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RESUMO

SOUZA, T. C. B.Estudo visando a produgéo de biossensor com potencialidade de
aplicacéo para diagndstico da Doenca de Alzheimer.TCC (Curso de Licenciatura em
Quimica). Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campo Mouréo, 2019.

A Doenca de Alzheimer tem sido amplamente investigada, por pesquisadores de
vérias &reas do conhecimento, devido sua alta ocorréncia, e aumento de sua
incidéncia, principalmente na populagdo mais idosa. Essa doenca ainda ndo possui
cura, mas possui tratamento, e o diagndéstico precoce é de suma importancia para a
eficacia do tratamento. Ha cerca de duas décadas tem se buscado meios de
diagnosticar a Doencga de Alzheimer com alta precisdo a partir de métodos menos
invasivos, para isso uma alternativa é o uso de biossensores. Nesse contexto, 0
trabalho ora apresentado teve como objetivo a obtengdo de um biossensor -
explorando o monitoramento da acetilcolina e/ou de um dos seus produtos de
hidrdlise - capaz de detectar a Doenga de Alzheimer de forma n&o invasiva, visando
torna-lo uma alternativa acessivel e de facil manuseio. Para isso, idealizou-se um
dispositivo no qual a enzima acetilcolinesterase estivesse presente (aderido a
superficie de um suporte - placa de vidro {sensor 1} ou cubeta {sensor 2} - ou a
superficie de esferas de materiais poliméricos, tal como as esferas de quitosana
{sensor 3}). Como fonte de acetilcolinesterase utilizou-se extratos aquosas obtidos
de cabecas de baratas de Madagascar (Gromphadorhina Portentosa), que
apresentou perfil espectroscopico semelhante a enzima padrdo. Apds a obtencdo
dos sensores idealizados a viabilidade de uso dos mesmos foram estudadas a partir
do monitoramento de acetilcolina ou de &cido acético em solucdo aquosa. Os
resultados obtidos indicam a viabilidade de obtencdo de um dispositivo no qual a
enzima acetilcolinesterase esteja presente, assim como a detec¢ao das substancias
acetilcolina e acido acético, cujas concentracdes podem ser relacionadas aos niveis
de deméncia reportados na literatura.

Palavras chave:Quimica de materiais. Acetilcolinesterase. Acetilcolina.



ABSTRACT

SOUZA, T. C. B.Study aiming at the production of a biosensor with application
potential for the diagnosis of Alzheimer's disease.TCC (Graduation in Chemistry).
University Technological Federal of Parand, Campo Mouréo, 2019.

Alzheimer's disease has been widely investigated by researchers in various fields of
knowledge, due to its high occurrence and its incidence, especially in the elderly
population. This disease does not yet have a cure, but it has treatment, and the early
diagnosis is for the effectiveness of the treatment. For about two decades we have
sought ways to diagnose Alzheimer's disease with high precision from less invasive
methods, so an alternative is the use of biosensors. In this context, the objective of
this study was to obtain a biosensor - exploring the monitoring of acetylcholine and /
or one of its hydrolysis products - capable of detecting Alzheimer's disease in a non-
invasive way, aiming to make it an alternative accessible and easy to handle. For this
purpose, a device in which the acetylcholinesterase enzyme was present (adhered to
the surface of a support - glass plate (sensor 1) or cuvette (sensor 2) - or the surface
of beads of polymeric materials, such as beads of chitosan (sensor 3). The results
indicate the feasibility of obtaining a device in which the enzyme acetylcholinesterase
is present, as well as the detection of the substances acetylcholine and acetic acid,
whose concentrations related to the levels of dementia reported in the literature.

Keywords: Chemistry of materials. Acetylcholinesterase. Acetylcholine.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Associagéo Brasileira de Alzheimer, a Doenca de Alzheimer (DA)
€ um disturbio cerebral que se agrava ao longo dos anos no paciente, aumentando
sua incidéncia em pessoas de idade avancada. A Doenca de Alzheimer causa morte
de células cerebrais, tornando-se responsével pela perda de fun¢bes cognitivas,
como memo©ria, orientacdo, atengéo e linguagem. Atualmente, estima-se haver cerca
de 46,8 milhdes de pessoas com deméncia no mundo. Este nimero praticamente ir&
dobrar a cada 20 anos, segundo o relatério de 2015 da Associacao Internacional de
Alzheimer (ABRAZ, 2018).

A Doenca de Alzheimer ainda ndo possui cura, mas possui tratamento, e 0
diagnéstico precoce € de suma importancia para a eficacia do tratamento. H& cerca
de duas décadas tem se buscado meios de diagnosticar a Doenga de Alzheimer com
alta precisdo a partir de métodos menos invasivos, para isso uma alternativa € o uso
de biossensores (LENIGK et al., 2000; KAUSHIK et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), publicou o relatério “Dementia: a
publichealthpriority” (OMS, 2015) que aponta a urgéncia do desenvolvimento de um
plano nacional para as deméncias em cada pais, que inclua solu¢des que
impulsionem o diagnostico precoce da doenca cada mediante o avango das técnicas
de neuroimagem e biomarcadores.

Segundo o laboratério de Materiais Eletroativos do Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo "[...] um biossensor consiste em um dispositivo analitico
que contém um componente biolégico que garante a especificidade e produz uma
resposta que é traduzida pelo componente fisico em um sinal éptico ou elétrico".
Dentre as formas de obtencéo de sensores, destaca-se a técnica layer-by-layer, um
método que possibilita a producdo de filmes ultrafinos organizados em nivel
nanométrico, por meio de diferentes tipos de materiais, de maneira simples e de
baixo custo (GREGOURT, 2012). Nessa técnica, as diferentes camadas se mantém

unidas por interacdes eletrostaticas.
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No contexto apresentado, o trabalho ora apresentado teve como objetivo a
obtencdo de um biossensor capaz de detectar a Doenga de Alzheimer de forma n&o

invasiva, visando torna-lo uma alternativa acessivel e de facil manuseio.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Os disturbios neurodegenerativos(ROPPER; SAMUELS, 2009) s&do doencas
que se caracterizam pela perda progressiva e irreversivel de neurdnios, e ocorrem
em regides especificas do Sistema Nervoso Central (SNC). S&o doengas
caracterizadas pelo seu desenvolvimento tardio, sendo de maior incidéncia em
pessoas com idade avancada. Além disso, apresentam caracteristicas em comum
tais como o fato de serem crbnicas e de estarem associadas a destruicdo celular
progressiva e irreversivel.

Existem inUmeras doencgas neuro degenerativas sendo as mais frequentes a
Doenca de Alzheimer (DA), o Mal de Parkinson e a Doenca de Huntington
(ODDONE; IMBRIANI, 2015). Porém, segundo a OMS (2017) quando se trata de
deméncia, a Doenca de Alzheimer é a doenca neurodegenerativa mais comum, e
corresponde de 60 a 70% dos casos.

Segundo o relatério “Dementia: a publichealthpriority”, publicado pela
Organizac¢do Mundial de Saude (OMS, 2015) relatou que em 2015 aproximadamente
47,5 milhdes de cidaddos no mundo sofrem de algum tipo de deméncia. O mesmo
estudo prevé que em 2030 a incidéncia seja de 75,6 milhdes de casos e para 2050 é
previsto 135,5 milhdes de casos, considerando que as doencas neurodegenerativas

passardo a ser a causa de morte mais frequente em idosos.
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2.1.1 Doenga de Alzheimer

2.1.1.1 Histoérico

Segundo Arbo (ALZHEIMER, 1911 apud ARBO, 2016) aDoenca de Alzheimer
foi descrita no inicio do século XX pelo médico alem&o Alois Alzheimer apoés ter
recebido um paciente, do sexo feminino no Hospital de Frankfurt em 1901, que
apresentava um quadro clinico de perda progressiva de memoria, delirios e
alucinacbes. Alzheimer definiu a doenca como uma patologia neuroldgica
desconhecida, associada com deméncia, sintomas de déficit de memoria, alteracbes
comportamentais e dificuldade para a realizagdo de atividades de rotina.
Posteriormente, quando a paciente em questdo veio a falecer, a realizagcdo de
autopsia possibilitou a analise do cérebro da mesma, o que revelaria a presenca de
placas senis e de emaranhados neurofibrilares, as duas principais caracteristicas
histopatoldgicas dessa doenca, que permitiram que Alzheimer a classificasse como
uma doenca distinta das patologias conhecidas até entdo (ALZHEIMER, 1911 apud
ARBO, 2016).

2.1.1.2 Sintomas

Os sintomas da DA sé&o variaveis conforme o estagio em que a doenca se
encontra, podendo ser inicial, intermedidrio e avancado. Em estagios iniciais da
doenga, podem ser observadas a perda de memoria episddica e a dificuldade na
aquisicdo de novas tarefas. Esses danos gradualmente envolvem outros
comprometimentos cognitivos, como a capacidade de julgamento, célculo,
capacidade de abstracéo e habilidades visuoespaciais. A afasia pode ocorrer na
fase intermediéria, o portador da doenga demonstra dificuldade em nomear objetos
ou escolher a palavra certa para expressar ideias, assim como apraxia. Em estagios

terminais da doenga, mudangas notaveis sdo observadas, desde alteragcdo do ciclo
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do sono, alteragbes comportamentais (irritacdo e agressividade), sintomas
psicéticos, até inabilidade para caminhar, falar e realizar o autocuidado (NETO;
TAMELINI; FORLENZA, 2005). Para Bertolucci (2005) este declinio gradual das
fungbes cognitivas e afetivas leva a um processo progressivo de deterioragéo

funcional que afeta a autonomia nos individuos diagnosticados com DA.

2.1.1.3 Fisiopatologia

Os dados neuropatoldgicos mais relevantes em pacientes de DA sdo a
presenca de atrofia cortical difusa, degeneragdo neurovascular, perdas neuronais e
sinapticas envolvendo varios sistemas de neurotransmissdo, presenca de placas
senis extracelulares compostas de agregados filamentosos da proteina B-amiloide
(AB) e massas neurofibrilares intracelulares, formadas principalmente pela proteina
tau (SERRANO, 2011).

Para Melo (2013), a proteina tau é responsavel pela montagem e estabilidade
dos microtdbulos na célula neuronal e pelo transporte axoplasmatico. Na Doenca de
Alzheimer, essa proteina é anormalmente hiperfosforilada, separando-se dos
microtubulosaxonais e agregando-se em emaranhados neurofibrilares. Essas
alteragcbes resultam na interrupcdo do transporte axonal, conduzindo & perda de

atividade biologica e & morte celular de neurdnios.

2.1.2 DIAGNOSTICO

Segundo Nitrini et. al. (2005) o diagnostico de DA no Brasil baseia-se nos
critérios de diagndstico do Manual de Diagndstico e Estatistica da Associacao
Psiquiatrica Americana (DSM) e o de DA). Assim, ao exames recomendados sao:
hemograma completo, concentragBes séricas de uréia, creatinina, tiroxina livre,

hormdnio tireo-estimulante, albumina, enzimas hepéticas, vitamina B12 e calcio.
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Exame do liquido cefalorraqueano estéd indicado em situa¢des particulares.
Tomografia computadorizada (ou preferentemente ressonancia magnética, quando
disponivel) é exame obrigatorio. Para Nitrini et. al. (2005), cabe ao médico
especialista avaliar os resultados obtidos e considerar a possibilidade do quadro

clinico do paciente ser compativel com DA.

2.2 NEUROTRANSMISSORES

A funcionalidade do sistema nervoso depende da comunicagdo entre 0s
neurdnios. Os neurotransmissores tém um papel fundamental na eficacia desta
comunicagdo, qualquer alteragdo na sua libertagéo, ligacdo aos receptores ou
recaptacdo compromete, de forma mais ou menos grave, o estado fisico e mental do
individuo (BORODINSKY et al., 2012; PEREDA, 2014). Resumidamente, Samano et
al.(2012) afirma que os neurotransmissores s80 mensageiros quimicos capazes de
transmitir, modular e amplificar sinais (informacao) entre neurénios e outras células
do organismo como, por exemplo, células musculares. A atuacdo dos
neurotransmissores se d4 através da mediagédo quimica na comunicacgao intercelular

atraves da ativacao de receptores especificos e mensageiros secundarios.

2.2.1 Acetilcolina (ACh)

A ACh possui uma ampla a¢@o no sistema nervoso central, periférico, entérico
e autbnomo. Essa substancia est4d presente em todos os neurbnios motores,
participando na juncdo neuromuscular; nos neurénios pré-ganglionares do sistema
nervoso autbnomo; e nos neurbnios poés-ganglionares do sistema nervoso
parassimpético, sendo um dos principais neurotransmissores da formag&o reticular
que controla o ciclo do sono e o despertar (KANDEL et al., 2008).

A sintese da ACh ocorre no citoplasma nos terminais dos axénios a partir dos

seus precursores: colina e acetil coenzima A (AcetilCoA), numa reagdo mediada
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pela acetilcolina transferase (Figura 1). Posteriormente, a ACh € empacotada em
vesiculas sinpticas (PURVESet al., 2001). Uma vez que os neurbnios ndo tém a
capacidade de produzir colina, esta provém da alimentacdo ou da prépria

degradacéo da ACh.

Figura 01 - Reacédo de sintese da acetilcolina.

Acetil CoA + Colina

Fonte: Adaptado de KANDEL et al. (2008, p. 177).

2.2.2 Acetilcolinesterase (AChE)

Segundo Colovicet al. (2013) a acetilcolinesterease (AChE) é uma enzima
que pertence a familia das colinesterases e € responsavel pelo processo de
finalizagcdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas, pela hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh). As colinesterares estao presentes nas sinapses
colinérgicas, sdo responsaveis por catalisar a hidrélise da ACh em acido acético e
colina (Figura 2) na fenda sinaptica, e permitem que o neurdnio colinérgico retorne

ao seu estado de repouso apos ser ativado.

Figura 02 - Hidrdlise da ACh pela AChE.

O CH
0 CHs T
[ AChE ®ON-
)L ﬁ\J@N_CH3 > Hsc)]\OH + HO/\\/I\\I CH,
H_'_;C O \ CHs
CH;
Acetilcolina (ACh) Acido acético (Ac) Colina (Ch)

Fonte: Petronilho et al. (2011, p. 3).
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Na Figura 03 apresenta-se o processo de formacéo e hidrélise da ACh nos

terminais pré-sinapticos e na fenda sinaptica.

Figura 03 - Passos envolvidos na sintese e liberagcao de acetilcolina.

Fonte: Siegel; Sapru (2006, p. 400)
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2.3 BIOSSENSORES

Sacramento (2014) define biossensor como um dispositivo analitico que une
um elemento de reconhecimento biol6gico com um componente fisico-quimico que é
classificado como transdutor. Portanto, considera-se que a informag&o quimica que
revela a concentracdo do analito é transformada em um sinal que pode ser
reconhecido. A facilidade de utilizagéo, a portabilidade, o custo reduzido e os baixos
limites de deteccdo sao as particularidades que tornam estes dispositivos
interessantes (TURNER, 2013). Os biossensores podem ser classificados de acordo
com o tipo de deteccao utilizado: colorimétricos, amperométricos, condutivimétricos,
entre outros. No presente trabalho, optou-se em estudar o biossensor do tipo

colorimétrico.

2.3.1 Biossensores colorimétricos

Os sensores colorimétricos sé@o dispositivos que fornecem uma informagéo
visual (cor) quando entram em contato com o analito de uma determinada amostra.
A maior vantagem deste tipo de sensor é que pode ser produzido comdiversos tipos
de substratos, tais como o papel e a quitosana, que possuem baixo custo, alta
abundancia, alta biodegradabilidade, excelente compatibilidade quimica, esta
disponivel em diferentes formas e formatos, possui acessibilidade global e apresenta
facilidade de estocagem e transporte (MAHADEVA; WALUS; STOEBER, 2015).



23

2.4 GRAMPHADORIA PORTENTOSA COMO FONTE DE
ACETILCOLINESTERASE

A barata de Madagascar (Gromphadorhina portentosa, Figura 4) apresenta
coloracdo avermelhada no abdémen e negra na regido do térax e cabeca, possuli
habito noturno. Quando ameacadas, produzem um ruido que funciona como
mecanismo de defesa, com a finalidade de assustar o predador que esta ao seu
redor e permanecer viva no meio ambiente (NELSON, M. C.; FRASER, 1980;
SPADONI et al., 2015).

Figura 04 - Espécime de barata de Madagascar.

Fonte: Mundo Natureza (2017).

Essa espécie de barata, devido a facilidade de manutencdo em condi¢ées de
laboratério, tem sido utilizada ha véarias décadas (NELSON, M. C;
FRASERGRUNDY:; STILL, 1985) como fonte de acetilcolinesterase para realizagéao

de bioensaios.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter um biossensor com potencialidade de aplicagdo para deteccdo da

Doencga de Alzheimer.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obtencao de extrato enriquecido de acetilcolinesterase a partir do inseto
Gromphadorhina portentosa.

v" Produgdo de dois biossensores de vidro, para analise quantitativa e
qualitativa, sendo um baseado na ades@o de um polimero (quitosana) e
reticulacdo com acetilcolinesterase usando glutaraldeido como agente
reticulante e outro com a utilizacdo de esferas de quitosana e indicador de
pH.

v" Quantificar a Acetilcolina através de um método colorimétrico para
determinar a quantidade de ACh néo hidrolisada.

v' Avaliagdo dos biossensores produzidos utlizando a técnica de

espectroscopia UV-Vis.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGCAO DE EXTRATO ENRIQUECIDO COM ACETILCOLINESTERASE

Para a obtencdo do extrato enriquecido com acetilcolinesterase foram
utiizadas nove baratas da espécie Gromphadorhina portentosa (Figura 5),
popularmente conhecida como barata de Madagascar, adquiridas do criador Ozério
Gongalves. Para isso utilizou-se a metodologia adaptada de Nogueira (2015).
Inicialmente as baratas foram colocadas no congelador durante 45 minutos, na
sequéncia, realizou-se a remocdo da cabeca das mesmas com o auxilio de um
estilete e uma pinga, removendo também as antenas (Figura 6). Em seguida as
cabecas foram maceradas utilizando solugéo tampéao Tris-HCI 0,5M pH 7,5, obtendo
desta forma um extrato heterogéneo conforme a Figura 6. Transferiu-se o mesmo
para um tubo de ensaio e foi adicionado tampé&o Tris-HCI até a obtencdo da massa
igual a 10g, prosseguindo com agitacéo utilizando vortex e centrifugagéo a 4000 rpm
durante 35 min. O sobrenadante obtido nesse processo foi utilizado como extrato
enriquecido de acetilcolinesterase.

Figura 05 - Espécimes de Gromphadorhina portentosa utilizadas para obtencé&o de extrato de
acetilcolinesterase.

Fonte: Autoria prépria (2019).
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Figura 06 - Procedimento realizado para obtencéo de extrato enriquecido de

acetilcolinesterase.

1. Congelamento (45 min) 2. Remoc#o da Cabega

5. Agitagao (2 min) 4. Transferéncia para
tubo de ensaio
+ Tris HCI 3. Maceragao das cabegas
—— ——
S -
|
5. Centrifugao (35 min) et

6. Separagao do Sobrenadante

Fonte: Autoria prépria (2019).
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ApoOs o processo de extracdo a amostra foi diluida 2 vezes e submetida a
analise em espectrofotbmetro UV-Vis, e comparada a solucdo padrdo de

acetilcolinesterase 0,5 mg/L (Sigma Aldrich) em solu¢éo Tris-HCI 0,5 M pH 7,5.

4.2 OBTENGAO DOS SENSORES

4.2.1 SENSOR 1

O Sensor 1 foi obtido pela deposicéo de filmes ultrafinos utilizando a técnica
de automontagem, ou seja, camada por camada, sobre placas de vidro. Inicialmente
as placas de vidro foram dopadas por meio de submersdo do suporte (placa) em
solugdo aquosa de quitosana 0,01 g/mL durante 3 minutos, em seguida o suporte foi
submerso em agua durante 2 min para efetuar a lavagem do mesmo. Apos a
secagem do suporte com auxilio de coolers, foi realizado o0 mesmo processo com a
solugcédo aquosa de amido 0,005 g/mL, obtendo assim uma bicamada (Figura 07).
Foram formadas o total de trés bicamadas de quitosana e amido e finalizou-se com
mais uma bicamada de quitosana. A cada deposi¢céo das bicamadas, o crescimento
e deposicdo das mesmas, foram analisados em um espectrofotometro UV-Vis T70+,
PG Instruments.

Figura 07 - Preparacdo de uma bicamada quitosana-amido na superficie do suporte.

Quitosana

Fonte: Autoria prépria (2019).
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Apos a deposicdo dos filmes ultrafinos sobre as placas de vidro, a superficie
foi ativada com glutaraldeido, para isso as placas foram colocadas em solucdo
aquosa de glutaraldeido 0,06:1 (v/v) durante24 horas.

A imoblizacdo de acetilcolinesterase foi realizada utilizando metodologia
adaptada de Huang et al. (1993). Nesse trabalho, utilizou-se como fonte de
acetilcolinesterase um extrato aquoso obtido da espécie Gromphadorhia pontentosa.
Para imobilizacdo as placas ativadas com glutaraldeido foram colocadas no extrato

durante 24 horas.

4.2.2 SENSOR 2

O Sensor 2 foi produzido utilizando metodologia adaptada de Huang et al.
(1993) a partir do uso de cubeta de vidro como suporte, quitosana como polimero de
deposicdo e extrato enriquecido de acetilcolinesterase, cuja enzima foi reticulada
com uso de glutaraldeido (Figura 08).

A superficie interna da cubeta de vidro foi revestida utilizando solug&o aquosa
de quitosana0,01 mg/L durante 3 minutos, em seguida o conteudo foi substituido por
adgua para lavagem durante 2 minutos. Apés a secagem com auxilio de coolers, foi
realizado o mesmo processo com a solugéo de amido 0,005 g/mL obtendo assim
uma bicamada. Foram formadas o total de trés bicamadas de quitosana e amido e
finalizou-se com mais uma bicamada de quitosana. Para que a deposicao fosse feita
apenas na superficie interna da cubeta, a superficie externa foi revestida com PVC,
conhecido comercialmente como pléstico filme.

A cubeta ficou submersa em solugéo de glutaraldeido por 24 horas, apés isso
realizou-se a imobilizacdo da enzima na superficie da mesma. Depois de seca, uma

aliquota de 2000 pL de extrato enriquecido com acetilcolinesterase foi adicionado e

mantido na cubeta, ao abrigo da luz por 24 horas.
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Figura 08 - Processo de revestimento da cubeta com bicamadas de quitosana/amido

Submersao

Lavag_em Submersao Lavagem
3 min 2 min 3 min 2 min
an—] 20— an—|
20— 20—
Quitosana Agua Amido Agua

\

Secagem com ventilagao

Fonte: Autoria prépria (2019).

A deposicéo do polimero a superficie da cubeta, assim como a reticulacdo da

enzima a esse polimero, seguindo a montagem proposta ilustrada na Figura 9 foi
avaliada por espectroscopia UV-Vis.

Figura 9 - Demonstracédo do biossensor.

Acetilcolinesterase

Suporte Camadas de QT/amido
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! H,e” TCH, a

QT ligada ao
glutaraldeido

Biossensor

Fonte: Autoria prépria (2019).
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4.3 AVALIACAO DO BIOSSENSOR

Para avaliar a funcionalidade do biossensor em quantificar acetilcolina em
fluidos bioldgicos utilizou-se os seguintes métodos: (1) Quantificacdo de acetilcolina
utilizando o método colorimétrico de Hestrin (1949) e (2) Perfil espectroscépico de

consumo de acetilcolina e producéo de acido acético.

4.3.1 Determinac¢éo de ACh com Hidroxilamina

A determinacdo e quantificacdo da ACh foi realizada a partir do método
colorimétrico de Hestrin (1949), tendo como principio a complexacdo da ACh néo
hidrolisada.

Um esquema do procedimento utilizado é apresentado na Figura 10.
Inicialmente, em um tubo de ensaio adicionaram-se 100 pyL de solucdo aquosa de
NaOH 3,5 mol/L, 100 pyL de solugédo aquosa de hidroxilamina 2 mol/L, 100 uL da
amostra, e 4500 uL de agua. Apos 5 minutos em contato, adicionou-se 100 uL de
solugdo aquosa de HCI (1:2 v/v) e 100 pL de solugédo aquosa de cloreto de férrico
0,37 mol/L. Como padréo utilizou-se uma solu¢do aquosa de cloreto de acetilcolina
0,001 mol/L.

Observa-se, a partir do uso dessa metodologia, como resultado da presenca
de acetilcolina uma coloragdo marrom arroxeada, que varia de intensidade conforme
a concentracdo de acetilcolina ndo hidrolisada. Desta forma, a acetilcolina néo
hidrolisada foi quantificada em um Espectrofotdmetro UV-Vis T70+, PG Instruments,

utilizando o comprimento de onda de 540 nm.
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Figura 10 - Procedimento para determinacdo de ACh pelo uso de hidroxilamina.

f

1.100 yL NaOH

2.100 pL Hidroxilamina

3.100 pL amostra

4 4500 pl de agua
Repouso 5 minutos

5100 uL HCI

6.100 pL cloreto de Ferro

b

Fonte: Autoria prépria (2019).

4.3.2 Preparo Curva de Calibragcéo
Para a construcdo da curva de calibracdo para o &acido acético e para ao

cloreto de acetilcolina preparou-se solugbes aquosas em diferentes concentra¢des

de acido acético ou cloreto de acetilcolina, conforme a Tabela 01.

Tabela 01: Concentragcdes de acido acético utilizadas para preparacédo da curva de calibragao.

Solugdo | Concentragéo (mmol.L™?)

S1 100

S2 50

S3 10

S4

S5 1

S6 0,5

S7 0,1

S8 0,05

S9 0,01

Fonte: Autoria Propria (2019).
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4.3.2 Avaliacéo do Biossensor 2

Para avaliacdo do biossensor, adicionou-se na cubeta 200 pyL de solucéo
aquosa de cloreto de acetilcolina 3 mg/L, e realizou-se acompanhamento da
hidrdlise por espectroscopia UV-Vis, varrendo num intervalo de 5 minutos durante 3

horas e depois a cada 1 hora, resultando em 6 horas de analise.

4.4 SENSOR 3

4.4.1 Obtencéo esferas de quitosana

Para obtencdo de esferas de quitosana utilizou-se metodologia adaptada de
Reis et al.(2006). Para isso, foi preparada uma solugdo de quitosana 30 mg/mL em
solugéo hidro-acética 5% (m/m), esta mistura ficou sob agitacdo durante 48 horas
(Figura 11).

Figura 11 - Procedimento de obtencéo das esferas de quitosana.

Dispersao de Quitosana
em solucao aquosa de
acido acético 5% (viv)

%Eq.
Soluca S
RN "? | -

Fonte: Autoria Prépria (2019).

Agitagido
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Apés esse periodo foi feito o gotejamento, como auxilio de uma seringa, em
uma solugcdo aquosa de NaOH4,5 mol/L sob agitacdo constante (Figura 12). A
mistura resultante foi mantida nesta condigcdo por 24 horas, depois filtrada e

armazenada em agua para nao ocorrer desidratacdo das esferas obtidas.

Figura 12 - Obtencédo de esferas de quitosana em meio basico.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Paralelamente, obteve-se esferas com os indicadores vermelho de fenol e
azul de bromotimol com a finalidade das mesmas mudarem de cor indicando a

hidrélise da Ach, que libera acido acético e alteracao do pH do meio.

4.4.2 Imobilizagdo Enziméatica em esferas de quitosana

Para a adsorcdo da enzima na superficie da esfera de quitosana utilizou-se
metodologia adaptada de Nogueira (2015). Inicialmente, as esferas de quitosana
foram mantidas em solugcdo aquosa de glutaraldeido 6% durante 24 horas (Figura

13) para ocorrer a ativagédo da superficie da esfera.
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Figura 13 - Esferas de quitosana em solu¢cao aquosa de glutaraldeido 6% e extrato enzimatico.

Fonte: Autoria prépria (2019)

4.4.3 Teste com indicador

Para analisar a mudanca de coloragéo das esferas com indicador as mesmas
foram submetidas a solu¢des aquosa de acido acético em diferentes concentracfes
(2,0%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,03% e 0,01% (v/v). Como controle utilizou-se agua
destilada.

Também se analisou o comportamento das esferas com o indicador e a
enzima imobilizada no meio com solugdo aquosa de cloreto de acetilcolina nas
seguintes concentragdes: 1.10%, 5.102, 1.102, 5.103, 1.10%, 5.104,1.10%, 5.10° e
1.10° mol/L.

4.4.4 Montagem do Sensor 3

O Sensor 3 foi confeccionado em formato de um capilar de PET, no qual as
esferas ficardo contidas em seu interior. Sendo estd uma alternativa
economicamente viavel, tornando o produto de baixo custo e ecoldgico, pois

contribui para a reciclagem e o reuso deste material.



35

Figura 13 - Esboc¢o sensor qualitativo.

Fonte: Autoria propria (2019)

4.4.5 Anédlise do sensor

O limite de deteccdo do biossensor foi analisado por meio da curva de
calibragéo de cloreto de acetilcolina (Tabela 01).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRATO ENZIMATICO

A andlise do extrato obtido da espécie Gromphadorhia pontentosa foi
realizada por espectroscopia UV-Vis, de forma comparativa com a enzima pura

adquirida da Sigma-Aldrich.

Figura 14 — Espectros de absorgcao no UV-Vis de soluc@es aquosas de AChE (padréo e extrato

de Gromphadorhina portentosa).

1,2 T T T T T T T T T
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Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria Propria (2019)

A partir da andlise dos gréaficos é possivel observar que as varreduras das

solugdes de enzimas séo parecidas, pois possuem o0 mesmo perfil, mudando apenas
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a intensidade da absorbéancia, indicando que a concentracdo do extrato € maior. A
partir disto é possivel validar o processo de extragdo proposto por Nogueira (2015),
tornando-se uma forma de obtengcdo da AChE mais acessivel, permitindo assim a

obtencdo de um biossensor mais econémico.

5.2 ENSAIO DA ACETILCOLINESTERASE

As leituras da solucé&o de ACh foram realizadas nos tempos de: 5, 10, 20, 30,
50, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos, a varredura feita contemplou o faixa de 200 a
300 nm.

Figura 15 - Espectro de absorcao do ensaio enzimatico AChE em funcéo do tempo.
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Fonte: Autoria Propria (2019).

A partir da andlise do grafico presente na Figura 15 é possivel observar um

aumento da intensidade da absorbéncia na regido de 210 nm, que é resultante do
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aumento da concentracdo de é&cido acético, produto na hidrélise da acetilcolina.
Esse resultado sugere a viabilidade de se monitorar a concentragéo de acetilcolina
em um fluido biolégico a partir da andlise do aumento da concentracdo de &cido
acético no meio. Realizou-se também a leitura do Acido acético em diversas
concentracdes para analisar a absortividade da molécula e construir uma curva de
calibragéo (Figura 19).

Observa-se uma maior diferenca de intensidade de absorg&o entre os tempos
de 5 e 10 minutos, e uma diminuicdo de diferenca de intensidade a medida em que
se transcorre a hidrdlise. Tal resultado indica que um biossensor que utiliza o 4cido

aceético como analito a ser identificado pode dar a resposta desejada em 10 minutos.

5.3 DETERMINACAO DE ACh COM HIDROXILAMINA

A determinacgao foi realizada com as solu¢des de concentragdo conhecida de
cloreto de acetilcolina (Tabela 01), nesse método colorimétrico a intensidade obtida

€ proporcional a concentracdo de ACh.

Figura 16 - Formacédo do N-hidroxiacetaminda resultado da reacao da ACh com a

hidroxilamina.

j\ ® @ 0
0~ N(CH; )+ NH,0H ——= | o~ N(CH); + )J\NHDH
Acetilcolina Hidroxilamina N-hidroxiacetamida
ndo hidrolisada
Fe*?
COMPLEXO (4.,,,,=540nm)

Fonte: Aradjo et al. (2016).
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Figura 17 - Solucgdes calibragéo S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 e S9 respectivamente.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Para a construcdo da curva de calibracdo (Figura 18) foi analisado o
comprimento em 540 nm, a partir do seu crescimento obteve-se o R? igual a
0,99768. Através da mesma € possivel a quantificagdo de amostras desconhecidas
de ACh.

Figura 18 - Curva de calibracdo de ACh nao hidrolisada.
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Fonte: Autoria prépria (2019).
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5.4 CURVA DE CALIBRACAO

Os espectros de absorcdo do acido acético sdo apresentados na Figura 19. O
acido acético apresenta uma absorbancia maxima em aproximadamente 210 nm.
Por meio dos graficos de absorcdo € possivel construir a curva de calibragdo
correlacionando a absorbancia versus concentragdo dos compostos, Figura 20. A

curvas de calibracdo apresentou coeficiente de correlagdo acima de 0,99.

Figura 19 - Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do acido acético em

diferentes concentracdes.
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Fonte: Autoria prépria (2019).
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Figura 20 - Curva de calibracdo do acido acético obtida no comprimentos de onda de 210 nm.
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Fonte: Autoria Propria (2019).

Para o cloreto de acetilcolina o espectro de absor¢cdo no UV-Vis (Figura 21)
demonstrou que a mesma apresenta absorbancia maxima na regido de 215 a 230
nm, indicando efeito batocrdmico no intervalo de concentracdo avaliado, e

extrapolacdo da absorbancia igual a 1 para concentragdes a partir de 0,5 mol/L.
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Figura 20 - Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do cloreto de acetilcolina

em diferentes concentracdes.
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Fonte: Autoria Propria (2019).
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5.5 SENSOR 2

5.5.1 Avaliac&o do suporte

Para a avaliagdo do suporte e sua efetividade na constituicdo do sensor,
obteve-se um total de 3 bicamadas, sendo que, as mesmas foram constituidas
atraveés da submerséo das placas em solucéo do polimero (Figura 08).

As Figuras 22 e 23 apresentam a imagem de microscopia Optica da placa de
vidro antes e apés a deposicao dos filmes quitosana/amido ultrafinos utilizando a
técnica de automontagem, respectivamente. Nota-se que o filme, é esbranquicado,

homogéneo, ausente de manchas ou espagos vazios no substrato.

Figura 22 - Placa de vidro utilizada antes do processo de dopagem.

Fonte: Autoria Prépria (2019).

Figura 23 - Placa de vidro com 3 bicamadas de quitosana e amido

Fonte: Autoria Prépria (2019).
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Por meio da analise do grafico (Figura 24) observa-se que o aumento da
intensidade da absorbancia é proporcional ao aumento do nimero de bicamada
depositadas na superficie da placa de vidro, o que indica éxito na formacéo das

bicamadas.

Figura 24 - Espectro de absorcdo no UV-Vis dos filmes de quitosana e amido em func¢éo do

numero de bicamadas depositadas.
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Fonte: Autoria prépria (2019)

5.5.3 Obtengéo do Sensor 2

Para a realizacdo da analise em UV-Vis é necessario um branco para que
apenas a amostra a ser analisada seja considerada pelo equipamento, entdo foi
realizada a obtencdo de duas cubetas e ambas foram analisadas com a finalidade
de certificar a similaridade de ambas, obtendo o grafico na Figura 25. Neste grafico é
possivel notar que a deposicao das bicamadas foi semelhante em ambas as cubetas

e demonstra que o método é reprodutivel.
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Figura 25 - Gréafico de varredura no UV-Vis das cubetas revestidas internamente com 3

bicamadas de quitosana e amido.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

5.5.4 Anélise Cloreto de Acetilcolina

Por meio da andlise do gréfico (Figura 26) de absorcédo é possivel observar
um crescimento constante da absortividade no comprimento de onda de 300 nm,
novamente esse crescimento na absortividade se da pelo aumento da concentragcéo

de acido acético resultante da hidroélise da acetilcolina.
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Figura 26 - Espectros de absorcdo em funcéo do tempo da hidrélise ACh em cubeta.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

5.6 SENSOR 3

5.6.1 Obtencéo de esferas de Quitosana

O processo de obtencdo de esferas de quitosana ocorreu com éxito, cujo
produto se mostrou uniforme em relacdo ao tamanho, estando numa milimétrica
como indicado na Figura 27. Apds isso, procedeu-se o processo de imobilizacao

enzimatica na superficie da esfera e a confecgédo do sensor qualitativo.
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Figura 27 - Microscopia 6ptica da esfera de quitosana obtida.

s ©

Fonte: Autoria prépria (2019).

5.6.2 Teste com indicador

O teste realizado com o indicador teve a finalidade de determinar o limite de
deteccdo do sensor por meio da mudanca de pH do meio, causado pelo aumento da
concentracao de acido acético. A partir da analise da Figura 28 pode-se observar
que para concentracdes proximas a 0,05% ocorre a solubilizacdo da esfera no meio

avaliado, isso ocorre devido ao &cido acético ser um solvente da quitosana.
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Figura 28 - Esferas em meios de 4cido acético a 0%, 0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,1%, 0,5 e
1,0%, respectivamente.

Fonte: Autoria prépria (2019).

O indicador vermelho de fenol tem sua variagcédo de cor de vermelho em meio
béasico, e amarelo em meio 4cido, porém o mesmo nédo foi capaz de alterar sua

coloragdo em meios com concentracdo reduzida de acido acético.

5.6.4 Andlise do sensor

As esferas que foram adicionadas as solucdes de diferentes concentracoes
de ACh, demonstram que é possivel realizar a quantificacao através da intensidade
da coloracdo, sendo possivel a olho nu. Mesmos em amostras com menor
concentracao de Acetilcolina foi possivel notar a mudanca de coloragdo, mesmo que
com baixa intensidade. Também se ressalta que a esfera em agua, como controle,

nao manifestou mudanca de coloragdo ao redor da mesma.
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Figura 29 - Andlise das esferas com as soluc8es de Cloreto de acetilcolina nas concentracfes

de 100, 50, 10, 5, 1 e 0,5 mmol/L, e Agua respectivamente.

Fonte: Autoria prépria (2019).

A montagem do sensor foi realizada, porém apenas para ter um respaldo
estético do sensor, pois ainda precisa-se de uma metodologia adequada para
inser¢cdo de amostra como micro fluido no mesmo. Assim neste momento limitou-se

apenas na confeccdo do mesmo (Figura 30).

Figura 31 - Esferas em capilar de PET.

Fonte: Autoria prépria (2019)



50

7.CONCLUSAO

Através das técnicas de obtencdo de esferas de quitosana e dopagem de
bicamadas de quitosana e amido em suporte de vidro, técnicas essas utilizadas para
produzir um biosensor de teste rdpido e outro espectrofotométrico. Foi possivel
realizar a investigagdo de diferentes possibilidades para a quantificagdo do

biomarcador para DA, a acetilcolina.

Ao investigar os diferentes métodos para quantificagdo da Acetilcolina, neste
trabalho ressaltou-se a monitoracdo do aumento de concentragdo do &cido acético,
produto da hidrélise de acetilcolina e também a quantificagdo da Acetilcolina nao

hidrolisada, através do método colorimétrico de Hestrin.

Para diminui¢c&o do custo da producéo dos sensores a obtencdo da AChE que
€ uma enzima de valor aquisitivo elevado, extraiu-se tal enzima dos cérebros das
baratas da espécie Gromphadorhia pontentosa, que ao comparar com a solugéo

padrdo da enzima apresentou um grafico de varredura com perfil semelhante.

Apesar de os métodos propostos serem simples, baratos, precisos e de baixo
custo em relacdo ao consumo de reagentes e equipamento envolvidos, ha, ainda,
todo um trabalho a desenvolver. Para isso, é necessario realizar estudos exaustivos
para que se possa quantificar a ACh em amostras bioldgicas com erros aleatérios e
inferiores. Ao considerar uma perspectiva futura, seria interessante tentar reproduzir
a metodologia para aplicagdo em matrizes complexas aprimorando a sensibilidade

do sensor.

Portanto, este trabalho cumpriu com suas perspectivas e objetivos ao estudar
e explorar o desenvolvimento de biossensores para a determinagédo de Alzheimer,
abordando novas alternativas para a solugédo de um problema que afeta a vida e o

cotidiano de muitas pessoas
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