [28,25]. Das técnicas convencionais como a
espectrofotometria, ha certas desvantagens, como a andlise da amostra ser
realizada em laboratorios clinicos, requerindo reagentes complexos, caros e mao-
de-obra especializada [29]. Assim, uma maior atencao tem sido dada nos ultimos
anos as técnicas eletroquimicas, que normalmente sdo baseadas em dispositivos
minituarizados, com uso de pequenas quantidades de amostra, procedimentos
simples e altamente sensiveis, com grau elevado de especificiade e confiabilidade
nos dados obtidos. Biossensores eletroquimicos sdo exemplos de dispositivos

com essas vantagens.

4. BIOSSENSORES

Durante os ultimos 20 anos, a pesquisa e desenvolvimento global no
campo de sensores tem crescido exponencialmente em termos de investimento
financeiro, publicagbes na literatura e nimero de pesquisadores ativos [30]. Um
sensor quimico € um dispositivo que transforma uma informacdo quimica,
variando desde a concentracdo especifica de um componente da amostra até a
analise de sua composicéo total, em um sinal analitico [31].

O termo biossensor refere-se a um dispositivo analitico que contém um
material biolégico sensivel imobilizado, tal como enzimas, anticorpos/antigenos,

DNA, bactérias, tecidos, etc. interligado a um transdutor, responsavel por



identificar e converter um sinal baseado nas alteragfes biol6gicas em um sinal
quantitativo, diretamente proporcional a concentragéo do analito [32].

Tais dispositivos sé@o importantes ferramentas analiticas utilizadas para
diagnéstico clinico [28], na deteccdo de farmacos, residuos ambientais [33],
controle e qualidade da &gua e de alimentos [34], controle de doengas, na
industria de bebidas [35], dentre outras. Oferecem diversas vantagens sobre o0s
métodos existentes, tais como menos tempo de andlise, baixo custo,
miniaturizacdo, elevada seletividade e sensibilidade [28] e capacidade de
deteccdo em tempo-real que € desejado na andlise clinica e biomédica,
particularmente em diagnosticos proximos aos pacientes, onde o teste deve ser
rapido e um pequeno volume de amostras € requerido [36,37].

Sendo assim, 0s sensores baseados em biomoléculas contribuem para o
estabelecimento das técnicas analiticas, representando uma nova ferramenta
para a determinacdo de analitos (glicose, uréia, lactato, colesterol, DNA,
antigenos, anticorpos) em fluidos corpéreos como o sangue [30,38].

Uma gama de configuracbes destes dispositivos confere grande
versatilidade no desenvolvimento dos biossensores, dependendo das
caracteristicas do elemento biolégico e do transdutor utilizado. A figura 3

demonstra o esquema representativo de um biossensor.
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1: Analito Eletroquimico: Amperométrico/Potenciométrico
2: Biomolécula nido-especifica Elétrico: Condutividade
3: Biomolécula complementar ao analito OptiCO' Luminescéncia/Fluorescéncia/indice de Refracio
2 b Térmico: Calorimetria
5: Grafite (Superficie do transdutor)

Piezoelétrico: Variacao de massa

Figura 3: Representacao esquematica do biossensor [39].

O tipo de transducéo de sinal esta diretamente relacionado a caracteristica
fisica ou quimica do produto gerado pelo componente bioldgico [40,41]. Dentre os
transdutores, um dos mais utilizados para a constru¢cdo de biossensores é o

eletroquimico. Dentre as diversas técnicas utilizando esse transdutor, a voltametria



ciclica tem se mostrado eficaz. Esta técnica mensura a corrente produzida pelos
processos de oxidagdo-reducdo que ocorrem na superficie de um eletrodo através
de variacdo de potencial. A resposta obtida € proporcional a concentracdo do
analito [28].

Os transdutores eletroquimicos comumente utilizados na constru¢cdo dos
biossensores sdo os eletrodos condutores. Dos diversos materiais empregados
como ouro, platina, carbono vitreo, destaca-se o uso de carbono grafite devido as
suas vantagens tais como: baixo custo, monitoramento on site, facil manuseio, e
grandes possibilidades de modificacdo da superficie.

O material biolégico a ser imobilizado na superficie do transdutor é
denominado camada de bioreconhecimento. Dependendo da natureza deste
material, pode ser dividida em duas grandes classes: Os biocatalisadores
(enzimas, microrganismos, materiais teciduais) e o0s bioligantes (anticorpos,
acidos nucléicos, lectinas) [34].

Uma forma de classificar os biossensores € pelo tipo de molécula que é
imobilizada na superficie do transdutor . De tal maneira, 0s biossensores sao
divididos em: Enzimaticos, = Genossensores, Imunossensores e
Microbiolégicos. O principio de funcionamento de cada um dos respectivos
biossensores pode ser entendido da seguinte maneira:

Enziméticos: baseiam-se na imobilizacdo de enzimas, tendo seu principio de
funcionamento baseado na atividade especifica sobre um composto (substrato)
ou uma determinada classe de compostos. O funcionamento desses biossensores
pode também envolver a inibicdo da enzima pelos referidos compostos, afetando
a quantidade de substrato consumido ou produto gerado, ou pelo monitoramento
direto da espécie eletroativa gerada/consumida na catalise enzimatica [34,42].

Genossensores: baseiam-se na imobilizacdo de fragmentos de DNA ou
oligonucleotideos. A chamada simples fita (SSDNA), apos interagdo com alvo
complementar regenera a dupla fita (dsDNA), num processo denominado de
hibridizacdo. Este sinal pode ser detectado diretamente pela oxidagdo-reducao
das bases nitrogenadas do DNA que pode ser auxiliado pelo uso de mediadores,
reduzindo o potencial de reagdo como compostos a base de cobalto ou ruténio

[43]. A deteccao pode ser indireta pelo uso de indicadores, como brometo de
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etidio, azul de metileno que possuem afinidades diferentes por sistemas contendo
simples e duplas fitas [44].

Imunossensores: baseiam-se no uso de um anticorpo que reage
especificamente com uma substancia (antigeno) a ser testada. A imobilizacdo do
receptor (por exemplo, antigeno) sobre um substrato é conveniente para
aplicacbes de reconhecimento biomolecular para deteccdo da molécula alvo (por
exemplo, anticorpo) presente na solucédo. A especificidade da interacdo antigeno-
anticorpo permite o desenvolvimento de imunossensores para diagnosticos
clinicos, monitoramento ambiental, dentre outros [34].

Microbiol6gicos: consiste na imobilizacdo de células microbiolégicas sobre o
transdutor. O principio de operacdo destes biossensores é baseado no uso das
funcdes metabdlicas e respiratorias do microorganismo para detectar um analito
que seja o substrato ou um inibidor destes processos. Lei e colaboradores [45]
reportaram algumas das recentes aplicagfes dos biossensores microbioldgicos no
monitoramento ambiental e para o uso em alimentos, fermentacdo e campos

similares.

4.1. BIOSSENSORES ENZIMATICOS

Biossensores enzimaticos estdo atraindo atencdo generalizada na éarea
clinica, ambiental e biotecnolégica. Trata-se de um dispositivo que combina
sensibilidade e seletividade de uma enzima com um transdutor. Para alcancar
elevada sensibilidade, rapido tempo de resposta, e estabilidade quimica dos
materiais responsaveis pelo reconhecimento, métodos de imobilizacdo e
estabilizacdo adequados para a enzima e 0 mediador devem ser explorados [46-
48].

Sabe-se que enzimas sao estruturas complexas, que possuem grupos
cataliticos e muitas vezes requerem cofatores especificos ou coenzimas para
desempenhar catalises bioquimicas [49]. Todas as enzimas possuem centros
ativos. Neste local, processam-se as reacdes especificas com determinados
substratos. Esse centro ativo é geralmente constituido de residuos de
aminoacidos de uma cadeia de proteina, e um grupo nao-protéico, sendo

responsavel pela atividade biologica. Algumas dependem somente da sua prépria
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estrutura protéica (apoenzima) para exercer sua atividade, enquanto outras
necessitam também de um ou mais componentes nao-protéicos chamados de
cofatores, que podem ser ions metalicos (metaloenzimas) ou moléculas organicas
(coenzimas) ou ambos. O complexo cataliticamente ativo enzima-cofator é
denominado de holoenzima [50,51].

Alguns biossensores séo encontrados na literatura para mensuracao de ALT,
diversas estratégias sao propostas, mas a maioria utilizando sistemas complexos
envolvendo transdutores de alto custo como ouro e platina [52,53]. De forma que
dispositivos mais adequados, simples e de baixo custo sdo necessarios.

Este trabalho propde o desenvolvimento de um biossensor para a medida de

ALT, de acordo com as reacfes 1, 2 e 3 indicadas abaixo:

ALT
L-alanina+a-cetoglutarato — piruvato+L-glutamato (1)

PyO

Piruvato+0O, +fosfato —» acetilfosfato +CO,+H,0, (2)

H,0; + 4-APP(red) — 4-APP(0x) + H,O (3)

4.2. TECNICAS DE IMOBILIZACAO

As técnicas de imobilizacdo de biomoléculas mais utilizadas sdo as de
formacao de ligacdo covalente e adsorcédo [54]. Outros processos como 0s de
ligacdo cruzada (cross-linking) e oclusdo (entrapment) também sé&o utilizados

[55,56]. Podemos destacar as caracteristicas de cada procedimento como:
Adsorcao fisica: baseia-se na formacédo de forcas atrativas de Van der

Waals, ligagbes de hidrogénio e complexos de transicdo de elétrons entre as

biomoléculas e o eletrodo. Este método, ndo exige qualquer modificagdo quimica
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causando menos dano a biomolécula, e possui a vantagem da simplicidade,
requerendo apenas uma solugcédo contendo o componente bioldgico [57,58].
Ligacdo covalente: esta técnica baseia-se na reacdo entre grupos funcionais
terminais da biomolécula, ndo essenciais a atividade biolégica e grupos reativos
da superficie do transdutor, dentre as diversas superficies pode-se ter um filme
polimérico. Embora esta técnica possua a vantagem de dificilmente o componente
bioldgico se desprender da matriz de suporte, € extremamente relevante que seus

sitios biolégicos sejam preservados [59,60].

Oclusdo: esta técnica é utilizada quando o componente biologico é preparado
em conjunto com o produto de modificacdo da superficie do eletrodo, deixando
assim as biomoléculas aprisionadas. Normalmente esta camada de modificacao é
separada da solucdo teste por uma membrana semipermeavel, de forma a
retardar a lixiviagcdo do componente biolégico. O processo de interacdo pode ser

puramente fisico ou envolver ligacdes covalentes [54].

Ligagcdo Cruzada: baseia-se na imobilizagdo como resultado da reacdo do
componente biolégico com um agente bifuncional em que se formam as ligacfes
covalentes intermoleculares [61,62]. Os reagentes que permitem o uso desta
técnica contém grupos reativos terminais especificos para os grupos funcionais
(por exemplo, aminas) que se encontram nas outras moléculas a imobilizar.

A resposta das moléculas imobilizadas depende da éarea superficial,
porosidade, carater hidrofilico da matriz imobilizada, condicdes de reacdo e
metodologia escolhida para a imobilizacdo. De uma forma esquemaética, as

diferentes formas de imobilizagcéo, encontram-se representadas na Figura 4.
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Componente
Biolégico

Suporte Poroso
ou Sélido

Matriz polimérica

/ Agente
Bifuncional

Figura 4: Esquema representativo dos quatro principais métodos de imobilizacdo
de biomoléculas. (a) Adsorc¢ao Fisica, (b) Ligacdo Covalente, (c) Oclusao (d)

Ligacédo Cruzada [54].

Juntamente com as técnicas de imobilizacdo que sado utilizadas para
melhorar a interacdo entre o0s componentes do biossensor, existem
procedimentos que promovem melhores interacbes e consequentemente
melhores repostas analiticas, como é o caso da utilizacdo de polimeros

condutores.

5. UTILIZACAO DE POLIMEROS CONDUTORES PARA A CONSTRUCAO
DE BIOSSENSORES

Os polimeros sdo parte integrante da nossa existéncia e tudo que nos
rodeia, desde os blocos basicos de construgdo aos constituintes da vida como
proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos, que sédo poliméros [27]. Podem ser
definidos como compostos de origem natural ou sintética com alta massa molar
formados pela repeticho de um grande numero de unidades quimicas
(mondmeros) unidas entre si por ligagbes covalentes. Existem polimeros

organicos e inorganicos, ambos sendo importantes comercialmente [63].
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Umas das propriedades mais importantes dos polimeros € a capacidade de
comportarem-se como excelentes isolantes elétricos. Contudo, nas trés ultimas
décadas, uma nova classe de polimeros organicos tem sido desenvolvida, cuja
importancia esta relacionada a possibilidade de conduzir eletricidade [64]. Os
membros desta nova classe de materiais, chamados de “metais sintéticos”,
possuem uma caracteristica em comum: longos sistemas 1 conjugados ao longo
da cadeia, responsaveis por uma condutividade elétrica intrinseca. O interesse
evidente é combinar em um mesmo material as propriedades elétricas de um
semicondutor ou metal com as vantagens de um polimero [65].

Inimeras aplica¢gBes tecnoldgicas tém sido propostas e desenvolvidas para
polimeros condutores, devido, principalmente, as suas propriedades de
condutividade e eletroquimicas de oxi-reducdo. A figura 5 ilustra algumas
aplicacbes conhecidas e outras propostas para os polimeros condutores, em

funcéo das suas propriedades [66].

Fotocopiadoras & Sitograriy
e Fotocondutividade Mlcromotores Reagodes Fotoquimicas
£ Ba.te['as 3 " Transdutores
Plastlcat{s:- S
| Condutividade Piezoeletricidade Sensores de
estado solido
Compésitos Condutores Polimeros Condutores
Superficie Condutora
Membranas 7
Separagao de Gases Eletrocromismo
< "Dispositivos” Ferromagnetismo
Optica nao-linear ) " Eletrocromicos s
T, SRR zenamento Ma
S Geradores U, ?;!:ﬂt?-!!!!@-_‘}@?ﬁ

“Hamonices”
Figura 5: Esquema mostrando varias aplicacdes conhecidas e propostas para

polimeros condutores, em funcéo das suas propriedades [66].

Duas maneiras sdo comumente utilizadas para tornar o polimero condutor:
por meio de processo fisico ou dopagem eletrénica. No processo fisico ocorre
apenas uma mistura fisica de um polimero nao-condutor com um material
condutor como, por exemplo, um metal ou p6 de grafite distribuido através do

material [67]. Ja a dopagem eletrbnica, € um procedimento de adicdo de
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‘impurezas” quimicas a um elemento semicondutor, para transforma-lo num
elemento mais condutor, porém de forma controlada [68].

O funcionamento da dopagem € baseado no principio de semiconducédo. A
capacidade do semicondutor de transportar corrente elétrica pode ser ampliada:
pela adicdo de elétrons na banda de conducdo, um semicondutor tipo n (negativo)
e pela remocgdo de elétrons da banda de valéncia, um semicondutor tipo p
(positivo) [69]. Na dopagem dos polimeros, as “impurezas” sao introduzidas nas
cadeias fazendo a interacdo gerar deformacbes e “defeitos carregados”
localizados, responsaveis pelo aumento na condutividade [70].

Um método de tornar o polimero condutor € por meio de
eletropolimerizacdo [71]. Neste tipo de processo, o polimero em formacdo na
superficie de um eletrodo € dopado pelo eletrélito suporte presente na solucao.
Este material apresenta caracteristicas favoraveis que contribui para a sua
crescente utilizacdo no desenvolvimento de biossensores dentre as quais se
destacam: facilidade no controle de formac&do (quantidade, espessura do
material), estabilidade ao ambiente e em solu¢cbes aguosas, condutividade elétrica
e protecdo do eletrodo de adsorcdo de analitos ndo especificos. A presenca de
grupos funcionalizados em sua estrutura € um dos principais interesses na
construcdo de um biossensor, pois pode promover uma melhor interacdo com a
sonda (camada de bioreconhecimento) a ser imobilizada sobre o transdutor [72].

Polimeros formados dessa maneira sdo normalmente chamados de filmes
poliméricos devido a fina espessura que pode ser construida sobre os eletrodos.
Derivados de mondmeros aromaticos funcionalizados, eletrodepositados em
eletrodos condutores, tem sido uma das principais atividades do Laboratério de
Filmes Poliméricos e Nanotecnologia (LAFIP/Nanotec). Dentre eles estdo o
estudo de eletropolimerizacdo de 4-aminofenol [73], 3-aminofenol [74] e tiramina
[75]; estudos de imobilizacdo de bases nitrogenadas de DNA sobre aminofendis
[76-78] e 4-metoxi-fenetilamina [79]; estudo da eletropolimerizagédo e imobilizagao
de estruturas de DNA utilizando acido 4-hidroxi-fenilacético [80,81] e acido 3-
hidroxi-fenilacético [82].

Filme polimérico derivado 4-aminofenol eletrodepositado sobre eletrodo de

grafite apresenta caracteristicas favoraveis para sua aplicagdo no
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desenvolvimento de biossensores [73], contudo poucos estudos sédo encontrados
na literatura com este propaosito.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de biossensor eletroquimico para deteccdo indireta de
alanina aminotransferase, utilizando superficie de carbono grafite modificado com

filme polimérico derivado de 4-aminofenol.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificacdo eletroquimica de eletrodos de carbono de grafite com polimero
derivado de 4-aminofenol;

e Avaliacao da estabilidade eletroquimica do filme polimérico;

e Imobilizagcdo da enzima piruvato oxidase sobre a superficie do eletrodo

modificado com filme polimérico;

e Deteccédo indireta de ALT, por monitoramento do pico de oxidagao do mediador

4-aminoantipirina (4-APP);

e Estudo da sensibilidade e seletividade do biossensor produzido.

e Caracterizagdo morfologica da superficie.
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Abstract

High concentrations of alanine aminotransferase (ALT) in human serum indicate
hepatic disorders. This paper reports a new procedure for ALT determination using
pyruvate oxidase (PyO) immobilized onto graphite electrode modified with poly(4-
aminophenol) and 4-aminoantypirine as an indicator of enzymatic system. The
characterization of the resulting bioelectrode was performed using atomic force
microscopy (AFM) techniqgues. AFM images indicate that the enzyme was
successfully incorporated onto the modified graphite electrode. The bioelectrode
obtained showed attractive characteristics such as a short response time (about
200 s), a low detection limit to ALT (0.003U/L) and good stability (95% of response
after 4 weeks).

The combination of enzymatic assay for ALT and modified electrode with poly(4-
aminophenol) is a promising approach towards the development of a diagnosis kit
for hepatic disease using electrochemical detection.

Keywords: Alanine aminotransferase; modified electrode, pyruvate oxydase,

poly(4-aminophenol).
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1. Introduction

Liver diseases are a growing public health problem that affects million
people worldwide [1, 2]. The evaluation of hepatic function is important for the
diagnosis of a number of clinical disorders, such as hepatitis A, B, C, cirrhosis,
steatosis and hepatitis induced by drug [3]. The measurement of alanine
aminotransferase (ALT) in blood is frequently used [4-8] to determine these
diseases or only to evaluate the liver function.

ALT is found primarily in the liver and kidneys, with smaller amounts in the
heart and in skeletal muscles [9-11]. It has a catalytic activity of reversible
conversion of alanine and a-ketoglutarate (a-KG) to pyruvate and glutamate.
Under normal circumstances, this enzyme resides within the cells of the liver, but
when the liver is injured, it is spilt into the blood. Elevated levels of ALT are a
signal of liver damage such as hepatitis and jaundice [12]. Recent studies found
alteration in ALT concentrations in individuals with metabolic syndrome [13, 14],
insulin resistance [15], diabetes mellitus and obesity [16], revealing that the
measurement of this enzyme concentration is an important tool for the diagnosis of
these diseases t0o. Normal levels of ALT are 5 and 40 U/L™, respectively in blood
and serum, following severe liver damage, ALT levels increase to >50 times the
normal level with moderate elevation at 96—240 U/L™ and high elevation at 240—
960 U/L™ [17].

Some of the main detection strategies, such as colorimetry,
chemiluminescence, chromatography and electrochemical techniques have been
employed for ALT determination [17]. Methodologies based on conventional
spectrophotometric assay, which are routinely performed in clinical laboratories,
require complex reagents, are costly and require trained operators. Therefore,
there is a recent growing demand for the development of healthcare devices and
electrochemical sensors that have proven advantages for such applications [18].

A number of biosensors for ALT monitoring have been reported, using
electrode without modification or on modified platforms [19], based on the
glutamate oxidase [20-23] and pyruvate oxidase (PyO) [2] using indirect on
electrochemical detection with mediators [24-26]. Most of these devices were

developed using expensive transducers such as gold [22] and platinum [24].
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Electrodes electrochemically modified by polymeric films offer advantages
in the construction of biosensors, helping in the interaction of the analyte with the
target and increasing the electric conductivity [27]. The development of polymeric
films using 4-aminophenol have already been reported [28-31]; however, no study
using poly(4-aminophenol) as matrix for immobilization of pyruvate oxidase aiming
at the detection of alanine aminotransferase is found in the literature. In this way,
we report the development of an electrochemical bioelectrode for ALT detection,
based on pyruvate oxidase immobilized on graphite surface modified with 4-

aminophenol using 4-aminoantypirine (4-APP) as mediator.

2. Experimental Section

2.1. Apparatus

All electrochemical experiments were carried out using a potentiostat CH
Instruments, model 760 C connected to a serial output program. Surface
morphology was assessed through atomic force microscopy (AFM) (Shimadzu
SPM 9600).

2.2. Chemical

All reagents used were of analytical grade. The monomer 4-aminophenol
and a-ketoglutarate were purchased from Acros Organics. L-alanine was obtained
from VETEC. 4-aminoantypirine (4-APP), sodium pyruvate, thiamine
pyrophosphate (TPP), flavin adenine dinucleotide (FAD), porcine heart alanine
aminotransferase (E.C. 2.6.1.2) and bacterial pyruvate oxidase (E.C.1.2.3.3) were
purchased from Sigma.

Electrochemical polymerization was performed in a three-compartment cell
using a potentiostat from CH Instruments model 420A. A graphite disk (6 mm
diameter, 99.9995%) from Alfa Aesar was used as working electrode. A platinum
plate was used as counter electrode. All potentials refer to a silver/silver chloride
reference electrode (Ag/AgCl, KCI 3.0 M). Ultra high purity water (Master System,
Gehaka, Brazil) was used for the preparation of all solutions.
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2.3. Electrode surface modification

Prior to the electropolymerization, the bare graphite electrode was
mechanically polished with alumina (0.3 pm) slurry, ultrasonicated, washed with
deionized water and dried in the air. 4-Aminophenol solution was deaerated with
ultra pure nitrogen for ca. 45 minutes, prior to electropolymerization. The monomer
4-aminophenol was electropolymerized on graphite electrode through continuous
cycling of the potential, according to Vieira and col. [31]. After the
electropolymerization, the modified electrode was rinsed with deionized water to

remove non-reacting monomers.

2.4. Thermal stability of the modified electrode

The thermal stability of the graphite electrode modified with poly(4-
aminophenol) was evaluated. The modified electrodes were maintained at 8 + 1
°C, and analyzed by cyclic voltammetry in 0.5 mol.L™ HCIO,4 solution, between
+0.0 V to +1.0 V vs. Ag/AgCl, every 5 days.

2.5. Immobilization of the PyO and detection of ALT

For the pre-conditioning, cleaning and polarization of the surface of the
graphite electrode modified with poly(4-aminophenol), it was subjected to
successive potential scans from 0 to +1.0 V vs. SCE, in phosphate buffer 0.1M,
until the voltammograms remained constant. After, 15 pL of PyO (2 U ml™) and 6
uL TPP (3.0 mM) were dropped onto the electrode. The electrode was dried at
room temperature and then kept under dry conditions at 4 "C before use. For the
detection of ALT, 10 uL of substrates (alanine, 0.1 M and a-KG 0.01 M), 15 pL of
4-APP (1.0 mM) were used during the detections conducted at 37 °C for

25 minutes.
2.6. Interference studies

Common substances found in serum or urine were studied for the
evaluation of the possible interfering effects. 1 mg/dL uric acid (UA), 1mM
glutamate (Glut), 1mM glucose (Glu) or 3.6 mg/dL ascorbic acid (AA) was added
to ALT 0.003 U/L. All experiments were performed at 37°C.
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2.7. Bioelectrode stability

To evaluate the biosensor stability, the modified electrodes containing PyO
were stored at 8 °C, protected from light and oxygen during 30 days.

3. Results and Discussion

3.1. Stability studies of the electrode modified with poly(4-aminophenol)

Studies of electrodeposition and characterization of polymers derived from
4-aminophenol have been described by our group [28, 29, 31] but no study of the
stability in function of low temperature has been reported. Figure 1 shows the
stability of graphite electrode modified with poly(4-aminophenol), during 30 days,
at 8°C.

The electrode modified with polymer film, submitted to low temperature
(8°C), during 30 days, kept about 75% of its electroactivity, indicating maintenance

of the structure of the polymer, after this treatment.

3.2. Immobilization of PyO on the modified electrode

One way to demonstrate the adsorption of a biomolecule on the surface of
transducer is conducting studies using electroactive complexes such as redox pair
potassium ferrocyanide/ferricyanide (negative probe) and hexaammineruthenium
chloride (positive probe) [32, 33].

In order to evaluate the charge-transfer properties on the surface of the
modified electrodes, cyclic voltammetry technique was employed, using
KsFe(CN)s/KsFe(CN)g as redox probe (Fig. 2). Piruvate Oxydase was immobilized
onto graphite electrode modified with poly(4-aminophenol). After immobilization,
the modified electrode containing the enzyme was evaluated in the presence of

the redox probes.

Figure 2 shows a small decrease in the current values of the redox couple

in the modified electrode in presence of PyO (Fig. 2b), indicating that the enzyme
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was immobilized on the surface of the electrode, reducing the electron transfer of
the redox couple to the electrode.

3.3. Morphological characterization of the bioelectrode using atomic force

microscopy

AFM measurements were carried out to characterize the morphological
changes of the electrode modified with or without biomolecules. Fig. 3 shows
representative 2D and 3D AFM images of these surfaces.

Images of bare graphite, graphite/poly(4-aminophenol), graphite/poly(4-
aminophenol)/PyO, presents roughness values of 312 nm, 1133 nm, 306 nm,
respectively. The surface of graphite/poly(4-aminophenol) is rougher than the bare
electrode. That provides a significant increase of the electrode surface area,
interesting for immobilization of a greater number of biomolecules. The roughness
of modified graphite decreases after immobilization of PyO, being observed
formation of numerous clusters, indicating that the enzyme was successfully
incorporated on the modified graphite electrode, in accordance with the
voltammetric studies (see Fig.2).

3.4. Detection of alanine aminotransferase

The modified electrode with polymeric film, containing PyO was utilized for
the detection of ALT using 4-aminoantypirine as indicator of enzymatic reaction
(Fig. 4).

The biocatalyst scheme to evaluate ALT is illustrated in Fig. 4. The enzyme
ALT, in the presence of L-alanine and a-Ketoglutarate, produces pyruvate, which
is a substrate for the second enzyme, pyruvate oxidase. The pyruvate can be
converted to H,O,, oxidizing 4-APP and leading to a decrease in current for 4-
APP. The quantity of 4-APP. produced is directly proportional to the amount of
ALT. The system proposed is compatible with the results obtained in the Fig. 5
Linear voltammetry (Fig. 5A) realized onto graphite electrode modified with poly(4-
aminophenol)/PyO shows that the presence of ALT causes decrease in the current

oxidation of 4-APP. This decrease is associated with the consumption of 4-APP by
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competitive chemical reaction with H,O,, decreasing the availability of 4-APP to
the oxidation in the electrode and, consequently, decreasing the oxidation current.
These results are consistent with the amperometric response obtained in the
presence or absence of ALT (Fig. 5B) where a decrease in the charge values was
obtained for the bioelectrode in the presence of ALT (5.65C) compared with the
bioelectrode in the absence of ALT (6.19 C). Also, it was determined by
chronoamperometry that the response time was less than 200s when the current

was stable (Figure 5B).

3.5. Sensitivity of bioelectrode for ALT

The bioelectrode was evaluated using samples of ALT prepared in buffer

phosphate, monitoring 4-APP through linear voltammetry (Fig. 6).

Since ALT produces H,0; that oxidizes 4-APP, the enzymatic activity can
be determined from the decrease in the current oxidation values in the
bioelectrode (Fig 6A). Fig. 6B shows the oxidation charge of 4-APP in function of
the variation of ALT quantity. The sensitivity, determined from the semi-logarithmic
plot, was 0.003 U/L (correlation coefficient r = 0.998) for ALT over a range of
0.0003UI/L to 3UI/L.

3.6. Interference studies

In the analysis of biological fluids, background signals due to physiological
levels of electroactive species such as ascorbic acid and uric acid create
selectivity challenges [24]. Effect of some common interferents in ALT
determination such as uric acid, glutamate, glucose, ascorbic acid on the poly(4-
aminophenol)/PyO bioelectrode response has been studied (Fig. 7).

Selectivity coefficient (SC) of the bioelectrode for each interferent was
calculated using the equation, SC = I.i/l,, where I and I are the bioelectrode
response for ALT (0.003U/L) in the presence and absence of each interferent,

respectively [34]. The results obtained indicate that the response of the
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bioelectrode is not significantly affected in the presence of such interferents,
indicating high selectivity towards the determination of ALT.

3.7. Electrode stability

The storage stability of biosensors is a critical feature in the context of
potential pharmaceutical and industrial applications [35]. Fig. 8 depicts the stability
of the bioelectrode for ALT, stored in dry state.

Figure 8 indicates that the biosensor response was still 97% of the initial
value after 30 days of storage (8°C). This result was considered as an indication
that the microenvironment of the modified electrode was a stable platform for PyO
immobilization, preventing its leaching and preserving its stability and biological

activity.

4. Conclusion

The present work describes the development of a new ALT biosensor
obtained by immobilization of pyruvate oxidase onto poly(4-aminophenol) matrix.

Poly (4-aminophenol) electrodeposited onto graphite electrode presented
high stability during 30 days, in the conditions of the biosensor storage.

Electrochemical techniques confirmed the PyO immobilization and ALT
detection on the modified surface. AFM images confirmed the modifications in the
surface after the immobilization or ALT detection. The material produced shows a
favorable effect onto a bioactivity of the immobilized PyO in a 30-day storage. The
detection limit obtained was 0.003 U.L™" and interferences studies showed high
selectivity of bioelectrode and fast response.

The system is very promising for the clinical requirements for measurement
of abnormal elevation of ALT in serum with potential application in point-of-care in

diagnostic and home use.
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Figure 1. Stability study onto graphite electrode modified with poly(4-
aminophenol) submitted to the temperature of 8°C. Cyclic voltammetries were
realized in HCIO, solution (0.5 mol.L™).
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Figure 2. Cyclic voltammograms of graphite electrode modified with poly-(4-
aminophenol) in the absence (a) or presence of PyO (b), in KCI solution (0.1
mol.L™") containing KsFe(CN)g (5 mmol.L™), KsFe(CN)g (5 mmol.L™"), 100 mV.s™.
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Figure 3. AFM images of graphite (A), graphite/poly(4-aminophenol) (B),

graphite/poly(4-aminophenol)/PyO (C).
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Figure 4. Schematic diagram displaying the enzyme and electrode reactions

>

involved in the ALT activity onto graphite electrode modified with poly (4-
aminophenol). PyO: pyruvate oxidase, ALT: alanine aminotransferase; 4-APP: 4-

aminoantypirine.
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Figure 5. ALT detection based on graphite electrode modified with poly (4-
aminophenol) using 4-aminoantypirine as electrochemical indicator. (A) Linear

voltammogram, (B) Amperometric response at +0.24V. Absence of ALT (—) and

presence of ALT (---). All the detection was performed in phosphate buffer, pH 7.4.
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Figure 6. (A) Linear voltammetries of bioelectrode for alanine aminotransferase,
based on pyruvate oxidase immobilized on graphite electrode modified with poly
(4-aminophenol) and 4-aminoantypirine as electrochemical indicator, in the
absence or presence of different concentrations of ALT. (B) Calibration curves of
bioelectrode for ALT. Inset: Oxidation charge of 4-aminoantypirine versus
logarithmic concentration of ALT. Electrolyte: phosphate buffer, pH 7.4.
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Figure 7. Linear voltammograms of ALT detection, in the absence (a) or presence
of interferents: uric acid, 1mg/dL (b), glutamate, 1mM (c), glucose, 1mM (d)
ascorbic acid, 3.6 mg/dL (e). Eletrolyte: phosphate buffer (0.1 mol.L™), pH 7.4, 100

V/s. Inset: selectivity coefficient of bioelectrode.
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Figure 8. Operational stability of the ALT bioelectrode.
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