|
INSTITUTO SUPERIOR DE ENGENHARIA DO PORTO I s e|
MESTRADO EM ENGENHARIA BIOMEDICA |

Biossensor eletroquimico descartavel para
o diagndstico da diabetes

INES MARIA DE SA VINAGRE
outubro de 2023



u
I s e‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

BIOSSENSOR ELETROQUIMICO DESCARTAVEL PARA O
DIAGNOSTICO DA DIABETES

Inés Maria de Sa Vinagre

2023
Instituto Superior de Engenharia do Porto

Departamento de Fisica

L)






u
I ‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

BIOSSENSOR ELETROQUIMICO DESCARTAVEL
PARA O DIAGNOSTICO DA DIABETES

Inés Maria de Sa Vinagre

Estudante n.° 1210639

Dissertacdo apresentada ao Instituto Superior de Engenharia do Porto para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Engenharia Biomédica, realizada sob a
orientacao da Doutora Felismina Teixeira Coelho Moreira e do Professor Doutor Joaquim Alves.

2023
Instituto Superior de Engenharia do Porto

Departamento de Fisica

L)






AGRADECIMENTOS

O trabalho que aqui se apresenta s6 foi possivel gragas a colaboracio e apoio de algumas pessoas, as
quais nio posso deixar de prestar o meu reconhecimento.

Agradeco a minha orientadora Doutora Felismina Moreira pelos conhecimentos transmitidos, pelo seu
acompanhamento durante o desenvolvimento deste trabalho e por toda a sua dedicagdo e carinho.
Agradeco, também, ao Doutor Joaquim Alves pela sua orientacio e por se demonstrar sempre disponivel
para ajudar.

A toda a equipa do LabRISE, agradeco a forma carinhosa com que me receberam, agradecendo
especialmente a: Beatriz Moreira, Raquel Vaz, Raquel Pereira, Marta Dias e Catarina Santos. Destaca-se
também nesta equipa a colaboragio de Daniela Oliveira que se demonstrou sempre disponivel para me
ajudar, e sob a qual deixo um sentido agradecimento.

O meu profundo agradecimento ao meu namorado, por toda a ajuda, motivacao e apoio.

Por dltimo, aos meus pais agradeco pelo apoio que me deram ao longo de todo o meu percurso
académico.






RESUMO I

RESUMO

A diabetes é considerada a “pandemia do século XXI”. Esta doenca estd associada a uma elevada
morbilidade e mortalidade relacionadas com o risco de complica¢bes ao nivel cardiaco, renal, vascular e
oftalmico. Assim, torna-se urgente melhorar os métodos de diagndstico da diabetes por forma a que
estes sejam simples, rapidos e eficientes, diminuindo o numero de casos de pacientes diabéticos. Por
outro lado, é de extrema importancia a monitoriza¢do continua dos niveis de glucose por parte dos
pacientes, pois elevados niveis de glucose (hiperglicemia) aumentam o risco de comorbidades, sendo que
a hipoglicemia pode levar a morte.

Os biossensores sdo dispositivos que permitem identificar/quantificar diversas biomoléculas, através da
transducdo da ligacdo do analito a um elemento de reconhecimento, num sinal mensuravel. Nas ultimas
décadas tém sido desenvolvidos biossensores eletroquimicos enzimdticos, que gracas a elevada
especificidade das enzimas e a elevada seletividade/sensibilidade dos transdutores eletroquimicos,
permitem desenvolver sistemas portateis, miniaturizados e de baixo custo, para o diagnéstico de
multiplas doengas.

Perante este problema, foi desenvolvido um biossensor eletroquimico enzimatico descartavel para o
diagndstico da diabetes, de baixo custo, preciso, simples e rapido. Para o desenvolvimento deste
biossensor, o material de suporte utilizado foi um elétrodo impresso em ouro e o elemento de
reconhecimento da glucose (analito) foi a enzima glucose oxidase.

Por forma a otimizar a superficie do elétrodo e a aderéncia da enzima ao substrato, foi imobilizado na
superticie do elétrodo de trabalho um nanomaterial biocompativel, o biografeno. Apés a imobilizagdo
do biografeno por adsor¢io na superficie do elétrodo, foram testados dois mecanismos de imobilizagiao
da enzima glucose oxidase (GOx) com dois tempos de incubagdo diferentes. Numa primeira fase, foi
testado o método de adsor¢io, que consiste na imobilizacdo direta da enzima na superficie do elétrodo
previamente modificado com biografeno. Foram testados dois intervalos de tempo destintos: 2 horas e
12 horas, recorrendo as técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica e cronoamperometria para o
controlo da modificagdo da superficie do elétrodo. Adicionalmente, explorou-se o método de
aprisionamento/encapsulamento da enzima, mediante a polimetizagio eletroquimica do monémero,
tiramina com o agente reticulante glutaraldeido, para os mesmos tempos de incubacio. Para se avaliar o
efeito do agente reticulante, desenvolveu-se um biossensor semelhante ao anterior, excluindo a presenca
do glutaraldeido, de modo a investigar o seu impacto na fixagio.

Ap6s a analise do desempenho do biossensor através da técnica de cronoamperometria para cada um
dos métodos, concluiu-se que o método mais preciso e com uma maior gama de resposta, era o da
adsor¢io de 2 horas. O biossensor apresentou uma gama de linearidade entre 1,0 mmol/L (limite inferior
de resposta linear) e 40,0 mmol/L com um declive de 1,784 ¢ um R? de 0,9939. Assim, por forma a
garantir a sua seletividade na presenca da glucose, este foi testado em soro humano comercial e com
diferentes interferentes que estdo presentes no soro humano. A sua supetficie foi caracterizada por
microscopia eletronica de transmissao e espetroscopia de Raman.

Este biossensor revelou ser sensivel, seletivo e reprodutivel para a detecdo da glucose, possibilitando
assim o diagndstico e monitorizagdo da diabetes, podendo a sua metodologia ser aplicada em
investigacdo futuras com elétrodos a base microagulhas, para a monitoriza¢do continua no fluido
ntersticial da pele.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes, Adsor¢ao, Diagnodstico, Biossensor, Eletroquimica, Enzima como

elemento de reconhecimento, Biografeno, Glucose oxidase.
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ABSTRACT

Diabetes is considered the “pandemic of the 21st century”. This disease is associated with significant
morbidity and mortality due to the increased risk of cardiac, renal, vascular and ocular complications.
Therefore, it is of utmost urgency to improve the methods of diabetes diagnosis to make it simple, fast
and effective, thus reducing the number of diabetes cases. In addition, continuous monitoring of blood
glucose levels by patients is of great importance, as hyperglycemia (high blood glucose levels) increases

the risk of concomitant diseases, while hypoglycemia can be life-threatening.

Biosensors are devices that enable the identification and quantification of various biomolecules by
converting the binding of the analyte to a recognition element into a measurable signal. Enzymatic
electrochemical biosensors have been developed in the last decades, thanks to the high specificity of
enzymes and the high selectivity and sensitivity of electrochemical transducers. These biosensors allow

the development of portable, miniaturized and low-cost systems for the diagnosis of numerous diseases.

In response to this challenge, a low-cost, accurate, simple, and fast disposable enzymatic electrochemical
biosensor for the diagnosis of diabetes was developed. To construct this biosensor, we used a gold-
printed electrode as the support material and glucose oxidase as the recognition element for glucose (the
analyte).

To optimize the surface of the electrode and improve the adhesion of the enzyme to the substrate, we
incubated a biocompatible nanomaterial called graphene on the surface of the working electrode. After
the successful immobilization of graphene by adsorption on the electrode surface, we tested two
different methods of immobilization of glucose oxidase (GOx) enzyme with two different incubation
times. First, we investigated the adsorption method in which the enzyme is immobilized directly on the
surface of the electrode previously modified with graphene. Two different time intervals with two
different incubation times (2 hours and 12 hours) were tested. Electrochemical techniques such as cyclic
voltammetry and chronoamperometry were used to monitor the changes in the electrode surface. Next,
we investigated the enzyme inclusion/encapsulation method by electrochemical polymerization of the
monomer Tiramine with the crosslinking agent glutaraldehyde. This was also performed with the same
incubation times. To evaluate the effect of the crosslinking agent, we developed a biosensor similar to
the previous one but without glutaraldehyde to analyze its effect on fixation. This approach allowed us

to evaluate the enzyme inclusion method using only Tiramine as a fixative.

After analyzing the performance of the biosensor using the chronoamperometry technique, for each of
the methods, we concluded that the 2-hour adsorption method was the most accurate, with a linear range
between 1,0 mmol/L (lower limit of linear response) and 40,0 mmol/L, a slope of 1,784, and a
correlation coefficient R%of 0,9939. To ensure its selectivity in the presence of glucose, we tested the
biosensor in comercial synthetic human serum and with various interferents present in human blood
serum. The surface of the biosensor was characterized by transmission electron microscopy and Raman

spectroscopy.

This biosensor has been shown to be sensitive, selective, and reproducible in the detection of glucose,
allowing effective diagnosis and monitoring of diabetes. This methodology can be used in future research

with micro-needle electrodes for continuous monitoring of interstitial skin fluid.

KEYWORDS: Diabetes, Adsorption, Diagnosis, Biosensor, Electrochemistry, Enzyme as a Recognition
Element, Graphene, Glucose Oxidase.

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



v

ABSTRACT

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



INDICE v
INDICE

INDICE DE FIGURAS.....cooovuummmmmneneeeesesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns IX

INDICE DE TABELAS ....ooooouueeneseseeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss XII1

LISTAS DE SIGLAS E SIMBOLOS......ooteeeeeeeeeeteeeeeeeseseeesseeeseseeseseesesesessesesesesseesesesessesesesssesssssesseseans XV

1. INTRODUGAO ..o eeeseesseesssss s eesssssssssssssssssseeesesssssssssmessansesssssseesessessees 19

1.1. Enquadramento @ PertiNENCIa.....cuiiiiicuiieieeiiiciieee ettt e e e e e e e e sebreee e e e e e anraes 19

1.2. Questdo e objetivos de iINVESTIZACA0 ......ueiiiiiiiciiiiee e e 19

RS T O Tolo 1T 0 d = o [o] [ T= o= Y- PP PP 20

1.4. Apresentacdo do grupo de INVESTIZACA0 ..eveivicviiiiee i ittt 20

1.5, Estrutura do trabalhio .....eeee i 20

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........oooooeeeeeeeeieeeeeeeeesoeesssenssesosessssssssssssessssssssssssssssnssssssnssssssssssssnsnes 23

B B D 1T o1 OO SO PRTPPRI 23

2.1.1. Biomarcadores da diabetes ........coouieiiiiiiiiiiiieiiiee et s 24

2.2. Métodos convencionais para detegao da glUCOSE .....cccvcvviieieeiiiiiiieeee et 27

2.2.1. TECNICAS |abOratori@iS . .cceiureeiriiieiiiiee ettt ettt sire e sbre e e sabe e s sabe e e sbeeeesaaes 27

2.2.2. Técnicas de monitorizagdo doméstica/dispositivos comerciais...........ccccveeeeerveeennee. 29

2.3, BIOSSENSOMES ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e e r et et et ettt e e e e aaaaeeeaeeaaans 32

2.3. 1. OLICOS cevveueireeeteseie ettt sttt n ettt 33

e T A = =) o o [ U] 13 0] Lol 1T U PPPN 33

2.3.3. Elementos de (bio)reCoNheCiMENTO .....uvvveeieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeereeee e 40

2.3.4. Biossensores enzimaticos de BIUCOSE ......cuviiieeiiicciiiiiee e ettt e et e e earae e e e e 41

2.3.5. Imobilizagao de ENZIMaAS........cccciiirr e 46

2.3.6. Nanomateriais de imobiliZaga0 ......ccccvvriiiiiiiiiieieieeec e 48

WG T A O [ 1= oF: I =T o a4 - ot SR 49

P T B o To e [ [ o o 1] o - 51

2.4. Analise qualitativa doS MateriaiS........ccccciiiiieiieiiiiiie ettt e e e e ebaae e e e e e e 53

0 W =1 oY=l d o XYoo o F= e [l e T T 1 I 53

2.84.2. TEM oo e e e et e e e e e e e e et e taeeeeerare———————————_ 54

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL .....cccoeoieieieeiieteteeeieteteeeeteseessss e vessssssesesssssseseessssesesesssseseseses 56

3.1. Material @ EQUIPAMENTO ......uuuiiiiiiiiiiiiieiei e eee e e e e et r e e e e e e e aeaaaaaaaaeeeaeeeeeens 56

B R Y o1 [0 1= PR UPPPRN 57

I oY Tor-To e [o I =1 [=] d o Yo [ LSRR PRPRN 59

3.2.1. Construgdo dos elétrodos modificados a base de Bgr......ccccceeveivvciieeeeeiiiciieeeee e, 59

3.2.2. Imobilizacao da GOX POr @dSOIGA0 ....eeeiiiecrririeeeeiirriieeeeeeecrireeeeesssrereeeeessssseeeeeesssnnns 60

3.3. Procedimento eletroqUIMICO.....ccuuiiiii ittt s srere e e e s s sabane e e e e snanes 62

3.4. Anadlise do desempenho dO bIOSSENSON ......uiiiiiiiciiiiiee e 62

3.4.1. CUrva de Calibragao ...cceiiiciiiiieei e e e e e 62

3.4.2. Estudo da Seletividade ........ueeieiiiiiiiiiee e e e 63

3.5. Analise qualitativa dos MateriaiS......cccecciriiiiiiiiiiiiee e e e e 64

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



VI INDICE
3.5.1. ANAliSE €M RAMAN cuiiiiiiiiiie ittt ettt e e s ibe e s sbbe e e sbbee e sabe e e sabeeesabeeesannes 64
3.5.2. ANALISE €M TEM ...iiiiiiiiiiiiiee ettt sttt sire e st e e st e s s be e e sbte e e sabe e s sabaeesabaaeesnees 64
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ioeveeeeeeeieeeeeseseseeseeessessssesssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssessssssssanns 66
7058 W -1 o T or=ToF=To X Fo Tl o 1o Ty =T s 1Yo | USSR 66
4.1.1. Imobilizagdo da enzima por adsorgao durante 2 horas .......cccccveeeeeecciiieeeeeeccinieeeenn, 66
4.1.2. Imobilizagdo da enzima por adsorgao durante 12 horas ........ccccceeeeeevvveeeeeeccivneeennn, 68
4.1.3. Imobilizacdo da enzima por aprisionamento com poliTir e glutaraldeido durante 2
horas 68
4.1.4. Imobilizagdo da enzima por aprisionamento com poliTir e glutaraldeido durante 12
horas 70
4.1.5. Imobilizagdo da enzima por aprisionamento com poliTir durante 2 horas............... 71
4.1.6. Imobilizacdo da enzima por aprisionamento com poliTir durante 12 horas............. 72
4.2. Avaliacdao do desempenho do biOSSENSOF.........uuiiiiiiiiiiiieieeee e e 73
Ny B O 1 oY - Tor- To T =T T = 1 0] o - Lo 1SR 73
4.2.2. Estudo da seletividade .......ccuuviiiiiiiiiiiieee e 86
7 0 0 T Y o [ ot Tor- To T =T ¢ 5T o o 1SS U 87
4.2.4. Caracterizacdo fisico-quimica @M RAMQAN ..........cceeeeccuveieee et 88
2 TR I = |V U UURRPN 90
5. CONCLUSAO . ...ttt s s e s sssesess s ssassassassaseans 93
T R 0o 1 Vol [0 1Yo 1Tl 1 T 1SRRI 93
5.2. LimitagOes € iNvestigagao fUtUIa .......ciivciiiiiii it e e e e 94
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS «..oooovveeeeeeeeeeeeeseeseesesseeseesseesesseeessssesesssssssssseeesssseaesesseesseessessssseenees 97

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



INDICE

VII

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >






INDICE DE FIGURAS IX

INDICE DE FIGURAS

Figura 1-Sensor transdérmico para a detecdo continua da glucose no ISF da pele, com base em

MICTOAZUINGS [10]. et 24
Figura 2- Tipos de biomarcadores. Imagem adaptada de [19] , em BioRender.com...........cvvuvieviuvincinnnne. 25
Figura 3-Formagao da HbAlc.Figura adaptada de [23] , em BioRender.com.........c.ccvvciiciicinininicnnnne 26
Figura 4-Funcionamento do sistema SMBG. Imagem adaptada de [51] , em BwRender.com.................. 30
Figura 5-Diagrama de blocos do aparelho de medicdo de glucose pelo método de picada no dedo.

Imagem adaptada de [37] em BioRender.COML..........ccoucuvecuvecmriociiecieeeieicieeeeeeeee e seeeneene 30
Figura 6-Componentes de um sistema CGM. Imagem adaptada de [37] , em BioRender.com................. 31
Figura 7-Componentes de um Biossensor. Imagem realizada em BioRender.com..........coccuecunecenecnneace. 32
Figura 8-Elétrodos constituintes de um Au-SPE. Imagem adaptada de [74] em BiwRender.com............. 34

Figura 9-Método enzimatico- amperométrico para medi¢do da concentragio de glucose. Imagem
adaptada de [37] em BioRender.COML........oocuiiiiiiiiiiiiiiiciiiiic e 35
Figura 10-Método da hexoquinase para medi¢ao da concentra¢do da glucose. Imagem adaptada de [37]

s €M) BIORCHACT.COMurviviniitieetieetieeeeete ettt ettt ettt est et ettt et et ese et e st et ensetenseseasessetenserensetenseseasensans 35
Figura 11- Exemplo de um voltamograma ciclico. Imagem realizada em BioRender.com......................... 36
Figura 12-Grafico de bode .Imagem adaptada de [95] , por BioRender.com............ccvuvucucuniirivicicnncnnenn, 38
Figura 13-Grafico de Nyguist. Imagem adaptada de [93] , por BioRender.com.........cccuvvviicinininicnnnce 39

Figura 14-(Bio)analito alvo liga-se ao local ativo (esquerda), formando o complexo (bio)analito-enzima
(meio), onde uma reagio catalitica o converte o (bio)analito alvo num produto mensuravel. Imagem
adaptada de [99] , pOr BioRHAEr.COM........cuiiiiiciiciciree e 41

Figura 15-Oxidacido da glucose pela enzima GOx. Imagem adaptada de [113] , em BiRender.com. ...... 42

Figura 16-Esquema dos mecanismos de oxidagdo enzimatica da glucose para as trés geracOes de

biossensores. Imagem adaptada de [114], por BioRender.com ..., 42
Figura 17-Representacdo esquematica dos principais métodos de imobilizagio de enzimas. Imagem
adaptada de [133], em BioRender.COML......ccuiiiiiiiiiiiiiciiciicicc s 47
Figura 18-Cinética de Michaelis-MentenImagem adaptada de[154] , por BioRender.com..............cccocuceece. 50
Figura 19-Espetros de Raman para quatro materiais diferentes (frutose, glucose, S3,S9)registrados com
um laser de 532 0 [180]. .vvueueveiriiieieiririeieirtreiet ettt ettt ettt ettt ettt 54
Figura 20- Esquema do modo de funcionamento da TEM. Imagem adaptada de [182] em BioRender.com
........................................................................................................................................................................... 54
Figura 21-Potenciostato/ galvanostato Metrohm Autolab [183].......cceevveneevererneineerererseineseressesenseraenans 56
Figura 22- Caixa de comuta¢do com Au-SPE inserido. Imagem adaptada de [184], por BioRender.com56
Figura 23-DXR Raman da Therno Scientific [185]. oot sseaesseens 57

Figura 24-Representacio das duas solu¢des reacionais de polimerizacio preparadas. A solu¢do A contém
glutaraldeido, Tir e GOx. A solu¢io B apenas contém glutaraldeido e Tir. Imagem realizada em
BIORECHACT.COM ...ttt ettt 58

Figura 25-Representac¢io das duas solugdes reacionais de polimerizacao preparadas. A solucdo C contém
Tir e GOx. A solugdo D contém apenas Tir. Imagem realizada em BioRender.com............ovveevnnee. 58

Figura 26-Representacio dos oitos padrées de diluicdo preparados para um volume final de 2 mL com
as respetivas quantidades de solucio mie e de PBS. Imagem realizada em BioRender.com............. 59

Figura 27-Procedimento experimental da imobilizacio do Bgr e da enzima GOx pelo método de
adsorcdo na superficie do elétrodo de trabalho do Au-SPE.........ccccooiiiviiniinininiccnininicieicis 60

Figura 28-Procedimento experimental da imobilizacdo do Bgr e da solugdo A , pelo método de
aprisionamento na superficie do elétrodo de trabalho do Au-SPE. E também representado o processo

de eletropolimerizaciao com a colocagio de 100 pL. de AgUA. .....vveeciiciiciriciccicccccieeceeeienes 61

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



X INDICE DE FIGURAS

Figura 29-Procedimento experimental da imobilizagdo do Bgr e da solu¢do C, pelo método de
aprisionamento na superficie do elétrodo de trabalho do Au-SPE. E também representado o processo
de eletropolimerizacio com a colocagio de 100 pL de 4gua. ....c.ccueecuvecirecineciricieccececiecceeeieenes 62
Figura 30-Resultados da leitura em solucio redox de ferro apés a imobilizagio da enzima durante 2 horas.
(A) representa o grafico de CV antes da imobilizacdo do Bgt. (B) representa o grafico CV depois da
fIXAGA0 O BEI. ot 67
Figura 31- Voltamogramas conduzidos em tampao PBS com pH 7.4 (pontos azuis) e em glucose 5
mmol/L preparada em tampao PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de varrimento de 50
mV/s, para 0 método de adsor¢io da enzima durante 2 hotas. ......ocvceeverneencrerernenerrenerneerenenenes 67
Figura 32- Voltamogramas conduzidos em tampao PBS com pH 7.4 (pontos azuis) e em glucose 5
mmol/L preparada em tampio PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de varrimento de 50
mV/s para os métodos de adsor¢iao da enzima de 12 e 2 h respetivamente. (A) grafico CV com
solucio tampao PBS e com solugio de glucose de 5 mmol/L preparada em tampao PBS pH 7,2. (B)
representa a comparag¢io dos graficos CV com uma solugio de glucose de 5mmol/L, comparando

os dois métodos de adsorcao (2 hotras € 12 hOTas).....cccerecrerreneeereeneneerernineeierseseeeerensesesesessesesesesens 68
Figura 33- Estrutura molecular e respetiva férmula quimica do glutaraldefdo[194]......cccccvveuvierncnncace. 69
Figura 34-Estrutura molecular e formula quimica da Tit [197]. ceeieicieicccrceeeeeeneees 69

Figura 35- Voltamogramas conduzidos em tampio PBS com pH 7,4 (pontos azuis) e em glucose 5
mmol/L preparada em tampao PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de varrimento de 50
mV/s, para o método de aprisionamento com glutaraldeido e poliTir durante 2 horas. .......ccccccceuce. 70

Figura 36-Resultados da leitura com dois padroes de dilui¢io diferentes (0 mmol/L e 5 mmol/L) para o
método de aprisionamento com glutaraldeido e poliTir durante 12 horas. (A) grafico CV com solu¢io
PBS e com solu¢io de glucose de 5 mmol/L. (B) representa a comparagdo entre os graficos CV com
uma solugio de glucose de 5 mmol/L, comparando os métodos de aprisionamento para 2 horas e 12
RLOTAS. it 71

Figura 37- Voltamogramas conduzidos em tampio PBS com pH 7,4 (pontos azuis) e em glucose 5
mmol/L preparada em tampao PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de vatrimento de 50
mV/s, para 0 método de aptisionamento com Titr durante 2 horas. ......cevveercrrernineenerererneerensenenes 72

Figura 38-Resultados da leitura com dois padrSes de diluicio diferentes para o método de
aprisionamento com Tir durante 12 horas. (A) grafico CV com solucdo PBS e com solucio de glucose
de 5Smmol/L. (B) representa a comparacao entre os grificos CV com uma solugao de glucose de 5
mmol/L pata o método de aptisionamento com Tir durante 2 horas e 12 hotas. .....ccccecevvvuvcrcnnnce 72

Figura 39. Cronoamperogramas obtidos ap6s a imobilizagdo da enzima na superficie do elétrodo de
trabalho para o método de adsor¢ao de 2 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para as
solucoes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para as
solucoes de glucose de 0 mmOol/L-50 MMOL/ L. ..covuiumiiuciiniiniicieieeireireee e ssenaes 74

Figura 40- Retas de calibracio com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima
(pontos laranjas) e do chip sem enzima (pontos azuis), para o método de adsorgio de 2 horas. ..... 74

Figura 41-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para
0 Método de adSOrCAO de 2 NOTAS. ...ttt e 75

Figura 42- Cronoamperogramas obtidos apds a imobilizacdo da enzima na superficie do elétrodo de
trabalho para o método de adsor¢io de 12 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para
as solugdes de glucose de 0 mmol/L.-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para
as solucdes de glucose de 0 mmOol/L-50 MMOL/ L. ..ccvueiiiiniirieeieieineireieeeeneseiseieeese e iseisesesseseseies 76

Figura 43- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do
chip sem enzima, para o0 método de adsor¢ao de 12 hotas. ... 76

Figura 44-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para
0 Método de adSOrCA0 de 12 MOTAS. ...cuiuiuiuieieieiiiticce ettt e eeaen 77

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



INDICE DE FIGURAS XI

Figura 45-Cronoamperogramas obtidos apds a imobiliza¢do da enzima por aprisionamento com
glutaraldeido e Tir na superficie do elétrodo de trabalho durante 2 horas (A) cronoamperograma do
Au-SPE com enzima para as solu¢des de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma
do Au-SPE sem enzima para as solu¢des de glucose de 0 mmol/L- 50 mmol/L....cccocvevvineenerennnes 78

Figura 46- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do
chip sem enzima, para o método de aprisionamento com poliTir e glutaraldeido durante 2 horas. 79

Figura 47-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para
o método de imobilizagdo da enzima com poliTir e glutaraldeido durante 2 horas........ccccceuecuvucnnaes 79

Figura 48-Cronoamperogramas obtidos apds a imobiliza¢do da enzima por aprisionamento com
glutaraldeido e poliTir na superficie do elétrodo de trabalho durante 12 horas (A) cronoamperograma
do chip com enzima para as solu¢bes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma
do chip sem enzima para as solugbes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L.......ccccccocvcueininiincicnanes 80

Figura 49- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do
chip sem enzima, para o método de aprisionamento com poliTir e glutaraldeido durante 12 horas.

Figura 50-Grafico da cinética de Michaelis-Menten para o Au-SPE com enzima e para o Au-SPE sem
enzima, para o método de imobiliza¢io da enzima com Tir e glutaraldeido durante 12 horas. ........ 81
Figura 51-Cronoamperogramas obtidos apds a imobiliza¢do da enzima por aprisionamento com poliTir
na superficie do elétrodo de trabalho durante 2 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima
para as solucoes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima
para as solucoes de glucose de 0 mmol/L- 50 MMOL/ L. ..o neenes 82
Figura 52- Retas de calibrac¢do com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do
chip sem enzima, para o método de aprisionamento com poliTir durante 2 hotas. .....c.ccecueevcueencunnes 82
Figura 53-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para
o método de imobilizagiao da enzima com poliTir durante 2 horas. ........ccccvirviiiviniviniiinininiciines 83
Figura 54-Cronoamperogramas obtidos ap6s a imobilizagdo da enzima por aprisionamento com Tir na
superficie do elétrodo de trabalho durante 12 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para
as solugdes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para
as solucoes de glucose de 0 mmol/L-50 MMOL/ L. c.ccueuevueruniuniieierineireieienieeiseiereniesiseesesseniesisessessenaes 83
Figura 55- Retas de calibracdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do
chip sem enzima, para o método de aprisionamento com poliTir durante 12 horas. ......cccceucuecuncnncs 84
Figura 56-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para
o método de imobilizacido da enzima com Tit durante 12 hotras......cocvvevverrererenninnninnenrerresereeenes 84
Figura 57-Grafico representativo dos resultados do teste de seletividade para as espécies interferentes,
creatining € BSA ... 87
Figura 58-Resultados relativos ao método de adsor¢do de 2 horas com soro Commay (A)
cronoamperograma cronoamperograma do chip com enzima para as solugdes de glucose de O
mmol/L-50 mmol/L (B) reta de calibra¢io e respetiva equagio para o chip com enzima................ 88
Figura 59-Grafico com os espetros resultantes da analise de Raman para os diferentes materiais
imobilizados na superficie do AU-SPE........ccccoiiiiiiiiiiiicc s 89
Figura 60-Resultados relativos a analise por TEM do Bgr (A) Imagem TEM do Bgr com uma ampliagao
de 100,000 x (B) Imagem TEM do Bgr com uma ampliacao de 200,000 X. ...ccoueerreecureecrreecrrencrrencrennes 90

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



XII

INDICE DE FIGURAS

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



INDICE DE TABELAS XIII

INDICE DE TABELAS

Tabela 1-Critérios de diagnéstico para a DM (FPG, OGTT, HBALC). .. 23
Tabela 2-Exemplos de biossensores eletroquimicos enzimaticos para a detecio da glucose publicados
M (2018-2023). ..ot 43
Tabela 3-Concentracao de glucose para diferentes tipos de flufdos.......ccceviviiviniciininiinicnicicn, 51
Tabela 4-Lista de reagentes utilizados e sua reSpetiva OfIgemL.......cuuuiureiureiueeniueeieeeiieneeeeeieecaeascseescnenns 57
Tabela 5-Padroes de dilui¢ao preparados através da solu¢ao mie e do PBS com a respetiva concentragao
FINAL o 63
Tabela 6-Lista de especificacOes e respetivas configuracdes para obtencdo de cada um dos espetros de
RAMAN. it 64

Tabela 7- Comparagio entre os dados obtidos da reta de calibragio e da cinética de Michaelis-Menten para
os dois métodos de adsorcao (2 hotras € 12 hotras).......cccceveicierrnicierniniierercereeeres e seeeeenens 85
Tabela 8-Comparagio entre os dados obtidos da reta de calibragdo e da cinética de Michaelis-Menten para
os dois métodos de aprisionamento com glutaraldeido e poliTir (2 horas e 12 horas)........ccccceuecuecee 85
Tabela 9-Comparacio entre os dados obtidos da reta de calibracio e da cinética de Michaelis-Menten para
os dois melhores métodos (adsorcao 2 horas e aprisionamento com Tir e glutaraldeido 12 horas). 86
Tabela 10- Erros associados as solug¢des de glucose de concentracio de 1,0 mmol/L, 2,5 mmol/L, 5,0
mmol/L e 10,0 mmol/L para um estudo triplicado. ......ccuevuiuvcieiniiniincicininecceece s 88
Tabela 11- Valotes das Bandas D e G e respetivo indice ID/IG, obtidos pela andlise de Raman para os
diferentes materiais UtHZAAOS. ...cuvuveeviiiriiiiic s 90

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



XIvV INDICE DE TABELAS

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



LISTA DE SIGLAS E STIMBOLOS

XV

LISTAS DE SIGLAS E SIMBOLOS

Lista de Siglas

AG Albumina Glicada

ATP Adenosina Trisfofato

Au-SPE Gold Screen Printed Electrodes

Ber Biografeno

BSA Bovine Serum Albumine

CA Cronoamperometria

CDC Center for Diseases Control and Prevention
CGM Continnous Glucose Monitoring

CLE Cross Linking Engyme

CLEA Cross Linking Engyme Aggregates

CLEC Cross Linking Engyme crystals

CvV Cyclic Voltametry

DET Direct eletron transfer

DGNs Nanoestruturas dendriticas de ouro

DGS Direcio Geral da Satde

DM Diabetes Mellitus

DNA Acido desorirribonucleico

DRP-DSC Caixa Conectora DropSens

EIS Eletrochemical Impedance Spectroscopy

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FAD Flavina Adenina Dinucleotideo

FADH?2 Flavina Adenina Dinucleotideo Hidrogénio
FPG Fasting Plasma glucose

Go6P Glucose-6-fosfato

GNR Graphene Nanoribbon

GO Graphene Oxide

GOx Glucose oxidase

GR Grafite

GS/MS Gas Chromatography Mass Spectrometry
HbA1C Hemoglobina glicosilada

HEMS Histology and Electron Microscopy Service

IDF International Diabetes Federation

IDGC-MS Isotope Dilution Gas Chromatography-Mass Spectrometry
iscCGM Intermittently Scanned Continnons Glucose
LabRISE Laboratory for Research and Innovation in Sensors and Engineering
ISEP Instituto Superior de Engenharia do Porto

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



XVI LISTA DE SIGLAS E STIMBOLOS
ISF Intersticial Fluid
i3S Instituto de Investigacdo e Inovacdo em Saide
LD Limite de dete¢io
LIRL Limite Inferior de Resposta Linear
LSRL Limite Superior de Resposta Linear
MCG Medic¢io Continua Glucose
MIPs Molecularly Imprinted Polymers
NAD Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
NADH Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo Hidrogénio
NCGM Non- Continnons Gilucose Monitoring
NIR Near Infrared Spectroscopy
OCT Optical Coberence Tomography
OGTT Oral Glucose Tolerance Test
OMS Organizacdo Mundial de Satade
PANI Camadas de Polianilina
PB Prussian Blue
PBS Phosphate Buffered Saline
PMS Fenazina Metosulfato
PoliTir PoliTiramine
Ppy Polipirrol
rGO Reduced Graphene Oxide
rtCGM Real Time Continnons Glucose Monitoring
SMBG Self-Monitoring Blood Glucose
SNS Servico Nacional de Saude
TEM Transmission Electron Microscopy
Tir Tiramine

Lista de Simbolos

C Concentracgio de analito mmol/L
C Capacidade da dupla camada F

D Coeficiente de difusio cm? /s
AE Variacio da diferencial potencial aplicada \Y

f Constante de faraday C

Lnax Corrente maxima atingida pA

Is Corrente normalizada pA

Ky Constante Muchaelis-Menten -

n Numero de eletrdes -

R Resisténcia Q

t Tempo s

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



LISTA DE SIGLAS E STIMBOLOS XVII

T Temperatura °C
Velocidade m? /s
Viax Velocidade maxima m? /s

< Sensor eletroquimico descartavel para o diagndstico da diabetes >



XVIII LISTA DE SIGLAS E STIMBOLOS

<Sensor eletroquimico descartavel para o diagnéstico da diabetes>



1. INTRODUCAO 19

1. INTRODUCAO

Neste capitulo ird ser realizada uma breve introdugdo sobre o problema abordado e a sua importincia
para uma melhor qualidade de vida da populacio diabética. Assim, serdo descritos os principais objetivos
deste estudo, a metodologia utilizada e uma breve introducio do centro de investigacio onde foi

realizado o estudo experimental. Por fim, é mencionado a estrutura adotada no trabalho.

1.1. Enquadramento e pertinéncia

A diabetes ¢ uma doenga crénica em larga expansio, atingindo de uma forma crescente as caracteristicas
de uma verdadeira pandemia. Segundo a Organizagdo Mundial de Sadde (OMS), existem cerca de 422
milhGes de pessoas com diabetes em todo o mundo, sendo que este valor tem vido a aumentar de forma
constante nas ultimas décadas [1]. Esta doenca representa um conjunto de distarbios autoimunes,
metabdlicos e genéticos, estando particularmente associada a niveis de glucose elevados (hiperglicemia)

e a insuficiéncia patcial ou total da insulina produzida pelo pancreas |2].

O diagnéstico precoce da diabetes ¢ fundamental, uma vez que se os niveis de glucose no sangue se
mantiveram elevados durante um periodo alargado de tempo, podem aumentar o risco de desenvolver
complicagdes cronicas, tais como: doencas cardiovasculares, lesdes renais, neuropatia diabética,
retinopatia diabética, entre outros [3]. Do ponto de vista do paciente diabético, a diabetes ¢ uma condig¢ao
de saude que requer atengdo ao estilo de vida, a monitorizagdo da glicemia, administraciao de insulina,
podendo causar ansiedade e depressio [2]. Posto isto, é urgente melhorar os meios de diagnéstico e
monitotizacio da diabetes, de forma a diminuir complicagcbes médicas futuras, proporcionado assim uma

melhor qualidade de vida a estes pacientes.

Tendo em conta os aspetos referidos anteriormente, o desenvolvimento de sensores simples, de rapida
resposta e faceis de manusear, podem ser uma solugdo para estes pacientes, face a métodos de
diagndstico mais convencionais (analises clinicas), que sdo invasivos. Por conseguinte, os métodos
eletroquimicos sdo uma técnica analitica auspiciosa para construcio de sensores de glucose, pois
apresentam uma elevada sensibilidade, baixo custo e fornecem uma rapida resposta (nfvel de glucose no

sangue).

Os biossensores eletroquimicos enzimaticos sao uma solu¢ao promissora para o diagnéstico da diabetes,
pois permitem melhorar a qualidade de vida dos pacientes, desenvolvendo dispositivos portateis,
miniaturizados e seletivos. Isto é conseguido, gracas a elevada especificidade das enzimas e a seletividade
dos transdutores eletroquimicos [4][5].

1.2. Questao e objetivos de investigacao

O principal objetivo desta dissertagdo de mestrado ¢ desenvolver um sensor eletroquimico enzimatico
descartavel para o diagndstico da diabetes, que seja seletivo, de baixo custo, simples e minimamente

invasivo.

Por forma a atingir este objetivo final, serdo estudados diferentes mecanismos de imobilizacdo da enzima
Glucose Oxidase (GOx), bem como varias técnicas eletroquimicas e nanomateriais. Os materiais
sensores foram caracterizados quimicamente e morfologicamente por técnicas de Raman e de
Microscopia Eletrénica de Transmissao (do inglés: Transmission electron microscopy, TEM).
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Numa primeira abordagem serdo utilizados elétrodos impressos descartaveis de ouro (do inglés: Secreen-
Printed Gold Electrodes, Au-SPE), similares aos chips comercialmente disponiveis no mercado para a
detecdo da glucose. Como perspetiva futura, visiona-se aplicar a metodologia adotada nesta tese em
microagulhas modificadas com materiais condutores, permitindo assim a monitorizagdo continua da
glucose no fluido intersticial da pele (do inglés: Intersticial Fiuid, ISF. Neste sentido, sera utilizado um
material biocompativel, como o Biografeno (Bgt), para posterior imobilizagao da enzima.

1.3. Opg¢oes metodologicas

Para o desenvolvimento do sensor eletroquimico enzimatico foi aplicada a seguinte metodologia:
e Utilizacdo de Au-SPEs e consequente modificagdo com materiais biocompativeis como o Bgt;

e Ligacdo da enzima GOx como elemento de (bio)reconhecimento a superficie do Au-SPE
previamente modicado com o nanomaterial; estudo de varias técnicas de imobilizacio da

enzima, nomeadamente, mecanismo de adsotr¢ao e encapsulamento/aprisionamento;

e Avaliacgdo do desempenho analitico do biossensor através de técnicas eletroquimicas
(Voltametria ciclica (do inglés: Cyclic VVoltammetry, CV) e cronoamperometria ( do inglés:
chronoamperometry, CA)), através de curvas de calibragio, estudo de seletividade e analise de

amostras de soro comercial.

1.4. Apresentacao do grupo de Investigacao

A dissertacdo foi desenvolvida numa das unidades de investigacdo do Instituto Superior de Engenharia
do Porto (ISEP), o Laboratory for Research and Innovation in Sensors and Engineering, LabRISE.

O LabRISE ¢ uma unidade de investigacdo do ISEP, que visa o desenvolvimento de (bio)nanomateriais
com aplicacio no contexto médico e industrial. Um dos exemplos de nanomateriais utilizados para este
efeito, sio os biomiméticos, que sio reconhecidos amplamente como anticorpos plasticos,
dimensionados por impressao, em bulk ou em superficie, bem como pela sua interface direta ou indireta
com superficies sensoriais. O ambito de aplicagdio do LabRISE estende-se ao desenvolvimento de
biossensores com elementos de reconhecimento naturais como enzimas e anticorpos, e sensores
inteligentes para aplicagdo em embalagens de alimentos. Estes sensores tém como base a transducao de

sinais eletroquimicos e 6ticos.

1.5. Estrutura do trabalho

Este documento esta organizado em cinco capitulos, descrevendo assim o desenvolvimento de um

biossensor eletroquimico enzimatico para o diagnéstico da diabetes.

No presente capitulo, é dada a pertinéncia do trabalho desenvolvido ao longo da tese, onde ¢ realizada

uma breve introducio do tema e da institui¢ao envolvida na concretizacdo da mesma.

No capitulo dois procede-se a uma revisao da literatura sobre a contextualizacio tedrica essencial para
as diferentes etapas da pesquisa, sendo estas: a doenca diabetes, metodologias para o diagnostico,
principais componentes de biossensores como elementos de (bio)reconhecimento e transdutores
(destacando aqueles com maior relevancia para o presente trabalho de pesquisa). Por fim, sdo

referenciados os métodos de analise qualitativa dos materiais.

Posteriormente, no capitulo trés sao descritos detalhadamente todos os aspetos de natureza experimental

associados a preparacido do biossensor enzimatico e as metodologias de caraterizagdo. Sao mencionados
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os varios materiais e equipamentos envolvidos, bem como os reagentes e os procedimentos especificos

necessarios.

No capitulo quatro sdo discutidos os resultados experimentais obtidos no ambito do desenvolvimento

do sensor eletroquimico em termos de constru¢io e avaliacao do seu desempenho analitico.

Por fim, no capitulo cinco estdo sumarizadas as conclusdes obtidas e as suas limitacGes, bem como as
possiveis perspetivas futuras a adotar para obten¢ao de um biossensor comercial.
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2.1. Diabetes

A Diabetes mellitus (IDM) é uma doenca metabodlica crénica [1] em larga expansio, tendo-se vindo a tornar
num dos problemas mais prementes e prevalentes das ultimas décadas [6], sendo uma das principais

causas de morte em todo o mundo.

A Organizacdo Mundial de Satude (OMS) estima que a nivel mundial, cerca de 422 milhoes de pessoas
tem diabetes, ¢ que 1,5 milhées de mortes sdo diretamente atribuidas a esta doenga [1]. Nos dltimos
anos, o numero de casos, bem como a prevaléncia de diabetes tém aumentado, sendo que a Federagiao
Internacional de Diabetes (do inglés: International Diabetes Federation, IDF) estima que esse numero
aumente para 643 milhSes em 2030, e 738 milhdes em 2045 [7].

Relativamente a prevaléncia de diabetes em Portugal, esta ¢ uma das mais elevadas da europa, sendo que
em 2021 foram registados 79 241 novos casos de diabetes, havendo mais de 830 mil doentes inscritos
no Servico Nacional de Saude (SNS [8]). Segundo a IDF, Portugal apresenta a segunda maior prevaléncia
padronizada de diabetes da Unido Europeia com 9,1 % na populagio entre os 20 e os 79 anos [9].

Esta doenca ¢ caracterizada por niveis elevados de glucose (hiperglicemia), e de hemoglobina glicosilada
(HbA1c) no sangue [10], que se devem essencialmente a uma deficiéncia absoluta ou relativa da insulina
produzida pelo pancreas. A hiperglicemia associa-se a longo prazo a diversos danos nos érgios, podendo
provocar: retinopatia, nefropatia, neuropatia autonémica causando sintomas gastrointestinais,

geniturinarios, bem como aumentar o tisco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares

Atendendo a prevaléncia da diabetes nos tltimos anos e as complica¢Ges a esta associadas, o diagnostico
precoce ¢ essencial, evitando assim maiores danos a saude destes pacientes.

O diagnéstico da diabetes ¢ realizado através de exames como: glucose plasmatica em jejum (do inglés:
Fasting Plasma glucose, FPG); HbAlc e em certos casos teste oral de tolerancia a glucose [11] (do inglés:
Oral Glucose Tolerance Test, OGTT). Com base nos resultados dos exames mencionados anteriormente, é
possivel diagnosticar a diabetes [11](Tabela 1).

Tabela 1-Critérios de diagnéstico para a DM (FPG, OGTT, HbAlc).

Teste Normal Diabetes
FPG (mg/dL [mmol/L]) <100 (<5,6) 2126 (=7,0)
OGTT (mg/dL [mmol/L]) <140 (<7,8) 2200 (=11,1)
HbATlc (%) <5,7 26,5

Existem ainda um conjunto de sintomas associadas a doenca que auxiliam no seu diagnéstico, sendo os
principais: politria, polidipsia, polifagia e fadiga [10]. Diagnosticada a diabetes, é necessario classificar a
doenca de forma a planificar a abordagem clinica e a decisdo terapéutica a adotar pelo profissional de
saude. A diabetes pode ser classificada em: DM tipo 1, DM tipo 2 e diabetes gestacional.

Na DM tipo 1 ocorre destruicdo autoimune das células beta pancredticas, fazendo com que haja uma

deficiéncia absoluta de insulina [11], sendo classificada como idiopatica.

A DM tipo 2 é a mais frequente [12], sendo caracterizada por resisténcia a insulina [13]. Este tipo de
diabetes desenvolve-se principalmente em adultos, estando associado a predisposi¢io genética, mas

também a obesidade e a0 sedentarismo.
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A diabetes gestacional surge durante a gravidez, ocorrendo em pelo menos 5 % de todas as gestagdes
[14], e é definida como uma intolerancia a glucose [13]. Este tipo de diabetes pode provocar complicagdes
durante a gravidez [15], sendo que aumenta o risco da gravida desenvolver DM tipo 2. Além das causas
mencionadas, a diabetes também pode ser resultado de consumo de drogas, excesso de certas hormonas,

e infecoes.

A monitorizagdao da diabetes, principalmente dos niveis de glucose no sangue, é crucial para permitir
uma melhor qualidade de vida aos pacientes e consequentemente, diminuir os sintomas e o risco de
desenvolver outras doencas. Assim, é fundamental uma monitorizagdo frequente e a longo prazo dos
nfveis de glucose no sangue, especialmente antes e apds as refei¢oes, para garantir que os valores estao
dentro dos parametros normais [16]. Por forma a permitir a monitorizagdo da glucose destes pacientes,
existem diversos aparelhos de medi¢io de glucose, que tém vindo a evoluir ao longo das dltimas décadas.
Os medidores de glucose domésticos tipicos sdo baseados em eletroquimica e necessitam de uma picada
no dedo para proceder a leitura dos valores de glucose de sangue. Estes tipos de medidores para além
de serem invasivos, ndo permitem uma leitura continua dos valores, aumentando assim o risco para o
paciente. Perante isto, a comunidade cientifica tem focado a sua investigacdo no desenvolvimento de
aparelhos de medicdo continua de glucose (MCG) nio invasivos, que permitam a dete¢do nio so através
do sangue, como por exemplo, através de suor, lagrimas e urina [16]. Na Figura 1 estd representado o
mecanismo de funcionamento de um MCG baseado em microagulhas, que deteta glucose a partir do
ISF.

A)

(B)
e \Q. e

FAD-GDH: FAD-Glucose Dehydrogenase

o L4
\ _ 4 SR IIDIDD D

(I' ( ( < ( { ( < (I‘ {‘ FCSH: 6-(ferrocenyl)hexanethiol

h-PG: highly porous gold

Au Microneedles

Figura 1-Sensor transdérmico para a detecdo continua da glucose no ISF da pele, com base em microagulhas [106].

2.1.1. Biomarcadores da diabetes

Os biomarcadores, também denominados de marcadores biolégicos, sio entidades que podem ser
medidas, permitindo diferenciar estados normais de patolégicos [17]. Além disso, podem ser utilizados
para avaliar as respostas de um determinado medicamento terapéutico administrado, bem como a
predisposi¢dao a uma determinada doenga [18]. Tendo por base as suas principais aplica¢Ges clinicas, estes
podem ser de diagnéstico, monitorizacio, farmacodindmico, preditivo, prognostico, seguranca ou de
risco [19] (Figura 2).
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Figura 2- Tipos de biomarcadores. Imagem adaptada de [19] , em BioRender.com

Os biomarcadores devem ser facilmente mensuraveis e acessiveis, usando técnicas que permitam a sua
inclusdo na pratica clinica [19]. Estes podem ser classificados como, histolégicos (amostras de tecidos
por biopsia), fisiologicos (fungdes dos érgios), fisicos (alteragdes das estruturas bioldgicas) e anatémicos
[20]. Tendo em conta, o tipo de doenga a estudar, os biomarcadores podem ser células especificas, genes,
moléculas, enzimas ou hormonas.

A diabetes é uma doenca complexa, sendo que os biomarcadores sao um fator chave para o seu
diagnéstico e monitorizacio. Este tipo de biomarcadores é comumente utilizado para determinar se os

valores médios da glucose estio dentro dos parimetros normais.

Ao longo deste capitulo serdo descritos diversos tipos de biomarcadores utilizados, tais como
gliconjugados (Hb1Ac; 1,5 anidroglucitol (1,5-AG)) e proteinas (frutosamina, albumina glicada (AG),
adiponectina e fetuina-A).

2.1.1.1. HbA1C
A HbAlc é um dos biomarcadores frequentemente utilizado para o diagnéstico, prevencio e
monitorizac¢ao da diabetes, permitindo refletir o impacto do estilo de vida e da medicacdo no controlo
glicémico do paciente nos ultimos trés meses [21]. Este glicoconjugado é formado quando a glucose se
liga a0 grupo aminoterminal da subunidade 3 da hemoglobina [22], tal como se pode verificar na Figura
3. A HbAlc reflete assim, a glicemia crénica em vez dos niveis de glucose num dnico momento.
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Figura 3-Formacao da HbAlc.Figura adaptada de [23] , em BioRender.com
Segundo a Dire¢io Geral da Sadde (DGS), quando uma pessoa apresenta um valor de HbAlc igual ou

supetior a 6,5 %, tem diabetes, ou pré-diabetes se os valores se encontrarem entre 5,7 % a 6,4 % [24].
Apesar disso, deve-se privilegiar o valor tradicional da glucose em jejum ou os valores da prova de

tolerancia a glucose oral para o seu diagnostico.

N

Comparativamente com os valores de glucose em jejum e do OGTT, a HbAlc é menos sujeita a
variabilidade bioldgica, instabilidade pré-analitica e stresse agudo [17]. E de evidenciar que nio é
necessatio que o paciente esteja em jejum antes de realizar o teste, sendo assim menos incémodo [21].
No entanto o valor de HbAlc pode ser afetado pela quantidade de glucose que penetra na membrana
dos eritrocitos, ou pelo tempo de vida do eritrocito. Assim, qualquer que seja a condi¢ao que prolongue
ou diminua o tempo de vida dos eritrécitos, pode os expor mais ou menos tempo ao efeito da glucose,
fazendo com que o valor de HbAlc aumente ou diminua respetivamente. Para além disso, podem existir
falsos aumentos deste biomarcador, devido a ingestdo de dlcool (ocorre a formacdo de um complexo
acetaldeido), certos medicamentos e condi¢cbes que diminuam a vida util dos glébulos vermelhos
(anemia) [21]. Também podem ocorrer falsas diminui¢bes devido a perda de sangue, pois encurta o

tempo de vida dos eritrécitos.

2.1.1.2. Frutosamina
A frutosamina (1-amino-1 desoxifrutose) ¢ uma cetoamina derivada de uma reacio entre a glucose e uma
proteina (grupo amino), que tem vindo a ser utilizada como biomarcador da diabetes [25].

Este biomarcador permite avaliar as concentragdes de glucose média no sangue nas tltimas uma a quatro
semanas, sendo assim utilizado como monitorizacao da diabetes [26]. Este método é complementar em
condi¢des clinicas em que a HbAlc é imprecisa (anemia) [25].

2.1.1.3. Albumina glicada

Semelhante a frutosamina, a albumina glicada (AG) é uma cetoamina [27], formada pela glicacdo nio
enzimatica da albumina sérica, que permite refletir os niveis glicémicos num prazo de duas a trés semanas
[28].

Comparativamente a2 HbAlc, os valores de AG ndo sio afetados por mudancas no tempo de vida dos

eritrécitos, pelo que fornecem medigdes mais precisas em casos de anemia [29].

Em certas condi¢oes, como a obesidade, a AG pode ser imprecisa, uma vez que os valores sio mais
baixos devido a0 aumento do seu catabolismo e a diminui¢io da taxa de sintese de albumina devido a
inflamacdo causada pela obesidade [25].
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2.1.1.4. adiponectina
A adiponectina é uma proteina secretada principalmente pelo tecido adiposo. Apresenta efeitos anti-
inflamatorios e antidiabéticos, sendo essencial na prote¢ao contra a resisténcia a insulina [30].

Este biomarcador tem um papel relevante no prognéstico da diabetes, sendo que alguns estudos
demonstraram niveis mais baixos de adiponectina uma década antes do diagnostico de diabetes [31].
Assim, valores mais elevados de adiponectina estdo associados a uma reducdo do risco de diabetes [32]

2.1.1.,5. 1,5 anidroglucitol
O 1,5 anidroglucitol (1,5-AG) é um monossacarideo dietético que tem sido sugerido como marcador da
pré-diabetes [25]. Este biomarcador esta presente no sangue dos tecidos de uma forma quase constante
devido a reabsorcio no tibulo renal proximal [33]. Como os tubulos proximais tém uma maior afinidade
pela glucose do que a 1,5-AG, os altos niveis de glucose impedem a reabsor¢ao deste monossacarideo.
No caso de hiperglicemia, as elevadas quantidades de glucose bloqueiam a reabsor¢ao tubular, fazendo

com que as concentragoes séricas caiam.

Relativamente aos outros testes de diagnostico, este ¢ mais estavel e menos dispendioso, sendo que

reflete os niveis de glucose nos dltimos 10 a 14 dias [34].

2.1.1.6. Fetuina-A
A fetufna-A é uma glicoproteina multifuncional, que ¢ sintetizada principalmente nos hepatdcitos e
secretado no soro humano em altas concentracoes [35].

Este biomarcador esta relacionado com a disfuncio metabdlica e com a resisténcia a insulina, associando-
se assim ao aumento de risco de diabetes [36].

Nos seres humanos, os niveis altos deste biomarcador podem estar principalmente associados a DM tipo

2, face a presenca de dois fatores de risco: resisténcia a insulina e obesidade.

2.2. Métodos convencionais para deteg¢ao da glucose

O controlo glicémico ¢ essencial para um melhor controlo da diabetes por parte do paciente, uma vez
que elevados ou baixos niveis de glucose podem causar hiperglicemia e hipoglicemia, respetivamente
[37]. Por forma a evitar complicagbes médicas futuras, tais como danos nos tecidos e doengas
cardiovasculares, os valores de glucose devem ser monitorizados continuamente.

Existem diversos métodos, cada um com diferentes utilidades e limitacGes para a monitorizagio do
controlo da glicemia. A primeira patente de um aparelho de monitorizacido de glucose no sangue foi
registada em 1971 nos EUA por Anton Clemens [38], e consistia num dispositivo que avaliava a mudanca
de cor das tiras de reagentes a base de enzimas [39]. A partir desta época, tém vindo a ser desenvolvidos
novos métodos que permitem a avaliacdo do controlo glicémico de forma continua e ndo invasiva, e que
irdo ser abordadas ao longo dos proximos capitulos. Como principais métodos de detegio de glucose,
serdo abordadas técnicas laboratoriais que dependem essencialmente de métodos enzimaticos e de

hexoquinase [37], e técnicas de monitorizagdo doméstica.

2.2.1. Técnicas laboratoriais

2.2.1.1. ELISA
O ensaio de imunoabsor¢do enzimatico (do inglés Engyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA), é um
teste imunolégico muito sensivel, que ¢é utilizado para detetar e quantificar substancias, tais como:
anticorpos, antigénios, proteinas e hormonas. Por forma a se conseguir produzir um resultado

mensuravel, é necessirio um anticorpo marcado com enzima [40] (tipo de proteina que possui regides
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especificas para se ligar ao antigeno) e um antigeno (substincia que quando ligada ao anticorpo promove

a resposta do sistema imunol6gico), estabelecendo assim uma interagio antigeno-anticorpo.

O método ELISA geralmente ¢é realizado em placas de poliestiteno. Dependendo do tipo de ELISA
pode ser utilizado um anticorpo de detecao primario (anticorpo liga-se apenas a proteina de interesse),
ou um anticorpo de detecdo secundario (um anticorpo conjugado com uma enzima liga-se a um

anticorpo nio conjugado com enzima).

Existem quatro tipos principais de ELISA, sendo estes:
e ELISA direto (placa revestida com antigeno; anticorpo de triagem);
e ELISA indireto (placa revestida com antigeno; triagem antigeno/anticorpo);
e ELISA sanduiche (placa revestida com anticorpo; antigeno de triagem)

e ELISA competitivo (anticorpo de triagem).

A detecido do anticorpo especifico ¢ realizada apds a lavagem dos pocos da placa, através da mudanca

de cor do substrato cromogénico (adicionada a placa).

Este tipo de técnica além de ser utilizado em laboratério, é também utilizada nas areas de medicina e de

industria alimentar, como ferramenta de diagnéstico e de controlo de qualidade [40].

2.2.1.2. Gas chromatography—mass
A espectrometria de massas por cromatografia gasosa (do inglés: Gas Chromatography Mass Spectrometry,
GS/MS), é uma técnica constituida por um cromatdgrafo gasoso que esta acoplado a um espectrémetro
de massas. Através destas técnicas, misturas complexas de substincias quimicas podem ser separadas,
identificadas e quantificadas, permitindo assim a andlise de diferentes compostos [41].

Um estudo realizado potr M.1..Di Gioia ¢t al |42], utilizou esta técnica para determinacio da concentracio
da glucose na saliva humana. Esta consistiu na derivagdo da glucose com anidrido acético, para posterior
analise da glucose penta-acetilada por GS/MS. Apesar do método desenvolvido ser sensivel, e preciso,
este ndo permite uma monitorizagdao continua dos valores da glucose, e depende do fluxo salivar, que

influencia diretamente a concentracdo de glucose na saliva.

Relativamente 4 cromatografia de gas de dilui¢io de is6topos- espectrometria de massa (do inglés: zsofope
dilution gas chromatography-mass spectrometry, IDGC-MS), esta é recomendada pelo Centro de controlo e
prevencao de doencas (do inglés: Center for Diseases Control and Prevention, CDC), como uma técnica de
referéncia. Esta técnica ¢é utilizada para medicdo da glucose, sendo que a amostra ¢ diluida com um
isétopo de glucose, para posterior medi¢io num cromatégrafo a gias com uma massa de detetor
espectrométrico[43]. Devido a necessidade de preparar a amostra, este método nao é aplicavel para

medi¢io continua dos valores de glucose no sangue [44].

2.2.1.3. Colorimétrica
Os métodos colorimétricos permitem determinar a concentra¢do de uma determinada substancia em

solucio, através da comparacdo de cores ou da faixa de comprimento de uma cor da substancia padrio.
Hsta comparacdo pode ser efetuada através de um espetrofotémetro que compara a intensidade da cor

obtida com a cor padrio.

A detecio de glucose, também pode ser realizada por métodos colorimétricos, tendo como vantagens: o
baixo custo experimental, um processo de opera¢do simples e um efeito de detegao visivel. Além disso
este método utiliza peroxidases naturais que permitem tornar o biosensor mais seletivo e bioativo.
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Contudo, as peroxidases naturais tém um custo elevado e sdo mais propensas ao processo de

desnaturacio, limitando assim a sua aplicagdo [45].

Atualmente, um dos exemplos comerciais da dete¢do colorimétrica da glucose, é o da empresa Thermo
Fisher Scientific [46]. Este kit de detec@o colorimétrica permite quantificar e detetar a glucose em diferentes
amostras (plasma, soro, urina, tampdes, meios de cultura). E constituido por: uma placa transparente,
padrbes de glucose, leitura de microplacas, e outros componentes. O principio deste ensaio baseia-se

nos seguintes passos:

1. Padrio de beta-D-glucose é fornecida para gerar uma curva padriao para o ensaio, e
todas as amostras sdo lidas a partir desta curva;

2. As amostras sao misturadas com o substrato colorimétrico, peroxidase e a GOx (para

iniciar a reacdo);
3. A reagdo ¢ incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos;

4. A GOx ao reagit com a glucose produz peréxido de hidrogénio (H,0,), que na
presenca da peroxidase de rdbano, reage com o substrato colorimétrico incolor,
tornando-o num produto cor-de-rosa;

5. O produto cor-de-rosa € lido a 560 nm.

Apesar das vantagens mencionadas, as técnicas laboratoriais sdo invasivas, dispendiosas, nio sio
portaveis, havendo necessidade de obtencdo de amostras de sangue dos pacientes, e de técnicos de
laboratério especializados. Um fator crucial no diagnéstico e na monitorizagiao da diabetes é a rapidez
dos resultados, pelo que nestes métodos esta nio se verifica, sendo necessarios longos periodos de

espera.

2.2.2. Técnicas de monitorizagdo doméstica/dispositivos comerciais

As técnicas de monitorizagio doméstica sao destinadas ao uso pessoal dos diabéticos, permitindo-lhes
realizar uma autoavaliacio dos niveis de glucose. Estas técnicas podem ser de monitorizacio nio
continua (do inglés: Non- Continunons Glucose Monitoring, NCGM), ou de monitorizacio continua de glucose
(do inglés: Continuons Glucose Monitoring, CGM).

Os dispositivos NCGM, também conhecidos por automonitorizacao da glucose no sangue (do inglés:
Self-Monitoring Blood Glucose, SMBG), necessitam de uma amostra de sangue periférico para a determinacao
do nivel de glucose, de acordo com o plano de horarios estabelecido [37]. Relativamente aos testes

laboratoriais a reagdo ocorre diretamente na tira de teste, que esta ligada a um medidor.

Estes dispositivos utilizam um biossensor com a enzima GOx [47], pelo que quando a amostra de
sangue € colocada na tira de teste, a glucose é oxidada pela enzima GOx, fazendo com que seja gerada
uma certa quantidade de corrente na tira de teste, que é proporcional ao nivel de glucose [37]. Os eletrdes
gerados pela passagem de corrente, vao ser direcionados para o medidor, que contém um conversor de
corrente para tensao, fornecendo assim uma diferenca de potencial proporcional ao nivel de glucose [37].
Atualmente, o mercado deste tipo de dispositivos tem vindo a aumentar, sendo as marcas mais comuns

a Roche (48], Johnson & Johnson [49], e a Abbotz |50].

Os SMBG apresentam diversas vantagens, destacando-se o facto de ser portatil, barato, e de facil
manuseamento, permitindo que o paciente mega os niveis de glucose varias vezes ao dia, onde quer que
esteja. Ndo obstante, apresenta uma grande desvantagem, pois nao permite uma avaliagao continua dos
valores de glucose, e necessita que a pele seja perfurada a cada medi¢io para obten¢do da amostra de
sangue (Figura 4).
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Figura 4-Funcionamento do sistema SMBG. Imagem adaptada de [51] , em BioRender.com

Dado que nesta patologia existe um risco acrescido de infe¢des e dificuldade no processo de cicatrizagio,
sucessivas medi¢cdes, podem aumentar ainda mais esse risco, dando a origem a feridas crénicas. Em
certos pacientes, este método pode provocar dor e stress antes da colheita do sangue. Por outro lado, as
tiras de teste e a agulha de sangue sdo descartaveis, podendo ter um impacto ambiental negativo se mal
descartadas. Ademais, o prazo de validade da tira é curto, e um armazenamento inadequado pode
interferir nos resultados [47].

Tal como se pode visualizar na Figura 5, a tira de teste é composta por trés elétrodos: (1) o elétrodo de
trabalho, com um formato circular, onde sao depositados os materiais (exemplo: Bgr), e que vai permitir
determinar a corrente gerada pela reagio; (2) o elétrodo de referéncia, na zona direita do chip , que
mantém a tensdo de referéncia constante durante a reacdo quimica; (3) o contra elétrodo, na zona
esquerda do chip, que fornece corrente ao elétrodo de trabalho quando ligado a respetiva fonte [37].

Tira de teste

Figura 5-Diagrama de blocos do aparelho de medigao de glucose pelo método de picada no dedo. Imagem adaptada
de [37] em BioRender.com

Medidor

Nos dltimos anos, tém vindo a surgir novas inovagoes tecnologicas para a diabetes, sendo de principal
destaque os CGM. Estes foram desenvolvidos no inicio dos anos 90 [52], sendo atualmente menores, mais
baratos e mais faceis de manusear [53], fornecendo alertas programaveis quando ocorrem descidas ou

subidas dos niveis de glucose.
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Os CGM sio dispositivos vestiveis que contrariamente aos SMBG, permitem medir a concentragdo de
glucose subcutidnea continuamente (por exemplo a cada 1-5 minutos), por varios dias, permitindo

controlar de forma sistematica os valores de glucose, reduzindo assim o risco de complicagdes associadas
a diabetes [54].

Hstes sistemas sdo geralmente constituidos por trés componentes, que estio ilustrados na Figura 6: (1) um
sensor de glucose baseado em GOx que ¢ inserido no tecido adiposo subcutineo; (2) um transmissor, que
estd conectado ao sensor e que permite a transferéncia de dados; (3) recetor, que esta ligado a um

monitot/ smartphone que exibe a leitura do valor de glucose.

Recetor
Transdutor
CGM
((:. Sensor
CGM
Pele
Glicose Tecido
adiposo
Vaso
sanguineo

Figura 6-Componentes de um sistema CGM. Imagem adaptada de [37] , em BioRender.com

Em comparacio com os SMBG, os CGM, nio requerem uma amostra de sangue, pois sdo inseridos no
tecido subcutaneo, alcancando assim a glucose presente no ISF. Através da técnica eletroquimica, este
sensor utiliza a enzima GOx para oxidar a glucose, tal como acontece na tira de teste dos SMBG [37].
Atualmente existem dois tipos de CGM, o sistema de monitorizagio continua em tempo real (do inglés:
Real Time Continnous Glucose Monitoring, ttCGM) e o sistema de monitorizagdo continua de glucose com
varredura intermitente (do inglés: Intermittently Scanned Continnons Glucose, iscCGM).

O sensor dos iscCGM mede os niveis de glucose a cada minuto, mas apenas os armazena a cada 15
minutos, enquanto os sistemas de rtCGM exibem os valores automaticamente [55]. Uma das grandes
vantagens do rtCGM face aos iscCGM, ¢é que estes podem ser ligados a bombas de insulina, funcionando
como um sistema de circuito fechado. Gragas a tecnologia presente no rtCGM, os valores de insulina sdo
exibidos, permitindo que pacientes, principalmente com DM tipo 1, adaptem manualmente as doses de
insulina com base no valor de glucose lido [56]. Os CGM permitiram melhorar a qualidade de vida destes
pacientes através da medi¢ao continua da glucose e dos alarmes gerados aquando de uma descida/subida
abrupta dos niveis de glucose, diminuindo assim os riscos associados a hiperglicemia e hipoglicemia.

Apesar dos avancos, existem ainda problemas associados a leituras imprecisas, devido a uma ma inser¢ao
do sensor sobre a pele. Dado que é colocado na pele, pode causar irritacio e desconforto [37]. Ademais,
hé necessidade de recalibrages por falta de padronizaciao dos métodos de soffware para andlise dos dados
gerados, bem como ha necessidade de desenvolver diretrizes para a pratica clinica de CGM [54]. Outra
desvantagem esta relacionada com o impacto ambiental, dado que os materiais utilizados nao sdo
reciclaveis, fator que deve ser tido em consideracio em investigacGes futuras [57].
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2.3. Biossensores

Os biossensores sio dispositivos analiticos que medem as alteragbes dos processos biologicos e que as
convertem num sinal elétrico, através de um componente biolégico e um detetor fisico-quimico [58].
Assim, beneficiam da sensibilidade e da especificidade da biologia, através de medicGes (bio)analiticas
com formatos simples e faceis de manusear [59].

Estes dispositivos sao compostos pelos seguintes elementos [60](Figura 7):

e Elemento de (bio)reconhecimento/Biorecetor: Molécula que vai reconhecer
especificamente o analito (exemplos: enzimas, aptimeros, anticorpos);

e Analito de interesse/ Biocomponente: Substancia de interesse a detetar (exemplos: glucose,
colesterol);

e Transdutor: Regista os dados e transforma o estimulo num sinal elétrico. Este converte a
interagdo do biorecetor com o analito, num sinal mensuravel. (éticos, eletroquimicos,

colorimétricos);

e Condicionamento de Sinal: Processa o sinal adquirido para posterior andlise e exibicdo no
display. Este sistema consiste num conjunto de circuitos eletronicos que realizam as funcSes de

amplificagdo, filtragem e conversio de um sinal analégico para digital;

e Display: Constituido por hardware e software, permite a exibi¢do dos resultados do biossensor,
através da ligacdo ao sistema de componentes eletrénicos. O sinal de saida do display depende
dos requisitos do utilizador final, pelo que pode ser demonstrado um resultado numérico,

grafico, imagem, entre outras.

Analito Biorecetor Transdutor Condicionamento Display
de sinal (sinal)

N

—A
¢
¢
L\J_,-\j 5\_' Sinal s
Proteinas Anticorpos Eletroguimico e £
—
m i Amplificador Gréfico
< de sinal
DNA Enzimas Oticos
Poluentes Aptémeros Colorimétricos Processamento Numérico
sinal

Figura 7-Componentes de um Biossensor. Imagem realizada em BioRender.com

O conceito base de biossensor foi elucidado pela primeira vez em 1962 pelos investigadores Clark e
Lyons, com a descri¢gio de um “elétrodo enzimatico [61]”. Desde entdo, tem havido um grande
desenvolvimento dos biossensores, sendo estes atualmente utilizados nos setores da industria alimentar,
na area médica, setor maritimo, proporcionando uma melhor sensibilidade e estabilidade face aos
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métodos tradicionais [58]. Devido ao crescimento da populacio mundial e ao seu envelhecimento, o
numero de problemas causados por doengas crénicas tém vindo aumentar, pelo que os biossensores tém
se tornado essenciais para melhorar a qualidade de vida da populacdo. Através do desenvolvimento de
sensores miniaturizados e portiteis, tem sido possivel identificar diversos biomarcadores, permitindo

uma vigilancia constante e em tempo real [60].

Ao longo deste capitulo irdo ser abordados dois tipos de biossensores, os 6ticos e os eletroquimicos, e

quais as suas aplicacOes nas areas de investigacao.

2.3.1. Oticos

Os biossensores 6ticos tém vindo a tornar-se uma poderosa ferramenta de detecdo e de analise nas mais
diversas areas, tanto na saide como na monitorizagdo ambiental [62]. Comparativamente com o0s
dispositivos baseados na eletroquimica, estes utilizam as propriedades fisicas da luz, e dependem da

detecio de fotdes em vez de eletrdes [63].

Nestes dispositivos, através das alteragdes da luz emitida por um sistema, por exemplo bioldgico, é
possivel quantificar a concentracio do analito de interesse. Podem ser observadas varias propriedades,
como: comprimento de onda, reflexdo, absorcio, fluorescéncia, entre outros [64]. Atualmente, estes
biossensores, de acordo com o método utilizado, podem ser divididos em tomografia ética coerente (do
inglés: Optical Coberence Tomography, OCT), espetroscopia, fluorescéncia, espetroscopia de infravermelho
proximo (NIR), espetroscopia de Raman, entre outras [16)].

A espetroscopia de Raman é um dos métodos que tem sido mais utilizado para o desenvolvimento de
CGM nio invasivos nas ultimas décadas. Este método depende dos estados rotacionais e vibracionais
das moléculas, sendo utilizado para identificar diferentes tipos de moléculas, com base nas bandas de
absorc¢ao [65]. Um estudo realizado por D. Yang et al [66] demonstrou a detegdo rapida e continua da
glucose na faixa de 0,1 a 30 mmol/L, através da mudanca induzida pela glucose na emissio da dispersio
de Raman. Contudo, a espetroscopia de Raman apresenta limitagdes relacionados com a
biocompatibilidade, toxicidade, entre outros [65].

No caso da técnica NIR, esta depende da absor¢ao e dispersdo, decorrentes das vibragdes moleculares.
Para a medi¢éo da glucose sdo utilizados dois modos de medicio, o de transmitancia e o de refletancia.
Apesar de terem sido realizados varios estudos [67] para a detegdo de glucose por NIR, existem ainda
diversos problemas, entre os quais a interferéncia entre o espetro de glucose e o espetro de outras
moléculas (ureia, lactato [68]), impedindo assim a sua utilizacdo no mercado [65].

Os sensores 6ticos de glucose baseados no método de fluorescéncia, utilizam fluoréforos e reagentes
que se podem ligar de forma reversivel as moléculas de glucose, exibindo assim diferentes sinais oticos
para diferentes concentragdes [65]. Em 2019, S. Yu et al [69], telataram um sensor 6tico de glucose
baseado em fluorescéncia com pontos quanticos de carbono, em que a intensidade de fluorescéncia

variava linearmente com a concentragdao de glucose na faixa de 0 a 120 pM.

Apesar deste tipo de dete¢io estar em expansdo e ser menos invasiva, ¢ de elevado custo, sendo que nos
processos de imobilizacio de biomoléculas podem ocorrer perdas de material e contaminacio [70].

2.3.2. Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos tém vindo a ter um impacto bastante positivo nas mais diversas areas,
principalmente na 4rea da saude, devido ao fornecimento de respostas rapidas, sensiveis e precisas [71].
Hstes podem ser utilizados em diferentes elementos de (bio)reconhecimento (exemplos: enzimas,
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tecidos, moléculas), pois estes tipos de sensores apresentam especificidade no processo de

(bio)reconhecimento [72].

Relativamente ao seu funcionamento, os biossensores sao dispositivos analiticos que fazem a transdu¢ao
de eventos quimicos, como por exemplo uma reacdo enzima-substrato, num sinal elétrico (corrente,
tensdo, impedancia [73]), que é proporcional a concentragdo de analito. Este sinal elétrico resulta da

transducdo do sinal gerado pela reacdo quimica, de forma a que este seja mensuravel.

As células eletroquimicas sao geralmente constituidas por um conjunto de trés elétrodos: o elétrodo de
trabalho, o contra elétrodo e o elétrodo de referéncia. Um dos exemplos de células eletroquimicas ¢ o
Au-SPE (Figura 8).

1 Metrohm
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Figura 8-Elétrodos constituintes de um Au-SPE. Imagem adaptada de [74] em BioRender.com

O elétrodo de trabalho é o que contacta diretamente com o analito, servindo como elemento de
transducdo na reagao eletroquimica. Especificamente, é aplicado um certo potencial, de forma a que haja
transferéncia de eletrdes, entre o analito e o elétrodo. Para que se consiga determinar a diferenca de
potencial, ¢ utilizado o elétrodo de referéncia, que deve estar a uma certa distincia do elétrodo de
trabalho, para garantir que o potencial aplicado seja estavel e constante. Por outro lado, o contra elétrodo
permite que a corrente gerada seja constante, de forma a que esta ndo interfira com o sistema (potencial
aplicado [75]). E de salientar que estes elétrodos devem ser quimicamente estaveis e condutores, sendo

assim utilizados compostos de platina, carbono, ouro ou silicio (dependendo do tipo de analito [70]).

Os métodos enzimaticos- amperométricos e a hexoquinase sao métodos eletroquimicos prepostos para
medir as concentragoes de glucose no sangue. No método enzimatico-amperométrico (Figura 9), ocorre
oxidacdo da glucose na presenca da enzima GOx, oxigénio (0,) e agua (H,0), formando acido glucénico
e Hy0, [37]. Postetiormente ¢é produzido um sinal amperométrico proporcional a concentra¢io de

glucose, devido a oxidacio eletroquimica do H, 0, no anodo do elétrodo.
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Figura 9-Método enzimatico- amperométrico para medi¢ao da concentracio de glucose. Imagem adaptada de [37]

em BioRender.com

A func¢io da enzima hexoquinase é relevante na regulacdo da glucose, sendo essencial para a sua
metabolizacio. No método da hexoquinase (Figura 10), ocorre um conjunto de reagdes quimicas (Figura
10). Numa primeira fase, devido a presenca de adenosina trisfosfato (ATP) e ides de magnésio, a glucose
reage com a enzima hexoquinase, produzindo glucose-6-fosfato (G6P) e adenosina difosfato (ADP).
Numa segunda fase, a glucose-6 fosfato (GOP) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) sofrem
oxidacdo com a glucose-6-fosfato desidrogenase, sendo reduzidas a 6-fosfogluconato e nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NADH), respetivamente.

GlUCOSE el G6P ) 6-fosfogluconato
ATP ADP NAD NADH

Figura 10-Método da hexoquinase para medi¢do da concentrag¢do da glucose. Imagem adaptada de [37] , em
BioRender.com

A quantidade de NADH produzida é proporcional a quantidade de glucose presente na amostra, tendo
como propriedade a absor¢ao da luz na gama dos 340 nm. Os métodos descritos anteriormente, sio
precisos e sensiveis. Estes dependem dos modelos existentes de cada fabricante, sendo que podem ser
utilizados na calibragio de outros glicosimetros.

Ao longo deste capitulo irdo ser descritos quatro tipos de sensores eletroquimicos, tendo por base o tipo
de medicio efetuada (corrente, potencial, condutividade e impedéncia). Assim, serdo abordados os

sensores: ampetimétricos [77]; potenciométricos [78]; voltamétricos [79] e impedimétricos [80].

23.2.1. Sensores voltamétricos
O CV ¢ um método cletroquimico utilizado para determinar as propriedades redox das moléculas em
solugdo [81]. Frequentemente, ¢ utilizado como um método sensivel para investigar materiais nos
elétrodos [82], através da aplicacdo de um determinado potencial no elétrodo de trabalho.

Esta técnica da origem a um grafico denominado de voltamograma ciclico, em que o eixo das
coordenadas representa o potencial aplicado, e o eixo das ordenadas a corrente gerada pelo potencial
aplicado (Figura 11).
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O método de CV inicia-se com a aplicagido de um potencial num valor para o qual nenhuma redugao
ocorre. A medida que o potencial aumenta para regiGes mais negativas (catédicas), ha reducio do
composto em solucio, sendo gerado um pico de corrente proporcional a concentraciao deste composto.
Apbs o potencial atingir um valor para o qual nenhuma reagio de redugdo ocotre, o potencial é varrido
no sentido inverso, até ao valor inicial. Se a reacdo for reversivel, os produtos que tiverem sido gerados
no sentido direto (mais préximos da superficie do elétrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico

a0 pico da redugio [81].
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Figura 11- Exemplo de um voltamograma ciclico. Imagem realizada em BioRender.com

No caso de elétrodos modificados, o CV permite comprovar se ocorreu ou niao a imobilizagdo do
composto, e avaliar o seu comportamento eletroquimico. Além disso, parimetros como potencial
anddico, pico catddico, e respetivas intensidades, podem fornecer informacdes sobre a transferéncia de

eletroes.
K. Promsuwan et al [83] desenvolveram um sistema composto por um swartphone e um potenciodstato de
campo proximo conectado a um elétrodo de carbono serigrafado, para quantificar a glucose presente no
soro de sangue humano. Este elétrodo foi modificado com tinta de grafeno azul da Prussia (do inglés:
Prussian Blue, PB) e funcionalizado com acido poli (3,4 etileno dioxitiofeno): acido polissulfénico
embebido em nano particulas de ouro e revestido com GOx. O comportamento eletrocatalitico deste
sistema foi caractetizado por CV em 0,10 mmol/L de tampio fosfato salino (do inglés: Phospbate Buffered
Saline, PBS) com 1,0 mmol/L de glucose. Verificou-se que antes da adigdo de glucose, existia um pico
redox caracteristico associado ao PB, e que ap6s a adigdo da glucose, esse pico de redugio aumentou,
enquanto a corrente do pico de oxidagdo diminuiu. Desta maneira, foi possivel comprovar a utilizagao

do sistema para quantificar os niveis de glucose, na faixa de concentracdo de 0,5 a 500 uM.

Num estudo realizado por K. Bi ez a/ [84] o desempenho eletroquimico e o efeito eletrocatalitico de um
biossensor baseado em nanoestruturas dendriticas de ouro com revestimento de precipitacio enzimatica
para detecido da glucose, foi realizado através da voltametria ciclica. Através da analise dos CVs foi
possivel verificar que ap6s a adigdo de glucose a solugiao tampao que houve um aumento no pico de
oxida¢do e uma diminui¢io do pico de redugao. Neste estudo, verificaram que a corrente do pico do
elétrodo Gox-DenAu/CC ¢ significativamente menor do que a do elétrodo DenAu/CC, e que ap6s a
precipitagdo e reticulacio da enzima que a corrente do pico diminuiu significativamente. Esta andlise
permitiu assim demonstrar que o método de revestimento por precipitagdo da enzima melhorou a
condutividade, permitindo uma melhor transferéncia dos eletrdes da enzima. Ademais, a estabilidade
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proporcionada pelo método de precipitagdo, permitiu aumentar a sensibilidade do biossensor,

apresentando uma faixa linear de dete¢do da glucose entre 0,02 mmol/L e 31,7 mmol/L.

2.3.2.2. Sensores Amperimétricos
A amperometria ¢ umas das técnicas eletroquimicas, em que é aplicado um potencial constante no
elétrodo de trabalho, gerando assim uma corrente transiente inicial i(t), que estd relacionada com a
atividade e a concentracio das espécies redox da interface. Comparativamente aos outros métodos, a
amperometria estd associada a uma melhor relacio sinal-ruido, sendo assim utilizada para quantificar
analitos conhecidos [85].

A CA é umas técnicas de impulso da amperometria, que determina a corrente que flui através do elétrodo
de trabalho em fungdo do tempo, a um potencial constante. O fluxo de corrente gerado estd diretamente
relacionado com o gradiente de concentragdo das espécies reduzidas ou oxidadas na superficie do
elétrodo de trabalho.

O investigador Cottrel, demonstrou que o processo de inducido de corrente é controlado por difusio,
uma vez que a intensidade de corrente esta relacionada com a taxa de difusdo do analito. Esta relagéo é
medida através da seguinte Equagio (1), onde: 7, é o nimero de eletroes presentes no processo redox; I,
a constante de faraday; ¢, a concentracdo do analito; 7, o tempo e D, o coeficiente de difusao [80].

nFADY?c Equacao 1
If: (T[t)l/z

Além desta contribuicao, a intensidade de corrente medida ¢ influenciada pela corrente capacitiva, tal
como ¢ possivel visualizar na Equacdo (2), onde: t, é o tempo; C, a capacidade da dupla camada; R, a

resisténcia, e AE, a variacdo da diferenca de potencial aplicada.

AE -t Equagio 2
—= —¢@RC

O grafico que representa essa variacdo da corrente em fun¢do do tempo, é denominada por
cronoamperograma. Neste tipo de graficos é observado um pico inicial de corrente que corresponde a
carga de dupla camada, que depois diminui com o tempo. Segundo a equagio de Co#freel isto ocorte

porque o analito se comeca a difundir para a supetficie do elétrodo para reagir com esta[87].

Em 2020 T. S#idara et al [88], desenvolveram um sensor amperométrico nao enzimatico com base em
nanocompésitos de carbono (C-dots) e 6xido de cobre (CuO), para a determinacao da glucose. A CA
foi empregue neste estudo, tendo sido aplicado um potencial constante de 0,5 V. Para posterior analise,
foram utilizados os valores de corrente no intervalo de tempo de 80 a 100 s, tendo-se verificado que a
corrente aumentou com a concentragao de glucose. Para além disso, foi possivel estabelecer o limite de

saturacdo, que ocotreu acima de 5 mmol/L.
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Num trabalho realizado por A.D. Daud et al [89], foi desenvolvido um sensor de glucose nio enzimatico
baseado numa estrutura de metal organica. Foram realizadas mediagdes de CA fixando um potencial de
0,55 V. Através da andlise dos resultados obtidos pela CA, comprovou-se que este biossensor exibia uma

excelente atividade eletrocatalitica para a oxidagdo da glucose com um limite de detecio (LD) mais baixo.

2.3.2.3. Sensores potenciométricos
Os sensores potenciométricos, permitem medir a diferenca de potencial entre o elétrodo de trabalho e

o de referéncia, sob condic¢Ges estaticas [90]. Assim, este tipo de sensores nio utilizam cortrente, ajudando

a manter inalterada a composicio do analito durante o processo [91].

Nesta técnica eletroanalitica, quando o elétrodo de trabalho estid em contacto com o analito de interesse,
ocorre uma acumula¢io de potencial na sua superficie, enquanto que o elétrodo de referéncia mantém o
potencial nulo. Quanto maior for o potencial no elétrodo de trabalho, maior sera concentragdo de analito,

pelo que sao duas variaveis diretamente proporcionais [90].

Quando os elétrodos de referéncia sdo estaveis e precisos, os sensores potenciométricos sdo sensiveis e
seletivos [91].

2.3.2.4. Sensores impedimétricos
Os sensores impedimétricos sdo construidos imobilizando o analito na supetrficie do elétrodo. A técnica

que é mais comum de se utilizar neste método € a espetroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés:
Eletrochemical Impedance Spectroscopy, EIS). Esta técnica consiste na aplicacdo de uma tensdo variavel
(frequéncia), para medi¢do da impedancia gerada (potencial/cotrente) [91]. Assim, através do EIS é
possivel detetar analitos, as propriedades do elétrodo principal, bem como os processos que ocorreram
na superficie do elétrodo [92]. O espetro de impedancia de um sistema eletroquimico pode ser

representado através dos graficos de Nyguist ou de Bode.

O grafico de Bode é um tipo de grafico logaritmico (Figura 12), em que o eixo das abcissas é a escala
logaritmica da frequéncia (log (f)) e o eixo das ordenadas a escala logaritmica da impedancia (log |Z|)
[93]. Este permite fornecer informag¢des da frequéncia, bem como determinar a faixa de frequéncia

necessatia para obter valores mais estaveis [94].

0 Log(f)

Figura 12-Grafico de bode .Imagem adaptada de [95] , por BioRender.com
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Os graficos de Nyguist (Figura 13) geralmente tém uma porc¢do semicircular e outra linear. A por¢io
linear representa o processo limitado por difusdo, que é representado no eixo das abcissas pela
componente real da impedancia (Z’). A por¢ao semicircular corresponde a transferéncia dos eletrdes,
que ¢ representada no eixo das ordenadas, pela componente imaginario da impedancia (Z7).
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Figura 13-Grafico de Nyguist. Imagem adaptada de [93] , por BioRender.com

A area do semicirculo representa a resisténcia a transferéncia de carga [96]. Assim, quanto maior essa
area, maior sera a resisténcia. Através deste grafico é possivel extrair a cinética da transferéncia de
eletrdes, caraterfsticas de difusdo [93], permitindo assim verificar se ocorreu ou no a ligacdo do analito

a superficie do elétrodo.

Num estudo realizado por C. Bounkharonba et al [97), foi desenvolvido um sensor eletroquimico de glucose
ndo enzimatico através da eletrodeposi¢io de hidréxido de dendritos de cobre sob um elétrodo de grafite
de lapis Cu (OH) 2/PGE). Por forma a avaliar o desempenho de elétrodos modificados e nio
modificados e a sua resposta analitica, foi aplicado o método EIS. Perante a andlise dos graficos de
Nyguist gerados, foi possivel visualizar uma diminui¢do substancial da resisténcia nos elétrodos
modificados, comprovando assim que o cobre facilita a transferéncia de eletrGes. Relativamente a
resposta analitica, a incorporacio de glucose na solugao de hidréxido de sédio, alterou significativamente
o grafico de Nyguist, demonstrando assim que o aumento da concentragdo da glucose faz diminuir

gradualmente o didmetro dos semicirculos.

Um biossensor eletroquimico para detegao de glucose foi desenvolvido, tendo sido utilizados de
nanotubos de carbono cultivados 7z sitn em conjuntos de microeléctrodos de ouro impressos num
substrato de vidro (CNTs/Au MEA) [98]. As respostas eletrocataliticas e eletroquimicas foram
examinadas por EIS. Os graficos de Nyguist demonstraram uma reducio significativa da resisténcia a
transferéncia de carga a medida que se adiciona mais glucose. Esta reducio pode ser atribuida a atividade
enzimatica, uma vez que esta permite a transferéncia de eletrdes entre a molécula do substrato e o
elétrodo. Foi também possivel vetificar que o uso de CNTS/Au MEA produzia um aumento
significativo de corrente devido ao aumento da area superficial, e que o aprisionamento da enzima evitava

a sua lixiviacao.

Os principais objetivos dos elementos de (bio)reconhecimento, é aumentar a seletividade entre o
elemento de (bio)reconhecimento e o (bio)analito alvo. Existem varias classes de elementos de (bio)

reconhecimento que podem influenciar o desempenho do biossensor
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A fabricagdo destes biossensores engloba varios campos multidisciplinares, como por exemplo, a
quimica, a biologia, a fisica, a eletrénica e a engenharia. Gragas a este trabalho multidisciplinar, tém
surgido novos elementos de (bio)reconhecimento, sendo os mais utilizados os aptameros, enzimas,
polimeros de impressao molecular [91] (do inglés: Molecularly Imprinted Polymers, MIPs), pois permitem
aumentar a sensibilidade dos mecanismos de detecio [71].

2.3.3. Elementos de (bio)reconhecimento

2.3.3.1. MiIPs

Os MIPs sio um exemplo de elementos de (bio)reconhecimento sintéticos, que utilizam uma matriz
polimérica modelada, de forma a atingir a especificidade do analito no meio [99]. Assim, para a sua
sintese ¢ necessaria a interagio entre uma molécula alvo, um mondmero funcional e um agente de
reticulagdo. Numa primeira fase, os monémeros e as moléculas alvo formam um complexo por
interagGes entre os seus grupos funcionais, e posteriormente o reticulador estabiliza-o, sendo responsavel
pela sua rigidez. Apos isto, é extraida a molécula molde, e nanocavidades complementares a molécula
extraida sdo formadas.

Existem diversos métodos de polimerizacdo empregues para a fabricagdo de MIPs, sendo um deles a
eletropolimerizacio. Esta técnica permite o crescimento de filmes poliméricos 7 situ sobtre os elétrodos,
através da aplicacdo de energia eletroquimica, tornando-se assim uma vantagem face a outros
métodos[100]. Virios artigos relataram esta técnica de polimerizagdo para o desenvolvimento de MIPs
para detecdo de glucose. Y. Cheng et al [101], desenvolveram um MIP para detegao seletiva da glucose
com base num sistema catalitico sinérgico enzima-enzima, de forma a colmatar a falta de especificidade
das sondas de deteciao de GOx.

Por forma a aumentar a sensibilidade, podem ser utilizadas nanoparticulas de ouro. Num estudo
realizado por H. W et al [102], foi desenvolvido um MIP com carbon dots e quitosana, com uma elevada
atividade eletroquimica e capacidade de reconhecimento da glucose

Os sensores de glucose baseados em MIPs podem colmatar os problemas de estabilidade associados as
enzimas presentes nos dispositivos comerciais de glucose. No entanto, existem algumas limita¢Ses, como
baixa eficiéncia de reconhecimento, baixo desempenho de dete¢io eletroquimica, e uma possivel

incompatibilidade entre a molécula e o solvente da reacio [103].

2.3.3.2. Aptameros
Os aptameros, tém se destacado como elementos de (bio)reconhecimento principalmente no campo da
biomedicina, devido as vérias aplicacSes de diagnéstico e de administracdo de medicamentos [104]. Estes
sdo compostos por cadeias de dcidos nucleicos, permitindo que estes interajam especificamente com a
molécula alvo. Para além disso, podem estabelecer uma forte interagdo entre diversos alvos, tais como

pequenas moléculas [105], proteinas [100], células cancerigenas, entre outras.

As enzimas sio elementos de origem biolégica que aceleram as reagdes quimicas. Sao dos elementos de
(bio)reconhecimento mais utilizados, devido as suas afinidades especificas de ligacdo e as suas atividades
cataliticas [107]. De acordo com a especificidade da reacdo estas podem ser divididas em seis classes: (1)
oxidoredutases; (2) transferases; (3) hydrolases; (4) lyases; (5) isomerases; (6) ligases.

S. Lin et al [108] desenvolveram um biochip portatil para monitorizagdo simultanea de glucose e insulina
para diagnéstico de diabetes. Foram entdo desenvolvidos dois aptameros especificos para a detecdao
glucose e insulina, em amostras de saliva humana. Como trabalho futuro os autores pretendem integrar
este sistema em microagulhas na pele para detecdo de glucose e insulina no ISF. Porém, a aplicacio de

aptameros ainda estd numa fase inicial, sendo necessario realizar mais estudos para compreender as
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interagGes entre o aptamero e a molécula alvo, bem como entender a farmacocinética antes de proceder
a ensaios clinicos [109].

2.3.3.3. Enzimas

Os sensores enzimaticos tém sido muito utilizados em aplica¢des de biossensores devido aos produtos
de reacdo mensuraveis (eletrdes, protdes), que decorrem de processos cataliticos [107]. Nas reacoes
cataliticas, as enzimas ligam-se ao substrato no centro ativo, fazendo com que seja garantida a melhor
otientacio para que a reagao ocorra. Desta forma, os sensores promovem a exclusio de agua, permitindo
que haja estabilizacdo no estado de transicdo. Especificamente a enzima captura o (bio)analito alvo,
formando um complexo (bio)analito-enzima, onde ocorre a reagao catalitica que permite a conversio do
(bio)analito alvo num produto de reacio mensuravel [99] (Figura 14).

NGNS

Figura 14-(Bio)analito alvo liga-se ao local ativo (esquerda), formando o complexo (bio)analito-enzima (meio), onde
uma reagao catalitica o converte o (bio)analito alvo num produto mensuravel. Imagem adaptada de [99] , por
BioRender.com

Apesar das vantagens destes biossensores, existem um conjunto de fatores que alteram as atividades das
enzimas. Entre os quais, destacam-se: (1) temperatura, que influencia a velocidade da reacio; (2) o pH
ideal, que difere entre enzimas; (3) o tempo, que quanto maior, maior o contacto da enzima com o
substrato, havendo mais produtos; (4) concentracdo da enzima, que a medida que aumenta, maior é a
velocidade da reacdo. Consequentemente, estes fatores podem restringir a atividade em tempo real e
diminuir a estabilidade dos biossensores|[110].

2.3.4. Biossensores enzimaticos de glucose

A detegio da glucose ¢ um fator muito importante no diagndstico e na monitorizagio da diabetes, pois
elevados niveis podem aumentar o risco de desenvolver outras comorbidades. E necessario entio que
estes pacientes consigam determinar os valores de glucose no seu dia a dia, por forma a monitorizar
melhor a doenca.

Ao longo dos ultimos anos a comunidade cientifica tem vindo aprimorar os biossensores de glucose, de

modo que estes sejam mais seletivos e precisos, melhorando a qualidade de vida de milhées de diabéticos.

Gragas a sensibilidade das técnicas eletroquimicas e a seletividade da metodologia enzimatica, os
biossensores enzimaticos de glucose tém vindo a ser uma das primeiras opg¢Oes para diagnostico e
monitorizacdo da diabetes [111]. Neste tipo de biossensores a enzima que ¢é frequentemente utilizada é
a GOx, devido a sua elevada estabilidade, sensibilidade e seletividade [112]. O principal componente
desta enzima é o centro redox, a flavina adenina dinucleotideo (FAD). O FAD quando ¢ reduzido pela
interacdo com a glucose ¢ convertido em Flavina Adenina Dinucleotideo Hidrogénio (FADH?2),

produzindo um subproduto, o gluconato, tal como se pode verificar na Figura 15.
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GOx (FAD) + Glucose » GOx (FADH2) + Gluconato

Glucose Gluconato

GOx

FAD ” FADH2

Figura 15-Oxidagio da glucose pela enzima GOx. Imagem adaptada de [113] , em BioRender.com

Atualmente existem trés geracOes de biossensores enzimaticos de glucose, que diferem de acordo com
o tipo mediador de oxidacdo. Na primeira geracido é o O, na segunda geracio ¢ utlizado um aceitador
de eletrGes sintético, e na terceira geracdo ocorre transferéncia direta de eletrées (ndo existindo
necessidade de mediador [113]), (Figura 16).

H,0;  FAD Glucose

( () (Gluconato

0 FADH2 Medrea FAD Glucose

IQGerag:Eo Med,, fapH2 Gluconato
2°Geragao
FAD Glucose
<J <Gluconato
FADH2
39Geragdo

Figura 16-Esquema dos mecanismos de oxidagdo enzimatica da glucose para as trés geragdes de biossensores.
Imagem adaptada de [114] , por BioRender.com

O primeiro biossensor eletroquimico para detegdo de glucose, foi desenvolvido por Clark, sendo que
desde entdo a investigagdo tem-se focado em desenvolver biossensores menos invasivos e mais sensfveis.
Assim, de forma a compreender melhor a sua evolugdo irdo ser abordadas as trés geracdes dos

biossensores enzimaticos de glucose.

Na Tabela 2 sio demonstrados trés estudos de cada uma das geracSes de biossensores, onde sdo descritos
os materiais, os mediadores redox e respetivos limites de detecio. Relativamente aos biossensores de
primeira geracio estes ndo tém mediador redox;, pois utilizam o oxigénio. . de salientar que em alguns
dos estudos mencionados na Tabela 2, ndo foram indicadas as gamas de trabalho nos artigos.
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Tabela 2-Exemplos de biossensores eletroquimicos enzimaticos para a dete¢do da glucose publicados em (2018-2023).

de vidro

1* geragdo 2*geracio 3*geracio
G
Redo Zma Redox Gama Redox Gama
e
Material X trabalh [RES] Material de [RES] Material de [RES]
Probe aba Probe trabalho Probe trabalho
o
Células de Sensor de
biocombustivel Elétrodos de.haste de glucose num
enzimaticas de grafite .mf)chﬁcados . détrodo de Cofatore 1a14
glucose/oxigénio  ~ - [115] electroquimicamente por Fenazina metosulfato. - [116] carbono s de mmol/L [117]
nanoestruturas : FAD.
mpresso em
dendriticas de ouro. telI: (SPCE).
Glucose
Nanofibras de desidrogenas
bre com Biossensor eletroquimico e (GDH) e
cobre co
dculas d 0,001- baseado num polimero nanotubos de FAD 0.0.5.5
r - -
nanoparticuias de - 0,1 118 redox de 6smio e GOx Complexo de ésmio. - 119 carbono de T 120
P
ouro e nanofibras GDH. mmol/L
de 6xido d mmol/L em nanotubos de paredes
¢ OXE e carbono. multiplas
grafeno. hidroligados
a quitosana.
Sxido Nanotubos
5 0,25-600 ; 1,0 -15,0 70-700
Eletrofiagio de | _ > UL [121] Nanobiossensor baseado orafite/cobalto/quitosana > 1 ’L [122] de carbono UL [123]
nanofibras de umol/ num compdésito de 6xido mmol/ em susbtarto umol/L.
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carbono

Ni/CoO.

grafite/cobalto/quitosan
a (GO/Co/quitosana)

revestido
com Oxido de
estanho
dopado com
fldor.
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2.3.4.1. Primeira geragao
Os biossensores de glucose de primeira geracdo eram baseados no uso do oxigénio como um substrato
natural e na dete¢ao do H,0, produzido [124]. Tal como mencionado antetiormente, o conceito de
elétrodo enzimitico, foi desenvolvido pelo Clark ¢ Lyon, sendo que mais tarde tornou-se num produto
comercial em 1975 capaz de detetar a glucose, com base na detegio amperimétrica do H, 0, nas amostras

de sangue [125]. Esta primeira geracio era estavel e facilmente usada em aplicagbes miniaturizadas [114].

No entanto, o principal problema ¢ a interferéncia eletroativa, pois o H, 0, exige um elevado potencial
de operacdo para uma alta seletividade. Este problema é minimizado, recorrendo a membranas seletivas
[121], e a0 uso do PB [126], reduzindo assim o acesso do interferente a superficie do transdutor.

Uma outra desvantagem ¢é a solubilidade restrita do oxigénio nos fluidos bioldgicos, pois se a
concentragio Oz nos fluidos for baixa, esta nio ¢ suficiente para que ocorra a oxidacio da glucose [124].
Desta forma, estes tipos de sensores sao propensos a erros, devido a flutuagoes da tensdo do oxigénio.
Com a inten¢do de superar este problema, algumas abordagens incluem a utilizacdo de um elétrodo
enzimdtico com pasta de carbono rica em oxigénio[115]. Devido ao elevado efeito catalitico dos
nanomateriais [118] [121] (nanocubos, nanoparticulas, nanofibras,entre outros), estes sdo utilizados para

o desenvolvimento de biossensores, permitindo melhorar a sua seletividade.

2.3.4.2. Segunda geragdo

Por forma a colmatar os problemas existentes nos biossensores de primeira geragdo, surgiram os
biossensores de segunda geragdo, em que o oxigénio foi substituido por um aceitador de eletrGes
sintético, designado de mediador redox. Este mediador é entdo capaz de transportar eletrdes da enzima
para a superficie do elétrodo de trabalho [124]. Contrariamente aos de primeira geragdo, ndo ocorre a

formaciao de H, 0, , mas sim de um mediador reduzido.

Na segunda geragio o processo catalitico é constituido em trés etapas: (1) transferéncia de eletrdes da
glucose para os centros FAD da enzima GOx, provocando a sua redu¢io GOx (FADH?2); (2) o mediador
artificial (Medy) é reduzido a Med,eq devido a transferéncia de eletroes dos centros FADH2 para o
mediador sintético (Medy)); (3) transporte de eletroes do mediador artificial até ao elétrodo, resultando

numa corrente quantificavel [114].

Existem uma grande vatiedade de mediadores de eletrGes, como o ferroceno, quininos, azul metileno,
que permitiram melhorar o desempenho dos sensores [124] Apesar dos mediadores possuitem baixo
peso molecular, propriedades reversiveis, menor potencial redox (evita a oxidacdo de espécies
interferentes), baixa toxicidade, estes tém dificuldade em manter contacto entre os constituintes do
biossensor (enzima-mediador-elétrodo) [127][113].

Num estudo realizado por N. German et al [116] , foi desenvolvido um biossensor, que consistia em
elétrodos de haste de grafite (do inglés: Graphite Rush,GR) modificados eletroquimicamente por
nanoestruturas dendriticas de ouro (DGNs), e em camadas de polianilina (PANI) ou polipirrol (Ppy)
depositadas por polimerizagao enzimatica. O mediador utilizado neste sensor foi a fenazina metosulfato,
permitindo facilitar a transferéncia de carga entre o centro redox-ativo da enzima e a superficie do
elétrodo.

O principal objetivo deste estudo era avaliar a eficiéncia das camadas de PANI e Ppy, tendo-se concluido
que o Ppy formado enzimaticamente era mais adequado, permitindo assim uma resposta mais rapida e
com baixo limite de dete¢io (até 19,9 mmol/L). Deste modo, através da combinac¢io de nanoestrtuturas
dendriticas com camada de polimero foi possivel melhorar a resisténcia das espécies interferentes e a sua
estabilidade, bem como aumentar a faixa de determinagdo de glucose em amostras reais.
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Um dos exemplos comerciais de um biossensor de segunda geracdo é o Diabetes Care, desenvolvido por
Heller |128] para a empresa Abbott [129].

2.3.4.3. Terceira geragao

Na terceira geracio, os biossensores dependem da transmissao direta de eletrdes (do inglés: Direct
Transmission of electrons, DET) sem mediador, que tem como fator determinante a distincia entre o centro
redox da enzima e a superficie do elétrodo [130]. Este tipo de mecanismo tem diversas vantagens, pois
permite a remocdo de mediadores lixividveis artificiais [113], e pode operar em baixos potenciais
reduzindo assim os efeitos de interferéncia [125]. No entanto, devido a estrutura molecular da enzima,
surgem dificuldades na transferéncia eficiente de eletrdes para a superficie do elétrodo, pois existe uma
camada isolante de proteina que envolve a enzima [113].

Em estudos diversos, foram utilizados polimeros condutores [118] e nanomateriais [131] de forma a
tentar desenvolver uma matriz para a transferéncia de eletrGes entre o FAD e o elétrodo. Apesar disso,
a terceira geracdo ainda apresenta inumeras restricdes devido a dependéncia da enzima, e de esta ser
influenciada por fatores ambientais externos (pH, humidade, temperatura [130]).

Num trabalho realizado por 4. K. M. Kafi ¢t a/ [132], foi desenvolvido um biossensor enzimatico para
detecdo da glucose, baseado na imobilizagdo da GOx com nanofibras multiporosas (MPNFs) de SnO»,
sobre um elétrodo de ouro modificado com PB e quitosana. Por forma a aumentar a transferéncia de
eletrdes, foi utilizada a MNPNF de SnO, aumentando assim o desempenho eletrocatalitico. Este
biossensor apresenta uma resposta rapida, bem como estabilidade a longo prazo e repetibilidade. Além

disso, SnO 2 pode ser um material promissor para o desenvolvimento de biossensores mais avancados.

Apesar de ter havido uma grande evolugido desde a primeira geracdo até a terceira geragdo, os
biossensores ainda apresentam numerosas limitagoes, levando ao desenvolvimento de sistemas nao
enzimaticos de glucose, em que a oxidagdo ocorre diretamente na superficie do elétrodo [114]. Ha assim
a necessidade de investir em técnicas e materiais com a finalidade de obter um sensor que seja mais

estavel, sensivel, seletivo e econémico.

2.3.5. Imobilizagao de enzimas

A imobiliza¢ao de enzimas na superficie do transdutor ¢ uma das etapas mais importantes e criticas no
desenvolvimento dos biossensores. Existem varios métodos de imobilizacdo de enzimas, sendo que estes
sao empregues de acordo com as carateristicas analiticas do sensor (sensibilidade, precisdo, estabilidade)
e também tendo em conta o custo final deste [111]. Alguns desses métodos imobilizagdo sao a adsorgao,

encapsulamento e a reticulagio (Figura 17), sendo que em alguns casos podem ser combinadas.
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Adsorcao Encapsulamento Reticulagcao

Figura 17-Representacdo esquematica dos principais métodos de imobilizagdo de enzimas. Imagem adaptada de
[133], em BioRender.com

Nesta etapa, é necessario que as enzimas se consigam manter ligadas a superficie do transdutor, sem que
ocorra alteracOes na sua estrutura e atividade biolégica. Deste modo, é necessario garantir a sensibilidade
do sensor, através da imobilizacdo das enzimas orientadas para a superficie do transdutor, com o seu

centro ativo exposto [133].

2.3.5.1. Adsorg¢ao

A adsor¢ido é o método mais simples de imobilizacdio uma vez que é apenas necessario dissolver as
enzimas numa solu¢do tampao, colocando-as posteriormente em contato com o transdutor durante um
determinado periodo de tempo. Este método consiste na ligagdo da enzima a um suporte inerte através
de interagoes i6nicas e hidrofébicas, pontes de hidrogénio e forgas de 1Van der Waals). Além de ser um
método simples de executar, também tem a vantagem de ndo ser necessario realizar uma funcionaliza¢ao
prévia da superficie de imobilizac¢do [133].

A principal desvantagem deve-se as ligacGes estabelecidas que sdo fracas, sendo que qualquer mudanca
nas condi¢cbes do meio (temperatura, pH), pode levar a dessorcio da enzima, afetando assim a
estabilidade do sensor [111].

Um dos exemplos deste método de imobilizagdo, é um sensor de glucose baseado em GOx imobilizada
em nanoparticulas de ouro decoradas com nanotubos de carbono e grafeno [134] (GR-
MWNTs/AuNPs/GOx), em que foram colocados 5 uL. da enzima GOx no filme a temperatura
ambiente. Através deste estudo, verificou-se que o sensor apresentou estabilidade e reprodutibilidade

significativas, revelando assim as potenciais aplica¢oes deste método.

2.3.5.2. Encapsulamento
O encapsulamento consiste na polimerizagdo 7 situ de uma matriz em torno do composto a ser
imobilizado. Neste método a enzima é entdo incorporada na mistura reativa a ser polimerizada. A medida
que a polimerizagdo ocorre, é formada uma matriz polimérica que vai aprisionar a enzima, confinando-
a a sua estrutura. Esta estratégia permite assim melhorar o desempenho e a estabilidade do sensor, visto
que a matriz polimérica estabiliza a enzima protegendo a sua atividade durante mais tempo [135].

Podem ser utilizadas diferentes mecanismos de encapsulamento, tais como polimeros organicos,
particulas de silica de sol-gel, garantindo assim uma melhor integracdo na plataforma de transdugao [136].
Atualmente, sdo utilizados materiais hibridos porosos, tais como estruturas de metal organicas, pois sio
muito estaveis, pouco densas e possuem um elevado nimero de poros. Para além disso, fornecem
suporte enzimatico, permitindo que ocorram fortes interacSes entre a parte organica e a enzima, evitando

assim a sua dessorcio.
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Num exemplo da aplicacio do encapsulamento [137], a enzima GOx foi imobilizada numa matriz de
quitosana numa folha de titinio com nanoparticulas de ouro. Uma vez que a matriz de imobilizacio deve
ser inerte e biocompativel, foi utilizada a quitosana, que é um material reconhecido por apresentar estas
caracteristicas [138]. Por fim, concluiu-se que este método de imobilizacio podia ser aplicavel, pois o
material produzido apresentava elevada seletividade.

Uma das principais vantagens do encapsulamento é permitir que nao haja contato direto entre a enzima
e o meio, evitando assim efeitos de inativacao [135]. Adicionalmente, o procedimento envolvido neste
método ¢é simples, sendo que podem ser utilizados varios tipos de proteinas, sem que ocorram alteracoes
estruturais

Por outro lado, no processo de polimerizagao sio utilizados diversos percursores que podem inativar a
atividade da enzima, limitando assim as transferéncias de massas. Além disso, o tamanho dos potros nio
¢ “controlavel” podendo levar a dessor¢do da enzima.

2.3.5.3. Reticulagdo
A imobiliza¢io de enzimas por reticulagdo ¢ um processo irreversivel, onde sio formadas fortes ligacSes
intermoleculares, entre as moléculas da enzima. Neste método ¢ utilizado um agente de reticulagdo como
ligante, para que sejam estabelecidas ligagdes entre as moléculas da enzima, em agregados reticulados
tridimensionais [139]. O agente de reticulacio ¢ uma molécula quimica que tem pelo menos duas
extremidades reativas que se vao a ligar a grupos especificos de aminodacidos na superficie da enzima,
promovendo assim a agregacao fisica das moléculas da enzima [140]. O glutaraldeido é um agente de
reticulacdo muito utilizado devido a sua variedade de aplicagbes, baixo valor e disponibilidade. Este
agente tem a capacidade de reticular as moléculas, uma vez que tem aminas na sua composiciao. Apesar
disso, o seu mecanismo de a¢do ainda nio é perfeitamente conhecido devido a incertezas no seu tamanho

e estrutura [139], sendo que por vezes pode provocar alteragdes na estrutura da enzima, levando a perda
da sua atividade [141].

Existem trés técnicas de reticulacdo: (1) enzima reticulada (do inglés: Cross Linking Engyme, CLE); (2)
formacdo de um agregado enzimatico reticulado (Cross Linking Engyme Aggregates, CLEA) e (3) cristais
enzimaticos reticulados (do inglés: Cross Linking Enzyme crystals, CLEC[139][142]).

Num estudo realizado por B. Tan et al [143], foi desenvolvido um material biocompdsito de
nanoparticulas de ouro e um polimero conjugado doador-aceitador, no qual foi aplicado o método de
reticulagao para imobiliza¢ao da enzima. O processo de imobilizacio foi concebido com auxilio de uma
solucdo com GOx e glutaraldeido (agente de reticulagdo), que foi posteriormente colocada em contacto
com a superficie durante 30 minutos a 8 °C.

Tendo por base a informacio referida acima, a reticulagdo tem como principal vantagem a capacidade
de estabelecer uma ligacio forte entre a enzima e o suporte, mas tem como desvantagens o dificil
controlo da reagio e a perda da atividade biologica.

2.3.6. Nanomateriais de imobilizacao

Atualmente com o desenvolvimento da nanotecnologia, os nanomateriais tém sido utilizados
principalmente nas 4reas de medicina, farmacia e quimica. Devido ao facto dos nanomateriais
fornecerem maior condutividade elétrica e disporem de um tamanho de nanoescala, estes podem
amplificar os sinais, atuando assim como materiais de suporte eficientes para a imobilizacdo de enzimas
[144]. O desempenho dos biossensores enzimaticos pode também ser melhorado gragas a capacidade de
adaptacio das propriedades do nanomateriais. Relativamente a sua estrutura quimica estes podem ser

organicos ou inorganicos.
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Os nanomaterias organicos como metais, nanotubos de carbono, grafeno, éxido de grafeno (do inglés:
Graphene Oxide, GO), contribuem para o aumento da amplificacdo do sinal e sdo biocompativeis. Por
outro lado, os nanomateriais inorganicos, tém uma sintese relativamente simples e permitem acelera¢ao
dos eletrdes durante a transferéncia. Tendo em conta as suas dimensdes os nanomateriais podem set por

exemplo: particulas, estruturas 3D e nanotubos.

Existem diversos métodos de imobilizagdo dos nanomateriais nos biossensores. Estes podem ser
sintetizados diretamente na superficie do transdutor, e as enzimas serem imobilizadas diretamente nas
nanoparticulas. Uma outra estratégia pode ser aplicada antes imobilizacdo, que consiste na sintese
individual de cada um dos nanomateriais, sendo estes posteriormente misturados com a solu¢do
enzimatica [145].

O grafeno é um dos nanomateriais constituido por apenas uma camada de atomos de catbono, com uma
estrutura de favo de mel. Este é um dos novos nanomateriais utilizados nos biossensores, devido as suas
propriedades Oticas, mecanicas, elétricas e quimicas, que permitem estabelecer uma superficie especifica
quimicamente ativa [146][147]. Além disso, é biocompativel, e tem uma elevada resisténcia mecanica e
condutividade térmica [148]. Este nanomaterial ¢ um dos materiais utilizados no transdutor dos
biossensores de glucose, na medida em que apresenta uma alta atividade catalitica com o H,0; ¢

eletroquimica com a GOx.

Existem diferentes técnicas para utilizar o grafeno nos biossensores eletroquimicos. Uma delas é utilizar
o grafeno como um material de suporte para imobilizagdo da enzima, em que devido a sua especificidade
val expor os seus atomos de carbono as enzimas. Outra técnica ¢ utilizar este nanomaterial como um
meio de transferéncia de eletrdes, aumentando assim a condutividade elétrica e a mobilidade.
Relativamente aos biossensores de terceira geragdo, este permite acelerar o DET, melhorando a
sensibilidade do biossensor [149].

Por forma a aumentar a estabilidade, a relacio enzima-substrato, as enzimas sio imobilizadas em
suportes solidos (nanomateriais, compostos organicos, entre outros). Assim, 5. H. Baek et al. [118],
desenvolveram um biossensor baseado em nanoflor de cobre com particulas de ouro e nanofibras de
GO, melhorando assim as carateristicas analiticas deste. Devido as modificacdes das nanofibras, foi
possivel produzir uma reacdo catalisada eficiente, facilitando assim o aumento de corrente com o

aumento da concentragio de glucose.

O grafeno pode também ser utilizado nos biossensores sobre a forma de GO, 6xido de grafeno reduzido
(do inglés: Reduced Graphene Oxide, tGO), nanofitas de grafeno (do inglés: Graphene Nanoribbon, GNR),

entre outras.

No presente trabalho, o grafeno foi sintetizado de forma biocompativel, tendo sido produzido Bgr, de
acordo com o processo descrito na seguinte referéncia [150]. No processo de esfoliacdo da grafite foram
utilizadas proteinas de fontes alimentares (soro bovino, B-lactoglobulina, lisozima, ovoalbumina e
hemoglobina), de forma a garantir a biocompatibilidade do grafeno.

2.3.7. Cinética enzimatica

os marcos da historia da bioquimica ao nivel enzimatico, é a equacao de Michaelis-Menten, que
Um d T da histéria da bioquimi ivel enzimatico, de Michaelis-Menten,
permitiu realizar estudos cinéticos numa base experimental e tedtrica bem consolidada [151]. De forma

mais simplista, este modelo baseia-se no seguinte esquema/equacio enzimatica:

E+S<ES—->E+P Equagio 3
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Neste modelo, quando a enzima (E) se liga ao substrato (S), vai ser formado um complexo entre a enzima
e o substrato (ES). Apos isso, o substrato pode-se separar da enzima, sendo livre, ou entio pode-se
transformar em produto (P) [152]. Através deste esquema, foi estabelecida a equacio de Michaelis-Menten
(Equagio 4):

v = (Vmax X [S]) Equagao 4
~ (Ka +[SD)

Onde v ¢é a velocidade, Vjpqy € a velocidade maxima para a qual toda a enzima estd complexada ao

substrato, [S] é a concentracio presente do substrato, e Kq a constante de Michaelis Menten.

Através da andlise do substrato sob a ac¢do catalitica de uma enzima, estes concluiram que a velocidade
da reacdo aumenta de forma hiperbélica (Figura 18) com a concentragao do substrato, e que esta aumenta

linearmente com a concentra¢do da enzima (qualquer constante de concentracao de substrato [153]).

/"’ Vmax

=

max

Vmclx."z I~

Velocidade de reagdo Vo) ee—p

Concentragdo de substrato [S] —

Figura 18-Cinética de Michaelis-MentenImagem adaptada de[154] , por BioRender.com

Quando atinge a Vg, visualiza-se uma regido no grafico denominada de platd, que determina que a
partir daquela regido, a enzima esta saturada (moléculas da enzima estdo todas ligadas ao substrato).
Relativamente a constante de Michaelis-Menten, que corresponde a concentragiao de substrato sob a qual
a velocidade de reacdo ¢ igual a metade da velocidade maxima observada, quanto maior o seu valor,
menor a afinidade de ligacdo entre a enzima e o substrato [155].
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2.3.8. Tipos de amostra

Grande parte dos dispositivos de diagnostico e monitorizagiao dos valores de glucoses sao baseados em
processos eletroquimicos, com dete¢do da glucose através do sangue. Apesar desta conferir sensibilidade
e confiabilidade, estes sdo invasivos e aumentam o tisco de infecio.

Por forma a tentar minimizar os riscos associados e tornar os biossensores menos invasivos, surgem
novas tecnologias que utilizam outros fluidos corporais que contém glucose [16]. Alguns dos fluidos
corporais sdo facilmente acessiveis, sendo estes: a urina, o ISF, a saliva e as lagrimas. Na Tabela 3 ¢
demonstrado os tipos de fluido recentemente utilizados com a respetiva faixa de detecio da glucose.

Tabela 3-Concentragdo de glucose para diferentes tipos de fluidos.

Tipo de fluido Concentracio glucose Referéncia
(mmol/L)
Sangue 2-40 mmol/L
ISF 1,99-22,2 mmol/L
Suor 0,01-1,11 mmol/L [150]
Saliva 0,008-1,77 mmol/L
Urina 22,8 mmol/L [157]

2.3.8.1. Urina
A urina ¢ um fluido ndo invasivo que historicamente dominou a monitoriza¢io dos valores de glucose
antes do desenvolvimento dos sensores de glucose no sangue [158]. Este é composto por 95 % de agua
com fosfato, ureia, creatinina, proteinas, nitratos e outros sais dissolvidos como sédio e potassio [159].
A glucose é encontrada na urina quando ¢ excretada de niveis elevados de sangue, dai o facto deste fluido

ser investigado para o diagnéstico da diabetes [160].

As principais vantagens da utilizacdo da urina para diagnostico da diabetes, sdo a facilidade de a obter
em grandes quantidades, ndo ser invasivo, e de ndo exigir uma preparacio complexa (tem uma menor
concentracdo de protefnas e outos compostos com elevado peso molecular [159]).

Apesar das vantagens mencionadas, a avaliacdo da glicosuria apenas pode ser realizada em amostras de
urina fresca, pois devido a alta carga bacteriana pode alterar os niveis de glucose, sendo assim pouco
sensivel e precisa. Desta forma, pretende-se futuramente obter sensores de glucose mais precisos para a

urina

Atualmente, os sensores de urina sao baseados em abordagens colorimétricas. Este tipo de abordagem
utiliza dispositivos baseados em tiras colorimétricas com métodos enzimaticos e reagentes cromogénicos
[161]. Em particular, estes testes de urina sdo positivos quando a concentracio de glucose é superior a
2,8 mmol/L.

Um dos exemplos de sensor de glucose na urina, foi relatado por M. Miyashita et al [162], em que ¢é
utilizada a GOx para detetar a glucose amperometricamente. Este biossensor fornece resultados em seis
segundos, e tem uma faixa dindmica de 0 a 2 mg/dL.

2.3.8.2. ISF
O ISF é um liquido extracelular que envolve as células dos tecidos [160]. Este permite o transporte de
nutrientes e produtos metabdlicos finais entre o sangue e as células, podendo assim fornecer informagdes
sobre o estado de saude do paciente.

Um estudo realizado por M. Satish K. Garg [163], demonstrou a correlacio entre o sangue e o ISF através
de uma técnica de bolha suc¢io em oito pacientes com diabetes. Este estudo permitiu concluir que o
ISF dérmico apresenta uma alta correlacio com a glucose (diferenga de aproximadamente de 11 %).
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Além disso, o ISF ¢é facilmente acessivel através da pele, sendo também um dos biofluidos mais

abundantes, com aproximadamente 60 % do total de fluidos corporais.

Um dos primeiros exemplos de um biossensor comercial vestivel e ndo invasivo, que utilizava o ISF para
detetar a glucose, foi o Glucowarch. Este dispositivo realizava medi¢des da glucose no ISF em intervalos
de 20 minutos até ao maximo de 12 horas. Apesar de ter sido um dispositivo promissot, este foi
descontinuado em 2008 devido irritagbes na pele, aquecimento, e interrup¢do automatica apds a
transpiracio [164].

De forma a colmatar os problemas o Glucowatch, foram desenvolvidos varios dipositivos, sendo um deles,
uma plataforma flexivel de detecdo de glucose no ISF, baseada numa tatuagem nao invasiva, com um
tempo de operacio de 8 horas [165]. Assim, a partir deste dispositivo podem ser desenvolvidos

biossensores mais estaveis, precisos e com um maior conforto para o paciente.

2.3.8.3. Saliva

A saliva é um fluido complexo, que contém diversos analitos e varios biomarcadores sendo constituido
por 99 % de dgua. Devido a sua constituicio, facil extracio (ndo invasiva [160]), a saliva mostra-se uma
excelente promessa para a dete¢do precoce, prognodstico e monitorizagio de varias patologias,
nomeadamente da diabetes.

Virios estudos demonstram, que existe uma correlacdo positiva entre a glucose no sangue e glucose
salivar [167]. Isto ocorre, porque as glandulas salivares apresentam uma boa vascularizacio, da qual a
saliva € filtrada e processada. Devido ao facto de as glandulas salivares atuarem como filtros da glucose

no sangue, na diabetes as concentracoes de glucose na saliva aparecem consideravelmente alteradas [168].

Atualmente a investigacdo tem-se focado no desenvolvimento de métodos ndo invasivos para
diagnosticar a diabetes através da saliva. Acessorios odontolégicos intraorais sao uma das opgbes de
monitorizac¢do, sendo que um dente é um potencial agente para monitorizac¢do continua, pois estd
permanentemente em contacto com a saliva.

T. Arakawa et al [169] desenvolveram um sensor descartavel para aplica¢do na cavidade oral. O sensor
era constituido por um elétrodo de prata e platina com a enzima GOx imobilizada por aprisionamento,
e um transmissor sem fio. Este permitiu medir continuamente em tempo real a glucose na saliva artificial
entre os 0,05-1,0 mmol/L.

Apesar da evolucio cientifica e tecnoldgica, é necessario um maior investimento cientifico para tornar o
diagnostico da diabetes, através da saliva uma realidade.

2.3.8.4. Suor
O suor é um dos biofluidos corporais mais acessiveis, sendo responsavel pela termorregulagiao do corpo
humano [170]. Este biofluido é constituido por 99 % de agua com cloreto de sédio, e contém diversas
biomoléculas que permitem monitorizar estados saide, como o acido urico, glucose, lactato, eletrélitos,
entre outros [160].

Os sensores de suor sdo uma alternativa atraente, pois a producao do suor é continua e é facilmente

monitorizada de forma ndo invasiva, podendo ser estimulada em certos locais por iontoforese [171].

Alguns dos exemplos de dispositivos para dete¢do nao invasiva, sdo plataformas como: pulseiras [172],

6culos [173] e sensores flexiveis aderentes [174].

A detecio flexivel é umas tecnologias mais promissoras [175]. Assim, sensores de suor vestiveis podem
ser uma alternativa aos métodos convencionais, permitindo um melhor conforto aos pacientes, contudo
estd longe de ser uma alternativa comercial. Esta dificuldade advém ao facto de este a longo prazo poder
ser afetado por fatores como: contaminagdo ambiental, biocompatibilidade, fornecimento de energia aos
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sistemas, deixando assim de ser estavel. Atualmente ja existem alguns dispositivos, mas tém um tempo

operacional curto, ndo permitindo assim uma monitoriza¢do continua [170].

Relativamente a detecdo de glucose para diagndstico da diabetes, existe uma correlagio ente a glicemia
no suor e a glicemia no sangue, podendo este ser utilizado como substituicio aos métodos convencionais.
Y. Zhao et al |177], desenvolveram um biossensor de glucose téxtil vestivel, com trés elétrodos baseados

em fibras de ouro elastica, que pode vir a ser uma aplica¢do promissora para um diagnostico vestivel.
2.4. Andlise qualitativa dos materiais

2.4.1. Espetroscopia de Raman

Um dos principais desafios dos biossensores € a capacidade de detetar e identificar uma vasta variedade
de toxinas em curtos espagos de tempo e em baixas concentragdes. Assim, através de uma técnica
analitica como a espetroscopia de Raman é possivel atingir esse mesmo desafio, bem como caraterizar a
superficie do biossensor e os mecanismos de dete¢io abrangidos.

Durante as dltimas décadas a espetroscopia de Raman tem sido utilizada no estudo de amostras
biolégicas, fornecendo informacdes bioquimicas sobre as células (estrutura quimica, estrutura das
moléculas, arranjos espaciais, entre outros).

Este tipo de analise é efetuado através de uma fonte laser que atinge uma determinada amostra, gerando
luz com uma energia diferente da incidente (espalhamento inelastico/efeito de Raman). Especificamente,
os fotbes gerados pela luz laser incidem sobre a amostra e ao interagir com as suas moléculas, transferem
energia sobre a forma vibracional. Através desta energia vibracional sio gerados espetros, que sdo
especificos para cada amostra, pois dependem da sua composicao quimica. Deste modo é possivel obter
uma assinatura da composicdao quimica de cada material irradiado, ou seja, a sua impressdo digital [178].

Os espetros de Raman sido representados por um grafico da intensidade espalhada em func¢io da diferenca
entre os fotdes incidentes e os espalhados. Na Figura 19 ¢é possivel observar que os espetros de Raman
da frutose, da glucose, do mel S3 (frutose 24 % e glucose 21,1 %) e do mel S9 (frutose 39,4 % e glucose
32,1 %), diferem entre si, demonstrando assim que cada substancia tem a sua impressao digital. Os picos
visualizados em cada espetro sdo geralmente estreitos, podendo estar associados a uma ligacdo molecular
especifica [179].
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Figura 19-Espetros de Raman para quatro materiais diferentes (frutose, glucose, $3,S9)registrados com um laser de
532 nm [180].

2.4.2. TEM

A TEM ¢ uma das tecnologias mais importantes na biologia celular desde a década de 1940 [181].Através
da TEM ¢ possivel visualizar as amostras em escala anatémica, permitindo assim realizar estudos de

morfologia celular, visualizando moléculas organicas, como DNA e outras proteinas [181].

Relativamente ao seu funcionamento, a TEM contém um conjunto de feixe de eletroes que é emitido
em direcdo a uma amostra ultrafina (cerca de 60 a 90 nm), interagindo com esta enquanto a atravessa.
Devido a interacdo entre os eletrdes transmitidos na amostra, é formada uma imagem bidimensional
numa chapa fotografica ou numa imagem fluorescente [181]. O brilho de uma determinada area da
imagem ¢é proporcional ao nimero de eletrdes que atravessou aquele ponto na amostra. Na Figura 20

pode-se visualizar o modo de funcionamento da TEM.
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Figura 20- Esquema do modo de funcionamento da TEM. Imagem adaptada de [182] em BwRender.com
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ao longo deste capitulo estdo descritos os equipamentos e reagentes, bem como os procedimentos

experimentais adotados para a construcdo do sensor, através da imobilizacdo da GOx na sua superficie.

3.1. Material e Equipamento

As medicoes eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab
(Figura 21) (coordenado pelo software Nova 2.1). Os Au-SPEs foram adquiridos a DROPSENS (DRP-
C250AT) e sdo constituidos por um elétrodo de trabalho em ouro (didmetro de 4 mm), um contra
elétrodo em platina, um elétrodo de referéncia e contatos elétricos em prata.

OAI.I'I'OI.AB Eej]ji @)

w

Figura 21-Potenciostato/galvanostato Metrobm Auntolab [183].

Os Au-SPEs foram colocadas numa caixa de comutagao DropSens (DRP-DSC) (Figura 22), de forma a
estabelecer a interface entre os contactos elétricos do Au-SPE e as ligagdes elétricas do

potencidstato/galvanostato.

Figura 22- Caixa de comutagdo com Au-SPE inserido. Imagem adaptada de [184], por BioRender.com

Para a preparacio das diferentes solugdes, as medi¢oes com volume até 5 mL foram realizadas com
recurso as micropipetas eppendorf de volume ajustavel (0,1-2,5 uL, 2-20 plL, 20-200 pL, 100-1000 puL e de
1000-5000 pL). Relativamente aos volumes superiores a 5 mL, as solu¢cdes foram preparadas com baldes
volumétricos (10 mL, 20 mlL, 100 mL). A pesagem dos reagentes foi efetuada através de uma balanca da
marca Mettler Toledo (MS105DU), com uma precisdo de £0,0001 g. Em alguns casos, devido a dificil
dissolugdo dos reagentes, foi utilizado um agitador de liquidos de baixa tensdo superficial da marca
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Fisherbrand. Por forma a proceder a secagem da enzima GOx e a fixa¢do do Bgr no elétrodo de trabalho
do Au-SPE, foi utilizada a estufa P Selecta a 37 °C.

Relativamente a analise qualitativa, foram obtidos espetros de Raman com auxilio de um espetroscopio
DXR Raman da Thermo Scientific (acoplado com microscopio confocal e um laser de 532 nm), como se
pode visualizar na Figura 23. A amostra foi atingida por um laser de poténcia de 15 mW, através de uma
abertura de fenda de 25 pm.

Figura 23-DXR Raman da Thermo Scientific [185].

Para complementar a analise, foram adquiridas as imagens TEM num JEOL JEM 1400 TEM a 120 kV
(Toquio, Japao) e gravadas digitalmente com uma camara digital CCD Orius 1100 W no HEMS (do
inglés: Histology and Electron Microscopy Service) no 138S.

Na tabela 4 estio descritos todos os reagentes utilizados, bem como a sua origem comercial.

Tabela 4-Lista de reagentes utilizados e sua respetiva origem.

Reagentes Origem
Bovine Serum Albumine (BSA) Ammresco
Soro humano Cormay
Creatinina Sigma
Glutaraldeido Filunka
Glucose (Dextrose monohidratada) Alfa Aesar
GOx Sigma Aldrich
Hexacianoferrato (IT) de Potassio, (Ka[Fe(CN)g)) Riedel-de-Haen
Hexacianoferrato (IIT) de Potassio, (K3[Fe(CN)s]) Riedel-de-Haen
Phosphate-buffered saline (PBS) PR
Tiramina (Tir) Sigma

3.1.1. Solugoes

Para a realizagdo do estudo eletroquimico foi necessatia a preparacdo de algumas solu¢des, sendo que
algumas destas, foram preparadas com agua ultrapura purificada (proveniente do sistema Mili-Q). A
solucao de PBS (pH=7,4) foi preparada com uma concentracio de 100 mmol/L em 4gua ultrapura.
Relativamente a solu¢do redox de ferro (concentragio de 5 mmol/L), foi preparada combinando o
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hexacianoferrato (II) de Potassio(K4[Fe(CN)¢]) com o hexacianoferrato (I11) de Potassio(Ks[Fe(CN)s|)
em PBS. A soluc¢io da enzima GOx foi preparada em PBS, com uma concentracio de 2 mg/ml..

Quanto as solugdes reacionais de polimetizacio, foram preparadas duas solugdes, uma com enzima
(solugao A) e uma solucido controlo, sem enzima (solu¢io B). Em ambas a solugbes fol necessirio
preparar uma solucio de 0,5 % glutaraldeido e uma de 10 mmol/L de Tir. A solu¢io A foi preparada
num frasco com 10 uL de glutaraldeido, 40 pL. de Tir e 50 pLL de GOx. Para a solucdo B foram utilizados

os mesmos volumes de glutaraldeido e de Tir (Figura 24).

e
g

) Glutaraldeido

50 pL
Tiramina
40 pL
GOx - L
Solugdo A Solucdo B

Figura 24-Representacdo das duas soluc¢oes reacionais de polimerizacdo preparadas. A solugdo A contém
glutaraldeido, Tir e GOx. A solugdo B apenas contém glutaraldeido e Tir. Imagem realizada em BioRender.com

Uma vez que foi realizado um estudo para averiguar a influéncia do reticulante glutaraldeido no
desempenho do biossensor, foram preparadas duas solu¢des adicionais, uma com enzima e Tir (solucdo
C), ¢ um controlo sem enzima (solu¢ao D). Em suma, a solu¢ao C continha Tir ¢ GOx (mesmas

quantidades da solucdo A), e a solugdo D apenas Tir (Figura 25).

Tiramina
50 pL
GOx
40 pL E 40 L
Solugdo C Solugdo D

Figura 25-Representagdo das duas solu¢oes reacionais de polimerizacio preparadas. A solucio C contém Tir e

GOx. A solugdo D contém apenas Tir. Imagem realizada em BioRender.com

Para a elaboragio da reta de calibracdo, foram preparadas duas solucoes padriao. A primeira continha 10
mL de glucose a 50,0 mmol/L (em PBS), sendo que a partir desta foram preparados oito padroes de
diluicio (0,05 mmol/L; 1,0 mmol/L; 2,5 mmol/L; 5,0 mmol/L; 10,0 mmol/L; 20,0 mmol/TL; 30,0
mmol/L e 40,0 mmol/L) para um volume final de 2 mL (Figura 26). A segunda soluc¢io padrio foi
preparada com 50 pl. de soro humano com 4950 ul. de PBS, e a partir desta foram preparados os

mesmos padroes de diluicdo para um volume final de 2 mL.
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Figura 26-Representacio dos oitos padrées de diluigdo preparados para um volume final de 2 mL. com as respetivas
quantidades de solugdo mie e de PBS. Imagem realizada em BioRender.com.

Relativamente ao estudo de seletividade, foram utilizados os seguintes compostos como potenciais
interferentes presentes no soro: (i) creatinina (30 mg/mlL), e (i) BSA (37,6 mg/mL). Para este estudo
apenas foram utilizadas as solu¢oes de PBS (solu¢do sem glucose), e a solugao de 5 mmol/L de glucose
com uma dilui¢ao de 1:10. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

3.2. Preparacgao dos elétrodos

Neste subcapitulo serdo descritas as diferentes etapas para a constru¢do do biossensor. Inicialmente, foi
necessaria a imobilizacdo do Bgr na superficie do sensor, e posteriormente a imobilizagdo da enzima
GOx. Para a imobilizacio da enzima, foram aplicadas duas técnicas diferentes: a adsorcio e a

reticulagio/aptisionamento.

3.2.1. Construgao dos elétrodos modificados a base de Bgr

Por forma a garantir o desenvolvimento de um biossensor biocompativel, foi utilizado um nanomaterial,
o Bgr. Este nanomaterial foi produzido por esfoliagio de grafite com baixo custo, na presenca de
compostos biolégicos, como a proteina BSA. A proteina é usada para esfoliar a grafite, e a eficiéncia da
esfoliacdo depende do sinal e da magnitude da carga da proteina. A BSA facilitou a esfoliagio da grafite
em 4gua a temperatura ambiente, por meio da turbuléncia/forca de cisalhamento gerada num
liquidificador de cozinha [150].

Em concreto, o Bgr foi sintetizado a pattir de uma suspensao de cristais de grafite (100 mg/mL) em 200
mL de 4gua deionizada a pH 7,0, contendo a proteina (3,0 mg/mL). A suspensio foi submetida ao
processo de cisalhamento num liquidificar durante 30 minutos. Foram recolhidas amostras a cada 5
minutos para proceder a andlise da taxa de esfoliacdo, sendo que posteriormente, a sua mistura foi
interrompida para evitar o seu superaquecimento (<30 °C). A extin¢do a 600 nm da suspensio com UV
visivel, foi utilizada para quantificar as concentragoes de grafeno, apds a remogao da grafite nio esfoliada,
separada por centrifugacdo a 1500 rpm durante 45 minutos. Todas as experiéncias de esfoliagdo foram
efetuadas adicionando quantidades calculadas de grafite, BSA e dgua desionizada no liquidificador de
cozinha a velocidade necessaria da lamina.
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Para a construciao do biossensor, depositou-se numa primeira fase, duas camadas de Bgr no elétrodo de
trabalho. Para tal, foram aplicados aproximadamente 5 ul. da suspensio duas vezes consecutivas na
superticie do SPE. O elétrodo ficou a incubar durante 4 horas a 37 °C na estufa.

O controlo da estabilidade do Bgr na supetficie do elétrodo foi efetuado pela técnica eletroquimica, CV.
As leituras foram efetuadas em triplicado, com recurso a uma solucdo redox de ferro (5 mmol/L

Ku[Fe(CN)¢] e 5 mmol/L K;3[Fe(CN)g| ) E de salientar que as leituras realizadas com a solugdo redox de
ferro, sao constituidas por um conjunto de técnicas eletroquimicas:

e Técnica EIS (gama de frequéncia entre os 0.1-100 KHz e amplitude de 0,010 V)

e CV (3 ciclos com um potencial entre os -0,6-0,6 V e velocidade de vartimento de 50 mV/s)

3.2.2. Imobilizagao da GOx por adsorcao

No processo de imobilizacio da enzima GOx por adsor¢io da mesma na superficie do Bgr, foram
testados dois tempos de incubagdo, 12 horas (overnigh?) e 2 horas, respetivamente. Estes ensaios foram
efetuados em triplicado. Nesta etapa, a enzima GOx foi incubada no topo da camada de Bgr (Figura 27).
Para tal, o elétrodo previamente modificado com Brg foi incubado com duas camadas (5 pL) da soluciao
da enzima e colocado a 37°C na estufa. Relativamente ao estudo com tempo de incubacio de duas horas,
a segunda camada foi colocada ao fim de uma hora, enquanto que no estudo overnight foi colocada ao fim
de seis horas.

Imobilizagdo
da enzima

Au-SPE Biografeno

& Glucose oxidase
i Biografeno

Solugdo Glucose Oxidase

é Solugdo Biografeno

Figura 27-Procedimento experimental da imobilizacdo do Bgr e da enzima GOx pelo método de adsor¢do na
superficie do elétrodo de trabalho do Au-SPE.

Conforme mencionado no subcapitulo "Preparacio de Solugbes", foram conduzidos dois estudos
distintos. Em um deles a enzima foi encapsulada com Tir na presenca de um agente reticulante, o
glutaraldeido. Em outro estudo, a enzima foi encapsulada sem a presenca de glutaraldeido. Essa
abordagem visa esclarecer o impacto do glutaraldeido no desempenho do biossensor. Em ambos os
estudos foram preparados triplicados e testados dois tempos de incuba¢io diferentes, 2 e 12 horas,

respetivamente.

Ap6s a modificagio da superticie do elétrodo com Bgr, foram preparadas as respetivas solugdes para
cada estudo. No estudo com glutaraldeido, foram preparadas as solucGes A e B mencionadas no

subcapitulo "Preparacio de Solugdes". Postetiormente, incubou-se na supetficie do elétrodo de trabalho
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previamente modificado, 10 pL da solugdo A no elétrodo de trabalho. Em paralelo, foram preparadas

solu¢des controlo com a mesma solugdo reacional sem a presenca da enzima.

Posteriormente, os elétrodos foram submetidos a um processo de secagem a 4°C no refrigerador,
inicialmente por um periodo de 2 horas, seguido de uma extensio para 12 horas. Em sequéncia, foram
aplicados 100 pL de 4gua destilada sobre a superficie dos elétrodos Au-SPEs, dando inicio ao processo
de eletropolimerizagdo da Tir. Este processo envolveu a varia¢ao de potencial entre -0,3 Ve 1,6 V, a
uma taxa constante de 50 mV/s. Para a obten¢io das respostas de cotrente, adotou-se a técnica
amperométrica, na qual 100 pL da solugdo foram cuidadosamente depositados na superficie do elétrodo
(conforme ilustrado na Figura 28).

Au-SPE "

Glucose oxidase

Biografeno

Tiramina Encapsulamento Pré-polimerizacdo
Solugdo A da enzima

Agua

!  Glutaraldeido

Figura 28-Procedimento experimental da imobilizacio do Bgr e da solu¢do A , pelo método de aprisionamento na
supetficie do elétrodo de trabalho do Au-SPE. E também representado o processo de eletropolimerizacio com a
colocagido de 100 pL. de 4gua.

Relativamente ao estudo “sem glutaraldeido”, a metodologia aplicada foi a mesma, apenas foram
utilizadas soluc¢des diferentes. Deste modo, foram colocados 10 pl. da solucao C no elétrodo de trabalho
do Au-SPE (Figura 29). Em paralelo foi preparado o elétrodo controlo sem a presenca da enzima. Todos
os ensaios foram efetuados em triplicado.
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Figura 29-Procedimento experimental da imobilizacdo do Bgr e da solucdo C, pelo método de aprisionamento na
superficie do elétrodo de trabalho do Au-SPE. E também representado o processo de eletropolimerizacio com a
colocacio de 100 uL de agua.

3.3. Procedimento eletroquimico

A caraterizagao dos elétrodos foi efetuada por CV em PBS. Para os ensaios de CV, o potencial foi varrido
de 0,0-0,8 V com uma velocidade de 5 mV/s.

O desempenho analitico foi avaliado pelo tracado da reta de calibragdo com concentracdes de glucose
entre 0,05-50,0 mmol/L, preparada em PBS (pH 7,4). Foram adicionados cerca de 80 pL de cada padrio
na superficie do elétrodo e o sinal eletroquimico foi monitorizado por CA. A corrente catalitica da
oxidagdo da glucose foi monitorizada por CA, aplicando um potencial constante de 0,6 V, (potencial

obtido através da andlise da CV) durante 120 s. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

De forma a avaliar o impacto da interferéncia da matriz de soro na superficie do elétrodo, foram
realizadas curvas de calibracdo em soro humano comercial diluido 100 vezes em PBS na mesma gama
de concentracio da calibra¢io em tampaio (0,05 ¢ 50 mmol/L).

Um outro estudo foi o calculo das percentagens de recuperacio de amostras de soro sintético dopadas
com glucose de concentracoes de 0,5 e 5 mmol/L. O ensaio foi avaliado pela técnica CA aplicando um
potencial de 0,6 V durante 120 s.

3.4. Andlise do desempenho do biossensor

3.4.1. Curva de calibragao

3.4.1.1. Tampao PBS

Ap6s o desenvolvimento do biossensor, foi necessario avaliar o seu comportamento perante a presenga
da glucose. Desta forma, o método de calculo utilizado foi a curva de calibragio, permitindo assim
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expressar a relacdo entre o sinal medido e as diferentes concentra¢Ses da solugdo de glucose (analito).
Adicionalmente, através do declive da reta podem ser avaliados parimetros de sensibilidade e qualidade

de resposta.

Assim, para a constru¢do da curva de calibracdo, foram utilizadas nove solu¢oes de glucose com
diferentes concentra¢des (padrdes de dilui¢do), tal como se pode visualizar na Tabela 5.

Tabela 5-Padrées de diluiciao preparados através da solu¢io mie e do PBS com a respetiva concentracio final.

Padrio (preparado em PBS) Concentracio da glucose (mmol/L)
1 0,05
2 1,0
3 2,5
4 5,0
5 10,0
6
7
8

20,0

30,0
40,0

9 (solugio mae) 50,0

Inicialmente, adicionou-se 80 ul. do padrio de menor concentragio de glucose (padrio 1) na superficie
do elétrodo de trabalho, medindo-se a corrente gerada por CA (potencial aplicado de 0,6 V).
Posteriormente, procedeu-se a limpeza da superficie do elétrodo com PBS. O mesmo procedimento foi

aplicado para os sucessivos padroes de ordem crescente de concentracio.

3.4.1.2. Soro humano comercial diluido
O procedimento anterior foi repetido com solugcdes padrio de glucose (mesmas concentragoes)
preparadas em soro humano, (Cormay serum), diluido em PBS, apds a imobilizagdo da enzima por
adsorc¢ao (2 horas). Assim, através da utilizacao de padrdes de dilui¢do com o soro humano, foi possivel
estudar o comportamento do sensor na matriz biolégica, aproximando assim a resposta do sensor a
realidade.

3.4.2. Estudo da seletividade

Além de ser necessario que o biossensor tenha uma alta capacidade de detegdo de glucose em varias
concentracdes, é crucial que seja altamente seletivo, ou seja, que nao responda a outros compostos além
da glucose. Portanto, é de suma importincia realizar estudos em fluidos complexos, como o soro

humano, para assegurar que o biossensor seja exclusivamente sensivel a glucose.

O estudo de seletividade foi realizado utilizando a técnica de CA, na qual varias espécies potencialmente
interferentes foram incubadas na superficie do biossensor. O método utilizado neste trabalho foi o das
solu¢Ges separadas, onde a leitura do impacto de cada interferente foi avaliada individualmente. Foram
entdo selecionadas espécies interferentes constituintes do soro, como a creatinina (30 mg/mL), e a BSA
(37,6 mg/mL).

O sinal eletroquimico foi avaliado para uma concentracio de 5 mmol/L (correspondente a 100 % do
sinal) que serviu de referéncia para o calculo da interferéncia de cada um dos compostos. Para o calculo

da % de interferéncia foi utilizada a seguinte Equacio 5:
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[sinal(glucose,5 mmol/L) — sinal (interf) < 100 Equagio 5

0, int A i —
#(interferéncia) sinal(glucose,5 mmol/L)

E de ressaltar que as concentragoes de interferentes utilizadas, foram definidas de acordo com os niveis
naturalmente presentes no soro humano [186]. Todavia, para efeitos de calibragdo os interferentes foram

diluidos 10 vezes.
3.5. Andlise qualitativa dos materiais

3.5.1. Analise em Raman

Para proceder a analise do biossensor em Raman, foram preparadas as seguintes amostras: Au-SPE
simples; Au-SPE com Bgr e AU-SPE com Bgr e enzima (adsor¢io). Os espetros de Raman foram
obtidos, através de um microscopio confocal munido com um laser de excitagdo (especificagoes

mencionadas na Tabela 06).

Tabela 6-Lista de especificacbes e respetivas configuragbes para obtencio de cada um dos espetros de Raman.

Especificacbes Configuracio
Poténcia 15 mW
Aperture 50 siit
Photo-Bleach 2 minutos
3.5.2. Analise em TEM

O Bgr foi caraterizado em TEM utilizando o microscopio eletrénico de transmissio JEOL JEM 1400
TEM, com transmissdo a 120 kv.

Assim, foram preparados 10 uL. da suspensio de Bgr para posterior colocagdo numa grelha de carbono.

Ap6s isso, uma grade de cobre foi colocada na superficie da gota do Bgr.

O excesso de amostra foi removido com uma almofada absorvente, para depois proceder a sua analise
no microscépio. A TEM permitiu realizar uma analise morfologica do Bgr, bem como da distribuicdo e

do tamanho das suas nanoparticulas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o processo de desenvolvimento do biossensor para a dete¢do de glucose, foram exploradas duas
abordagens distintas para ancorar a enzima na superficie do Au-SPE modificado com Bgr. Uma dessas
metodologias envolveu a adsor¢do quimica da enzima, com dura¢Ses de incubacio de 2 e 12 horas,
respetivamente. A segunda metodologia concentrou-se no encapsulamento da enzima dentro de uma
matriz polimérica de politiramina, tanto com, como sem a utilizagdo de um agente reticulante, o
glutaraldeido. Em ambos os casos, um elétrodo de controlo foi preparado sem a presenca da enzima.
Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Por fim, procedeu-se a avaliagdo do desempenho do
biossensor, assegurando a sua eficacia na dete¢io da glucose.

4.1. Fabricacao do biossensor

Para padronizar a superficie do Au-SPE e a preparar para a imobilizacio do Bgr e subsequente ligacdo
da enzima, foi essencial realizar uma ativacdo eletroquimica e controlar cuidadosamente cada uma das
etapas do processo. Para isso, utilizou-se a técnica de CV para identificar os picos de oxidac¢io e redugio,
bem como as suas respetivas intensidades de corrente. Desta forma, foi possivel avaliar as modificagGes
realizadas na superficie do Au-SPE.

Em resumo, todas as fases de sintese dos biossensores foram monitorizadas de forma rigorosa através
da técnica de CV, incluindo leituras realizadas no Au-SPE sem qualquer tipo de modificagio. Os

resultados obtidos serdo minuciosamente discutidos nas sec¢Ges subsequentes.

4.1.1. Imobilizacao da enzima por adsorc¢ao durante 2 horas

Numa primeira fase, a superficie do Au-SPE foi ativada através da técnica de CV, com uma soluc¢io redox
de ferro (80 uL), numa gama de potencial de -0,6 a 0,6 V com um scan rate de 50 mV/s. Seguidamente,
foi incubado no elétrodo de trabalho 10 uL. de Bgr a 37 °C durante 4 horas. Por fim, foi utilizada a técnica
de CV com as mesmas caracteristicas para visualizar as diferencas entre o Au-SPE e o Au-SPE com Bgr.

Como se pode verificar pela Figura 30, os picos de oxidacio e de reducio do Au-SPE com Bgr,
apresentam um menor valor de corrente que os do Au-SPE. Dado que o Bgr é produzido por exfoliagio
da grafite na presen¢a de uma solu¢io de proteina, a BSA [187] (permite separar as folhas de grafeno
produzidas no processo de exfoliacdo da grafite), esta vai oferecer resisténcia a transferéncia de eletrSes
levando assim a diminui¢do dos valores de corrente dos picos. Além disso, o facto da BSA ser uma
proteina (regides hidrofilicas e hidrofébicas), permite que esta atue como um estabilizador anafifilico
para o grafeno e outros materiais [188]. Com base na informacdo anterior, a interacdo proteina-grafeno
¢ promovida, criando assim um hospedeiro ideal para a imobilizagdo enzimatica [189].
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Figura 30-Resultados da leitura em solugdo redox de ferro apds a imobilizagdo da enzima durante 2 horas. (A)
representa o grafico de CV antes da imobilizagao do Bgr. (B) representa o grafico CV depois da fixagdao do Bgr.

Numa segunda fase foi imobilizada no elétrodo de trabalho do Au-SPE 10 plL. da solu¢do da enzima
GOx a 37 °C durante 2 horas. Esta imobilizagio foi estabelecida através dos grupos amina livres
presentes na BSA com os grupos carboxilicos da enzima, facilitando assim a sua interagdo. Para além
disso, devido ao mecanismo de adsor¢do sio estabelecidas interacoes fisicas entre GOx e o Bgr, tais
como: forcas de 1Van der Waals, interacdes i6nicas e ligacdes de hidrogénio [190]. E de salientar que a
presenca do Bgr permite que ocorra uma adsor¢ao bem-sucedida da enzima devido a presenca de grupos
ativos especificos.

Ap6s imobilizagio da GOx, foi utilizada a técnica de CV (potencial de 0 a 0,8 V com um scan rate de 50
mV/s), inicialmente com uma solu¢io de PBS e postetiormente com uma solu¢io de glucose 5 mmol/L.

O efeito eletrocatalitico deste biossensor na detegdo de glucose foi analisado por meio de CV, e os
resultados sio apresentados na Figura 31. E evidente a presenca de picos de oxidacio a 0,6 V apés a
adicio de glucose a supetficie do sensor. A glucose é oxidada pela enzima GOx, e um dos produtos de
reacio ¢ o peroxido de hidrogénio ( H,03), o qual é entlo oxidado na supetficie do elétrodo modificado
com Bgr e GOx a partir de ~0,6 V.

4 ——PBS ——5 mmol/L glucose

] w

Corrente (HA)

0 01 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Potencial (V)

Figura 31- Voltamogramas conduzidos em tampdo PBS com pH 7,4 (pontos azuis) e em glucose 5 mmol/L
preparada em tampio PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de vartimento de 50 mV/s, para o método
de adsor¢ido da enzima durante 2 horas.
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4.1.2. Imobilizagdao da enzima por adsorc¢ao durante 12 horas

Em compara¢io com o método previamente mencionado, todos os procedimentos foram mantidos
consistentes, exceto pelo aumento do tempo de incubagido da enzima de 2 horas para 12 horas. Essa
alteracdo foi realizada com o propésito de determinar qual periodo de incuba¢ido que proporcionatia
uma resposta mais eficaz do biossensor.

Na Figura 32 sdo apresentados os resultados de CV quando o elétrodo foi incubado em tampao PBS e
com uma solucido de 5 mmol/L de glucose. Com a leitura em PBS nio foram observados picos de
oxidacdo, o que era esperado, uma vez que a enzima reconhece exclusivamente a glucose como substrato.
No entanto, quando a glucose 5 mmol/L foi introduzida, notou-se a formagio de um pico de oxidagao

2 0,6 V, embora com intensidade menor do que no protocolo de incubagdo da enzima durante 2 horas.

Esse comportamento pode parecer contraditério, uma vez que um tempo de incubac¢io mais longo da
enzima deveria teoricamente resultar em uma maior quantidade de enzima imobilizada na superficie do
elétrodo e consequentemente numa maior capacidade de oxidagio da glucose. No entanto, essa
expectativa nio se concretizou. Uma possivel explicacdo para esse fenémeno, pode estar relacionada a
formacido de monocamadas nio estruturadas na superficie do elétrodo, o que pode dificultar a chegada
da glucose ao centro ativo (FAD) da enzima, resultando assim na redugdo da producio de eletrdes, ou
seja de corrente elétrica.
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5 mM de glucose (adsorc¢do 12 horas)
4 ——5 mM de glucose (adsor¢do 2 horas)
——PBS 5 mmol/L glucose
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Figura 32- Voltamogtramas conduzidos em tampio PBS com pH 7,4 (pontos azuis) e em glucose 5 mmol/L
ptreparada em tampao PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de vattimento de 50 mV/s pata os métodos
de adsor¢io da enzima de 12 e 2 h respetivamente. (A) grafico CV com solucdo tampio PBS e com solucdo de
glucose de 5 mmol/L preparada em tampio PBS pH 7,2. (B) representa a comparacio dos grificos CV com uma
solucido de glucose de 5mmol/L, comparando os dois métodos de adsor¢do (2 horas e 12 horas).

4.1.3. Imobilizagdo da enzima por aprisionamento com poliTir e
glutaraldeido durante 2 horas

Contrariamente ao método de adsor¢do, o aptisionamento vai permitir que a enzima permane¢a mais
tempo ligada a supetficie do Au-SPE. Este fenémeno ocorre porque a enzima nio esta diretamente
ligada a superficie, mas sim aprisionada numa rede polimérica, que a retém, tornando a sua difusdo
restrita [191]. Uma particularidade desta metodologia é a capacidade de aumentar a estabilizacdo da
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enzima e minimizar a sua lixiviagdo da superficie do elétrodo [191]. Desta forma, o glutaraldeido foi
utilizado como agente de reticulacio, possuindo grupos aldeidos reativos em ambas as extremidades, que
permitem a ligacdo de superficies aminadas (Figura 33). Especificamente, o grupo aldeido terminal
interage com o grupo amino da superficie, enquanto o outro grupo, interage com o grupo amino da
enzima [192].

Apesar das vantagens mencionadas sobre o glutaraldeido, este pode provocar modificagdes enzimaticas,

que podem levar a alteragSes conformacionais da enzima, induzindo a sua perda de atividade [193].

O O

H H

Formula: CsHgO,

Figura 33- Estrutura molecular e respetiva formula quimica do glutaraldeido[194].

Além do glutaraldeido foi utilizada um mondémero eletropolimerizavel, a Tir. Este composto, ¢ ideal para
a fabricacdo de camadas enzimaticas, pois permite que este seja eletropolimetizado na supetficie do
elétrodo. Além de que tem a capacidade eliminar as interferéncias quando utilizado em amostras
complexas, aumentando assim a sua reprodutibilidade.

Uma outra vantagem advém ao facto de ter o grupo amino separado do anel fendlico por dois grupos
metileno (Figura 34), o que faz com que apenas seja a por¢ao fenol a participar na polimerizagao [195].
Assim, a Tir tem a capacidade de se anexar covalentemente a molécula de (bio)reconhecimento através
da uma formacio de uma ligacio peptidica de um grupo amino livre [1906].

NH,

HO

Figura 34-Estrutura molecular e férmula quimica da Tir [197].

Formula: CgH,;NO

Assim como nos métodos anteriores, o Au-SPE foi ativado eletroquimicamente, e posteriormente o Bgr
foi incubado, apresentando resultados semelhantes. Apds a incubacio do Bgr, uma solugio contendo 10
uL de GOx, 10 L de glutaraldeido e 40 pl. de Tir foi adicionada a superficie do elétrodo de trabalho,
sendo mantida a 4°C no refrigerador por 2 horas.

Em seguida, aplicou-se a técnica de eletropolimerizac¢io por meio da CV para formagao de uma rede
polimérica de poliTir de forma a aprisionar a enzima na superficie do elétrodo. Nesse processo, 100 uL
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de 4dgua foram colocados na superficie do Au-SPE, e um potencial de -0,3 a 1,6 V foi aplicado. Isso
resultou na ocorréncia de processos de oxidagio/reducio, levando a formagio da matriz polimérica
desejada. Apds a etapa de eletropolimerizagio, a técnica de CV foi utilizada para investigar as
propriedades cataliticas da enzima na oxida¢io da glucose quando a mesma esta encapsulada. As leituras
de CV foram conduzidas dentro de um intervalo de potencial de 0,0 a 0,8 V, com uma velocidade de
varredura de 10 mV/s.

Na Figura 35 apresenta-se os resultados do CV quando o elétrodo foi incubado em tampao PBS e em
solucio contendo glucose a 5 mmol/L. Nas leituras realizadas em PBS, ndo se observou a presenca de
picos de oxidag¢do. Entretanto, quando a glucose 5 mmol/L foi introduzida, notou-se um aumento de
corrente a partir de 0.5V sem se observar um pico definido tal como nos protocolos antetiores (2 horas).

6 ——PBS 5 mmol/L de glucose

Corrente (HA)

1 B / -

e
0 = S

O 01 o2 03 0,4 05 0.6 07 0.8
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Figura 35- Voltamogtramas conduzidos em tampio PBS com pH 7,4 (pontos azuis) e em glucose 5 mmol/L
pteparada em tampio PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de vartimento de 50 mV/s, para o método

de aprisionamento com glutaraldeido e poliTir durante 2 horas.

Este comportamento podera estar associado ao facto de a enzima nio ficar diretamente exposta ao
substrato tal como na metodologia anterior.

4.1.4. Imobilizacado da enzima por aprisionamento com poliTir e
glutaraldeido durante 12 horas

Relativamente ao método descrito anteriormente, foi realizado o mesmo procedimento experimental,
tendo sido apenas alterado o tempo de incubagio da solu¢io (Tir, glutaraldeido e GOx) na superficie do
elétrodo de 2 horas para 12 horas. A Figura 36 A, apresenta os resultados do CV apds a incubagio do
elétrodo em duas condi¢cdes: uma em tampdo PBS e outra em uma solucio contendo 5 mmol/L de
glucose. Durante as medi¢oes realizadas no tampao PBS, ndo foi detetada a presenca de picos de
oxidagdo. Porém, ao introduzir 5 mmol/L de glucose, obsetvou-se um aumento na corrente a partir de
0,5 V, embora nio tenha sido identificado um pico distintivo, como nos ensaios de adsor¢ao quimica.
Este efeito foi notado apds um petiodo de incubagio de 2 horas, com a solucio de glucose de 5 mmol/L.
No gréfico B da Figura 36, sio comparados os valores de cortente para a solu¢io de glucose de 5 mmol/L
para o tempo de imobiliza¢do da solucio de 12 e 2 horas, tendo-se verificado que os valores de corrente
sao ligeiramente mais elevados para o tempo de incubac¢do mais extenso, sendo estas diferencas pouco
significativas. Contrariamente ao método de adsor¢io em que com o tempo de incubagido mais

prolongado o valor de corrente diminufa, neste caso aumenta. Isto se pode dever com o facto de que a
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medida que o processo de polimerizagio se realiza, vai se formando uma matriz polimérica em torno da
sua enzima (confina na sua estrutura), diminuindo assim a sua inativagdo, ou seja com um maiot tempo
de imobiliza¢ao as ligagbes sdo reforcadas [198].
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Figura 36-Resultados da leitura com dois padroes de diluicio diferentes (0 mmol/L e 5 mmol/L) para o método
de aprisionamento com glutaraldeido e poliTir durante 12 horas. (A) grafico CV com solugio PBS e com solucgio
de glucose de 5 mmol/L. (B) representa a comparagio entte os graficos CV com uma solu¢io de glucose de 5
mmol/L, comparando os métodos de aptisionamento para 2 horas ¢ 12 horas.

4.1.5. Imobilizagdo da enzima por aprisionamento com poliTir durante 2
horas

Com o objetivo de avaliar o potencial impacto do glutaraldeido na imobilizacdo da enzima e no
desempenho do biossensor, foi concebido um biossensor idéntico ao desctito na se¢do 4.1.4, com a
excecdo de que o glutaraldeido foi retirado. Em alternativa, foram aplicados apenas 10 pul. de uma solugio
contendo 40 uL de Tir e 50 uL. de GOx. Com base na Figura 37, pode-se concluir que a oxida¢io da
glucose foi bastante discreta, pois ndo se evidencia a ocorréncia de picos de oxidagao em toda a faixa de
potencial estudada. Observa-se apenas um leve aumento no valor da corrente, mas isso ocotre apenas
para potenciais acima de 0,65 V. Este comportamento sugete que o glutaraldeido tem um efeito positivo
na preservacio da integridade e conformagio da enzima, possivelmente através da formagio de uma
rede polimérica mais densamente reticulada.
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Figura 37- Voltamogtramas conduzidos em tampio PBS com pH 7,4 (pontos azuis) ¢ em glucose 5 mmol/L
pteparada em tampao PBS com pH 7,2 (pontos laranja) com uma taxa de vatrimento de 50 mV/s, para o método
de aprisionamento com Tir durante 2 horas.

4.1.6. Imobilizagdao da enzima por aprisionamento com poliTir durante 12
horas

Em comparacio com o método anterior, a tnica modificacdo realizada foi o aumento do tempo de
imobiliza¢do de 2 para 12 horas. No Gréfico B da Figura 38, pode-se observar que, assim como no
método anterior, em alguns potenciais, a corrente na solugdo de PBS é maior do que na solucio contendo
5 mmol/L de glucose, enquanto, na faixa de potencial entre 0,6 V e 0,8 V ocotre o oposto. A diferenca
de cotrente entre a solucio de PBS e a solu¢do de glucose 5 mmol/L é menor do que a obsetvada no
tempo de imobilizagio de 2 horas.

No que diz respeito ao Grifico A da Figura 38, os valores de corrente para a solugdo de glucose 5
mmol/L sio mais elevados no tempo de imobilizacao de 2 horas em comparagio com o de 12 horas.
Resumindo, pode-se concluir que, em ambos os tempos de interacio da enzima com a solucdo de
polimerizagdo reacional, os resultados apresentam variagdes notaveis.
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Figura 38-Resultados da leitura com dois padrées de diluicdo diferentes para o método de aprisionamento com Tir
durante 12 horas. (A) grifico CV com solugdo PBS e com solucio de glucose de 5mmol/L. (B) representa a
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comparagio entre os graficos CV com uma solucio de glucose de 5 mmol/L para o método de aprisionamento

com Tir durante 2 horas e 12 horas.

4.2. Avaliacdao do desempenho do biossensor

Neste capitulo ¢ avaliado desempenho do biossensor através de um conjunto de estudos. Em primeiro
lugar foram realizadas calibragdes em tampao PBS para todos os métodos mencionados anteriormente,
por forma ao escolher o método com a melhor resposta linear e maior declive. Em segundo lugar, foram
testados dois interferentes com caracteristicas diferentes, por forma avaliar a seletividade do biossensor.
Posteriormente, foram avaliados o desempenho e o comportamento do biossensor num contexto mais
aproximado do real, com recurso a um soro comercial, Corzay. Por fim, procedeu-se a caraterizagao dos
materiais, que permitiu obter informagSes sobre as diferentes fases de sintese do biossensor a nivel

quimico e estrutural.

4.2.1. Calibragao em tampao

Nesta etapa foram construidas diferentes curvas de calibragdo para cada um dos métodos de
imobilizagdo, permitindo assim exprimir relacdo entre o sinal medido e a concentracio de glucose,
avaliando assim a capacidade de resposta do biossensor. Para a constru¢io das curvas de calibragio do
método de adsor¢do foram utilizadas nove solugdes de glucose com diferentes concentragoes (0
mmol/L; 0,05 mmol/L; 1,0 mmol/L; 5,0 mmol/L; 10,0 mmol/L; 20,0 mmol/L; 30,0 mmol/L; 40,0
mmol/L e 50,0 mmol/L). Relativamente ao método de imobilizagio por aprisionamento foi utilizada
mais uma solu¢io de glucose com concentracio de 2,5 mmol/L.

4.2.1.1. Imobilizagao da enzima por adsor¢ao durante 2 horas
Ap6s a fabricagio do biossensor foi utilizada a técnica de CA aplicando um potencial de 0,6 V durante

120 s. Posteriormente, foram colocadas sucessivamente na superficie do Au-SPE 80 uL de cada uma das
solucoes de glucose, tendo-se iniciado pela solug¢io de menor concentragio (0 mmol/L; 0,05 mmol/L;
1 mmol/L; 5 mmol/L; 10 mmol/L; 20 mmol/L; 30 mmol/L; 40 mmol/L e 50 mmol/L).

Através da figura 39A, verifica-se que a medida que a concentragdo de glucose aumenta, que o valor de
corrente também aumenta, havendo uma diferenca significativa entre cada um dos valores de corrente
das diferentes concentra¢cdes. Comparativamente com o elétrodo controlo (chip sem enzima), na Figura
39 B, observa-se que os valores de corrente para as mesmas concentragdes sio mais baixos e a diferenca
de corrente entre os diversos padroes consecutivos sao menores. Esta diferenca deve-se a capacidade de
reconhecimento da enzima GOx na presenca da glucose.
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Figura 39. Cronoamperogramas obtidos apds a imobilizacdo da enzima na superficie do elétrodo de trabalho para
o método de adsorc¢do de 2 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para as solucGes de glucose de 0
mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para as solugdes de glucose de 0 mmol/L-50
mmol/L.

Ap6s a obtencido dos graficos de CA, foram selecionados os valores de cotrente para o minuto 60 para
cada uma das concentragdes, por forma a obter as respetivas curvas de calibragio.

Na Figura 40 encontra-se representada a reta de calibracdo e as respetivas barras de erro dos triplicados
do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima (controlo). O declive do chip com enzima ¢ igual a
1,784, enquanto para o chip sem enzima é de 0,2679, o que permitiu concluir que o chip com enzima
tinha um valor superior, sendo assim mais sensivel. Relativamente ao valor de R?, este é mais elevado
para o chip com enzima (0,9939), sendo que para o chip sem enzima este revelou-se menor (0,9149). A
gama linear de detegdo de glucose foi entre as concentragdes de 1 mmol/L a 40 mmol/L.

Relativamente ao desvio padrio, este foi inferior a 10,7 % no chip com enzima, e inferior a 5,1 % no
chip sem enzima.
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Figura 40- Retas de calibracdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima (pontos laranjas)

e do chip sem enzima (pontos azuis), para o método de adsor¢io de 2 horas.
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Posteriormente, por forma a estudar a cinética enzimatica, foi aplicada a equacao de Michaelis-Menten, que
permitiu explicar o comportamento da enzima quando se liga ao substrato [199]. Desta forma, foi
utilizado um modelo de isotérmica de Langmuir (Equagao 6) em que Is era a cotrente normalizada (em
pA), S a concentragio de glucose (em mmol/L) e [y a corrente maxima atingida (em pA). A constante
de dissociagio aparente (Kp) e a capacidade maxima de ligacio (Vqy) foram calculadas a partir destes
dados. A Kp foi a concentracio de glucose necessaria para fornecer metade da resposta maxima

produzida pelo biossensor.

. Lnax Equagio 6
ST 1+ Kp/[S]

Através do grafico da Figura 41 foi possivel obter os valores de By gy e de Kp. Relativamente ao Au-SPE
com enzima os valores foram, V4, =3.15 ¢ Kp=5. Para o Au-SPE sem enzima, foram V45, =0.45, mas

o valor de Kp nio foi possivel de calcular devido a variacdo pouco significativa do sinal.
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Figura 41-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para o método
de adsorcio de 2 horas.

4.2.1.2. Imobilizagao da enzima por adsor¢ao durante 12 horas
Por forma a perceber a implicacdo do tempo de incubagio na resposta do biossensor, foi aplicada a
mesma metodologia experimental para um tempo de 12 horas. Na figura 42 sio visualizados os graficos
de CA gerados para noves padroes de diluigdo, verificando-se que existe um maior espacamento entre
as diferentes concentraces para o chip com enzima do que para o chip sem enzima. Isto demonstra,
que a presenca da GOx ¢é fundamental para a oxidacdo da glucose e subsequente eletrooxidagao

do H,0,, formado na supetficie do elétrodo a 0,6 V.
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Figura 42- Cronoamperogramas obtidos ap6s a imobilizacido da enzima na superficie do elétrodo de trabalho para
o método de adsorc¢do de 12 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para as solu¢ées de glucose de 0
mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para as solugdes de glucose de 0 mmol/L-50

mmol/L.

Pela analise das retas de calibragdo, foi demonstrado que o chip com enzima apresenta um declive e
superior ao do chip sem enzima, tendo 0,6397, e 0,0560 respetivamente (Figura 43). Os valores de R?
sao semelhantes, sendo de 0,9886 para o chip com enzima, e 0,9795 para o chip sem enzima. A gama de
resposta linear do chip com enzima foi de 1 mmol/L a 30 mmol/L, mais estreita do que no caso da
imobilizacio da enzima de 2 horas cuja gama situou-se entre 1 mmol/L a 40 mmol/L. O desvio padrio
associado ao chip com enzima e sem enzima foi de 3 % e 2 %, respetivamente.

1,4
® Com enzima
1,2
1,0
0,8

0,6

0,4

Corrente (HA)

0,2

ko

y:

e Sem enzima

o
"
= —

0,6397x + 0,2887

R2 = 019886 .
K Y= 0,056)‘ + 0’0597
I... 0% no
: {;;. 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Log[Glucose], mM

Figura 43- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do chip sem

enzima, para o método de adsor¢ao de 12 horas.
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Comparando o declive de ambas as metodologias, o declive neste estudo é cerca de 37 % inferior ao
estudo anterior, evidenciando que o aumento de tempo de incubagdo da enzima nio é benéfico para o
desempenho do biossensor.

No que se refere da afinidade da enzima a glucose (Figura 44), o chip com enzima revelou um valor de
Kp =3,7, enquanto no chip sem enzima esse valor nao foi possivel de ser calculado devido a variagao
pouco significativa do sinal. Por outro lado, o nimero maximo de locais de ligagdo ao substrato, foram

iguais a Vppg,=1,22 para o chip com enzima, e Vjq, =0,16 para o chip sem enzima.

Quando comparados os valores de Kp eAu-SPE  deste ensaio com o anterior verifica-se que os
resultados sao coerentes com o tesultado da calibracio. Com a imobilizacio de 2h obtém-se uma
velocidade maxima superior, no valor de 3,15. Apesar deste valor (Vp,qx) set supetior ao do presente
método, o valor de Kp ¢ ligeiramente superior, tendo um valor de 5, o que revela que a afinidade é
ligeiramente menor (quanto menor o valor de Kp, maior a afinidade da enzima pelo substrato, e vice-
versa). Portanto, o Kp é um indicador da eficiéncia da enzima na catalise da reagdo em relacio a

concentracdo do substrato.
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Figura 44-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para o método
de adsor¢ido de 12 horas.

4.2.1.3. Imobilizagdo da enzima por aprisionamento com poliTir e
glutaraldeido durante 2 horas
Assim como no método de adsorgio, ap6s a fabricacio do biossensor, foi aplicada a técnica de CA com
o mesmo potencial e intervalo de tempo. Sucessivamente, depositou-se 80 ul. de cada uma das solugGes
de glucose na supetficie do Au-SPE, comecando com a solucio de menor concentra¢ao (0 mmol/L) e
seguindo com incrementos de concentragio (0,05 mmol/L; 1,0 mmol/L; 2,5 mmol/L; 5,0 mmol/L; 10,0
mmol/L; 20,0 mmol/T; 30,0 mmol/L; 40,0 mmol/L e 50,0 mmol/L).
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Em relagao aos dados previamente obtidos pela técnica de CA, observa-se que para ambos os chips, a
diferenca entre os varios padrSes de dilui¢dao é menor, resultando em curvas de calibragdo mais proximas
umas das outras (conforme ilustrado na Figura 45).
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Figura 45-Cronoamperogramas obtidos ap6s a imobilizagdo da enzima por aprisionamento com glutaraldeido e Tir
na superficie do elétrodo de trabalho durante 2 horas (A) cronoamperograma do Au-SPE com enzima para as
solugdes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do Au-SPE sem enzima pata as solugdes
de glucose de 0 mmol/L- 50 mmol/L.

No que concerne as retas de calibragdo, verificou-se que os valores de declive para ambos os chips eram
aproximados um do outro, sendo de 0,3165 para o chip com enzima e de 0,2731 para o chip sem enzima
(Figura 406). Estes dados permitiram concluir que o chip com enzima ndo ¢ tdo sensivel, como os do
método por adsor¢ao. Os valores de R* obtidos foram de 0,9945 (com enzima) e 0,9249 (sem enzima).
A gama de resposta do chip com enzima situa-se entre os 2,5 mmol/L- 50 mmol/L. O desvio padtio
para o chip com enzima e o chip sem enzima, foi inferior a 2 % e a 3 %, respetivamente.
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Figura 46- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do chip sem
enzima, para o método de aprisionamento com poliTir e glutaraldeido durante 2 horas.

Os valores obtidos para o Kp e V4, do Au-SPE com enzima, foram de 4, e 0,64, respetivamente. Tal
como nos métodos anteriores nao foi possivel determinar o Kp do Au-SPE sem enzima, e o valor de
Bpax foi de 0,43 (Figura 47).
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Figura 47-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para o método
de imobilizagdao da enzima com poliTir e glutaraldeido durante 2 horas.

Quando se compara o Kp e V4, deste ensaio com o método de adsor¢io a 2 horas, verifica-se que os
resultados sio coerentes com o resultado da calibracdo. Relativamente ao valor de Kp do método de
adsorcdo de 2 horas, este foi superior (Kp =5), significando que a afinidade ¢é ligeiramente menor uma
vez que quanto menot o valor de Kp, maior a afinidade da enzima pelo substrato. No entanto o valor
da Vy,qx 1o ensaio de adsor¢io por 2 h é 80 % superior ao ensaio apresentado nesta se¢do, indicando
que velocidade maxima que a enzima pode atingir quando todos os sitios ativos estdo saturados com
substrato é muito supetior.

4.2.1.4. Imobilizagao da enzima por aprisionamento com poliTir e
glutaraldeido durante 12 horas
A metodologia aplicada neste método foi a mesma, tendo sindo alterado o tempo de imobiliza¢do para
12 horas, por forma a analisar se a capacidade de ligacdo da enzima ao substrato aumentava.

No decurso da analise das curvas de calibracdo para ambos os chips, verificou-se que existe um maior
espagamento entre as concentra¢oes de glucose no chip com enzima (Figura 48). A gama de resposta do
chip com enzima foi de 1 mmol/L a 10 mmol/L.
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Figura 48-Cronoamperogramas obtidos apés a imobilizagio da enzima por aprisionamento com glutaraldeido e
poliTir na superficie do elétrodo de trabalho durante 12 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para
as solugdes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para as solu¢oes de
glucose de 0 mmol/L.-50 mmol/L.

Mediante as retas de calibragdo representadas na Figura 49, para o chip com enzima o declive foi de
1,3258 e R? =0,9924, e para o chip sem enzima foi de 0,6155 e R*=0,9669. Os desvios padrdes para o
Au-SPE com enzima foram inferiores a 17 %, e para o chip sem enzima inferior a 3 %. A gama de
resposta do chip com enzima vai de 10 mmol/L-50 mmol/L.
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Figura 49- Retas de calibracio com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do chip sem

enzima, para o método de aprisionamento com poliTir e glutaraldeido durante 12 horas.

Pela equacio Michaelis Menten, foram retirados os valores de Kp e V4, (Figura 50). Para o Au-SPE com
enzima o Kp=1,5 e Vg, = 2,55, e para o Au-SPE sem enzima V4, = 0,72, sendo que para Kp nio foi

obtido o valor (justificag¢do anteriormente mencionada).
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Figura 50-Grafico da cinética de Michaelis-Menten para o Au-SPE com enzima e para o Au-SPE sem enzima, para o

método de imobiliza¢io da enzima com Tir e glutaraldeido durante 12 horas.

Comparando estes resultados com o procedimento analogo, com a reacio de interacdo da enzima com
solugdo reacional durante 2 horas onde os valores obtidos para o Kp e V4, do SPE com enzima, foram
de 4,0 e 0,64, respetivamente, pode-se concluir que neste ensaio de 12 horas o elétrodo mostrou uma
velocidade maxima superior e que a enzima apresenta uma maior afinidade para o substrato, pois o valor
¢ inferior (1,5).

4.2.1.5. Imobilizagao da enzima por aprisionamento com poliTir durante 2
horas
A presente abordagem segue a mesma linha da se¢do anterior, com uma excecdo crucial: a auséncia de
glutaraldeido na solugio reacional de polimerizacio. E importante salientar que a exclusio deste
composto teve um impacto significativo.

A anilise da Figura 51 revela que ao contririo das expectativas, o biossensor demonstrou uma
sensibilidade mais elevada nesta configurac¢io, evidenciando um declive consideravelmente superior em
comparag¢do com a metodologia anterior. No entanto, é interessante observar que nesta abordagem, o
elétrodo controlo exibe um declive semelhante ao elétrodo que incorpora a enzima. Isso implica que a

interacio entre a enzima e o substrato nao ¢ o principal impulsionador do mecanismo de oxidacdo da
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glucose e da eletrooxidacio do H, 0,. Esta analise indicou que esta metodologia poderia apresentar baixa

especificidade.
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Figura 51-Cronoamperogramas obtidos apds a imobilizagio da enzima por aprisionamento com poliTir na
superficie do elétrodo de trabalho durante 2 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para as soluges
de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para as solu¢des de glucose de
0 mmol/L- 50 mmol/L.

Através da Figura 52 verifica-se que nao ha um comportamento linear para ambos os chips, ndo sendo
assim possivel identificar o valor do declive e do R*
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Figura 52- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do chip sem
enzima, para o método de aprisionamento com poliTir durante 2 horas.

Nesta metodologia tanto o biossensor com enzima como o controlo ndo apresentam um
comportamento de acordo com a cinética de Michaelis-Menten (Figura 53). Relativamente aos outros
graficos de Michaelis- Menten, verificou-se que neste método, apesar de haver um aumento inicial de
corrente para as solucoes de glucose com baixas concentragoes, estas nao estabilizaram num patamar
plano (platd) para as altas concentra¢oes do substrato (glucose). Desta forma, as moléculas da enzima
ndo se conseguiram ligar ao substrato.
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Figura 53-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para o método
de imobilizacdo da enzima com poliTir durante 2 horas.

4.2.1.6. Imobilizagao da enzima por aprisionamento com poliTir durante
12 horas

Nesta etapa foi apenas alterado o tempo de imobilizagdo para 12 horas, de maneira a compreender a
influéncia da Tir ao longo do tempo.

No decurso da andlise da Figura 54 B, verifica-se que ha uma relagido proporcional entre a corrente e a
concentracdo da solu¢do de glucose numa gama muito estreita, o que pode estar relacionado com a

dificuldade da glucose aceder ao centro ativo da enzima (FAD), devido a presenca do polimero em torno
da enzima GOx.
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Figura 54-Cronoamperogramas obtidos apds a imobilizacdo da enzima por aprisionamento com Tir na superficie
do elétrodo de trabalho durante 12 horas (A) cronoamperograma do chip com enzima para as solu¢oes de glucose

de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) cronoamperograma do chip sem enzima para as solu¢ées de glucose de 0 mmol/L-
50 mmol/L.
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Tal como no método anterior, nio foi possivel identificar o valor de declive e de R* de ambos os chips,
pois estes exibem um comportamento exponencial aquando da colocagdo das diferentes concentracOes
da solucao de glucose (Figura 55).
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Figura 55- Retas de calibragdo com as respetivas barras de erro dos triplicados do chip com enzima e do chip sem

enzima, para o método de aprisionamento com poliTir durante 12 horas.

Tal como o método anterior, nio foi possivel obter dados referentes a cinética de Michaelis-Menten. Pela
analise da Figura 56, denotou-se que o comportamento de cinética da enzima foi o mesmo, ou seja, nao

houve estabilizaciao da corrente para nenhuma das concentragdes de glucose.
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Figura 56-Grafico da cinética de Michaelis-Menten do Au-SPE com enzima e do Au-SPE sem enzima, para o método
de imobilizacio da enzima com Tir durante 12 horas.
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4.2.1.7. Comparacao entre estudos
Ap6s a recolha e processamento dos dados de cada um dos métodos de imobilizagao, procedeu-se a sua
analise com o objetivo de determinar qual método seria o mais apropriado para desenvolver um
biossensor sensivel, rapido e seletivo. Esta analise orientou a selecdo do método mais promissor a ser
testado com soro, avaliando seis parametros diferentes: (1) Limite Inferior Resposta Linear (LIRL); (2)
Limite Supetior Resposta Linear (LSRL); (3) Declive; (4) R (5) Kp; (6) Vipgx Primeiramente, foi realizada

uma analise comparativa dos dois métodos de adsor¢io utilizando os dados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Comparagio entre os dados obtidos da reta de calibracio e da cinética de Michaelis-Menten para os dois
métodos de adsor¢io (2 horas e 12 horas).

Parametros analiticos Adsorgio 2 horas Adsorcio 12 horas
LIRL (mmol/T.) 1,0 1,0
LSRL (mmol/1.) 40 30
Declive (uA/dec[glucose, 1,784 0,6397
mmol/L])
R? 0,9939 0,9886
Vinax (HA) 3,15 1,22
Kp (mmol/L) 5 3,7

Apesar da afinidade da enzima com o substrato ser menor para o método de adsor¢ao de 12 horas, foi
selecionado o método de adsorcao de 2 horas, pois apresenta um maior declive e velocidade enzimatica,

bem como uma gama de resposta mais alargada.

E de salientar que os valotes de Kp nao dependem da quantidade de enzima que estd presente na
supetficie do biossensor, ao contratio da vatidavel Vi qy, que quanto mais enzima estiver presente na sua

superficie maior é a velocidade de reacdo

Em segundo lugar, foram analisados os dados do método de aprisionamento com glutaraldeido e poli

Tir (Tabela 8).

Tabela 8-Comparacio entre os dados obtidos da reta de calibracio e da cinética de Mihaelis-Menten para os dois
métodos de aprisionamento com glutaraldeido e poliTir (2 horas e 12 horas).

Dados Aprisionamento 2 horas Aprisionamento 12 horas
LIRL (mmol/1.) 2,5 10
LSRL (mmol/L) 50 50
Declive (uA/dec|glucose, 0,3165 13258
mmol/L])
R? 0,9945 0,9924
Vinax (MA) 0,64 2,55
Kp(mmol/L) 4 1,5

Através da analise dos dados referenciados na Tabela 8, o método que apresentou melhores resultados
foi o do aprisionamento de 12 horas, que comparativamente ao outro método, apesar de ter um limite
inferior de resposta superior, o valor de Kp ¢ inferior, e o declive maior. Isto demonstra, que a enzima

apresenta uma elevada afinidade ao substrato, bem como uma maior velocidade enzimatica.

Relativamente aos resultados demonstrados nos dois métodos de imobilizacdo com enzima e Tir, ndo
foi obter possivel obter os valores de declive devido a nio linearidade dos valores de corrente. Além
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disso, estes nao apresentaram comportamento de Michaelis- Menten, pelo que assim sendo ndo foram

“selecionados “para prosseguir o estudo.

Por fim foram comparados os dois métodos com melhores resultados, para posteriormente realizar o
estudo em soro (Tabela 9). O método selecionado foi a de adsor¢do de 2 horas, pois apresenta um maior
gama de resposta, declive e de V4. Apesar do método de aprisionamento de 12 horas com glutaraldeido
e poliTir, apresentar um valor de afinidade da enzima com a glucose maior, e um menor LIRL, este tem
um menor declive (que é sinébnimo de menor sensibilidade), e um valor de Vg, mais baixo. Ademais,

o método de adsor¢io de 2 horas tem uma metodologia experimental mais simples, rapida e barata.

Tabela 9-Comparacio entre os dados obtidos da reta de calibracio e da cinética de Michaelis-Menten para os dois
melhores métodos (adsor¢ao 2 horas e aprisionamento com Tir e glutaraldeido 12 horas).

Dados Adsorcdo 2 horas Aprisionamento 12 horas
LIRL (mmol/T.) 1,0 10
LSRL (mmol/L) 40 50
Declive (uA/dec|glucose, 1,784 13258
mmol/L)])
R? 0,9939 0,9924
Vinax (HA) 3,15 2,55
Kp (mmol/L) 5 1,5

4.2.2. Estudo da seletividade

Com o objetivo de avaliar a seletividade do biossensor e diminuir o surgimento de falsos positivos,
perante a presenca da glucose em diferentes concentracSes, foram testados dois potenciais interferentes

que estdo presentes no soro, sendo eles a creatinina e a BSA.

Tal como foi referido no capitulo trés, foram utilizadas concentragdes equivalentes as presentes no soro.
Assim sendo, foram utilizadas 30 mg/mL de creatinina, e 37,6 mg/mlL de BSA. Estas solu¢oes foram
preparadas em PBS, e diluidas 10 vezes.

Por conseguinte, a percentagem de interferéncia foi avaliada com duas solucdes diferentes. Inicialmente
com uma solu¢io de PBS (neutra), e postetiormente com uma solu¢io de 5 mmol/L do respetivo
interferente.
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Figura 57-Grafico representativo dos resultados do teste de seletividade para as espécies interferentes, creatinina e

BSA.

No decurso da andlise da Figura 57, foram identificadas as variacGes de cada um dos interferentes em
relagdo a glucose. A creatinina e a BSA apresentaram um baixo impacto, sendo este de 15,04 % e 16,71
%, respetivamente. Desta forma, concluiu-se que independentemente de terem sido testados apenas dois

interferentes, que este biossensor ¢ seletivo para detetar a glucose.

4.2.3. Aplicagdao em soro

Ap6s a escolha do método de imobilizacdo (adsor¢ao 2 horas) que conferia mais sensibilidade e
seletividade ao biossensor, este foi testado com soro Cormay, avaliando a sua capacidade de reconhecer

a glucose numa solu¢do mais aproximado do “real”.

A metodologia utilizada foi a mesma, tendo apenas sido substituida a solu¢do tampao PBS, por uma
solucio de 4950 pLL de PBS com 50 pL. de Cormay.

Na figura 58 A, sio observadas curvas de calibragio para as diferentes concentragdes de glucose com
soro, tendo se verificado que existe um aumento da corrente a medida que essa aumenta. Relativamente
a reta de calibracio, o declive foi de 1,9124, e 0 R?=0,9995. A gama de detecio foi entre 1 mmol/L- 10
mmol/L.
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Figura 58-Resultados relativos ao método de adsor¢do de 2 horas com soro Commay (A) cronoamperograma
cronoamperograma do chip com enzima pata as solugdes de glucose de 0 mmol/L-50 mmol/L (B) reta de

calibracdo e respetiva equacio para o chip com enzima.

O método de adicao padrio foi utilizado para determinar os niveis de glucose em amostras de soro
diluido, com concentra¢oes variando de 1,0 a 5,0 mmol/L de glucose. Estes ensaios foram realizados
em triplicado, através de medi¢cGes de CA. Foi observada uma excelente concordancia entre as
quantidades de glucose adicionadas e as quantidades encontradas, com recuperacSes variando de 87 %
a 98 %, respetivamente. O desvio padrio relativo obtido para os ensaios reproduzidos foi inferior a 5,8
%, enquanto que para os ensaios repetidos foi inferior a 5 %, reforcando a notavel precisido dessa nova

abordagem.

Tabela 10- Erros associados as solu¢des de glucose de concentracio de 1,0 mmol/L, 2,5 mmol/L, 5,0 mmol/L e
10,0 mmol/L para um estudo triplicado.

X 0 0 0,
Concentracdo Erro (%) amostra 1 (%) N Erro (%) amostra 2 (%) N
(mmol/L) Recuperacio Recuperacio
1,0 5,0 95,0 -10,0 90,0
2.5 -2,0 98,0 10,0 90,0
5,0 -13,0 87,0 4,0 96,0

Assim, verificou-se que o erro de maior maximo foi de 13 %, demonstrando assim a sua capacidade de

detetar glucose, mesmo com a interferéncia de outros compostos presentes no soro.

4.2.4. Caracterizagao fisico-quimica em Raman

A espetroscopia de Raman, ¢é utilizada diversas vezes para caraterizar o Bgr e o grafeno, dado que estes
materiais sdo constituidos essencialmente por carbono simétrico ligado a sp2, que é representado com
bastante detalhe no espetro de Raman [200]. Assim, através da andlise dos espetros, as amostras sao

identificadas estruturalmente com base nas suas caractetisticas vibracionais (impressoes digitais [201]).

Através desta técnica podem ser obtidos trés picos diferentes, que sdo caracteristicos para cada amostra.
Estes sdo: o pico alusivo a banda D, que estd relacionado com o desarranjo estrutural das moléculas; o
pico referente a banda G, que representa a ligacdo dupla de carbono, e o pico relativo a banda 2D, que
faz parte das frequéncias mais elevadas do prolongamento da banda G.

Em relagio a banda D, esta é conhecida como a banda de defeito, sendo o resultado de um processo

vibracional de finons préximos do ponto K na zona de Brillonin em redor de 1330 cm™! [202]. A
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intensidade desta banda (1290-1350 cm ™1 [203]) ¢ diretamente proporcional a0 nimero de defeitos na
amostra, exibindo assim o comportamento dispersivo [200].

A banda G ¢é o modo primario no grafeno e na grafite, representando a configuracdo planar do carbono
com ligacdes sp2 que constituem o grafeno. Hsta coincide com o finon localizado centrado na zona
Brillonin em torno de 1580 cm™1 [204]. E de ressaltar que esta banda pode ajudar a determinar a espessura
da camada de grafeno, sendo que a medida que esta aumenta, esta desloca-se para uma posicio de enetgia
mais baixa (abrandamento das ligagdes [200]). Assim, através desta banda é possivel representar o grau
de cristalinidade das amostras [204]

A razdo de intensidade entre os picos D e G, é denominada de ID/IG, sendo que é um agente
caraterizador para determinagio dos defeitos estruturais criados nos materiais nanoestruturados de
carbono [205]. Desta forma, uma relagio de ID/IG crescente, revela graus crescentes de desordem nos
materiais [206], enquanto se esta for decrescente, estd associada a estruturas mais cristalinas [204].

Para proceder a andlise de espetroscopia de Raman, foram preparados os seguintes materiais:
e Au-SPE;
e Au-SPE com Bgr;
e Au-SPE com Bgr e enzima.

Posteriormente a analise de cada um dos materiais individualmente, foram analisados os seus espetros e
identificadas as intensidades do pico D e pico G, bem como foi calculada a relagio de Ip/Ic. Apds a
analise individual de cada um dos materiais, foram comparados os valores de intensidade de cada uma
das bandas e a sua relacio.

Através da analise dos espetros de cada amostra (Figura 59), foram identificados os picos das bandas G
(1600 cm™1) e D (1300 cm™1), e as respetivas intensidades e relacio (Tabela 11). A relagio entre as

bandas permitiu determinar o grau de pureza e de modificagdo quimica [207].
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Figura 59-Grafico com os espetros resultantes da andlise de Raman para os diferentes materiais imobilizados na
superficie do Au-SPE.
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Tabela 11- Valores das Bandas D e G e respetivo indice ID/IG, obtidos pela analise de Raman para os diferentes
materiais utilizados.

Materiais Banda D Banda G ID/1G
Au-SPE 86,041 72,349 1,198
Au-SPE com Bgr 160,802 169,224 0,950
Au-SPE com Bgr e enzima 276,25 368,72 0,749

A partir das intensidades adquiridas pela analise dos espetros, foram comparados os diferentes materiais
entre si. Em relacio ao Au-SPE e a0 Au-SPE com Bgt, a relagio de ID/IG ¢ infetior na presenca do
Bgr (0,950), demonstrando assim que tem um nimero menor de defeitos estruturais. Estes resultados
sao esperados, uma vez que a superficie de ouro do elétrodo € a base de uma tinta, e adicionalmente, os
defeitos em espectros Raman de grafeno sio geralmente menores do que em ouro devido a estrutura
cristalina altamente ordenada do grafeno e a sensibilidade da técnica Raman a estrutura atémica e simetria
molecular. Em contraste, o ouro, sendo um metal com estrutura atomica menos regular, ¢ mais propenso
a impurezas e desordem, resultando em espectros Raman com maior presenca de defeitos [208].

Relativamente aos espetros do Au-SPE e o Au-SPE com Bgr e enzima, verificou-se que houve uma
diminui¢do na relagio de ID/IG de 1,98 para 0,749. Mais uma vez, isto indicou que os defeitos
diminuiram, havendo um aumento de cristalinidade, que foi estimulado pelas ligacdes entre a enzima e
os grupos amino e carboxilico da BSA presente no Bgr (ligagdes van der Waals) [209].

4.2.5.TEM

A caracterizacio morfolégica do Bgr foi realizada através da técnica de microscépio de elétrodo de
transmissdo, TEM. As imagens foram representadas com uma ampliacio inicial de 100,000 x, tendo
posteriormente sido aumentada para 200,000 x, para uma melhor visualizacdo da estrutura do Bgr.

Na Figura 60(A), foram visualizadas a folhas de grafite que constituem o Bgr. Estas foram identificadas

através da presenca de manchas escuras, que sdo resultado do empilhamento coletivo das folhas de
grafeno [210].

Relativamente a imagem da Figura 60 (B), foram observadas com maior pormenor as nanoparticulas
constituintes do Bgr. A andlise desta imagem permitiu aprontar que este material era policristalino,
devido a presenca de zonas porosas (regides a branco), e de as particulas estarem orientadas em diferentes
direcSes [210].

Figura 60-Resultados relativos a andlise por TEM do Bgr (A) Imagem TEM do Bgr com uma amplia¢do de 100,000
x (B) Imagem TEM do Bgr com uma ampliacao de 200,000 x.
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5. CONCLUSAO

Neste capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho, bem como sio abordadas

possiveis investigacdes futuras para melhorar a capacidade/funcionamento deste biossensor.

5.1. Conclusoes finais

Nos ultimos anos o numero de diabéticos tem vindo a aumentar, pelo que se torna urgente desenvolver
estratégias mais eficientes e eficazes para o diagndstico da diabetes. Assim, através do diagnostico
precoce da diabetes ¢ reduzido o nimero de comorbidades a esta associadas, aumentando a qualidade
de vida do paciente.

Apesar de existirem diferentes dispositivos /técnicas de diagndstico e monitotizacio da diabetes, muitos
deles ndo apresentam praticidade e simplicidade para o paciente, levando a que este descuide a sua saide.
Além disso, a gama de oferta deste tipo de dispositivos ainda ¢ muito limitada, estando aliada a um
elevado custo.

Assim sendo, por forma a tornar o diagnéstico da diabetes mais pratico, simples e barato, foi
desenvolvido um biossensor eletroquimico, que face as técnicas convencionais, consegue colmatar os
problemas associados aos limites de dete¢do e estabilidade.

O presente estudo focou-se no desenvolvimento de um biossensor eletroquimico enzimatico para a
detecio da glucose, através da utilizacdo de Au-SPEs com a incorporacio de um nanomaterial

biocompativel (Bgr) e posterior imobilizacio da enzima GOx.

Relativamente as técnicas experimentais adotadas neste trabalho, foram aplicados dois métodos de
imobiliza¢do da enzima GOx, a adsor¢io e o aprisionamento (com glutaraldeido e sem glutaraldeido), e
testados, em cada um deles, dois tempos de incubagio diferentes (2 horas e 12 horas). Em cada um dos
métodos o Bgr foi inicialmente imobilizado na superficie do elétrodo do trabalho, com posterior
incubacio da enzima na sua superficie. Posteriormente, foi aplicada a técnica de voltametria ciclica para
identificacio do pico de oxidagdo, que ocorreu para um potencial de 0,6 V. Ap6s a identifica¢do do pico
de oxidacdo, foi empregue a técnica de cronoamperometria com um potencial de 0,6 V durante 120 s,
com solugbes de glucose com diferentes concentracdes, tendo-se verificado que havia uma relagio
proporcional entre a concentracio das solugdes de glucose e a corrente. Através da analise dos
cronoamperogramas, foram construidas as retas de calibracdo que permitiram identificar a gama de
resposta do biossensor e a sua sensibilidade. A cinética enzimatica foi também avaliada pelo método de
Michaelis-Menten, que forneceu informag¢des como: afinidade da enzima ao substrato (Kp) e a regido a

partir da qual a enzima vai ficar saturada (Vpqy)-

Ap6s a andlise dos cronoamperogramas, voltamogramas e o grafico de Michaelis-Menten gerados,
verificou-se que o método de adsor¢io da GOx durante 2 horas, apresentava uma maior gama de
resposta com um LIRL mais baixo, um maior declive (sinénimo de maior sensibilidade), e um valor de
Vinax mais elevado. Ademais, este método face a0 método de aprisionamento € experimentalmente mais
simples, ripido e de menor custo. Com a identificacio do melhor método de imobilizacdo da enzima,
este foi testado em soro comercial e com dois compostos (interferentes) presentes no soro humano,
avaliando assim a sua capacidade de resposta numa matriz bioldgica, aproximando a sua aplicacdo a
“realidade”. Apesar da gama de resposta do biossensor em soro comercial ter sido baixa, este apresentou
um elevado declive, apresentando sensibilidade, mesmo estando em contacto com possiveis substancias
interferentes.
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Complementarmente ao estudo experimental efetuado, foram aplicadas as técnicas de espetroscopia de
Raman e de TEM, que permitiram comprovar as modificagdes efetuadas na superficie do biossensor bem
como para determinar a estrutura cristalina do biografeno, respetivamente.

Concluindo, o biossensor desenvolvido é funcional, tendo como principais caracteristicas a sua
seletividade, sensibilidade perante a presenca da glucose e simplicidade. Desta forma, a abordagem
adotada neste estudo pode vir a ser aplicada futuramente para desenvolvimento de biossensores
miniaturizados, baratos e precisos.

5.2. LimitagOes e investiga¢ao futura

As principais limitagdes do biossensor desenvolvido estdo relacionadas com a cinética enzimatica, pois
verificou-se que a capacidade de ligacdo da enzima ao substrato era menor no método de adsor¢ao do
que no de aprisionamento com glutaraldeido e tiramina durante 12 horas. Este facto deve-se as ligacGes
que sdo estabelecidas entre a enzima e o substrato, que sdo fracas, levando a que apds sucessivas
medi¢oes dos niveis de glucose, possa ocorrer a dessor¢do da enzima. Assim, de forma a tentar tornar o
biossensor mais reprodutivel e aumentar a sua capacidade de resposta, pretende-se aplicar a mesma
metodologia utilizando o nanomaterial Prussian Blue. Este nanomaterial vai permitir que o pico de
oxidagdo ocorra para um potencial mais baixo, tornando assim o biossensor mais sensivel. Uma outra
estratégia a adotar futuramente é a monitoriza¢io continua dos valores de glucose no fluido intersticial
com recurso a microagulhas modificadas com materiais condutores.
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