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RESUMO

A presente tese reune os estudos e esforcos dedicados ao desenvolvimento de
imunossensores eletroquimicos baseados em nanoparticulas de ouro recobertas por
polimeros condutores redox para o monitoramento de biomarcadores de interesses clinicos.
ModificacBes genéticas e epigenéticas sdao fendmenos com ocorréncia natural, sendo a
principal responsavel pela diversidade entre organismos. Contudo, fatores ambientais podem
influenciar as taxas de muta¢Ges havendo como consequéncia doencas graves como o cancer.
Assim, o desenvolvimento de tecnologias confidveis e acessiveis que possibilitem o
monitoramento de biomarcadores indicadores de anomalias genéticas pode auxiliar no
diagnodstico precoce, aumentando significativamente as chances de recuperagao. Por esse
motivo, foram construidos dois imunossensores eletroquimicos baseados em espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE) para deteccdo e quantificacdo dos biomarcadores de
espécies de DNA metilado e facilitador de transporte de glicose 4 (GLUT-4). Os materiais
nanocompositos desenvolvidos foram obtidos por técnica de eletropolimerizacdo em etapa
Unica, tendo como base os mondémeros de Bismark Brown Y (BBY) e Tionina (TH). Os filmes
formados foram caracterizados por microscopia eletrénica de varredura de alta resolucdo
(MEV-FEG), revelando nanoestruturas de ouro recobertas pelos polimeros condutores redox.
Para imobilizacdo dos anticorpos sobre a superficie dos nanocompdsitos foi utilizada a
estratégia de adsorcdo fisica para o poli(TH)-AuNPs e por ligacdo covalente para o poli(azo-
BBY)-AuNPs. No melhor de nossos esforcos, foi verificado que o mecanismo de deteccdo
proposto na presente tese é inédito na literatura. Ele foi baseado na utilizacdo do oxigénio
dissolvido como mediador redox, ndo sendo preciso etapas extras para a marcag¢do ou adi¢do
de mediadores redox na solucdo de analise. Por fim, verificou-se o desempenho analitico dos
imunossensores, onde o imunossensor de poli(azo-BBY)-AuNPs apresentou limites de
deteccdo de 0,64 pg mL?! para espécies de DNA metilado enquanto o imunossensor de
poli(TH)-AuNPs apresentou limite de deteccdo de 38,0 pg mL:. Ambos os valores s3o

satisfatorios para aplicacao na andlise de amostras de interesses clinico e académico.

Palavras—chave: Sensor de DNA Metilado. Sensor de GLUT-4. Imunossensor eletroquimico.

Nanoparticula de ouro-polimero. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica.



ABSTRACT

The present thesis the studies and efforts dedicated to the development of
electrochemical immunosensors based on gold nanoparticles coated with redox conducting
polymers for the detection of biomarkers of medical interest. Genetic and epigenetic
modifications are naturally occurring phenomena, being the main responsible for the diversity
among organisms. However, environmental factors can influence mutation rates resulting in
serious diseases such as cancer. Thus, the development of reliable and accessible technologies
that allow the monitoring of biomarkers showing genetic anomalies can help in early
diagnosis, significantly increasing the chances of recovery. For this reason, two
electrochemical immunosensors were constructed based on electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) for the detection and quantification of biomarkers of methylated DNA
species and glucose transport facilitator 4 (GLUT-4). The nanocomposite materials developed
were obtained by single-step electropolymerization technique, based on Bismarck Brown Y
(BBY) and Thionine (TH) monomers. The formed films were characterized by field emission
gun scanning electron microscopy (FEG-SEM), revealing gold particles covered by redox
conducting polymers. For the immobilization of antibodies on the surface of the
nanocomposites, the strategy of physical adsorption was used for poly(TH)-AuNPs and by
covalent bonding for poly(azo-BBY)-AuNPs. In the best of our efforts, was verified that the
detection mechanism proposed in the present thesis is unprecedented in the literature. It was
based on the use of dissolved oxygen as a redox mediator, requiring no extra steps to label or
add redox mediators to the analysis solution. Finally, the analytical performance of the
immunosensors was verified, where the poly(azo-BBY)-AuNPs immunosensor presented
detection limits of 0.64 pg mL* for methylated DNA species while the poly(TH)- AuNPs had a
detection limit of 38.0 pg mL™. Both values are satisfactory for application in the analysis of

samples for clinical and academic interests.

Keywords: DNA methylation sensor. Glut-4 sensor. Electrochemical immunosensor. Gold

nanoparticle-polymers. Electrochemical impedance spectroscopy.
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1. Introdugao
1.1. Mutagdes Genéticas e Epigenética
O 4cido desoxirribonucleico (DNA) é um composto organico com a funcdo de fornecer
o codigo genético dos seres vivos (SINDEN; WELLS, 1992; PEARSON; EDAMURA; CLEARY, 2005;
LOEWE; HILL, 2010). Em células eucariontes, o DNA fica confinado no nucleo celular na forma
de cromossomos. Os cromossomos sdo conjuntos de nucleossomas onde as fitas de DNA se

encontram organizadas (Figura 1).

Figura 1-Imagem ilustrativa da localizacdo e estrutura do DNA em uma célula eucarionte. A
mutacdo genética ocorre por alteragdo na sequéncia do codigo genético.
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Fonte: Autoria proépria.

As mutacGes no DNA, ou mutagOes genéticas, sdo definidas como alteracbes na
sequéncia do cddigo genético presentes no DNA (SINDEN; WELLS, 1992; PEARSON;
EDAMURA; CLEARY, 2005; LOEWE; HILL, 2010). Essas mutacGes podem ocorrer em diferentes
niveis, podendo ser classificadas de acordo com o modo de alteracdo do cddigo, tal como
mutacdo pontual, por exclusdo, por insercao e por translocacao, e apresentar diferentes
formas de consequéncias (LOEWE; HILL, 2010).

Um famoso exemplo da consequéncia de uma mutacdo genética é o caso da Anemia
Falciforme, sendo resultado de uma alteracdo no gene responsavel pela formacdo da
hemoglobina (TAYLOR 6TH et al.,, 2008; JARRETT et al., 2016). A expressdo genética
responsavel pela formacdo da beta hemoglobina possui 147 aminodcidos. A simples

substituicdo de um Unico aminodcido (mutacdo pontual) tem como consequéncia a formacao
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da proteina da hemoglobina na forma falciforme. Como consequéncia, ha uma diminuicao na
eficiéncia da oxigenacdo de tecidos devido a alteracdo da estrutura tridimensional da
hemoglobina. Contudo, é importante destacar que nem toda mutagao genética pode resultar
em consequéncias diretas e/ou de grandes magnitudes. De fato, algumas mantem-se
silenciadas no individuo.

Qualquer célula pode ter seu material genético alterado. A alteracdo pode ocorrer por
influéncia de fatores externos como, exposicdo quimica ou radiacdes eletromagnéticas
ionizantes (por exemplo, radiacdo ultravioleta e de raio X), ou mesmo por fatores naturais
decorrentes de erros durante a replicagdo (MATSUMURA; ANANTHASWAMY, 2004; HUNTER,
2005; FEIL, 2006; SKINNER; GUERRERO-BOSAGNA; HAQUE, 2015). Caso essa mutacdo ocorra
em uma célula germinativa (dvulos ou espermas) ela poderd ser transmitida para seus
descendentes, estando presente em cada célula do desenvolvimento embriondrio. Por sua
vez, se a mutacdo ocorrer em qualquer outra linhagem de célula, essa mutacdo ndo sera
transmitida para seus descendentes, sendo classificada como mutacdo somatica.

Enquanto a genética dedica-se ao estudo das mutagdes supracitadas, a epigenética
direciona esforgos para compreender como as células regulam a atividade genética sem
necessidade de alterar a sequéncia do DNA (Figura 2) (A.; DAIYA, 2001; LARSSON; CASTILHO;
GIANNOBILE, 2015; PARK et al., 2019; UNNIKRISHNAN et al., 2019).

Essa regulacdo se da pelo “ligamento” ou “desligamento” dos genes pela adicdo de
grupos funcionais a nucleotideos especificos, que irdo influenciar na produgdo de proteinas
em células. Essa regulagdao ajuda a garantir que as células irdo produzir apenas aquelas
proteinas que sdo necessarias para sua funcdo. Garantindo assim, por exemplo, que proteinas
responsaveis pelo crescimento dos 0ssos ndo sejam promovidas em células musculares.
Assim como mutagles genéticas, reacdes epigenéticas podem ser afetadas por fatores
ambientais (SUTHERLAND; COSTA, 2003; FEIL; FRAGA, 2012). Dieta pessoal e exposicdo a
poluentes sdo apenas dois exemplos de uma série de fatores que podem influenciar na
regulacdo epigenéticas de um individuo.

E assim como ocorre com as mutagdes genéticas, as mutagdes epigenéticas também
podem ser transmitidas para gera¢Ges (LILLYCROP; BURDGE, 2015; SCHAGDARSURENGIN;
STEGER, 2016). Dessa forma, o monitoramento e entendimento de modificacdes epigenéticas
sdo de grande importancia para avancos nas areas médicas, seja através de diagndsticos ou

por meio de estudos para o entendimento e desenvolvimento de tratamentos, contribuindo



26

com incremento em saude e bem estar populacional (JONES; BAYLIN, 2002; WEI; LILLEHOJ;
HO, 2010; CAMPUZANO et al., 2019).

Figura 2-Representacdo esquematica para mutacdo genética e mutacdo epigenética. O
exemplo apresentado foi baseado na reacdo epigenética de metilagdo da citosina mediado
pela enzima metiltransferase (DNAMT).
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Fonte: Autoria propria.

1.2. Marcadores Biolégicos: Biomarcadores

Biomarcadores sdo por definicdo substancias indicadoras de estados fisioldgicos,
estando em estado normal, patoldgico ou sob resposta farmacoldgica (GILLESPIE; LADAME;
O’HARE, 2019; SHAO; XIAO, 2020). Por meio do monitoramento dos biomarcadores,
diagndsticos acurados e conhecimentos dos mecanismos de doencgas podem ser conhecidos,
possibilitando aplicacdo de tratamentos especificos e personalizados, elevando as chances de
cura (STRIMBU; TAVEL, 2010; GILLESPIE; LADAME; O’HARE, 2019; ZAIDI; SHAHZAD; BATOOL,
2020; KARIMI-MALEH et al., 2021).

Os primeiros marcadores bioldgicos utilizados para monitoramento de enfermidades

datam de séculos atras e tinham como base fatores fisicos, como ritmo cardiaco e
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temperatura relativa do corpo (FERGUSON; VAIDYA, 2010; STRIMBU; TAVEL, 2010). No ultimo
século, avancos tecnoldgicos permitiram analises quantitativas de algumas moléculas em
fluidos (como urina e sangue), representando um grande avangco na drea médica. E, nas
ultimas décadas, experimentamos avancos ainda mais expressivos, onde a capacidade das
analises passaram de algumas dezenas de moléculas para milhares delas. Como resultado,
algumas doencas podem ser completamente mapeadas através de diversas moléculas
especificas, permitindo diagndsticos cada vez mais exatos.

Especialmente, no caso de doengas como cdncer, biomarcadores sdo Uteis para
deteccdo em estagios iniciais da doenca, sendo esse um fator crucial para aumento das
chances de sucesso de cura (FERGUSON; VAIDYA, 2010; ROY et al., 2010). Além da diminuicdo
do tempo de diagndstico, biomarcadores auxiliam em sua categorizacao, nivel de severidade
e avaliacdo da resisténcia ao tratamento por quimioterapia. Todos esses pontos sdo
importantes para tomadas de decisdes a nivel de intervencbes que sejam mais adequadas,
diminuir a exposi¢ao do paciente a procedimentos desnecessarios e podendo aumentar as

suas chances de sobrevivéncia.

1.2.1. Espécies de DNA Metilado como Biomarcador para Diagndstico de Cancer

A metilacdo do DNA, uma das mais importantes reacdes epigenéticas, ocorre pela
adicdo de um grupo metila (-CHs3) ao carbono 5 da base citosina do DNA (5-mC) (Figura 3),
catalisada pela enzima DNA metiltransferase (DNAMT) (WU; ZHANG; GUO, 2013; ZHU et al.,
2015).

Tais processos de metilacdo do DNA tem ocorréncia natural no organismo humano e
desempenha papel crucial na regulacdo genética, afetando diretamente a impressao
gendmica (KREJCOVA et al., 2017). Valores anormais nos niveis globais de metilacdo do DNA,
classificados como hipermetilagao e hipometilagao, podem aumentar, diminuir ou mesmo
inativar a atividade genética, podendo desencadear doencas graves como Alzheimer,
esquizofrenia e doengas vasculares, bem como diversas classes de tumores cancerigenos,
como o cancer que acomete o pulmdo, mama, ovario, célon e sarcomas (HOSSAIN et al., 2017,
KREJCOVA et al., 2017; MONTERO-CALLE et al., 2019).

Assim, alteragdes nos niveis globais de 5-mC foram sugeridos como biomarcadores
para diagnosticos e progndsticos de tecidos cancerosos (MONTERO-CALLE et al., 2019). Essa

importante correlagao entre os niveis de metilagdo do DNA e diagndstico de doencgas
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demonstrou a necessidade de desenvolvimento de sensores e biosensores, tanto para fins de
pesquisa quanto para fins clinicos, que permitam a deteccdo, quantificacdo e monitoramento

de genes metilados (POVEDANO et al., 2018b, 2018a).

Figura 3-A) Representagdo esquematica para reagdao de metilagdo da citosina mediada pela
DNA metiltransferesa e B) representacao dos niveis de metilacdo global e sua associacdo com
tumorgénesis.
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Fonte: Adaptado de (KREJCOVA et al., 2017).

Na década de 90, os primeiros métodos para o sensoriamento de espécies de DNA
metilado foram reportados (TALEAT et al., 2015; HOSSAIN et al., 2017). Dentre eles, aqueles
utilizando tratamento da amostra com bissulfito, como por exemplo o método Frommer,
apresentaram certo destaque. O método Frommer consiste em aplicar um tratamento de
bissulfito na amostra com a intencdo de converter as citosinas ndo metiladas em uracila
(HOSSAIN et al.,, 2017). Em seguida, a amostra é amplificada através de PCR (do inglés
polymerase chain reaction) e primers sao aplicados para se ligarem a sitios especificos de
citosina-guanina (CpG) de interesse e com isso determinar os niveis de metilacdo (TALEAT et
al., 2015). Esses métodos apresentam vantagens pela relativa simplicidade de equipamentos.
Mas, as desvantagens ficam a cargo das multiplas etapas necessdrias para obtencdo de
guantidades significativas de amostra e analises a fim de se obter um resultado quantitativo
(MONTERO-CALLE et al., 2019).

Os métodos atualmente desenvolvidos direcionam esforcos principalmente no

desenvolvimento e aprimoramento de métodos espectroscépicos e eletroquimicos (HOSSAIN
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et al., 2017; ISLAM et al., 2017). Nesse contexto, os métodos eletroquimicos se destacam em
termos de simplicidade em equipamentos, baixo custo, curto tempo de resposta, menor
numero de etapas de analise, além da possibilidade de miniaturizagao dos sistemas de analise.
Dentre as estratégias eletroquimicas utilizadas para detec¢do de DNA metilado, os médodos
baseados em mecanismos de restricGes de endonucleases (REs), tratamento com bissulfito
(TB) e reagoes de imunoafinidade (RIA) apresentam maior destaque (HOSSAIN et al., 2017).

As enzimas de restricdo endonuclease (REs) promovem quebras em sitios especificos,
sendo classificadas como RE sensivel a metilagdo, o qual promove a digestdo apenas de DNA
metilado e RE resistente a metilacdo, que promove apenas a clivagem de sequéncias genéticas
ndo metiladas (CAO; DONG, 2017; XIA; HAO, 2019). Para os sensores baseados no método de
restricdo endonuclease (REs) a superficie do eletrodo é modificada com sequéncias genéticas
especificas para o DNA metilado a ser reconhecido. Posteriormente, utilizando as enzimas RE,
obtém-se a quebra do DNA imobilizado proporcional ao nivel de metilagcdo. Nesse método,
indicadores redox (por exemplo, solu¢do de [Fe(CN)e]>/#, hidroquinona e complexos de
ruténio) sdo utilizados, e a alteracdo nos sinais eletroquimicos promovidos por eles sdo
utilizados como sinal analitico para quantificar o nivel de metilagdo do DNA (ZHU; TRAVAS-
SEJDIC, 2018).

O método baseado em bissulfito faz uso do mesmo principio descrito para os métodos
classicos, durante o primeiro paragrafo, modificando-se a técnica de deteccdo e transducao.
O principio de operacdo do sensor baseado em bissulfito também se da pela imobilizacdo de
DNA sobre a superficie de eletrodos com superficies modificadas ou nao modificadas e com o
auxilio de indicadores redox acompanha-se os sinais eletroquimicos obtidos correlacionando-
os com os niveis de metilacdo de DNA (HOSSAIN et al., 2017).

Ambas as metodologias acima apresentam desvantagens como perda e/ou mudangas
irreversiveis nas amostras. Desse modo, o método baseado em imunoafinidade demonstra
vantagens por seu mecanismo se basear no reconhecimento especifico de espécies de DNA
metilados através de anticorpos ou a proteina MDB (do inglés methyl-CpG-binding domain)
sem a necessidade de modificagcbes das amostras (MONTERO-CALLE et al., 2019).

De fato, em recente trabalho Pingarron e colaboradores (POVEDANO et al., 2020)
clamam pela necessidade de desenvolvimento de estratégias simples e de rdpida resposta
para o sensoriamento de espécies de DNA metiladas baseando-se em imunoafinidades. Os

autores desenvolveram uma plataforma sensorial baseadas em microesferas magnéticas
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modificadas com proteina estreptavidina e com anticorpo especifico marcado com a enzima
horseradish peroxidase (HRP). A deteccdo foi realizada por técnica amperométrica na
presenca de H,0; e hidroquinona, servindo de substrato para a HRP para geracdo do sinal de
deteccdo eletroquimico. Satisfatoriamente, os autores quantificaram espécies de DNA
metilado, alcancando limite de deteccdo na casa de picomol por litro.

Apesar dos impressionantes resultados, diferentes etapas (eletro)quimicas foram
necessarias para aquisi¢cao do sinal analitico baseado na reagao catalisada pela enzima HRP.
Assim, o presente trabalho tem como objetivo simplificar a plataforma imunossensora
explorando a resposta especifica dos polimeros condutores redox para a molécula de oxigénio

dissolvido.

1.2.2. Transportador de Glicose 4 como Biomarcador para Tecidos Tumorais

Os transportadores de glicose (do inglés glucose transporter - GLUT) compdem o grupo
de proteinas de membrana que realizam o transporte da glicose facilitada através da
membrana plasmatica para ser metabolizada pela glicélise (THORENS; MUECKLER, 2009;
ADEKOLA; ROSEN; SHANMUGAM, 2012; BARRON et al.,, 2016). Existem 14 diferentes
proteinas GLUTs (denominadas de GLUT-1 a GLUT-14) localizadas em diferentes regides do
corpo e com diferentes caracteristicas. Elas podem ser subdividas em classes (classe |, Il e Ill)
a depender de suas caracteristicas e fungdes. Por exemplo, o GLUT-1 age principalmente como
um sensor para glicose em células humanas do tipo beta, enquanto GLUT-5 é principalmente
encontrado em células do intestino facilitando também o transporte de frutose. Ja o GLUT-4
é sensivel a insulina, e quando recrutado aumenta de 10 a 20 vezes o transporte de glicose
através da membrana plasmatica (BARRON et al., 2016; NAVALE; PARANJAPE, 2016).

Células cancerosas tem sua capacidade de proliferacdo incontrolavel, o que resulta em
um aumento expressivo da necessidade de acidos graxos, aminoacidos e acgucares para
manutencdo de seu metabolismo. De fato, estudos recentes demonstraram uma dependéncia
de metabolismo de glicose para producdo de energia das células cancerosas, que pode chegar
a 30 vezes o valor necessdrio para a manuten¢do de uma célula saudavel (AUGUSTIN, 2010;
CALVO et al.,, 2010; BARRON et al., 2016). Para suprir essa necessidade, células cancerosas
aumentam a expressdo de transportadores de glicose em sua membrana (Figura 4)
(AUGUSTIN, 2010; BARRON et al., 2016). Também, algumas células tumorais apresentam

padrdes de expressao de transportadores anormais comparadas com tecidos saudaveis.
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Figura 4-Diagrama esquematico para a expressao dos facilitadores de transporte de glicose
em células sauddveis (A) e células cancerosas (B).
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Fonte: Adaptado de (BARRON et al., 2016).

Com base nesses dados, diversos estudos tém apontado o uso de transportadores de
glicose como biomarcadores para diagndstico de cancer, bem como para acompanhamento
de tratamentos de tumores (BARRON et al.,, 2016). Em especial, o GLUT-4 pode ser
considerado um bom indicador para melanomas de coldn, peito, tireoide e pancreas (BINDER
et al., 1997; NOGUCHI et al., 1999; MCBRAYER et al., 2012). Os tecidos citados tipicamente
ndo apresentam sensibilidade a insulina. Assim, a presenca desse transportador em um desses
tecidos revela um padrdao andmalo da expressao de transportadores de glicose, indicando uma
necessidade anormal de glicose, podendo ser indicativo da presenca de células cancerosas
naquele tecido (BARRON et al., 2016).

Apesar da importancia do tema, sdo poucos os métodos atualmente aplicados para
medir e quantificar proteinas transportadoras de glicose. Os métodos existentes sao
principalmente baseados em imunofluorescéncia baseados em ensaios imunoenzimaticos
(ELISA), sendo metodologias trabalhosas e muitas vezes de cardter semi-quantitativas
(BARRON et al., 2016; NAVALE; PARANJAPE, 2016). No melhor dos nossos esforcos, ndo foram

encontradas metodologias alternativas, tdo pouco imunossensores eletroquimicos para essa
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finalidade. Diante disso, seria de considerdvel interesse o desenvolvimento de métodos
alternativos, com menor dispéndio de tempo e de reagentes para medir e quantificar a
concentracdo de GLUT-4. Portanto, a presente tese propde o desenvolvimento do primeiro

imunossensor eletroquimico para detecc¢do e quantificacdo da proteina de GLUT-4.

1.3. Imunoensaios

Imunoensaios, ou ensaios imunoldgicos, sdo metodologias que exploram a reagdo
antigeno-anticorpo (Ag-Ab) para deteccdo de alvo(s) em diferentes matrizes bioldgicas (WILD;
DAVIES, 2013; CHO et al., 2018; VASHIST; LUONG, 2018; HASSANPOUR; HASANZADEH, 2021).
Sua alta empregabilidade se da principalmente por trés importantes propriedades
apresentadas por anticorpos: i) habilidade de ligacdo com uma ampla variedade de espécies
quimicas, seja elas naturais ou sintéticas, biomoléculas, células ou virus. ii) Excepcional
especificidade para os substratos no qual o anticorpo se liga; e iii) a grande forca de ligacado
apresentada pelo conjunto antigeno-anticorpo.

Imunoensaios podem ser empregados tanto para a deteccao e determinacdo de
antigenos quanto para anticorpos (DAVIES, 2013a). Em sua versdao mais simples, também
conhecido como design imunométrico (Figura 5), um anticorpo é imobilizado sobre um
substrato, comumente uma superficie plastica (tal como em pogcos em uma placa de analise),

de modo que permita a sua reagcdo com o antigeno desejado.

Figura 5-Representagdo esquematica para a forma classica de ensaios imunométricos.

7

Marcador g
Anticorpo de
A e / \ N Detecgao
;_. === . Antigeno Becundins)

== __:':'- i b ’ Anticorpo
s pel— : P~ .-—_' . de Captura
> .~

Fonte: Adaptado de (DAVIES, 2013b).
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A esse anticorpo imobilizado da-se o nome de anticorpo de captura, por ser especifico
para o analito de interesse. Como etapa seguinte, adiciona-se ao pog¢o a amostra do antigeno.
Apds completada a reagao do anticorpo de captura com o antigeno, um segundo anticorpo é
adicionado (anticorpo secundario). O anticorpo secundario apresenta em sua estrutura um
marcador (do inglés labeled) responsdvel pela geracdo de sinal que sinalize a presenca do
antigeno (em casos qualitativos), bem como possibilita uma correlacdo entre intensidade de
sinal e concentragdo de antigeno (em casos quantitativos). Esse marcador pode ser um grupo
cromoforo, uma enzima, um isdtopo radioativo, dentre outros.

Um dos imunoensaios mais populares e amplamente utilizados nos laboratdrios de
pesquisa e de diagndstico é o ensaio imunoenzimatico ELISA (do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay). Assim como os anticorpos, enzimas sdo espécies especializadas em
reacoes especificas (VASHIST; LUONG, 2018). Uma vez que o anticorpo marcado com enzima
reage com o antigeno, reagentes que possuam uma reacao quimica especifica catalisada pela
enzima marcadora sdo adicionados, gerando produtos de reacdo coloridos, fluorescentes,
luminescentes ou eletroquimicamente ativos (KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020; ZAIDI;
SHAHZAD; BATOOL, 2020).

Como os anticorpos formam uma estrutura em torno do antigeno, essa estratégia é
comumente denominada de sanduiche. De maneira similar, mas com objetivo de detectar
anticorpos, antigenos podem ser imobilizados sobre a superficie de substratos para que assim
sejam capturados anticorpos especificos. Por exemplo, uma camada proteica de um virus
pode ser imobilizada a fim de se capturar anticorpos especificos da amostra. Por sua vez, um
segundo anticorpo marcado (como por exemplo o anti-humano IgG) é utilizado para
determinacdo dos anticorpos capturados, também podendo ter carater qualitativo ou
guantitativo (VASHIST; LUONG, 2018).

O imunoensaio na forma sanduiche é classificado como um método indireto de
deteccdo, uma vez que o sinal analitico tem origem em uma segunda espécie marcada (WILD;
DAVIES, 2013). Ha ainda uma outra categoria, os imunoensaios com deteccao direta. O modo
direto, como o nome sugere, dar-se-a pela deteccao direta do antigeno ou anticorpo marcado,
capturado pelo anticorpo ou antigeno imobilizado (Figura 6).

Por fim, os imunoensaios podem ainda ser classificados como competitivos (limite de
reagente) e ndo competitivos (excesso de reagente). O imunoensaio na forma de sanduiche é

considerado nao competitivo. A Figura 6 apresenta uma ilustracdo para o imunoensaio
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competitivo. Ao adicionar a amostra ao ensaio, ha uma competicdo pelos sitios limitados e os
antigenos da amostra tendem a ocupar o lugar dos antigenos marcados, ocorrendo uma
diminuicdo do sinal analitico apds etapa de incubacdo. Dessa forma, a determinacdo da

concentracdo de antigeno na amostra sera inversamente proporcional ao sinal obtido.

Figura 6-Representacdo esquematica para as formas de imunoensaio direto (A e B) e
imunoensaio competitivo (C).
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Fonte: Autoria Propria.

1.3.1. Aspectos analiticos

A reacdo e consequente formacao da ligacdo antigeno (Ag)-anticorpo (Ac) ocorre por
meio da atuacdo de interacOes eletrostaticas fracas e interacdes ndo-covalentes, como
ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e intera¢des hidrofdbicas (TRILLING; ZUILHOF,
2013; WELCH et al., 2017; VASHIST; LUONG, 2018; KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020). A uma
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certa distancia (alguns nanémetros), forcas de longo alcance como a i6nica e hidrofdbica
atraem a molécula para o sitio de ligacdo especifica. A energia dessas forcas atrativas é
suficiente para superar a energia de hidratacao, expelindo agua e permitindo que o par Ab-Ag
se aproxime ainda mais, situa¢do na qual as forgas atrativas de Van der Waals sdo dominantes
e, portanto, concluem a formacdo do imunocomplexo. Nesse momento, a forca da ligacdo
dependera do qudo efetivo foi o encaixe no sitio de ligacdo especifico, uma vez que essas
forcas fracas diminuem sua forca de ligacdo em funcdo da distancia (REVERBERI; REVERBERI,
2007).

A reacdo Ab-Ag pode ser expressa de acordo com a lei da acdo das massas (Eq. 1 e 2):

ka
Ab + Ag = Ab-Ag
‘ (1)
ke [Ab-A
Kq =2 = [ g] 2)

kq  [Ab][Ag]

Onde k; é a constante de associacdo (também chamada de kon), k4 € a constante de dissociagdo
(também chamada de koff) e Keq @ constante de equilibrio.

No inicio da reacdo, apds a adicdo do antigeno ao meio de analise, a reacdo se processa
no sentido de formacdo do complexo (Ab-Ag). Com o avanco da rea¢do, uma taxa da reacao
inversa aumenta progressivamente até que as velocidades direta e inversa se igualem e a
reacao alcance o equilibrio quimico (REVERBERI; REVERBERI, 2007). Esse é um ponto
importante para observagdo em ensaios imunoldgicos, pois as velocidades de reagdo de
formacao de Ag-Ab podem apresentar grandes variacdes (de segundos a horas) a depender
das espécies em questdao. Obviamente, a concentragdo das espécies tem influéncia sobre a
velocidade, contudo, imunoensaios sdo limitados a analises com concentracdes de analito na
ordem de nanogramas. Dessa forma, muitos protocolos utilizam tempos de reacdo
(incubacdo) de longos periodos (overnight), objetivando para que a reacdo alcance o
equilibrio. Contudo, valores satisfatorios de confiabilidade podem ser obtidos em tempos
médios de algumas horas uma vez que a reacdo se processa de forma exponencial.

Pelo ponto de vista termodindmico, quanto maior for as forcas de ligacdo, maior sera

o valor da constante de equilibrio (Eq. 3):
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In(Keq) = == (3)

Onde AG é a variacdo da energia livre de Gibbs, R a constante universal dos gases e T a

temperatura absoluta.

1.3.2. Caracteristicas de um Anticorpo

Anticorpos sdo biomoléculas (biopolimeros) com estrutura tridimensional de
aproximadamente 10 nm contendo trés regidoes globulares arranjadas em forma de “Y” e
massa molecular de aproximada 150 kDa (Figura 7) (MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE,
2013; WELCH et al., 2017). Sua estrutura é constituida em cadeias leves (retangulos contendo

a letra subscrita “L”) e pesadas (retangulos contendo a letra subscrita “H”).

Figura 7-A) Estrutura 3D de uma molécula de anticorpo. B) Representacdo esquematica de um
anticorpo destacando suas regioes.

Fonte: Adaptado de (TRILLING; ZUILHOF, 2013).

Por sua vez, as cadeias podem ser fracionadas em dominios, havendo dominios
constantes (C. e Cu) e dominios variaveis (VL e Vu), responsaveis pela identificacdo dos

antigenos por ligacGes especificas (modelo chave-fechadura) (CHIU et al., 2019). Ademais, a
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estrutura de um anticorpo pode ser fracionada em duas partes, denominados fragmentos: o
fragmento de ligacdo do antigeno (Fab - do inglés antigen-binding fragmente) e o fragmento
cristalizavel (Fc), formando o tronco da estrutura em “Y”. Enquanto a regido de ligacdo com o
antigeno tem a funcdo de identificacdo, como o préprio nome sugere, o papel da regido Fc é
modular a atividade do anticorpo apds a ligagao antigeno-anticorpo se formar.

Além das caracteristicas estruturais, os anticorpos possuem caracteristicas quimicas
gue moldam sua estrutura. Os residuos de aminoacidos com caracteristicas hidrofébicas se
contorcem e ocupam principalmente a parte interna da estrutura da biomolécula (CHIU et al.,
2019). Por outro lado, os grupos funcionais hidrofilicos ficam localizados na regido externa do
anticorpo. Esses grupos quimicamente reativos, como aminas, carboxilas e hidroxilas estao
espalhados por sua superficie.

Do ponto de vista dos ensaios imunoldgicos, esses grupos funcionais hidrofilicos sdo
de grande importancia pois permitem tracar estratégias para imobilizacdo do anticorpo em
diferentes superficies funcionalizadas, bem como a adi¢cdo de moléculas que atuem como
marcadores que fornegcam um sinal mensurdvel para identificacdo do anticorpo apds sua
ligacdo com o antigeno (TRILLING; ZUILHOF, 2013; CHIU et al., 2019). Além dos grupos
supracitados, os anticorpos possuem ainda pontes dissulfeto, espalhadas por toda sua
estrutura e responsavel pela formacdo das “dobradicas” que mantem a estrutura em Y. Esse
grupo pode ser reduzido para formacao do grupo tiol, tendo igual importancia na utilizacao
de estratégias para conjugacdo com outras moléculas e superficies (TRILLING; ZUILHOF, 2013).

Como destacado, o conhecimento dos aspectos quimicos da estrutura do anticorpo é
importante para determinar as estratégias de imobilizagdo (GAO; GUISAN; ROCHA-MARTIN,
2022). Duas estratégias sdo principalmente aplicadas para a imobilizagdo dos anticorpos sobre
superficies sdlidas, sendo elas a imobilizacdo por adsorcdo e imobilizacdo por formacdo de
ligacdo covalente (Figura 8) (WELCH et al., 2017; ZHANG et al., 2022). Apesar de conferir
simplicidade ao ensaio, a estratégia de imobilizacdo por adsor¢do ndo fornece controle da
orientagdo dos anticorpos sobre o substrato, podendo afetar a capacidade de reconhecimento
do antigeno e consequentemente o desempenho do imunossensor.

Em um cenario ideal, os anticorpos devem ser imobilizados sobre o substrato de forma
a expor os sitios de ligacdo especificos (dominios varidveis) para o meio reacional enquanto a
regido F. ficaria de face voltada para a superficie do substrato (perpendicular), como

representado na Figura 8. Contudo, outras orienta¢cdes do anticorpo sobre os substratos sao
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possiveis. Assim, é necessdrio conciliar os aspectos de densidade de recobrimento e

orientacdo dos anticorpos para um bom desempenho imunossensorial (BYZOVA et al., 2017).

Figura 8-llustracdo esquematica para as formas de imobilizacdo e as possiveis orientacdes dos
anticorpos sobre substrato.

Adsor¢do Fisica Ligagcdao Covalente
Imobilizagdo Aleatdria Imobilizagdo Orientada

N

“Head-on”

f/ \ “Lying-on”

“Side-on”

Fonte: Adaptado de (GAO; GUISAN; ROCHA-MARTIN, 2022).

A utilizacdo de estratégias de imobilizacdo por ligacdes covalentes pode auxiliar na
orientacdo dos anticorpos sobre o substrato, uma vez que a imobilizacdo ocorrera através de
ligacdo de grupos especificos do anticorpo com grupos especificos presentes no substrato
(GAO; GUISAN; ROCHA-MARTIN, 2022). Além de conferir robustez e boa densidade de
anticorpos orientados, a estratégia por formacdo de ligacdo covalente permite ainda a alguns
imunoensaios a possibilidade de reutilizagdo (KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020; GAO; GUISAN;
ROCHA-MARTIN, 2022).

1.4. Imunoensaio Eletroquimico
Um dos primeiros imunoensaios reportados na literatura utilizou a técnica de
imunoprecipitacdo como abordagem para quantificacdo de um antigeno (WU, 2006; DAVIES,
2013a). Posteriormente, houve o advento do radioimunoensaio, seguido das técnicas
empregando transdutores Opticos baseados em enzimas, como EMIT (do inglés enzyme
multiplied Immuno Technique) e ELISA (do inglés enzyme linked immunosorbent assays), sendo
um dos mais conhecidos e mundialmente difundidos imunoensaios para fins académicos e de

diagndsticos (WU, 2006; DAVIES, 2013a).
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Apesar disso, diversos esfor¢cos vém sendo realizados para superar o que é considerado
a principal desvantagem de imunoensaios: o fato de envolverem um grande nimero de etapas
complexas. Isso resulta em longos periodos de andlise e necessidade de mao de obra
especializada. A transposicdo dessas desvantagens poderia resultar em uma maior
descentralizacdo e diminuicao dos custos das anadlises, tornando testes especificos cada vez
mais acessiveis (ZAIDI; SHAHZAD; BATOOL, 2020; KIM; PARK, 2021).

Nesse sentido, grandes esforcos vém sendo direcionados no desenvolvimento de
imunoensaios eletroquimicos (KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020; KIM; PARK, 2021). Os
imunoensaios baseados em técnicas eletroquimicas apresentam diversas vantagens sobre as
metodologias convencionais como relativo baixo custo, facil manuseio, instrumentacao
simples, rapida resposta, facil miniaturizacdo e integracdo em plataformas portateis
(KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020). O principio de funcionamento de um imunossensor
eletroquimico segue os mesmos principios dos imunoensaios citados anteriormente. A
alteragdao sera no sinal analitico obtido apds a imunorreagao, o qual sera convertido e
mensurado eletroquimicamente (CHO et al., 2018; KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020; KIM;
PARK, 2021).

Muitos trabalhos reportando imunoensaios eletroquimicos empregam enzimas, mas
ao invés de gerar produtos coloridos pela reacdo especifica com substratos, a reagdo
catalisada pela enzima produz (sub)produto eletroquimicamente ativos, que serdo oxidados
ou reduzidos, provendo um sinal analitico que pode ser mensurado e relacionado com a
concentracdo de antigenos na amostra (SAMADI PAKCHIN et al., 2018; MONTERO-CALLE et
al., 2019). Contudo, essa estratégia apresenta desvantagens como o grande nimero de etapas
(eletro)quimicas e a possivel diminuicdo da capacidade de reconhecimento do anticorpo
devido a alteragGes estruturais durante a etapa de formacdo de ligacdo covalente com os
marcadores (HASSANPOUR; HASANZADEH, 2021).

Os imunossensores eletroquimicos livres de marcadores (do inglés label-free) sdo uma
importante alternativa devido a sua estratégia de detec¢do direta (BARADOKE et al., 2020;
HASSANPOUR; HASANZADEH, 2021). Seu principio se baseia na resposta eletroquimica pela
transferéncia eletrénica (oxidacdo ou reducdo) de uma espécie quimica em solucdo,
denominada de mediador redox. Quando na presenca do analito, a capacidade de

transferéncia eletronica sofre altera¢do devido ao impedimento de acesso do mediador redox



40

a superficie do eletrodo (gate-effect), resultando em diminuicdo do sinal eletroquimico (Figura
9) (DENG et al., 2016; LACH et al., 2019).

Contudo, algumas desvantagens para essa metodologia sdo apontadas em funcdo da
necessidade de dopagem da solucdo com grandes concentracdes de reagentes com valéncias
altas, como o par [Fe(CN)s]3*’*, que resultam em possiveis falsos positivos e desvios da linha
de base (BARADOKE et al., 2020; HASSANPOUR; HASANZADEH, 2021). Tentando superar esse
desafio, a presente tese de doutoramento apresenta uma estratégia de deteccao alternativa,
utilizando polimeros condutores redox e sua seletividade de resposta ao oxigénio dissolvido,

gue atuou como mediador redox na construcdo de imunossensores eletroquimicos label-free.

Figura 9-Representagdo esquemadtica para o mecanismo de resposta de um imunosensor
eletroquimico label-free baseado em espectroscopia de impedancia eletroquimica.

. Mediador redox

Analito

Impedancia Imaginaria (kQ)

(b)

(a)

(a)

Impedancia Real (kQ) (b}

n
Y Y'Y Y Y'Yy
h l w

1.4.1. Utilizacao de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica para
Imunosensoriamento

Nas ultimas décadas, a utilizacdo da espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

como técnica de transducdo em plataformas de biorecognicdo, como imunossensores, para

biosensoriamento ganhou grande destaque, principalmente pela impressionante

sensibilidade alcangada pela técnica, chegando a limites de deteccdo na faixa de picomol
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(BONANNI; VALLE, 2010; CONGUR; EKSIN; ERDEM, 2015). Além da sensibilidade, a técnica
ainda apresenta as vantagens caracteristicas das plataformas eletroquimicas, tal como baixo
custo relativo, facilidade de manuseio e miniaturizagdo (RUSSO et al., 2021).

O principio da técnica é baseado em aplicar uma pequena perturbagdo ao sistema, na
forma de potencial elétrico (em regime de circuito alternado) e obter um sinal de corrente
alternada como resposta. Modulando-se a frequéncia da onda senoidal do sinal de
perturbacdo é possivel acompanhar diferentes fendbmenos eletroquimicos do sistema (Figura

10) (VON HAUFF, 2019).

Figura 10-Representagao esquematica do sinal de perturbagdo de uma interface
eletroquimica (A) e das representacdes graficas de Nyquist e BODE para o sinal de resposta
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Fonte: Autoria proépria.

Dessa forma, a técnica é capaz de medir em uma mesma analise diferentes aspectos
fisico-quimico que estdo ocorrendo simultaneamente dentro do sistema eletroquimico, como
condutividade da solucdo, carregamento da dupla camada elétrica (capacitancia da dupla
camada - Cqc), transferéncias de elétrons entre eletrodo/solucdo (resisténcia de transferéncia
de carga - Ri) e fendbmenos de transporte de massa (elemento de Warburg — W). Ademais,
informacgdes morfoldgicas como estimativa da porosidade e rugosidade também podem ser
alcancadas (LASIA, 2002).

Essa ampla capacidade de visualizacdo dos fendmenos permitiu aos pesquisadores o
desenvolvimento de estratégias de deteccdo que alcancassem niveis impressionantes de

sensibilidade, as quais até entdo s eram possiveis por meio de técnicas consideradas padrao.
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Com efeito, a EIE foi capaz de oferecer performance equivalente ou mesmo superior, podendo
ainda superar as desvantagens apresentadas por essas técnicas, as quais incluem grandes
dispéndios por envolver mdo de obra especializada, equipamentos de alto custo e longos
periodos de analise (STRONG et al., 2021).

Grande parte dos trabalhos de desenvolvimento de plataformas sensoriais que
utilizam EIE exploram as reacOes faradaicas, através da variacdo de resisténcia de
transferéncia de carga do sistema, como estratégia de sensoriamento (BARADOKE et al., 2020;
STRONG et al., 2021). Isso € comumente realizado a partir de medidas onde o biossensor tem
contanto com uma solucdo contendo o analito de interesse junto a um mediador redox
(BARADOKE et al., 2020). A medida em que o biosensor interage com o analito, acompanha-
se uma variacdo nos valores de resisténcia do sistema (R:c) correlacionado com a concentragao
do analito em solucdo. A escolha dos pesquisadores pela utilizacdo de mediadores redox tem
como objetivo ampliar a razdo sinal-ruido (RSR), devido grande parte do conjunto
biomolécula-analito ndo se apresentar eletroquimicamente ativo no intervalo de potencial
comum para meios aquosos. Apesar disso, a utilizacdo de mediadores redox pode estar sujeita
a possiveis falsos positivos na analise (BARADOKE et al., 2020; LE; PARK; CHO, 2020).

Nesse sentido, os polimeros condutores redox sao alternativas promissoras uma vez
gue reunem a facilidade de sintese por meio de eletropolimerizacdo bem como a propriedade
redox, necessaria para atender as diferentes estratégias dos biosensores eletroquimicos sem
a necessidade de adicdo de mediadores redox em solucdo. Ademais, apresentam flexibilidade
e a possibilidade de ancoragem de diversos materiais biolégicos por meio da interagao com

os grupos funcionais presentes em suas cadeias poliméricas (OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021).

1.5. Materiais nanocompdsito baseados em polimeros condutores

Ainvestigacao de materiais em escala nanométrica para fabricagdo de biosensores, em
especial imunossensores, tem atraido crescente interesse durante as ultimas décadas
(NARESH; LEE, 2021). O principal motivo é a possibilidade de modulacdo de propriedades
fisicas e quimicas em razao do tamanho e formato do nanomaterial. Recentemente, diversos
esforcos vem sendo dedicado para o desenvolvimento e aplicacdo de materiais hibridos
(nanocompdsitos), os quais apresentam melhoras em suas propriedades e caracteristicas
guando em comparacgdo a suas formas individuais (POTTS et al., 2011; ZHANG et al., 2015).

Dentre os materiais nanocompdsitos desenvolvidos, aqueles baseados em polimeros
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condutores estdo recebendo especial atencdo em pesquisas nas mais diversas dreas devido a
facilidade de sintese bem como por formar materiais de flexiveis, biocompativeis e de baixo
custo.

Destaca-se as bioplataformas sensoriais formadas por polimeros condutores redox e
nanoparticulas de metais nobres (NPMN) como platina, prata e ouro (HAN et al., 2017).
Especialmente, nanoparticulas de ouro apresentam propriedades Unicas como grande
habilidade de adsorgao, grande area superficial especifica, boa biocompatibilidade bem como
alta condutividade eletronica. Apesar disso, nanoparticulas de ouro sdo instaveis em solugdo
e geralmente necessitam de um invélucro de moléculas, tais como alcanotiois, aminas,
nucleotideos e polimeros para sua estabilizagdo.

Nesse sentido, a presenca de grupos funcionais nos polimeros condutores possibilita o
crescimento de nanoparticulas de ouro em meio a uma rede polimérica evitando a sua
agregacao ou dissolucdo. Por sua vez, as nanoparticulas de ouro em meio a rede polimérica
aumentam significativamente a area superficial do polimero condutor, além de atuar como
mediador na transferéncia de elétrons que ocorre nos sitios redox do polimero (LU et al., 2018;

TEPALE et al., 2019; ESSOUSI et al., 2020).

1.6. Nanoparticulas de Ouro

Nanoparticulas de ouro vem sendo extensivamente exploradas para as mais variadas
aplicacoes (ASADI et al., 2021; CHEN et al., 2021; LEE; CHOI; HEO, 2021; QIAO; Ql, 2021). Uma
busca na plataforma Science Direct apresentou 110 000 resultados de trabalhos publicados
relacionados a nanoparticulas de ouro de 2010 até o presente momento. O grande interesse
nessa classe de materiais é principalmente devido a suas interessantes propriedades quimicas
e fisicas resultantes das suas dimensdes em escala nanométricas (LOHSE; MURPHY, 2013;
FREITAS DE FREITAS et al., 2018).

Nanoparticulas de ouro podem assumir diferentes formatos e dimensdes dependendo
da rota sintética, bem como da aplicacdo desejada, uma vez que cada uma apresenta
caracteristicas especificas. Por exemplo, nanoparticulas no formato de bastonetes interagem
de duas diferentes maneiras com a luz por possuir valor de comprimento e largura diferentes
um do outro. Esse aspecto é amplamente explorado com finalidades 6pticas (CHEN et al.,

2021; QIAO; Ql, 2021).
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Do ponto de vista eletroquimico, as nanoparticulas de ouro sdao atrativas
principalmente por sua ampla area superficial, a qual resulta em ampliacdo da resposta do
sinal eletroquimico e alta condutividade eletronica, podendo ser utilizado como um mediador,
aumentando a eficiéncia de transferéncia eletrénica de um sistema eletroquimico (GUO;
WANG, 2007; HAN et al., 2017; KIZLING et al., 2018).

As nanoparticulas possuem grande variedade de rotas sintéticas que podem ser
utilizadas para a sua obtengdo. Os protocolos sdo categorizados como de cima para baixo (do
inglés top-down), onde processos fisicos e quimicos sdo utilizados para degradar um material
de partida em menores partes, alcangando a escala nanométrica; e de baixo para cima
(bottom-up), onde a sintese inicia com precursores menores, tal como o sal de ouro, para
formar estruturas maiores (QIN et al., 2018).

Elas também podem ser classificadas em métodos quimicos, fisicos e biolégicos (QIN
et al., 2018; QIAO; Ql, 2021). Métodos quimicos e bioldgicos utilizam agentes quimicos como
estabilizantes e redutores para obtencdo das nanoparticulas. A diferenca entre eles é que para
a classificacdo de método bioldgico, os reagentes necessitam ser ndo toxicos (quimica verde).
Assim, derivados de plantas sdo amplamente utilizados nessa metodologia de sintese, assim
como o uso de agentes bioldgicos como bactérias e fungos. Nos métodos fisicos, técnicas
como ablacdo a laser, microondas, ultrassom, sdo utilizados para a obtencdo das
nanoestruturas.

A utilizacdo de técnicas eletroquimicas para sintese de nanoparticulas de ouro é uma
interessante alternativa as rotas convencionais por oferecer alto controle sobre a forma da
nanoparticula desejada, bem como na diminuicdo de etapas necessarias em rotas sintéticas
convencionais, diminuindo custo de sintese e contribuindo positivamente com o meio

ambiente (DUDIN; UNWIN; MACPHERSON, 2010; HOU et al., 2021).

1.7. Polimeros Condutores Redox

Desde sua descoberta no fim da década de 70, polimeros condutores vém ganhando
crescente atencdo devido a seu grande potencial de aplicabilidade, recebendo o titulo de
“metais sintéticos”, sendo uma alternativa a tecnologias utilizando materiais inorganicos para
areas de materiais dpticos, eletroquimicos e dispositivos elétrico/eletronico (LUO et al., 2021;
OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021; RAMANAVICIUS; RAMANAVICIUS, 2021). Polimeros condutores

apresentam vantagens devido a sua diversidade quimica, baixa densidade, flexibilidade,
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resisténcia a corrosdo, facil controle sobre sua forma e morfologia, e controle sobre a
condutividade eletrdnica.

A condutividade desses materiais é tipicamente explicadas por meio da teoria de
bandas, onde a diferenca de energia (bandgap), também chamada de banda proibida, entre
a banda de valéncia (BV) e a banda de conducdo (BC) sdo utilizadas para classificar os materiais
como condutores, semi-condutores e isolantes (LE; KIM; YOON, 2017; K; ROUT, 2021). No caso
de condutores, as bandas BV e BC encontram-se sobrepostas, possibilitando o livre transito
dos elétrons pela estrutura do material. Materiais isolantes apresentam bandgap
suficientemente alto que impossibilitam a passagem de elétrons da BV para a BC e os
semicondutores, como o nome sugere, possuem valores de bandgap intermediarios (banda
estreita), permitindo, sob determinadas circunstancias, a promocgdo de elétrons para a BC.

A teoria de bandas explica o comportamento de semicondutor dos polimeros
condutores, contudo é necessario um olhar também sobre a sua estrutura quimica. A principal
caracteristica que possibilita conferir condutividade eletronica aos polimeros condutores é a
presenca de ligacdes m em sua cadeia polimérica (Figura 11) (LE; KIM; YOON, 2017; K; ROUT,
2021). A m-conjugacado é caracterizada pela presenca de ligacdes simples (ligacdo do tipo sigma
- ¢) e dupla (uma ligacdo sigma e uma ligacdo pi - ) arranjadas de forma alternada. Essa
estrutura pode alternar as ligacdes, onde orbitais p; se sobrepéem continuamente, resultando
em uma condicdo que permite a movimentacao dos elétrons ao longo da cadeia polimérica.

Uma caracteristica de destaque dos polimeros condutores é a possibilidade de
controle sobre sua condutividade. A modulacdo da condutividade da cadeia polimérica pode
ser facilmente alcangada por meio da dopagem desses materiais. Ha varias metodologias para
dopagens de polimeros condutores, como dopagem redox, dopagem por injecdo de carga e
fotodopagem (MOHD RADZUAN; SULONG; SAHARI, 2017; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021).
Nesse sentido, a palavra “dopagem” em polimeros se difere para aguela comumente utilizada
na quimica inorganica. Em inorganica dopagem é a introdug¢ao de pequena quantidade de
atomos de um elemento diferente daquele do material principal, de modo que os atomos do
dopante substituam alguns atomos do material principal na rede cristalina.

A dopagem em um polimero condutor se da por insercdo de quantidades significativas
de agentes que adicionam (dopagem tipo-n) ou retiram (dopagem tipo-p) elétrons na matriz

polimérica com intengao de formagao de polarons, bipolarons e solitons que podem ser
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deslocalizados e conferem aos polimeros condutores condutividade compardvel para a de

alguns metais (Figura 11B) (BREDAS; STREET, 1985; ZOZOULENKO et al., 2019; K; ROUT, 2021).

Figura 11-A) Estrutura quimica do poliacetileno para exemplificagdo da cadeia polimérica com
ligacdes m-conjugadas. B) Representacdo esquematica dos orbitais moleculares antes e apds
oxidacdo (a) ou reducdo (b) da cadeia polimérico. Os estados polarénicos foram
exemplificados a partir da estrutura do politiofeno.

A)

T N S 8
5 A .':.r . ._,S - "1{] ‘J 5
/ = MNéo Dopad
a) 4 Oxidacio a0 Lopade
LUMO M A % oA Y .8 ol o8
e = i
Y |I'. M
Oxidacio Polaron Positivo
\.___/" ":f-._ s _ _ s _ L B
/,-——.\\ B ] 5 g f ,-::"r--
. 1 L\ i
Redugso Bipolaron Positivo
.-':I:I.I I.I:::'». 5 _.-.'a':l ..".'.--_ 5 . .--:a'.: ;I"._ S
! 5 e ! 5 \ ! 5
HOMO :1 /—-\ \ | \ { ! i
b) Reducio J[— Polaron Negativo
- iy | = _—— Cad "y
5 ¥ ] 5
Bipolaron Negativo

Fonte: Adaptado de (LE; KIM; YOON, 2017).

A dopagem do tipo-p, elétrons migram do orbital HOMO (high occupied molecular

orbital) para a espécie dopante e uma carga positiva é gerada sobre a cadeia polimérica
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(vacancia). Para o caso da dopagem do tipo-n, elétrons sdo transferidos para o orbital LUMO
(lowest unoccupied molecular orbital) aumentando a densidade eletronica e permitindo a
deslocalizacdo da carga negativa gerada (LE; KIM; YOON, 2017; ZOZOULENKO et al., 2019).

Além da dopagem, caracteristicas quimicas e estruturais do polimero podem afetar
sua condutividade bem como suas propriedades mecanicas (CHEN et al., 2020; K; ROUT,
2021). Caracteristicas como comprimento da cadeia polimérica, presenca de unidades nao
conjugadas e grau de polimerizagdo podem aumentar ou diminuir a condutividade do
polimero. Nesse sentido, um bom controle sobre a sintese interfere diretamente sobre seu
desempenho.

Polimeros condutores sdo tipicamente obtidos por rotas de sintese quimica ou
eletroquimica. Técnicas eletroquimicas sdo vantajosa por permitir a modulacdo de
caracteristicas através da alteracdo de pardametros eletroquimicos empregados durante a
sintese, como por exemplo, potencial aplicado e tempo aplicado (OLEAN-OLIVEIRA; OLIVEIRA
BRITO; TEIXEIRA, 2020; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021). Além disso, técnicas eletroquimicas
podem ser utilizadas para realizar a dopagem do polimero construido com grande controle

sobre o grau de dopagem (LE; KIM; YOON, 2017).

1.7.1. Polimero Condutor Redox Baseado no Mondmero Bismarck Brown Y: Um
Azo-Polimero Condutor

O azo-corante Bismarck Brown Y (4,4'-[1,3-Fenilenobis(azo)]-bis[1,3-fenildiamina]
segundo a classificacdo da IUPAC) é um dos primeiros corantes baseados em anilina
reportados na literatura. Sua sintese foi descrita pela primeira vez em 1863 por Carl Alexander
Von Martius (BYERLY, 1953). O corante Bismark Brown Y foi principalmente utilizado na
coloracdo de tecidos, cultivo de células e cartilagens, para fins de estudos histolégicos. Ainda
como corante, também teve utilizacdo no tingimento de celulose (BYERLY, 1953).

Sua estrutura quimica apresenta dois grupos azo (sendo classificado como um diazo) e
duas aminas terminais (Figura 12), desempenhando papel fundamental para a formacéo do
filme polimérico poli(azo-Bismark Brown Y) (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a).
Recentemente, em trabalhos desenvolvidos no Grupo de Pesquisa em Eletroanalitica e
Sensores (GPES) do Prof. Dr. Marcos F. S. Teixeira, foram realizadas investigacdes das

propriedades dos azopolimeros visando sua aplicacdgo como plataformas sensoriais e
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biosensoriais (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2019a, 2019b;
OLEAN-OLIVEIRA; OLIVEIRA BRITO; TEIXEIRA, 2020; TREVIZAN et al., 2021).

Os azo-polimeros possuem estruturas conjugadas com terminagdes contendo grupos
doadores ou receptores de elétrons possibilitando altas indugGes de polarizagbes. Seus filmes
possuem isomeria geométrica cis e trans que podem alterar significativamente as
propriedades fisicas e quimicas do material em funcdo do tipo de conformacdo estrutural
(APITZ et al.,, 2006). O isOmero trans é geralmente mais estavel energeticamente e
consequentemente com maior predominancia em filmes azo-polimérico. A interconversao
entre as duas formas conformacionais podem ser induzidas por incidéncia de luz sobre o
material polimérico. Este comportamento de foto-isomerizagdo tem sido amplamente
explorado no desenvolvimento de maquinas moleculares (do inglés molecular machine)
(MERINO; RIBAGORDA, 2012). A foto-indugdo na rede polimérica pode alterar a condutividade
em toda a sua cadeia, sendo bastante atrativo seu uso no desenvolvimento de novas

plataformas sensoriais (DESHPANDE; AMALNERKAR, 1993; LANGE; MIRSKY, 2011).

Figura 12 — Estrutura molecular do azo corante Bismark Brown Y.

HoN NH,

Fonte: Autoria proépria.

Outra propriedade notavel e desejada para construcdo de sensores baseado em azo-
polimeros é a possibilidade de reducao e oxidagdo dos grupos azo, atuando como um polimero
redox (Figura 13) (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). O polimero derivado do mondmero de
Bismarck Brown Y permite modificacdes controladas das suas propriedades fisico-quimicas
dependendo da aplicacdo de interesse. Recentemente o nosso grupo de pesquisa fez uso
dessa propriedade desenvolvendo um interruptor molecular eletroquimico (Figura 13B)
aplicando-o como material de reconhecimento para uma plataforma sensorial (OLEAN-
OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018a; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2019c). Através de técnica de
eletropolimerizagcdo, um filme polimérico de Bismarck Brown Y foi construido sobre a

superficie de um eletrodo de FTO.
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Figura 13-A) Mecanismo redox do grupo azo por rea¢do quimica (A) e eletroquimica (B). C)
Imagem esquematica do comportamento de interruptor molecular apresentado pelo filme de
poli(azo-BBY).
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Fonte: Adaptados de (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a) e (OLEAN-OLIVEIRA et al.,
2019c).

Uma primeira investigacdo demonstrou uma variagao de resisténcia do sistema na
ordem de kQ pela simples variacdo do potencial aplicado sobre o sistema. Essa variacdo tinha
origem na formacdo e quebra da m-conjugacdo da cadeia polimérica em funcao do potencial
aplicado devido a oxidagdo ou reducdo do grupo azo do polimero (centro redox). Quando
aplicado um potencial para reducdo do sistema, o polimero tinha sua m-conjugacdo
interrompida devido a reducdo do grupo azo para forma de hidrazina. Por outro lado, quando
aplicado um potencial para oxidacdo do sistema, ocorria a oxidacao do grupo hidrazina para
0 grupo azo, reestabelecendo a w-conjugacao do polimero.

Esse comportamento também era obtido quimicamente pela exposicdao do polimero
em sua forma reduzida para a molécula de oxigénio dissolvido. Nessas condicbes o grupo
hidrazina era oxidado para o grupo azo pela molécula de oxigénio. Esse comportamento

demonstrou ser dependente da concentracao do oxigénio dissolvido.
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Somado a isso, o polimero de Bismarck Brown Y apresenta um grande nimero de grupos
amina livres. Essa caracteristica permite a aplicacdo de estratégias de imobilizacdo de
biomoléculas como enzimas, DNA, anticorpos e proteinas, através da utilizacdo de reagentes
de ligacdo cruzada (como glutaraldeido ou carbodiamidas), sendo de grande interesse para o

desenvolvimento de biossensores eletroquimicos.

1.7.2. Polimero Condutor Redox Baseado no Monomero Tionina

A tionina (3,7-diamino-5-fenotiazina, TH) é um corante cationico do grupo das
fenotiazinas primeiramente sintetizado por Charles Lauth no ano de 1861 (Figura 14)
(KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKQV, 2021). Amolécula de tionina é amplamente estudada
devido a suas interessantes propriedades fisico-quimicas e apresenta diferentes aplicacGes
como, tingimento de tecidos bioldgicos, fotossensibilizador em células solares, fotoiniciador
de reacOes de polimerizacdo e também no desenvolvimento de sensores (KRAMER;
WINDRUM, 1955; NEUMANN; RODRIGUES, 1998; GUALDESI et al., 2020; KONDZIOR;
GRABOWSKA, 2020; KOSTJUKOVA; LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 2021; KUNTAMUNG; JAKMUNEE;
OUNNUNKAD, 2021).

Figura 14-Estrutura molecular do corante tionina.
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Fonte: Autoria Propria.

Além das aplicacOes citadas, a tionina possibilita a construcdo de filmes poliméricos
condutores finos que exibem alta estabilidade quimica e fisica, além de grande concentragdo
de centros redox por toda cadeia polimérica (KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020; KOSTJUKOVA,;
LEONTIEVA; KOSTJUKOV, 2021). Isso permite que seus filmes poliméricos tenham
aplicabilidade em reacdes de eletrocatdlise e sensores eletroquimicos (TOPCU;
ALANYALIOGLU, 2014; MAHBUBUR RAHMAN; LEE, 2021).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para obtengdo do filme polimérico de tionina,

sendo as mais comuns a polimerizacdo quimica pela utilizacdo de um agente oxidante ou a
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polimerizagdo utilizando técnicas eletroquimica, conhecida como eletropolimerizagao
(TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014). A eletropolimerizacdo apresenta diversas vantagens sobre as
demais técnicas por ser econdmica, ndao destrutiva e ambientalmente favoravel. Ela pode ser
realizada sem necessidades de ajustes temperatura e pressdo, obtendo satisfatoriamente os
filmes poliméricos em condi¢cdes ambientes.

O primeiro trabalho encontrado em literatura empregando o filme polimérico de
tionina para catdlise foi escrito por Ohsaka e colaboradores (OHSAKA; TANAKA; TOKUDA,
1993). Eles reportam o a construcao de um eletrodo modificado com a poli(TH) por técnica de
eletropolimerizacdo e a investigacdo eletroquimica do comportamento catalitico frente a
molécula de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADH), justificando seu interesse no
desenvolvimento de biosensores para identificacdo do NADH em reag¢des dependentes de
hidrogenasses. Recentemente Rahman e colaboradores (MAHBUBUR RAHMAN; LEE, 2021)
publicaram um trabalho reportando o uso de um eletrodo de carbono vitreo modificado por
eletropolimerizagao com filme polimérico de tionina para deteccdao do neurotransmissor
dopamina.

Na construcdo de imunossensores, o filme de poli(TH) apresenta grandes vantagens
por seu polimero atuar propriamente como um mediador redox (SHAMSPUR et al., 2018).
Nesse sentido, Shamspur e colaboradores (SHAMSPUR et al.,, 2018) construiram um
imunossensor eletroquimico para antigeno especifico da préstata (PSA) utilizando o filme
polimérico de tionina como base para imobilizacdo do anticorpo. O sinal analitico foi
acompanhado pela variacdo da corrente do sistema pela reacdo dos centros redox com a
molécula de H;0,, promovida pela presenca da enzima horseradish peroxidase (HRP)
conjugada com anticorpo secundario.

Em um outro trabalho, Fan e colaboradores (FAN et al., 2019) construiram um
imunossensor baseado em material compésito contendo o filme de poli(TH) para detec¢do do
antigeno de cancer 125. Eles utilizaram como sinal analitico a variacdo da corrente do par
redox da poli(TH), verificando que a resposta eletroquimica foi inversamente proporcional ao
aumento da concentragao do antigeno 125.

Para a presente proposta, buscaremos explorar o comportamento redox da politionina
na determinagdo e quantificagdo do transportador de glicose 4 (GLUT-4) através da sua

resposta a molécula de oxigénio dissolvido, atuando como mediador redox na solucdo.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Desenvolvimento de imunosensores eletroquimicos baseados em espectroscopia de
impedancia eletroquimica e filmes nanocompdsitos contendo polimeros condutores redox e
nanoparticulas de ouro para a detecgao de biomarcadores associados ao diagndstico de

cancer.

2.2. Objetivos especificos
° Desenvolvimento e caracterizacdo de filme nanocompdsito baseado em
polimeros condutores redox de Bismark Brown Y e nanoparticulas de ouro.
. Desenvolvimento e caracterizagdao de filme nanocompdsito baseado em
polimero condutor redox de tionina e nanoparticulas de ouro.
. Avaliagao eletroquimica dos filmes nanocompdsitos baseado em técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica.
° Avaliacdo da resposta eletroquimica frente a molécula de oxigénio dissolvido
visando sua utilizagdo como mediador redox.
° Imobilizacdo de anticorpos sobre eletrodo modificado com filme
nanocompasito.
. Avaliagao do desempenho do imunosensor construido frente ao biomarcador

de interesse.
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3. Materiais e Método
3.1. Reagentes
Os reagentes utilizados durante os estudos de sintese e otimizacdo dos filmes
nanocompaositos sao reagentes comerciais de alta pureza. Eles foram listados e apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1 - Especificacdes dos reagentes utilizados no desenvolvimento do projeto.

Reagente Formula/Sigla Marca Pureza
4,4'-[1,3-Fenilenobis(azo)]-bis[1,3-
BBY Sigma-Aldrich 99%
fenildiamina] (Bismarck Brown Y)
Acido clorodurico HAuCls Sigma-Aldrich 99%
Acido cloridrico HCI Sigma-Aldrich ACS
Dihidrogenofosfato de Sédio NaH;PO4 Merck 99%
Hidrogenofosfato Dissédico Na;HPO4 Merck 99%
Gas Oxigénio 0, White Martins 99,9%
Gas Nitrogénio N2 White Martins 99,8%
Glutaraldeido GA Synth 99%
Anticorpo de Captura Ab-5-mC Sigma-Aldrich -
5-Metilcitosina 5-mC Sigma-Aldrich 99,99%
Albumina de Soro Bovino BSA Sigma-Aldrich 99%
Acetato de tionina TH Sigma-Aldrich 99%
Anticorpo de Captura Ab-GLUT-4 Abcam (ab33780) -
3.2. Solugodes
3.2.1. Solugdes para Eletropolimeriza¢do do Filme de poli(azo-BBY)-AuNPs

As solugdes para a formagao dos filmes azo-poliméricos foram baseadas em trabalhos
anteriores do grupo (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016b; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018a;
OLEAN-OLIVEIRA et al., 2019c). Primeiro, pesou-se 0,1050 g do mondmero Bismark Brown Y e
transferiu-se essa massa para um baldo volumétrico de 25 mL. Apds, foi adicionado ao baldo
volumétrico aproximadamente 20 mL de uma solucdo de HCl na concentracdo de

0,10 mol L%, A mistura foi levada ao banho de ultrassom por cerca de 15 minutos para total
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dissolucdo do corante. O corante é facilmente dissolvido em agua, sendo possivel observar
sua total solubilizacdo ainda nos primeiros minutos de sonificagdo. Na sequéncia, completou-
se o volume do baldo até a marca. A solugao foi transferida para um frasco coletor e em
seguida foi borgulhado gas nitrogénio por tempo minimo de 15 minutos para total retirada do
oxigénio dissolvido em solugdo. Quando nao utilizado, a solu¢ao foi mantida refrigerada em
temperatura média de 4°C.

Separadamente, pesou-se 0,1699 g de HAuCls e em seguida essa massa foi transferida
para um baldo volumétrico de 5 ml para obtencdo da solucdo estoque de acido cloroaurico.
Ao baldo foi adicionado cerca de 2 mL de solucdo de HCl 0,10 mol L. Agitou-se manualmente
até total dissolucdo do sdélido e em seguida completou-se a solucdo até a marca. A solugao foi
igualmente desairada borbulhando-se gas N, por tempo minimo de 15 minutos e estocada em
refrigerador com temperatura de -18°C.

Por fim, com o auxilio de uma micropipeta, tomou-se 250 uL da solugdo estoque de
HauCls e adicionando-a para solugao de eletropolimerizagdao contendo o mondémero de

Bismarck Brown Y.

3.2.2. Solugdes para Eletropolimerizacdo dos Filmes de Poli(HT) e Poli(TH)-
AuNPs

A solucdo para eletropolimerizacdo da poli(TH) foi preparada pesando-se 0,0718 g do
mondmero e transferindo-se essa massa para um baldo volumétrico de 25 mL. Foi adicionado
ao baldo volumétrico aproximadamente 20 mL de uma solucdo de HCl na concentracdo de
0,10 mol L%, A mistura foi levada ao banho de ultrassom por cerca de 15 minutos para total
dissolucdo do corante. O corante é facilmente dissolvido em agua, sendo possivel observar
sua total solubilizacdo ainda nos primeiros minutos de sonificacdo. Finalizando o banho
sonificado, completou-se o volume do baldo até a marca. A solugao foi transferida para um
frasco coletor e em seguida foi borgulhado gas nitrogénio por tempo minimo de 15 minutos
para total retirada do oxigénio dissolvido em solugao. Quando nao utilizado, a solugdo foi

mantida refrigerada em temperatura média de 4°C.
Por fim, com o auxilio de uma micropipeta, tomou-se 250 uL da solugdo estoque de
HauCls (descrita no item anterior) e adicionou-a para solucdo de eletropolimerizacdo

contendo o mondmero de TH.
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3.2.3. Solugdo Tampao Fosfato (PBS)
A solucdo de tampdo fosfato salino (PBS do inglés phosphate buffer saline)
0,05 mol L foi preparada através da adi¢do de 0,7098 g de NazHPO4 (10 mmol L?), 2,3996 g
de NaH,PO4 (40 mmol L) e 2,9220 g de NaCl (100 mmol L't) em um baldo volumétrico de 500
mL. Ao baldo foi adicionado cerca de 400 mL de agua e agitou-se até a completa dissolucao
dos sdlidos. Completou-se o volume até o menisco. O volume do baldo foi transferido para
um béquer de 500 mL e o valor de pH foi ajustado para 7,40 com auxilio de um pHmetro (781

pH/ion Meter — Metrohm) utilizando solucdo de HCl concentrado.

3.3. Caracterizagao por Microscopia Eletronica de Varredura
As imagens dos eletrodos modificados foram obtidas através de Microscopio
Eletronico de Varredura de alta resolugdo (MEV-FEG) JEOL JSM 7100-F em modo de feixe

eletrénico por emissdo de campo em alto vacuo e temperatura constante.

3.4. Caracterizacao por Difracao de Raios X
A andlise estrutural dos eletrodos de FTO, poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-AuNPs foram
realizadas através da técnica de difracdo de raios X em um difratdbmetro SHIMADZU (modelo
XRD-6000), com radia¢do Cu Ko (A = 1,5406 A) e monocromador de grafite, operando a 40 kV
e 30 mA, no intervalo de 5° a 80° em 260, com tempo de varredura de 1,00°/min, passo de

0,02° e tempo por passo igual a 1,20 s.

3.5. Maedidas Eletroquimicas
3.5.1. Equipamentos
Para medidas de eletropolimerizagao e investigagdes voltamétricas, foi utilizado o
potenciostato/galvanostato p-autolab tipo Il (Metrohm/Pensalab) gerenciado pelo software
NOVA 2.1. Para as medidas utilizando espectroscopia de impedancia eletroquimica, foi
utilizado o equipamento PalmSens3 conectado a célula eletroquimica convencional de trés

eletrodos gerenciados pelo software PSTrace 5.9.

3.5.2. Células Eletroquimicas

3.5.2.1. Eletropolimerizacdo e Medidas de Investigagdo do Desempenho
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Eletroquimico
As medidas eletroquimicas de eletropolimerizacdo e investigacdo do desempenho
eletroquimico foram realizadas em uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos
contendo um vaso de 50 mL com invélucro para banho termostatizado. O eletrodo de
referéncia empregado foi o de calomelano saturado (ECS) preenchido com solucdo de KCl 3,0
mol L. O eletrodo auxiliar foi o eletrodo de fio de platina e como eletrodo de trabalho
empregou-se o eletrodo de 6xido de estanho dopado com fluor (FTO) suportado sobre

substrato de vidro de dimensdes aproximadas de 3x1 cm.

3.5.2.2. Anadlises Imunoeletroquimicas para Espécie de DNA Metilado
As analises eletroquimicas de imunosensoriamento baseado no filme de poli(azo-BBY)-
AuNPs foram realizadas em uma minicélula eletroquimica construida sobre eletrodo de FTO

(Figura 15).

Figura 15-A) Representacdo esquematica das caracteristicas e dimensGes da célula
eletroquimica para as imunorreaces. B) Imagens dos eletrodos antes (i) e apds (ii) a
modificacdo com o filme nanocompdsito.

A) B)

Tubo plastico

Tinta
esmalte

3cm

0,7cm

Fonte: Autoria prépria.
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A construcdo da célula teve inicio com o corte de um eppendorf de 500 uL
aproximadamente em sua metade. A metade vasada do eppendorf foi posicionada e fixada
sobre o eletrodo de FTO com o auxilio de base de tinta esmalte. A célula foi levada para um
recipiente plastico e aguardava-se cerca de 1 hora para a total evaporacdo do solvente da tinta
esmalte. Nessa configuragdo, usou-se a minicélula como eletrodo de trabalho, um fio de
platina como eletrodo auxiliar e um fio de prata como pseudo-eletrodo de referéncia. O
eletrodo de pseudo-referéncia teve seu potencial calibrado em solu¢do de [Fe(CN)s]*’* na
concentracdo de 1,0 mmol L* em KCI 0,50 mol L'. Houve um deslocamento catddico de
aproximadamente -100 mV vs ECS. Para fins de padronizacdo, todos os potenciais serdo

apresentados versus o potencial do eletrodo de calomelano saturado (ECS).

3.5.2.3. Andlise Imunoeletroquimica para Espécie de GLUT-4
As andlises eletroquimicas de imunossensorialmento da espécie de GLUT-4 baseado
no filme de poli(TH)-AuNPs foram realizadas sobre eletrodo do tipo impresso (Figura 16) (do
inglés screen printed electrode — SPE) da BVT Technologies, modelo AC1.W2.R1, contendo trés
eletrodos: eletrodo de trabalho de disco de platina (darea geométrica de 0,79 mm?), contra

eletrodo de platina e um eletrodo de pseudo-referéncia de Ag/AgCl.

Figura 16-A) Representacdo esquemadtica do eletrodo impresso utilizado para fabricacdo do
imunossensor de GLUT-4. B) Imagem do eletrodo modificado com filme de poli(TH)-AuNPs.

A) B)

\ Contato elétrico

Contra-eletrodo

Eletrodo de pseudo-referéncia de Pt

De Ag/AgCl

Eletrodo de trabalho de Pt
Modificado com Poli(TH)-AuNPs

Fonte: Autoria Propria.
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3.5.3. Eletropolimeriza¢ao e Eletrodeposicao
3.5.3.1. Bismark Brown Y

Anterior a eletropolimerizacdo e eletrodeposicdo, os eletrodos de trabalho de FTO
foram limpos. A limpeza consistiu em adicionar os eletrodos lado a lado com a face condutora
voltada para cima em um copo de béquer. Apds, adicionou-se acetona até que todo o corpo
dos eletrodos estivesse submerso. O sistema foi posto em agitacdo por ultrassom por 5
minutos. Os eletrodos de FTO foram retirados um a um, lavados abundantemente com agua
deionizada e secos em fluxo de gas N,. Com os eletrodos secos, e com o auxilio de um
paquimetro e fita Parafiim®, foram feitas delimitacdes na intencdo de se obter uma darea
geométrica delimitada de 1,00 cm?.

A formacdo do filme nanocompdsito de poli(azo-BBY)-AuNPs por eletropolimerizagdo
foi realizada pela aplicagdo de 20 ciclos de potenciais, a uma velocidade de varredura de 10
mV s em um intervalo de potencial de -0,30 a +1,0 V (vs. ECS) em solucdo contendo o
mondmero Bismarck Brown Y e HAuCls em HCl 0,10 mol LY em atmosfera de N2 a 25°C. A
eletropolimerizacdo do poli(azo-BBY)-AuNPs resultou em um filme opaco de cor marrom
(Figura 17). Ap0s a sintese, o filme foi lavado em abundancia com dgua deionizada com intuito
de retirar possiveis monémeros adsorvidos. O filme pronto foi estocado em recipiente plastico

com a face condutora voltada para cima.

Figura 17-Imagens dos eletrodos de FTO apds eletropolimerizacdo e eletrodeposicdo. A) Filme
de poli(azo-BBY), B) filme de poli(azo-BBY)-AuNPs e C) eletrodo modificado com AuNP.

A) B) C)

Poli(azo-BBY) Poli(azo-BBY)-AuNPs AuNP

Fonte: Autoria proépria.
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A eletropolimerizacdo do filme contendo somente o azo-polimero (poli(azo-BBY)) e a
eletrodeposicdo somente da nanoparticula de ouro (AuNPs) foram conduzidas mantendo-se
os parametros eletroquimicos. Porém, na solucdo de HCI 0,10 mol L foi adicionado somente
o monomero BBY ou somente o sal de ouro. O filme de poli(azo-BBY) apresenta uma coloragdo
caracteristica marrom-avermelhada, enquanto o eletrodo com nanoparticula de ouro

eletrodepositada apresentou a cor résea.

3.5.3.2. Tionina
A formacdo do filme nanocompdsito de poli(TH)-AuNPs por eletropolimerizacdo foi
realizada pela aplicacdo de 30 ciclos de potenciais, a uma velocidade de varredura de 20 mV
st em um intervalo de potencial de -0,30 a +1,60 V (vs. ECS) em solucdo de
eletropolimerizacdo com atmosfera de N, a 25°C. A eletropolimerizacdo do poli(TH)-AuNPs
resultou em um filme opaco de cor azul (Figura 18). Apds a sintese, o filme foi lavado em
abundancia com dgua deionizada com intuito de retirar possiveis monémeros adsorvidos. O

filme pronto foi estocado em recipiente plastico com a face condutora voltada para cima.

Figura 18-Imagens dos eletrodos de FTO apds eletropolimerizacao e eletrodeposi¢do. A) Filme
de poli(TH), B) filme de poli(TH)-AuNPs e C) eletrodo modificado com AuNPs.

A) B) C)
8 | 10 Q f
| d

:
Poli(tionina) Poli(tionina)-AuNPs AuUNP

Fonte: Autoria Propria.

A eletropolimerizacdo do filme contendo somente a tionina (poli(TH)) e a
eletrodeposicdo somente da nanoparticula de ouro (AuNPs) foram conduzidas mantendo-se

os parametros eletroquimicos. Porém, na soluc¢do de HCl 0,10 mol L foi adicionado somente
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o mondmero de tionina ou somente o sal de ouro. O filme de poli(TH) apresenta uma
coloracdo caracteristica azul, enquanto o eletrodo com nanoparticula de ouro

eletrodepositada apresenta a cor résea.

3.5.4. Avaliacdo do Desempenho Eletroquimico dos Filmes Poliméricos e
Nanocompadsitos

As caracterizagbes eletroquimicas por voltametria ciclica foram conduzidas em
solucdes de KCI 0,50 mol L (pH 2,0) e de PBS 0,05 mol L (pH 7,4) utilizando velocidade de
varredura de 25 mV s e 3 ciclos de potenciais aplicados. O momento da utilizacdo de cada
uma das solugdes foi indicada durante o texto. Apenas o terceiro ciclo foi utilizado para o
estudo do desempenho eletroquimico, apds confirmacdo da sua estabilizacdo em comparacgao
ao segundo ciclo de potencial.

As medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizadas dentro
de uma gaiola de Faraday devidamente aterrada. Utilizou-se o modo de varrimento de
frequéncias, aplicando uma onda senoidal (AC) de 10 mV de amplitude em intervalo de
frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz (10 passos por década). Os potenciais de corrente
direta (DC) utilizados foram descritos durante o texto. Os ajustes matematicos feitos sobre
modelos de circuito equivalentes foram calculados por meio do software EIS Spectrum
Analyzer. Nesse sentido, os elementos de capacitancia foram substituidos por elementos de
fase constante (CPE do inglés Constant Phase Element). O CPE é um elemento n3o-fisico que
representa a o desvio da idealidade dos elementos capacitivos de um sistema eletroquimico

e é definido pela Eqg. 4:

CPE = (4)

Q(jw)*

onde w é a frequéncia angular e a é o expoente com valores contidos entre -1 e 1. Sendo o, =
1 um capacitor ideal.

Os valores de capacitancia complexa foram obtidos pelo tratamento dos dados de
impedancia utilizando as equagdes Eq. 5 e 6 (FERNANDES et al., 2013):

1= 2 (5)

w|Z|?
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1
"o o__ Z
w|Z|?

(6)

Onde C’ é a capacitancia real, C”” a capacitancia imagindria e |Z| = ((Z')? + (-2”)) Y2

3.5.5. Sintese do Imunossensor de Espécie de DNA metilado Basado no Filme de
Poli(azo-BBY)-AuNPs

A preparagao do imunossensor foi realizada por imobilizagao covalente do anticorpo

5-metilcitosina (Ab-5-mC) utilizando glutaraldeido (GA) como agente de ligacdo cruzada. A

sequéncia de modificacdes foi esquematicamente ilustrada e pode ser conferida na Figura 19.

Figura 19-llustragao das etapas de construgdo do imunosensor. Os niumeros abaixo estao
representando as etapas de modificacao.

Superficie do \Y /4
Sensor

(1) (2) (3 (4)

Fonte: Autoria propria.

Em resumo, antes de imobilizar o anticorpo na superficie do dispositivo revestido com
poli(azo-BBY)@AuNPs (etapa 1), a superficie foi lavada com soluc¢do de PBS 0,10 mol L (pH
7,40). Apds a lavagem com o tampdo, 20 pL de solucdo de glutaraldeido a 5% (m/v) foi
derramado na superficie e deixado em repouso por 5 minutos (etapa 2). O excesso de
glutaraldeido na superficie do dispositivo foi removido por lavagem sucessiva com a solucdo
de PBS. Posteriormente, 20,0 pL de 1,0 pg mL* de solucdo de anticorpo 5-metilcitosina (Ab-5-
mC) foi adicionado e deixado incubar a temperatura ambiente por 30 min (etapa 3).
Novamente, o dispositivo revestido com poli(azo-BBY)@AuNP/Ab-5-mC foi lavado
suavemente com tampado. Os sitios ativos de glutaraldeido remanescentes na superficie do

polimero foram desativados por incubacdo com uma solucdo de albumina sérica bovina (BSA)
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a 1% por 30 min (etapa 4). Por fim, o imunossensor foi lavado e utilizado para medidas
impedimétricas. Quando ndo estava em uso, o imunossensor foi armazenado na geladeira em

solugdo de PBS a -4°C.

3.5.6. Sintese do Imunossensor para GLUT-4 Baseado no Filme de poli(TH)-AuNPs

O preparo do imunossensor eletroquimico para Glut-4 envolveu a incubacdo do
anticorpo Anti-Glut4 sobre a superficie do eletrodo SPE modificado com o filme de poli(TH)-
AuUNPs pelo método de adsorgdo fisica (Figura 20). Para isso, usou-se uma solu¢do de tampao
fosfato salina (PBS) na concentra¢do de 0,05 mol L' (pH 7,4) contendo 0,3 mg ml?! do
anticorpo GLUT-4. Com o auxilio de uma micropipeta, retirou-se 1 pl da solugdo contendo o
anticorpo e espalhou-se esse volume sobre o filme nanocompdsito. O sensor modificado foi
entdo mantido em incubacdo por 12 horas (overnight) em temperatura de 4°C. Apds o periodo
de incubacdo, o eletrodo foi lavado com solucdo STF fria (~10°C) para retirada dos anticorpos
que ndo aderiram ao sensor. Quando ndo estava em uso, o imunossensor foi armazenado na

geladeira em solucdo de PBS a -4°C.

Figura 20-Representacdo esquematica do preparo do imunossensor para GLUT-4. Os
numeros abaixo estdo representando as etapas de modificacao.

(1)

Fonte: Autoria Prépria.

3.5.7. Curva Analitica para Padrdao de DNA Metilado

A obtencdo da curva analitica para o imunossensor de DNA metilado foi realizada como
segue: com o auxilio de uma micropipeta de volume ajustavel adicionou-se 250 uL de solucdo
PBS, previamente saturado com gas oxigénio e em equilibrio atmosférico, na célula
eletroquimica adaptada (Figura 15). Fazia-se entdo a adicdo de padrdo e aguardava-se o
tempo de incubacdo de 40 minutos. Ao final do tempo de incubacdo fazia-se a analise por

espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para cada adicdo foram registrados trés
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espectros. Apds, dispensava-se solucdo analisada, lavava-se a superficie do imunossensor trés
vezes com solucdo de PBS e repetia-se o processo com o proximo padrdo. Os espectros obtidos

foram analisados pela aplicacdo de ajustes matematicos sobre modelo de circuito equivalente.

3.5.8. Curva Analitica para Imunossensor de GLUT-4

A obtencdo da curva analitica para o imunossensor de GLUT-4 foi realizada como
segue: com o auxilio de uma micropipeta de volume ajustavel adicionou-se 50 pL de solugdo
PBS, previamente saturado com gas oxigénio e em equilibrio atmosférico, sobre o eletrodo
impresso. Fazia-se entdo a adicdo de padrdo e aguardava-se o tempo de incubacdo de 60
minutos. Ao final do tempo de incubacdo fazia-se a analise por espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Para cada adicdo foram registrados trés espectros. Apds, dispensava-se
solucdo analisada, lavava-se a superficie do imunossensor trés vezes com solucdo de PBS e
repetia-se o processo com o proximo padrdo. Os espectros obtidos foram analisados pela

aplicagdo de ajustes matematicos sobre modelo de circuito equivalente.

3.5.9. Analise de DNA metilado em Amostra Real

A analise de DNA metilado foi realizada em amostra de DNA extraida do musculo
gastrocnémico de rato Wistar macho (aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais-
CEUAS da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP, campus de Presidente Prudente,
Protocolo 01/2020). A extracdo foi realizada de acordo com o protocolo proposto por
Gasparino e colaboradores. A extragao teve inicio pela adigdo do musculo gastrocnémico em
microtubo com 50 ml de tamp3o de lise (50 mmol L tris-HCI, pH 8,0; 50 mmol L de 4cido
etileno diamino tetracético — EDTA; 100 mmol L'* de NaCl; 1% dodecil sulfato de sédio — SDS)
e 200 mg/mL de Proteinase K (InvitrogenTM) e em seguida incubados em banho-maria a 50
°C por uma noite. Posteriormente, o DNA foi purificado com duas extragdes com fenol-Tris pH
8,0 e trés de clorofédrmio. Para a precipitacdo do DNA utilizou-se acetato de sédio (3 mol L)
e etanol absoluto (gelado) nas proporcdes de 1/10 e 2,5 vezes o volume, respectivamente,
permanecendo incubado por 2 h a—-20°C. Em seguida, o DNA foi retirado com uma pipeta de
Pasteur adaptada, lavado com 2 mL de etanol 70%, e ressuspendido em 100 mL de tampdo TE
(10 mmol L Tris-HCI, pH 8,0; 1 mmol L'* de EDTA) e incubado com 30 mg/mL de RNAse. O
DNA permaneceu por 1 h em banho-maria a 37°C, sendo, em seguida, armazenado a —20°C,

para posterior analise.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Desenvolvimento do Imunossensor Eletroquimico para Espécie de DNA metilado
Baseado no filme nanocompdsito de Bismarck Brown Y com Nanoparticulas de
Ouro
4.1.1. Construgdao do Nanocompoésito de Azo-Polimero Condutor Redox com
Nanoparticulas de Ouro Encapsuladas
4.1.1.1. Eletropolimerizagao

O filme nanocompdsito de poli(azo-BBY)-AuNPs foi construido em unica etapa por
eletropolimerizacdo utilizando técnica de voltametria ciclica. Além de possibilitar amplo
controle sobre a sintese do material, o uso da voltametria ciclica permite o acompanhamento
do progresso da reacdo por meio dos voltamogramas (MARYS et al., 1999; ZHAO et al., 2020;
OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021).

Os parametros aplicados para a formacdo do filme nanocompdsito, tais como
velocidade de varredura, nimero de ciclos, intervalo de potencial aplicado e concentracao do
mondmero em solucdo, foram baseados em estudos anteriormente realizados com o filme de
poly(azo-BBY) (OLEAN-OLIVEIRA; OLIVEIRA BRITO; TEIXEIRA, ; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA,
2018a; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2019b, 2019a).

Na Figura 21 estdo reunidos os voltamogramas ciclicos para eletropolimerizacdo do
filme de poli(azo-BBY)-AuNPs (Figura 21A), partindo de uma solu¢do contendo o monémero
de BBY e do sal HAuCls; do filme de poli(azo-BBY) (Figura 21B), partindo de uma solugdo
contendo apenas o mondmero de BBY; e para a eletrodeposi¢do do ouro (Figura 21C) partindo
de uma solugdo contendo apenas o sal de HAuCls em solucdo.

Avaliando-se o comportamento do filme poly(azo-BBY)-AuNPs (Figura 21A) durante a
primeira varredura, avancando no sentido anddico de -0,30 para +1,0 V (vs. ECS), ficou claro a
formagdo de um Unico pico de oxidagdo (Epa) em 0,94 V. Por sua vez, durante a varredura
catddica verificou-se dois picos de redugdao (Epc1 € Epc2) nos potenciais de 0,64 e 0,47 V,
respectivamente. Pela comparagao do comportamento eletroquimico da formagdo dos filmes
poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-BBY), foi possivel verificar que o Eya referente a formagao do
cation radical pela oxidacdo do monémero de BBY (BBY**) foi mantido e sofreu apenas um

pequeno deslocamento pela presenga do sal de ouro (Epa-ssy = 0,97 V).
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Figura 21-Voltamogramas ciclicos para a eletropolimerizacdo dos filmes de poli(azo-BBY)-
AuNPs (A), poli(azo-BBY) (B) e eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro (C) aplicado 20 ciclos
de potenciais com velocidade de varredura de 10 mV st em HCI 0,10 mol L. T=25° e atmosfera

de Na.
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O comparativo dos voltamogramas para a eletropolimerizacdo do filme de poli(azo-

BBY)-AuNPs (Figura 21A) com a eletrodeposicdo do ouro (Figura 21C) permitiu concluir que os
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picos observados durante a varredura catddica no primeiro ciclo sdo referentes a redugdo de
espécies relacionadas ao sal de ouro. A presenca de dois processos na varredura catodica é
caracteristica da reducdo de Au(lll) para Au® em duas etapas (ANDERSON; SAWTELLE,
1992).Em solucdo, o acido HAuCls é totalmente dissociado, encontrando-se na forma de
[Au(Cl)a]. A espécie de [Au(Cl)a]” apresenta um equilibrio quimico com a espécie de [AuClz]*
(Eg. 7). Em sequéncia, o Au(lll) na espécie [AuCl:]* sofre reducdo para Au(l), resultando no
complexo [AuCl,] (Eq. 8). Por fim, ocorre a reducdo de Au(l) para Au® resultando na deposicdo

de ouro formando as nanoparticulas (Eg. 9).

- + T Zur-
[AUC|4] —_— [AUC|2]

(7)

+ T ce- -
[AUC|2] —_— [AUC|2]

(8)

+e- + Zur-

[AuCl,] s AW o)

Contudo, foi verificado um deslocamento significativo dos valores de Eyc entre a
solugdo contendo somente HAuCls e a solucdo de eletropolimerizacdo do poli(azo-BBY)-AuNPs

(Tabela 2). Os valores variaram 0,16 e 0,14 V para Epc1 € Epcz, respectivamente.

Tabela 2-Valores de potenciais de pico para o primeiro e ultimo ciclo de potencial aplicado
obtidos durante a eletropolimerizacao e eletrodeposicdo dos filmes sobre o eletrodo de FTO.

12 Ciclo 202 Ciclo
Eletrodo Epa Epcaa Epc2 Epa Epaz Epca Epc2
V (vs ECS)
Poli(azo-BBY) 0,97 - - 0,86 0,31 0,14 -
AuNP - 0,80 0,60 0,91 - 0,70 0,55
Poli(azo-BBY)@AuNP | 0,94 0,64 0,47 0,77 - 0,50 0,40

Esse deslocamento pode ser resultado de uma interacdo entre o [AuCls]" e o
mondmero BBY em solugdo, como por exemplo a entrada do BBY na esfera de coordenacdo
do Au(lll) pela substituicdo de um ion ClI com posterior reducdo da nova espécie formada em

duas etapas (Eq. 10-12):
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[AuCI3BBY] + CI

[AuCly] + BBY =

(10)

] -
[AuCI3BBY] +2e o [AuCI,BBY] (11)
[AUCILBBY]  © A0 “YT+BBY 12)

Resultado semelhante foi verificado por Durovi¢ e colaboradores (DUROVIC et al.,
2014), onde foi estudado a reacdo do ion [AuCls]" com diferentes nucledfilos. No trabalho,
durante a investigacdo da reacdo do sal de ouro com o ligante piridina, os autores reportaram
um deslocamento de 0,15 V no sentido catddico devido a formagcdo de um complexo de Au-
Py pela substituicdo de um cloreto por um ligante Py.

Com o desenvolvimento da eletropolimerizacdo, uma alteracdo na intensidade e
posi¢cdo dos picos de potencial foram evidenciados. Primeiramente, o pico de oxidagdo (Epa)
apresentou progressivo deslocamento para menores valores, atingindo valor minimo de
0,79 V no 209 ciclo de potencial aplicado. O deslocamento do potencial é indicativo da
diminuicdo da energia necessaria para geragdo de cations radicais de BBY. O efeito de
diminuicdo do sobrepotencial apds a formacdo de nucleos do mesmo material é tipicamente
verificado em metais, onde o potencial necessario para a formacdo dos primeiros nucleos é
superior ao necessario para o desenvolvimento da reacdo apds etapa de nucleagdo (MAYET
et al., 2019; WANG et al., 2021). Comportamento semelhante pode estar ocorrendo para o
filme de poli(azo-BBY).

Os picos de reducdo também sofreram deslocamento significativo no sentido catddico
(Tabela 2). No filme de poli(azo-BBY)-AuNP, apds completado o 202 ciclo, os picos catdodicos
antes claramente identificadveis, agora foram verificados sobrepostos. Novamente, o
deslocamento para menores valores de potenciais representa uma diminui¢ao da energia
necessaria para realizacdo da reducdo das espécies.

O valor de corrente foi outro ponto observado durante o progresso da
eletropolimerizacdo. O filme de poli(azo-BBY) apresenta caracteristica de incremento da
corrente no intervalo de 0,0 a 0,60 V (vs. ECS) com o aumento do numero de ciclos aplicados
em func¢do da formacdo do filme polimérico condutor sobre a superficie do eletrodo (OLEAN-

OLIVEIRA; OLIVEIRA BRITO; TEIXEIRA, ; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a; OLEAN-OLIVEIRA et
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al., 2019c; PACHECO; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2020; TREVIZAN et al., 2021). Semelhante
comportamento foi verificado para o filme de poli(azo-BBY)-AuNPs.

A diminuicdo da corrente na regido de Epa anddico para ambos, poli(azo-BBY) e
poli(azo-BBY)-AuNP, é um comportamento caracteristico de eletropolimerizacdo de filmes
finos de polimeros condutores. Apesar da presenca do polimero sobre a superficie do eletrodo
resultar na diminuicdo do sobrepotencial necessario para conduzir a reacdo, a quantidade de
cations radicais formados diminui em fung¢do da diminuigdo da condutividade da superficie do

eletrodo pela presenca do filme polimérico.

4.1.1.2. Mecanismo de formagdo do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs e
arquitetura formada

Até o momento, e no melhor de nossos esforcos, ndo foram encontrados trabalhos
reportando comportamento semelhante para a formacdo de nanoparticulas encapsuladas por
filmes poliméricos por etapa Unica e técnicas eletroquimicas. De fato, foi possivel encontrar
trabalhos aplicando semelhante estratégia e até mesmo formando nanoparticulas
aparentemente dentro da matriz polimérica, mas faziam isso em etapas separadas
(GUTIERREZ PINEDA et al., 2015; INAGAKI; OLIVEIRA; ZARBIN, 2018; LU et al., 2018). Contudo,
em nenhum deles foi proposto mecanismo para sua formacdo. Assim, baseados em trabalhos
de eletroformacdo de nanoparticulas de ouro e eletrocaracterizacdes conduzidas, foi
proposto um modelo de formagdo do filme nanocompdsito de poli(azo-BBY)-AuNPs.

A hipotese para formagdo do filme nanocompdsito tem inicio pela formagdo de uma
primeira fina camada de filme polimérico de Bismark Brown Y ao final da primeira varredura
avancando no sentido anddico. O mecanismo de formacao de filmes poliméricos baseados em
mondmeros de Bismark Brown Y sdo amplamente difundidos na literatura e estd representado
esquematicamente na Figura 22 (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a; OLEAN-OLIVEIRA et al.,
2019c, 2019b, 2021; PACHECO; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2020; TREVIZAN et al., 2021). A
formagdo do filme de poli(azo-BBY) inicia-se pela formag¢do do cation radical BBY** (parte 1)
pela aplicagdo de potenciais anddicos superiores a +0,80 V (vs. ECS). Os BBY** formados
reagem entre si (head-to-head) formando uma nova ligacdo covalente N-N (hidrazina) (parte
2). Essa sequéncia de eventos ocorrendo de forma repetida resulta na formacdo da cadeia

polimérica do poli(azo-BBY).



72

Apds a primeira fina camada de azo-polimero formada (ou primeiros nucleos de
polimeros), as espécies de ouro s3o eletroquimicante reduzidas a Au®, passando pelas etapas
convencionais de nucleacdo e crescimento (coalescéncia) (FREITAS DE FREITAS et al., 2018).
Esses primeiros pequenos nucleos formados estdo distribuidos ao longo de toda cadeia
polimérica (Figura 23). Nos ciclos subsequentes o processo se repete, e novos nucleos sdo
depositados sobre os nucleos anteriores, formando os nanoclusters. Ao mesmo tempo,
camadas de poli(azo-BBY) vao se formando sobre os nanoclusters formados, encapsulando-

os.

Figura 22-Mecanismo de formagdo do filme de poli(azo-BBY).
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 23-llustragdo para a formacgao do filme nanocompdsito de poli(azo-BBY)-AuNPs sobre
a superficie do eletrodo de FTO.

12 Ciclo 202 Ciclo

AUNP poli(azo-BBY)

FTO

Fonte: Autoria propria.

4.1.2. Caracterizagao por Difragao de Raios X

Os filmes eletropolimerizados de poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-AuNPs foram
caracterizados por técnica de Difracdo de Raios X e sdo apresentados na Figura 24. De acordo
com a Figura 24, houve efetiva modificacdo da superficie do eletrodo de FTO, uma vez que
apo6s a modificacdo pelos filmes de poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-AuNP nao foi mais verificado
o padrdo de difracdo caracteristico para o FTO (BATZILL; DIEBOLD, 2005).

Por sua vez, apds a modificacdo com filme azo-polimérico o perfil apresentou um pico
largo no intervalo de 15 a 40° caracteristico para polimeros com estrutura amorfa (BEN ISHAY
et al., 2016). A diminuicdo da intensidade do mesmo pico para o filme de poli(azo-BBY)-AuNPs
pode revelar uma diminuicdo da organizacdo estrutural do filme pela modificacdo do
ambiente quimico devido a introdu¢cdo da nanoparticula a sua estrutura polimérica
(ATANASOV et al., 2014; BEN ISHAY et al., 2016). Apesar da presenca das nanoparticulas no
filme de poli(azo-BBY)-AuNPs, ndo foram constatados os picos relacionados a estrutura

cristalina do ouro na forma de nanoparticula.
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Figura 24-Difratograma de raios X dos eletrodos de FTO, poli(azo-BBBY)@AuNP/FTO e
poli(azo-BBY)/FTO.
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4.1.3. Caracterizagdo morfoldgica

Para maior entendimento da estrutura formada apés a eletropolimerizacdo do filme
nanocomposito de poli(azo-BBY)-AuNPs, medidas de microscopia eletrénica de varredura de
alta resolugdo (MEV-FEG) foram realizadas para obtencdo de imagens para caracterizagdo
superficial (Figura 25). Durante a caracterizacdo morfoldgica buscou-se realizar o comparativo
da formacdo da estrutura de ouro na presenca (poli(azo-BBY)-AuNP) e auséncia do monémero
(AUNP/FTO) na etapa de eletropolimerizagdo.

Durante a analise da Figura 25A foi possivel identificar claramente a formacdo das
nanoestruturas de ouro na forma de clusters envolto por uma fina camada do filme azo-
polimérico. A influéncia do polimero sobre a forma estrutural das nanoparticulas ficou

evidente ao realizar o comparativo para a Figura 25B. A eletrodeposicdo do ouro sem o
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processo conjunto de formacdo do azo-polimero resultou em nanoestruturas irregulares

espalhadas por toda a superficie do eletrodo de FTO.

Figura 25-Imagens obtidas por técnica de microscopia eletronica de varredura de alta
resolugdo (MEV-FEG) sobre os eletrodos de poli(azo-BBY)-AuNPs/FTO (A) e AUNP/FTO (B).

A partir da Figura 25, foram coletados os tamanhos médios das nanopaticulas
formadas para construcdo do histograma da Figura 26. A dimens3do das nanoparticulas variou
entre 74 e 475 nm, com média de 249 nm. Devido a irregularidade da forma das
nanoparticulas eletrodepositadas sobre o eletrodo de FTO, ndo foi possivel realizar a

contagem e estimativa de seu tamanho médio.



76

Figura 26-Histograma com os valores de diametro médio das nanoparticulas no filme de
poli(azo-BBY)@AuNP.
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4.1.4. Caracterizagdo eletroquimica do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs
4.1.4.1. Caracterizagao por voltametria ciclica

O desempenho do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs foi avaliado por voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica em solucdo PBS na auséncia e presenca de
oxigénio dissolvido. A solucdao de tampao fosfato salino foi escolhida para os estudos em
funcdo da aplicacdo do nanomaterial sintetizado ser destinado a medidas de sensoriamento
de biomateriais. A avaliacdo do desempenho eletroquimico na auséncia e presenca de O3
dissolvido se faz necessdria para avaliar e entender a reacdao promovida pelo oxigénio para o
filme de Bismark Brown Y por meio da oxidacdo dos grupos azo presentes no polimero
(OLEAN-OLIVEIRA; OLIVEIRA BRITO; TEIXEIRA, ; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016b; OLEAN-
OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018b). Os dados obtidos foram importantes para posterior utilizacdo do
oxigénio dissolvido como mediador redox na determinac¢do da concentracdao de espécies de
DNA metilado.

A Figura 27 apresenta os voltamogramas obtidos para os eletrodos de poli(azo-BBY)-
AuNPs (Figura 27A), poli(azo-BBY) (Figura 27B) e AuNP (Figura 27C) em solucdo de PBS

saturado com gas Nz. Na auséncia de O; é possivel acompanhar os processos redox



77

caracteristicos do azo-polimero. Todos os eletrodos apresentaram comportamento redox.
Para os eletrodos de poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-BBY), o sutil par redox visualizado foi
associado a oxidacdo e reducdo do grupo azo na matriz polimérica (Eq. 13) (TEIXEIRA; BARSAN;
BRETT, 2016a; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018b).

(13)

O par redox verificado para o eletrodo de AuNP foi condizente com a formacado de
oxido sobre a superficie do ouro eletrodepositada, seguida de reducdo da camada de éxido
formada (WANG et al., 2014).

Em relacdo aos valores de corrente, foi perceptivel um aumento significativo de seus
valores para o eletrodo de poli(azo-BBY)-AuNP em relacdo ao eletrodo poli(azo-BBY). A
ampliacdo da corrente faradaica é um indicativo do aumento do nimero de sitios redox ativos
no polimero devido a presenca das nanoparticulas de ouro na matriz polimérica.

Foi verificado também um incremento da corrente ndo faradaica pela presenca das
nanoparticulas. Filmes poliméricos condutores tipicamente apresentam alta capacidade de
carregamento de carga devido a seu comportamento de pseudo-capacitancia (SAHALIANOV
et al., 2019). Durante a reducdo ou oxidagdo de seus centros redox contra-ions difundem para
a matriz polimérica para equilibrio das cargas elétricas, resultando em um carregamento de

carga (pseudo-capacitancia) (Eq. 14):

E
oxidagdo

- + e_
poli(azo-BBY) ——> poli(azo-BBY)+(énion)

(14)

Dessa forma, o estudo voltamétrico para os eletrodos demonstrou um aumento do
desempenho eletroquimico para o filme nanocompdsito frente aos eletrodos modificados
somente com o azo-polimero ou com as nanoestruturas de ouro eletrodepositadas. Em
virtude da instabilidade do eletrodo de AuNPs e ndo atendimento dos objetivos do presente
projeto, os préoximos resultados focardo somente nos eletrodos de poli(azo-BBY)-AuNPs e

poli(azo-BBY).
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Figura 27-Voltamogramas ciclicos para a resposta eletroquimica dos filmes de poli(azo-
BBY)@AUuNP (A), poli(azo-BBY) (B) e AuNP (C) em solucdo de PBS 0,05 mol L (pH 7,40) com
velocidade de varredura de 25 mV s1. T=25° e atmosfera de N2.
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4.1.4.2. Resposta Frente ao Oxigénio Dissolvido

A ideia central para a proposta do presente material foi baseada em sua alta afinidade
para a rea¢do do grupo azo para a molécula de oxigénio (Eq. 15). A grande atengdo sobre o
oxigénio dissolvido foi em razdo dessa espécie estar presente no meio reacional de
imunoensaios, sejam eles eletroquimicos ou ndo. No melhor de nossos esforcos, ndo foram
encontrados registros nos protocolos para determinacdo de DNA metilado, assim como outros
protocolos de imunossensores para outras espécies de antigeno, uma recomendacdo, ou
exigéncia, para que fosse evitado o oxigénio dissolvido no meio reacional. Dessa forma, a
utilizacdo do oxigénio como mediador redox diminui a necessidade da adicdo de mais uma
espécie quimica a solu¢do (como por exemplo a adicio do mediador redox [Fe(CN)e37*), ou a

necessidade de etapas extras para marca¢ao do antigeno ou anticorpo (label-free).

N NH, HoN N o H.,O N NH H,N o
Nflll lll—N \_/ N,[lj N=N
d{ b !

\©/ e T \©/ (15)

Na Figura 28 estdo contidos os voltamogramas registrados na auséncia (N;) e presenca
de oxigénio dissolvido. Foi observado uma mudanca significativa no perfil voltamétrico no
intervalo de potencial de 0,0 a -0,40 V (vs. ECS), com incremento de corrente catddico
relacionado a reacdo com o oxigénio. No potencial de -0,40 V (vs. ECS), os valores de corrente
para o filme poli(azo-BBY)-AuNPs foram de -42 para -168 uA cm, quando na presenca de
oxigénio dissolvido, representando um Al = 126 pA cm™. Comparativamente, o incremento de
corrente catddica para o filme de poli(azo-BBY) no mesmo potencial foi de apenas Al = 16 pA
cm2,

Esse resultado expressa o aumento do valor de corrente de aproximadamente 10
vezes. Resultados semelhantes de ganho de desempenho para reagdo de reducdo de oxigénio
em sistemas contendo polimeros e nanoparticulas foram encontrados (QIU et al., 2012;
MUHAMAD; KHAIRUL; YUSOFF, 2019). O ganho de desempenho foi associado tanto ao
aumento da area ativa dos materiais quanto pela capacidade catalitica da propria

nanoparticula para a reagdo com o oxigénio. Também foi verificado uma diminui¢ao do

sobrepotencial para a reacdo com o oxigénio. Para o filme de poli(azo-BBY) a reacdo de
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reducdo de oxigénio tem inicio em -0,19 V contra -0,10 V (vs. ECS) apresentado pelo filme

nanocompodsito. Uma diminuicdo de 90 mV na energia necessaria para inicio da reacao.

Figura 28- Voltamograma ciclico para resposta eletroquimica do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs
(A) e poli(azo-BBY) (B) em solucdo de PBS 0,05 mol L (pH 7,40) saturado somente com o gas
N2 (linha preta) e somente com o gas O; (linha vermelha) com velocidade de varredura de 25
mV sL. C) Voltamograma comparativo para resposta em oxigénio dissolvido. D) Magnifica¢do
para regido de reacdo de reducdo de oxigénio destacando os valores de potencial de onset.
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4.1.4.3. Investigacdo por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
Os espectros obtidos para os filmes de poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-BBY) em
potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS) na presenca de oxigénio dissolvido estdo reunidos na
Figura 29. O potencial escolhido foi baseado nos resultados voltametricos do estudo anterior.
Foi possivel verificar que ambos os eletrodos modificados apresentaram
comportamento semelhante, onde dois arcos capacitivos foram evidenciados. O primeiro, de
menor magnitude, em alta-média frequéncia (Figura 29B), comumente associado a

fendmenos eletroquimicos ocorrendo na interface material/eletrodo (RANDVIIR; BANKS,
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2013; LASIA, 2014; SINGH et al., 2015; RUDOLPH; RATCLIFF, 2017; ORAZEM; TRIBOLLET, 2020).
O segundo, de maior magnitude, em média baixa frequéncia (Figura 29A), comumente

associado a fendmenos eletroquimicos na interface material/solugao.

Figura 29-A) Espectros de Nyquist para os filmes de poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-BBY) em
solucdo de PBS 0,05 mol L (pH 7,40) saturado com gas Oa. Potencial aplicado de -0,30 V (vs.
ECS). B) Magnificacdo do espectro para a regido de alta frequéncia. O Fit linear é referente ao
ajuste matematico do modelo de circuito equivalente da Figura 32.
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O eletrodo de poli(azo-BBY)-AuNPs apresentou um arco capacitivo para a interface
filme/solugdo significativamente menor em comparagdo com o filme de poli(azo-BBY)/FTO. A
diminuicdo do arco é correlacionada com a diminuicdo da resisténcia de transferéncia de carga
da interface (ORAZEM; TRIBOLLET, 2020), e consequentemente um indicativo de aumento do
desempenho do filme nanocompdsito frente a molécula de oxigénio dissolvido em
comparagao ao filme contendo apenas o azo-polimero.

Pela analise de BODE (0 versus log de Hz - Figura 30), foi constatado dois picos de
frequéncia (f1 e f2). Especial atencdo foi direcionada para o valor de f,, devido a essa frequéncia
estar correlacionado com a reacdo com o oxigénio. O valor de frequéncia de pico é
diretamente associado ao tempo de relaxa¢do do sistema em uma relacdo inversa, o qual
correlaciona a o tempo minimo necessario para que um sistema que foi perturbado retorne a
seu estado anterior a perturba¢do sofrida (ORAZEM; PEBERE; TRIBOLLET, 2006; ORAZEM;
TRIBOLLET, 2020).
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Figura 30-Espectro de BODE para os filmes de poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-BBY) em solucdo
de PBS 0,05 mol L (pH 7,40) saturado com gas O,. Potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS).
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Assim, maiores valores de frequéncia indicam, portanto, um melhor desempenho
frente a reacdo que estd sendo processada. De forma qualitativa, foi conclusivo que a
presenca das nanoparticulas de ouro na matriz polimérica contribui diminuindo o tempo de
relaxacdo e aumentando o desempenho eletroquimico do filme de poli(azo-BBY). Por sua vez,
f1 ndo demonstrou modificacdo de seu valor, sendo independente da presenca das
nanoparticulas de ouro.

Por fim, a analise do espectro de BODE da Figura 31 (modulo da impedancia versus
frequéncia aplicada) foi realizada. A inclinacdo da regido linear entre os platés é um fator
indicativo do valor de capacitancia da dupla camada (C4c). Quanto menor a inclinagdo, maior
sera o valor de Cqc. Consequentemente, a inclinagdo pode ser utilizada para verificacdo da area
de superficie eletroativa. Nesse sentido, foi evidente o aumento da area de superficie ativa

pela presenca da nanoparticula para o filme de poli(azo-BBY)-AuNPs.
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Figura 31- Espectro de BODE para os filmes de poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-BBY) em
soluc3do de PBS 0,05 mol L (pH 7,40) saturado com gas Oa. Potencial aplicado de -0,30 V (vs.
ECS).
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4.1.4.4. Andlise por Ajustes Matematicos Sobre Modelos de Circuito
Equivalente

Com o objetivo de realizar uma analise quantitativa dos elementos interfaciais, foi
empregada a abordagem de ajuste matematico por modelos de circuito equivalente sobre os
espectros obtidos (FREGER, 2005; LASIA, 2014; UYGUN; ERTUGRUL UYGUN, 2014; ORAZEM;
TRIBOLLET, 2020).

Analisando-se estrutura do poli(azo-BBY)-AuNPs, verificadas anteriormente por MEV,
foi proposta a presenca de ao menos uma resisténcia de transferéncia de carga (Rredox),
associada para a reacdo redox ocorrendo na interface filme/solugdo. Em paralelo com Rredox,
esta um elemento capacitivo representando a capacitancia da dupla camada elétrica (C4c). Em
decorréncia das interfaces estarem contido em uma solugdao eletrolitica, um elemento

resistivo para a resisténcia da solugdo foi inserido em série com o conjunto RC.
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Para ambos os filmes, foi proposto um segundo conjunto RC em paralelo para interface
eletrodo/filme. Sendo uma resisténcia de transferéncia de carga (R«t) e uma capacitancia
relacionada ao fenébmeno de pseudo-capacitancia do filme polimérico (Crime). As interfaces,
bem como os elementos que a compde podem ser sugeridos pela analise cuidadosa dos
espectros construidos a partir dos dados obtidos por EIE. Por BODE (8 vs. Hz - Figura 30), foi
verificado, em ambos os espectros, a presenca de dois picos de frequéncia, sendo esse um
indicativo para a presenga de ao menos dois conjuntos paralelos contendo um elemento de
resisténcia e um de capacitancia cada (IZQUIERDO; KRANZ, 2016). Corrobora-se a isso a
presenca de dois semicirculos no grafico de Nyquist (Figura 29).

Para o caso do filme nanocompdsito, ndo foi verificado a presenca de um terceiro arco
capacitivo, ou pico de frequéncia, para a interface polimero/nanoparticula. Isso pode estar
correlacionado a equivaléncia do valor de tempo de relaxacdo para esse fendbmeno com o
valor da interface filme/solugdo. Uma vez que fendbmenos com tempos de relaxagdo proximos
ou iguais podem apresentar uma sobreposicdo total do arco capacitivo (Nyquist) ou pico de
frequéncia (BODE) (LASIA, 2014; HUANG et al., 2016). Dessa forma, assume-se que o valor de
Rredox € uma resisténcia equivalente resultante da somatéria dos fendmenos resistivos da
interface polimero/nanoparticula e filme/solugdo. O mesmo raciocinio foi empregado para o
valor de Giime.

A Figura 32 apresenta o modelo de circuito equivalente proposto. Foi verificado,
através dos ajustes matematicos, que o Unico modelo que atendeu satisfatoriamente ambos

os eletrodos.

Figura 32-Modelo de circuito equivalente proposto para o filme de poli(azo-BBY)-AuNPs e
também utilizado para filme de poli(azo-BBY).

Poly(azo-BBY) Solugdo

Fonte: Autoria proépria.
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Na Tabela 3 estdo listados os valores obtidos para o ajuste matematico sobre o modelo
proposto. Os erros para os ajustes foram inferiores a 4% com um coeficiente <103 para o teste

de chi-square (7?).

Tabela 3-Parametros impedimétricos determinados a partir de ajustes matematicos sobre
modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 32. Os erros foram inferiores a 4%.

Eletrodo Ra. Rct Rredox CPEqc CPEfime  Oldc Olfilme
(kQ cm?) (WF cm™2s%)

Poli(azo-BBY) 0,010 0,053 5,93 3,41 32,0 0,96 0,89

Poli(azo-BBY)-AuNPs | 0,011 0,040 2,10 5,38 65,8 0,92 0,76

Como esperado, o valor de Rredox para o filme nanocompésito foi 2,8 vezes menor em
comparacao ao filme contendo apenas o azo-polimero, sendo um claro indicativo do aumento
de desempenho para a reagao do filme com a molécula de oxigénio para a arquitetura
contendo as nanoparticulas de ouro.

A partir dos valores de Rredox foram calculados os valores de taxa de transferéncia

eletronica aparente para os eletrodos (Ke) (Eq. 16) (CREAGER; WOOSTER, 1998):

k, = L

= RreaorCPE ime (16)

Os valores obtidos foram 3,62 e 2,63 para o filme de poli(azo-BBY)-AuNPs e poli(azo-
BBY), respectivamente. Uma vez que a constante representa a velocidade de processamento
darea¢do (CREAGER; WOOSTER, 1998; ARMSTRONG; WILSON, 2000; BARD; FAULKNER, 2010),
ficou evidenciado que a presenca das nanoparticulas de ouro na matriz polimérica aumenta a
taxa de velocidade da reagao.

Ademais, os valores de capacitancia refletem o incremento da superficie eletroativa
do material pela presenca das nanoparticulas. Para alcancar um resultado quantitativo,
calculou-se o valor de superficie de espécie ativa baseando-se nos valores de CPE4. pela

relagdo (Eq. 17):

r=— (17)
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Onde I é o coeficiente de area eletroativa em mol cm2, n é o nimero de elétrons envolvidos
na reacdo (n=2e’), F a constante de Faraday (96485 C mol?') e Q a carga (C) obtida da
capacitancia aparente (Csp) calculada do valor de CPE4c pela relagdo (Eq. 18) (ALEXANDER;
TRIBOLLET; ORAZEM, 2016; DE PAULI et al., 2019):

C _ (RredoxCPEdc)l/a
app —

(18)

Rredox

Os valores determinados de I foram 1,50 x10 e 2,79 x10*! mol cm™ para os filmes
de poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-AuNPs, respectivamente. Ou seja, o nUmero de centros redox
ativos para desempenho de reacdo com o oxigénio dissolvido foi quase duas vezes superior
para o filme nanocompdsito.

Por fim, a performance eletrocatalitica foi avaliada comparando-se os valores de TOF
(turnover frequency). O valor de TOF indica o nUmero de moléculas reagindo por centro redox
ativo em uma determinada unidade de tempo, comumente segundos (KOZUCH; MARTIN,

2012). O valor de TOF foi calculado pela relagdo (Eq. 19) (NAKAYAMA et al., 2016):

TOF = n’? (19)
Onde j é a densidade de corrente (A cm?) referente ao potencial de -0,30 V da Figura 28C. Os
valores obtidos foram de 4,28 e 16,54 s para os filmes de poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-
AuNPs, demonstrando superioridade catalitica para o filme nanocompdsito. Importante
destacar que ambos os valores de TOF aqui reportados sao superiores aos encontrados na
literatura para materiais baseados em carbono livres de metais (~1,0 s!) bem como filmes

baseados em polianilina (PANI) (~0,75 s*) (LEONARD et al., 2018; CHAKRABORTY et al., 2019).

4.1.5. Preparacao do Imunosensor

A avaliacdo da aplicabilidade do material desenvolvido para imunoensaios
eletroquimicos foi conduzida novamente por espectroscopia de impedancia eletroquimica.
Em funcdo da necessidade de diminuicdo do volume da célula eletroquimica devido ao
pequeno volume de material disponivel, bem como o valor envolvido na andlise, buscou-se

construir uma célula eletroquimica de dimensdes minimas. A solu¢do encontrada foi adaptar
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um poco sobre o eletrodo de FTO modificado com o filme de poli(azo-BBY)-AuNPs, o qual

permitiu a operacdo da célula com volumes de 10 a 400 pL.

4.1.5.1. Ativagao da superficie

A imobilizagdo do anticorpo sobre o eletrodo de poli(azo-BBY)@AuNP foi realizada
com auxilio da molécula de glutaraldeido (GA), atuando como agente de ligacdo cruzada
(OLDE DAMINK et al., 1995; WELCH et al., 2017; CINCOTTO et al., 2019; KONDZIOR;
GRABOWSKA, 2020). O glutaraldeido é amplamente utilizado para imobilizacdo de
biomoléculas (anticorpos, enzimas e proteinas diversas) por ele ter um baixo custo, ser
facilmente manipulado e ser soluvel em uma série de solventes, incluindo a agua, e
principalmente, devido a sua reatividade com grupos amina, amida e tiols, grupos funcionais
comumente presentes nas biomoléculas (MIGNEAULT et al., 2004; CINCOTTO et al., 2019).
Para o presente trabalho, o GA se mostra uma interessante alternativa, visto que o filme
polimérico de Bismark Brown Y apresenta grupos amina livres em sua estrutura que serao
utilizados para reacdo estratégica com a molécula de grutaraldeido, funcionalizando a
superficie para ancorar covalentemente o anticorpo de interesse.

O glutaraldeido reage com grupos amina para formacdo do grupo imina (base de
Schiff), como exemplificado na Eq. 20. Dada a importancia dessa reacdo, diversos estudos vém
sendo dedicados ao tema nas ultimas décadas (MIGNEAULT et al., 2004; MERA et al., 2008;
KARUNANITHY; HOLLAND; SIVAKUMAR, 2021). A preocupacdo com o tema é em funcdo da
possibilidade de reacdes laterais que permitem que em uma solucao de glutaraldeio, mais de
uma espécie exista em solucdo, e por consequéncia, participem da reacdo com as aminas
durante imobilizagdo de biomoléculas. Em estudo recente, Karunanithy e colaboradores
(KARUNANITHY; HOLLAND; SIVAKUMAR, 2021) reportaram que em solucdo de pH 7,
prioritariamente o glutaraldeido estara em sua forma regular e alguma fragao ira se encontrar
na forma hemiacetal.

A Figura 33 apresenta os espectros de impedancia eletroquimica para o filme de
poli(azo-BBY)-AuNPs antes e depois da reacdo com gluteraldeido. Foi possivel observar uma
nitida modificacdo no diagrama de Nyquist (Figura 33A) pela ampliacdo do arco capacitivo
devido ao aumento da Rredox, que sofreu um aumento de 22,4 para 55,7 kQ cm2 (Tabela 4).
Esse aumento pode ser diretamente correlacionado a alteracdo na estrutura polimérica pela

ligagdo covalente com o GA.
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! C( !
(20)

A analise do grafico de capacitancia complexa revelou um incremento da capacitancia
redox (C;) (Figura 33B). O aumento do valor de capacitancia condiz com o aumento do
potencial quimico para espécies redox adsorvidas sobre a superficie (BUTTIKER; THOMAS;
PRETRE, 1993). Podendo ser influéncia direta da insercdo de grupos oxigenados na cadeia
polimérica devido a formacado de ramificacdo pela adicdo do GA a estrutura polimérica.

Um terceiro parametro para andlise da modificagao covalente da estrutura polimérica
por meio dos dados obtidos por EIE foi realizado através do grafico de 7’ vs. C’ (Figura 33C).
Essa abordagem permite uma analise qualitativa do comportamento do sistema em fungao
da frequéncia aplicada. O espectro foi subdividido em trés diferentes regides: alta, alta-média
e média-baixa frequéncia. Em alta frequéncia aplicada, apenas o fendbmeno de carregamento
de carga para a dupla camada elétrica é verificado (TREVIZAN et al., 2021), havendo minima

influéncia de fendmeno resistivo.



89

Figura 33-Espectros obidos para a ativacdo do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs antes (® preta) e
apo6s 5 minutos de incubacdo com glutaraldeido (® azul). A) Espectro de Nyquist, B) espectro
de capacitancia complexa e C) grafico de capacitancia versus impedancia real.
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Tabela 4-Parametros impedimétricos determinados por meio do ajuste matematico sobre
modelo de circuito equivalente para os espectros anterior e apds ativacdo da superficie do
eletrodo de poli(azo-BBY)-AuNPs com a molécula de glutaraldeido. Os erros apresentados

foram inferiores a 4%.

Modificagdo  Ra. Rct Rredox CPEa Ol CPEfiim Olfilm Credox
com GA (kQ cm?) (UF cm2s*?) (UF cm2s*?) (uF cm??)

Antes 0,10 0,483 224 4,10 0,96 26,2 0,60 5,40

Depois 0,10 0,565 55,8 6,93 0,95 18,4 0,65 6,12
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A presenca de duas regides de reta com comportamento distintos um do outro para
frequéncias apds 12 Hz foi indicativo de duas diferentes estruturas porosas no polimero
(RANDRIAMAHAZAKA; ASAKA, 2010; TREVIZAN et al., 2021). Podendo conter uma regido de
maior densidade polimérica, e consequentemente de maior dificuldade de difusdo do
oxigénio dissolvido (alta impedancia), e outra regido de menor densidade polimérica (ou
mesmo regides de extrusdo), sendo de menor dificuldade (baixa impedancia). Apos a
modificagao pelo agente de ligagao cruzada foi verificado uma alteragao no perfil do espectro.
Ela representa uma maior alteracdo na regido de baixa densidade, o qual apds modificacdo

com GA demonstrou maior resisténcia do sistema para o acesso a esses sitios ativos.

4.1.5.2. Imobilizagao do Anticorpo 5-metil citosina
A imobilizagdo do anticorpo 5-metilcitosina (Ab-5-mC) nos sitios ativos foi investigada.
A Figura 34A apresenta o diagrama de Nyquist para o eletrodo de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA
antes e apds a imobilizacdo do Ab-5-mC. O espectro apresentou uma diminuicdo do arco
capacitivo apos a imobilizacdo covalente do anticorpo. De fato, a analise dos valores de Rredox
demonstram uma diminuicdo de 55,7 para 36,0 kQ cm? (Tabela 5). Mas, ainda superiores a

Rredox para o filme nanocompdsito sem modificagao.

Tabela 5-Parametros impedimétricos determinados por meio do ajuste matematico sobre
modelo de circuito equivalente para os espectros anterior e apds imobilizagao do anticorpo
Ab-5-mC sobre superficie do eletrodo de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA. Os erros apresentados
foram inferiores a 4%.

Modificagdo  Ro. Rct Rredox CPEa Ol CPEfiim Olfilm Credox
com Ab (kQ cm?) (UF cm2s*?) (UF cm2s*?) (UF cm?)

Antes 0,10 0,565 55,8 6,93 0,95 18,4 0,65 6,12

Depois 0,10 0,211 36,1 9,06 0,96 11,2 0,61 7,79

A hipdtese para elucidacdo do comportamento observado perpassa a afinidade do
glutaraldeido pela molécula de oxigénio dissolvido (MIGNEAULT et al., 2004; ABAY et al.,
2019). Em solucdo aquosa, o grupo funcional aldeido do GA pode reagir com o oxigénio
dissolvido formando acido carboxilico (VANOYE et al.,, 2013). Claramente, a extensdo da

reacao dependerd de diferentes fatores. Porém, essa reacdo pode ter sido suficiente para ter
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influenciado na concentracdo de oxigénio dissolvido durante o ensaio de avaliacdo da

modificacdo da superficie.

Figura 34-Espectros obidos para a modificacdo da superficie do filme de poli(azo-BBY)@AuNP-
GA antes (e azul) e apds (¢ verde) 30 minutos de incubagdo com anticorpo Ab-5-mC. A)

Espectro de Nyquist, B) espectro de capacitancia complexa e C) grafico de capacitancia versus

impedancia real.
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Apds a modificagdo com o anticorpo, grande parte dos grupos aldeidos “livres” foram
ocupados, diminuindo a extensdo da reacdo de consumo de oxigénio da solucdo de PBS
utilizada para avaliagdo do sensor e resultado na diminuigdo do valor de Rredox. Na Figura 34B

estd a representacdo da capacitancia complexa para a modificacdo pela imobilizacdo do
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anticorpo Ab-5-mC onde foi verificado uma ampliagdo da capacitancia redox, indicando um
aumento do acumulo de espécies redox na interface filme/solugdo. Uma vez que a
capacitancia redox é influenciada pelo potencial quimico, uma provavel diferenga de
gradiente de concentracdo na interface filme/solucdo pela presenca das macromoléculas
pode estar influenciando para o aumento da capacitancia redox do sistema.

A analise do sistema pela Figura 34C evidenciou que a presenca do anticorpo altera a
magnitude do comportamento do espectro, mas sua forma contendo duas regides é mantida.
Fica claro o aumento da capacitancia do sistema bem como a diminuicdo da dificuldade de
difusdo do oxigénio pela matriz polimérica.

Por fim, propde-se que o mecanismo de imobilizacdo covalente do anticorpo sobre a

superficie ativada do filme nanocompdsito de poli(azo-BBY)-AuNPs seja a mesma reacdo para
a formacdo da ligacdo imina entre o GA e os grupos amina do poli(azo-BBY). A formacdo da
ligacdo covalente ocorre por meio da reacdo dos grupos aldeidos do GA com os grupos amina
dos residuos de lisina presentes na estrutura proteica, formando ligagdo imina (TRILLING;
ZUILHOF, 2013; WELCH et al., 2017; KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020).
Importante destacar que os possiveis grupos funcionais acidos carboxilicos presentes no filme,
formados durante o processo de construcdo do sensor pela da reacdo dos grupos aldeidos
com o oxigénio pela exposicdo direta com o ar atmosférico, ndo influenciam na funcionalidade
do GA como agente de ligagao cruzada. Isso se deve a capacidade de reagdao do acido
carboxilico com grupos amina para formacdo de amidas (TRILLING; ZUILHOF, 2013;
KONDZIOR; GRABOWSKA, 2020).

4.1.5.3. Bloqueio dos sitios remanescentes ativos com BSA

Apos ativacao da superficie do eletrodo e modificacdo pela imobilizacdo do anticorpo
de interesse, é necessaria a desativagao de possiveis sitios de ligagdo ainda remanescentes
com intencdo de eliminar possiveis falsos positivos. Uma das estratégias mais amplamente
utilizadas é o emprego da albumina bovina (BSA) para bloqueio desses sitios de ligagdo. Apesar
da reacdo do BSA com GA poder ser processada pela reacdo do aldeido do GA com diferentes
grupos funcionais do BSA, estudos demonstram que essa imobilizacdo se da majoritariamente
pela reacdo com os grupos amina de residuos de lisina (SABATE DEL RIO et al., 2019).

A desativacdo dos sitios ativos pela imobilizacdo de BSA pode ser confirmada através

do incremento observado do arco capacitivo do espectro de Nyquist (Figura35A). A analise por
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modelo de circuito equivalente demonstrou um aumento expressivo de Rredox (Tabela 6),
sendo cerca de 3 vezes maior comparado ao valor obtido apds modificagdo com o anticorpo.
Esse resultado é indicativo da dificuldade de acesso do oxigénio dissolvido para RRO nos sitios
redox do azo-polimero, consequentemente aumentando a resisténcia de transferéncia

eletronica.

Tabela 6-Parametros impedimétricos determinados por meio do ajuste matemadtico sobre
modelo de circuito equivalente para os espectros anterior e apds desativacdo dos sitios ativos
remanescentes presentes na superficie do eletrodo de poli(azo-BBY)-AuNP-GA-Ab com a
molécula de BSA. Os erros apresentados foram inferiores a 4%.

Modificagdo  Ra. Rct Rredox CPEg (o BT CPEfiim Olfilm Credox
com BSA (kQ cm?) (UF cm2s*?) (UF cm2s*?) (UF cm?)

Antes 0,10 0,211 36,1 9,06 0,96 11,2 0,61 7,79

Depois 0,10 0,276 112,0 2,90 0,80 7,39 0,82 3,68

Os dados obtidos através da capacitancia complexa (Figura 35B) indicam um bloqueio
ndo somente dos sitios ativos remanescentes de GA, mas também de grande parte da area
aletroativa do filme nanocompdsito, formando uma espécie de filme. Isso fica claro quando
feita a analise pelo grafico de C’ vs. Z’, onde tem-se a total modificacdo do comportamento do
espectro revelando agora a presenca de uma forma de cavidade (TREVIZAN et al., 2021).

Por meio dos valores de C;, o grau de recobrimento pode ser estimado através dos

valores de coeficiente de espécie eletroativa () pela relacdo (Eq. 18)(BARD; FAULKNER, 2010):

__ CykpT

eFA (21)

Onde ky é a constante de Boltzmann (1,38 x1022 J K1), T é a temperaturam em Kelvin (298 K),
e é a carga elementar (1,60 x10%° J), F a constante de Faraday (96 485 C mol™?) e A a drea do
eletrodo. Os valores calculados foram de 5,75 x10*? e 3,92 x10'*> mol cm™. Sendo um grau de
recobrimento superior a 30% da area de superficie eletroativa.

Por fim, foi analisada a resposta do sensor frente a diferentes concentracdes de
oxigénio dissolvido para verificacdo da manutencdo da resposta do filme de poli(azo-BBY)-

AuNps frente a molécula de oxigénio apds as sucessivas modificacdes da superficiais. Pela
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analise dos espectros apresentados na Figura 36, fica evidente que mesmo com as sucessivas

modificacGes da superficie do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs para fabricacdo do imunossensor,

o sinal de resposta baseado em oxigénio se manteve satisfatoério.

Figura 35-Espectros obidos para a modificacdo do filme de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA-Ab antes
(e verde) e apds 30 minutos de incubacdo com a proteina BSA (¢ vermelha). A) Espectro de
Nyquist, B) espectro de capacitancia complexa (ampliada) e C) grafico de capacitancia versus

impedancia imagindria.
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Figura 36-Espectro de Nyquist para o imunosensor de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA-Ab-BSA em
solucdo aquosa de PBS 0,05 mol L (pH 7,40) saturada com os gases N,, Oz e ar atmosférico.
Potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS).
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4.1.5.4. Otimizagao dos parametros analiticos

Os tempos de incubacdo para cada etapa da construcdo do imunosensor foi avaliado
objetivando-se alcancar a melhor razdo sinal/ruido. A analise foi realizada por EIE e foram
avaliados os intervalos de tempo necessarios para que a resposta eletroquimica apresentasse
estabilizacdo de sinal, considerando que nesse determinado ponto, a reacdo foi completa ou
alcancou o equilibrio. O parametro escolhido para acompanhamento da andlise foi a
resisténcia redox (Rredox), Obtido através da anadlise por modelo de circuito equivalente
reportado anteriormente (Figura 32). Para fins de simplificacdo, so serao exibidos os dados de

Rredox €m funcdo do tempo aplicado nas analises sem a exibicdo dos espectros.
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Figura 37-Variagdo relativa dos valores de Rredox €m fungao do tempo de incubagao do filme
de poli(azo-BBY)-AuNPs com glutaraldeido. A barra de erro é relativa ao desvio padrdo para a
resposta de trés diferentes eletrodos.
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Na Figura 37 estao contidos os dados obtidos para a modificacdo da superficie por GA.
A reacdo processou-se de forma rapida, onde apds 5 minutos o valor do sistema atinge um
equilibrio. De fato, estudos cinéticos espectrofotométricos da reacdo do GA com moléculas
contendo grupo amina reportam rapido desenvolvimento da reacdo, mesmo em curto espaco
de tempo (CHEUNG; NIMNI, 1982; KARUNANITHY; HOLLAND; SIVAKUMAR, 2021). Isso é
indicativo que o tempo de exposicdo verificado é suficiente, tratando-se de um filme fino (r~
1012 mol cm2), para que os grupos aminas livres do polimero tenham reagido completamente
o GA adicionado.

Da mesma forma, foi investigado o tempo de incubacdo para imobilizacdo do anticorpo
Ab-5-mC. A Figura 38 apresenta a variacdo de sinal de Rredox em func¢do do tempo de incubacao
do anticorpo. A reagao apresentou comportamento tipico para incubagdo de anticorpo sobre

eletrodo (AZRI et al., 2018; POVEDANO et al., 2018a; CHINNADAYYALA; CHO, 2021; PAL et al.,
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2021), onde se processou mais lentamente no inicio da rea¢do, aumentando
progressivamente, seguida de um ponto de saturacdo, apds 30 minutos, onde o sinal de

variagao de Rredox S€ Mmanteve relativamente estavel.

Figura 38- Variagdo relativa dos valores de Rredox €m fungao do tempo de incubagao do filme
de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA com o anticorpo Ab-5-mC. A barra de erro é relativa ao desvio
padrdo para a resposta de trés diferentes eletrodos.
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O sinal em 30 minutos apresentou variagdo superior ao de 95%, sendo escolhido para
continuidade das otimiza¢Ges. O valor de tempo de incubacdo obtido esta dentro da média
de intervalo de incubacdo do anticorpo de captura apresentado por diferentes imunosensores
eletroquimicos (AZRI et al., 2018; POVEDANO et al., 2018a; CHINNADAYYALA; CHO, 2021;
KUNTAMUNG; JAKMUNEE; OUNNUNKAD, 2021; PAL et al., 2021). Inclusive, esse é o tempo
sugerido no protocolo disponivel no kit ELISA para determinacdo de DNA metilado utilizado

como referéncia para o presente trabalho.
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O tempo de incubacdo da proteina BSA para a desativacao dos sitios remanescente foi
igualmente avaliado e os resultados apresentados na Figura 39. Novamente o comportamento
verificado foi uma curva de comportamento logaritmica com valores estabilizando a partir de
30 minutos. O tempo verificado novamente foi proximo do apresentado por trabalhos
utilizando BSA para bloqueio de superficie em imunossensores eletroquimico (KUNTAMUNG;

JAKMUNEE; OUNNUNKAD, 2021; PAL et al., 2021; RAHMATI et al., 2021).

Figura 39- Variacdo relativa dos valores de Rredox €m fungdo do tempo de incubacdo do filme
de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA-Ab com a proteina BSA. A barra de erro é relativa ao desvio padrao
para a resposta de trés diferentes eletrodos.
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Por fim, foi avaliado o tempo de incubacdo frente a molécula de 5-metilcitosina. A
Figura 40 apresenta os valores de Rredox para a resposta do sensor frente ao analito em
diferentes tempos de incubagdo. O mdaximo sinal de variacdo da resposta de Rredox fOi
verificado apds 40 minutos de incubacdo, sendo esse o tempo escolhido como tempo minimo

para a andlise das espécies de DNA metilado.
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Figura 40-Variacdo relativa dos valores de Rredox em fungao do tempo de incubagdo do filme
de poli(azo-BBY)-AuNPs-GA-Ab-BSA frente ao padrdo de 5-metilcitosina. A barra de erro é
relativa ao desvio padrao para a resposta de trés diferentes eletrodos.
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A Tabela 7 contém os dados listados dos tempos otimizados para construcdao do
sensor, bem como o comparativo com o imunoensaio comercial de referéncia utilizado para
o presente estudo. Foi possivel verificar que o tempo médio de cada etapa foi préximo ou
inferior aos trabalhos reportados na literatura. Destaca-se que o presente imunosensor
apresentou um tempo total de ensaio inferior em comparag¢do com o kit Elisa para DNA

metilado. Parte do tempo salvo foi devido ao encurtamento de etapas como incubagao de um

anticorpo secundario.
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Tabela 7-Valores comparativos do tempo médio necessario para cada execugdo de cada etapa
para determinacdo de concentracdo de DNA metilado entre o sensor e o kit comercial.

Poli(azo-BBY)-AuNPs Comercial

Tempo
Etapa Minutos
Ativacao 5 -
Anticorpo Captura 30 60
Blogueio BSA 30 30
Incubagdo Antigeno 60 40
Anticorpo Secundario - 30
Solugdo de desenvolvimento | - 10
Total 125 170

4.1.5.5. Desempenho do sensor frente a molécula de 5-metilcitosina

O desempenho do sensor de poli(azo-BBY)-AuNPs frente a diferentes concentragées da
molécula de 5-metilcitosina (Figura 41). Assim como no protocolo de referéncia para o kit
commercial, foi utilizado o padrao de 5-metilcitosina para constru¢do de uma curva analitica.
As medidas de EIE foram conduzidas também em solucdo de PBS 0,05 mol L' com pH 7,40
(25°C) saturada com oxigénio e em equilibrio atmosférico. As concentragdes de padrao de 5-
mC utilizadas foram 0,005, 0,01, 0,04, 0,08 e 0,12 ng ml™.

Como verificado pelo espectro de Nyquist na Figura 41A, houve aumento do arco
capacitivo do sistema com o aumento da concentragao de 5-mC em decorréncia do aumento
do bloqueio da superficie apds a efetivacdo da ligacdo entre o 5-mC e o sitio de
reconhecimento do Ab-5-mC. A efetividade da ligagdo altera a superficie aumentando a
dificuldade de acesso das moléculas de oxigénio para os grupos azo do polimero.

Os espectros foram analisados por modelagem matematica sobre o modelo de circuito
equivalente da Figura 41 e a resposta relativa da variagao de Rredox fOi utilizada para construgao
da curva analitica apresentado na Figura 41B e C (Eqg. 22).

Rredox—R
Rrelativo (%) = %Xloo (22)

0

Os valores de Rredox €m funcdo da concentracdo de 5-mC apresentaram o
comportamento caracteristico de cinética enzimatica para a saturagdao dos sitios de
reconhecimento para uma dada concentracdo de analito. A aplicacdo do logaritimo da

concentragdo de 5-mC permitiu a obtengdo de uma linearidade descrita pela Eq. 23.
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Rrelativo (%) = 23.4 + 10.0 log[5-mC (ng mL?)] (n=5; r?=0.9960) (23)

Figura 41-A) Espectros de Nyquist (A) e suas respectivas curvas analiticas (B e C) para a
resposta do imunosensor frente a diferentes concentra¢cdes de 5-mC em solugdo de PBS 0,05
mol L' (pH 7,40) em O3 saturado em equilibrio atmosférico. A barra de erro representa o
desvio padrdo para o mesmo eletrodo em trés diferentes experimentos.
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O valor de limite de detec¢do para o imunossensor de poli(azo-BBY)-AuNPs para
espécies de DNA metilado foi de 0,64 pg mL™. O valor foi calculado segundo recomendacdo
da IUPAC por meio da relacdo 3s/c, onde s é o desvio padrdo do branco e ¢ o valor de

coeficiente angular obtido através da curva analitica.
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Buscou-se comparar o valor de limite de detec¢ao de forma direta com trabalhos
recentes da literatura foram listados na Tabela 8. Assim, foi possivel verificar que o presente
imunossensor demonstrou desempenho satisfatério uma vez que apresentou limite de

deteccdo menor comparado aos trabalhos reportados na literatura.

Tabela 8-Valores de limite de detec¢do de sensores eletroquimicos para DNA metilado.

Referéncia Limite de deteccdo Técnica eletroquimica
ng mL?
(ZHOU et al., 2014) 1,30 EIE
(YIN et al., 2015) 0,150 DPV
(SHEN et al., 2016) 0,170 DPV/EIE
Presente trabalho 6,4 x10* EIE

4.1.5.6. Afinidade de ligagdo antigeno-anticorpo
Para verificacdo da integridade e capacidade de reconhecimento do anticorpo apés a
sua imobilizagdo sobre o filme nanocompdsito, buscou-se avaliar o valor de constante de
afinidade (kq) do imunosensor de poli(azo-BBY)-AuNPs (XIA et al., 2013; LANDRY et al., 2015).
A Figura 42 apresenta a isoterma de Langmuir para o imunosensor de poli(azo-BBY)-AuNPs
baseado nos dados de capacitancia redox para cada adicdo do antigeno.
O valor de constante de afinidade pode ser obtido através modelo de adsorcdo de

Langmuir pela Eq. 23 (KOR; ZAREI, 2016; NISHITANI; SAKATA, 2018).

[5—mC] — [5—mC(] n 1 (24)
AR Rm K4Rm

AR corresponde ao inverso da variacdo da capacitancia redox do sistema (1/Cg), Rm é
o maximo de sinal e [5-mC] a concentracdo de 5-metilcitosina. Dessa forma, a partir do
coeficiente linear do gréfico foi obtido o valor de (K4sRm)?, e pelo coeficiente angular o valor
de Rm. O valor calculado de kq para o presente imunosensor foi de 1,49 L umol™. Esse valor
demonstra que a estratégia utilizada para construcdo do immunosensor foi bem-sucedido,
uma vez que o valor foi proximo de 1,20 L umol* determinado para o antigeno-anticorpo livre

de 5-metilcitosina (RAJAKUMARA et al., 2016).
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Figura 42-Relacao Linear de [5-mC]xCr versus [5-mC]. Forma de isoterma de Langmuir usada
para o complexo 5-mC/Ab-5mC.
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4.1.6. Andlise em Amostra Real

Ap0s verificagdo do desempenho analitico do imunossensor frente ao padrao de 5-
metilcitosina, foi realizada a andlise comparativa frente ao kit comercial com amostra de DNA
extraida do sangue de um animal (rato Wistar macho) de grupo controle. Essa etapa do estudo
contou com a colaboracdo do Grupo de Pesquisa em Fisiologia (GPFis). Responsaveis pela
extracdo do DNA e quantificacdo do nivel de DNA metilado por meio do kit ELISA comercial.

A Figura 43A apresenta o diagrama de Nyquist para a calibracdo do imunossensor
(espectros na cor preta) e a andlise da amostra real (espectro na cor vermelha). Na Figura 43B
estd a curva de calibracdo com o ponto destacado em vermelho representando o resultado da

leitura da amostra.
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Figura 43-A) Espectros de Nyquist para calibracdo do imunossensor de DNA metilado realizada
em solucdo de PBS 0,05 mol L-1 com potencial aplicado de -0,30 V. Os espectros na cor preta
representam as adi¢cdes de padrao de 5-mC e na cor vermelha o espectro obtido para a
amostra real. B) Curva de calibragdo e quantificagdo da amostra.
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Foram realizadas trés leituras da amostra a fim de calcular o desvio padrdao. Como
resultado, a andlise realizada através do kit comercial ELISA forneceu o valor calculado de
concentracdo da amostra de 544 ng ml* de espécies de DNA metilado. Por sua vez, a andlise
realizada pelo imunossensor eletroquimico forneceu uma concentracdo calculada de 561 +19
ng ml! de Espécies de DNA metilado. Uma variacdo de aproximadamente 3% entre as duas

técnicas.
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4.2. Desenvolvimento de Imunossensor para Glut-4 baseado em filme polimérico

redox de poli(TH) com nanoparticulas de ouro
4.2.1. Desenvolvimento do filme de poli(TH)

4.2.1.1. Eletropolimeriza¢ao

A técnica de eletropolimerizagdo é amplamente utilizada na eletrossintese de

polimeros, pois permite grande controle sobre o revestimento da superficie de substratos

condutores pelo filme polimérico formado (MARYS et al., 1999; TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014;

OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021).

A Figura 44 apresenta o voltamograma ciclico para a formacdo do filme de poli(TH)

sobre eletrodo de FTO.

Figura 44-Voltamograma ciclico para a eletropolimerizacido do filme de poli(TH) pela aplicacdo
de 30 ciclos de potenciais com velocidade de varredura de 20 mV s em soluco de HCI 0,10

mol L't com 10 mmol L' do mondmero tionina. T=25° e atmosfera de N,.
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Durante o primeiro ciclo de potencial aplicado foi verificado um primeiro pico de
oxidagao (Eap-monemero = 0,24 V) referente ao comportamento redox do mondémero tionina em
solugdo (eq. 25) (HUANG et al., 2011; TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014; TIAN et al., 2020). Ainda
no primeiro ciclo, avancando no sentido anddico, dois outros picos foram verificados e
atribuidos para os processos de oxidacdo irreversivel de formacao do cation (TH**) e dication
radical (TH?**) do mondmero tionina (Eq. 26 e 27) (BARSAN; GHICA; BRETT, 2015). A gerac3o
das espécies radicalares da inicio a formacdo do filme polimérico condutor de poli(TH) através

da formacdo de novas ligacdes C-N (Eq. 28) (PAULIUKAITE et al., 2010).

Leucotlnona (LTH) T|on|na (TH) (25)

OO, e UL

2 (26)

N -e’ N
X X
> 1. U
T /@i—i_;@\ £>1.44 T /©:+D\+.
H,N S NH, H,N S NH,

2

H --2H, N
\ngis/ HJ? ° \N & NL

(28)

Durante a varredura catddica, foi verificado um pico de reducdo referente a redugao
do filme polimérico formado (BARSAN; GHICA; BRETT, 2015). A posicao do pico de reducdo se

assemelha aquela verificada para a reducdo do monémero tionina em solu¢do quando realiza-
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se a voltametria em uma janela de potencial que ndo atinge o potencial necessario para
formacao dos cations radicais.

Durante os ciclos seguintes foi verificado um aumento progressivo nos valores de
corrente com destaque para o intervalo de potencial de 0,0 a 0,40 V, relacionado a reagao de
oxido-reducdo da poli(TH) formada (BARSAN; GHICA; BRETT, 2015). O incremento nos valores
de corrente foi um claro indicativo da formacdo do filme de poli(TH) sobre a superficie do
eletrodo de FTO (TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014; TIAN et al., 2020; OLEAN-OLIVEIRA et al.,
2021).

Por outro lado, a corrente na regido da formacgdo das espécies radicalares apresentou
um incremento seguido de um decréscimo. A formacdo dos cations radicais é dependente da
estrutura e composicdo da superficie do eletrodo (BARSAN; PINTO; BRETT, 2008; HUO; LUO;
LI, 2009). Com o recobrimento progressivo da superficie do eletrodo de FTO pelo filme de
poli(TH) a area exposta do FTO para solugdo diminui, diminuindo a producdo de cations

radicais.

4.2.2. Comportamento eletroquimico
4.2.2.1. Voltametria Ciclica
A Figura 45 apresenta o voltamograma obtido para o filme de poli(TH) em solucdo
aquosa de KCl 0,50 mol L' com pH ajustado para 2,0. O filme de poli(TH) apresenta um par
redox bem definido, como demonstrado anteriormente pela Eq. 28, com Epa em 0,21V e Epc

em 0,14 V.

4.2.2.2. Caracterizacdo do Filme de Poli(TH) por Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica

Para melhor entendimento e caracterizacdo do comportamento eletroquimico do

filme de poli(TH), medidas de EIE foram conduzidas sobre o filme polimérico aplicando-se

diferentes potenciais que compreendem todo o intervalo de potencial utilizado na voltametria
ciclica (Figura 45).

Na Figura 45 foi possivel observar que a variacdo do potencial aplicado sobre o filme

polimérico altera significativamente o comportamento do espectro de EIE, alterando seus

valores de impedancia. Para alcancar valores quantitativos dos elementos interfaciais
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resistivos e capacitivos foram realizados ajustes matematicos sobre modelo de circuito

equivalente.

Figura 45-Resposta eletroquimica do filme de poli(TH) em solu¢do de KCl 0,50 mol L em
atmosfera de N;. A) Espectros de Nyquist para os potenciais aplicados de -0,40 V to +0,65 V
vs. ECS (de i a viii). B) Voltametria ciclica registrada em velocidade de varredura de 25 mV s.
As formas reduzida e oxidada do polimero estdo sendo representadas no grafico de
voltametria ciclica.
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A Figura 46 apresenta o modelo de circuito equivalente utilizado para os ajustes

matematicos dos diferentes espectros. O presente modelo de circuito equivalente apresenta
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trés elementos resistivos, sendo uma resisténcia da solugdo (Ra = 14,0 Q), uma resisténcia de
transferéncia de carga relacionado a interface polimero/eletrodo (Rp) e uma resisténcia de
transferéncia de carga para a interface filme/solugdo relacionada ao comportamento redox
do filme de poli(TH) (Rredox).

Os elementos capacitivos sdo atribuidos para a capacitancia da dupla camada (CPEqc)
e pseudo-capacitancia do polimero (CPEsime), caracteristico de filmes poliméricos condutores
(SAHALIANQV et al., 2019). Por fim, a presenca do elemento de Warburg, relacionado ao
fendmeno de transporte de massa para migracdo dos contra-ions para o interior do filme
polimérico [38]. O modelo de circuito equivalente proposto foi similar ao verificado em
literature para trabalhos similares envolvendo o estudo de polimeros condutores redox

(BARSAN; PINTO; BRETT, 2008; PACHECO; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2020).

Figura 46-Modelo de circuito equivalente para ajustes matematicos sobre espectros obtidos
para o filme de poli(TH).
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Para melhor visualizacdo dos resultados obtidos, os dados foram organizados na forma
de graficos. Foi dado destaque para os elementos de Rct, CPEfime € W. Os demais resultados
foram reunidos no Anexo 1. A Figura 47 apresenta os valores de R« em funcdo do potencial

aplicado.
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Figura 47-Valores de R em fungao do potencial aplicado. Os valores de resisténcia foram
obtidos a partir do ajuste matematico feito sobre modelo de circuito equivalente da Figura
46.
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Com base na estrutura do polimero é possivel entender o comportamento da
conducdo dividindo o grafico em duas regides. A primeira regido foi chamada de regido de
baixa condutividade, compreendendo a faixa de -0,25 a-0,2 V vs. SCE. Nesta regido, a poli(TH)
estd em sua forma totalmente reduzida (TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014; BARSAN; GHICA;
BRETT, 2015). Nesta conformacao, a poli(TH) apresentou sua menor capacidade de conducao
eletrénica (maior resisténcia), provavelmente devido a interrupcdo de sua m-conjugacao, bem
como a extingao da carga positiva deslocalizada. A segunda regido, compreendendo a faixa de
potencial de -0,10 a +0,50 V, apresentou os menores valores de Rredox. A partir do potencial
0,0 V temos o inicio da oxidacdo do filme de poli(TH). De forma notavel, uma pequena
alteragcdo no numero de espécies oxidadas no filme polimérico reflete totalmente sobre a

condutividade do filme. Na regido de 0,20 V, praticamente todo filme se encontra em sua
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forma conjugada (BARSAN; GHICA; BRETT, 2015), sendo esse o potencial com menor valor de
resisténcia.

Contudo, a grande mudanga no valor da condutividade do polimero, ainda no valor de
-0,10 V, demonstra que a condutividade do filme é fortemente influenciada também por
outros fendbmenos, ndo apenas pela presenca da m-conjugacdo de sua cadeia polimérica. A
analise feita sobre os valores do elemento de Warburg (Figura 48) demonstrou que
provavelmente o movimento do contra-ion CI" em sua estrutura interfere na sua

condutividade, uma vez que ele atua como dopante.

Figura 48-Valores de W em funcdo do potencial aplicado. Os valores do elemento de Warburg
foram obtidos a partir do ajuste matematico feito sobre modelo de circuito equivalente da
Figura 46.
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Anterior ao potencial de -0,035 V (potencial de inicio da reacdo de oxidacdo do

polimero) ha apenas movimento dos ions por atracdes eletrostaticas causadas pela variacdo
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do potencial do eletrodo. Apds o potencial de inicio, observa-se a mudancga de polaridade do
eletrodo e inicio da oxidacdo do filme polimérico, alterando o contra-ion responsavel pelo
balango de carga na matriz polimérica, resultando na diminui¢ao do valor de W. Avangando
para +0,35 V, hd um aumento exponencial do valor de Warburg devido a limitagcdo do acesso
dos ions Cl" para os centros redox mais internos do polimero (VELAZQUEZ-MANZANARES et
al., 2019).

Corroborando com os dados anteriores, os valores de CPEfime apresentaram um
comportamento de aumento e diminuicdo de seus valores atingindo seu valor maximo

exatamente acima do potencial formal de +0,20 V (Figura 49).

Figura 49-Valores de CPEsime em funcdo do potencial aplicado. Os valores de capacitancia
foram obtidos a partir do ajuste matematico feito sobre modelo de circuito equivalente da
Figura 46.
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Este comportamento é caracteristico de polimeros supercapacitores e foi relatado
anteriormente para filmes de polimeros condutores de polipirrol (SUNDFORS; BOBACKA,
2004). O comportamento simétrico do aumento da capacitancia sobre o potencial formal é

indicativo do controle da condutividade por transporte de ions.

4.2.3. Otimizacdao dos Parametros para Eletropolimeriza¢ao da Poli(TH)

4.2.3.1. Variacgao do intervalo de potencial aplicado

O intervalo de potencial aplicado tem influéncia direta na formacdo do cation radical
iniciador da cadeia polimérica durante o processo de eletropolimerizacdo. Dessa maneira,
diferentes filmes de poli(TH) foram construidos com diferentes janelas de potenciais com o
objetivo de determinar o melhor intervalo de potencial para eletropolimerizacdo do filme
polimérico. Os filmes foram denominados de IP (intervalo de potencial), sendo IP1 para o
intervalo de potencial de -0,30 a +0,80 V, IP2 para o intervalo de potencial de -0,30a +1,0 V,
IP3 para o intervalo de potencial de -0,30 a +1,40 V e IP4 para o intervalo de -0,30 a +1,60 V.

A Figura 50 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos durante a eletropolimerizacdo
dos diferentes filmes de poli(TH) aplicando-se diferentes janelas de potenciais. Os filmes IP1
e IP2 (Figura 50A e 50B) apresentaram o par redox caracteristico para a oxidag¢do e redugdo do
mondmero de tionina em solucdo, porém, ndo foi evidenciado o pico de potencial
caracteristico para a formagao do cation radical. Com isso, ndao ha a formagdo do filme
polimérico sobre a superficie do eletrodo e os valores de corrente se mantém praticamente
constante durante todos os 10 ciclos de potenciais.

Por sua vez, os filmes IP 3 e IP 4 formados pela aplicacdo de intervalos de potenciais
com limites superiores a +1,0 V (Figura 50C e 50D), apresentaram o pico de potencial
caracteristico da formacgdo do cation radical do mondmero de tionina. Com a formacdo dos
cations radicais foi verificado um incremento progressivo no valor de corrente do intervalo
relacionado ao par redox polimérico, evidenciando a formacao do filme polimérico condutor
sobre a superficie do eletrodo de FTO.

Para verificar o desempenho dos filmes poliméricos formados, foram realizadas
medidas de EIE em soluc¢do de KCl 0,50 mol L (pH = 2,0) livre de mon&meros. Foi aplicado um
potencial DC de-0,10 V (vs. ECS) em uma janela de frequéncia de 50 kHz a 0,10 Hz. O potencial

aplicado foi escolhido em funcdo do filme se comportar de maneira condutora, simplificando
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o0 comparativo dos valores de Rredox. Os espectros obtidos foram analisados por meio de

modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 46.

Figura 50-Voltamogramas ciclicos para a eletropolimerizacdo dos filmes de poli(TH) em solu¢do de 10
mmol L de tionina em 0,10 mol L de HCl. Foram aplicados 10 ciclos de potenciais e velocidade de
varredura de 20 mV s com intervalo de potencial de: (A) -0,30 a +0,80 V; (B) -0,30 a +1,0 V; (C) -0,30
a+1,4V;e(D)-0,30a+1,60V (vs. ECS). Atmosferade N2 e T = 25°C.
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Visando a simplificacdo do estudo, os espectros ndo serdo exibidos. Na Figura 51 estdo
reunidos os valores de Rredox para cada filme polimérico construido a partir de diferentes
intervalos de potenciais. Foi verificado que o filmes JP4 apresentou os menores valores de
Rredox. Esse resultado revela a necessidade de ampliacdo do intervalo de potencial até valores
suficientemente positivos para geracdo das espécies de cation radical responsaveis pela
formacao do filme polimérico. A comparacao com o filme de IP3 demonstra que é possivel a
construcdo do filme polimérico com intervalo de potencial de -0,30 a +1,40 V, contudo a

geracao de dications radicais pela ampliacdo do intervalo até 1,60 V favoreceu a obtencdo de



115

um filme com menor resisténcia. Assim, o intervalo de potencial de -0,30 a +1,60 V (vs. ECS)
foi escolhido para dar andamento nos estudos por apresentar o melhor desempenho

eletroquimico.

Figura 51- Valores de Rredox Obtidos através de ajuste matematico utilizando modelo de circuito
equivalente para os espectros dos filmes de poli(TH) construidos com diferentes intervalos de
potenciais.
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4.2.3.2. Influéncia do numero de ciclos aplicado

O numero de ciclos aplicados na eletropolimerizagdo se mostra um importante
parametro para construcdo dos filmes poliméricos condutores, uma vez que este controla o
tamanho da cadeia polimérica bem como espessura e densidade dos polimeros formados
(STILWELL; PARK, 1989; BABAIEE; PAKSHIR; HASHEMI, 2015). Dessa forma, foram construidos
cinco filmes com numero de ciclos de 10, 20, 30, 40 e 50. Os voltamogramas ciclicos obtidos
durante a construcao dos filmes foram semelhantes ao da Figura 44, ndo sendo exibidos para
fins de simplicidade. Apds a eletropolimerizacdo dos filmes foram realizadas andlises por EIE

para verificagao do desempenho eletroquimico.
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Os resultados obtidos por espectroscopia de impedancia eletroquimica foram
analisados baseados no modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 46,
observando-se novamente o valor de Rredox Obtido em potencial de -0,10 V como parametro
comparativo de desempenho dos filmes eletropolimerizados.

A Figura 52 apresenta os valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rredox) para
os diferentes filmes construidos com diferentes nimeros de ciclos aplicados. Foi verificado
uma diminuigdo dos valores de Rredox até 0 30° ciclo de potencial aplicado, com posterior
aumento de seus valores. Esse comportamento demonstra que até o 30° ciclo o polimero
acumula material eletroativo favorecendo a condutividade eletronica na cadeia polimérica
(MARYS et al., 1999; WOLFART et al., 2016; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021; TREVIZAN et al.,
2021). Apds o 30° ciclo hda uma deposicdo excessiva de material, dificultando a transferéncia
eletrénica e consequentemente aumentando a sua resisténcia. Dessa maneira, o valor de 30
ciclos de potenciais aplicados foi escolhido para dar continuidade aos estudos devido ao seu

melhor desempenho eletroquimico.

Figura 52 - Valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rredox) €m fungdo do nimero de ciclos
aplicado durante a etapa de eletropolimerizacdo obtidos através de ajuste matematico utilizando
modelo de circuito equivalente.
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4.2.3.3. Estudo da velocidade de varredura aplicada

A velocidade de varredura é um importante fator na construcdo de filmes poliméricos
condutores por eletropolimerizacdo (BABAIEE; PAKSHIR; HASHEMI, 2015; OLEAN-OLIVEIRA et
al., 2021). Esse parametro influencia nos fen6menos de transporte de massa bem como na
forma de agregacao do filme, podendo ser gerados filmes com maior ou menor densidades
bem como filmes com uma maior ou menor porosidade. Assim, buscou-se avaliar a influéncia
da velocidade de varredura na etapa de eletropolimerizagao por meio do comportamento
eletroquimico do filme de poli(TH) comparando seus valores de resisténcia de transferéncia
de carga (Rredox). Assim, foram construidos filmes com velocidades aplicadas de 10, 20, 50, 80
e 160 mV s. Apds, os filmes foram avaliados em solu¢do aquosa através de espectroscopia
de impedancia eletroquimica.

A Figura 53 apresenta os resultados de Rredox para cada filme construido com diferente
velocidade de varredura aplicada durante a eletropolimerizacdo. Verificou-se um aumento
dos valores de resisténcia de transferéncia de carga com o aumento da velocidade de
varredura aplicada até a velocidade de 160 mV s. O comportamento da curva indica que
valores superiores a 160 mV s podem exibir valores semelhantes de Rredox, sendo, portanto,
independentes da velocidade de varredura aplicada.

Como mencionado anteriormente, a velocidade de varredura aplicada pode influenciar
de maneira significativa a forma da cadeia polimérica, favorecendo ou desfavorecendo o
desempenho eletroquimico. Para o presente estudo, baixas velocidades de varredura (10 e 20
mV s?) resultaram em filmes poliméricos com melhores desempenhos, provavelmente em
funcdo da obtencdo de cadeias poliméricas com melhor organizacdo estrutural. De fato,
estudos anteriores conduzidos com polianilina demonstraram que a aplicagdo de altas
velocidades de varreduras (~100 mV s!) resultaram em filmes poliméricos com maior nimero
de ramificagdes em compara¢do com velocidades menores (~25 mV s), que por sua vez
resultavam em estruturas mais fibrosas (STILWELL; PARK, 1989; BABAIEE; PAKSHIR; HASHEMI,
2015).

Apesar do filme de 10 mV s ter exibido o menor valor de Rredox, Optou-se pela
velocidade de 20 mV s para o prosseguimento dos estudos em razdo de apresentar uma
relagdo tempo de contrugdo/desempenho eletroquimico superior. Uma vez que o filme de 10
mV s apresenta desempenho apenas 8% superior, mas necessita de um tempo de sintese 2

vezes maior.



118

Figura 53 - Valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rredpx) €m fungdo da velocidade de
varredura aplicada durante a etapa de eletropolimerizagcdo obtidos através de ajuste matematico
utilizando modelo de circuito equivalente dos filmes de poli(TH).
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4.2.3.4. Influéncia do Eletrdlito de Suporte Durante a Etapa de
Eletropolimerizagdo

O eletrdlito de suporte utilizado durante a eletropolimerizacdo desempenha papel
fundamental para o desempenho eletroquimico do filme polimérico. Para avaliar a influéncia
do anion na formacéao da poli(TH) foram utilizados os acidos HCI, HNOs, H,SO4 e H3PO4 como
eletrdlitos suporte (denominados de poli(TH)X, onde X = Cl, NOs;, HSOs ou H;PQ4), na
concentracdo de 0,10 mol L%, para obter os anions CI, NOs, HSO4™ e H2PO4 em solucdo. E
importante destacar que embora H2SO4 e H3PO4 sejam acidos poliproéticos, eles tiveram como
espécies quimicas predominantes em solucdo a sua forma monovalente (HSOs e H2PO4)
devido ao pH da solucdo de eletropolimerizacdo estar entre ~1,0 a 1,6. Assim, foi possivel
analisar comparativamente a influéncia do tamanho dos &nions (raio hidratado - dhig) na

formagdo do filme de poli(TH).
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A Figura 54 apresenta os voltamogramas ciclicos para a eletropolimerizagao de filmes
com diferentes acidos inorganicos. Devido a similaridade do comportamento dos filmes
durante a eletropolimerizacao, a discussdo serd limitada as diferencgas verificadas entre os

filmes.

Figura 54-Voltamogramas ciclicos para eletropolimerizacdo dos filmes de poli(TH) com 30
ciclos de potenciais aplicados a uma velocidade de varredura de 20 mV s em 1,0 mmol L' do
mondémero de tionina em 0,10 mol L! de HCI (A), HNOs (B), H2PO4 (C) e H3PO4 (D) sob
atmosfera de N, a 25°C.

(A) HA (B) HNO,

o ﬁ"g

El £l

g =

¥ 0 g

) ©

3 2

§ 100 —3xe g —30°
03 00 03 06 09 12 15 & 03 00 03 06 09 12 15

Potencial Aplicado (V vs. ECS) Potencial Aplicado (V vs. ECS)

C D

L) sto4 L) H3PO4

§ o e §

] —% ]

Q (]

€ e

g g

8 9 8

3 1,04V 8

(] Q

= 1,19V B

S S

2 0 2

8 T T T T T T T 8 T T T T T T T
03 00 03 06 09 12 15 03 00 03 06 09 12 15

Potencial Aplicado (V vs. ECS) Potencial Aplicado (V vs. ECS)

O mecanismo de formacdo de poli(TH) tem grande influéncia do anion em solugdo,
desempenhando um papel tanto na estabilizacdo quanto na mobilidade do radical e na
estabilizacdo do cdtion radical formado, influenciando diretamente na formacao estrutural da
cadeia polimérica bem como em suas caracteristicas eletroquimicas (BARSAN; PINTO; BRETT,
2008; KUZIN et al., 2021). Os valores dos potenciais de formacdo de cations radicais foram

semelhantes para poli(TH)CI (1,09 V) e poli(TH)NOs (1,10 V), e valores mais baixos para
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poli(TH)HSO4 (1,04 V) e poli(TH)H2PO4 (1,02 V), demonstrando melhor estabilizacdo de
espécies radicais por anions com maiores raios hidratados.

Os filmes preparados em meio de ClI, NO3 e HSOs4 apresentaram aumento na
magnitude da corrente na regido de formacgao dos cations e dications radicais com posterior
diminuigdo, até a sobreposi¢ao dos picos. A diminui¢ao da corrente na regiao de formagdo do
radical catibnico € um comportamento tipico do grupo fenotiazina e ocorre devido a
diminuigcao da exposi¢ao do mondmero tionina a area superficial do eletrodo FTO devido ao
seu revestimento pelo polimero poli(TH) (BARSAN; PINTO; BRETT, 2008; HUO; LUO; LI, 2009).

Todos os filmes apresentaram incremento de corrente no intervalo de potencial
referente a respota redox do filme polimérico, sendo indicativo da formacao do filme
polimérico condutor sobre a superficie do eletrodo de FTO (TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014;
TIAN et al., 2020; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2021). Para Cl" e NO3 0 aumento foi acompanhado
por um deslocamento insignificante dos valores de potencial de pico. Os filmes preparados
por meio de HSOs e H,PO4 apresentaram um comportamento mais complexo durante a
eletropolimerizacdo. Para o filme de poli(TH)HSO4, houve um aumento na corrente até o 112
ciclo. A partir dele, houve uma diminuigdo na magnitude de corrente, bem como uma
mudanca significativa nos potenciais de pico. Para o filme de poli(TH)H2POa4, imediatamente
apos o primeiro ciclo de potencial aplicado houve uma diminuicdo na corrente. Em seguida,
observou-se um deslocamento e um aumento da corrente até o 102 ciclo (com referéncia a
corrente anddica) seguido de uma nova diminuicdo nos valores de corrente. O
comportamento observado para os filmes de poli(TH)HSO4 e poli(TH)H2PO4 foi um indicativo
de saturacdo do sistema devido a uma maior dificuldade no direcionamento da reacdo,
exigindo um maior sobrepotencial (BARD; FAULKNER, 2010; BARROSSE-ANTLE et al., 2010). A
explicacdo para este comportamento pode ser baseada no tamanho dos dnions H,PO4 e HSO4
. Estudos recentes indicam que anions maiores possuem menor mobilidade e sao comumente
aprisionados na matriz polimérica, reduzindo a capacidade de transporte eletrénico do
polimero (LE; KIM; YOON, 2017; HU et al., 2019).

O desempenho eletroquimico de filmes eletropolimerizados foram avaliados por
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para analise, utilizou-se como ponto de
referéncia para a investigacdo comparativa o potencial aplicado de +0,20 V, correspondente

ao potencial com menor valor de Rredox-
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A Figura 55 apresenta os espectros para filmes de poli(TH) formados com diferentes
eletrélitos. Os diagramas de Nyquist apresentaram um pequeno semicirculo incompleto na
regido de alta frequéncia. Esse comportamento é tipico para fendmenos interfaciais com

tempo de constante de relaxa¢gdo muito inferiores a 1 s [206].

Figura 55-Espectro de Nyquist para filmes construidos com diferentes eletrélitos de suporte.
Potencial aplicado de +0,20 V vs. ECS em KCI 0,50 mol L™ (pH = 2,0). N2 atm e 25°C.
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Para a regido de média-baixa frequéncia, foram verificados semicirculos seguidos de
linearidade relacionadas ao fendmeno de transporte de massa. Ha uma clara mudanca no
comportamento dos filmes devido a mudanca na magnitude do arco capacitivo do espectro,

resultando em um aumento da impedancia do sistema na sequéncia CI'<NO3<H;P04<HSOy4".
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Para explorar ainda mais a influéncia da dimensao do anion na resposta eletroquimica
do filme de poli(TH), os valores dos elementos interfaciais resistivos e capacitivos foram
avaliados em funcao do tamanho do anion. Eles foram obtidos por ajustes matematicos dos
espectros no modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 46.

A Figura 56 apresenta o comportamento dos diferentes elementos interfaciais versus

o raio hidratado de cada anion (HU et al., 2017).

Figura 56-Valores de parametros interfaciais versus raio hidratado do anion utilizados durante
a etapa de eletropolimerizagdo. A) Resisténcia da interface polimero/FTO (Rp), B) capacitancia
de dupla camada (CPE4), C) resisténcia de transferéncia de carga da interface
polimero/solucdo (Rredox), D) capacitancia de filme (CPEfime) e E) difusdo de ions (W) . F) Area
de superficie ativa calculada.

A4 B)
3]
13} HZPO; /%/ N
£ 12 - g By °
S P HSO, =1
9‘ 11 g ~ 0
Fo O :
10} - -
o ] i
9/+ NO,
. . . 24 . . .
065 070 075 0,65 0,70 0,75
C) sol D) 450
350 ? wg L @
/ \
Ng 30| \
) R
g 25t / ~
S : :
j 20l / g: 250 5
15t y 1501 \\
110 i aﬁfﬂ/////a/ ‘«a
0,65 0,70 0,75 » 0,65 0,70 0,75
E) 30 F) 35
@ —— 9
€ 2 § 30}
0 O 250 \\
_%o 150\ E 20/ \\\
\
§ 10l ¥°—+ 15}
©)
0’5 1 1 1 1,0 ! N |
0,65 0,70 0,75 0,65 0,70 0,75

Raio Hidratado (nm) Raio Hidratado (nm)



123

A analise dos valores de resisténcia da interface polimero/FTO (Rp) revelou uma
relacdo linear entre a resisténcia do filme de poli(TH) em funcdo do raio hidratado do anion
utilizado na formacgdo do filme polimérico. Para a resisténcia da interface polimero/solugdo
(Rredox), também foi verificado um aumento da resisténcia com o aumento do raio do anion,
porém, esse comportamento foi ndo-linear. Este aumento na resisténcia do filme (diminuig¢do
na condutividade) é esperado para polimeros condutores dependentes do efeito da migracdo
de ions durante o processo de dopagem e de-dopagem (LE; KIM; YOON, 2017).

Além disso, a capacitancia de dupla camada e a pseudo-capacitancia do filme
polimérico sdao dependentes do numero de espécies ativas, resultando no comportamento
decrescente da capacidade de carga do filme em fun¢do do aumento do tamanho do anion
(HEIMBOCKEL; HOFFMANN; FROBA, 2019; GE et al., 2020).

Analisando-se a Figura 56E para o filme de poli(TH), verificou-se uma diminuicdo da
resisténcia a difusdo com o aumento da dimens3do do anion. Este resultado concorda com o
“efeito memoria de tamanho”, onde a porosidade do polimero é dependente do tamanho do
anion (ABD-ELWAHED; HOLZE, 2002). Anions de grandes dimensdes formam porosidades
maiores na matriz polimérica, que podem ser acessados por outros dnions de tamanho
pequeno, mas ndo por danions de tamanho grande. Assim, o cloreto utilizado neste estudo
como eletrdlito suporte em solucdo aquosa pode acessar o interior da poli(TH)HSOs com

menor dificuldade em comparagdo a poli(TH)CI.

4.2.3.5. Avaliaggo do Comportamento Semicondutor dos Filmes
Eletropolimerizados: Analise por Mott-Schottky
Polimeros condutores redox sdo semicondutores orgdnicos que podem ser
caracterizados de acordo com o modelo de Mott-Schottky. O modelo de Mott-Schottky é
amplamente utilizado como ferramenta na investiga¢dao da condutividade e no entendimento
dos processos de transferéncia de ions e elétrons na interface eletrodo-eletrélito (PAULSEN;
FRISBIE, 2012; ADAN-MAS et al., 2018; MARTIN; OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2020). Isso é feito
variando o potencial aplicado a célula eletroquimica, tornando possivel medir a capacitancia
do espaco de carga (REN; ZHOU, 2017; ADAN-MAS et al., 2018; PACHECO; OLEAN-OLIVEIRA;
TEIXEIRA, 2020).
A Figura 57 apresenta o grafico de Mott-Schottky para os diferentes filmes de poli(TH).

O comportamento linear com inclinacdo negativa revela que os filmes poliméricos
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semicondutores de poli(TH) sdo do tipo-p (ADAN-MAS et al., 2018; HANKIN et al., 2019). As
regides lineares no grafico de Mott-Schottky podem ser usadas para determinar a

concentracdo do portador de carga (Np) fornecido pela Eq. (29):

1 2
€2~ (egper Np)

(Vapp — Vgg — RT/F) (29)

Onde C é a capacitancia (F cm™2), e é a carga do elétron (1,602 x 107° C), &0 é a permissividade
do vacuo (8,854 x 1071 C V-1 cm™), & é a constante dielétrica do material, RT/F é o termo
dependente da temperatura (0,026 V a 298 K), e Vapp € 0 potencial aplicado. Assim, os valores

de Np aparente (NDx &) podem ser obtidos a partir da inclinacdo (Eq. 30):

ac?) _ 2
dVapp (e€pep Na)

(30)

Figura 57-Grafico de Mott-Schottky dos filmes de poli(TH) em frequéncia fixa aplicada de 10
kHz.

16—
RN @ poli(tionina)Cl
O\‘ @ poli(tionina)NO,
—_ * ] 9 @ poli(tionina)H,PO,
e 12f¢ N9 poli(tionina)HSO,
/ N
O @ N -- AT
N N \Q
(T -8 N
) LSRN
. a .
9 084 3~ LN
— [~ ‘: o \°~ o p
‘\.'(‘B ~& - - g \&\3
.E N I~ - ~ ° - \
R 4 ~
< ~@ @
2 04 T
§- ’ S\ S o
ANE IR
8 N ONTIs
\‘ N N S 3 s <
N ~
0,01+ : \ ,

04 00 04 08 12 16 20
Potencial Aplicado (V. vs ECS)



125

Comumente, materiais semicondutores que apresentam melhores desempenhos de
condutividade eletronica possuem uma maior concentracdo de aceitadores de carga (ou
doadores no caso de semicondutores do tipo n). No entanto, para o polimero de tionina, o
filme com a menor concentracdo de portadores de carga foi o filme com melhor desempenho
de condutividade. Esse fendmeno é resultado do avango da concentracao de carregadores
além do valor ideal. Paulsen e colaboradores (PAULSEN; FRISBIE, 2012), verificaram, em
estudo com poli(3-hexiltiofeno), que os polimeros condutores apresentam um pico maximo
no comportamento do ganho de condutividade proporcional ao aumento da concentragdo de
portadores de carga. Apds atingir o valor 6timo, os polimeros condutores tendem a diminuir
em condutividade com o aumento da concentracdo de portadores de carga. Isso se deve (no
caso de semicondutores do tipo-p) ao esvaziamento total do orbital HOMO do polimero, ndo
tendo um numero adequado de estados vazios para atender aos mecanismos de transporte
eletrénico. Assim, para a poli(TH), o acido utilizado durante a sintese do filme polimérico
exerce ndo apenas o efeito de dopagem no sentido da dimensdo da cavidade ou capacidade
de difusdo do anion através da estrutura polimérica, mas também na taxa de preenchimento
do polimero dos orbitais HOMO, o que acaba por interferir no mecanismo de transporte
eletrénico.

Apds essa extensa investigacdo, foi escolhido como eletrélito de suporte o acido
cloridrico para as demais investigacdes, uma vez que ele apresentou melhor desempenho

eletroquimico frente aos demais eletrélitos investigados.

4.2.4. Construcao do filme nanocompésito

Apds otimizados e avaliados os parametros para construcdo do filme de poli(TH),
buscou-se obter o filme nanocompdsito de poli(TH) e nanoparticulas de ouro (poli(TH)-AuNP).
Nesse sentido, adicionou-se sal de ouro a solugao de eletropolimerizagdo e realizou-se a
eletropolimerizacdo utilizando os mesmos parametros eletroquimicos do filme de poli(TH)
otimizados (Figura 58). Para fins de comparacdo do comportamento eletroquimico das
espécies eletroativas presentes em solucdo durante o processo de eletropolimerizacdo, o
processo foi repetido em solucdo contendo apenas o sal de ouro (Figura 58C).

A Figura 58A apresenta o voltamograma ciclico referente a eletropolimerizagao do
filme nanocompdsito de poli(TH)@AuUNP. Foi notavel que o voltamograma do filme

nanocompdsito apresentou claramente um comportamento hibrido pela presenca do
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mondmero de tionina e do sal HAuCls. Durante a primeira varredura, ndo foi verificado o pico
referente a formacdo do dication radical, sendo um primeiro indicativo da influéncia da
espécie de ouro em solucdo. Ademais, a magnitude de corrente nessa regido foi superior
aquela verificada para a sintese contendo apenas o monémero, podendo ser resultado da
somatdria dos fendmenos de oxidacdo do ouro e formacdo das espécies radicalares, uma vez

gue elas ocorrem em um valor de potencial proximo (Figura 58C).

Figura 58-Voltamogramas ciclicos para a eletropolimerizacdo dos filmes de poli(azo-
BBY)@AuNP (A), poli(azo-BBY) (B) e eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro (C) aplicado
30 ciclos de potenciais com velocidade de varredura de 20 mV s1. T=25° e atmosfera de Na.
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Durante a varredura catddica, foi verificado um primeiro pico de redugdo (Epc-au)
associado a reducdo irreversivel dos ions de ouro em solucdo para ouro metalico (KOMSIYSKA;
STAIKOV, 2008), formando os primeiros nucleos de nanoparticulas. Com o desenvolvimento
da eletropolimerizagdo, foi verificado o comportamento caracteristico de diminuicdo da
corrente no pico de potencial relacionado a formacdo de cdation radical. Também,

acompanhou-se uma ampliacdo da magnitude de corrente no intervalo de potencial associado
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a resposta redox da poli(TH), sendo claro indicativo da formacdo do filme sobre a superficie
do eletrodo de FTO (TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014).

Destacou-se o desaparecimento do pico de potencial catédico associado a redugdo do
ouro ao final dos 30 ciclos de potenciais aplicado. Esse comportamento pode indicar uma
deposicdo gradativa das camadas de polimero sobre as nanoparticulas de ouro, diminuindo a
exposicdo do ouro para a solugdo a cada ciclo de potencial aplicado.

Os filmes eletrodepositados foram investigados através de voltametria ciclica. Na
Figura 59 estdo os voltamogramas ciclicos para a resposta dos eletrodos de FTO modificados

com o filme de poli(TH)-AuNP, poli(TH) e AuNP.

Figura 59-Voltamogramas ciclico para os eletrodos modificados de poli(TH), poli(TH)-AuNPS e
AuNPs em solucdo de KCI 0,50 mol L? aplicando-se velocidade de varredura de 25 mV S,
Atmosfera de N,.
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O eletrodo de FTO contendo somente a nanoparticula apresentou um par redox
associado a formacdo de uma camada de oxido sobre a superficie das nanoestruturas de ouro

(KOMSIYSKA; STAIKOV, 2008). Por sua vez, os filmes de poli(TH) e poli(TH)-AuNPs
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apresentaram o par redox caracteristico para a oxidacdo e reducdo da poli(TH) (Eq. 28)
(TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014; MAHBUBUR RAHMAN; LEE, 2021). O comparativo entre os
valores de corrente demonstrou um aumento de cerca de 20% na magnitude de seu sinal,
demonstrando que a presenca das nanoparticulas de ouro na matriz polimérica atua de forma
positiva, ampliando o desempenho eletroquimico do sistema.

Os filmes de poli(TH) e poli(TH)-AuNPs também foram avaliados por espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Aplicando-se um potencial de +0,20 V (vs. ECS) foram obtidos os

espectros que estdao sendo apresentados na Figura 60.

Figura 60-Espectros de Nyquist para os filmes de poli(TH) e poli(TH)-AuNPs em solucdo de KCl
0,50 mol L'! com potencial aplicado de +0,20 V (vs. ECS). 25°C e atmosfera de Na.
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Verificou-se que os espectros apresentaram comportamento semelhante quanto a sua
forma com um valor inferior de impedancia do sistema para o filme nanocompdsito. A analise
dos espectros por ajuste matemadtico sobre modelo de circuito equivalente possibilitou a
obtencdo dos valores dos elementos interfaciais. Para a analise, foi utilizado o modelo de
circuito equivalente da Figura 46 por atender satisfatoriamente os critérios de erros. Vale
destacar que o filme nanocompdsito possui uma nova interface polimero/AuNP. Contudo,
durante o processo de fitting ndo foi possivel distinguir-la da interface filme/solugdo em
decorréncia da constante de relaxacdo desses fendmenos serem equivalentes. Os resultados
obtidos foram sumarizados na Tabela 9.

Pela analise dos elementos interfaciais, verificou-se um menor valor de Rredox para o
filme nanocompdsito. A ampliacdo da resposta eletroquimica teve influéncia do aumento da
area eletroativa provocada pela presenca das nanoparticulas de ouro na matriz polimérica.
Esse incremento pode ser verificado pela ampliagdo dos valores de elementos capacitivos.
Uma vez que tanto a capacitancia da dupla camada (CPE4) quanto a capacitancia redox
(CPEfime) sdo dependentes do nimero de espécies eletroativas presentes sobre a superficie

do eletrodo (OLEAN-OLIVEIRA; MONTEIRO SERAPHIM; TEIXEIRA, 2022).

Tabela 9-Parametros impedimétricos determinados a partir de ajustes matematicos sobre
modelo de circuito equivalente. Os erros foram inferiores a 4%.

Eletrodo Ra. Rct Rredox  CPEdc  CPEfime Odc  Ofilme W
(kQ cm?) (MF cm2s*Y)

Poli(TH) 0,010 0,010 1,38 2,74 244 0,98 0,89 1,14

Poli(TH)-AuNPs 0,011 0,014 0,58 3,08 311 0,92 0,81 0,78

4.2.4.1. Resposta Frente ao Oxigénio Dissolvido
Tendo como objetivo o uso da molécula de oxigénio dissolvido como mediador redox
para o imunoensaio eletroquimico para o biomarcador Glut-4, buscou-se avaliar o
desempenho eletroquimico do filme nanocompdsito frente a reagdo de redugao de oxigénio.
A Figura 61 apresenta o espectro obtido para os filmes de poli(TH)@AuNP e poli(TH)

em solucdo de PBS 0,05 mol L saturado com o gas O, no potencial aplicado de -0,30 V (vs.
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ECS). Novamente, foi verificada uma menor impedancia do sistema para o filme

nanocompodsito comparado ao filme contendo apenas o polimero de poli(TH).

Figura 61-Espectros de Nyquist para os filmes de poli(TH) e poli(TH)-AuNPs em solucdo de KCI
0,50 mol L saturada com o gas O, aplicando-se potencial de -0,30 V (vs. ECS). 25°C e
atmosfera de N..
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Pela andlise do espectro de BODE pode-se observar uma diminuicdo dos valores de
impedancia do sistema justamente na regido de frequéncia relacionada a resisténcia de
transferéncia da interface eletrodo/solucdo (Rredox). DO ponto de vista fisico, a diminui¢cdo dos

valores de angulo de fase no sentido negativo do eixo-y representa o aumento da tendéncia
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de a corrente atravessar elementos resistivos (resistor 6 = 0°) em contraponto com elementos
capacitivos (capacitor 6 = 90°) (JORCIN et al.,, 2006). Dessa forma, a presenga das
nanoparticulas de ouro na matriz polimérica ampliou a capacidade do filme de poli(TH) para
a reacdo de reducao de oxigénio.

Os espectros também foram analisados aplicando-se os ajustes matemadticos por
modelo de circuito equivalente. O modelo utilizado foi o mesmo proposto para o filme na
auséncia da molécula de oxigénio em solucdo. Os valores obtidos foram listados na Tabela 10.
Novamente, verificou-se um menor valor de Rredox para o filme de poli(TH)-AuNPs frente ao
eletrodo modificado apenas com o polimero, demonstrando um desempenho superior para a

reacao de reducdo de oxigénio.

Tabela 10-Parametros impedimétricos determinados a partir de ajustes matematicos sobre
modelo de circuito equivalente. Os erros foram inferiores a 4%.

Eletrodo Ra. Rt Rredox CPEdc CPEfiime Oldc Olfilme
(kQ cm?) (MF cm?s*)

Poli(TH) 0010 5014 306 2,69 25,8 0,95 0,97

Poli(TH)-AuNPs 0,011 0,010 21,1 6,06 243 0,96 0,83

Utilizando os valores dos elementos da Tabela 10, buscou-se determinar alguns
parametros fisico-quimicos para analise completa do desempenho dos filmes frente a reacdo
de reducdo de oxigénio. O primeiro parametro verificado foi a taxa de transferéncia eletronica
(ke). Os valores foram calculados a partir Rredox pela relagdo (Eq. 16) resultando em 0,98 e 0,63
s para o filme de poli(TH)-AuNPs e poli(TH), respectivamente. Uma vez que a constante
representa a velocidade de processamento da reacdo (CREAGER; WOOSTER, 1998;
ARMSTRONG; WILSON, 2000; BARD; FAULKNER, 2010), ficou evidenciado que a presenca das
nanoparticulas de ouro na matriz polimérica aumenta a taxa de velocidade da reagao frente a
molécula de oxigénio.

Como discutido anteriormente, os valores de capacitancia refletem o incremento da
superficie eletroativa do material pela presenca das nanoparticulas. Para alcancar um
resultado quantitativo, calculou-se o valor de superficie de espécie ativa baseando-se nos

valores de CPEq. pela relacdo (Eq. 17-18). Os valores calculados de I foram 1,22 x10'! e 2,85
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x10** mol cm para os filmes de poli(TH) e poli(TH)-AuNPs, respectivamente. O niumero de

centros redox para reacdo com oxigénio dissolvido foi superior para o filme nanocompésito.

4.2.5. Caracterizagdo morfoldgica

Para avaliagdo da estrutura morfoldgica dos filmes construidos foram realizadas
analises por microscopia eletronica de varredura (MEV) para obtencdo de imagens para
caracterizagdo superficial (Figura 62). Durante a caracterizagdo morfoldgica buscou-se realizar
o comparativo da formacdo da estrutura de ouro na presenca (poli(azo-BBY)-AuNP) e auséncia
do monoémero (AuNP/FTO) na etapa de eletropolimerizagdo.

Durante a analise da Figura 62A foi possivel identificar claramente a formagao de um
filme polimérico fino de poli(TH) recobrindo totalmente a superficie do eletrodo de FTO. O
filme polimérico se mostrou fino o suficiente tal que foi possivel observar a estrutura cristalina
do FTO. Na Figura 62B observou-se a formacdo de algumas nanoestruturas de ouro dispersas
sobre a superficie do eletrodo de FTO sem forma definida.

Pela Figura 62C ficou evidente a influéncia do filme polimero sobre a forma estrutural
das nanoparticulas. A partir dela foi evidente a presenga de nanoparticulas de ouro. Algumas
maiores, assumindo formas de nanoclusters, enquanto outras de menores dimensdes com
formas esféricas. Isso foi claro indicativo da presenca do filme polimérico para conduzir a

estabilizagao do ouro para sua formagao na forma de nanoparticulas.
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Figura 62-Imagens obtidas através de MEV-FEG para os eletrodos de FTO modificados com o
filme de poli(TH) (A), AuNPs (B) e poli(TH)-AuNPs (C).
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Baseado na Figura 62C, foram coletados os tamanhos médios das nanopaticulas
formadas para construgao do histograma da Figura 63. A dimensao média das nanoparticulas

estimada foi de 123 nm.

Figura 63-Histograma para os valores de tamanho médio das nanoparticulas presentes na
Figura 62C.
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4.2.6. Eletropolimerizagao sobre eletrodo impresso

Objetivando a realizagdo das analises imunossensoriais, buscou-se avaliar a viabilidade de
modificagdo de um eletrodo impresso com o filme nanocompdsito de poli(TH)-AuNP
sintetizado. O eletrodo impresso é amplamente utilizado para medidas com volumes em
escala de microlitros, sendo esses os volumes ideais de operagdao em imunoensaios. Apesar
de comercialmente existirem eletrodos impressos com o eletrodo de trabalho sendo de FTO,
optou-se por utilizagao de eletrodos impressos onde o eletrodo de trabalho era composto por
platina. Essa escolha se deu pela simples disponibilidade desse material em nosso laboratério.
Assim, analisou-se a formag¢do do filme nanocompdsito sobre substrato de platina, uma vez
que a estrutura e composicdo do substrato pode influenciar de maneira significativa a
formacao do filme por eletropolimerizagao (SANTOS et al.,, 2019; OLEAN-OLIVEIRA et al.,
2021).
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A Figura 64 apresenta o voltamograma ciclico para a eletropolimerizagdao do filme
nanocomposito de poli(TH)-AuNP sobre substrato de platina. Foi verificado uma alteracdo na

forma do voltamograma ciclico, porém, algumas caracteristicas se mantiveram.

Figura 64-Voltamograma ciclico referente a eletropolimerizacdo do filme de poli(TH)-AuNPs
sobre eletrodo impresso (SPE) com eletrodo de trabalho de platina. 25°C e atmosfera de N2.
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Durante o primeiro ciclo foi verificado um primeiro pico anddico caracteristico para a
dessorcdo de H da superficie da platina (BARD et al., 2000) seguido do pico anddico referente
a oxidagdo redox do mondmero de tionina em solugao. Ao contrdrio do observado em FTO,
ndo foi verificado o pico caracteristico da formacao do cation radical do mondmero de tionina
(TH**). Durante a varredura catddica, outra mudanca no comportamento foi verificada no
potencial de 1,25 V, onde ocorreu o cruzamento das linhas do voltamograma. Esse
comportamento é caracteristico para eletropolimerizacdes de polimeros condutores em

superficies condutoras com taxa de nucleacdo do polimero lenta (HEINZE et al., 2007). Ou seja,
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cineticamente a formagdo do polimero em substrato de platina é desfavoravel em relagao ao
eletrodo de FTO.

Avancando no sentido catddico foi verificado dois picos catddicos sendo o primeiro
deles associado a resposta redox do filme de poli(TH), como reportado anteriormente, e o
segundo para a adsorc¢ao dos atomos de hidrogénio, uma vez que grande parte da superficie
da platina ainda se encontrava exposta.

Nos ciclos subsequentes foi verificado a presenga do pico anddico referente a
formacdo dos cations radicais bem como o pico referente para a oxidacdo das espécies de
Au(Ill) para Au® (KOMSIYSKA; STAIKOV, 2008). A partir desse momento, houve um incremento
dos valores de corrente no intervalo de potencial caracteristico da resposta redox da poli(TH),
sendo um indicativo da formacgdo do filme nanocompdsito sobre o substrato condutor de
platina.

A modificacdo da superficie do eletrodo de platina pelo filme nanocompdsito foi
confirmada por andlise de EIE. A Figura 65 apresenta o espectro de Nyquist e BODE para o

eletrodo SPE de platina antes e ap0s a eletropolimerizacao.

Figura 65-Espectro de Nyquist (A) e BODE (B) obtidos pela resposta do eletrodo de platina
antes e apos a modificacdo com o filme nanocompdsito de poli(TH)-AuNPs. Solucdo de PBS
0,05 mol L (pH 7,4) em atmosfera de N3 e potencial aplicado de -0,30 V vs. ECS.
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Foi verificado um aumento da impedancia do sistema pela presenca do filme

nanocompaosito bem como a alteragao do comportamento do espectro de BODE, revelando a
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presenca de uma segunda interface (nanocompdsito/eletrodo). Assim, verificou-se que a
modificacdo da superficie de platina com o filme nanocompdsito é vidvel e ndo afeta

significativamente a resposta eletroquimica da plataforma.

4.2.7. Construgao e avaliagao eletroquimica do immunosensor

Para a construcdo do imunossensor para Glut-4, optou-se primeiramente pela
estratégia de imobilizagdo por adsorgao fisica. Essa estratégia apresenta a vantagem de
simplicidade, pois apenas uma etapa é necessdria para imobilizacdo dos anticorpos sobre a
superficie do eletrodo modificado com o filme nanocompadsito.

A Figura 66 apresenta os espectros obtidos antes e apds imobilizacdo dos anticorpos
sobre a superficie do eletrodo modificado com o filme nanocompésito de poli(TH)-AuNP por
adsorcao fisica. O potencial de -0,10 V aplicado foi baseado na resposta eletroquimica do filme
nanocomposito frente a molécula de oxigénio dissolvido. Para comprovacdo da efetiva
imobilizagao dos anticorpos, a superficie do eletrodo modificado foi copiosamente lavada com
solugcdo de PBS e uma série de 10 espectros foram realizadas para comprovacdo da
estabilidade do sinal.

Verificou-se pelo espectro de Nyquist (Figura 66A) um aumento da impedéancia do
sistema caracterizado pelo aumento da dimensdo da semicirculo. A analise por modelo de
circuito equivalente (Figura 46) permitiu a obtencdo dos valores de resisténcia redox, bem
como dos demais elementos que compde o sistema (Tabela 11). Os valores de Rredox
apresentaram um aumento de 2,29 para 2,74 kQ cm?, demonstrando que a superficie foi
ocupada parcialmente pelos anticorpos que resultaram na dificuldade de acesso da molécula

de oxigénio dissolvido para reacdo com os sitios do filme de poli(TH).

Tabela 11-Parametros impedimétricos determinados a partir de ajustes matematicos sobre
modelo de circuito equivalente para os espectros antes e apds modificacdo com o anticorpo
Ab-GLUT-4. Os erros foram inferiores a 4%.

Ro. Rt Rredox CPEgc CPEfiime Oldc Olfilme
(kQ cm?) (UF cm2s*1)
Poli(TH)-AuNPs 0,010 0,010 2,29 2,74 179 0,96 0,82

Poli(TH)-AuNPs-Ab-GLUT-4 | 0,011 0,014 2,74 1,68 155 0,92 0,85
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A andlise por espectroscopia de capacitancia complexa (Figura 66B) apresenta uma
diminuicdo da semicirculo relacionada a capacitancia redox. A diminuicdo da capacitancia
redox corrobora com os dados verificados por espectro de Nyquist de um recobrimento

parcial da superficie do eletrodo modificado apds adsorcdo fisica do anticorpo de anti-Glut-4.

Figura 66-Espectros obidos para a modificacdo do filme de poli(TH)-AuNPs antes e apds
incubacdo com o anticorpo de GLUT-4. A) Espectro de Nyquist, B) espectro de capacitancia
complexa e C) grafico de capacitdncia versus impedancia imaginaria.
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Por fim, avaliou-se o sistema através do grafico de impedancia real versus capacitancia
real (Z’ versus C’). Essa abordagem permite uma analise qualitativa do comportamento do
sistema em funcdo da frequéncia aplicada (TREVIZAN et al., 2021). Com a diminuicdo dos

valores de frequéncia é possivel acompanhar detalhes da propagacdo do oxigénio para
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camadas mais internas do polimero, revelando detalhes como porosidade e densidade
polimérica.

Dessa forma, o filme nanocompdsito antes da modificacdo exibiu trés regides de
linearidade. A primeira regido é atribuida para o carregamento da capacitancia da dupla
camada, onde tem-se um aumento da capacitancia do filme, mas uma variagdao quase
imperceptivel da impedancia do sistema. As duas regides seguintes foram atribuidas a duas
regides contendo diferentes densidades de recobrimento do polimero, destacadas na Figura
66C como regido 2 e regido 3. Na segunda regido verificou-se uma maior contribuicdo da
impedancia em comparacao a regido 3, possivelmente atribuida para uma maior densidade
de recobrimento de polimero em comparagdo com a regido 3.

Apds a imobilizacdo do anticorpo por adsorcgdo fisica, verificou-se uma alteracao
significativa no comportamento do espectro, agora apresentando apenas duas regides de
linearidade. Essa mudanca no comportamento do espectro foi correlacionada a presenca do
anticorpo ancorado sobre a superficie do eletrodo modificado com o filme nanopolimérico,
dificuldade de acesso do oxigénio dissolvido para os sitios ativos aumentando a impedancia
do sistema. Assim, os dados de impedancia demonstraram que a modificagdo da superficie do

filme de poli(TH)-AuNP pela estratégia de adsor¢ao fisica foi efetiva.

4.2.8. Curva analitica

O desempenho do sensor de poli(TH)-AuNP foi analisado frente a diferentes
concentragdes da molécula de Glut-4 (Figura 67). Para essa etapa foi utilizado como padrao
para as adi¢cdes uma solucdo de PBS contendo 0,30 ng ml* de Glut-4. As medidas de EIE foram
conduzidas também em solucdo de PBS 0,05 mol L' com pH 7,40 (25°C) contendo oxigénio
saturado em equilibrio atmosférico.

Como verificado pelo espectro de Nyquist na Figura 67, houve aumento do arco
capacitivo do sistema com o aumento da concentracdo de Glut-4, em decorréncia do aumento
do bloqueio da superficie apds a efetivagdo da ligacao entre o Glut-4 e o sitio de
reconhecimento do Ab-Glut-4. A efetividade da ligacdo altera a superficie por meio do
aumento do bloqueio superficial pela presenca da molécula de Glut-4, aumentando a
dificuldade de acesso das moléculas de oxigénio para os centros redox da poli(TH).

Os espectros foram analisados por modelagem matematica sobre o modelo de circuito

equivalente da Figura 67 e a resposta relativa da variagao de Rredox fOi utilizada para construgao
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da curva analitica apresentado na Figura 67B. A aplicacdo do logaritimo da concentracdo de
Glut-4 permitiu a obtencdo de uma linearidade descrita pela Eq. 31. O valor calculado do limite

de deteccdo de 38,0 pg mL?

Rrelativo (%) = 0,10 + 15,0 log[GLUT-4 (ng mL})] (n=5; r?=0.9960) (31)

Esse resultado demonstra que o imunossensor eletroquimico apresenta potencial para ser

aplicado na quantificacdo do biomarcador de GLUT-4 em amostras reais.

Figura 67-A) Espectros de Nyquist (A) e a respectiva curva analitica (B) para a resposta do
imunossensor frente a diferentes concentra¢bes de GLUT-4 em soluc¢do de PBS 0,05 mol L
(pH 7,40) em diferentes concentracdes contendo O, saturado em equilibrio atmosférico. A
barra de erro representa o desvio padrdo para o mesmo eletrodo em trés diferentes
experimentos.
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Uma segunda abordagem, baseado nos valores de capacitancia redox do sistema
(Credox), foi utilizada para construcdo da curva analitica (Figura 68). Essa abordagem permitiu
a visualizacdo mais clara das variacdes de sinal em funcdo da variacdo de concentracdo de
GLUT-4. Para obtenc¢do dos valores de Crelativo foram normalizados a partir da relacdo (Eq. 32):

Cr—Cr

Cretativo (%) = =L x100 (32)
0

A curva analitica obtida (Figura 68B) apresentou comportamento linear do sinal de
Crelativo €m func¢do do logaritmo da concentragdo de GLUT-4, de acordo com a equagao da reta

(Eqg. 33):

Crelativo (%) = 2,0 + 25,0 log[GLUT-4 (g mL?)] (n = 5; r?> = 0.9985) (33)

Figura 68-A) Espectros de capacitancia complexa (A) e sua respectiva curva analitica (B) para

a resposta do imunossensor frente a diferentes concentracdes de GLUT-4 em solucdo de PBS
0,05 mol L (pH 7,40) contendo O saturado em equilibrio atmosférico. A barra de erro
representa o desvio padrdao para o mesmo eletrodo em trés diferentes experimentos.
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O valor de limite de deteccdo para o imunossensor de poli(TH)-AuNPs para o GLUT-4

foide 22,8 pg mL. O valor foi calculado segundo recomendacdo da IUPAC por meio da relagdo
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3s/o, onde s é o desvio padrdo do branco e ¢ o valor de coeficiente angular obtido através da
curva analitica.

Para verificacdo da integridade e capacidade de reconhecimento do anticorpo apés a
sua imobilizacdo sobre o filme nanocompdsito, buscou-se avaliar o valor de constante de
afinidade (kq) do imunosensor de poli(TH)-AuNPs (XIA et al., 2013; LANDRY et al., 2015). A
Figura 42 apresenta a isoterma de Langmuir para o imunosensor de poli(TH)-AuNPs baseado

nos dados de capacitancia redox para cada adigdao do antigeno.

Figura 69-Relacdo Linear de [GLUT-4]xCr versus [GLUT-4]. Forma de isoterma de Langmuir
usada para o complexo GLUT-4/Ab-GLUT-4.
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O valor de constante de afinidade pode ser obtido através modelo de adsorcdo de

Langmuir pela Eq. 34 (KOR; ZAREI, 2016; NISHITANI; SAKATA, 2018).

[GLUT—4] _ [GLUT-4] 4t

(34)
AR Rm K4Rm



143

AR corresponde ao inverso da variacdo da capacitancia redox do sistema (1/Cg), Rm é
o maximo de sinal e [GLUT-4] a concentragdo de 5-metilcitosina. Dessa forma, a partir do
coeficiente linear do grafico foi obtido o valor de (K4sRm)™?, e pelo coeficiente angular o valor

de Rm*. O valor calculado de kq para o presente imunosensor foi de 3,58 L ng™.

5. Conclusao
5.1. Conclusdes Imunossensor para DNA metilado

O presente trabalho apresentou o desenvolvimento de uma nova plataforma
imunosensorial baseada em filme nanocompdsito composto por polimero condutor redox de
Bismarck Brown Y e nanoparticulas de ouro. Através da técnica de eletropolimerizacdo, em
etapa Unica, foi obtida uma estrutura molecular tridimensional de nanoparticulas de ouro em
estrutura de crusters de dimensdes aproximadas de 250 nm encapsuladas por uma fina
camada do azo-polimero.

A analise por técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica permitiu
caracterizar os fendmenos interfaciais e comparar o desempenho eletroquimico com o
eletrodo composto apenas com o filme de poli(azo-BBY). De fato, a presenca das
nanoparticulas de ouro resultou em aumento do desempenho eletroquimico. Foi alcancado
aumento significativo do valor de area eletroativa pela presenca das nanoparticulas, bem
como aumento da constante de transferéncia eletr6nica frente a molécula de oxigénio
dissolvido.

Em relagao ao desempenho frente a molécula de oxigénio, o filme nanocompdsito
demonstrou aumento do valor de corrente em uma magnitude de aproximadamente 10
vezes. Foi percebido também uma diminuicdo do sobrepotencial necessario para a reacao.
Analise por EIE através de modelo de circuito equivalente também demonstrou diminuigao
significativa dos valores de resisténcia de transferéncia de carga bem como aumento da
superficie de drea ativa pelos valores de capacitancia do sistema.

As caracteristicas do polimero permitiram a imobilizacdo do anticorpo por meio de
formacao de ligacdo covalente utilizando um reagente de ligacdo cruzada (glutaraldeido). A
efetividade da formacdo da ligacdo foi comprovada por medidas eletroquimicas, assim como
a caracterizacao de cada etapa da construcao do imunossensor.

Com o imunossensor caracterizado, foi realizada a andlise de seu desempenho a um

padrdo de citosina metilada para construcao da curva analitica. O imunossensor apresentou
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resposta em um intervalo linear de 0,005 a 0,12 ng ml'* e um limite de detecc¢do de 0,64 pg
mlt. Os resultados foram satisfatérios e superior ao verificado para o kit comercial de
referéncia usados para o presente estudo, uma vez que amostra com menor concentracao
pode ser utilizadas para a analise.

A constante de ligacdo também foi avaliada. Por meio da isoterma de Langmuir
calculou-se o valor de Kd = 1,20 L umol?, sendo préoximo ao valor verificado para o conjunto
antigeno-anticorpo 5-mC em solugdo, demonstrando que a estratégia de imobilizacdo por
meio de agente de ligacdo cruzada ndo afetou a capacidade de reconhecimento do anticorpo.

Por fim, avaliou-se o imunossensor através da analise de uma amostra real de DNA. O
valor de concentracdo de DNA metilado encontrada teve desvio de apenas 3% em comparacao
ao determinado pelo Kit comercial. Dessa forma, pode-se concluir que as estratégias e
metodologias empregadas na presente tese para o desenvolvimento de um imunossensor
para DNA metilado foram satisfatérias, sendo uma alternativa promissora para andlise de DNA

metilado.

5.2. Conclusdes Imunossensor para GLUT-4

O presente trabalho de tese apresentou os resultados do desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico baseado em filme nanocompdsito de nanoparticulas de ouro
recobertas por polimérico condutor redox de tionina para determinagdao de GLUT-4.

O filme polimérico foi sintetizado por técnica de eletropolimerizacdo utilizando
voltametria ciclica. Os parametros eletroquimicos para otimizagao da sintese, como intervalo
de potencial aplicado, numero de ciclos, velocidade de varredura e eletrélito de suporte foram
analisados por meio de espectroscopia de impedancia eletroquimica buscando os menores
valores de resisténcia de transferéncia de carga da interface polimero/solu¢do. Por meio
desses estudos, importantes parametros foram investigados de forma a contribuir com o
estudo de sintese eletroquimica de polimeros condutores.

Ap0ds otimizacdo dos parametros do filme de poli(TH), foi investigado a construcdo do
material nanocompdsito pela introducdo da nanoparticula de ouro na matriz polimérica. A
sintese do material nanocompdsito foi realizada também por eletropolimerizacdo em etapa
Unica. Utilizando MEV-FEG foram obtidas imagens que permitiram verificar que houve o

crescimento de nanoparticulas na matriz polimérica com dimensées médias de 123 nm.
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Por EIE, foi realizado uma analise sistematica comparativa entre os filmes de poli(TH)
e poli(TH)-AuNPs, tanto na presenca quanto na auséncia da molécula de oxigénio dissolvido.
Esse estudo permitiu concluir que a presenga das nanoparticulas na matriz polimérica
melhorou o desempenho eletroquimico do filme de poli(TH), aumentando a concentracdo de
centros redox ativos bem como ampliando o sinal eletroquimico para a resposta do polimero
frente a molécula de oxigénio dissolvido. A importancia da ampliacdo do sinal eletroquimico
frente a molécula de oxigénio teve base na prerrogativa de seu uso como mediador redox
substituindo espécies altamente carregadas como ferricianeto.

Modificou-se a superficie do filme nanocompdsito desenvolvido com o anticorpo de
GLUT-4 pela estratégia de adsorcao fisica. A resposta eletroquimica demonstrou estabilidade
e permitiu a construcdo de uma curva analitica. Por meio da equacdo da reta obtida através
da curva analitica foi possivel calcular o valor de limite de deteccdo de 38,0 pg mlt. Esse
resultado foi satisfatério e demonstra a potencialidade da estratégia desenvolvida para

analises quantitativas de amostras contendo GLUT-4.

6. Algumas Perspectivas de Trabalhos Futuros

Algumas analises ainda podem ser realizadas para complementar os estudos do
desenvolvimento das plataformas de imunossensoriamento eletroquimico apresentadas na
presente tese. Medidas como analise de possiveis interferentes, robustez e possibilidade de
reutilizacdo sdo essenciais, uma vez que se pretende aplicar a tecnologia desenvolvida para
analise de amostras reais.

Poderia também ser empregadas mais técnicas de caracterizacdo sobre o
nanomaterial desenvolvido. Técnicas como espectroscopia de Raman, microscopia eletronica
de transmissdo, microscopia de forca atdmica, dentre outras, poderiam auxiliar na ampliacao
do entendimento estrutural dos nanomateriais compdsitos sintetizados.

Os interessantes resultados obtidos para os imunossensores poderiam ser estendidos
outros imunosistemas visando a identificagao de outros marcadores biolégicos. Uma vez que
os anticorpos apresentam estrutura semelhante, as presentes plataformas poderiam
facilmente receber esses novos anticorpos de acordo com a necessidade do pesquisador. Um

protocolo geral poderia ser desenvolvido visando o uso em uma variedade de analitos.
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