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Producao de sensores automontados para detecg¢ao de
Doenca de Alzheimer

Production of self-sensing sensors for detection of
Alzheimer's Disease

RESUMO

No presente trabalho buscou-se estudar algumas varidveis (espessura do suporte,
tratamento da superficie do suporte e condi¢cBes de secagem das bicamadas) envolvidas
na produgdo de sensores para diagndstico da Doenga de Alzheimer, que resultassem em
uma melhor linearidade em relagdo ao crescimento das bicamadas. Para isto, foram
estudados cinco sistemas formados por um total de 10 bicamadas de QT/FTC. O
acompanhamento da formacdo das bicamadas foi feito por espectroscopia de absor¢do no
ultravioleta-visivel, em seguida os valores obtidos foram expressados graficamente em
nimero de bicamada por absorbancia. Observou-se boa linearidade (0,92524 < R >
0,99492) para o aumento do niumero de bicamadas em todos os testes realizados. Conclui-
se que o melhor sistema foi produzido utilizando suporte de menor espessura, sem
tratamento da superficie do suporte e secagem das bicamadas utilizando ventilagdo
forgcada. Em etapas futuras, para a produgdo do biossensor, sera necessario a adesdo de
uma monocamada de acetilcolina na ultima camada de FTC do filme automontado.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer. Biossensor. Acetilcolinesterase.

ABSTRACT

In the present work, we searched for some variables (thickness of the support, treatment
of the surface of the support and conditions of drying of the bilayers) involved in the
production of sensors for the diagnosis of Alzheimer's Disease, which resulted in a better
linearity in relation to the growth of the bilayers. For this, five systems were studied
formed by a total of 10 QT/FTC bilayers. The monitoring of the formation of the bilayers
was done by ultraviolet-visible absorption spectroscopy, then the values obtained were
expressed graphically in number of bilayer by absorbance. Good linearity (0.92524 <R >
0.99492) was observed for the increase in the number of bilayers in all tests performed. It
is concluded that the best system was produced using a support of smaller thickness,
without treatment of the surface of the support and drying of the bilayers using forced
ventilation. In future steps, for the production of the biosensor, will require the adhesion
of an acetylcholine monolayer in the last FTC layer of the automated film.
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INTRODUCAO

Segundo a Associacao Brasileira de Alzheimer, a Doenca de Alzheimer é um
disturbio cerebral que se agrava ao longo dos anos no paciente, ou seja, aumenta
sua incidéncia em pessoas idosas. A Doenca de Alzheimer causa morte de células
cerebrais, tornando-se responsdvel pela perda de fungdes cognitivas. Atualmente
estima-se haver cerca de 46,8 milhdes de pessoas com deméncia no mundo. Este
numero praticamente ird dobrar a cada 20 anos, segundo o Relatério de 2015 da
Associacdo Internacional de Alzheimer (ABRAZ, 2018). Essa doenca ainda ndo
possui cura, mas possui tratamento, e o diagndstico precoce é de suma
importancia para a eficdcia do tratamento. Ultimamente tem se buscado meios
de diagnosticar a Doenga de Alzheimer com alta precisdo a partir de métodos
menos invasivos, para isto uma alternativa é o uso de biossensores (LENIGK et al.,
2000; KAUSHIK et al., 2016).

Segundo o laboratério de Materiais Eletroativos do Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo, "Um biossensor consiste em um dispositivo analitico
gue contém um componente bioldgico que garante a especificidade e produz
uma resposta que é traduzida pelo componente fisico em um sinal dptico ou
elétrico. Podemos citar como componentes bioldgicos: antigenos, anticorpos,
enzimas, acidos nucleicos, receptores, células e suas organelas. Todos estes
materiais bioldgicos sdo capazes de produzir respostas especificas a varios
analitos. Os componentes fisicos sdo diversos, como fibras épticas, dispositivos
acusticos, cristais piezoelétricos além de diversos tipos de eletrodos modificados
guimicamente. J3 os sensores quimicos se diferenciam dos biossensores no fato
de que os mesmos nao utilizam componentes bioldgicos na transdugdo do sinal
fisico emitido. Para tanto, tem-se amplamente desenvolvido compostos que
mimetizem as principais caracteristicas de biocomponentes. Uma grande
vantagem destes sensores reside no fato que os mesmos podem ser produzidos
com maior economia, e aplicado em sistemas onde os biocomponentes ndo tém
alcance, como por exemplo, modificagcdes bruscas de pH e temperatura".

Dentre as formas de obtencdo de sensores, destaca-se a técnica layer-by-
layer, um método que possibilita a producdo de filmes ultrafinos organizados em
nivel nanométrico, por meio de diferentes tipos de materiais, de maneira simples
e de baixo custo (GREGOURT, 2012). Nesta técnica, as diferentes camadas se
mantém unidas por interagdes eletrostaticas.

Dando continuidade aos nossos projetos de obtengdo de biossensores para
deteccdo de substancias bioativas, no presente trabalho buscou-se estudar
algumas varidveis (espessura do suporte, tratamento da superficie do suporte e
condigdes de secagem das bicamadas) envolvidas na producdo de sensores para
diagndstico da Doenga de Alzheimer, que resultassem em uma melhor
linearidade em relagdo ao crescimento das bicamadas.

METODOS

Os filmes automontados, base para a producdo dos sensores, foram
produzidos a partir de metodologia adaptada de Rechotnek et al. (2017)
utilizando o biopolimero quitosana (QT, polication) e o composto ftalocianina
tetrassulfonada de niquel (FTC, polianion), ambos da marca Sigma-Aldrich, nas
concentracdes de 10 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente. Em cada estudo
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obteve-se a formacdo de 10 bicamadas de QT e FTC, a partir da técnica layer-by-
layer (Figura 1), alterando as seguintes varidveis: espessura do suporte,
tratamento da superficie do suporte e condicGes de secagem das bicamadas
(Tabela 1). Para a obtencdo dos filmes automontados, o suporte modelo foi
inicialmente submergido na solugdao aquosa de QT por 3 min. e depois
submergido em agua durante 2 min. para retirar QT ndo adsorvida. Apds a
secagem completa do suporte o mesmo foi submergido na solucdo de FTC. Este
processo foi repetido dez vezes. Os materiais produzidos foram analisados em
espectrofotometro ultravioleta-visivel (T70+, marca PG Instruments), utilizando
comprimento de onda de 623 nm (maxima absortividade molar do FTC).

Figura 1 - Etapas envolvidas na técnica layer-by-layer utilizada neste estudo.

Fonte: Autoria Prépria (2018).

Espessura do suporte. Utilizou-se dois tipos de suporte modelo: placas de
vidro com 0,13 mm (suporte 1) e 1,0 mm (suporte 2) de espessura.

Tratamento da superficie do suporte. Para o tratamento da superficie do
suporte, o mesmo foi submergido em solugdo de H»SO4:H,0, (3:1) por 20
minutos, em seguida o suporte foi lavado com agua ultrapura e submergido em
solucdo de H,0:H,0,:NH40H (5:1:1) durante 30 min. a 70 °C.

Secagem das bicamadas. Para a secagem dos filmes utilizou-se ventilagao
forcada em dessecador, Arsec DCV040, no qual foi instalado internamente dois
coolers, Storm modelo MVDCO003, ou ventilagdo natural.

Tabela 1 - Sistemas estudados neste trabalho.

Sistema Espessura Tratamento Ventilagao
Suporte (mm)
1 1,0 Ndo Natural
2 1,0 Nao Forgada
3 1,0 Sim Forcada
4 0,13 Nao Forgada
5 0,13 Sim Forcada

Fonte: Autoria propria (2018).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para todos os sistemas produzidos observou-se, a partir de constatagdo
visual, que as deposi¢des feitas nos suportes sdo uniformes, formando filmes
homogéneos e sem manchas, com intensificagdo da colara¢do azul a medida que

aumenta o numero de bicamadas. Essa constatagdo pode ser observada na figura
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2, na qual apresenta-se o aspecto visual, para o sistema 4, obtido apds cada
preparacao de bicamada.

Figura 2 - Relagdo do aspecto visual do sistema 4 com o numero de bicamadas.

Fonte: Autoria prépria (2018).

A formacdo e crescimento das multicamadas foram acompanhadas pela
intensidade da colorac¢do azul, que é acentuada em funcdo do crescimento das
bicamadas. Esses resultados também foram monitorados por espectroscopia de
absor¢do no UV-Vis (Figura 3). Os espectros de absor¢do em fungdo do
comprimento de onda foram obtidos a cada deposi¢do do FTC sobre os filmes de
quitosana. A partir das varreduras pode-se observar o aumento da banda de
absor¢dao maxima do FTC em 623 nm, inset da Figura 3, em fun¢do do nimero de
bicamada depositada.

Figura 3 - Espectros de absor¢do no UV-Vis do sistema 4 em fungdo do nimero de
bicamadas de QT/FTC. Inset: Espectro de absor¢do no UV-Vis da solugdo de FTC.

oan T U

.’A"s. i
7 N ;\FTC

\
\

0151

Crescimento Bicamadas

Absorbancia (u.a.)

1
50000 50000 70000

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autoria propria (2018).

A linearidade referente a formagcdo de bicamadas de QT/FTC sobre os
suportes foram analisadas a partir dos gréficos de absorbancia em funcdo do
numeros de bicamadas (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de crescimento dos filmes de QT/ FTC para os cinco sistemas estudados.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

Os valores de linearidades de formacao de bicamadas para os cinco sistemas
estudados sdo apresentados na Tabela 2. Observou-se uma boa linearidade
(0,92524 < R > 0,99492) para a formacdo das bicamadas nos cinco sistemas
estudados. Ao comparar a linearidade de formacdo das bicamadas nos filmes
relativos aos sistemas 1 e 2, observou-se que a ventilagdo forcada contribuiu para
um crescimento mais linear das bicamadas em relagdo a secagem natural, além
de diminuir o tempo envolvido no processo de obtencdo dos filmes.

Tabela 2 — Valores de linearidade relacionada a formac¢do de bicamadas nos sistemas

estudados.
1 0,92251
2 0,98747
3 0,97656
4 0,99416
5 0,99492

Fonte: Autoria propria (2018).

Em relagdo a espessura do suporte é possivel observar que o uso do suporte
de menor espessura resultou em filmes com melhores linearidades de
crescimento das bicamadas.

Em relagdo a varidvel tratamento da superficie do suporte observou-se, ao
comparar os resultados dos sistemas 2 e 3, que a linearidade de obtengdo das
bicamadas é menor em relagdo ao processo sem tratamento. Esse resultado
indica que o tratamento quimico na superficie mostra-se dispensdvel pois,
tornando-se apenas um gasto de recursos materiais e tempo desnecessario

Atualmente, a técnica de automontagem permite a fabricacdo de filmes
ultrafinos a partir de diferentes tipos de materiais, de maneira rapida e barata,
com um elevado controle da espessura dos filmes depositados, o que resulta em
eficiéencia em diferentes aplicacdes. A seguir serd apresentado discutido o
mecanismo de preparacdo dos filmes automontados, que sdo base para a
produc¢ao do biossensor.

No presente estudo utilizou-se a quitosana como polieletrélito cationico, que
se adsorve na superficie do vidro por interagdes eletrostaticas. A formacdo da
bicamada ocorre pela deposicdo de polieletrdlitos aniénico, FTC, sobre a
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superficie do polimero. As multicamadas sao formadas pela imersao alternadas
em solugdes com espécies de carga oposta (tal como apresentado na figura 1), as
atracOes eletrostaticas permitirdo a adsorcdo sequencial de multicamadas dessas
espécies carregadas. A agregacao de mais de uma monocamada de uma espécie
dissolvida sobre a superficie é evitada por repulsao eletrostatica.

Para continuidade do trabalho a Ultima camada, constituida pelo polidnion
FTC, serd funcionalizada com acetilcolina, substancia cationica, que atua como
substrato da enzima acetilcolinesterase, uma das enzimas que estdo associadas a
Doenca de Alzheimer. Uma representacdo ilustrando a interagdo existente entre
a ultima camada de FTC e acetilcolina na proposta de biossensor para diagndstico
da Doenca de Alzheimer estad esquematizada na Figura 5.

Figura 5 - Representacdo ilustrando a interagdo existente entre a ultima camada de FTC e
acetilcolina na proposta de biossensor para diagndstico da Doenga de Alzheimer.
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Fonte: Autoria propria (2018).

CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho foi possivel
compreender a influéncia de diferentes variaveis na obtencdo de bicamadas de
QT/FTC em filmes automontados, que sdo a base para a produgdo do biossensor
para diagndstico da Doenca de Alzheimer representado na figura 5.

Para a producdo do biossensor, na proxima etapa serd avaliada a interacdo
de uma monocamada de acetilcolina na ultima camada de FTC. Acredita-se que a
partir das interagdes estabelecidas entre as moléculas de acetilcolina, aderidas na
ultima camada do filme automontado, e as enzimas acetilcolinesterase livres
presente no liquido cefalorraquidiano sera possivel diagnosticar a possibilidade
da Doenga de Alzheimer.
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