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(57) Resumo: DESENVOLVIMENTO DE UM
SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO NA
REDE METAL-ORGANICA Cu3BTC2 PARA
DETECCAO DA GLUTATIONA REDUZIDA EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS. A invencao refere-
se ao método de preparacdo de um sensor
eletroguimico baseado na rede metal-orgénica
cobre (ll) ? benzeno - 1, 3, 5 ? tricarboxilato
(Cu3BTC2) e a aplicacdo do mesmo na
deteccéo de glutationa reduzida, utilizando o
método voltamétrico. O método de preparagéo
do sensor é caracterizado por compreender 0s
seguintes passos: (A) preparagdo de resina
polimérica de Cu-BTC; (B) Imobilizacao do filme
polimérico de CuBTC na superficie de um
eletrodo sélido de ouro, obtendo-se um eletrodo
guimicamente modificado denominado CuBTC-
EAu. A glutationa é oxidada cataliticamente pelo
Sensor CuBTC-EAuU em solugéo tampao fosfato
(pH 3.0), apresentando baixo limite de deteccéo
(0.05 pM) e uma faixa de trabalho linear de 0.05-
2uM, além de boa estabilidade e
reprodutibilidade. A aplicabilidade potencial do
sensor foi demonstrada pelo seu uso na
determinacgéo analitica da concentracao de
glutationa em amostras bioldgicas.
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'DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO NA REDE
METAL-ORGANICA Cu;BTC, PARA DETECCAO DA GLUTATIONA REDUZIDA EM
: AMOSTRAS BIOLOGICAS

01. A presente invencgao esta inserida no campo da eletroquimica e de sensores
~para marcadores biolégicos. Mais particulafmente, esta invencao refere-se ao
desenvolvimento de um sensor eletroquimico nano estruturado e seu método de
preparagcao baseado na rede metal-organica cobre (ll)) — benzeno - 1, 3, 5 -
tricarboxilato (CusBTC,) e a aplicacdo do mesmo na detecgao da glutationa reduzida
em amostras biolégicas. A presente inven¢ao aplica-se na area da medicina humana

para diagndéstico de varias condigdes clinicas e avaliagao do estresse oxidativo.

02. A glutationa consiste em um. tripeptideo formado por (1) acido glutamico, (2)
cisteina e (3) glicina (FIGURA .1), ligados. peptidicamente. Trata-se de um composto
tiolico, existente no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG).

03. As propriedades antioxidantes da glutationa estdo direta ou indiretamente
'relacionadés a processos biologicos importantes, tais como participagdo no processo
de desintoxicagéq de xenobidticos, metabolismo de numerosos compostos celulares,
sintese de proteinas e DNA, trahsporte de aminoacidos, atividade enzimatica e
protecdo celular (Pacsial-Ong, E. J. et al. Anal. Chem. 2006, 78, 7577).

04. Tipicamente, a glutationa pode ser encontrada em fluidos fisiolégicos, tais
como o plasma e urina, onde os niveis observados estdao, normalmente, dentro dos
intervalos de 2.0-12 mM (Kleinman, W. A.; Richie, J. P., Jr. Biochem. Pharmacol. 2000,
60, 19-29; Toyo'oka, T. J. Chromatogr. 2009 877, 3318 —3330).

05. Em particular, problemas na' sintese é metabolismo da glutationa estdo
associados a varios processos patologicos. De forma que, os niveis deste antibxidante
no organismo tem se apresentado cada vez mais importantes nos estudos clinicos.
Relatos mostraram que quantidades reduzidas podem ter implicagGes para doencas
como cancer (Di ilio, C. et al. Cancer Lett. 1995, 91, 19-23; Saydam, N. et al. Cancer
Lett. 1997, 119, 13-19; White, P. C. et al. Electroanalysis 2002, 14, 89-98; Harfiel, D. J.
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C.; Batchelor-Mcauley, C.; Compton, R. G. Analyst 2012, 137, 2285-2296). Além disso,
alteragdes na concentragéo da glutationa a nivel celular tém sido medidas e associadas
a doen¢as ‘tais como arteriosclerose pré-matura, leucemia, diabetes, Sindrome da
imuno-deficiéncia adquirida (SIDA) e doengas de Alzheimer e Parkinson (Seymour, E.
H. et al. Anal. Lett. 2002, 35, 1387).

06. Neste contexto, o interesse na detecgao eficaz e precoce deste biomarcador
tem aumentado na ultima década, onde o desenvolvimento de métodos rapidos,
sensiveis, baratos e robustos torna-se crucial para o auxilio no diagnéstico e
tratamento clinico de varias doengas (Harfield, J. C.; Batchelor-Mcauley, C.; R. G.
Compton, R. G. Analyst 2012, 137, 2285). '

07. Varias técnicas tém sido descritas na literatura para a determinagéo de GSH.
Entre elas podemos encontrar: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectrofluorimetria, espectrofotometria, potenciometria, entre outros. Atualmente, a
utilizagdo da CLAE é a mais popular quando comparada com os outros métodos
réferidos, devido a sua elevada sensibilidade e seletividade (Pastore, A. et al. Clin.
Chim. Acta 2003, 333, 19). Contudo, a sua utilizacdo em ambientes de cuidados de
saud‘e esta limitada, uma vez que se trata de um método que necessita de cuidada
preparagédo de amostras, tempos de analise longos e péssoal especializado para o
manuseamento do equipamento. Para este tipo de método, a analise de custo-eficacia
fica aquém do desejavel, na medida em que as técnicas envolvidas sao geralmeﬁte
caras e comp‘lexas tanto em funcionamento como em processamento, pelo que é
desejavel recorrer a estratégias mais simples e robustas para estudos biologicos e
clinicoé deste analito (Toyo'oka, T J. Chromatogr. 2009, 877, 3318-3330).

08. De forma particular, as técnicas eletroquimicas apresentam-se apropriadas
para determinagao de compostos tidlicos, dado a flexibilidade da quimica redox que
caracteriza a maioria dos compostos organicos de enxofre. Portanto, o
desenvolvimento de medigoes eletroquimicas diretas, na forma de sensores
eletroquimicos, para detecgdo: de glutationa em amostras ndo tratadas seriam
preferidas devido a sua simplicidade e uso pratico em amostras reais (Seymour, E. H.
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et al. Anal. Lett. 2002, 35, 1387).

09. Os sensores eletroquimicos s&o conhecidos por serem valiosos na analise
de amostras em aplicagbes biomeédicas e ambiental. Nos dltimos anos, tornaram-se
mais atraentes por causa das vantagens que eles oferecem em tamanho, baixo custo,

quantidade de amostra, e requerimento de energia (Wang, J. Analyst 2005, 130, 42).

10. Metodos eletroanaliticos para determinagédo de glutationa baseados na
~oxidacao direta do grupo tiol em eletrodos sélidos co“rno carbono vitreo, .grafite pirolitico
e ouro, sao amplamehte explorados. Entretanto, estes eletrodos sdo geralmente
utilizados acoplados a técnicas de separacado, devido a falta de seletividade dos
mesmos, sendo necessario o uso extensivo de pré-tratamentos das amostras ou
adicdo de reagentes para aumentar a seletividade e/ou evitar a interferéncia de outros
tidis na médigéo (Moore, R. .R.; Banks, C. E.: Compton, R. G. Analyst, 2004, 129, 755-
758; Toyo'oka, T. J. Chromatogr. 2009, 877, 3318-3330; Carvalho, F. D. et al. Biomed.
Chromatogr. 2005, 8, 134-136; Salehzadeh, H.; Mokhtari, B.; Nematollahi, D.
Electrochim. Acta 2014, 123, 353-361; Scampicchio, M. et al. Electroanalysis 2007, 19,
2437-2443). '

11. Além disso, os eletrodos sélidos geralmente apresentam um alto potencial de _
oxidagdo para a glutationa, e devido a isto, modificagdes quimicas'nas superficies
destes eletrodos vém sendo investigadas, com o objetivo de diminuir o alto potencial de
oxidagao, obtendo-se, em muitos casos, uma melhor- resposta eletroquimica
(eletrocatalise), alta sensibilidade e eliminagido de interferentes para analise em
amostras complexas (Marzal, P. C. Desenvolvimento de um eletrodo Amperométrico
para a determinacao de Glutationa em eritrocitos. Tese de Doutorado. UNCAMP.
Campinas — SP. Agosto, 2005). |

12. A denominagéo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inic_ialmente
utilizada na eletroquimica por MUrray e colaboradores, na década de 70, para designar
eletrodos com espécies quimicamente ativas convenientemente imobilizadas na
superficie desses dispositivos (Moses, P. R.; Wier, P_; Murray, R. W. Anal. Cherﬁ.. 1975,
47, 1882). O principal objetivo dessa modificagdo é pré-estabelecer e controlar a
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natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solugdo como uma forma de alterar a
reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim, o desenvolvimento de
eletrodos para varios fins e aplicagoes, desde a catalise de reacdes organicas e
inorganicas até a transferéncia de elétrons em moléculas de interesse (Katz, E. et al. J.
Electroanal. Chem. 1994_, 347, 189.; Persbn, B. J. Electroanal. Chem. 1990, 287, 61).

13. Um EQM consiste de duas partes, isto €, um eletrodo base e uma camada
do modificador quimico. A forma de preparacao é determinada pelas caracteristicas
analiticas desejadas para o sensor, de forma a aperfeicoar seu desempenho. Em
termos anéliticos,' a modificagao do eletrodo deve realizar-se de tal forma que o sensor
obtenha sensibilidade, seletividade, estabilidade, reprodutibilidade e aplicabilidade
superiores aquelas de um eletrodo base sem prévia modificagdo, para que seu
emprego seja justificado (Li, Y. X.; Lin, XQ _Sensor. Actuator. 2006, 15, 134-139; H.R.
- ZARE, H. R. et Al. J. Electroanal. Chem., 589 (2006) 60—-69).

14. Alguns dos métodos populares de imobilizagdo do material modificador no
eletrodo incluem a ligagao covalente, adsorgéb e filmes poliméricos. A modificagao dos
_eletrodos com filmes poliméricos eletroativos €& frequentemente preferida sobre os
outros métodos por causa das vantagens de facil aplicacao da tecnica e controle sobre -
' espessura do filme (Zhu. L. et al. Biosens. Bioelectron. 2007, 23, 528).

15. Nos ultimos 30 anos, os filmes poliméricos ganharam populafidade por
serem estaveis e apresentarem amplificacdo do sinal, o qual € a caracteristica mais
importante em aplicacées de sensores analiticos. Além' disso, muitos estudos tem
focado na incorporacgéao de filmes poliméricos porosos a superficie do eletrodo criando
assim um eletrodo de compésito. Essa aplicagao tem resultado no aumento do sinal de
densidade da corrente, obtendo-se uma maior sensibilidade para a detecgdo de
analitos alvos (Lée, P. T. et al. Electroanalysis 2014; Kang, N. K. et al. Sens. Actuators
B, Chem. 2010, 147, 55).

16. A presente invencgéao refere-se ao desenvolvimento de um sistema utilizando
como alternativa de modificador de eletrodo uma rede metal-organica (do inglés Metal

Organic Framework — MOF). Redes Metal-Organicas consistem em uma nova classe
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de materiais porosos cristalinos, introduzidos pela primeira vez por Yaghi e
colaboradores. S&o constituidos por ions metdlicos ligados por ligantes organicos
politépicos que permitem combinar as propriedades de ambos os materiais organicos e
inorganicos. Pesquisas envolvendo estes compostos estdo expandindo muito
rapidamente devido as suas propriedades unicas, tais como microporosidade, area de
superficie elevada, adaptébilidade estrutural, flexibilidade e quimica de carater
sustentavel (Yaghi, O.M.; Li, H. Journal of the American Chemical Society 1995, 117,
10401; Férey, G. Chemical Society Reviews 2008, 37, 191; Farha, O. K.; Hupp, J. T.
Accounts of Chemical Research 2010, 43, 1166; Phan, A. et al. Accounts of Chemical
Research 2010, 43,58).

17. Embora os estudos iniciais sobre estes materiais tenham sido impulsionados
principalmente para aplicages como materiais para armazenamento de gas (CHy, Hz €
CO2), uma gamé de outras aplicagbes potenciais, também foram propostas e
demonstradas, incluindo adsorgao seletiva de gas, catalise e liberagédo controlada de
drogas (Li, J. R; Sculley, J.; Zhou, H. C. Chem. Rev. 2012, 112, 869; Ma, L.; Abney, C;
Lin, W. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 1248; Horcajada, P. et al. Chem. Rev. 2012, 112,
1232; Bétard, A.; Fischer, R. A. Chem. Rev. 2012, 112, 1055);

18. Na presente 1nvenc;,ao o complexo de Cobre benzeno-1,3,5-tricarboxilato .
(Cu-BTC) foi utilizado como modificador de eletrodo. Também conhecido como MF-199
ou HKUST-1 é uma das redes metal-organicas mais estudadas. Trata-se de um sdlido
microporoso com dois tipos de poros, o qual pode ser sintetizado utilizando uma
variedade de métodos, incluindo sintese convencional solvotérmica, assistida por
micro-ondas, sintese a temperatufa ambiente, sintese por ultrassom, por precipitagao,
eletroquimica, entres outras (Zhuang et al. Adv. Func.Mater. 2011, 21,1442-1447).

19. A capacidade de manipular a superficie do eletrodo tem promovido um
avango tecnologico na area dos eletrodos quimicamente modificados. Isso tem
conduzido ao desenvolvimento de processos alternativos de determinagdo de
substratos de interesse clinico, importantes para diagnostico e analise de condigdes

clinicas, onde sensores com rapida detecgdo, alta sensibilidade e especificidade s&o
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cada vez mais requeridos.

20. Neste invento foi utilizada a rede metal-organica CusBTC, no
desenvolvimehto de um sensor para a determinagdo de GSH. As vantagens de usar
essa matriz como alternativa de modificador de eletrodo para utilizagdo em voltametria
ciclica esta em suas propriedades eletrocataliticas e na sua grande area sUperficial,
alto volume de poros e alta estabilidade quimica. Além disso, no organismo, a
glutationa se liga naturalmente a ions metdlicos endogenos tais como cobre, via
reagoes nao enzimaticas. Assim, a rede metal-organica escolhida foi & base de cobre,
de forma a mimetizar essa afinidade.

21. Apresente invencao ainda apresenta a vantagem de ser um método analitico
econdmico, que conduz a resultados mais rapidos, exatos e reprodutiveis, com
manipulagbes de pequenas quantidades de amostra, que podem ser aplicaveis a

medidas “in vitro” e substituir as metodologias tradicionalmente usadas nesta area.

22. Um outro aspecto da invengao refere-se a ser um sensor de facil construgao, -
que requer procedimentos simples de manuseio, sem necessidade de grandes
processos de preparagdo, cuja andlise pode ser realizada at¢é mesmo com
“equipamentos portateis.

23. Em um aspebto particular, o sensor desenvolvido mostrou re_sposté catalitica
para a oxidagao de GSH em tampao fosfato pH 3,0, com um potencial de oxidacao de
0,5V vs. Ag/AgCl, o qual foi menor quando comparado com outros eletrodos metalicos
na literatura, onde o potenc'ial de oxidagdo é geralmente de 1,1 V.

24. Até a presente data, poucos dados estdo disponiveis sobre as propriedades
eletroquimicas das redes metal-organicas, e o estudo de sua aplicacao na
eletroquimica ainda esta engatinhando. Entretanto, combinando suas caracteristicas de
porosidade, alta area superficial, bem como as propriedades eletrocataliticas dos seus
ions metais, um novo método para a modificacdo da superficie de eletrodos,
produzindo EQMs, pode ser promissor no desenvolvimento de novos sensores

eletroquimicos e biossensores com propriedades analiticas e eletroquimicas
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favoraveis.

25. Para fins analiticos, raros sensores eletroquimicos para glutationa foram
desenvolvidos até o momento, e nenhum deles utilizava como material de
reconhecimento quimico uma rede metal-organica catalitica imobilizada sobre um
eletrodo base. Este invento é o primeiro a utilizar a rede metal-organica Cu;BTC, para
obtengdo de um sensor com propriedades analiticas e eletroquimicas favoraveis, tais
como sensibilidade, range analitico, e estabilidade. Estas caracteristicas devem-se ao
elevado numero de locais ativos que.: este tipo de material possui, a forte aderéncia,

bem como outras propriedades complementares.

26. Apenas dois artigos foram encontrados na literatura (Hosseini, H. et al.
Biosensors and Bioelectronics 2013, 42, 426-429: Hosseini, H. et al. Electrochimica
Acta 2013, 88, 301-309) utilizando a rede metal-organica CusBTC, como modificador
de eletrodo. Entretanto, os sensores construidos com este material foram utilizados
para deteccdo de outros analitos alvos, respectivamente, cisteina e a hidrazina. Além
disso, os autores ndo conseguiram uma resposta catalitica 6tima que justificasse o uso
apenas da rede metal-organica como modificador. As caracteristicas de porosidade e
alta area superficial da rede foram combinadas com as propriedades de nanoparticulas
de ouro bara obter a resposta eletrocatalitica desejada, aumentando os custos dos
sensores eletroquimicos desenhados, o que, em muitos casos, ndo seria viavel

economicamente para analises clinicas rotineiras.

27. Apenas uma patente brasileira foi encontrada na area deste invento. Trata-se
de um sensor amperométrico para determinagdo da atividade da enzima Glutationa
Redutase em amostras de hémolisado de hemacias (Carta Patente n° Pl 0202893-0,
2015). Neste invento, o sensor desenvolvido teve como objetivo detectar nao a
presenca e/ou quantidade da Glutationa como biomarcador, mas a atividade de uma
das enzimas envolvidas no metabolismo desta biomolécula, o que diferencia do invento
aqui apresentado. '

28. No sistema desenvolvido, as particulas de CuBTC (4) foram imobilizadas na
superficie de um eletrodo de disco de ouro com diametro de 1,7 mm (5), apresentando
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contato elétrico de fio de ouro (6) embutido em haste de grafite de 6,50 mm x 750 mm
de altura (7) e um anel Viton foi utilizado para fixar o eletrodo no orificio da tampa da
célula eletroquimica (8) (FIGURA 2).

29. Uma resina poliméria foi preparada a partir da mistura copolimérica de 2g de
acrilamida e acrilato de s6dio em 30 mL de solugéo alcéolica. Em Seguida, 100mg de
CuBTC em sua forma comercial (Basolite C300) fabricéda pela Sigma Aldrich, foi
adicionada e soniéada por 2 horas para completa homogenizagdo da solugéo,
formando a resina poliméria Cu-BTC. Para preparacao do eletrodo modificado, uma
aliquota (2uL) da resina polimérica foi depositada em um eletrodo de disco de ouro
miniaturizado. Apés secagem, um filme fino da Rede Metal-Organica cobre (ll) —
benzeno - 1, 3, 5 — tricarboxilato foi formado na superficie do eletrodo de Quro e
identificado pela sigla CuBTC-EAu.

30. Antes de ser utilizado como sensor, as propriedades eletroquimicas do
eletrodo, quimicamente modificado foram estudadas por voltametria ciclica (VC) numa
solugdo de 0, 1 mol L de tampao fosfato em pH 3,0, utilizada como eletrélito de
suporte.

31. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura
ambiente, com auxilio de um potenCiostato/GaIvanostato da Autolab PGSTAT 10,
interfaciado a um microcomputador com software NOVA 1.8 para controle do potencial,
aquisi¢éo e tratamento de dados.

32. O sistema utilizado foi constituido de uma célula eletroquimica de 30 mL de
capacidade volumeétrica (9), fechada com uma tampa de teflon com trés orificios (10),
utilizando-se um eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata saturado com 3M de
cloreto de potassio como eletrolito (Ag/AgCI(KClsat))(11), um eletrodo auxiliar de fio de
platina (12) e como eletrodo de trabalho o_sénsor desenvolvido (13) (FIGURA 3).

33. Apos otimizagao das condigdes operacionais do sensor - 10mL de Tampao
Fosfato 0,1 mol L, utilizado como eletrélito de suporte; pH 3.0; potencial aplicado= -
0,4 a 1V, taxa de varredura 50,0 mVs™'; tempo de resposta = 15 minutos - os resultados
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mostraram que com a adi¢do da glutationa no meio de reagdo ha o apare‘cimento. de
um novo pibo de oxidacao, no potencial de 0.5V, o qual é devido a interacao do-fnetal
do eletrodo modificado com 6 grupamento —SH da glutationa, formando um novo
complexo (FIGURA 4). Este sinal, podanto, € utilizado para detectar a presenga e a
quantidade de glutationa em uma amostra, levando em consideragéo respectivamente
o potencial da curva de oxidagdo e a intensidade da corrente.

34. Nas .condigdes aqui'apresentadas, com ©o-aumento da concentracdo de
glutationa na solu¢do ha um aumento proporcional do valor de corrente. A glutationa é
oxidada cataliticamente pelo CuBTC-EAu gerando um sinal elétrico, e uma equacao de
regressao linear, Ip (uA) = 0.5 [GSH] (uM) + 0.40, foi estabelecida de acordo com é
mudanca de corrente e a concentragéo de glutationa na solugﬁéo, com um coeficiente
de correlacao (r?) de 0,9965 (FIGURA 5). Onde Ip é a densidade de corrente de pico
anddica em pA e [GSH] éa concentragao da GSH em uM.

- 35. O sensor desenvolvido apresenta, portanto, uma boa atividade
eletrocatalitica para a oxidagdo da glutationa, com baixo limite de détecgéio (0.05 uM) e
uma; faixa linear de 'reSposta de 0.05-2uM, a.Iém de boa estabilidade e reprodutibiiidadé.
A aplicabilidade potencial do sensor foi demonstrada pelo seu uso na determinacéao
analitica da concentragéo de glutationa em amostras biolégicas (FIGURA 6).

36. Para os testes em amostras reais, foram coletadas amostras sanguineas (5
mL) de individuos saudaveis, através de pungéo da veia intermédia do brago, por um
profissional qualificado. Tal procedimento teve liberagdo do comité de ética em
pesquisa sob o0 numero-de protocolo 041512/2014. -

37. As amostras de sangué foram coletadas em tubos contendo solugdo
anticoagulante (EDTA- &cido etilenodiamino tetra-acético) e centrifugadas a 1000 x g
por 10 minutos, extraindo-se o sobrenadante. Apés centrifugacao, estes foram
armazer_lados em tubos criogénicos a :80°C, devidamente identificados, para posterior
analise.

38. Nos estudos voltamétricos, uma aliquota de 500 pL foi diluida em 9,5 mL de
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- solugdo tampao fosfato de sodio 0,1 mol l._‘1 em pH 3,0 (1:2.0, VW) e submetida a
analise por voltametria ciclica (VC) nas mesmas condigdes anteriormente otimizadas

para o sensor desenvolvido.

39. Como pode ser obervado na FIGURA 6, a qual mostra o voltamograma de
uma amostra de soro, a oxidagdo ocorre praticamnte no mesmo potencial encontrado
para as amostras padrao de glutationa, o que demonstra a sensibilidade e efetividade
do sensor para a detecgao deste analito em amostras complexas, sem que ocorram
interferéncias de outras espécies. Além disso, as medidas em triplicatas demonstram a
reprodutibilidade do método, uma vez que a intensidade da corrente (I(A)) de eletro-
oxidagao da glutationa ocorrem em valores muito proximos e dentro da faixa linear de
deteccao obtida. ' '

40. A concentragdo de Glutationa nas amostras de soro analisadas pelo método
de voltametria ciclica utilizando o Sensor eletroquimico' CuBTC-EAu foi de
aproximadamente 1,69 + 0,04 uM, o que corrobora com os dados da literatura (Frei,
B.; Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1995, 35, 83; Halliwell, B.; Gutteridge, J. M. C.; Free
Radical in Biology and Medicine, 3" ed., University Press: Oxford, 2007; Navarro, J et
al. Free Radical Biol. Med. 1999, 26, h410-418) guanto aos valores de referéncia deste
-antioxidante em sangue humano (TABELA 1).

Tabela 1. Valores de referéncia para Glutationa em sangue
humano
Antioxidades Valores de referéncia
Glutationa — GSH (Plasma) 1-3 uM
Glutationa — GSH (Soro) 1-3 uM~

Fonte: Adapatada de Frei (1995), Halliwell e Gutteridge (2007) e Navarro (1999).

41. Breve descrigdo das Figuras. As caracteristicas e vantagens da presente
invengdo se tornardo aparentes na descricdo detalhada das caracteristicas e

resultados preferidos da invengéo, com referéncia as figuras anexas.
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42. Figura 1 - Estrutura Quimica da Glutationa.
43. Figura 2 - Eletrodo quimicamente modificado CuBTC-EAu.
44. Figura 3 - Sistema Eletroquimico.

45. Figura 4 - Voltamogramas do CuBTC-EAu em 0,1 mol L™ de Solugcdo Tampao
Fosfato pH 3.0 ap6s 15 min. de contato ‘(linha azul) e na presénr;a de 0,8mM de
Glutationa (linha vermelha). '

48. Figura 5 —'Voltamogramas do CuBTC-EAu em solugdes com concentragbes
progressivas de Glutationa (GSH) em 0,1 mol L™ de Solugao Tampao Fosfato pH 3.0
apos 15 min, de contato. Curva de calibragao obtida.

47. Figura 6 - Voltamogramas do CuBTC-EAu em soro sanguineo diluido em 0,1
mol L de Solugao Tampéd Fosfato pH 3.0 apés 15 min, de contato, realizado em
triplicata. |

48. A.invengéo é aplicada para determinagao de Glutationa reduzida em matrizes
complexas, como € o caso de fluidos bioldégicos como sangue e urina, com elevada
sensibilidade e baixos niveis de interferéncia, associados com a rapidez que analises
rotineiras relacionadas ao diagndstico clinico exigem.

49. O método desenvolvido pode ter aplicabilidade visando o diagnéstico clinico
de varios processos patolégicos que estdo associados ao estresse oxidativo, como
cancer, diabetes, Sindrome da imuno-deficiéncia adquirida (SIDA) e doencgas de
Alzheimer e Parkinson. Em especial nos caso de cancer, onde a produgio excessiva
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio esta associada a geragao de danos

como apoptose e mutagoes.

30. Individuos com neoplasia possuem concentragdes elevadas de marcadores
oxidantes e concentragdes reduzidas de substancias antioxidantes. Além disso,
pacientes submetidos ao tratamento por quimioterapia ou-radioterapia tem conduzido a

uma diminui¢ao da capacidade antioxidante total devida a diminuicao significativa dos
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niveis de glutationa.-Esta capacidade anti-oxidante vem ainda mais afetada com o
estadio da doenga e consequentemente 'com a gravidade da mesma, uma vez que o0s
marcadores antioxidantes s&o encontrados em niveis significativamente mais baixos.
Assim a presente invencado aplica-se também ao acompanhamento da resposta

terapéutica.
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REIVINDICACOES

1. Sensor eletroquimico baseado na rede metal-organica CusBTC, para detec-
cao da glutationa reduzida em amostras biologicas, caracterizado por abordar
um sistema de trés eletrodos, sendo um contra-eletrodo de fio de platina, um
eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata (Ag/AgCl(KClsst)) € um eletrodo
de trabalho de ouro quimicamente modificado com a estrutura metal-organica
cobre-benzeno-1,3,5-tricarboxilato (CuBTC), em meio de reacao contendo

tampao fosfato 0,1 mol L' em pH 3, para deteccao da glutationa reduzida.

2. Sensor eletroquimico baseado na rede metal-organica Cu;BTC; para detec-
cao da glutationa reduzida em amostras bioldgicas, de acordo com a Reivindi-
cacao 1, caracterizado por abordar o método da voltametria ciclica para ele-

tro-oxidacao catalitica da glutationa em baixos potenciais.

3. Método de preparacao de eletrodos quimicamente modificados, caracteri-
zado por utilizar como mediador, ou seja, como material de reconhecimento
quimico, redes metal-organicas cataliticas imobilizadas sobre um eletrodo

base.

4. Método de preparacao do sensor eletroquimico baseado na rede metal-or-
ganica CusBTC,, de acordo com a Reivindicacao 1, caracterizado por compre-
ender a preparacdao de uma resina polimérica constituida pelo copolimero
acrilamida-acrilato de sodio e a estrutura metal-organica CuBTC, formando
um filme polimérico, o qual é depositado na superficie de um eletrodo de

disco de ouro miniaturizado.

5. Método de deteccao da glutationa reduzida em amostras biologicas, carac-
terizado por usar o sensor eletroquimico descrito na Reivindicacdao 1, para

analise do estresse oxidativo nas areas de medicina humana ou veterinaria.

Peticéo 870160071353, de 29/11/2016, pag. 4/5



2/2

6. Método de deteccao da glutationa reduzida em amostras bioldgicas, carac-
terizado por usar o sensor eletroquimico conforme definido na Reivindicacao
1, para determinacao e quantificacao da glutationa reduzida em amostras de
soro sanguineo de individuos visando o diagnoéstico clinico de varios processos
patoldgicos que estdao associados ao estresse oxidativo, tais como cancer,

arteriosclerose, leucemia, diabetes, AIDS e doencas de Alzheimer e Parkinson.

7. Método de deteccao da glutationa reduzida em amostras bioldgicas, carac-
terizado por usar o sensor eletroquimico conforme definido na Reivindicacao
1, para determinacao e quantificacao da glutationa reduzida em amostras de
soro sanguineo de pacientes com cancer submetidos ao tratamento por quimi-

oterapia ou radioterapia, de forma a acompanhar a resposta terapéutica.

8. Método de deteccado da glutationa reduzida em amostras bioldgicas, carac-
terizado por usar o sensor eletroquimico conforme definido na Reivindicacao
1, para determinacao e quantificacao da glutationa reduzida em amostras de
soro sanguineo de atletas, para avaliacao do estresse oxidativo induzido pelo

treinamento fisico.
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO NA REDE
METAL-ORGANICA Cu;BTC, PARA DETECCAO DA GLUTATIONA REDUZIDA EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS

A invengéo refere-se ao método de preparacéo de um sensor eletroquimico baseado
na rede metal-organica cobre (Il) — benzeno - 1, 3, 5 — tricarboxilato (CusBTC,) e a
aplicagdo do mesmo na detecgdo de glutationa reduzida, utilizando o método
voltamétrico. O método de preparacgédo do sensor & caracterizado por compreender os
segUintes passos: (A) preparagao de resina polimérica de Cu-BTC; (B) Imdbilizagéo do
filme polimérico de CuBTC na superficie de um eletrodo sélido de ouro, obtendo-se um
eletrodo quimicamente modificado denominado CuBTC-EAu. A glutationa é oxidada
cataliticamente pelo Sensor CuBTC-EAu em solugdo tampio fosfato (pH 3.0),
apresentando baixo limite de detecgZo (0.05 uM) e uma faixa de trabalho linear de
0.05-2uM, além de boa estabilidade e reprodutibilidade. A aplicabilidade potencial do
sensor foi demonstrada pelo seu uso na determinagio analitica da concentracao de
glutationa em amostras bioldgicas.
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