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Resumo

Este artigo apresenta uma sintese critica da literatura sobre a tecnologia dos biossensores.
Os principios nos quais se baseia esta nova abordagem analitica, suas principais
caracteristicas que a diferenciam dos outros métodos tradicionais (quimicos e bioensaios),
as multiplas configuragdes e tipos que tém sido desenvolvidos por pesquisadores das
mais variadas areas da ciéncia e uma definigdo adequada para esta nova classe de
sistemas analiticos sdo examinados. Por fim, as diversas aplicagdes dos biossensores,
com énfase para o monitoramento de poluentes ambientais perigosos para a saude
humana (ex: pesticidas, metais, fenol, nitrito, disruptores endocrinos, etc.) e as
perspectivas futuras nesta area sdo discutidas.
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ABSTRACT

This article presents a critical review of the literature about the biosensor technology.
The principles of this new analytical approach, its main unique characteristics and the
multiple configurations or types developed, as well as a suitable definition for this class
of analytical systems are evaluated. The various applications of the biosensors in
several areas, specially for the monitoring of environmental pollutants (e.g. pesticides,
metals, phenol, nitrite, endocrine disruptors, etc.) hazardous to human health, and the
future perspectives in this filed are discussed.
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1. INTRODUGAO

Embora bioensaios sejam utilizados para a avaliagdo dos efeitos de substancias
quimicas nos organismos ha varias décadas, o desenvolvimento da tecnologia dos
biossensores ¢ relativamente recente. Devido a grande versatilidade dos biossensores,
houve um aumento significativo do seu uso em diversos campos da ciéncia nas
ultimas décadas. Isto pode ser constatado pelo aumento exponencial no niimero
de publicagdes que tratam desta abordagem. Obtiveram-se resultados similares
em levantamentos realizados nas bases de dados PubMed e Web of Science, utilizando
como palavra-chave o termo biosensor. A exce¢do de um unico artigo de 1965, as
primeiras referéncias sobre biossensores surgem a partir de 1984. Entre os anos
de 1965 ¢ 1985, apenas sete artigos foram publicados. Ja no periodo seguinte
(1986-1996) obteve-se cerca de 2.000 referéncias, enquanto nos ultimos anos
(1997-2007) foram encontrados 12.000 artigos. Outros exemplos do crescente
interesse da comunidade cientifica sobre o tema foram a realiza¢do do primeiro
simpoésio (nos EUA) e a publicagdo do primeiro periddico (Biosensors and
Bioleletronics) dedicados ao tema, respectivamente em 1984 e 1985 (IEEE, 1984).

O grande atrativo desta técnica, em relagdo aos métodos quimicos tradicionais,
¢ que ela permite determinar diretamente a biodisponiblidade das substancias
quimicas ¢ seus cfeitos biologicos. Estes dados possuem diversas aplicagdes em
varias areas, como por exemplo: a maximizag¢ao da absor¢do de vitaminas e
nutrientes na area de nutrigido, o estudo da efetividade de novas drogas na
medicina, a avaliagido do risco das espécies quimicas de poluentes nas ciéncias
ambientais. O objetivo do presente artigo foi realizar uma revisao critica da
literatura sobre este importante tema, enfatizando suas aplicagbes para o

monitoramento de poluentes ambientais perigosos para a satide humana.

1.1. DEFINICAO E PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

Atualmente, com as crescentes aplicagdes dos biossensores em varios campos
da ciéncia, diferentes abordagens tém sido utilizadas por pesquisadores para a sua
construgdo ¢ o termo tem sido empregado para designar varias configuragdes de
sistemas analiticos, indiscriminadamente. Rodriguez-Mozaz et al. (2005) apresen-
taram uma defini¢do conveniente para biossensores, que pode ser aplicada aos
varios tipos existentes: “Biossensor é um sistema autonomo integrado, composto de um elemen-
lo bioldgico receptor em contato direto com um elemento conversor, o qual é capaz de converter a
reagdo entre o elemento bioldgico e o analito de interesse em um sinal mensurdvel” (Figura 1).

Enquanto os receptores biologicos sdo os responsaveis pela seletividade do
sistema, a sua sensibilidade ¢ determinada principalmente pelo conversor
(Castillo et al., 2004). O clemento biologico pode ser uma enzima, um anticorpo,

microorganismos, acidos nucléicos ou mesmo células inteiras. Conseqiientemente,
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alguns exemplos das reagdes biologicas monitoradas sdo: a atividade ou inibi¢do
de enzimas, a indugdo de genes especificos ou até a morte celular. A interagao do
elemento biolégico receptor com o analito alvo através de reagdes especificas
gera alteragdes no meio (ex: alteragdo da concentragdo de prétons, emissdo de
gases, emissdo ou absor¢do de luz, liberagio de calor, aumento da massa do
receptor e/ou alteragdo do estado de oxidagdo do analito), as quais sdo captadas
¢ transformadas pelo conversor em um sinal mensuravel (ex: variagdo na
corrente, no potencial, na temperatura, etc.). Este sinal ¢ proporcional a con-
centragdo do analito, permitindo medig¢des tanto qualitativas ¢ quantitativas em
tempo real. Geralmente, os conversores realizam medidas oticas ou
eletroquimicas, que s3o amplificadas eletronicamente (Batzias & Siontorou, 2007;
Alfaya & Kubota, 2002).

Elemento

Biologico Receptor Elemento Conversor

Enzimas Eletroquimicos, Eletrodo Semicondutor
Anticorpos
Acidos Nucléicos Sensiveis a massa, Cristal de Quartzo

Sinais
Elétricos

Microrganismos
Células Vegetais
Células Animais Termomeétricos, Termistor
Tecidos Vegetais
Tecidos Animais

Opticos, Fotomultiplicador e Fotodiodo

Sonoros, Detector Sonoro

Figura 1
Representagdo esquematica dos Biossensores (adaptado de Nakamura & Karube, 2003).

Os biossensores, definidos como uma classe especifica de sistemas analiticos
podem ser diferenciados dos bioensaios tradicionais pela auséncia, nestes ultimos,
de um conversor como parte integral do sistema analitico. Nos bioensaios
tradicionais, os resultados sdo obtidos apds o uso de equipamentos ou
“conversores” externos. Isto gera muitas vezes a necessidade de diversas etapas
de processamento das amostras, com maiores custos ¢ tempos de resposta
(Rodriguez-Mozaz et al., 2006).

As principais caracteristicas genéricas dos biossensores sdo a grande
especificidade e sensibilidade, a simplicidade e a rapidez nas analises, fazendo dos
biossensores uma alternativa promissora, de baixo custo de operagio ¢ de
manutengdo (Figura 2). Além destas vantagens, existe a possibilidade de
miniaturiza¢do dos biossensores, tornando-os sistemas portateis, o que aliado a

capacidade de trabalhar em condigoes de campo (ex: elevadas temperaturas,
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ambientes contaminados) ¢ a possibilidade de determinar os analitos diretamente
em amostras complexas (ex: amostras ambientais ou biolégicas), sem a necessidade
de longos e custosos pré-tratamentos, os tornam candidatos ideais para programas
de monitoramento ambientais. Isto ¢ ainda mais relevante, nos casos onde se
deseja monitoramento em tempo real, visto que os biossensores podem ser
automatizados. Apesar de todas estas vantagens, o uso de biossensores para o
monitoramento ambiental ainda ¢ pequeno, quando comparado ao seu uso na
medicina e na industria farmacéutica. Por fim, a tecnologia dos biossensores pode
complementar os métodos analiticos tradicionais, fornecendo informagdes que
de outra forma ndo estariam disponiveis (ex: biodisponibilidade e efeitos biologicos)
(Selifonova et al., 1993; Ramanathan et al., 1997; Parellada et al., 1998).

Preparagdo minima da amostra R
Andlise direta Preparo e concentracéo prévia da amostra o=
§ . N Necessidade de pessoal capacitado S @
S Facilidade de utilizacéo . ) =0
] Portabilidade Metodologia laboratorial =
a ) Uso de grande quantidade de amostra g- @
] Uso de pequena quantidade de amostra S
2 X Alto custo )
. Baixo custo Maior tempo de analise @
Resultados rapidos p
L2 =]
© - T N -
5 Estabilidade bioldgica irrestrita Baixa estabilidade de material biologico 2
é % Determinagao de analitos variados Determinago de um (nico analito 2
ez Disponibilidade comercial Pouca disponibilidade comercial §
S @
= o @
VANTAGENS COMPLEMENTARES OFERECIDAS POR AMBAS AS TECNOLOGIAS
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Q L g o v
a Sensibilidade Sensibilidade S
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w
Figura 2

Comparacdo das caracteristicas dos Biossensores em relagdo aos métodos analiticos
tradicionais (adaptado de Rodriguez-Mozaz et al., 2004).
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A principal desvantagem dos biossensores, ¢ a sua direta dependéncia do
elemento biolégico receptor. Conseqiientemente esta técnica analitica, em geral,

¢ menos reprodutivel que os métodos quimicos tradicionais (Ron, 2007).

2. CLASSIFICACOES DOS BIOSSENSORES

Os biossensores podem ser classificados de diversas maneiras. Dois tipos de
classificagio comumente descritos na literatura sdo baseados no método de

conversao do sinal ou no elemento biologico receptor (Alfaya & Kubota, 2002).

2.1. CLASSIFICACAO CONFORME O METODO DE CONVERSAO DO SINAL

Segundo Rodriguez-Mozaz et al. (2004), podemos classificar os biossensores

em quatro grupos diferentes, de acordo com a forma de conversdo do sinal:

2.1.1. BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Neste grupo de biossensores, a reagdo entre o receptor biologico e o analito
estudado gera variagdes na corrente ou no potencial, que sio medidas por eletrodos
amperométricos ou potenciométricos, respectivamente. A maioria dos biossensores
descritos na literatura ¢ eletroquimica, o que pode ser explicado pela alta sensibi-
lidade destes eletrodos e as suas compatibilidades com as modernas tecnologias de
microfabricagdo, portabilidade e baixo custo (Rodriguez-Mozaz et al., 2004).
Os biossensores eletroquimicos nos permitem trabalhar com amostras turvas e
apresentam custos menores, quando comparados com os métodos opticos. Por
outro lado, dependendo das condi¢des experimentais, podem apresentar uma
ligeira perda de sensibilidade e seletividade (Lazcka et al., 2007).

2.1.2. BIOSSENSORES OPTICOS

Neste grupo de biossensores, a reagdo entre o receptor biolégico e o analito
estudado, produz ou absorve luz, que ¢ comumente detectada por tubos
fotomultiplicadores. Estes biossensores sao os mais utilizados para bioanalise, sendo
o segundo grupo mais comum de biossensores. Eles tém sido utilizados para a
detecgdo de contaminantes, drogas, substancias toxicas ¢ agentes patogénicos. Os
sensores oOpticos, além de rapidos, possuem componentes de miniaturizagdo
adequados e apresentam a capacidade de analisar mais de um elemento simulta-

neamente (Rodriguez-Mozaz et al., 2004; Lazcka et al., 2007).

2.1.3. BIOSSENSORES SENSIVEIS A MASSA (PIEZOELETRICOS)

Neste grupo de biossensores, a reagdo entre o receptor biologico e o analito
estudado faz com que a massa do receptor bioldgico aumente. Para este grupo de

biossensores, as quantidades necessarias de receptor ¢ de amostra sdo extremamente
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reduzidas ¢ os limites de detecgdo alcangados sdo bastante baixos quando
comparados com os métodos classicos. Além disso, estes biossensores permitem
0 monitoramento em tempo real no ar, no vacuo ou em amostras ambientais

que se encontrem no estado liquido (Rodriguez-Mozaz et al., 2004).

2.1.4. BIOSSENSORES TERMOMETRICOS

Estes biossensores sdo baseados na detec¢do de alteragdes de temperatura
provenientes de reagdes biologicas que produzem calor. Suas aplicagdes sdo,
principalmente, na area clinica e em processos industriais. No campo ambiental,
suas aplicagdes comegaram a ser estudadas para a identificagio de alguns pesticidas

cyjas reagdes produzem calor (Rodriguez-Mozaz et al., 2004).

2.2. CLASSIFI()A(}A() CONFORME O ELEMENTO BIOLOGICO RECEPTOR

Os biossensores podem ser divididos em dois grupos, de acordo com o
elemento biologico receptor: biocataliticos (ex: enzimas, microorganismos,
organelas, células ou tecidos de plantas e animais) e bioligantes (ex: anticorpos,
receptores, acidos nucléicos). Recentemente, alguns elementos artificiais também
tém sido considerados como elementos biologicos receptores, tais como os polimeros
biomiméticos, que possuem as mesmas caracteristicas de seletividade e apresentam
vantagens em relagdo a estabilidade quimica e capacidade de adsor¢do (Nakamura
& Karube, 2003; Tarley, 2005).

2.2.1. BIOSSENSORES IMUNOLOGICOS

Nestes biossensores, anticorpos sdo usados como o elemento biologico receptor.
A detecgdo pode ser eletroquimica, quando o anticorpo ¢ previamente imobilizado
num cletrodo, ou éptica, quando o anticorpo é imobilizado em um suporte.
A imobilizagdo pode ser através de adsor¢do passiva, interagdes covalentes ou
através de uma matriz de gel (Castillo et al., 2004; Patel, 2002).

2.2.2. BIOSSENSORES DE ACIDO NUCLEICO

Muitos biossensores de acido nucléico sdo baseados na capacidade de
hibridiza¢do das moléculas de DNA e de RINA. Muitos testes de toxicidade sdo
baseados na intera¢do do composto toéxico com a molécula de DNA, imobilizada
em um suporte adequado, desenvolvida especificamente para monitoramentos

ambientais e testes de triagem (Bacumner, 2003).

2.2.3. BIOSSENSORES ENZIMATICOS

O primeiro biossensor descrito na literatura era do tipo enzimatico,

desenvolvido para a detecgdo de glicose (Clark & Lions 2006). As enzimas sido
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substancias organicas de natureza protéica, com atividade intra ou extracelular ¢
que induzem reag¢des quimicas que dificilmente aconteceriam sem a sua presenga.
Este tipo de biossensor utiliza enzimas especificas que interagem com o analito de
interesse, gerando produtos que sdo detectados diretamente pelo conversor. Os
biossensores enzimaticos representam um dos maiores grupos de sensores com apli-

cagOes em amostras ambientais e de alimentos (Baeumner, 2003; Castillo et al., 2004).

2.2.4. BIOSSENSORES CELULARES

Os biossensores podem ser construidos com componentes biolégicos isolados
(ex: proteinas, anticorpos, acido nucléicos, etc.) ou com organismos integros
(ex: células microbianas intactas). Existem algumas questdes que devem ser consi-
deradas quanto ao uso de organismos integros, tais como: tempo de vida da
célula, maiores tempos de resposta e de retorno do sinal a linha de base,
possibilidade de obtengdo de baixa reprodutibilidade devido a variabilidade
entre lotes de células produzidas, provavel influéncia dos mecanismos de trans-
porte ¢ metabolismo celular no sinal do biosensor ¢ etc. Um ponto fundamental
para este tipo de biossensor ¢ o controle cuidadoso das condigoes de cultivo
celular. A idade da cultura, a temperatura, a densidade celular, as condigdes de
aeragdo das culturas (caso isto seja necessario) durante o cultivo e a experi-
mentagdo podem afetar significativamente a resposta dos biossensores celulares
(Ramanathan et al., 1997).

Apesar destas questdes, as quais ndo sdo insuperaveis, existem varias vantagens
no uso de células integras em biossensores. Primeiramente, a constru¢do destes
biossensores ¢ mais barata, uma vez que, geralmente, as células sdo produzidas
facilmente, em grandes quantidades e ndo ¢ necessario o isolamento dos compo-
nentes celulares receptores, que muitas vezes requerem técnicas analiticas sofisti-
cadas. Em segundo lugar, estes biossensores sdo geralmente mais tolerantes as
condigoes experientais (ex: temperatura ¢ pH fora dos limites usuais), uma vez
que os componentes biologicos se encontram no ambiente intracelular que ¢
controlado internamente por mecanismos celulares. Portanto, muitas vezes, este
tipo de biossensor apresenta maior estabilidade e duragdo de uso, que os
biossensores construidos com componentes biologicos isolados. Por tltimo, com o
uso deste tipo de biossensor podemos obter informagoes sobre o funcionamento
do analito dentro da célula, como o efeito estimulante ou inibidor (agonista ou
antagonista) ou a toxicidade do analito (causando a morte celular), que depen-
dendo do objetivo do estudo, podem ser muito valiosas. Por estas razdes, existe
um grande nimero de biossensores construidos com células integras, descritos na
literatura. Biossensores bascados neste tipo de elemento bioldgico sdo amplamente

utilizados no monitoramento de contaminantes quimicos no meio ambiente, como
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¢ o caso do monitoramento da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e de
metais pesados (Selifonova et al., 1993; Bousse, 1996; Ramanathan et al., 1997).
Um importante subgrupo de biossensores celulares utiliza células microbianas
integras (biossensores microbianos). Eles apresentam uma configuragio um pouco
diferente da defini¢do descrita anteriomente. Embora existam uma grande
variedade de arranjos, o principio geralmente utilizado na construgdo deste tipo
de biossensores se baseia na técnica do DNA recombinante (Figura 3). Nesta
abordagem, um gene sinalizador ¢ colocado sob o controle de um promotor,
muitas vezes proveniente de um gene de resisténcia a substancia que se deseja
estudar, o qual ¢ induzido apenas pela presenga intracelular desta substancia. O
material genético manipulado pode ser inserido em um organismo hospedeiro,
que por sua vez pode ser imobilizado ou ndo em um substrato. Enquanto a
especificidade do biosensor ¢ determinada pelo promotor, a sua sensibilidade ¢
definida pela efetividade da expressdao do gene sinalizador. Fazendo uma analogia
com a defini¢do classica de biossensores, o promotor funciona como o elemento
receptor enquanto o gene sinalizador ¢ o elemento conversor. Assim a célula
como um todo funciona como um sistema bioanalitico. A detec¢do da expressdo
do gene sinalizador pode ocorrer por uma diminui¢ido do consumo de oxigénio,
pela degradagdo e detecgdo de xenobidticos ou por alteragdes extracelulares.
Estas alteragdes podem ser mensuradas quantitativamente por detectores
eletroquimicos (ex: mudanga de pH) ou 6pticos (ex: produgdo de luz), ou mesmo
qualitativamente, como no caso de reag¢des bioluminescentes que nao necessitem
da adigdo de outros substratos (ex: gene da proteina flourescente verde). Varios
promotores diferentes tem sido utilizados na construcdo de biossensores
microbianos. Entretanto existem poucos genes sinalizadores disponiveis para
serem usados na constru¢do de biossensores. Na sua maioria, eles codificam
proteinas facilmente detectaveis, muitas delas luminescentes ou fluorescentes. Os
biossensores microbianos tém sido usados de duas maneiras: para detec¢ao de
analitos especificos (ex: metais ¢ compostos organicos) ou para a avaliagdo de

parametros mais genéricos como genotoxicidade (Patel, 2002; Kohler e al., 2000).

> A <7
. <1 —
Promotor + Proteinas Sinalizadoras

Gene Sinalizador RNAm

5
o — Y — ;}gﬂﬁ*
<><><><;> Sintese Sintes'e *#
<><> o0 de RNAm de Proteinas
Analito
Figura 3

Representagdo do principio dos Biossensores Microbianos (adaptado de Kohler et al., 2000).
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3. APLICACOES DOS BIOSSENSORES

3.1. APLICACOES EM ALIMENTOS

Para garantir a qualidade dos produtos ¢ o controle das etapas de produgao,
as industrias de bebidas e de alimentos necessitam de métodos analiticos para
detecgdo de contaminantes ¢ de patdogenos, rapidos ¢ precisos. Embora existam
técnicas analiticas tradicionais que atendem a estes requisitos, estas requerem
elevado investimento financeiro e geralmente um longo tempo para preparo das
amostras. Os biossensores tem se mostrado como uma alternativa promissora
neste campo, gragas a seletividade, a rapidez ¢ ao baixo custo deste tipo de
tecnologia. Embora, nos altimos anos, tenha sido publicado um grande niimero
de trabalhos sobre o uso de biossensores para analise de alimentos, poucos desses
sistemas estdo disponiveis comercialmente, uma das razoes para este fato ¢ a curta
vida tutil do componente biolégico (Harkensee et al., 2006; Carelli et al., 2007,
Vermeir et al., 2008).

Para analise de alimentos, a maior parte dos biossensores desenvolvidos tem
como principio a inibi¢do da atividade enzimatica. A enzima acetilcolinesterase ¢
usada em 50% das analises, enquanto que a butilcolinesterase ¢ usada em 11%
dos casos. As aplicagdes de biossensores enzimaticos em alimentos restringem-se,
preferencialmente, a analise de pesticidas (71%) ¢ de metais pesados (21%).
Outros compostos como glicoalcaldides, acido benzdico, cianamida
hidrogenada, 6xido nitrico e neurotoxinas, representam 8% do uso desta
tecnologia (Amine et al., 2006).

Xavier et al. (2000) utilizaram um biossensor de fibra 6tica para detecgdo de
dois pesticidas da classe carbamato (propoxur e carbaril) em cultivo de vegetais.
Enquanto Del Carlo et al. (2005) aplicaram um biossensor eletroquimico de inibigio
enzimatica para analisar a presenc¢a de carbamatos e organofosforados em amostras
de origem animal. Os resultados obtidos nestes estudos demonstraram que os
biossensores foram precisos, sensiveis e com baixo tempo de resposta, além de
serem simples de manipular.

Outros estudos bem sucedidos, relatados na literatura, com biossensores
eletroquimicos sdo: amostras de plantas em Del Carlo et al. (2002); suco de uva em
Ivanov et al. (2003); extrato de maga e trigo em Amine ¢t al. (2006) e ensaios com
amostras de maionese (matriz hidrofobica) e de refrigerantes contendo cola (matriz

hidrofilica) para detecgdo de acido benzoico em Morales et al. (2002).

3.2. APLICACOES BIOMEDICAS

Na area biomédica, o biossensor mais utilizado associa sensores amperométricos

com receptores enzimaticos. Dentre as suas aplicagdes, podemos destacar o
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monitoramento da glicose no sangue i situ. Neste caso, a enzima oxidase reage
quando ha agtcar no sangue analisado e transmite um sinal, com intensidade
proporcional a quantidade de glicose detectada pelo eletrodo (Abel & Von
Woedtke, 2002).

O uso de biossensores na medicina apresenta uma série de vantagens como,
por exemplo, detec¢do rapida do analito sem tratamento prévio da amostra,
facilidade no manuseio ¢ necessidade de uma quantidade pequena da amostra
para analise. Além da glicose, outras substancias de importancia biomédica sdo
detectadas a partir de biossensores amperométricos enzimaticos como o lactato, a
uréia, o glutamato, a creatinina, o alcool e o colesterol (Castillo et al., 2004).

Recentemente, Maki et al. (2008) desenvolveram o primeiro biossensor capaz
de detectar a metilagdo do DINA celular, alteragio capaz de provocar a formagao
de tumores malignos. Esse sistema tem como alvo o promotor do gene pl16™¥,
gene de supressdao tumoral, o qual é capturado e concentrado em pontos
magnéticos. A presenga de moléculas do DNA alvo provoca alteragdes na carga
elétrica que geram sinais detectaveis pelo sensor. Este sistema teve limite de detecgdo

adequado ¢ ndo apresentou resultados falsos positivos.

3.3 APLICACOES AMBIENTAIS

Centenas de substancias quimicas tém sido liberadas todos os anos no meio
ambiente sem que sejam conhecidos seus possiveis efeitos toxicos para saude
humana e¢ ambiental. Por esse motivo, ¢ de extrema importancia o continuo
desenvolvimento de novas técnicas analiticas capazes de avaliar os riscos relacio-
nados a liberagido desses contaminantes no ambiente ¢ a exposicdo humana
(Sorensen et al., 2003). Neste contexto, a tecnologia dos biossensores surge como
uma abordagem promissora. Além de possuir diversas caracteristicas que fazem o
seu uso para o monitoramento ambiental de poluentes mais vantajoso em relagido
a outras técnicas, os biossensores complementam os métodos analiticos tradicionais,
gerando novas informagodes que sdo fundamentais para avaliagdo do risco de
poluentes (Marco & Barcelo, 1996).

3.3.1. DISRUPTORES ENDOCRINOS

Os disruptores endoécrinos formam uma nova categoria de contaminantes
ambientais, capazes de mimetizar ou antagonizar os efeitos de hormoénios
enddgenos masculinos e femininos, como o estrégeno e o andrégeno, e de
interferir na sua sintese ou metabolismo. Essa classe de poluentes, que inclui
estrogenos naturais ou farmacéuticos, fitoestrogenos, alquilfenois, dioxinas,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e pesticidas organoclorados, nio ¢

conhecida por sua natureza quimica, mas por seus efeitos biologicos. A principal
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via de exposi¢io humana a esses compostos ¢ através do contato com aguas
contaminadas por esgoto doméstico e industrial ou por efluentes de areas de
cultivo vegetal (Marchesini et al., 2007; Pillon et al., 2005 Dempsey et al., 2004).

Os disruptores endécrinos podem ser detectados através de técnicas analiticas
classicas, como a cromatografia liquida de alta performance, cromatografia a gas
ou técnicas imunoquimicas como o teste ELISA (De Melenauer et al., 2002). O
principal problema destas técnicas ¢ que a especificidade do método permite a
detecgdo de somente um composto ou um grupo de compostos relacionados
estruturalmente (Cliquet et al., 2003). Entretanto, os disruptores enddcrinos
apresentam uma grande diversidade estrutural. Nesse sentindo, os biossensores
sdo a melhor alternativa tecnologica, pois permitem distinguir a fragdo biodisponivel
e a toxicidade do contaminante analisado. As duas principais classes de biossensores
sdo os que medem efeitos endocrinos ¢ aqueles que respondem a presenca de
substancias especificas baseados no reconhecimento especifico de uma molécula
biolégica. Foi desenvolvida uma série de biossensores especificos para alguns
importantes disruptores enddcrinos, tais como: residuos de esterdides, compostos
bifenil policlorados, compostos fendlicos, surfactantes, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos e pesticidas (Rodriguez-Mozaz et al., 2004). Estudos recentes tém
ressaltado a importancia da aplica¢do dos biossensores na detecgdo de disruptores
endocrinos e novos produtos vém sendo desenvolvidos e patenteados com este
objetivo (Pillon et al., 2005; Dittmer et al., 2008; Marchesini et al., 2008).

Os residuos de esterdides sdo encontrados na carne de animais, no solo e na agua
que recebem os excrementos desses animais. Embora sua concentragdo na agua seja
freqientemente baixa, seu uso ¢ amplamente disseminado, o que torna preocupante
sua presenga no ambiente aquatico. Algumas técnicas tém sido empregadas para
a analise de esterdides e outros poluentes organicos na agua, principalmente o uso
de imunossensores opticos (Lopez de Alda & Barcelo, 2001; Lange et al., 2002).

Os compostos bifenil policlorados sdo reconhecidos como poluentes ampla-
mente distribuidos no ambiente, em decorréncia de sua utilizagdo industrial. Sua
alta toxicidade representa um risco de satide publica. Existem na literatura regis-
tros sobre a utilizagdo de biossensores de DNA, enzimaticos, celulares e
imunossensores para a detecgio destes compostos em aguas de rios (Del Carlo et al.,
1997; Marrazza et al., 1999).

Os surfactantes, um grupo de poluentes organicos de larga distribui¢do no
meio ambiente, tém sido detectados a partir da utilizagdo de biossensores
microbianos e imunossensores com detecgdo eletroquimica (Reshetilov ez al., 1997,
Taranova et al., 2002).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos apresentam-se distribuidos de forma

abundante no ambiente e sdo reconhecidos como carcinogénicos. Podem atuar
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como bloqueadores da ativagdo do receptor de estrogénio ou disparando um
largo espectro de respostas antiestrogénicas a partir da indugdo de genes
especificos. Para sua detecgdo no ambiente, foram desenvolvidos biossensores
microbianos com resposta amperométrica e imunossensores fluorescentes (Alarie
et al., 1990; Koenig et al., 1997).

Apesar do grande ntimero de biossensores em desenvolvimento e de pesquisas
nessa area, poucas solugdes praticas voltadas a aplicagdo ambiental estdo dispo-

niveis comercialmente.

3.3.2. PEsTICIDAS

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde, dois milhdes de pessoas sdo into-
xicadas por pesticidas anualmente e cerca de duzentas mil chegam a 6bito (WHO,
1990). A toxicidade de alguns pesticidas esta relacionada com a sua capacidade
de modificar irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase (AChE) (Vakurov et
al., 2004). Nas tltimas décadas, uma série de estudos demonstrou que as enzimas
da classe colinesterase (ChO) sdo extremamente eficazes para analise de toxicidade
de pesticidas em programas de monitoramento ambiental. Conseqiientemente, na
maioria dos estudos relatados na literatura para a detecgéo de pesticidas, utilizou-se
biossensores enzimaticos, cujo principio consiste exatamente na inibi¢ao enzimatica.
Para a constru¢do de biossensores podem ser usados dois tipos de ChO: a
acetilcolinesterase (AChL) e a butirilcolinesterase (BuChE), que podem apresentar
diferentes niveis de especificidade e de susceptibilidade dependendo da fonte
utilizada (Cremisini e/ al., 1995; Marques et al., 2004; Dzyadevych et al., 2005).

Embora as enzimas ChO possuam sensibilidade adequada, pesticidas com
estruturas quimicas bastante diferentes entre si (ex: carbamatos e organofosforados)
inibem o funcionamento da enzima de forma bastante similar, indicando baixa
seletividade. Para atenuar a falta de especificidade, novas enzimas tém sido desen-
volvidas em laboratério através de manipulagdes genéticas, podendo ser usadas
para deteccdo especifica de analitos (Andrés & Narayanaswamy, 1997).

Os primeiros biossensores com ChO surgiram na década de 1980, para
detecgdo de pesticidas organofosforados através de alteragdes de corrente elétrica
(Andreescu & Marty, 2006). Até hoje esse tipo de tecnologia ¢ aplicada, mas tem
passado por inovag¢des para aumento da sua eficacia. Como por exemplo, no
trabalho de Du et al. (2007) em que se testou o uso de quitosan como matriz
enzimatica, visando aumentar a compatibilidade e a estabilidade da enzima AChE
no eletrodo. Esse estudo corrobora outros trabalhos (Skladal ez al., 1996; Schulze
et al., 2005) que apontam a elevada sensibilidade da AChE quando exposta a
pesticidas. A sensibilidade da enzima ao pesticida testado ¢ determinada pelas

altera¢Ges no seu comportamento eletroquimico.
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Como alternativa ao uso de enzimas, Natarajan ¢t al. (2006) desenvolveram
um biossensor para detecgdo de piretroides através do uso de células cardiacas
associadas a microeletrodos. Esse dispositivo demonstrou sensibilidade a todos os
piretroides testados (alfa-cipermetrin, tetrametrin e teflutrin) e respostas similares
na freqiiéncia ¢ na amplitude dos batimentos das células.

Outros estudos apresentaram bons resultados utilizando imunossensores
piezelétricos (Yokoyama et al., 1995; Horacek & Skladal, 1997) ¢ amperométricos
(Schipper et al., 1998; Mallat et al., 2001) para a analise de alguns pesticidas.

3.3.3. FENOL

Os compostos fenoélicos encontrados em ambientes aquaticos podem ser
provenientes da degradagdo natural de substancias usadas na agricultura ¢ em
atividades industriais, destacando-se neste grupo os nitrofenoéis e os clorofendis.
Essa classe de contaminantes apresenta clevada toxicidade e pode ser acumulada
em compartimentos ambientais (Leejarv ef al., 2006; Degiuli & Blum, 2000).

Leejarv et al. (2006) aplicaram um biossensor celular bacteriano para detecgdo
de compostos fenodlicos em amostras ambientais. Para isso, foi usada como sensor
a bactéria Pseudomonas_fluorescens OS8 contendo o operon luxCDABE sob o controle
do gene promotor Po, proveniente da cepa Pseudomonas sp. CF600 e ativado pela
presenga de fenol.

Biossensores amperomeétricos utilizando diferentes elementos biologicos
receptores foram desenvolvidos para analises de compostos fenolicos em amostras
ambientais. Por exemplo, Parellada et al. (1998) desenvolveram um biossensor
utilizando a enzima tirosinase, imobilizada em matriz de hidrogel ¢ disposta
sobre um eletrodo de grafite. Esse dispositivo apresentou resultados analiticos
analogos aos obtidos utilizando métodos convencionais. Mais recentemente Kafi
et al. (2008) detectaram véarios tipos de compostos fenodlicos utilizando um
biossensor composto de hemoglobinas retidas em uma matriz sol-gel ¢ associadas

a um eletrodo amperométrico.

3.3.4. NITRITO

Nitritos sdo amplamente usados para a preservagido de alimentos e para a
fertilizagdo de solos. Entretanto, a ingestdo continua desses ions pode causar
graves implicagdes na sattde humana, inclusive cancer. Particularmente o nitrito
pode reagir irreversivelmente com a hemoglobina, interferindo no transporte de
oxigénio no sangue (Mirvish, 1995; Moorcroft, 2001).

Chen et al. (2007) desenvolveram um biossensor para determinagido
amperomeétrica de nitrito utilizando o citocromo ¢ da enzima nitrito redutase

(ccNiR), proveniente da bactéria Desulfovibrio desulfuricans, imobilizado e conectado
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a um ecletrodo. O biossensor apresentou um tempo de resposta rapido ao nitrito
e um limite de detec¢do adequado as analises ambientais. Embora nao seja
especifico, o biossensor para nitrito demonstrou ser mais seletivo do que os métodos
espectrofotométricos baseados na Reacdo de Grisses, os quais sdo susceptiveis a
interferéncias de matrizes complexas. Mais recentemente, Dai ¢ colaboradores
(2008) descreveram outro biossensor eletroquimico para determinagao de nitrito.
Este se baseia na transferéncia de hemoglobinas imobilizadas em nanoesferas de
HS-CdS. Os resutados obtidos no estudo comprovaram a aplicabilidade desta

abordagem para atingir os objetivos propostos.

3.3.5. DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENIO

A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) ¢ um método capaz de detectar a
presenca de substancias biodegradaveis no ambiente, sendo considerado um dos
parametros mais importante para determinar a qualidade da agua. A longa demora
do método tradicional, que requer cinco dias, contribuiu para que em 1977 fosse
desenvolvido o primeiro biossensor para DBO. Este consistia em um eletrodo
para oxigénio dissolvido associado a levedura 7. cutaneum (Karube et al., 1977).
Embora ja tenham sido construidos diversos tipos de biossensores para detecgio
rapida de DBO que associam eletrodos de oxigénio e microorganismos aerobicos
(Lehmann et al., 1999; Kim & Kwon, 1999), ¢ dificil manter a atividade e a estabi-
lidade da membrana de células sobre o eletrodo de oxigénio por um longo periodo.

Em 2003, Nakamura ¢ Karube desenvolveram um novo sistema para medigio
de DBO a partir de células de Escherichia coli recombinadas com os genes lux A-E
de Vibrio fisheri. Com este sistema foi possivel a analise de multiplas amostras em
tempo real. Esses dispositivos de uso pratico tém sido comercializados principal-
mente para industrias farmacéuticas e alimenticias. Recentemente, Sakaguchi ez al.
(2007) desenvolveram outro biossensor 6ptico para monitoramento de DBO, no
qual a bactéria luminescente Photobacterium phosphorewm IFO 13896 foi imobilizada
sobre um bio-chip. Esse sistema foi capaz de detectar valores de DBO inferiores
a 16 ppm ¢ os valores apresentaram correlagdo similar aos obtidos através do
método convencional.

3.3.6. METAIS

O perigo associado a poluigdo por metais pesados ¢ decorrente da presenca
ubiqua destes elementos na biosfera em formas bioacessiveis, provenientes tanto
de fontes naturais quanto antropogénicas, ¢ de sua elevada toxicidade. Assim,
existem varios casos descritos na literatura onde a exposi¢io de populagdes a estes
poluentes resultou em danos severos a sua satide humana, inclusive com nimeros

significativos de 6bitos. Os contaminantes metalicos mais comumente observados
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sdo: chumbo, cromo, zinco, merctrio, cadmio ¢ cobre (Maffia & Davis, 2001). A
tecnologia dos biossensores tem sido cada vez mais aplicada em estudos para
monitoramento de metais toxicos no ambiente, inclusive varias revisdes foram
publicadas sobre este tema (Selifonova et al., 1993; Ramanathan ez al., 1997; Riether
et al., 2001; Stoyanov et al., 2003; Ren & Frymier, 2005).

Muitos dos biossensores desenvolvidos para analises de metais em amostras
ambientais se utilizam de genes especificos de resisténcia bacteriana a estes
elementos, como elementos biologicos receptores. Ao longo da evolugdo, os
microorganismos desenvolveram mecanismos que permitem sua sobrevivéncia na
presenca de metais. Ja foram isoladas cepas bacterianas resistentes a uma série de
metais como zinco, cobre, estanho, prata, mercurio ¢ cobalto. Estes genes de
resisténcia a metais sao induzidos apenas quando o elemento atinge o citoplasma
bacteriano. A especificidade desse mecanismo de resisténcia contribuiu para que
fossem construidos biossensores celulares para detecgdo de metais, a partir da
fusdo desses genes de resisténcia com genes codificadores de proteinas
bioluminescentes, como por exemplo, a luciferina. A producdo de luz indica a
presenga do metal investigado na amostra ¢ pode ser medida por instrumentos
como luminémetros e fotometros (Ramanathan et al., 1997).

Em 1993, Selifonova ¢ colaboradores desenvolveram biossensores para
detecgdo de espécies mercuriais biodisponiveis no meio ambiente. Esses sistemas
foram construidos a partir da fusdo de genes do operon Tn2l1, que confere
resisténcia ao mercuario, com os genes luxCDABE da bactéria Vibrio fischeri. Os
resultados demonstraram a grande eficiéncia desta abordagem para analise de
merctrio em agua doce, de chuva e de estuarios. Sendo capaz de detectar
concentragdes mercuriais na faixa nanomolar. Mais tarde, Omura e colaboradores
(2004) desenvolveram um biossensor para mercurio ainda mais sensivel, capaz de
ser ativado na concentragdo de 2 pM de mercurio em 1 mL de amostra de agua
contaminada. Esse biossensor foi construido também a partir da fusdo do operon
de resisténcia ao mercurio presente no plasmidio pMR26 da cepa Pseudomonas K-62
com o gene luxAB de Vibrio harvey:.

Em 2000, Campbell e colaboradores construiram um biossensor bacteriano
luminescente geneticamente modificado para avaliar a relagdo entre a toxicidade
de metais ¢ a presenga de ions livres. Neste ensaio, uma cepa de Escherichia coli
HB101, contendo os genes lux no plasmidio pUCD607 foi exposta a Cd, Cu e Zn
na presenga de substancias quelantes (EDTA e acido fulvico) posteriormente,
foram feitas medigoes das respostas biologicas aos metais toxicos. Os resultados do
trabalho mostraram que nem sempre ¢ possivel estabelecer uma relagdo direta
entre biodisponibilidade e toxicidade, indicando que células vivas competem

ativamente pelos metais com as substancias de carater ligante.
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4. PERSPECTIVAS FUTURAS PARA A TECNOLOGIA DOS BIOSSENSORES

Os avangos nas areas de bioquimica, quimica analitica, bioeletronica e ciéncias
dos materiais determinardo os proximos passos da tecnologia dos biossensores. O
progresso dos biossensores depende principalmente da evolugdo em dois campos:
melhoria na tecnologia dos elementos conversores ¢ o aumento de clementos
biolégicos receptores disponiveis. Espera-se em um futuro préximo, a significativa
melhora nos sistemas de conversdo ¢ detecgdo utilizados nos biossensores a partir
das pesquisas em micro-eletrénica e nano-eletrénica, ou mesmo, o desenvolvi-
mento de novos materiais 6pticos. Da mesma forma, a criagdo de novos elementos
biolégicos receptores como resultado de pesquisas nas areas de biotecnologia e
engenharia genética, influenciardo grandemente a produgao dos novos biossensores.
A nossa capacidade de projetar e construir elementos biologicos com propriedades
fisico-quimicas especificas descjadas tem crescido bastante nas ltimas décadas,
inclusive com a criagdo de moléculas sintéticas (ex: acidos nucléicos sintéticos) e a
manipula¢do génica de células (ex: produgdo de células bioluminescentes) ¢ sera
determinante para o desenvolvimento do campo dos biossensores. Por fim, apesar
dos resultados e avangos ja obtidos por esta nova tecnologia, existe ainda a neces-
sidade de melhorar os métodos de construgido empregados. Uma questao crucial
para o desenvolvimento de novos ¢ melhores biossensores ¢ a eficiente imobiliza¢ao
dos elementos biolégicos receptores em matrizes adequadas. Isto garante a sua
efetiva conexdo com elemento conversor, aumentando a estabilidade, a
reprodutibilidade e o tempo de vida 1til do biossensor. Para isso novas técnicas
tém sido desenvolvidas ou adaptadas de outras areas (ex: eletropolimerizagio) ¢
acredita-se que avangos nestas areas terdo um impacto importante na tecnologia
dos biossensores.

Outra tendéncia que deve se confirmar no campo dos biossensores é o
aumento da disponibilidade ¢ a conseqiiente comercializagio de sistemas paten-
teados por grandes empresas para analise de varios analitos (ex: metais, pesticidas,
etc.), resultado do investimento maci¢o que os paises desenvolvidos tém aplicado
nesta area nas ultimas décadas. De maneira analoga, espera-se o crescimento no
numero de substancias analisadas por biossensores, sobretudo ja observar-se um
esfor¢o dos pesquisadores para o desenvolvimento de biossensores para o estudo

de novas classes de contaminantes (ex: disruptores endocrinos).
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