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IMPACTO POTENCIAL

O presente trabalho propde uma abordagem inovadora no campo de biossensores
eletroquimicos por meio do desenvolvimento de um imunossensor impedimétrico voltado
para a determinagdo da citocina proé-inflamatdria interleucina-6 (IL-6). A IL-6 é amplamente
reconhecida como um biomarcador envolvido na modulagdo de processos inflamatérios
agudos e crénicos e, em contextos oncoldgicos, pode favorece a progressdo tumoral em
diferentes tipos de cancer, incluindo mama, pulmao, colorretal e préstata.

Nesse contexto, o imunossensor desenvolvido apresenta alinhamento com os
Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel, especialmente o ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ao
possibilitar a deteccdo antecipada da interleucina-6 (IL-6), favorecendo estratégias de
diagndstico e monitoramento de doencas crénicas ndo transmissiveis, em consonancia com
as diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Além disso, o sensor demonstra
potencial aplicacdo em sistemas miniaturizados, permitindo analises descentralizadas,
proximas ao paciente e fora de ambientes laboratoriais altamente especializados, o que é
particularmente relevante em regides com acesso limitado a infraestrutura de saude. Essa
caracteristica contribui para a ampliagdao do acesso a ferramentas diagnodsticas, alinhando-se
também ao ODS 10 (Redugdo das Desigualdades) e ODS 9 (Industria, Inovacdo e
Infraestrutura).

Do ponto de vista econOmico, a deteccdo convencional da IL-6 é majoritariamente
realizada por ensaios imunoenzimaticos, como o ELISA, que demandam equipamentos
especificos, multiplas etapas, maior tempo de andlise e custos elevados por ensaio. Nesse
sentido, o imunossensor impedimétrico proposto surge como uma alternativa promissora,
com potencial para reducado de custos operacionais, simplificacdo de procedimentos analiticos
e otimizacdo nos tempos de andlise. Esses aspectos estdo em consonancia com o ODS 12
(Consumo e Producdo Responsdveis), ao favorecer o uso racional de reagentes e a otimizacao
de recursos laboratoriais. Assim, este trabalho apresenta impacto potencial ndo apenas
cientifico e tecnoldgico, mas também social, ao contribuir para o desenvolvimento de solugdes

sustentaveis e acessiveis voltadas a saude.



POTENTIAL IMPACT

The present work proposes an innovative approach in the field of electrochemical
biosensors through the development of an impedimetric immunosensor aimed at the
determination of the pro-inflammatory cytokine interleukin-6 (IL-6). IL-6 is widely recognized
as a biomarker involved in the modulation of acute and chronic inflammatory processes and,
in oncological contexts, may promote tumor progression in different types of cancer, including
breast, lung, colorectal, and prostate cancers.

In this context, the developed immunosensor is aligned with the Sustainable
Development Goals (SDGs), particularly SDG 3 (Good Health and Well-Being), by enabling the
early detection of interleukin-6 (IL-6), thereby supporting diagnostic and monitoring strategies
for chronic non-communicable diseases, in accordance with the guidelines of the World
Health Organization (WHO). In addition, the sensor shows potential applicability in
miniaturized analytical systems, allowing decentralized analyses close to the patient and
outside highly specialized laboratory environments, which is particularly relevant in regions
with limited access to healthcare infrastructure. This feature contributes to expanding access
to diagnostic tools, aligning with SDG 10 (Reduced Inequalities) and SDG 9 (Industry,
Innovation and Infrastructure).

From an economic perspective, conventional IL-6 detection is predominantly
performed using immunoenzymatic assays, such as ELISA, which require specific equipment,
multiple procedural steps, longer analysis times, and high per-assay costs. In this sense, the
proposed impedimetric immunosensor emerges as a promising alternative, with potential for
reducing operational costs, simplifying analytical procedures, and optimizing analysis time.
These aspects are consistent with SDG 12 (Responsible Consumption and Production), as they
favor the rational use of reagents and the optimization of laboratory resources. Thus, this
work presents potential impact not only at the scientific and technological levels, but also at
the social level, by contributing to the development of sustainable and accessible solutions for

healthcare.
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RESUMO

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pré-inflamatéria amplamente associada a processos
inflamatdrios agudos e crénicos e que, em contextos oncoldgicos, pode contribuir para a
formacao e progressao tumoral, tornando seu monitoramento altamente relevante para
aplicagdes biomédicas. Neste contexto, a presente dissertagdo descreve os resultados obtidos
a partir da analise eletroquimica e morfoldgica da plataforma ternaria poli(azo-BBY)-
AuNP/OGr, visando sua aplicagdo no monitoramento da concentracdo de interleucina-6 (IL-
6). A plataforma foi construida por meio da técnica de eletropolimerizagdo em etapa Unica
sobre substrato de oxido de estanho dopado com fldor (FTO), permitindo a obtencdo de
nanoparticulas de ouro revestidas pelo azo-polimero em conjunto com 6xido de grafeno
reduzido. O mecanismo de detecgao do imunossensor baseia-se no uso de oxigénio molecular
dissolvido como sonda redox, cuja resposta eletroquimica é mediada pelo agrupamento azo
(—N=N-) presente no polimero Bismarck Brown Y. As analises por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) revelaram uma reducdo superior a 90% na resisténcia de
transferéncia de carga do material modificado (poli(azo-BBY)-AuNP/OGr) em comparagdo ao
polimero puro poli(azo-BBY), evidenciando o efeito sinérgico das nanoparticulas de ouro e do
O6xido de grafeno reduzido na melhoria das propriedades eletroquimicas do sistema. A
morfologia dos filmes foi analisada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), revelando
nanoestruturas de ouro revestidas pelo polimero condutor, bem como a incorporac¢ao do
oxido de grafeno reduzido, evidenciada pela presenca de estruturas continuas que se
sobrep8em as camadas previamente formadas, resultando em um recobrimento do tipo véu
sobre a matriz polimérica. A imobilizacdo dos anticorpos na superficie da plataforma ternaria
foi realizada por ligagdo cruzada utilizando glutaraldeido a 1%, permitindo a construgdo do
imunossensor. O dispositivo desenvolvido apresentou limite de detecg¢do de 2,51 pg mL™" e
faixa linear de 5-30 pg mL™" sob oxigénio atmosférico, demonstrando elevado potencial para

qguantificacdo de citocinas em aplicagdes biomédicas.

Palavras—chave: Imunossensor impedimétrico; Impedancia eletroquimica; Interleucina-6.

Inflamacdo; Sensor eletroquimico.



ABSTRACT

Interleukin-6 (IL-6) is a pro-inflammatory cytokine widely associated with acute and chronic
inflammatory processes and, in oncological contexts, may contribute to tumor development
and progression. Consequently, monitoring IL-6 levels is highly relevant for biomedical
applications. In this context, this dissertation reports the electrochemical and morphological
investigation of a ternary poly(azo-BBY)-AuNP/rGO sensing platform for monitoring
interleukin-6 concentration. The platform was fabricated through a single-step
electropolymerization process on a fluorine-doped tin oxide (FTO) substrate, enabling the
formation of gold nanoparticles encapsulated by the azo-polymer in combination with
reduced graphene oxide. The immunosensor detection mechanism relies on dissolved
molecular oxygen as an intrinsic redox probe, whose electrochemical response is mediated by
the azo group (—N=N-) present in the Bismarck Brown Y polymer. Electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) revealed a reduction greater than 90% in the charge transfer resistance of
the modified material (poly(azo-BBY)-AuNP/rGO) compared with the pristine poly(azo-BBY),
highlighting the synergistic contribution of gold nanoparticles and reduced graphene oxide to
the enhancement of the system’s electrochemical properties. Scanning electron microscopy
(SEM) revealed gold nanostructures coated by the conducting polymer and the successful
incorporation of reduced graphene oxide, forming continuous structures that overlap the
previously deposited layers and generate a veil-like coating over the polymeric matrix.
Antibodies were immobilized onto the surface of the ternary platform through
glutaraldehyde-mediated crosslinking (1%), enabling the construction of the immunosensor.
The resulting device exhibited a detection limit of 2.51 pg mL™ and a linear range of 5-30 pg
mL™" under atmospheric oxygen conditions, demonstrating strong potential for cytokine

guantification in biomedical applications.

Keywords: Impedimetric immunosensor; Electrochemical impedance; Interleukin-6;

Inflammation; Immunosensor.
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1.0 INTRODUGAO GERAL

A quantificagao rapida de biomarcadores tem se tornado cada vez mais relevante em
diversas areas da ciéncia, uma vez que possibilita o0 monitoramento e o estudo eficiente de
diferentes processos fisiopatoldgicos e, em contextos clinicos, pode favorecer a tomada de
decisdes em tempo habil. Métodos capazes de fornecer respostas analiticas em curtos
intervalos de tempo sdo especialmente importantes em sistemas bioldgicos dindmicos, nos
guais pequenas variacdes de concentracdo podem refletir alteracdes significativas no estado
do organismo. Nesse contexto, a interleucina-6 (IL-6) destaca-se como um biomarcador de
grande interesse devido ao seu papel central na resposta inflamatéria e a sua participacdo em
diferentes processos patoldgicos. Em contextos oncoldgicos, niveis elevados de IL-6 estdo
associados a inflamacdo crénica do microambiente tumoral, favorecendo a progressao de
diversos tipos de cancer, o que reforca a relevancia de sua quantificacdo para o
acompanhamento e a compreensao desses fendmenos.

Atualmente, a quantificacdo de IL-6 é predominantemente realizada por ensaios
imunoenzimaticos, como o ELISA, amplamente empregados em laboratdrios clinicos devido a
sua elevada sensibilidade e especificidade. Apesar de sua consolidacdo, esses métodos
apresentam limitagdes relacionadas ao custo, a necessidade de mdltiplas etapas
experimentais, ao tempo de andlise e a dependéncia de infraestrutura laboratorial
especializada, o que restringe sua aplicacdo em contextos que demandam analises rapidas,
descentralizadas ou em tempo real.

Diante dessas limitagcdes, os imunossensores eletroquimicos emergem como
alternativas promissoras para a quantificacdo de biomarcadores inflamatérios. Em particular,
os imunossensores impedimétricos combinam a seletividade da intera¢ao antigeno-anticorpo
com a sensibilidade da técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica, permitindo o
monitoramento direto de eventos biomoleculares na superficie do sensor, sem a necessidade
de marcadores ou etapas adicionais de amplificacdo de sinal. Além disso, esses dispositivos
apresentam potencial para miniaturizacdo, baixo consumo de amostra e aplicacio em
sistemas portateis.

Nesse contexto, os polimeros condutores tém se destacado por sua eficiéncia na
construcdo de interfaces sensoriais adequadas a transducao eletroquimica. Entre eles, os azo-

polimeros apresentam propriedades particularmente atrativas, como atividade redox
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intrinseca, elevada estabilidade quimica e a presenca de grupos funcionais que favorecem a
imobilizacdo de biomoléculas. Além disso, a aplicacdo de técnicas eletroquimicas, como a
voltametria ciclica, durante o processo de eletropolimeriza¢do possibilita a obtencado de filmes
homogéneos, permitindo o controle da espessura e da morfologia do material, parametros
diretamente associados ao desempenho do sensor.

Adicionalmente, a incorpora¢dao de materiais em plataformas sensoriais tem sido
amplamente explorada visando a obtencdo de efeitos sinérgicos. A integracdo de
nanoparticulas de ouro a polimeros condutores pode aumentar significativamente a area
eletroativa e facilitar a transferéncia de carga, enquanto a incorporagdo do 6xido de grafeno
contribui para a melhoria da condutividade elétrica do sistema, além de potencializar a
sensibilidade analitica do sensor. Dessa forma, o desenvolvimento de nanocompdsitos
baseados em azo-polimeros, nanoparticulas de ouro e dxido de grafeno representa uma
abordagem promissora para a constru¢do de imunossensores impedimétricos altamente
sensiveis e aplicaveis a quantificacdo da interleucina-6.

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um imunossensor
impedimétrico baseado no nanocompdsito ternario poli(azo-BBY)-AuNP/OGr, utilizando o
oxigénio dissolvido no meio reacional como sonda redox intrinseca para a determinacao de
IL-6. Diferentemente das abordagens convencionais, que envolvem multiplas etapas de
sintese e integracao dos componentes, propde-se a construgdo da interface sensora por meio
de um dunico protocolo de eletropolimerizacdo. Nesse processo, a formacdao do filme
polimérico, a nucleacdo das nanoparticulas de ouro e a incorporacdo do éxido de grafeno
reduzido ocorrem de forma integrada durante a varredura voltamétrica, sem a necessidade
de etapas adicionais de montagem ou pds-tratamento. Espera-se que essa estratégia de etapa
Unica reduza o tempo de fabricacdao e favoreca uma integracao interfacial mais eficiente,
possibilitando a obtencdo de uma plataforma sensora adequada para aplicacbes em

imunossensoriamento eletroquimico.



63

4.0 CONCLUSAO

A presente dissertacao de mestrado descreveu o desenvolvimento de uma plataforma
imunossensora baseada no filme nanocompdsito ternario poli(azo-BBY)-AuNP/OGr, obtido
por meio de um processo de eletropolimerizacdo em etapa Unica. Essa estratégia representa
um avanco relevante em relacdo a maioria das abordagens previamente reportadas na
literatura cientifica, nas quais materiais a base de grafeno e nanoparticulas metdlicas sdo
incorporados por etapas sequenciais e processos de fabricacdo mais complexos. A
incorporacdo em etapa Unica das nanoparticulas de ouro e do 6xido de grafeno reduzido a
matriz polimérica resultou em uma arquitetura condutora altamente integrada, promovendo
melhorias significativas nas propriedades eletroquimicas da plataforma sensorial.

A formacdo do nanocompdsito terndrio poli(azo-BBY)-AuNP/OGr foi confirmada pelas
analises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS), evidenciando a integracdo efetiva dos componentes na matriz polimérica. As imagens
revelaram a presenca de AuNP’s distribuidas e revestidas pelo azo-polimero, cuja
incorporacdo contribuiu diretamente para o aumento da area eletroativa, intensificando a
resposta eletroquimica gerada. Adicionalmente, observou-se estruturas translucidas
semelhantes a um véu, sendo associadas ao oxido de grafeno reduzido. Essa configuracao
estrutural favoreceu uma comunicacdo eletronica mais eficiente entre as interfaces internas
do nanocompésito reduzindo em mais de 90% os valores de Ry, resultando em uma
plataforma sensorial altamente condutora com elevada densidade de sitios ativos para
imobilizacdo de anticorpos e, consequentemente, melhor desempenho no reconhecimento
biomolecular.

Um dos aspectos centrais do sensor proposto foi a utilizacdo do oxigénio dissolvido no
meio de analise como sonda redox intrinseca, na qual a transduc¢ao do sinal foi governada por
um mecanismo do tipo “gate effect”, associado ao impedimento estérico promovido pela
formacao do imunocomplexo na interface do sensor. A abordagem utilizada eliminou a
necessidade de mediadores redox externos como o [Fe(CN)?]3*74, simplificando o sistema
analitico e reduzindo etapas experimentais.

Ao comparar o imunossensor desenvolvido com o método padrdo ouro (ELISA),
observa-se uma simplificacdo significativa do protocolo analitico, uma vez que a plataforma

proposta opera com um Unico anticorpo imobilizado diretamente na interface eletroquimica,
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eliminando etapas adicionais de deteccdo e amplificacdo enzimatica. Ademais, a configuracao
eletroquimica possibilita miniaturizacdo do sistema, redu¢dao no consumo de reagentes e
potencial integracdo em dispositivos portateis para andlises rapidas e descentralizadas.

A validacdo frente ao ELISA revelou um erro relativo de 3,15 %. A analise estatistica
pelo teste t de Student resultou em t calculado inferior ao valor critico esperado (tcac=0,62 <
tab = 2,78), indicando auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as
metodologias. Logo, a plataforma poli(azo-BBY)-AuNP/OGr demonstrou desempenho
guantitativo equivalente ao ELISA, configurando-se como uma alternativa robusta e eficiente
para o monitoramento de IL-6 em matrizes bioldgicas complexas. Os ensaios de seletividade
confirmaram a especificidade da interface de reconhecimento, ao mesmo tempo em que
evidenciaram a interagdo competitiva entre IL-6 e o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA),
destacando um fendmeno bioldgico relevante que pode influenciar a dindmica de
reconhecimento em matrizes complexas.

Concluindo, o imunossensor desenvolvido apresentou excelente desempenho
analitico, fornecendo um limite de detecg¢do de 2,51 pg mL™" e uma faixa linear entre 5 a 30 pg
mL™", demonstrando alta sensibilidade, estabilidade adequada ao longo de quatro dias e
resposta reprodutivel. Ademais, a arquitetura proposta ndo se limita a determinacdo de IL-6,
podendo ser adaptada para outros analitos por meio da substituicdo do elemento de
biorreconhecimento, o que evidencia a versatilidade e o potencial da plataforma poli(azo-

BBY)-AuNP/OGr para aplicagées em imunossensoriamento eletroquimico e bioanalises.
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