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RESUMO

O desenvolvimento de novas plataformas sensoriais € de grande interesse para a
area de biossensores, principalmente as que apresentam caracteristicas de baixo
custo e grande reprodutibilidade. Para tanto o presente estudo visou a detecc¢éo de
lactato em diferentes formas. Nesse contexto, o presente estudo visou a producéo e
caracterizacdo de plataforma de biossensor composta por filmes produzidos pela
técnica de automontagem por adsorcdo fisica (Layer-by-Layer - LbL) utilizando
quitosana e AUNps@PTS (nanoparticulas de ouro estabilizadas com o polimero PTS
— um derivado sulfonado do politiofeno). Posteriormente, a plataforma formada foi
utilizada para imobilizacdo da enzima LOx e deteccéo de lactato. Os filmes foram
formados em diferentes nimeros de bicamadas e caracterizados por medidas
espectroscopicas de absorcdo no ultravioleta (UV-Vis) e fluorescéncia, e medidas
eletroquimicas. A enzima LOx foi imobilizada sobre duas bicamadas de filmes LbL
através do gotejamento e cross-linking realizado com adicdo de glutaraldeido. A
deteccado do lactato foi realizada através de medidas de voltametria ciclica (VC) em
amostras padrédo. Os resultados mostraram que crescimento dos filmes foi
relativamente homogéneo, sendo que até a quarta bicamada a intensidade de
absorcdo cresceu linearmente com o numero de bicamadas. Medidas de VC
mostraram que o eletrodo modificado com duas bicamadas de filmes possibilitam
maior transferéncia de carga, sendo a plataforma escolhida para imobilizacdo da
enxima LOx e deteccdo do lactato. Voltamogramas mostraram que a presenca da
enzima LOx dificulta a transferéncia de carga e que a imobilizacdo da mesma foi
efetiva. Medidas de detec¢cdo mostram que a plataforma desenvolvida é adequada
para deteccdo do lactato, sendo que o sinal analitico apresentou regime linear entre
0 aumento na magnitude de corrente anddica e 0 aumento da concentracdo de
lactato, na faixa de 0,5 a 30 mM de lactato. A plataforma utilizada foi capaz de
detectar lactato de suor humano em diferentes tempos e intensidades de exercicio

fisico, apresentando limites de detecgédo proximos aos encontrados na literatura.

Palavras-chave: plataforma sensorial, LbL, LOx, quitosana, nanoparticulas de ouro,
lactato.



ABSTRACT

The development of new sensory platforms is of great interest to the field of
biosensors, especially those with low cost and high reproducibility characteristics. In
this context, the present study aimed at the production and characterization of a
biosensor platform composed of films produced by the physical adsorption self-
assembly technique (Layer-by-Layer - LbL) using chitosan and AuNps@PTS (gold
nanoparticles stabilized with PTS polymer — a sulphonated polythiophene derivative).
Subsequently, the platform formed was used for immobilization of the enzyme lactate
oxidase (LOx) and detection of lactate. The films were formed in different numbers of
bilayers and characterized by spectroscopic measurements of ultraviolet absorption
(UV-Vis) and fluorescence, and electrochemical measurements. The LOX enzyme
was immobilized on two LbL film bilayers through dripping and subsequent cross-
linking performed with the addition of glutaraldehyde. The detection of lactate was
performed through cyclic voltammetry (VC) measurements on standard samples. The
results show that film growth was relatively homogeneous, and until the fourth bilayer
the absorption intensity increased linearly with the number of bilayers. CV
measurements showed that the electrode modified with two film bilayers allows
greater charge transfer, being the platform chosen for immobilization of the LOx
enxima and detection of lactic acid. Voltammograms showed that the presence of the
LOx enzyme hinders charge transfer and that its immobilization was effective.
Detection measurements show that the developed platform is suitable for detecting
lactate, and the analytical signal presented a linear regime between the increase in
the anodic current magnitude and the increase in the lactate concentration, in the
range of 0.5 to 30 mM of lactate. The platform used was able to detect human sweat
lactate at different times and intensities of physical exercise, with detection limits
close to those found in the literature.

Keywords: sensory platform, LbL, LOXx, chitosan, gold nanopatrticles, lactate.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A cada dia que passa novas tecnologias sdo criadas para o acompanhamento e
melhora do desempenho esportivo e salude, porém muitos desses métodos podem
se apresentar de forma inviavel por conta da reprodutibilidade, elevado custo
financeiro ou até mesmo por serem procedimentos invasivos. Diante disso, 0
presente estudo vem com uma proposta de viabilizar teste de limiar anaerdbio de
baixo custo, facil reprodutibilidade e n&o invasivo para determinar limiares de
treinamento em atletas de alto rendimento por meio da deteccdo de lactato no suor

dos avaliados.
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1 INTRODUCAO

Biopolimeros como a quitosana vem sendo amplamente empregados no
processo de formacao de filmes LbL. O polimero, que é oriundo principalmente do
processo de desacetilacdo da quitina, um polimero muito abundante na natureza,
pode ser utilizada na forma de géis, nanoparticulas ou mesmo na formacéo de filmes
sustentaveis (MUZZARELLI, 2009). Por desenvolver carga positiva quando
solubilizada em solucdes levemente acidas, atua como polieletrélito catibnico na
formacdao dos filmes LbL (PAVINATTO et al., 2015).

O teste de deteccdo de limiar de lactato € recomendado como um eficiente
meétodo para avaliar a intensidade e recuperacao do treinamento e para melhorar o
desempenho dos atletas de resisténcia (BALDARI et al., 2004). Durante exercicio
incremental (com cargas progressivas), o limiar de lactato é definido como a
transicdo abrupta de aumentos lentos para exponenciais rapidas, aumentando o0s
niveis de lactato no sangue (SVEDAHL; MACINTOSH, 2003). Contudo, a maioria
dos estudos publicados sobre o limiar de lactato apresentam metodologias invasivas
(coleta sanguinea), o que justificaria desenvolvimento de possiveis novas técnicas
nao invasivas para determinar limiares de treinamento em atletas (CARLSSON et al.,
2012).

Novas tecnologias utilizadas no desenvolvimento de plataformas sensoriais
com caracteristicas de baixo custo e reprodutibilidade sdo de grande relevancia e
interesse para a area de biossensores. Biossensor é um tipo de dispositivo analitico
que converte sinais biolégicos combinados com moléculas de reconhecimento e
analitos alvo em sinais detectaveis (FAN et al., 2020). Dentre as principais
caracteristicas de um biossensor podemos citar a sensibilidade, os limites de
deteccdo, a reprodutibilidade e a seletividade. Tais caracteristicas podem ser
melhoradas através da utilizacdo de nanomateriais que apresentam excelentes
propriedades elétricas (Sl et al., 2018).

Com o advento da nanotecnologia, novos nanomateriais e nanoestruturas
vém sendo desenvolvidas e empregadas na fabricacdo de biossensores a fim de
fornecerem melhor condi¢cdes de troca eficiente de elétrons e por consequéncia
melhora nas caracteristicas do dispositivo desenvolvido (ARAVAMUDHAN et al.,
2014). Nesse sentido, 0 uso de nanomateriais condutores como plataforma sensorial

e enzima podem fornecer condi¢cbes favoraveis para troca eficiente de elétrons,
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melhorando significativamente a sensibilidade dos dispositivos (HUANG et al.,
2019).

Dentre as técnicas de nanoestruturacdo existentes e utilizadas na formacéo
da plataforma sensorial, os sistemas de automontagem por adsorcéo fisica (em
inglés, Layer-by-Layer - LbL) sdo bastante utilizados devido sua versatilidade e baixo
custo (DECHER, 1997). A técnica LbL envolve adsorcédo simples e alternada de
polieletrolitos carregados de carga oposta em substratos soélidos e, portanto, séo
consideradas ferramentas promissoras para construcdo de plataformas
nanoestruturadas, que podem ser utilizadas na imobilizacdo de biomoléculas e no
desenvolvimento de biossensores (DELEZUK et al., 2017).

A técnica de formacédo de filmes LbL consiste na imersao alternada de um
substrato solido em diferentes solucdes de cargas opostas, o que facilita o
crescimento dos filmes através de atracdo eletrostatica entre os componentes
presentes na solucdo. Além disso, o crescimento dos filmes pode também ser
devido a outras forcas intermoleculares como forcas de Van der Waals, ligacdes
hidrogénio ou forcas hidrofobicas (DECHER, 1997).

Biossensores enzimaticos eletroquimicos vem sendo frequentemente
desenvolvidos e utilizados para deteccdo de analitos de interesse da area da saude
(PAVINATTO et al., 2018). Em muitas dessas aplicagdes, o dispositivo desenvolvido
visa substituir formas de analise invasivas e de mais alto custo, sendo que tais
analitos podem ser detectados visando o diagnostico de algumas doencas ou até
mesmo a performance de atletas, como é o caso da avaliagdo do acido latico
proveniente de esforco fisico. A maioria dos testes fisicos da avaliacdo do lactato
sanguineo, geralmente complementa a resisténcia dos esquemas periodizados de
treinamento fisico (HOLLMANN, 2001).

Na formacdo de plataformas de biossensores, por exemplo, a quitosana e
nanoparticulas metalicas tém se mostrado excelente como matrizes principalmente
devido a sua biocompatibilidade e facilidade de bioconjugacdo (NOGUEIRA et al.,
2010). A quitosana por ser uma boa formadora de filmes se mostra também
adequada para imobilizacdo de enzimas na construcdo de biossensores (MARINHO
et al., 2016; PAVINATTO et al., 2015). Ja as nanoparticulas metalicas, como as de
AuNps por exemplo, favorecem a transferéncia de carga elétrica e diminuicdo da
resisténcia, atuando como amplificador de sinal (MERCANTE et al.,, 2015;
MIGLIORINI et al., 2017; SANFELICE et al., 2017).
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Diante do exposto, justifica-se a importancia do presente estudo pelo baixo
custo, simplicidade do método de nanoestruturacdo selecionado e facilidade de
acesso aos substratos para producdo de biossensores e suas diversas
aplicabilidades. Para tanto, o presente estudo visou a producado e caracterizacdo de
plataforma de biossensor composta por filmes LbL de quitosana e AuNps utilizadas
para imobilizagdo da enzima LOx e a detecgdo da concentragdo de lactato em

amostras padrdo e amostras de suor provenientes de exercicio fisico continuo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir plataforma de biossensor eletroquimico para deteccéo de lactato.

2.2  Especificos

o Produzir plataforma de biossensor através da técnica de automontagem por
adsorcdo fisica (Layer-by-Layer — LbL) utilizando quitosana e AUNps@PTS;

o Caracterizar a plataforma desenvolvida através de medidas espectroscopicas
e eletroquimicas;

o Imobilizar a enzima LOx na plataforma desenvolvida através de cross-linking
e caracterizar através de medidas eletroquimicas;

o Realizar teste de deteccdo eletroquimica do lactato em amostras padrao
utilizando a plataforma desenvolvida;

o Executar testes de deteccdo de lactato em amostras reais (suor proveniente
de exercicio fisico).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biossensores

Biossensores sdo pequenos dispositivos que utilizam reagdes bioldgicas para
deteccdo de analitos-alvo (SILVA., 2019) onde a imobilizacdo de biomoléculas ativas
em superficies solidas consiste em uma das etapas de sua fabricacdo (PUTZBACH,;
RONKAINEN, 2013). Esses dispositivos sdo responsaveis por converterem sinais
biolégicos provindos da combinacdo de moléculas de reconhecimento e analitos em
sinais detectaveis (FAN et al., 2020).

A analise quantitativa especifica que um biossensor fornece é atribuida ao
elemento de reconhecimento biolégico imobilizado, que faz o reconhecimento da
substancia de interesse por meio de uma interacdo quimica gerando um sinal
mensuravel. O funcionamento de um biossensor de uma forma geral envolve a
especificidade e alta sensibilidade do componente biolégico com o substrato de
interesse (OLIVEIRA et al., 2015).

O trabalho pioneiro de Clark; Lyons (1962), desenvolveu um eletrodo
enzimatico modificado através da imobilizacdo da glicose oxidase (GOx) para
deteccdo de moléculas de glicose. Quarenta anos depois, houve a comercializacao
bem-sucedida do biossensor enzimatico descartavel para monitoramento da glicose.
Embora bem consolidado, novos e otimizados biossensores de glicose continuam
sendo observados na literatura, como por exemplo, os avancgos relatados em
eletrodos modificados por nanoparticulas (LIU et al., 2020; POURASL et al., 2014;
TAGUCHI et al., 2014).

Os biossensores sdo compostos por trés componentes basicos: o elemento
componente biolégico, o transdutor e unidade processadora do sinal eletrénico,

conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — llustracdo dos principais componentes de um biossensor.

Il sina
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Processadora
de Sinal
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Fonte: Figura adaptada disponivel em http://gnint.sbg.org.br/. Acesso: 11/05/2021.

O formato de sistema desenvolvido determina a classificacdo do biossensor
juntamente com a constituicdo do elemento de transducdo que € empregado e
utiizado de forma acoplada ao componente biolégico. Os biossensores sao
normalmente classificados de acordo com o método de transducdo que sera
utilizado para identificacdo do sinal. O transdutor é o componente que converte sinal
provindo da interagdo do analito com as biomoléculas, reagdes bioquimicas,
quimicas, fisicas ou biolégicas em um sinal detectavel. Mais especificamente sobre
0s biossensores eletroquimicos, estes podem ser do tipo impedimétricos,
potenciométricos ou amperométricos, onde o sinal bioquimico é transduzido e
passivel de quantificacdo (POHANKA; SKLADAL, 2008). A Tabela 1 apresenta 0s
principais tipos de biossensores nomeados por tipo de transdutores e suas

caracteristicas.

Tabela 1 — Principais tipos de biossensores classificados pelo modo de transducéo.

SISTEMA DE

BIOSSENSOR TRANSDUCAO MEDICAO APLICACOES
Amperométrico Corrente Sut_)st(a_tos
Enzimaticos
Eletroquimico Potenciométrico Voltagem lons e especies
redox
Condutimétrico Condutancia Reacdes cataliticas
Acusticos Piezoelétricos Massa Gases volateis
Opticos Fibras Opticas Luminisidade pH, enzimas

Fonte: adaptado de Salomao (2018).
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Dentre as principais vantagens no desenvolvimento dos biossensores como
método de deteccao analitica, podemos destacar - o baixo custo, a possibilidade de
desenvolvimento de sistemas portateis de aplicacdo on-line e no campo, o0 que
desperta interesse de muitos pesquisadores apresentando-se como novas
alternativas de andlise. Somam-se as caracteristicas vantajosas desses dispositivos
analiticos, o menor tempo de processamento e andlise da amostra (de minutos a
horas), além da possibilidade de integracdo dos componentes em um Unico
dispositivo e de anélise em tempo real e no local de medicdo (SALOMAO, 2018).

O que possivelmente determinard qual o melhor sensor que sera utilizado sédo
as exigéncias e condi¢des impostas pelos diferentes tipos de processos e objetivos
de interesse no que se diz respeito as medi¢cdes do analito (ETEZADI et al., 2017).
Sobre o desenvolvimento de biossensores para deteccdo de lactato, (SHI; LUO;
CUI, 2018) realizaram o desenvolvimento de um biossensor amperométrico para
glicose e lactato. O sensor foi desenvolvido imprimindo carbono grafite em forma de
tubo e tintas de prata/cloreto de prata (Ag / AgCl) na parede interna do tubo para
construir eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodos. A GOx ou LOx foram
em seguida, imobilizadas no eletrodo de trabalho do sensor. Um potencial foi
aplicado entre o eletrodo de trabalho e eletrodo de referéncia, quando o sensor
estava na presenca de glicose / lactato, as moléculas foram catalisadas por GOx /
LOx para gerar peréxido de hidrogénio (H,0,), que foi em seguida, oxidado pelo
eletrodo de trabalho para gerar uma resposta de corrente.

Bollella et al., (2019), relata o primeiro biossensor baseado em microagulhas
(microneedles) para a deteccéo de lactato no fluido intersticial dérmico. Para tanto, a
superficie de ouro do eletrodo de microagulhas foi modificada em 3 etapas
subsequentes: i) eletrodeposicdo de nanotubos de carbono com paredes mdultiplas
(MWCNTS); ii) eletropolimerizacdo do mediador, azul de metileno (MB); iii)
imobilizacdo da enzima LOXx através do procedimento drop casting (evaporacédo do
solvente).

De uma maneira geral, um biossensor eletroquimico € um dispositivo
constituido por um sistema de reconhecimento e um tradutor eletroquimico que
converte o sinal da reacdo quimica/bioquimica em um sinal mensuravel, como
exemplo a variagdo de frequéncia, potencial e corrente elétrica. Para configurar um

biossensor, elementos biolégicos devem ser utilizados como instrumento de
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reconhecimento como, por exemplo um anticorpo, enzima ou até mesmo DNA
(GOMES, 2019).

Estudos indicam que a principal etapa para o desenvolvimento dos
biossensores é a imobilizacdo das enzimas na superficie do sensor, sendo que a
utilizacdo de nanomateriais na constru¢éo da plataforma do dispositivo € recorrente,
favorecendo a adsorcdo das biomoléculas e facilitando a identificacdo de

substancias com maior sensibilidade (ZHAO et al., 2013).

3.2 Filmes automontados por adsorcao fisica (Layer-by-Layer — LbL)

A técnica de formacédo de filmes automontados por adsorcao fisica (em inglés,
Layer-by-Layer) foi introduzida pela primeira vez por J. J. Kirkland, (1965),
descrevendo a formacdo de multicamadas por deposi¢do alternativa de coldides
com carga positiva e negativas por adsorcdo da solucdo (ZHANG; CHEN; ZHANG,
2007). Por volta de 1991, a técnica foi revitalizada pelo quimico alem&o Prof. Gero
Decher que introduziu a técnica na deposicao de filmes finos de ampla gama de
polieletrolitos (LVOV; DECHER; MOEHWALD, 1993).

A técnica de LbL permite a construgcdo de filmes multicamadas de
polieletrélitos, entre outros materiais, em condicbes moderadas com base na
adsorcado externa (superficie) de elementos catibnicos e anidnicos. Basicamente, 0s
filmes sédo formados por imerséo vertical e emersao subsequente de substrato sélido
(geralmente laminas de vidro) em solucdes de materiais catibnicos e anidnicos.
Parametros como a espessura das camadas nanométricas, as propriedades
viscoelasticas do revestimento e a carga quimica da superficie podem ser ajustadas
controlando a natureza dos polieletrolitos, o pH, a forca ibnica, ou através de
algumas modificaces quimicas (LEITE; SHER; MANO, 2014).

A montagem imersiva de LbL, muitas vezes chamada de "montagem por
imersao”, € um método utilizado, e o padrdo no qual as tecnologias mais recentes
sdo frequentemente comparadas em estudos cientificos. A montagem imersiva é
tipicamente realizada imergindo manualmente um substrato plano em uma solugéo
do material desejado, seguido de trés etapas de lavagem para remover o material
nao ligado (DELEZUK et al., 2017). Com a técnica, filmes finos de materiais séo
formados a partir da imersdo alternada de um substrato solido em diferentes

solugdes conforme ilustrado na Figura 2 (DESHMUKH et al., 2013).
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Figura 2 - Formagéao dos filmes finos a partir da imersé&o alternada nos substratos.

1) Polianion
—
2) Lavar

Substrato

Fonte: Figura adaptada disponivel em www.nanostrata.com/ Acesso: 11/05/2021.

Uma das principais vantagens na utilizacao da técnica LbL é a simplicidade
do seu aparato experimental. A montagem costuma ser um método simples, versatil
e significativamente de baixo custo propiciando muitas aplicacées potenciais como
em sistemas de liberagdo controlada, no desenvolvimento de baterias de ion-litio,
producao de (bio)sensores, na eletro / fotocatalise, emissdo de campo, na fabricacao
de dispositivos eletrocromicos e na producdo de dispositivos de conversdo e
armazenamento de energia (XUE et al., 2014).

O uso da metodologia LbL apresenta uma base versétil, favorecendo uma
reducado nos custos de producdo de multicamadas; devido ao potencial para modular
as propriedades quimicas da superficie em niveis nanométricos; além da
possibilidade de introducdo de uma estruturacdo de moléculas na multicamada em
uma sequéncia programada, com varias funcionalidades (ANTUNES et al., 2011,
CHUA et al., 2008).

A técnica LbL apresenta algumas vantagens se comparadas a outras técnicas

de formacdo de filmes finos principalmente as que requerem instrumentacdo de
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custo elevado, maior tempo para producdo de filmes e que possuem limitacdo de
materiais que possam ser utilizados na deposicao. Nesse sentido, a técnica LbL
possui ainda a vantagem de permitir a utilizacdo de qualquer tipo de material
hidrofilico, podendo ser utilizadas solu¢ées ou mesmo suspensao de materiais, além
de que a quantidade de camadas a ser produzida pode ser determinada de acordo
com as necessidades (CAMPOS, 2014; TANG et al., 2006).

A construcdo de biosensores com a técnica LbL e com estrutura de
nanomateriais podem proporcionar um aumento da conducdo elétrica e
propriedades mecanicas de dispositivo eletrénico flexivel, a utilizacéo de ligantes de
ouro é mais estavel em estruturas organicas (KUMARASAMY et al., 2018).

3.3  Quitosana

A quitosana € um polimero natural obtida principalmente através do processo
de desacetilizacdo da quitina. A quitina por sua vez é encontrada em abundancia
nos exoesqueletos de invertebrados (insetos, crustdceos e moluscos), sendo um
polissacarideo composto por unidades 2-acetamido 2-desoxi- D-glicopiranose unidas
por ligacbes glicosidicas B (1 — 4), enquanto a quitosana é formada
majoritariamente por unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. O grau de
acetilagdo médio (GA) confere a quitosana o nimero de unidades acetiladas ou de
grupos acetamido e pode ser definido como o niumero de grupos amida em relacdo
aos grupos amina da cadeia polimérica (ARAVAMUDHAN et al., 2014). Sendo
assim, quando o polimero possui GA =2 50% o polissacarideo € denominado quitina,
enquanto quando GA < 50% o polissacarideo ¢ denominado quitosana. A Figura 3
mostra a representacdo das estruturas rimarias idealizadas da quitina e quitosana,

onde n é o grau de polimerizagéo.
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Figura 3 - Representacao das estruturas quimicas idealizadas de quitina e da
guitosana.
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Fonte: Préprio Autor.

A quitosana apresenta propriedades muito interessantes como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o toxicidade, que propiciam a aplicagéo
desse polissacarideo nas mais diversas areas, incluindo aplicagfes biomédicas.
Além disso, € um polimero muito versatil podendo ser manipulado e utilizado na
forma de pé, géis, filmes, fibras ou em solugcdo aquosa acida, onde desenvolve
carga positiva através da protonacdo do seu grupamento amina (DELEZUK et al.,
2017).

Mais especificamente no desenvolvimento de (bio)sensores, a quitosana é
frequentemente utilizada como suporte na imobilizacdo de enzimas, por possuir
grande percentual de grupos amino e hidroxila (grupos quimicos reativos)
disponiveis em sua estrutura quimica (PAVINATTO et al., 2015).

Song et al., (2014) verificaram a formacao de novo tecido ésseo em defeitos
produzidos por calvaria em ratos, produziram membranas de quitosana/fibroina-
hidroxiapatita e membranas de colageno. Nesse estudo foi observado que a
membrana formada por colageno, apresentou resultados similares aos obtidos com
as membranas constituidas de quitosanalfibroinahidroxiapatita, n&o houve
diferencas significativas entre elas, ambas induziram a formag&o de novo tecido

0sseo e nos defeitos 6sseos que ndo foram empregadas nenhuma espécie de
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membrana (grupo controle) ocorreu processo inflamatoério e ndo formacéo de tecido
0sseo.

Pesquisadores utilizaram a técnica LbL em substratos de PET para a criacao
de recobrimentos contendo quitosana, como resultado obtiveram superficies
estaveis e com maior biocompatibilidade. Observou-se em células endoteliais que a
possibilidade de adesado celular foi aumentada e também a manutencdo de suas
funcdes. A interface criada também possibilitou a imobilizacdo de fatores de
crescimento (LIU; GAO, 2005).

Dutta et al., (2003), citam as propriedades da quitosana tanto nos aspectos

quimicos como biolégicos exemplificado na Tabela 2.

Tabela 2 - Propriedades quimicas e biologicas da quitosana.

PROPRIEDADES DA QUITOSANA

Quimicas Bioldgicas
e Poliamina linear e Bioconpativel
e Grupos aminos reativos e Propriedades de cicatrizacao 6ssea
e Grupos hidroxila reativos e Atividade antimicrobiana e
disponiveis antitumoral
e [ons metalicos de transic&o ¢ Nao-toxica
e Agente hidratante e Biodegradavel

Fonte: adaptado (DUTTA et al., 2003).

3.4  Nanoparticulas de ouro (AuNps)

Na medicina egipcia, € possivel encontrar registros da utilizacdo do ouro
desde 5000 a.C, onde se mostrou util em diversas situacbes como em implantes
dentarios e restauracdes de dentaduras na odontologia, em pd misturado nas
bebidas para tratar dores causadas por artrite e até em pomadas para tratamento de
Ulceras na pele (GUL et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

Apesar de parecer uma tecnologia recente, as nanoparticulas de metais de
transicdo sdo bem mais antigas do que se pode imaginar, a reliquia romana do
século IV “Taca de Licurgo” com aproximadamente 1600 anos (Figura 4),
provavelmente € o exemplo mais famoso do uso de nanoparticulas. Sua cor é
devido a presenca de nanoparticulas de ouro e de prata em sua estrutura, 0 que

permite a mudancga de cor conforme a incidéncia de luz (FREESTONE et al., 2007).
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Figura 4 - Taca de Licurgo, reliqguia Romana.

~——

SEM LUZ COM LUZ

Fonte: Figura adaptada disponivel em https://incrivel.club. Acesso: 07/06/2021.

No passado o ouro ja foi utilizado pela medicina chinesa para o tratamento
das mais variadas doencas como epilepsia e sifilis, j& para tratamento de
tuberculose o ouro coloidal j& foi usado pela medicina mundial em 1920. Ouro
coloidal também foi utilizado no tratamento de doencas reumaticas com grandes
aplicacoes clinicas (BHATTACHARYA; MUKHERJEE, 2008).

No comeco da década de 70, com o desenvolvimento de técnicas
microscopicas mais sofisticadas, as nanoparticulas de ouro vém sendo estudadas
em nanoescala para aplicagdes no campo da nanomedicina e da nanotecnologia
(RAMIREZ-LEE et al., 2018).

As AuNps provaram ser materiais versateis e ajustaveis em comparacdo com
outros materiais, incluindo nanoparticulas esféricas, AuNps, o ouro alongado tém
sido utilizadas para imobilizar moléculas biolégicas a fim de fabricar diferentes
biossensores devido as suas caracteristicas Unicas, como boa capacidade de
mediacdo de elétrons, biocompatibilidade e facilidade de modificagdo de superficie
(VIGDERMAN; KHANAL; ZUBAREV, 2012; WANG et al., 2006).

As AuNps podem fornecer caracteristicas biocompativeis de imobilizacao e

uma plataforma de imunossensor, promissora para produtos eletroquimicos
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altamente sensiveis nas analises de pequenas moléculas e deteccdo de seguranca
de varios componentes (HASANZADEH et al., 2014).

A Figura 5 representa a formacédo de AuNps e o impedimento do crescimento
descontrolado das moléculas de citrato (molécula estabilizadora), primeiramente o
ouro reduz a ouro metélico, depois cresce descontroladamente, e logo ap6s ocorre a
blindagem. Portanto, quanto mais as moléculas de citrato sdo alocadas em torno das
nanoparticulas, as particulas tornar-se mais "blindadas” e consequentemente, o
crescimento € impedido e nanoparticulas menores séo obtidas (SANFELICE et al.,
2016).

Figura 5 - Representacdo esquematica para formacéo de nanoparticulas de ouro.

Crescimento descontrolado

Molécula estabilizadora

Crescimento AuNp

AuNp estabilizado

Fonte: Figura adaptada (SANFELICE et al., 2016).

Nanoparticulas de ouro estad entre 0s materiais nanoestruturados mais
estudados, principalmente devido as propriedades quimicas altamente estaveis do
ouro. As AuNps sdo usadas comercialmente como matrizes de teste rapido para
gravidez, detectores de biomoléculas, rotulagem de DNA, distribuicdo de drogas,
imunocoloragdo, atividade catalitica, biossensores e no monitoramento ambienta
(DYKMAN; KHLEBTSOV, 2012; SIDDIQI; HUSEN, 2017).

Atualmente as AuNps ocupam espago em pesquisas na area da medicina,

mostrando-se eficazes na inibicdo de micoorganismos causadores de diversas
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patologias, no tratamento de células cancerigenas e na identificacdo de micro-RNAs.
Dessa forma, as AuNps sao frequentemente adotadas em pesquisas de diagndstico

e terapias fotodindmicas e de combate ao cancer (MELO et al., 2020).

3.5 Acido Latico e Lactato

O lactato é uma substéncia produzida pelo organismo, com funcao energética
sem necessidade de oxigénio. Tal composto foi descoberto por Carl Wilhelm, no ano
de 1780, quando este quimico analisava amostras de leite animal que haviam
azedado. Em 1922, Otto Meyerhof e Archibald V. Hill receberam a premiagao
maxima na categoria Fisiologia e Medicina do Instituto Karolinska e Fundagao Nobel,
qguando descobriram a producédo deste elemento pelo organismo humano, durante
contracdes musculares (CAIRNS, 2006).

Por décadas, acreditava-se que lactato e acido latico (Figura 6) eram a
mesma molécula, entretanto, o acido latico possui um atomo de hidrogénio a mais, o
que impossibilita a sua ligacdo a fibras musculares, tendo em vista que
fisiologicamente os tecidos e enzimas musculares humanas possuem um pH de 7,4,
enquanto o acido latico é formado em um pH &cido de 3,2. Em vista disso a
musculatura ndo produz acido latico, e sim lactato (IDE; LOPES; SARRAIPA, 2010).

Figura 6 - Estrutura quimica do acido latico e lactato.

o OH o OH
+
C & CH, = C C CH, + H
fon de
- hidrogénio
HO H (0] H
Acido latico Lactato

Fonte: Estrutura quimica adaptada disponivel em http://thescienceexplorer.com.
Acesso: 07/06/2021.



http://thescienceexplorer.com/

31

Segundo Mcardle; Katch; Katch, (2011) o lactato € um composto organico que
atua como fonte energética para o organismo, durante a execugcdo de exercicios
fisicos e atividades mais intensas. Ele se da imediatamente ap0s o esgotamento
parcial da adenosina difosfato (ADP) que passa por uma glicélise anaerdbica, ou
seja, a quebra da glicose sem atuagédo de oxigénio, formando o lactato. O aumento
da concentracdo de lactato é diretamente proporcional a intensidade do exercicio,
onde quanto maior essa intensidade, maior serd o acumulo dessa substancia no
organismo. O acumulo de lactato no organismo pode gerar um desconforto
momentaneo que sessara apds a pausa na execuc¢ado do exercicio.

O lactato sanguineo é considerado por muitos pesquisadores um metabdlito
importantissimo, que geralmente precisa ser avaliado e trabalhado, assim
fornecendo possibilidades para uma melhor performance nos desportos ou em
praticas do cotidiano clinico. Ao longo dos anos, essa substancia vem sendo
estudada de maneira mais aprofundada para que se possa haver resultados mais
significativos no controle das oscilagbes de concentracdo desse composto no
organismo. Uma das maneiras de mensurar a presenca e o acumulo do lactato no
organismo é através de um teste invasivo utilizando amostras de sangue venoso
antes e apos a pratica de exercicios (BRANDAO et al., 2020).

Com o avanco das tecnologias, a ciéncia vem evoluindo e buscando maneiras
cada vez menos invasivas e dolorosas para realizar testes nos pacientes ou
participantes dos estudos. Um desses avancos € o0 desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos que possam detectar analitos ou marcadores biolégicos
a partir de fluidos corporais. Assim, a deteccdo de moléculas de lactato
provenientes do suor fornece resultados precisos e fidedignos sobre o acumulo de
lactato no organismo (GOMES, 2019).

Kemmler et al.,, (2009) verificaram em seus estudos, que é bastante
importante manter um controle e uma manipulacdo dos niveis de lactato sanguineo,
para que atletas de diversas modalidades esportivas possam manter seus
treinamentos sempre nos mais altos niveis, alcancando assim performances de
exceléncia nos periodos de competi¢cdes. O controle dos niveis de lactato é muito
importante para prevenir fadigas musculares em excesso e também os danos
nesses tecidos.

Venkatraman et al., (2016), desenvolveram, caracterizaram e otimizaram de

um biossensor de lactato amperométrico de base eletroquimica estampado em
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tecido de malha. O protétipo do biossensor de lactato em tecido serigrafado foi
composto por trés eletrodos que detectam a concentracdo de lactato do suor
corporal coletado. Foi desenvolvido um sensor de lactato altamente sensivel e
estavel baseado em uma fibra composta condutora de poli (3,4-etilenodioxitiofeno):
poli (estireno sulfonato) (PEDOT: PSS) e alcool polivinilico (PVA). O dispositivo
vestivel também permitird que os atletas monitorem sua concentracdo de lactato em
tempo real e acompanhem suas atividades.

Tur-garcia et al.,, (2017), apresenta um novo biossensor amperométrico
baseado em enzimas altamente flexivel para monitoramento em tempo real e ndo
invasivo do lactato no suor humano. O nucleo do sistema de reconhecimento é um
laminado altamente flexivel, composto por duas membranas de policarbonato
altamente porosas, que fornecem suporte para a enzima LOx, imobilizada por
reticulagcdo covalente. A oxidacdo do lactato produz H202, que é posteriormente
identificado eletroquimicamente. O transdutor compreende um sistema de dois
eletrodos em uma Unica membrana de policarbonato, revestida por pulverizacéo
catdédica com ouro e platina para torna-la condutora (Figura 7). O sensor exibe
seletividade de lactato com uma faixa de trabalho de 0-70 mM, cobrindo assim
concentracOes fisiologicamente relevantes para isquemia de pressdo e mostrou-se
adequado para determinacao de lactato em suor sintético e suor humano diluido.

Baseado no exposto ha um grande interesse no desenvolvimento de sensores
de lactato altamente sensiveis para clinica geral, diagnostico, terapia intensiva e
medicina esportiva, varios métodos analiticos classicos tém sido usados, como a
amperometria (DYKMAN; KHLEBTSOV, 2012).
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Figura 7 - (a) Esquema do eletrodo de ouro / platina, (b) aplicacao de laminado
de enzima, (c) esquema e (d) layout final do sensor demonstrando flexibilidade.

(1) Glutaraldeido
@ BsA

& oo

4 " Enzima Laminada

Fonte: Figura adaptada (TUR-GARCIA et al., 2017).

3.6 Limiar de lactato no exercicio fisico

Os estudos iniciais sobre a concentracdo do lactato no musculo de cervos
exaustos verificou que o0 excesso dessa substancia os deixavam quase que
totalmente paralisados, posteriormente, este processo foi verificado em células do
musculo estriado esquelético (BARNETT, 2003).

Para tanto, numerosos estudos tém apresentado o lactato como um
importante coordenador no metabolismo de crescimento rapido, ndo sendo apenas
um produto residual do metabolismo anaerdbio, mas sim um metabdlito
continuamente produzido e essencial a todas as células do corpo (BROOKS, 2009,
2016; POOLE et al., 2021).

Os niveis de lactato no organismo, além da pratica de exercicios fisicos, s6
podem ser elevados/alterados por outras condiges como trauma cerebral, sepse,
dengue, cancer, hepatite e pancreatite (MARIK; BELLOMO, 2016; SAN-MILLAN;
BROOKS, 2017; WOLAHAN et al., 2018). A partir dessa informacao, é importante
salientar que apenas uma condicdo, o exercicio fisico, possui condi¢des especificas
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para alterar os valores de lactato nos fluidos corporais em individuos saudaveis, em
curto intervalo de tempo (MARIK; BELLOMO, 2016). Além disso, fluidos corporais
sao potenciais como biomarcadores, sendo o suor uma fonte nao invasiva e de facil
acesso, que pode ser obtida de maneira quase que continua (NAGAMINE et al.,
2019).

A determinagédo do limiar de lactato (intensidade do exercicio em que o lactato
comeca a acumular no sangue) durante a pratica do exercicio se tornou um dos
meios mais importantes no diagnostico de desempenho de resisténcia na pratica
esportiva. Usualmente, os testes de exercicios graduais podem induzir um aumento
exponencial na concentracdo do lactato sanguineo, uma mudan¢ca na curva de
lactato indica mudanca na capacidade de resisténcia, que pode ser positiva ou
negativa. A Figura 8 mostra a comparacdo entre a concentracdo de lactato
encontrado no suor e no sangue, com detalhe da concentracdo determinada como
limiar.Para tanto, existem incertezas quanto a magnitude dos ganhos de resisténcia,

gue ndo podem ser estimados com precisédo (JONES, 2006).

Figura 8 - Limiar de lactato e comportamento da concentracao de lactato no suor e
sanguineo durante exercicio com carga incremental.
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Fonte: figura adaptada (SEKI et al., 2021).

O limiar de lactato quando mensurado de maneira ndo invasiva pode servir de

base para avaliacdo individual do desempenho de resisténcia, bem como para a
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prescricdo de intensidade no treinamento de resisténcia (FAUDE; KINDERMANN;
MEYER, 2009).

Segundo Okano et al., (2006), no ciclismo o lactato € avaliado para
determinacao do seu limiar, que € 0 momento em que 0 organismo inicia uma leve
fadiga que aumentard gradativamente com quantidade de tempo ou intensidade de
trabalho em determinada musculatura, podendo paralisar a contracdo muscular por
um curto periodo, até que haja outra carga de fonte energética para ser
metabolizada. Diante disso, € comum que haja coletas de sangue ou suor para
andlise do limiar, a fim de estender o periodo pré lactacidemia, mantendo o atleta
em atividade por mais tempo.

Em exercicios de musculacao, o controle do limiar de lactato € acompanhado
a fim de retardar a fadiga, fazendo com que o praticante consiga executar algumas
repeticbes a mais ou trabalhe com cargas mais elevadas sem que haja falhas nas
contracdes rapidamente (LIMA et al., 2017).

O futebol € uma modalidade esportiva disseminada no mundo inteiro, que
possui bilhdes de praticantes amadores e profissionais. IniUmeros testes sdo feitos
para manter grande parte desses atletas sempre nos mais altos nivel, disputando os
maiores campeonatos. Nesse esporte, o limiar de lactato € estudado e manipulado
em diversas variaveis possiveis, a fim de manter os atletas em alta performance pelo
maior tempo possivel (COELHO et al., 2015).

O lactato é uma variavel hemodindmica adaptavel, ja que a concentracao do
mesmo é diretamente proporcional a intensidade dos treinamentos. Sendo assim,
quanto mais se treina um organismo a fim de deixa-lo mais forte ou resistente, mais
os niveis do limiar de lactato aumentardo proporcionalmente (MACHADO; SANZ;
CAMERON, 2003). A modalidade mais utilizada para melhora dessa capacidade
fisica é o treinamento resistido, que consite numa combinacdo de diferentes
exercicios fisicos que aumentam a resisténcia, mesmo em atletas de variados
esportes, auxiliando positivamente na ampliacdo da fase pré-limiar, assim
proporcionando uma maior performance (GONCALVES; DE ALMEIDA, 2020).

Pesquisadores na area, fisiologistas e clinicos esportivos ressaltam que é de
fundamental importancia entender qual a relacdo entre a concentracao de lactato no
suor e o desempenho esportivo, e, que se a relevancia e aplicabilidade da deteccdo
do lactato no suor pudessem ser demonstradas, significaria uma alta contribuicdo

nao apenas em termos de marcadores de desempenho (estado muscular), saude
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(nutricional e hidratacdo) e recuperacédo (inflamacao, lesédo e dano muscular), mas
também no fornecimento de dados para construir modelos precisos que explicam
com mais confianca a origem do lactato no suor. Desta forma, tanto os atletas de
ponta quanto os praticantes de atividades fisicas, seréo capazes de treinar com mais
eficiéncia, melhorar seu desempenho e prevenir sobrecargas ou lesdes (VAN
HOOVELS et al., 2021).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como principal objetivo a
producdo e caracterizacdo de biossensor eletroquimico para determinacdo da
concentracdo de lactato em amostras de suor proveniente de exercicio fisico. A
proposta pretende desenvolver um biossensor que faga o monitoramento da
concentracdo do lactato expelido, de maneira ndo invasiva e em funcao do tempo (e
carga) do exercicio realizado, para futura correlacdo com o limiar de lactato, e

consequentemente, limiar de fadiga muscular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os materiais utilizados na formacdo dos filmes LbL foram: o polissacarideo
quitosana (grau de acetilacdo de 22%, massa molecular de 113 KDa (Mn) e
polidispersividade de 4.2), adquirido da Galena Quimica e Farmacéutica (Brasil) e
AuNps sintetizadas e encapsuladas na presenca de um derivado de politiofeno
sulfonado (polimero semicondutor) sollvel em agua (sal de s6dio) denominado PTS.
O processo de sintese e caracterizacdo das AUNps@PTS pode ser encontrado no
referido artigo (SANFELICE et al., 2016).

4.2  Deposicao dos filmes pela técnica de Layer-by-Layer (LbL)

A representacdo detalhada do processo de fabricacdo dos filmes pela técnica
de automontagem ou LbL € mostrada na Figura 9. A solucéo policatidnica utilizada
foi quitosana dissolvida em solucdo aquosa acida pH 3,0 na concentracdo de
0,5mgmL™. J4& como polianion, utilizou-se a suspensdo contendo as AuNps
estabilizadas com o polimero PTS. O tempo de espera na imersdo dos substratos na
solucdo polianidnica foi de 10 minutos e na solucdo polianionicas foi de 1 hora. A
montagem imersiva € tipicamente realizada imergindo manualmente na vertical um
substrato plano em uma solucdo do material desejado, seguido de duas etapas de

lavagem para remover o material ndo aderido ao substrato.

4.3  Caracterizac0Oes fisico-quimica e eletroquimica dos filmes formados

A formacéo dos filmes foi monitorada no substrato de vidro, utilizando-se a
espectroscopia na regidao do UV-Vis, a qual também foi utilizada como anélise
estrutural, utilizando um espectrometro de absor¢cdo UV-vis da marca Jasco e por

medidas de fluorescéncia em equipamento da Shimadzu (Figura 10).
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Figura 9 - Esquema utilizado para formacao de filmes LbL

Fonte: Autoria propria.

Figura 10 - Equipamentos utilizados para caracterizacao dos filmes. Espectrébmetro
de fluorescéncia (a) e espectrometro de UV-Vis (b)

r

Fonte: Autoria propria.

Medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato da
Autolab PGSTAT30 (Metrohm), controlado pelo programa NOVA 2.1.4. Os filmes
LbL em substrato FTO foram utilizados como eletrodo de trabalho enquanto uma
lamina de platina e um eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl - 3 mol L™ KCI)
foram utilizados como contra-eletrodo (CE) e eletrodo de referéncia (ER),

respectivamente. A técnica de voltametria ciclica (VC) foi utilizada para



39

caracterizacdo das plataformas sensoriais fabricadas, avaliando-se a transferéncia
de carga dos filmes. As medidas foram feitas em solucdo de 0,05 mol L™ de

/4y contendo 0,1 mol L™ de KCI como eletrélito

ferricianeto de potassio ([Fe(CN)g]
suporte. A Figura 11 mostra a foto do potenciostato e da célula eletroquimica
utilizada para as medicdes de caracterizacdo, bem como de detecgcdo abaixo

descritas. A solugdo mostrada na Figura 11 (b) trata-se de solugéo de ferricianeto.

Figura 11 — Potenciostato Autolab PGSTAT30 (Metrohm) (a) e célula eletroquimica
(b) utilizados na caracterizacéo e deteccao eletroquimica
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Fonte: Autoria propria.

4.4 Formacéo da plataforma sensorial para deteccao de lactato — imobilizacdo da
enzima LOX.

Apbs a preparacdo e caracterizacdo dos filmes LbL, os mesmos foram
reproduzidos em eletrodos descartaveis comerciais adquiridos da Dropsens-
Metrohm referéncia 110, mostrado na Figura 12 (a). O eletrodo € composto por
eletrodo de trabalho (WE) e contra-eletrodo (CE) formados de carbono e eletrodo de
referéncia (RE) formado por Ag/AgCl, que podem ser vistos no detalhe na Figura.

A enzima LOx foi imobilizada sobre 2 bicamadas de filmes LbL formados por
Qui/AuNps em diferentes arquiteturas através do gotejamento de 4 pL de solucdo da
enzima na concentracdo de 40 mg mL™* em Bovine Serum Albumin (BSA — 10

mg/mL). Em seguida, foram adicionados 2 pL de solucédo de glutaraldeido 3%, a fim
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de promover ligacdo cruzada (cross-linking) entre os grupos funcionais amina (NH,)
da enzima e os grupamentos hidroxila (O-H) da quitosana, promovendo assim maior
estabilidade na adsorcdo da enzima sobre os filmes, evitando dessorcdo. Apos as
deposicdes (gotejamento) os eletrodos foram armazenados na temperatura de 4°C.
A Figura 12 mostra fotos dos eletrodos impressos utilizados, do eletrodo
acoplado ao dispositivo ligado ao potenciostato que foi utilizado para realizar as
medidas de deteccdo nos eletrodos modificados e processo de deposicdo dos

filmes, enzima e gluteraldeido em trés eletrodos diferentes.

Figura 12 - Eletrodos descartaveis Dropsens-Metrohm referéncia 110 (a), eletrodo
descartavel acoplado em dispositivo ligado ao potenciostato para medicao (b)
processo de crescimento dos filmes LbL e imobilizagdo da enzima LOx (c)

(a) CE RE ()

Fonte: Autoria propria.

4.5 Medidas de detecc¢édo eletroquimica

A deteccao do lactato foi realizada através de medidas de voltametria ciclica
(VC) utilizando o potenciostato Autolab PGSTAT30 (Metrohm), controlado pelo
programa NOVA 2.1.4. O filme LbL formado por 2 bicamadas de Qui/AuNps com a

enzima LOx imobilizada foi utilizado como eletrodo de trabalho. A técnica de
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voltametria ciclica foi utilizada na deteccdo de lactato com janela de potencial
variando de -1,0 a 0,4 V, utilizando velocidade de varredura de 50 mVs™. As
medidas foram feitas em solucéo tampéo fosfato salino (PBS) 0,01 M (pH 7,4) em
temperatura ambiente. A solucédo estoque de lactato foi preparada em também PBS

(pH 7,4) na concentracao de 100 mM.

4.6  Protocolo de exercicio, coleta de suor e frequéncia cardiaca

O voluntario que se submeteu ao exercicio fisico para coleta de amostras de
suor e da frequéncia cardiaca, trata-se de um individuo sadio do sexo masculino
com 40 anos de idade, peso 110 kg, 182 cm de estatura, fisicamente ativo ha trés
meses utilizando a caminhada e corrida como forma de treinamento aerébio. O
mesmo nao alega problemas articulares, nem problemas de salde que possam vir a
trazer riscos durante a execucdo do protocolo de esforco. E importante ressaltar que
devido ao voluntario ser autor do presente trabalho, ndo foi necessaria a obtencao
de autorizacao prévia de comité de ética em pesquisa (CEP) para realizacdo dessa
parte da sua pesquisa.

Para realizacdo do teste de esforco foi utilizada esteira da marca Speedo
modelo TR4. Ja para obtencdo dos dados da frequéncia cardiaca utilizou-se
frequencimetro da marca Polar M430 com sensor de frequéncia cardiaca Polar H10.

O voluntario foi inicialmente familiarizado com a esteira, a familiarizacdo visou
minimizar o efeito de aprendizagem que poderia interferir nos resultados das coletas
e durante a realizacdo do teste o voluntario se manteve sem camisa para facilitar a
coleta do suor. O teste de esforco realizado obteve o tempo total de 60 min, com
coletas de suor e frequéncia cardiaca em tempos distintos, como podemos observar
na figura 13. O teste foi composto por caminhada durante toda sua totalidade (sem
trote ou corrida) com aquecimento na velocidade de 4 km/h pelo periodo de 5
minutos, logo apos a velocidade foi aumentada para 5,5km/h até os 45 min de
exercicio e, logo apos, houve mais um acréscimo de velocidade para 6,5 km/h até os
55 minutos, quando a velocidade retornou para 5,5 km até o final do teste. Apds a
execucao do protocolo, o voluntario caminhou por mais 5 min com velocidade de 3

km/h a fim de diminuir a frequéncia cardiaca e realizar a volta a calma.
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Figura 13 — Tempo de total de exercicio fisico, velocidade de caminhada e tempos

de coletas do suor e da frequéncia cardiaca.

6,5

5,5

4,5

Velocidade (km/h)

3,5

—+—Caminhada sem coleta
—-Coleta de suor e frequéncia cardiaca

L 4
>
]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
A\

\\o

~

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Tempo (min)

60

Fonte: Autoria propria.

As coletas de suor e frequéncia cardiaca foram realizadas nos tempos de 20,

25, 30, 35, 40, 50, 55 e 60 minutos com o voluntario apoiando os dois pés na lateral

da esteira por aproximadamente 30 segundos. A coleta do suor foi realizada em

tubos de eppendorf de 1,5 mL em contato com a pele do voluntario nos tempos

determinados, em locais variados do corpo conforme descrito na Tabela 3. Logo

apos a coleta as amostras foram congeladas em freezer com a temperatura variando
entre -14 e -17°C.

Tabela 3 — Locais do corpo e tempos de coleta de amostra suor e de frequéncia

cardiaca.
Te”f‘F.’O de_ Local de coleta de suor
exercicio (min)
20 Costas e pescoco
25 Costas e face
30 Costas
35 Costas, face e braco esquerdo
40 Costas e face
45 N&ao houve
50 Costas e face
55 Costas
60 Costas

Fonte: Autoria propria.
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4.7 Deteccédo de lactato em amostras reais (suor)

A deteccdo do lactato em amostras reais foi também realizada através de
medidas de voltametria ciclica (VC) utilizando o potenciostato Autolab PGSTAT30
(Metrohm), controlado pelo programa NOVA 2.1.4. A técnica VC foi utilizada com
janela de potencial variando de -1,0 a 0,4 V, utilizando velocidade de varredura de
50 mVs™t. As amostras de suor do participante do estudo foram descongeladas e
utilizadas para deteccdo do lactato sem qualquer tipo de intervencéo (purificacao,
filtragem ou outro). O filme LbL formado por 2 bicamadas de Qui/AuNps com a
enzima LOx imobilizada (2 bicamadas de Qui/AuNps@PTS + 1 LOX) foi utilizado

como eletrodo de trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Formacéo e caracterizacdo da plataforma sensorial

As AuNps foram produzidas a partir de uma solucdo de sal de ouro na
concentracdo de 0,04mol/L, sintetizadas e estabilizadas com o polimero politiofeno
sulfonado poly[2-(3-tienil) etiloxi-4-butilsulfonado] sal de sédio (PTS) na proporcéo
de 1:5:1 de Au:citrato:PTS, onde o citrato foi o agente redutor (SANFELICE et al.,
2016).

Filmes LbL contendo de 1 a 5 bicamadas de Qui/AuNps foram formados em
substratos de vidro e de vidro recoberto com o6xido de estanho dopado com fltor
(FTO), que foram utilizados, para posterior caracterizagdo quimica e eletroquimica,
respectivamente. A Figura 14 mostra os filmes formados nos diferentes numeros de

bicamadas e substratos.

Figura 14 — Formacéao dos filmes em laminas de vidro e FTO.
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Através do monitoramento da banda em aproximadamente 550 nm no
espectro de absorgcdo de UV-Vis, referente as bandas plasménicas de superficie das
nanoparticulas de ouro podemos ver que a formacdo dos filmes foi relativamente
homogénea, sendo que até a quarta bicamada a intensidade de absorcao cresceu
linearmente, sugerindo que a mesma quantidade de material foi depositada por
camada.

Porém, para o filme formado com cinco bicamadas a absorbancia foi maior, o
que significa que maior quantidade de material (AuNps) foi depositado, como
podemos observar na Figura 15 (a). J& os resultados de fluorescéncia dos filmes,
apresentados na Figura 15 (b), mostram banda centrada em aproximadamente 660
nm, referente a luminescéncia do polimero PTS. Os espectros de emissao
aumentam em intensidade conforme aumenta o numero de bicamada dos filmes,
porém, uma diminuicdo brusca na intensidade é vista para o filme de trés
bicamadas. De qualquer forma, o crescimento do filme foi evidenciado pelas duas
técnicas.

Informacdes importantes sobre a transferéncia de carga podem ser avaliadas
com o0s voltamogramas apresentados na Figura 16. Os voltamogramas mostram
ciclos de oxidacdo e reducdo quase reversiveis onde a razdo entre a corrente
catddica (Ipc) e a corrente anddica (Ipa) € aproximadamente 1, sugerindo a oxidacao
de 1 elétron (HUANG et al., 2014)

Como podemos ver, o eletrodo modificado com 2 bicamadas de filme possui
maior corrente catddicas e anddica e a variagdo de potencial (AE) entre os picos é
menor se comparado aos voltamogramas para os eletrodos de FTO sem
modificacdo (Figura 15 (b)). Tal comportamento indica que o crescimento do filme
diminuiu a resisténcia do eletrodo, resultando na mais rapida transferéncia de carga
e consequente aumento dos picos de corrente de oxidagcéo e reducdo. Com base
nessa caracterizagdo, a formacgdo de filmes LbL formados com 2 bicamadas
Qui/AuNps@PTS foi escolhida como plataforma sensorial para imobilizagcdo da

enxima LOx e posterior detec¢ao do lactato.
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Figura 15 — Espectros de absorbancia (a) e Espectros de fluorescéncia (b) de filmes
LbL com diferentes numeros de bicamadas formadas por Qui/AuNps@PTS. O inset
dos graficos mostra o0 aumento da absorbancia e da fluorescéncia com o aumento
do nimero de bicamadas.
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Figura 16 — Voltamogramas ciclicos para o FTO e para os filmes LbL formados com
diferentes niUmeros de bicamadas (a). Comparacao dos voltamogramas obtidos para
0 FTO e para FTO modificado com 2 bicamadas de Qui/AuNps@PTS (b). Os VCs

foram obtidos em solucdo de 0,05 mol L™ de ferricianeto de potéssio ([Fe(CN)g]

contendo 0,1 mol L™ de KCI.
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5.2  Caracterizagéo de plataforma sensorial com a enzima LOx imobilizada

A etapa de imobilizagdo enzimética e a estabilidade do sistema caracterizam-
se como fundamentais na fabricacéo de biossensores. As biomoléculas imobilizadas
devem manter sua estrutura, funcéo e atividade biolégica apos imobilizacdo e nao
serem dessorvidas durante o uso, sendo que o processo de imobilizagdo de uma
enzima sobre um substrato pode influenciar ou até modificar as respostas do
biossensor, influenciando fatores como a precisdo das medidas e a reprodutibilidade
(OLIVEIRA et al.,, 2013). Atualmente, o0s principais métodos utilizados na
imobilizacdo de enzimas sao: adsorcao, encapsulagéo, ligacdo covalente e ligacéo
covalente cruzada (cross-linking). Esse ultimo, foi o procedimento utilizado para
imobilizacdo da enzima LOx nesse trabalho. O cross-linking foi realizado através de
ligacdo covalente promovida pelo gluteraldeido entre os grupos amina (NH;) da
quitosana e a enzima LOX.

Apés a formacgdo e caracterizacao dos filmes LbL, a plataforma formada por
QUui/AuNps@PTS foi utilizada na imobilizacdo da enzima LOx e caracterizada
através da realizacdo de voltamogramas ciclicos. A Figura 17 (a) mostra os

3/4 Conforme mostra a

voltamogramas ciclicos (VCs) em solucdo de [Fe(CN)g]
legenda do grafico, flmes de uma e duas bicamadas de material foram formados, e
0, 1 ou 2 camadas de LOx foram depositadas. A ordem de deposicdo seguiu sempre
a ordem de formacdo de 1 bicamada + gotejamento da LOx, assim, na arquitetura
que contém duas camadas de LOx, uma delas esta entre duas bicamadas de
material (QuUI/AUNps@PTS). Conforme podemos observar nos VCs, a presenca da
enzima na superficie do eletrodo diminui a corrente de pico (Ip) anddica e catddica,
aumentando um pouco a variagdo do potencial (AE), indicando que a presenca da
enzima dificulta a transferéncia de carga e que a imobilizacdo da mesma foi efetiva.
Ainda como forma de caracterizacdo, VCs foram realizados para as mesmas
arquiteturas em solucdo tampéo PBS (pH 7,4), conforme mostra a Figura 16 (b). No
grafico, pode-se observar um pico de corrente catodica (Ipc) bem pronunciado
centrado em -0,59V, para o eletrodo com a arquitetura 2 bi 1 LOx (2 bicamadas de
QUI/AUNps@PTS + 1 LOX).

Os voltamogramas da Figura 17 confirmam a presenca da enzima

imobilizada na plataforma, por meio das alteracfes citadas, sendo que o eletrodo
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modificado com a arquitetura 2 bi 1 LOx (2 bicamadas de Qui/AuNps@PTS + 1 LOX)
foi o escolhido para os experimentos de detecgao de lactato por ser o que provocou
mais significativas alteracfes. Tais resultados comprovam uma vez mais que a
plataforma formada por 2 bicamadas € mais eficiente (adequada para deteccéo) do
que as plataformas formadas por uma bicamada. Também, a plataforma mostrou-se
mais adequada em comparagao com o eletrodo modificado por Qui/AuUNps@PTS,
porém, sem enzima imobilizada (1 bi O LOx e 2 bi 0 Lox) e pelo eletrodo modificado
com 2 camadas de LOx (2 bi 2 LOXx).
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Figura 17 — Voltamogramas ciclicos realizados em (a) solucéo de ferrocianeto de
potéssio ([Fe(CN)e]*'*) contendo 0,1 mol L™ de KCI e (b) em tamp&o PBS (pH 7,4)
para os diferentes tipos de arquiteturas da enzima LOx imobilizada. Velocidade de

varredura 0,05 V s™.
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51

5.3 Deteccao do Lactato em amostras padréo

Ainda utilizando a técnica de VC, realizamos a deteccao do lactato, utilizando-
se a plataforma desenvolvida como eletrodo de trabalho. A Figura 18 (a) mostra os
VCs realizados em solucao tampéo PBS pH 7,4. As curvas apresentam um aumento
na magnitude de corrente anddica, centrada em 0,17V, com o aumento da
concentracdo de lactato, indicando uma relagéo linear entre o sinal analitico e a
concentracéo de lactato, indicadas no inset da Figura (a). Tal aumento na corrente
em funcdo da adicdo do analito indica a deteccdo do lactato pela plataforma
sensorial desenvolvida. A Figura 18 (b) apresenta a curva analitica do biossensor
desenvolvido. Conforme podemos observar, 0 sensor apresenta uma regiao linear
entre 0,5 e 30 mM que é regida pela seguinte equacdo da reta: I(HA) = 3,93x10™ +
8,35x10”" x [lactato] (R*> = 0,975). Tais parametros analiticos se mostraram
adequados para a aplicacdo pretendida do biossensor produzido, pois no suor
humano a concentragcéo de lactato tem concentracdes que variam entre 10 - 25 mM
(FAHMIDA et al., 2018).
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Figura 18 — Voltamogramas ciclicos (0,05 V s) na auséncia e presenca de
diferentes concentracdes de lactato (inset) na interface do FTO modificado com 2
bicamadas de Qui/AuNps@PTS + LOx (a) e curva analitica obtida neste intervalo de
concentracéo para o potencial 0,17V (b).
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5.4  Limite de deteccgéo (LOD) e reprodutibilidade

O limite de deteccdo do biossensor foi calculado através de medidas
realizadas com 1 mM de analito e da equacdo LOD = 3 0o/S, onde o = desvio
padrao (de 10 medidas) e S = slope da curva de calibragdo. O LOD obtido foi =
0,1 mM. O biossensor mostrou boa reprodutibilidade, calculada através de medidas
realizadas com 5 mM de analito, obtendo os valores de desvio padrao relativo intra-
eletrodo - RSD = 2,1% (10 medidas diferentes no mesmo eletrodo) e inter-eletrodo —
RSD = 5,22% (para 2 eletrodos idénticos — 10 medidas cada ).

5.5 Deteccédo do Lactato em amostras reais de suor

Primeiramente, foram realizadas medidas de VC com a plataforma sensorial
com e sem a enzima LOx imobilizada, em amostra padrdo com 10 mM de lactato
(Figura 19 a) e com amostra real proveniente do esforgo fisico com 30 minutos de
exercicio do protocolo adotado (Figura 19 b). Como podemos observar, ocorrem
picos de deteccdo somente para as plataformas com a enzima imobilizada, o que
nao acontece quando temos a plataforma sem enzima.

Ao contrario dos outros componentes, as concentracfes de lactato de suor no
braco e nas costas apresentam-se semelhantes entre si, potencialmente devido a
grande variacdo nas concentracdes. Além disso, as concentracdes gerais de lactato
no suor excedem consideravelmente as concentragcdes de lactato no sangue, o que
pode ser explicado possivelmente pela origem do lactato de suor como subproduto
metabdlico da glandula sudoripara (DERBYSHIRE et al., 2012).

Pesquisadores observaram que a concentracdo de lactato determinado no
sangue e suor, simultaneamente, e em locais anatomicamente préximos da pele
(veia antecubital e braco), comparados com concentracdes de lactato na parte
superior das costas, o suor mostrou um padrdo decrescente, mas as alteragdes

foram relativamente insignificantes (KLOUS et al., 2021).



54

Figura 19 — Voltamogramas ciclicos (0,05 V s™) realizados na interface do eletrodo
impresso modificado com 2 bicamadas de Qui/AuNps@PTS com e sem a
imobilizacdo da enzima LOX, utilizando 10 mM de lactato (amostra padréo) (a) e
amostra de suor coletado apds 30 minutos de exercicio fisico (b).
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A Figura 20 apresenta os voltamogramas ciclicos para deteccdo do lactato em
amostras de suor, coletadas durante todo o protocolo de exercicio. As curvas
apresentam um aumento na magnitude de corrente anddica, centrada em 0,13V com
0 aumento da concentracdo de lactato. As concentracfes se apresentaram de
maneira crescente com o decorrer do tempo e consequente aumento do volume de
exercicio. Ressaltamos que no minuto 45 de teste ndo foi possivel a realizacdo da

coleta de suor por problemas no tubo de eppendorf.

Figura 20 — Voltamogramas ciclicos (0,05 V s™) realizados na interface do eletrodo

impresso modificado com 2 bicamadas de QuUi/AUNps@PTS +LOx na deteccédo de

lactato nas amostras de suor coletadas durante o esforco fisico. O inset mostra o
tempo de exercicio realizado.
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Através dos VCs apresentados na Figura 20, foram calculadas as
concentracbes de lactato nas amostras de suor coletadas. Na Tabela 4 sé&o
apresentados os resultados de evolucdo do tempo de exercicio, concentracdo de
lactato no suor e frequéncia cardiaca durante a execucao do protocolo realizado. A
frequéncia cardiaca se correlaciona com percepcéo subjetiva de esforco obtida pela
escala original de Borg (6-20 pontos, partido do esforgco mais leve até o maximo),
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lactato sanguineo e ventilacdo em testes incrementais (ARSA et al.,, 2016) o que

possivelmente também ocorra com o lactato obtido no suor durante o esforgo fisico.

Tabela 4 — Resultados de tempo de exercicio, concentracao de lactato (determinada
utilizado o biossensor desenvolvido) e frequéncia cardiaca durante o esforgo fisico.

Tempo (min)  Lactato (mM) calj:j?g(lzjaer(]gﬁn)
20 0,5 144
25 21 148
30 36 152
35 53 153
40 91 155
50 74 161
55 85 160
60 82 161

Fonte: Autoria propria.

A Figura 21 (a) apresenta a crescente da concentracdo de lactato no suor no
decorrer do teste de esforco, ja a Figura 21 (b) demonstra o comportamento da
frequéncia cardiaca com a evolug¢do do tempo de exercicio. O lactato do suor vem
sendo considerado como possivel medidor de intensidade de esfor¢o durante
atividades e exercicios fisicos e, podemos observar uma relativa proximidade no
decorrer do teste realizado no perfil do aumento da concentracéo de lactato no suor

e da frequéncia cardiaca.
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Figura 21 — Tempo de exercicio, concentracao de lactato (a) e frequéncia
cardiaca (b).
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Trabalhos recentes na literatura apresentam a deteccdo de lactato em
amostras reais, de maneira nao invasiva e em tempo real. Zhang et. al., 2020,
desenvolveram um biossensor eletroquimico flexivel baseado em nanofios de prata

por impressdo molecular, para monitorar o lactato na transpiragcdo durante a



58

realizacdo de exercicios fisicos. De maneira resumida, o biossensor é implantado
em um substrato flexivel por um processo de serigrafia e, assim, a corrente de
retorno do lactato € captada com medicdo na epiderme, a medicdo ilustrou a
deteccado de lactato variou de 10-6 mM a 0,1 mM com o LOD de 0,22 yM em PBS
(ZHANG et al., 2020). Conforme podemos perceber, métodos de serigrafia também
séo viaveis no desenvolvimento de biossensores ndo invasivos.

Shitanda et. al., 2021, desenvolveram biossensor impresso baseado em
carbono modelado com MgO polimerizado por enxerto no qual a enzima lactato
oxidase (LOx) e a 1,2-naftoquinona foram imobilizadas. O biossensor apresentou
limite de deteccdo de 0,3 mM de lactato, além de uma faixa de deteccdo de até
aproximadamente 100 mM de lactato. O sistema desenvolvido mostrou-se adequado
para a deteccdo do limiar de lactato, ou seja, a mudanca do metabolismo aerdbio
para anaerdbio, dado que a concentracdo de lactato no suor aumenta de 4 para 25
mM (metabolismo aerébio — limiar 1) para 50-100 mM (metabolismo anaerébio -
limiar 2) (SHITANDA et al., 2021).

Nos estudos desenvolvidos por Zaryanov et al.,, foi possivel realizar a
deteccédo de lactato do suor na faixa de 3 mM a 100 mM, com o limite de deteccao
de 1,5 mM, e tempo de resposta de 2-3 min. A detec¢cdo bem-sucedida de lactato no
suor humano foi realizada por meio do biossensor baseado na eletropolimerizacéo
do polimero poli 4cido 3-aminofenilborénico (3-APBA) e impressdo molecular do
lactato, e foi confirmada usando método de referéncia altamente especifico baseado
na enzima LOXx (coeficiente de correlagéo r> 0,9) (ZARYANOV et al., 2017).

O presente estudo apresentou faixa de detecgao entre 0,5 e 91 mM de lactato
determinado através da plataforma desenvolvida utilizando 2 bicamadas de
QUiI/AUNps@PTS + LOx. Tais resultados corroboram com os citados acima, com
limites proximos ao encontrado na literatura.

Outros estudos recentes discutem a correlagdo entre a concentracdo de
lactato excretada no suor e no sangue, bem como o limiar de lactato sanguineo e
ventilatorio. Estudos demonstraram um aumento significativo na concentracdo de
lactato no suor da area muscular de trabalho, simultaneamente com o aumento do
acumulo de lactato sanguineo durante exercicio fisico, apresentando correlacéo
positiva (r> 0,8), mostrando a perspectiva de uma abordagem néo invasiva para o

monitoramento do treinamento do esportista (KARPOVA et al., 2020).
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Corroborando com estes achados, Seki et al. realizaram monitoramento em
tempo real dos valores de lactato no suor durante o exercicio incremental em
pacientes com doenca cardiovascular, bem como em individuos saudaveis, e
compararam com técnicas de limiar ventilatorio e lactato sanguineo. O limiar de
lactato no suor foi bem correlacionado com o limiar de lactato no sangue e o limiar
ventilatério (r = 0,92 e 0,71, respectivamente). O monitoramento continuo das
concentracfes de lactato durante o exercicio pode fornecer informacgdes adicionais

para detectar o limiar ventilatorio, que é considerado padrao-ouro (SEKI et al., 2021).



60

6 CONCLUSOES

Filmes automontados com diferentes bicamadas de quitosana e AUNps@PTS
foram produzidos através da metodologia de LbL. Os filmes foram caracterizados
através de espectroscopia de absorcdo UV-Vis e de fluorescéncia. Através dos
espectros, evidenciou-se que o crescimento do filme foi linear com o numero de
bicamadas.

Medidas eletroquimicas de voltametria ciclica mostraram que dentre as
arquiteturas de filmes produzidas, aquela formada por 2 bicamadas de material
(quitosana/AUNpS@PTS) € a que mais favoreceu a rapida transferéncia de carga
(elétrons), sendo essa arquitetura a utilizada para imobilizacdo da enzima LOKx.
Diferentes arquiteturas de imobilizagcdo da enzima foram testadas, sendo que a
arquitetura 2 bi 1 LOx (2 bicamadas de Qui/AuNps@PTS + 1 LOx) foi a que
provocou mais significativa alteracdo nos voltamogramas e, por esse motivo, foi a
escolhida para os experimentos de deteccédo de lactato.

Medidas de deteccao eletroquimica, utilizando a técnica de voltametria ciclica,
mostraram que a plataforma desenvolvida é adequada para deteccao do lactato. Os
voltamogramas apresentam um aumento no valor de corrente anddica (centrada em
0,17V) com o incremento da concentracdo de lactato. A curva analitica do
biossensor desenvolvido apresentou adequado regime linear entre 0,5 e 30 mM de
lactato. Os parametros analiticos do biossensor desenvolvido sdo adequados para a
deteccao de lactato proveniente do suor humano.

O biossensor desenvolvido apresentou LOD = 0,1 mM e boa reprodutibilidade
com desvios padréo relativos intra-eletrodo e inter-eletrodo calculados em RSD =
2,1% e RSD = 5,22%, respectivamente. A plataforma mostrou especificidade quando
realizado o teste com e sem LOx imobilizada, detectando apenas na presenca da
enzima. A plataforma 2 bicamadas de Qui/AuNps@PTS + 1 LOx foi capaz de
detectar lactato de suor humano em diferentes tempos e intensidades de exercicio
fisico, apresentando um comportamento proximo da frequéncia cardiaca e faixa de
deteccdo proxima as apresentadas pela literatura, indicando novas possibilidades

para futuros estudos em populacdes maiores e protocolos de exercicios especificos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Caracterizar e avaliar possiveis interacdes entre os materiais formadores dos
filmes LbL (quitosana e AuNps) através de andlise de espectros infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR).

¢ Realizar estudos de interferentes do biossensor desenvolvido.

e Testar a plataforma sem a imobilizacdo da enzima LOx como sensor de pH.

e Desenvolver eletrdnica compativel e prot6tipo para tornar o biossensor
desenvolvido em dispositivo portatil.

e Realizar correlacdo entre a concentracdo do lactato medido no suor e o
estresse muscular de atletas.
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8 PRODUCAO CIENTIFICA A PARTIR DOS RESULTADOS DA TESE

Trabalhos Completos publicados em anais de Congresso

Torres, S. G., Santos, E. N.; Sanfelcie, R. C., Pavinatto, A. Producdo e
Caracterizacao de filmes Layer-By-Layer (LbL) para utilizacdo como plataforma de
biossensor eletroquimico. VII Encontro da Pds-Graduacdo da Universidade Brasil,
2019, Sao Paulo.

Resumos publicados em anais de conferéncias nacionais

Torres, S. G., Santos, E. N., Sanfelice, R. S., Pavinatto, A. Desenvolvimento de
Biossensor portatil para determinacdo de acido latico. | CONTECBRASIL - |
Congresso Académico e Tecnolégico da Universidade Brasil, 2020, Sdo Paulo. |
CONTECBRASIL - | Congresso Académico e Tecnologico da Universidade Brasil.
Dezembro de 2020.

Torres, S. G., Santos, E. N., Balogh, D. T., Sanfelice, R. C., Pavinatto,
A. Nanostructured materials as platforms for non-invasive electrochemical
biosensors. XVIII Brazilian MRS Meeting, 2019, Camborid. Setembro de 2019.
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