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RESUMO

Neste trabalho esta descrito a aplicacdo de superficies moleculares
nanoestruturadas com grupos redox confinados e elementos de reconhecimento
especifico (anticorpos) para deteccdo de biomarcadores clinicamente importantes
como: proteina C-reativa (CRP), fosfatase prostatica acida humana (hPAP) e alfa-
sinucleina. Em principio, os grupos redox confinados contribuem para um
carregamento interfacial substancial dependente do potencial que pode ser
monitorado sensivelmente e resolvido na frequéncia por espectroscopia de
impedancia derivada em capacitancia (ECE). O sinal de carregamento interfacial,
agui nomeado como capacitancia redox (C,), o qual tem a magnitude do sinal
relacionado com a densidade de centros redox ocupados e a sua natureza quantica
é sensivel a modificacdes na superficie. Assim, o sinal C, € capaz de traduzir
sensivelmente eventos de ligagBes e reconhecimentos de alvos especificos sobre a
superficie receptiva. Este novo método de transducdo foi aplicado aqui usando
superficies de diferentes composi¢cdes quimicas construidos a partir de diferentes
tipos de tidis como pentadecanotiol, 16-mercaptohexadecandico acido ou PEGlate
conjudagados com 11-ferrocenilundecanotiol em diferentes proporgdes. No primeiro
estudo a CRP e a hPAP foram detectadas de uma forma especifica, com uma faixa
linear clinicamente util e limites de deteccdo (L.D.) significantemente melhores do
gue outros trabalhos eletroquimicos previamente reportados na literatura (200 pmol
L e 11 pmol L™ para CRP e hPAP, respectivamente). Adicionalmente, a ECE e a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram comparadas analiticamente
mostrando resultados equivalentes para detec¢cdo de CRP por ambas as técnicas
com a vantagem que a ECE nao requer a adicdo de uma probe redox em solucéo.
Também, as formas de imobilizacdo hidrofébica e covalente da espécie receptiva
foram comparadas e a imobilizacdo covalente mostrou resultados mais robustos do
que a imobilizacdo hidrofébica do anticorpo. A Ultima vantagem proposta neste
trabalho foi a aplicacdo das andlises de funcdo de imitancia (ImFs) que é baseada
no uso de um portfélio de fungdes de imithncia matematicamente derivadas e
componentes relacionados, capazes, a partir do mesmo conjunto de dados, de
permitir o aumento da sensibilidade das andlises de deteccao de biomarcadores e
primordialmente encurtar o tempo de ensaios em comparacdo a analises
impedimétricas realizadas usando abordagens faradaicas, n&do-faradaicas ou
capacitiva redox tradicionais. O conceito de ImF foi primeiramente validado para
metodos EIE para detec¢do de CRP e o0 desempenho analitico das ImFs foi superior
ao parametro tradicional R.; resultando em ensaios aproximadamente 12 vezes mais
sensiveis e 10 vezes mais rapidos. O conceito de ImF foi também combinado com
ECE para deteccado de alfa-sinucleina e CRP alcancando valores de L.D. de 121,1 +
2,7 pmol L* e 7,4 + 3,1 pmol L™, respectivamente. O ponto mais promissor nos
resultados foi o curto tempo requerido para acquisicao de dados, em que menos de
3 minutos por medidas em triplicatas foram necessarios. Estes ensaios séo label
free, ultrassensiveis, especificos e acompanhados por uma boa faixa linear.

Palavras-chave: Biossensores, imunossensores, capacitancia redox, funcdes de
imitancia, engenharia de superficie.



ABSTRACT

In this work we described the applications of nanostructured molecular surfaces
containing redox tagged groups and specific recognition elements (here antibodies)
for detection of clinically important biomarkers such as: C-reactive protein (CRP);
human prostatic acid phosphatase (hPAP) and alpha-synuclein. In principle, the
redox confined groups contributes to a substantial potential-dependent interfacial
charging that can be sensitively monitored and frequency-resolved by impedance-
derived capacitance spectroscopy (ECS). The interfacial charging signal, named
herein as redox capacitance (C,), which has the magnitude of signal related with the
density of the redox centers occupied and its quantum nature is sensitive to surfaces
modifications. Thus, the C, signal is able to sensitively transduce the recognition and
binding events of specific targets on the receptive surface. This novel transduction
method was exemplified here using surfaces of different chemistries constructed from
different kinds of thiols as pentadecanethiol, 16-mercaptohexadecanoic acid or
PEGlate conjugated to 11-ferrocenyl-undecanethiol in different proportions. In the
first study CRP and hPAP were detected in a specific way, with a clinically useful
linear range and detection limits (L.D.) significantly better than others electrochemical
works previously reported in the literature (200 pmol L™ and 11 pmol L™ for CRP and
hPAP, respectively). Additionally, the ECS and electrochemical spectroscopic
impedance (EIS) were analytically compared showing equivalent results for CRP
detection by both techniques with advantage that ECS does not requires addition of a
redox probe in solution. Also, hydrophobic and covalent immobilizations of the
receptive specie were compared herein and the covalent immobilization showed
more robust results than hydrophobic antibody immobilization. The last advantage
proposed in this work was the application of the immittance function analysis (ImFs)
which is based on the use of a portfolio of mathematically derived immittance
functions and related components, capable, from the same raw data sets, of enabling
increased assay sensitivity of biomarkers and markedly shorter assay times in
comparison to impedance analyses performed using faradaic, non-faradaic or redox
impedimetric/capacitive traditional approaches. The concept of ImF was firstly
validated regarding EIS methods for CRP detection and the analytical performance of
ImFs was superior to the traditional parameter R, resulting in assays 12 fold more
sensitive and approximately 10 fold faster. The ImF concept was also combined to
ECS for alpha-synuclein and CRP detection archiving values of L.D. of 121.1 + 2.7
pmol L™ and 7.4 + 3.1 pmol L™, respectively. The most promising point in this result
was the short time required to data acquisition, wherein less than 3 minutes per
measurements in triplicate were required. These assays are label free, ultrasensitive,
specific and accompanied by a good linear range.

Keywords: Biosensors, immunosensors, redox capacitance, immittance functions,
surface engineering.



Prefacio

Para os leitores ndo familiarizados com o campo de diagnostico, o capitulo de
introducdo descreve brevemente o contexto histérico do desenvolvimento de
métodos de diagndsticos, os principios gerais das metodologias de diagnosticos
laboratoriais as quais sdo baseadas na deteccdo de biomoléculas consideradas
marcadores clinicos, como por exemplo, varias proteinas. Adicionalmente, € dada
uma breve descricdo de algumas proteinas consideradas biomarcadoras de
importancia clinica. O capitulo 2 fornece a fundamentacdo tedrica da técnica de
espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE) usada neste trabalho, onde
estdo detalhados os principios fisicos de todo o desenvolvimento da ECE. O capitulo
3 descreve o procedimento geral de preparacdo dos eletrodos de ouro, como
polimento e limpeza, necessérios a construgdo das superficies moleculares
nanoestruturadas contendo probe redox confinada enquanto que aspectos
especificos do procedimento experimental de cada conjunto de resultados aqui
apresentados estado descritos junto a cada respectivo resultado. O capitulo 3 traz
ainda um fluxograma geral dos experimentos e medidas desde a fase de limpeza
dos eletrodos de trabalho até a obtencdo das curvas analiticas. No capitulo 4 estédo
descritos 0s objetivos gerais e especificos deste trabalho. Por fim, os resultados da
aplicacdo da ECE no desenvolvimento de novas metodologias de deteccdo de
biomarcadores estdo descritos nos capitulos 5, 6 e 7. O capitulo 6 em especial,
descreve uma importante comparacdo do desempenho da ECE, na deteccdo da
CRP, em comparacdo com a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) tradicional. Ja no capitulo 7 esta descrito a aplicagdo do conceito de funcbes
de imitancia no desenvolvimento de novos métodos de deteccdo eletroquimica de
marcadores clinicos, abordagem esta que visa melhorar o desempenho analitico

aumentando a sensibilidade e diminuindo tempo de aquisicdo e anélise dos dados.
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€ constituida pela resisténcia de transferéncia de carga (R.;) € a capacitancia redox
(C,)[Figura (a)]. O termo C, é ainda composta de um termo quantico e outro eletrostatico,
Cq € Ce, respectivamente [Figura (D)].........ccccooeviiiiiiiiiiii 46

Figura 2.8. (a) O efeito da constante dielétrica do meio (solugdo aquosa e
diclorometano, DCM) sobre formato do DOS, ou seja, sobre a distribuicdo de energia de
uma camada bioreceptiva. Note que o efeito da constante dielétrica do meio leva a um
espalhamento do DOS e a uma variacdo no nivel de energia de Fermi dos estados
moleculares (indicado pela linha pontilhada), o qual é drasticamente afetada pela
constante dielétrica do meio, embora a densidade volumétrica de elétrons ndo é afetada
sendo esta em torno de 10 estados por cm™, independente do meio de suporte (H,O
ou DCM). (b) Variacdo do DOS devido a interacdo entre o anti-CRP, imobilizado sobre a
monocamada com probe redox confinada, com o analito CRP em concentracdes
abrangendo de 0,5 a 8,0 nmol L™ em PBS. Medidas realizadas em solug&o de 20 mmol
L de TBACIO, dissolvidos em ACNT/H,O 20:80 usada como eletrélito de suporte.
Valores obtidos através de medidas realizadas em triplicata...............ccccccvvviviieieeennnnnn, 50



Figura 2.9. Relacdo linear entre o logaritmo natural da concentracdo de CRP (curva
analitica) e o sistema de densidade de elétron. A densidade eletr6nica foi calculada pela
integracdo das curvas normalizadas pelo volume das SAMs (um comprimento de 3,5 nm
foi usado para o 1l-ferrocenil-undecanetiol). Adicionalmente, o desvio padrdo foi
calculado através de medidas em triplicatas. A figura também mostra dois controles de
superficies, o primeiro da superficie receptiva usada contra uma faixa de concentracao
de fetuina-A equivalente a usada para CRP (0,5 a 8,0 nmol L™ ) e o segundo controle
mostrando a auséncia de interacdo da CRP, em diferentes concentracdes, sobre uma
monocamada composta apenas de 11-ferrocenil-undecanetiol...........cccccceiiiieeeeennnnns 51

Figura 3.1 Voltamograma de limpeza eletroquimica em H,SO, (0,5 mmol L") a uma
velocidade de varredura de 100 mV s, no qual o pico (area hachurada em a)
representa a formacao/dessor¢cdo de Oxido (Figura 3.1a), enquanto que a parte
destacada como zona da dupla camada capacitiva (Figura 3.1b), representa a
CaPAaCItANCia INEITACIAL .......c.oii i 54

Figura 3.2. Fluxograma ilustrando o processo de limpeza dos eletros e formacao das
superficies moleculares nanoestruturadas com probe redox confinadas e
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Figura 5.1. Esquema representativo de uma superficie molecular nanoestruturada com
probe redox confinada e receptiva composta de uma monocamada mista de
pentadecanotiol (ancora para imobilizacdo do anti-CRP) e ferroceno (“probe” redox
confinada)(figura extraida e adaptada de Fernandes et al™”)........cocoovvveeeeeeeeeeeen. 61

Figura 5.2. Voltamograma ciclico tipico da atividade redox existente na monocamada
mista de ferrocenoltiol. a) Voltametria ciclica obtida para monocamada mista, superficie
molecular nanoestruturada receptiva e variagdo da concentracdo de CRP em uma taxa
de varredura de 100 mV.s™ medido com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. SAM redox
refere-se @ monocamada mista sem o antiCRP imobilizado. Na primeira etapa, o sinal
decresce devido a imobilizagdo do anticorpo e, este processo continua em fungédo da
concentracdo de CRP, devido a ligagédo entre a proteina e ao anticorpo. Assim, o sinal
de corrente pode ser utilizado como sinal transdutor. b) Comparacdo da resposta em
densidade de corrente para o analito CRP onde € claro a insensibilidade relativa e a
natureza ndo especifica da perturbacdo. O conjunto de medidas do controle negativo
(CN) e do controle da monocamada mista (MM) respondem de forma comparavel para a
densidade de corrente da curva analitica para CRP. As barras de erro indicam o desvio
padrdo de uma triplicada(figura extraida e adaptada de Fernandes et al*’)... ................ 62

Figura 5.3. Representacdo do comportamento do sistema impedimétrico/capacitivo
redox para deteccdo de CRP, onde se observa que pela variagdo no sinal impedimétrico
(a) ndo é possivel ajustar os valores de impedancia ao circuito de Randle, sendo assim
0 R, do sistema ndo pode ser calculado. b) Valores de capacitancia derivado da
impedancia onde € notavel variacdo para o sinal capacitivo da interface de anti-CRP
com diferentes concentracfes de CRP. Todos os valores complexos de impedéancia e
capacitancia mostradas aqui sédo valores meédios obtidos a partir de medi%‘()es ao longo
de trés eletrodos diferentes(figura extraida e adaptada de Fernandes et al*’)............... 63

Figura 5.4. (a) Grafico de Bode para o componente real da capacitancia complexa da
superficie nanoestruturada molecular com “probe” redox confinada no potencial de



maxima transferéncia de elétrons,E,/, (~0,5 V), e em um potencial fora da regido de
transferéncia de elétrons, E, (0,1 V). (b) A mesma andlise conforme (a), mas
mostrando o componente imaginario da resposta da capacitancia complexa. Todos 0s
graficos sdo a média de analises obtidas a partir de 3 diferentes eletrodos
funcionalizados (preparados sobre uma monacamada mista formada por incubacdo em
uma solucdo de 11-ferrocenil-undecatiol e pentadecanotiol em propor¢cdo molar de 9:1.
Para ambos os graficos os valores de capacitancia estdo plotados em funcdo da
frequéncia que esta representada em log usando apenas 0s expoentes na base 10
(figura extraida e adaptada de Fernandes et al'”). ..........cocooeeoeeeeeeeeeeeeeeee e 64

Figura 5.5. Curva analitica obtida pelo inverso de C, obtida em 8 Hz para a superficie
molecular nanoestruturada contendo probe redox confinada e receptiva. Também estéo
representadas a resposta do controle de especificidade, o controle negativo (CN) onde a
resposta do biossensor foi avaliada frente a uma proteina nédo especifica, e o controle da
monocamada mista ferroceno/tiol (MM), onde foi avaliada a interacdo do analito, CRP,
contra a monocamada contendo a “probe” redox sem a presenca do Anti-CRP. O
coeficiente de regresséo linear obtido foi de 0.998 e as barras de erro representam o
desvio padrdo em trés replicatas (ensaios em 3 superficies independentes) (figura
extraida e adaptada de Fernandes €t al')..........cccoovveeeeeeeeee e 65

Figura 6.1. Representacdo esquematica de duas diferentes abordagens usadas no
monitoramento da interacdo biomolecular analito/receptor com a finalidade de estudo de
afinidade e sensoriamento. a) Esquema ilustrativo da SAM mista construida sobre a
superficie de ouro, onde a SAM é composta por 1-pentadecanotiol, usado como suporte
para o receptor (anticorpo), e 1l-mercapto-1-undecanol usado como espacador néo
redox(AQS-1). Nesta configuracdo estrutural, medidas impedimétricas podem ser com
probe redox em solugdo, como por exemplo [Fe(CN)¢]>~/4~. A monocamada n&o redox
em (@) intermedia a transferéncia de eletrons (conforme mostrado com as setas em
vermelho) entre a probe redox em solucdo e a superficie de Au e este fluxo eletrdnico
esta relacionado a cinética de transferéncia de eletrons através do R.. b) mostra
esguematicamente a monocamada mista construida sobre a superficie de Au a ser
usada em medidas redox, onde a monocamada mista é composta de 1-pentadecanotiol
e 11-ferrocenilundecanotiol(AQS-2), em que o Ultimo é usado como espacador com
centros capacitivos redox proporcionando o surgimento da capacitancia redox, C,.
(Figura extraida e adaptada do artigo de Fernandes et al™®)............cccoevoioeeveveccccinnns 69

Figura 6.2. Voltamogramas ciclicos tipicamente obtidos na caracterizacdo para
superficies moleculares nanoestruturadas nao redox por VC com probe redox em
solucdo, e superficies moleculares nanoestruturadas com atividade redox em que a
probe redox esta confinada na monocamada mista de ferroceno/tiol. A figura mostra o
comportamento de cada voltamograma obtido para Au-polido, SAM mista, superficie
receptiva (Branco) e a variagdo da concentragdo do analito em uma taxa de varredura
de 100 mV s™ medido com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Sendo: a) AQS-1; b)
AQS-2 € C) AR S-3. . iiiiiiiiiie e e ettt e e e e e e e e e e ———aa e e e e e a i ——raaaeeeaaaannanas 71

Figura 6.3. a) Representacdo esquematica da impedancia interfacial das superficies
receptivas de CRP usadas neste trabalho. b) Circuito equivalente capaz de ajustar os
dados impedimétricos do biossensor (AQS-1). O elemento de Warburg (Z,,) representa
as caracteristicas de difusdo de massa da probe redox e a R.. A resisténcia de do
eletrélito (R,) é ajusta em série com o total da impedéancia interfacial acima [veja (a)] e
geralmente isto ndo é importante na analise predominante uma vez que R ndo varia. c)



E o circuito equivalente appropriado para ajustar os dado do biossensor capacitivo
(AQS-2 e AQS-3). Note que a capacitancia interfacial de uma monocamda dielétrica de
eletrodo modificado é definido por duas capacitancias em série, a capacitancia da
monocamada (C,,,) e da dupla camada elétrica (C4;) onde C4 > C,,, 0 que significa que
C,, € dominante em andlises e, portanto, € a Unica capacitancia representada no circuito
equivalente mostrado aqui. Além disso, C,, < €, em uma forma que R, and C,,
resisténcia e capacitancia do filme, controlam a resposta dielétrica da monocamada
(nléso-redox)g‘“ 9. 96 97 (figura extraida e adaptada do artigo de Fernandes et
Al ) e 72

Figura 6.4. Gréaficos de Nyquist impedimétrico (a) e capacitivo (b) tipicamente obtidos
para AQS-1. Note que (b) foi construido convertendo os dados de impedancia em
capacitancia conforme explicado na secéo experimental. A analise inpedimétrica de (a)
€ prontamente usada para obter o AR, como sinal transdutor da interacdo do analito,
com o sitio receptivo, nas concentracdes indicadas em (d). Note que o R, [que é obtido
pelo semicirculo dos graficos em (a)], varia significantemente em funcdo da
concentracao do analito, enquanto os valores de capacitivos de Nyquist pouco variam
[grafico inserido em (b)]. No entanto, para AQS-2 e AQS-3, os gréaficos de Nyquist
impedimétricos (c) e capacitivo (d) mostram nao ser possivel obter o R, a partir dos
valores de impedéancia (c) enquanto a capacitancia de Nyquist responde de forma
claramente proporcional a diferentes concentracdes do analito. Todos os valores
complexos de impedancia e capacitancia mostradas aqui sdo valores médios obtidos a
partir de medicdes em trés eletrodos diferentes(figura extraida e adaptada do artigo de
FErNANdes €L al™®). ........o oottt 73

Figura 6.5. (a) Curva analitica construida com base no valor de resposta do AR, da
superficie receptiva AQS-1 plotado contra o logaritmo da concentragcdo de CRP. b)
Curva analitica construida com base no valor de resposta do 1/C, como funcédo do log
da concentracdo da CRP para a superficie receptiva AQS-2. ¢) A mesma analise em (b),
mas baseada sobre uma superficie receptiva onde o anti-CRP foi imobilizado
covalentemente (AQS-3) em contraste a imobilizacdo hidrofobica usada em AQS-2. O
ajuste da regresséo linear para as trés superficies receptivas usadas sédo superiores a
0.97. Os controles de superficie mostrados em cada grafico evidenciam que todas as
superficies respondem especificamente para CRP. As barras de erro indicam a variagao
através de medidas em triplicatas para cada superficie receptiva (figura extraida e
adaptada do artigo de Fernandes et al™®).. ..........ccoccioioieeeeeeeeee e 74

Figura 6.6. Relacéo linear entre 1/AC, x [antigeno], para as duas metodologias distintas.
Foi possivel calcular as constantes cinéticas de associacdo para estes dados utilizando
a Equacdo 6.6. . (figura extraida e adaptada do artigo de Fernandes et

Figura 6.7. Voltamograma e grafico de Nyquist mostrando a variacdo do datilograma
para a corrente e capacitancia redox, respectivamente, em virtude a preparacdo da
superficie molecular nanoestruturada contendo probe rdox confinada e receptivo para
deteccdo de hPAP. a) Resposta voltamétrica para a superficie de ouro recém polida
(linha solida preta), SAM mista de PEGIate e ferroceno (linha tracejada vermelha), SAM
mista modificada com anti-PAP (linha traco-pontilhada em azul). C, é o valor de €’ no
intersticio do grafico de Nyquist. Todas as medidas foram realizadas em E,,do



ferroceno (0.45V) versus o eletrodo de referéncia de AglAg;CI, onde o valor de C, é
méaximo [figura (b) extraida e adaptada do artigo de Lehr et al™]........cccocoevevrrereernnn 80

Figura 6.8. Andlises de impedéancia faradaica ilustrando a auséncia de resposta
interfacial por meio de medidas impedimétricas e a sensibilidade por capacitancia. (a)
Gréficos de Nyquist para medidas impedimétricas de Z" versus Z'para superficies
moleculares nanoestruturadas com atividade redox e receptiva para a hPAP. A resposta
capacitiva analoga para determinacdo de hPAP é mostrada em (b), onde a variacao de
sinal em funcéo da resposta ao analito € observado (a prépria C,. € obtida no intersticio
do gréafico de Nyquist). A curva analitica foi obtida a partir de trés diferentes eletrodos de
trabalho. (figura extraida e adaptada do artigo de Lehr et al™®).........cccccoovvvvviicccennnne. 82

Figura 6.9. (a) Representa a parte real da capacitincia complexa proveniente da
superficie molecular nanoestruturada contendo probe redox confinada e receptiva nos
potenciais correspondentes a regido redox e nao-redox, determinada a partir do
potencial de meia onda dos eletrodos de trabalho para deteccao de hPAP. (b) Similar a
(@), no entanto mostra a resposta da parte imaginaria da capacitancia complexa.
Observe que o eixo da frequéncia € plotado como expoente na base dez. Todos os
conjuntos de dados sdo as médias obtidas a partir de trés diferentes eletrodos de
trabalho, inicialmente modificados com anti-PAP (traco verde), em seguida, incubadas
com concentracdes crescentes do analito. (figura extraida e adaptada do artigo de Lehr

Figura 6.10 Resposta capacitiva da superficie receptiva para hPAP, na presenca de
proteinas inespecificas, representada em valores de capacitancia redox no gréafico de
Nyquist (a) e expressa em termos de resposta relativa (RR) em porcentagem (b). A
porcentagem de resposta foi calculada usando a relacdo RR = (R,, — Ry)x100/R, onde
R, € a resposta do branco para a superficie de reconhecimento (medida realizada pos-
incubacdo em PBS sem a presenca do analito). Ambas as proteinas inespecificas, BSA
e fetuina apresentaram menos de 4 % de resposta relativa contra aproximadamente
50% de resposta relativa para a hPAP na mesma concentracéo (10 mol L™). [Figura (b)
extraida e adaptada do artigo de LENr €t al™].......cooo oo e 83

Figura 6.11. Grafico da variagdo do inverso da capacitancia redox em fungdo da
variacdo do log da concentracdo da proteina alvo. Todos os valores foram obtidos a
partir de um ajuste dos valores médios de conjuntos de dados independentes realizados
em triplicata e as barras de erro representam o desvio padrao para os valores do sinal
analitico (1/C,). O coeficiente de regresséao linear obtido foi de 0,989 (figura extraida e
adaptada do artigo de LENr €t @l™)..........cooooe ettt 84

Figura 7.1. Resposta relativa em porcentagem, RR(%) em fungcdo da frequéncia em
escala logaritmo (representada apenas pelos expoentes na base 10), para os 16
parametros analisados através da faixa de frequéncia estudada de 0,1-100 kHz. Os
valores de concentracdo de CRP usados foram de: 0,5 nmol L™(circulo), 1,0 nmol L™
(triangulo preenchido), 10,0 nmol L™ (triangulo vazio), 50,0 nmol L™* (quadrado
preenchido) and 100,0 nmol L™ (quadrado vazio), sobre eletrodo modificado com 16-
MHDA. Conforme C*, M*, e Y* sdo fasorialmente derivados a partir de Z*, é evidente
que diversas funcdes apresentem resposta similar (exemplo Z" e M', M" e Z').............. 94

Figura 7.2. Um tipico exemplo mostrando a variacao da resposta relativa, RR(%), para o
parametro Z” de uma andlise impedimétrica faradaica (EIE) em funcéo da frequéncia em
escala logaritmo (representada apenas pelos expoentes na base 10), para a superficie
receptiva a CRP construida a partir da imobilizacdo de anti-CRP sobre um eletrodo de



ouro modificado com 16-MHDA. Foi usada uma concentracdo de CRP na faixa de 0,5 a
100,0 nmo L™. A resposta é maxima por volta de 12 Hz, indicando assim a frequéncia
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Figura 7.3. Curva analitica optimizada da deteccdo de CRP sobre eletrodo de ouro
modificado com 16-MHDA, obtido usando ensaios faradaicos, mostrando que |Z| e Z”/Z’
(ambos com frequéncia optimizada = 0,1 Hz) mostram grande sensibilidade quando
comparados a R_..(12 vezes e 7 vezes, respectivamente)(figura extraida e adaptada de
Amol et al Analytical Chemistry, v. 87, n. 2, p. 944-950, 2014).........ouuururvrrrrrerrrrnnnnnnnnnnns 96

Figura 7.4. a) Curvas analiticas optimizadas de analises ndo-faradaicas da CRP sobre
eletrodos modificados com 16-MHDA mostrando que Z” e a razdo de M* (M'/M”) sendo
a sensibilidade relativa mais elevada encontrada para Z” [S =3,4 per cento por (pmol L™)
x 10, r’=0,996] enquanto que M’/M” mostrou a valor mais baixo de sensibilidade [S=1,49
per cento por (pmol L™) x 10, r’=0,978]. O desvio padréo associado para cada ponto
foram adquiridos a partir das andlises na faixa de frequéncia 0,05 a 1,0 Hz. b) Um
resumo das sensibilidades relativas dos parametros de ImF em uma deteccdo nao-
faradaica da CRP (0,5- 100,0 nmol LY. Estes dados foram obtidos por meio da média
calculada atraveés da faixa optimizada de frequéncia de 0,1 a 1 Hz. Medidas realizadas
em triplicata (figura extraida e adaptada de Amol et al Analytical Chemistry, v. 87, n. 2,
P. 944-950, 2014). .. uueiiiiieieiieeie et e e r e e e e bbb e e e e e e e eaan e 97

Figura 7.4.1. Grafico capacitivo de Bode mostrando a variacdo no sinal de capacitancia
real em ambos potenciais E;,, (graficos largos em preto) e E,,. (graficos finos em
vermelho) para uma superficie molecular nanoestruturada contendo probe redox
confinada e receptiva para a CRP. As concentracfes representadas sao 10 e 1000 pmol
L. Para as medidas realizadas no E,/;, a variagdo em (' apresentou sensibilidade

méxima foi encontrada ao redor de 4,0 Hz. Entretanto, para medidas similares
realizadas no E,,;, a variacdo de sinal € claramente insignificante como ferramenta
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Figura 7.4.2. Gréfico capacitivo de Bode mostrando a resposta para a capacitancia
imaginaria expressa em Faraday e RR (%) em fungcdo da frequéncia em escala
logaritmo (representada apenas pelos expoentes na base 10). Figura (a) e (b),
respectivamente, na deteccdo de CRP usando superficies moleculares
nanoestruturadas com probe redox confinada. O sinal “redox” foi medido no potencial de
meia onda do ferroceno (~0,45 vs Ag|AgCIl) e a contribuicdo n&o-faradaica foi medida
€M 0,1 V VS AQIAGCL ..ttt a e e e 102

Figura 7.4.3. Resposta relativa em porcentagem, RR(%)em funcédo da frequéncia em
escala logaritmo (representada apenas pelos expoentes na base 10)., para os 28
parametros analisados através da faixa de frequéncia estudada de 0,05 a 100 kHz na
faixa de concentracdo de CRP usada (10° a 10* pmol L™). O filme receptivo foi
construido sobre uma monocamada mista de 11-FcC e 16-MHDA. Conforme C*, M*, e
Y* sdo fasorialmente derivados a partir de Z*, € evidente que diversas funcdes
apresentem resposta similar (Z" e M', M" e Z', por exemplo)........ccccceeevrereesiiirenennnne 104

Figura 7.4.4. a) Grafico de Bode para variacdo da resposta relativa, RR(%), para Z'' em
funcdo da frequéncia em escala logaritmo (representada apenas pelos expoentes na
base 10) para ensaios de deteccdo de Ab-syn sobre superficies moleculares
nanoestruturadas contendo probe redox confinada (construidas a partir de
monocamadas mistas composta de 16-MHDA/11FcC imobilizadas sobre eletrodos de



ouro). A Figura (a) mostra que Z" tem sensibilidade relativa optimizada similar entre a
faixa de frequéncia de 13,0 a 5000,0 Hz (linhas tracejadas em preto) (Sensibilidade de
100,1 + 4,9 contra a sensibilidade de 104,7, encontrada em 2423,0 Hz , r* = 0,980 +
0,009). b) Curva analitica obtida por Z"’ para deteccéo redox do Ab-syn(10% a 10* pmol L°
). A curva analitica foi construida agrupando os valores de cada concentracdo nas
diferentes frequéncia dentro de tal faixa(13,0 — 5000 Hz)........ccooviiiiiiiiiiiiiieeeneiiiie 105

Figura 7.4.5 Grafico de Bode mostra a resposta dos parametros de ImF C' e Y'' em
termos de valores absolutos e RR(%) para a detec¢ao do anticorpo da a-synucleina com
concentracdes abragindo a faixa de 10? a 10* pmol L™ sobre uma camada mista de 16-
MHDA/11-FcC. a) e b) sdo os gréaficos de Bode para a capacitancia real na resposta
absoluta e RR(%), respectivamente. Enquanto c) e d) mostram a mesma analise, mas
para a imitancia imaginaria (Y'") derivada a partir de ¢’. Como esta claro a se notar, a
funcdo derivada (Y usada como um modelo) mostra exatamente o mesmo
comportamemento e valores da ImF original quando avaliada em termos de RR(%)..106

Figura 7.4.6. Um tipico exemplo mostrando a variacdo na resposta relativa, RR(%), do
parametro 1/C''de uma andlise de medidas impedimétricas realizadas sobre uma
superficie receptiva a Ab-syn com probe redox confinada. Foi usada faixa de
concentracdo de Ab-syn entre 10 a 10" pmo L. A resposta é maxima por volta de 40
Hz, indicando assim a frequéncia analitica optmizada.............ccccccceeeriiiiiiiiiiiciiiiiieeen. 107

Figura 7.4.7. Comparacdo de resposta analitica para superficies moleculares
nanoestruturadas contendo probe redox confinada e receptiva construidas sobre uma
SAM mista composta de 16-MHDA/11FcC, os quais foram apropriadamente
funcionalizados para deteccao de ab-syn (a) e CRP (b). Em ambas as andlises o ImF de
maior sensibilidade foi o 1/C" e as frequéncias analiticas optimizadas para (a) e (b)
foram de 40,47 Hz e 21,06 Hz, respectivamente. As repostas analiticas nestes casos se
encontram comparadas a resposta obtida para 1/C, em cada caso. As medidas foram
realizadas em triplicata e todas as curvas analiticas aqui demonstradas apresentaram r?

Figura 7.4.8. Comparativo entre a sensibilidade dos pard@metros de ImF para deteccado
de Ab-syn(a) e CRP(b), mostrando a existéncia de uma de frequéncia em que a
sensibilidade € equivalente, conforme indicado pelas barras de erros no eixo da
frequéncia, no qual as sensibilidades sdo comparaveis ao valor optimizado. Esta
evidente que os parametros como 1/C" e Z' sdo os mais sensiveis e encontram-se

confinados na faixa 0,1 @ 100,0 Hz. ..o e e 110

Figura 7.4.9. Representacdo em trés dimensdes curvas analiticas mostradas na Figura
7.4.8 para deteccdo de anti-synucleina e CRP (a e b, respectivamente). Entretanto,
também considerando o tempo necessario para realizar as medidas referentes aos
ensaios de todas as concentragdes estudas (7 e 8 concentragfes para to anti-syn e
CRP, respectivamente). O tempo necessario para as medidas foi aproximadamente de
70 minutos usando 1/C” e mais de 720 minutos por 1/C,, enquanto que no mesmo
ensaio para a CRP o tempo consumido foi de 80 minutos usando 1/C” e mais de 810
MINUEOS USANUO 1/Cy.ceeiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e s 111
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1 Introducao

Desde a antiguidade a humanidade tem buscado maneiras de inferir a
existéncia de doencas por meio do conhecimento de sintomas relacionados a um
dado evento patolégico. Este processo de distingdo de enfermidades foi denominado
de diagnédstico por Hipdcrates, palavra esta que € a juncdo do prefixo dia cujo
significado é através de ou por meio de, com a palavra gnosis que significa
conhecimento. Entéo, os primeiros métodos de diagndstico propostos por Hipocrates
consistiam basicamente em analisar o enfermo com base nos sentidos, como por
exemplo, tato, visdo, audicao e olfato, para assim respectivamente realizar tomadas
de pulso cardiaco, observar o doente, ouvir queixas e ruidos anormais nos doentes
ou ainda sentir odores caracteristicos de processos inflamatérios. Os procedimentos
de diagnéstico foram evoluindo lentamente ao longo dos séculos, evolugao esta que
comecou a ganhar forca com o inicio da instrumentalizacdo do médico, a qual teve
inicio no século XIX com a invencdo do estetoscépio por Laennec, seguida da
introducéo do uso do termémetro e do medidor de pressao.

Ao mesmo tempo em que sempre houve na medicina, e na ciéncia de forma
geral, a preocupacdo de aperfeicoar cada vez mais 0os meios de diagnosticos,
também sempre foi constante a preocupacao de se entender a causa das doencas.
As primeiras explicacbes tinham praticamente uma denotacdo mistica, como por
exemplo, na fase denominada humoral, onde se acreditava que as doencas estavam
relacionadas a alteracbes de “humor” do individuo, o que seriam alteracbes nos
niveis do fluido corporal. Posteriormente, se passou a entender a relacdo de certas
causas de doencas com disfuncdes de 6rgdos do corpo o que deu entdo inicio a
fase denominada como organica. No entanto, o surgimento do microscoépio
possibilitou a descoberta da microbiologia, 0 que permitiu identificar os agentes
causadores de muitas doencas e, adicionalmente, viabilizou a descoberta da
estrutura celular dos seres vivos, possibilitando também a revelacdo e a
identificacdo das alteracdes patologicas dos tecidos em decorréncia de doencas.
Assim, a descoberta do microscopio (com o seu posterior aperfeicoamento) foi
importantissima tanto para o desenvolvimento do campo de diagndstico de doencas,
bem como ao entendimento de processos patolégicos pondo fim as teorias da

patologia humoral e organica que orientaram o0 pensamento médico por mais de
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2.000 anos e introduzindo assim, a teoria da patologia celular. Um entendimento
ainda melhor dos processos patolégicos se deu com o desenvolvimento dos
meétodos de eletroforese bidimensional de alta resolucédo. Por meio destes métodos
€ possivel estabelecer um detalhado mapeamento das proteinas expressas por um
genoma ou tecido, abrindo assim uma nova area de conhecimento chamada por
Wilkins, et al. de Proteoma®. No campo do diagnostico o proteoma se faz importante,
pois tanto os tipos de proteinas bem como 0s seus niveis expressos por uma célula
ou tecido, sé@o alterados de acordo com a fase de desenvolvimento, ou de acordo
com fatores externos, a qual um individuo se encontra (em meio a um evento
patologico, por exemplo). Assim, comparando-se o0 proteoma de individuos
saudaveis e enfermos foi possivel entender a relacdo de expressao de proteinas
(seja como causa ou consequéncia) com distUrbios patolégicos. Atualmente, muitos
métodos de diagndsticos usam como ferramenta justamente o monitoramento de
proteinas as quais sua presenca ou significativo aumento na concentracdo, é
indicativo de eventos patoldgicos.

Devido a esta grande relacdo entre doencas e a variagcdo ha expressao de
proteinas existe hoje um campo de estudo inteiramente dedicado a estudar esta
relacdo o qual é denominado de protebmica e trata ndo somente do estudo da
incidéncia de enfermidades, mas também do efeito de medicamentos sobre as
estrutura e as funcdes das proteinas expressas em uma célula ou em tecidos®. Em
outras palavras, a protedmica busca identificar os tipos, quantificar os niveis de cada
proteina e entender suas modificacdes pos-traducionais, em decorréncia de um
evento patolégico'. Como consequéncia, a base de dados contida na protedmica
tem o potencial de conferir um melhor entendimento de um determinado organismo
e sua evolucdo bem como a influéncia do meio sobre o mesmo. E importante
enfatizar, que o foco de estudo da protedbmica sdo proteinas relacionadas ao
desenvolvimento de doengas, como por exemplo, cancer, mal de Alzheimer, doenca
de Parkinson, eventos inflamatorios, etc., e as proteinas relacionadas a estas
enfermidades podem ser denominadas como proteinas biomarcadoras® 3.

Ha diversas biomoléculas que sdo classificadas como biomarcadores e
podem ser usadas no diagnostico de doencas. Dentre essas, podemos destacar: (1)
BCL-6 (B-cell ymphoma 6 protein)?, proteina envolvida na patogéneses de muitos

5,6

linfomas; (2) amiléide beta a qual é a maior proteina constituinte encontrada em
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plaquetas da doenca de Alzheimer; (3) Alfa-sinucleina’, proteina relacionada a
alteracdes fisiopatoldgicas envolvendo corpos de Lewis, tais como doenca de
Parkinson, (4) C-reativa(CRP, sigla em inglés para C-reative protein)®, biomarcador
para desordens envolvendo inflamacdes e a enzima fosfatase acida prostatica
humana(hPAP, sigla em inglés para human Prostatic Acid Phosfatase), a qual esta
presente em individuos saudaveis, porém a elevagédo dos niveis desta enzima pode
estar relacionado a progresséo do cancer na prostata®.

Monitorar os niveis de proteinas biomarcadoras durante disturbios fisioldgicos
€ um ponto essencial ndo apenas dentro da protedbmica, mas também em pesquisas
de desenvolvimento de novos medicamentos e em andlises clinicas®>. No caso da
aplicacdo no desenvolvimento de novos farmacos, os biomarcadores sdo usados
para prova bioldgica, correlacdo de dose-resposta e outras finalidades, desde a
descoberta do medicamento até a fase pds aprovacéo?®. J& em andlises clinicas, tais
métodos podem ter importantes aplicacdes, tanto no diagndstico precoce, quanto no
acompanhamento do quadro clinico de doencas ligadas a expressédo de proteinas. O
diagnéstico de doencas em seus estagios iniciais pode vir a melhorar
significantemente o resultado do tratamento. J& o monitoramento dos niveis de
biomarcadores € importante para avaliar a eficiéncia de medicamentos e tomar
novas decisdes a respeito do tratamento?. Em virtude disto, h4 um consideravel
interesse pelo desenvolvimento de novos sistemas que sejam mais sensiveis,
precisos, confiaveis e de menor custo para analises de proteinas biomarcadoras®.

Os métodos modernos de deteccao de proteinas (ou biomarcadores de forma
geral) podem ser divididos em dois grupos de técnicas: a de derivatizacdo ou
marcacao do analito ou do receptor (também conhecidas como label-based) e a de
label-free. As técnicas de derivatizacdo ou marcacdo se baseiam na modificacdo do
analito através do uso de agentes cromoforos, radioisétopos, enzimas ativas, etc.
Estas técnicas apresentam vantagens como instrumentacdo simples e uso de
reagentes facilmente disponiveis. No entanto, o processo de derivatizacdo pode ser
moroso e pode afetar propriedades de ligagdo da proteina prejudicando, portanto, a
repetitibilidade e a sensibilidade das analises'®. Por outro lado, as técnicas label-
free, recebem este nome justamente porque, contrapondo as técnicas label-based,
nao fazem uso da derivatizacdo do analito. As medidas sdo realizadas sobre

propriedades intrinsecas da molécula em questéao, tais como massa ou propriedades
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dielétricas'®. Historicamente, anticorpos tém sido usados para precipitacdo de
antigenos (proteinas biomarcadoras) a partir de misturas complexas para
subsequente quantificagdo por métodos enzimaticos (ELISA; sigla em inglés para
enzyme-linked immunosorbent assay). Apesar dos métodos de andlises por ELISA,
em geral apresentarem repetitibilidade e sensibilidade suficientes para screening de
proteinas, estes s&do suscetiveis as interferéncias causadas por substancias
corantes presentes em varias amostras, como por exemplo, sangue, urina e saliva®.
Além disso, sdo ineficazes para miniaturizacdo de biossenssores, e muitas vezes
ineficientes para deteccdo em baixos niveis de concentracdo®. Portanto, estes
fatores somados tornam importante a investigacado visando o desenvolvimento de
analises ainda mais especificas e sensiveis para deteccao de biomarcadores.

A demanda atual no campo de diagnostico determina que plataformas de
sensoriamento bem sucedidas devem ter como caracteristicas: especificidade, baixo
limite e ampla faixa de deteccdo'®, alto rendimento e capacidade de miniaturizacdo
para desenvolvimento de métodos multiplex e/ou que possibilitem a realizacdo de
analises no local em que se encontra o paciente, métodos estes denominados poin
of care. Dentre as diversas técnicas de andlises existentes, técnicas eletroquimicas
sdo potencialmente capazes de agrupar tais caracteristicas desejadas em métodos

12

de diagnésticos baseados em deteccdo de proteinas't 2, em especial, a

espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)*®* e a espectroscopia de

capacitancia eletroquimica (ECE)* °.

A EIE tem sido usada para quantificar
proteinas em varios meios™'. De acordo com os resultados, a técnica mostra-se
versatil, extremamente sensivel e relativamente barata se comparada a outras
técnicas de monitoramento usadas em conjunto com técnicas de deteccdo label-
free™ como, por exemplo, a ressonancia de plasma de superficie (SPR — sigla em
inglés para surface plasmon resonance) ou a microbalanca a cristal de quartzo
(MCQ) (ver Figura 1.1). A técnica de ECE, também oferece excelentes vantagens
como rapidez, baixo custo, alta sensibilidade e resultados confidveis. Além do mais,
ECE é capaz de monitorar interacdes na interface do eletrodo sem a necessidade de
adicionar amplificadores de sinais (tais como probe redox), com deteccao label-free
de biomoléculas™® 17 18 19:20: 21,

Uma proposta interessante, que vem sendo usada no desenvolvimento de

biossensores (dispositivos usados na deteccdo de biomarcadores), busca
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justamente conciliar técnicas de deteccado label-free com técnicas eletroquimicas de
monitoramento. Diversos trabalhos publicados na literatura descrevem o uso de
técnicas label-free sobre uma plataforma eletroquimica para a deteccdo e

22 Estes dispositivos eletroquimicos de

quantificacdo de biomarcadores™
reconhecimento sédo constituidos de eletrodos, contendo uma superficie metalica,
como por exemplo, eletrodos de carbono coberto de ouro®, ouro®, prata coberto de
ouro®, etc., funcionalizados com uma camada nanoestruturada a qual realiza uma
interacdo especifica com o analito. A obtencdo destes eletrodos funcionalizados é
um trabalho complexo. Geralmente, as etapas de construgdo envolvem a formagao
de uma monocamada auto-montada (SAM- sigla em inglés para self-assembled
monolayers)?*, seguida da ativacdo desta SAM, com a finalidade de promover a sua
funcionalizacdo®. A etapa de funcionalizagdo consiste na adicdo de uma molécula
que apresente interacfes especificas com a espécie de interesse, sendo tal
molécula denominada como espécie de reconhecimento.

A SAM é uma monocamada montada espontaneamente sobre uma superficie
sélida, com a espessura de uma molécula. Este processo € dirigido pela interacéo
de ligacBes e forcas intermoleculares®. O composto a ser utilizado para formar a
monocamada deve ser escolhido levando em conta caracteristicas necessérias da
interface, como, por exemplo, agrupamento com afinidade pelo substrato em
qguestdo, e um grupo funcional terminal que permita que a superficie possa ser
modificada®.

A interac@o especifica que ocorre na interface do sistema, pode ser obtida

26; 27; 28

através do uso interacbes do tipo anticorpo-antigeno , interacbes de acidos

nucleicos tais como ADN (acido desoxirribonucleico) e ARN (acido ribonucleico)

ADN/ARN aptameros®® 2% 3% 3! 'peptideos aptameros'® 2

ou por sistemas de inibicao
como por exemplo biodina-avidina®* **, Fornecendo assim, um importante meio para
transducdo de sinal analitico. Diversos trabalhos usando este caminho estédo
reportados na literatura™® 2% 2 34 demonstrando a viabilidade desta combinacéo de
técnicas no desenvolvimento dos biossensores. Assim, este trabalho descreve
justamente a aplicacédo da técnica de espectroscopia de capacitancia eletroquimica

para determinacéo de proteinas biomarcadoras.
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4  Ensaio eletroquimico com marcador — Labelled electrochemical
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Figura 1.1. llustracdo comparativa da sensibilidade alcancavel para diferentes técnicas usadas no
desenvolvimento de biossensores. Conforme pode ser notado técnicas capacitivas impedimétricas
tem o potencial de oferecer os mais métodos sensiveis e, adicionalmente, em uma plataforma label-
free (figura extraida e adaptada de Engineering the Bioelectronic Interface Applications to Analyte
Biosensing and Protein Detection, capitulo 7 Label-free Field Effect ProteinSensingss).

1.1 Proteinas

Proteinas sdo moléculas biolégicas de grandes dimensdes compostas de
sequéncias de aminoacidos altamente organizados. A massa molecular de proteinas
varia entre algumas dezenas a centenas de kilodaltons (kDa) e sdo construidas a
partir de um conjunto de 20 aminoacidos que nas proteinas se encontram ligados
por meio de ligacdes peptidicas>®.

Para o desenvolvimento de novos meétodos de deteccdo/quantificacdo de
proteinas biomarcadoras, se faz necessario entender caracteristicas estruturais e
propriedades a respeito destas biomoléculas. Portanto, a seguir sera apresentado
um levantamento sobre importantes proteinas, tais como: BCL-6, beta amiloide, Alfa-

sinucleina, proteina C-reativa e a enzima hPAP.
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A BCL-6 (sigla em inglés para B-Cell 6) € uma proteina encontrada em
humanos a qual é codificada pelo gene BCL-6. Altos niveis desta proteina em
centros germinativos de células B levam a recombinacdo de genes de
imunoglobulina produzindo anticorpos de alta afinidade®’. Desta forma, é provavel
que tal afinidade entre a BCL-6 e seu anticorpo, possa vim a fornecer um importante
meio para transducdo de sinal analitico. A regido chave responséavel pela fungéo
desta proteina é o Poxvirus e zinc-finger (dominio POZ)*®. Este dominio propicia
interacbes com co-repressores transicionais e estd sendo considerado como um
alvo terapéutico para muitos linfomas B. Tal dominio tem sido utilizado no
desenvolvimento de métodos para deteccdo da proteina BCL-6*. Um exemplo do
referido uso do dominio POZ em métodos de andlises quantitativas da BCL-6, é a
utilizacao de peptideos aptameros. Estes peptideos sdo antagonistas da funcédo da
BCL-6 pela ligacdo ao dominio POZ%. Em um trabalho realizado na Universidade de
Oxford* os resultados mostraram consideravel afinidade do aptamero construido
(HT-12-10 com 2 aptameros inseridos) a base da proteina Stefin A Quadruple Tracy
(SQT) com a BCL-6. O limite de deteccdo alcancado foi de 50 nmol L™, o qual é
superior em termos de sensibilidade comparado ao obtido por métodos Opticos
desenvolvidos em paralelo nesse mesmo trabalho, em que o valor de 400 nmol L™
foi relatado como limite de deteccdo®. Desta forma, estes valores evidenciam o
ganho de sensibilidade ao transferir o dispositivo de uma plataforma 6tica para uma
eletroquimica.

Outro importante biomarcador, o qual pode ser detectado por um sistema de
biossensoriamento eletroquimico é a Beta-amildide (A8 — sigla em inglés para
amyloid beta). Esta proteina € a maior constituinte encontrada em plaquetas da
doenca de Alzheimer (DA). A AB possui a capacidade de se ligar a membrana
celular por meio de diversas biomoléculas como lipideos e proteinas. Contudo, o0s
eventos subsequentes da ligacdo com a membrana, os quais levam a morte celular,
ainda ndo estdo bem compreendidos’. Infelizmente, as estratégias de tratamentos
existentes para pacientes de Alzheimer, sdo ineficientes uma vez que o paciente ja
tenha desenvolvido a doenca. Entretanto, terapias potencialmente modificadoras da
DA - as quais alcancam maior eficiéncia em pacientes no estagio inicial da doenca*
- reforgam a necessidade do desenvolvimento de métodos de diagndsticos

precoces, antes que 0s sintomas evidentes apare(;ame; A,
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Chicae et al.> desenvolveram um biosenssor baseado na técnica de
microscopia de tunelamento (STM sigla em inglés para: scanning tunneling
microscopy) para monitorar a ocorréncia de interacdes do tipo anticorpo-antigeno
para AB. O sensor foi construido com nanoparticulas de ouro funcionalizadas via
SAM para imobilizacdo do anticorpo de AB. O trabalho obteve sucesso na andlise
semiquantitativa desta proteina, mostrando assim que interacdes do tipo anticorpo-
antigeno podem ser usadas com éxito para transducdo de sinal analitico no
desenvolvimento de métodos de deteccdo deste biomarcador.

A terceira proteina aqui descrita € a Alfa-sinucleina. Esta biomolécula néo
possui funcdo conhecida em individuos saudaveis, apenas se conhece sua relacao
com alteracgdes fisiopatoldgicas envolvendo corpos de Lewis, tais como doenca de
Parkinson* e algumas formas da doenca de Alzheimer®. Por esta razdo pode ser
classificada como um biomarcador. A Alfa-sinucleina € uma proteina pequena
constituida de 140 amino&cidos e massa molar de 14,4 kDa. Sua estrutura pode ser
dividida em trés partes denominadas como regides chaves**. A primeira parte é uma
regido N-terminal consistindo de seis repeticdes imperfeitas da sequéncia KTKEGV,
com tendéncia a formar alfa hélices. A segunda parte denominada NAC (sigla do
inglés Non-Amyloid Component), ¢ um dominio central hidrofébico, o qual
corresponde a faixa de aminoacidos 61-95. A Ultima regido chave é uma cauda rica
em prolina, altamente acida e desestruturada.

Esta proteina tem um anticorpo correspondente o qual € desenvolvido
naturalmente no organismo de um individuo que apresenta os primeiros sintomas da
doenca®. Portanto, isto é (til para desenvolver métodos sensiveis para andlises de
anticorpo de Alfa-sinucleina. Potencialmente, isto seria aplicado ao diagnostico e
rastreamento da doenca.

Recentemente, Yanamandra et al.” propuseram o uso do anticorpo de Alfa-
sinucleina como biomarcador para doenca de Parkinson. A técnica de SPR foi usada
para quantificacdo do anticorpo em amostras de soro sanguineo de pacientes com a
doenca de Parkinson e amostras controles. A situacdo inversa, em que a Alfa-
sinucleina € usada como biomarcador e o anticorpo € usado como espécie de
reconhecimento, também foi avaliada por van Geel et al. . Neste trabalho, os

autores desenvolveram um método de quantificacdo de Alfa-sinucleina em liquido
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cefalorraquidiano através da técnica ELISA. O limite de deteccéo alcancado foi de
3,8 ng mL' e a faixa linear até 300 ng mL™.

Porém em outros trabalhos os resultados foram conflitantes, como por
exemplo nos casos em que o anticorpo foi usado como espécie de reconhecimento,
este apresentou interacdo com diferentes epitopos desta proteina’’ “.
Consequentemente, apresentaram diferentes especificidades para diferentes
oligbmeros de Alfa-sinucleina. Uma alternativa que pode ser vantajosa para
deteccdo do anticorpo da Alfa-sinucleina consiste na aplicacdo da interacéo
especifica deste anticorpo com seu antigeno*, no desenvolvimento de técnicas label
free usando MCQ e EIE, por exempilo.

A quarta proteina a ser descrita é a proteina C-reativa (CRP sigla em inglés
para C-Reative protein). Esta proteina é produzida no figado®® e esta presente no
sangue de individuos saudaveis. Em processos inflamatérios o nivel dessa proteina
pode atingir valores 10.000 vezes acima do normal®’. Portanto, esta biomolécula é
um importante biomarcador para diagnosticar um significante nimero de processos
inflamatérios. A CRP é um pentdmero de 118 kDal de massa molecular, composto
por mondmeros idénticos os quais sao unidos por interacdes ndo covalentes. Ha
diversos métodos usados em andlises clinicas para deteccdo e quantificacdo de
CRP, entre os principais estdo os métodos enzimaticos como, por exemplo, ELISAS.
O desenvolvimento de novos métodos para deteccdo de CRP livres de interferéncias
e que também apresentem sensibilidade e robustez suficiente para determinar
pequenas elevacdes nos niveis de CRP no organismo se faz necessario para que
venha a ser possivel o diagnéstico de processos inflamatérios em seu estagio inicial.

Kim et al.® relatou o desenvolvimento de um eletrodo de cristal de quartzo,
com o corte AT, com dois eletrodos de ouro de 5 mm depositados sobre a sua
superficie, o qual foi usado na construcéo do transdutor. O referido sistema monitora
a variacdo de massa sobre o eletrodo ocorrida em funcéo da interacdo de CRP e o
anticorpo da CRP (anti-CRP). O limite de deteccédo alcancado foi de 0,130 ng mL™,
demonstrando a alta sensibilidade da técnica.

A quinta e ultima proteina a ser descrita nesta secao trata-se de uma enzima
denominada fosfatase &cida prostatica humana (hPAP, sigla em inglés para Human
Prostatic Acid Phosfatase). A hPAP & uma importante enzima fosfatase de células

epiteliais diferenciadas da prostata® biossintetizados por epitélios secretores
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colunares da glandula da préstata®®. Niveis circulantes de hPAP tém sido
considerados Uteis para fins de diagndstico pois 0s niveis séricos desta proteina séo
baixos em individuos saudaveis, no entanto sua elevacdo ocorre devido a
progressdo do cancer da préstata’. Além disso, a hPAP tem demonstrado ser um
bom marcador de progndéstico para pacientes em estagio avancado da doenca 0s
quais sao submetidos a terapia local e tem alto risco de reincidéncia do cancer de
préstata >3. De acordo com o melhor do nosso conhecimento, os métodos existentes
para deteccdo de hPAP baseiam-se em ELISA>, assim, ndo existem na literatura
meétodos impedimétricos para a deteccdo de hPAP, sendo os resultados a serem
apresentados nesta tese os primeiros obtidos na deteccéo deste biomarcador®.

De acordo com o levantamento bibliografico aqui discutido, € possivel
constatar que o uso de interacGes especificas entre biomoléculas sédo ferramentas
potencialmente Uteis para andlises de deteccdo/quantificacdo de proteinas
biomarcadoras. Um estudo detalhado e aprofundado pode ajudar a alcancar
sistemas altamente sensiveis e seletivos, para andalises de proteinas de importancia
clinica. Para tal propdsito, técnicas como EIE e a ECE séo excelentes ferramentas
para o desenvolvimento de métodos de deteccdo e quantificagdo de biomoléculas,
em especial proteinas de importancia clinica™™ *°. Os resultados apresentados na
literatura descrevem o desenvolvimento de biossensores 0s quais usam interacdes
especificas do tipo anticorpo/antigeno, sobre uma plataforma eletroquimica, para
transducdo de sinal analitico®. As principais caracteristicas destes métodos s&o:
baixos limites de deteccao e quantificagcdo, amplas faixas de trabalho para curvas de
calibracdo, grande especificidade e repetitibilidade nas andlises, bem como a
possibilidade de aplicacdo em analises de rotina. Estas qualidades reunidas em um
sistema eletroquimico de analise podem vir a culminar em uma importante
ferramenta para o monitoramento da evolu¢cdo de doencgas, assim como, para O
diagnostico precoce de desordens relacionadas a biomarcadores em geral,

especialmente proteinas.
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2 A espectroscopia de capacitancia eletroquimicae a
deteccao de proteinas biomarcadoras

2.1 Teoria — aspectos gerais

A caracterizacdo impedimétrica de superficies moleculares nanoestruturadas
com probe redox confinada tem como vantagem a possibilidade de eliminar na
analise dos dados os efeitos de difusdo que sdo comumente limitantes em anéalises
impedimétricas realizadas na configuracdo convencional, ou seja, aquela em que a
probe redox estd em solucdo (no eletrdlito de suporte)®. Adicionalmente,
importantes fundamentos inerentes dos processos de transferéncia elétrica e
eletrbnica molecular podem ser mais profundamente compreendidos pela analise de

tais superficies moleculares nanoestruturadas eletroativos™* >% >’

O uso da voltametria ciclica (VC) para a andlise de superficies moleculares
nanoestruturadas com probe redox confinada pode ser algo complicado e induzir a
erros causados principalmente devido a elevada contribuicdo da corrente capacitiva
na corrente elétrica total a ser medida (veja Figura 2.1), ou ainda devido a efeitos
resistivos®. Por exemplo, a anélise redox pode ser especificamente distorcida
devido a resisténcia ndo compensada (R,) que leva a uma queda de potencial nédo
compensada (iR,) a qual classicamente existe em série com a resisténcia da
solucdo (iR;). Estas resisténcias em série sao diretamente sensiveis a
caracteristicas da cela eletroquimicas sendo entdo propriedades ligadas ao eletrélito
suporte, assim, ndo sao propriedades intrinsecas da SAM podendo inclusive ser
subtraidos da magnitude total do sinal de corrente®®. Desta forma, ambos os tipos de
contribuicdo nao-faradaica (corrente capacitiva e resisténcia da solucdo) podem
levar a valores distorcidos do sinal de corrente referente ao processo de
transferéncia de elétrons entre probe redox e eletrodo, e consequentemente, causar
erros de célculos dos parametros cinéticos envolvidos em tal processo®® *8. Em
casos particulares a contribuicdo faradaica pode ser inclusive mascarada pelo ruido
e desta forma nao ser notado nenhum sinal associado a transferéncia de elétrons
(que é bem caracterizado por picos de correntes catddicos e anodicos no
voltamograma) ocorrida devido a probe redox adsorvida. Tal efeito de distorcédo

também é visualizado por outros meios como a classica e fenomenolégica analise
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de Butler-Volmer onde os efeitos que ndo sao negligencidveis, tais como a
resisténcia ndo compensada, iR,, podem distorcer o grafico do pico de corrente (i,)
versus a velocidade de varredura do potencial (v) em andlises por VC (Figura 2.1a).
Para medidas com a probe redox livre em solucao, a analise Butler-Volmer descreve
como sendo linear a relagéo i, versus v1/2 e como sendo linear para probe redox
adsorvida a relagdo i, versus v. Contudo, os efeitos de distorcdo causados pelo
ruido de fundo elevado ou devido a elevada queda de potencial, iR,, ndo permitem a
obtencéo da relacéo linear de i, versus v que € esperada para analises de probe
redox adsorvida no eletrodo, o que pode levar a varias interpretacfes
termodinamicas e cinéticas errbneas a respeito dos processos de transferéncia de

carga nesta configuracdo®®.
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Figura 2.1. (a) Uma analise experimental de VC tipica de uma superficie com probe redox confinada
compreendendo um filme de proteina (azurina) imobilizado sobre uma monocamada de dodecanotiol.
Estd em destaque a larga contribuicdo da corrente capacitiva a corrente total, causada por uma
distorcéo dielétrica. A velocidade de varredura foi de 100 mV s™ e o eletrodo de calomelano saturado
foi usado como referéncia. (b) Uma outra representacdo experimental de voltamograma ciclico (com
diferente comportamento do anterior) de uma superficie com probe redox confinada compreendendo
um filme de proteina no qual os parametros dominantes do circuito equivalente responsaveis pela
corrente estdo representados em termos dos componentes faradaicos(R,.; e C,) e ndo-faradaico(C,,,
R,, e C,). O elemento capacitivo da monocamada de suporte, C,, ndo gera contribui¢cdes significantes
em nenhum potencial conforme discutido no trabalho de Gées et al™®. (figura extraida e adaptada a
partir de Bueno et al. Analytical Chemistry v. 85, n. 1, p. 411-417)56.

Existe de fato uma necessidade de entender melhor a contribuicdo da
corrente total medida em ensaios eletroquimicos realizados em superficies

moleculares nanoestruturadas contendo probe redox confinada e, assim,
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estabelecer uma abordagem que permita segregar de forma mais clara o termo
faradaico e nao-faradaico no sinal (resistivo e capacitivo)(ver Figura 2.2). Desta
forma € importante ter em mente que a natureza do primeiro estd associada
caracteristicas particulares da espécie redox acoplada: como o nivel de Fermi que
determina a regido de energia onde o fendbmeno de oxidacgéo e reducdo ocorre (ou 0
potencial de meia onda, E; ,,) ou, ainda, a densidade de nucleo redox por area do
eletrodo que determina a intensidade da corrente. Enquanto que o segundo (termo
ndo-faradaico) tem grande influéncia do papel dielétrico desempenhado pela SAM
(que depende da espessura da superficie nanoestruturada construida sobre o
eletrodo gerando a separacdo de cargas na interface) que serve como suporte para
o centro redox™. Portanto, qualquer que seja a abordagem adotada, esta deve levar

em conta a atividade redox e o efeito dielétrico do sistema.
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Figura 2.2 (a) O modelo proposto de circuito equivalente, para uma SAM, o qual considera os efeitos
dielétricos onde R, e C, sao a resisténcia ndo compensada e a capacitancia, respectivamente. (b) O
mesmo que em (a), mas com centros redox associados a SAM com a contribuicdo faradaica
representada por uma ramificacdo na qual R, é a resisténcia a transferéncia de carga, C, € a
capacitancia redox, R, € a resisténcia da solugdo ou do eletrélito e C,, é a capacitancia eletrdnica
pura, como por exemplo, a capacitincia da monocamada sem a contribuicdo i6nica (a linha
pontilhada indica que a contribuicdo deste termo é baixa). (figura extraida e adaptada a partir de
Bueno et al. Analytical Chemistry v. 85, n. 1, p. 411-417)%°.

Uma abordagem apropriada que permite justamente mapear ambas as
contribui¢cdes dielétricas e faradaicas redox (quando existente) é a espectroscopia
de capacitancia eletroquimica (ECE). O surgimento da ECE foi embasada no estudo

1
| 5

desenvolvido por Goées et al™ que visou justamente mostrar a tendéncia dos valores

da capacitancia obtidos em virtude da variacdo da espessura de SAMs sem
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atividades redox, espessuras que foram controladas por meio do uso de alcanotiois
de diferentes tamanhos (por exemplo, com 6, 10 e 12 carbonos alinhados na cadeia)
dentro de uma abordagem que foi nomeada pelos autores como algo do tipo
“espectroscopia de capacitancia de monocamadas auto-montadas” (SAMCS - sigla
em inglés para self-assembled monolayer capacitance spectroscopic®®). Os
resultados obtidos por Gées e colaboradoes'® se mostraram concordantes com o
modelo de placas paralelas de Helmholtz. No entanto a analise por SAMCS
mostrou-se mais detalhada resolvendo a tendéncia da capacitancia e os efeitos de
distorcdo da resisténcia em funcdo da espessura de cada superficie molecular

nanoestruturada com probe redox confinada™.

Experimentalmente, a aplicagdo da SAMCS consistiu em realizar medidas
nao-faradaicas de impedancia usando um sistema de trés eletrodos mergulhados
em uma solucao salina como eletrélito de suporte (por exemplo, NaClO4em H,0). As
medidas impedimétricas foram realizadas no potencial de 0,22 V contra o eletrodo
de Ag/AgCl e a partir destas medidas, os valores de impedancia complexa (Z*)
foram convertidos em capacitancia complexa (C*) usando a relagédo Z* = 1/jwC",
onde w é a frequéncia angular. Os valores de impedancia e capacitancia devem ser
representados em termos de circuito equivalente que considere ambos os termos

faraicos e nao-faradaicos, conforme ilustrado na Figura 2.2.

Com base no sucesso da abordagem aplicada por Goées na resolu¢do do
termo n&o-faradaico da capacitancia para SAMs sem atividade redox, Bueno et al**
propuseram uma metodologia também baseada em medidas de espectroscopia de
capacitancia que possibilita 0 mapeamento das caracteristicas faradaicas e dielétrica
de monocamadas eletroativas, algo denominado pelos autores como
“espectroscopia de capacitancia de monocamdas eletroativas” (EMCS — sigla em
inglés para electroactive monolayer capacitance spectroscopy*?), ou ainda, conforme

definida neste trabalho, espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE).

O primeiro passo experimental nesta abordagem €& a caracterizacédo
eletroquimica de monocamadas com atividade redox por medidas de voltametria
ciclica, VC, com a finalidade de determinar o nivel de Fermi do sistema, ou seja, 0
potencial elétrico onde ocorre a maxima transferéncia eletronica. De forma geral,
este potencial é denominado como potencial formal dos sistemas e em sistemas
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altamente reversiveis (como aqueles usados neste trabalho) é o mesmo potencial de
meia onda do sistema (E7,,) (ver novamente a Figura 2.1, pg. 40). As analises por
VC também sédo importantes para determinar a regido de potencial fora regido redox
do sistema (E,,;), OU Seja, a regido onde ndo ha transferéncia eletrénica do sistema.
Assim, medidas de impedancia realizadas no E,,; configuram um sistema nao-
faradaico que é equivalente ao uso de uma monocamada sem qualquer atividade
redox intrinseca e, portanto, o termo resistivo, R,,, representa uma resisténcia iénica
tipica da SAM acoplada com o termo capacitivo, C,, 0 qual existe devido a
penetracdo de ions na monocamada que contribuem para o tempo de relaxacao do
sistema (Z,, = R,C,)*>. O circuito equivalente e a C, em funcdo da frequéncia para os
valores obtidos nas medidas realizadas no E,,;, estado representados na Figura 2.2a

e pelo circulo preto da Figura 2.3, respectivamente.

® Au-SAM
10 16 - ® Ap—S.%.\-i—azu.tma
w Diferenca b)

a)

0.1 H-btm oo s sim st s :
324101 2 3 4 5 8 7 o 1 2 3 4 5 B

log (frequéncia Hz) log (frequéncia Hz)

Figura 2.3 Gréficos de Bode ilustrando o componente real (a) e o componente imaginario (b) da
capacitancia estando ambos os componentes resolvidos na frequéncia (representada apenas com a
expoente na base 10). Os resultados em vermelho sdo para medidas obtidas no £, ,, 0s resultados

em preto sdo para medidas realizadas no E,,; € 0s triangulos em verde representam a subtracédo dos
dados obtidos no E,,; a partir dos dados obtidos no E;,,. As contribuices dos termos faradaico e

ndo-faradaico da resposta capacitiva estéo ilustrados em (b). (figura extraida e adaptada a partir de
Bueno et al. Analytical Chemistry v. 85, n. 1, p. 411-417)%°.

Uma vez definidos a exata escala de tempo e o valor para C,, o valor de R,
pode entdo ser calculado usando a relagdo R, = 1/w,C, onde w, € a frequéncia
angular no pico de relaxag&o i6nica do sistema (Figuras 2.3b e 2.4). Esta resisténcia
intrinseca é a fonte da queda de potencial e pode ter uma significativa contribuicao

15; 56

na resisténcia ndo compensada do sistema e, também, permite obterC, e
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calcular R, para SAMs com diferentes espessuras®, por exemplo.
Subsequentemente, esta abordagem permite calcular a resisténcia a transferéncia
de carga (R.;) e obter a capacitancia redox (C,) quando o componente redox &
incorporado, ou seja, neste caso realizando a medida no E;,, para monocamadas
eletroativas (ou superficies eletroativas nanoestruturadas em geral). Para tal, os
valores de capacitancia medidos no E,,; devem ser subtraidos dos valores medidos
no E;,,, conforme ilustrado nas Figuras 2.3b e 2.4c. Entdo, a partir destes valores
que sao referentes apenas ao processo faradaico, se determina a capacitancia
redox, C,, bem como se calcula a resisténcia a transferéncia de carga por meio da
relacdo R, = 1/w,C, onde w, € a frequéncia de pico de relaxacédo eletronica do
sistema (ressonancia elétrons na superficie molecular nanoestruturada com probe

redox confinada)(Figuras 2.3b e 2.4).
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Figura 2.4. Graficos capacitivos de Nyquist de analises por espectroscopia de capacitancia com
eletrodos medidos no potencial E,,; (a) onde a resposta é dominada pelo processo ndo-faradaico (de
um filme de azurina imobilizado sobre dodecanotiol) e também com os eletrodos medidos no
potencial de meia onde, E, , (b). O espectro de capacitancia resultante da subtracédo de (a) a partir de
(b) estd mostrado em (c), onde a contribuicdo ndo-faradaica esta corrigida e permanece apenas um
semicirculo. O grafico inserido em (b) corresponde a uma ampliacdo da regido espectral de alta
frequéncia. Em (c) esta demonstrado os mesmo dados contidos em (b) ap6s subtracdo da resposta
ndo-faradaica. O sucesso da subtracdo da resisténcia ndo compensada e da contribuicdo néo-
faradaica em (c) pode ser confirmada pela total eliminacdo da relaxacdo observada em (b)
(amplificacéo inserida), onde o sinal é totalmente ausente em (c)(figura extraida e adaptada a partir
de Bueno et al. Analytical Chemistry v. 85, n. 1, p. 411-417)
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As Figuras 2.3 e 2.4, que foram extraidas/adaptadas do trabalho de Bueno et
al®®, representam todas as etapas desta caracterizacdo por ECE de uma superficie
molecular nanoestruturada composta de azurina (molécula com atividade redox)
imobilizada sobre uma monocamada de dodecanotiol. Desta forma, se encontram
resolvidas espectroscospicamente por capacitancia complexa (C*), a soma das
contribuicbes redox, eletrostatica e dipolar id6nica presentes nesta superficie
molecular nanoestruturada com azurina, conforme representado no gréfico de Bode
(Figura 2.3) e Nyquist (Figura 2.4). Este experimento fornece diretamente a cinética
de transferéncia de elétrons que é determinada na frequéncia onde ocorre o pico de
capacitancia imaginaria (C”) do processo redox (observado na Figura 2.3b).
Conforme ja explicado, ao subtrair a capacitancia/impedancia adquirida no E,,; a
partir dos valores medidos no Ej ,,, obtém-se o valor de C, ao mesmo tempo em que
C, é obtido diretamente das medidas realizadas no E,,; (Figura 2.3a). Uma vez
tendo em maos os valores de C, e C,, € 0 tempo de relaxacdo (r) dos processos
faradaicos e ndo-faradaicos, os quais sdo resolvidos pelo inverso da frequéncia (w)
do pico em C”, é possivel calcular os valores de R, e R, usando as relacGes
7, = (ReeC,)™ e 1, = (R,C)™! para os processos faradaicos e nao-faradaicos,

respectivamente.

No caso dos resultados que estdo sendo discutidos como modelo nesta
secao, os autores reportaram a escala de tempo para 0s processos nao-faradaicos e
faradaicos da superficie molecular nanoestruturada composta por dodecatiol/azurina
como sendo de 10 kHz (0.1 ms) e 30 Hz (~30 ms), respectivamente (Figura 2.4a e
2.4c). Esta mesma figura (grafico de Nyquist) também permite observar os valores
de C, e C,, sendo estes de ~ 0.8 uF cm™2 para o processo ndo-faradaico (C, ) e de ~
3.0 uF cm™2 para o processo faradaico (C,), Figuras 2.4b e 2.4c, respectivamente (a

referéncia Bueno et al*® traz maiores detalhes).

Contudo, fica evidente que as caracteristicas de geracdo de corrente em
superficies moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada podem ser
definidas em termos de circuito equivalente resolvido por espectroscopia de
capacitancia, possibilitando assim reportar de forma bem definida as caracteristicas
dipolares e cinéticas e adicionalmente subtrair a distor¢cdo causada pela contribuicéo

nao-faradaica nas analises cinéticas.
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2.2 O significado fisico da capacitancia redox

Até a subseccdo anterior foi descrito de uma forma generalizada como a
espectroscopia de capacitancia eletroquimica € usada experimentalmente com a
finalidade de se obter um sinal capacitivo puramente faradaico em superficies
moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada, o qual foi homeado de
capacitancia redox (C,). Nesta subseccdo o objetivo é definir fisicamente os termos
resistivo e capacitivo redox que sdo associados a caracterizagdo eletroquimica de
superficies moleculares nanoestruturadas eletroativas. Para tal, sera usada a
traducéo de parte do trabalho publicado por Bueno e seus colaboradores®®, os quais

descrevem que:

Uma vez que experimentos de espectroscopia de impedancia/capacitancia constituem
andlises em estado estacionario, a variagdo de corrente com o tempo (ou de fato a velocidade
de varredura de voltagem) pode ser simulada pela analise de como os termos constitutivos da
capacitancia e resisténcia (faradaico e ndo-faradaico) do sistema respondem como uma fungéo
do tempo. Esta informagdo é diretamente adquirida conforme detalhado no procedimento
experimental (deste referido artigo) e ajustado ao modelo da Figura 2.2 (pg. 40).

O circuito equivalente mostrado na Figura 2.2a foi usado para ajustar os dados de
espectroscopia de capacitancia obtidos no E,,;, enquanto que o circuito equivalente da Figura
2.2b foi usado para ajuste dos dados de espectroscopia de capacitancia obtidos no E;,,. Em
outras palavras, uma vez que as contribuigcdes resistivas e capacitivas foram resolvidas dentro
do dominio da frequéncia, a resposta capacitiva que dependente da frequéncia é entdo
ajustada (conforme procedimento experimental descrito no referido artigo), antes da
comparacao com os dados de voltametria ciclica adquiridos experimentalmente. A Figura 2.5
resume o0s resultados em duas taxas de varredura de voltagem, mostrando ambas CVs
simuladas a partir das andlises de impedancia/capacitancia (linha vermelha) e aqueles
adquiridos independentemente por experimentos (linha preta). Est4 evidente que a simulacao,
baseada puramente sobre a geracdo de dados no dominio de tempo para todos os
componentes do circuito equivalente na Figura 2.5, estd em excelente concordancia com a
observacédo experimental da tendéncia de voltagem-corrente.

Desde que a capacitancia pura da monocamada (C,,) (obtida desconsiderando o efeito
ion/solvente do eletrdlito suporte) € muito pequena, C,, pode ser desconsiderada e o total da
densidade de corrente capacitiva, j, que é entdo a soma de duas contribui¢cGes, a faradaica (j)
e a ndo faradaica (j,), sao definidas de acordo com as rela¢gdes matematicas a seguir:

. dar d
jr = d—qtzcrd—:zcrs (21)
e

. dde d

Ju = d_qt = Cud_ltJ =Cys (2.2)

Onde todas as capacitancias sdo determinadas por unidade de area. V é o potencial com
relacdo ao eletrodo de referéncia (note que o potencial real de eletrodo é V - i(R, + Ry), para
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a contribuicdo néo-faradaica, e V - i(R,; + R,) para faradaica, assumindo que os dois termos
sdo responsaveis pela queda da resisténcia, iR (conforme estabelecido na introducdo®®) e
s = dV/dt é a velocidade de varredura do potencial, g, = ne é a carga redox associada com o
centro redox enquanto e denomina a carga elementar, onde n € o nimero de centros redox
ocupados. E importante notar que C, ndo é uma capacitancia eletrostatica comum, cuja o
potencial depende exclusivamente sobre a dimensdo do capacitor. Isto é, preferencialmente,
uma capacitancia redox, a qual a ocupacao/magnitude depende do nivel de centros redox

ocupados. g, é a carga eletrostatica da monocamada (com a contribuicdo idnica incluida™).
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Figura 2.5. Comparacéo da voltametria ciclica simulada padrao e a obtida experimentalmente para o filme
de azurina imobilizada sobre uma monocamada de dodecanotiol. O primeiro foi obtido a partir dos
parametros de ECE apds ajuste ao circuito equivalente mostrado na Figura 2.2 (que considera as
caracteristicas dipolar/eletrostatica de monocamadas para medidas realizadas no E,,; € o termo redox
adicional para medidas realizadas no E;,,). (@) Voltametria Ciclica obtida/gerada na velocidade de

varredura de 4 mV s™ e (b) a 1200 mvs™. (figura extraida e adaptada a partir de Bueno et al. Analytical
Chemistry v. 85, n. 1, p. 411-417)%°.

Conforme demonstrado em um trabalho prévio por Goées et al, é esperado que a
magnitude de R, dependa linearmente da espessura da SAM™. Da mesma forma, se espera
que o R, também aumente com a espessura da SAM, no entanto, exponencialmente, uma vez
que o R.; neste caso responde especificamente ao sitio redox acoplado ao eletrodo de acordo
com a relacdo 1/R. aexp(—pBL), onde B é a constante (o “parametro de decaimento da
distancia”’), e L é a espessura da monocamada. Assim, para qualquer dado L, o R, sera
minimo no potencial reversivel do eletrodo (E, ;) conforme mostrado na Figura 2.6a. Uma vez
entendido as bases fisicas destes componentes do circuito, é entdo possivel examinar a direta
contribuicdo destes componentes nos resultados experimentais observados por VC.

43



8 0.20 e C,
| a) ..'__’I l’,. = C'
6 | | 0.16 m C,
\ |
~ \ |
s \ [ w 012
A “I " \:
N 4 [ O 008
N\ ]
21 N |
W 0.04 ceooo®®
‘ @e0a
0 0.00 ! T - :
02 01 00 01 02 03 02 01 00 01 02 03 02 01 00 01 02 03
Potencial (V) Potencial (V) Potencial (V)

Figura 2.6. (a) Resisténcia de transferéncia de carga como uma fung¢é@o de potencial conforme obtido a
partir do ajuste dos dados de capacitancia/impedancia ao circuito equivalente da Figura 2.2b, mostrando
que o valor minimo esta por volta do potencial reversivel para qualquer espessura fixada da SAM. (b) A
capacitancia redox (A Gaussiana ajustada em preto) como uma fun¢do do potencial obtido (em vermelho)
a partir dos dados de capacitancia/impedancia ajustados ao circuito da Figura 2.2b em diferentes
potenciais do estado estacionario. Esta capacitancia controla a corrente redox de acordo com a Eq. 2.1 e,
conforme discutido no texto principal, reporta diretamente a interagdo da distribuicdo Fermi-Dirac do
eletrodo com o sitio de densidade de estados ocupados redox. Através da dependéncia de potencial
desta interagdo (carregamento), a fungéo C,, controla diretamente o formato do pico voltamétrico. (c) A
comparagcdo da magnitude de todos os termos capacitivos com respeito a C,, expressos como uma
fungdo de potencial, mostrando que C, € dominante sobre os demais termos capacitivos na janela redox.
(figura extraida e adaptada a partir de Bueno et al. Analytical Chemistry v. 85, n. 1, p. 411-417)56.

Anteriormente ficou definida a origem fisica do termo resistivo que contribuem e
potencialmente distorcem as analises de voltametria e, adicionalmente, destacado que este
termo capacitivo, C,, reporta diretamente a eficiéncia da transferéncia de carga. A populagéo
deste termo (o pico de VC) é dependente sobre a estatistica de Fermi-Dirac, em uma forma
que a contribuicdo ndo-faradaica, a qual envolve a relaxacdo ibnica, ndo é. Especialmente, a
corrente faradaica, jr, depende do potencial de acordo com f =n/I' = F(E,,u.) € também da

densidade/cobertura da superficie do grupo redox, onde:

1
f=FEnhe) = oo et -

E, é o potencial formal do estado redox ou E; ,, € u, € 0 potencial quimico do elétron (ou do
nivel de Fermi, Ez) que é relacionado ao potencial do eletrodo V pela relagao:

1
dv = —(;) dit, (2.4)
A partir da derivada da Eq. 2.3, é possivel definir C,., para um estado singular de energia redox,
E,***®  como sendo.
—p2p Y _ T ey _
Cr=eT o-= 0 f-f) (2.5)

Note que k; e T séo a constante de Boltzmann e a temperatura absoluta. Assim, a
correspondéncia (pela combinacdo das Equacdes 2.1 e 2.5) entre o pico de corrente resolvido
em VC (atividade fadaica) e a funcdo de ocupacgdo redox, f = n/I', onde I' é o grau de
revestimento de centros redox na superficie, que entdo de acordo com a Eq. 2.1, apresenta o
maximo valor de C, quando f =1/2 e f(1—f) = 1/4.

Se considerarmos, mais realisticamente, a distribuicdo de estados, g, (i), por volta de
E,, ao invés de um estado singular de energia redox, a capacitancia redox é obtida integrando
a contribuigdo de todo o estado de energia disponivel, assim:
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o af 21" (3}
G = e? f_oogr(.ue) d_#ed/ie ZZLTTf_wgr(/le)f(l - fdu. (2.6)
Ao considerar a temperatura préxima de zero para a estatistica de Fermi temos:

Cr(e) = e2gr(1e)- (2.7)

[por exemplo, a capacitancia redox é proporcional a densidade de estados ocupados do
sistema (DOS - sigla em inglés para density occupied state)], g, (1.). Finalmente, g,(u.)pode
ser escrita como:

(Er—te)?
gr(#e) = ag1271: exp [_ b ] (28)

2
204

Desde que a distribuicdo de E, sera respresentada pela funcdo Gaussiana reportando sobre a
propagacdo, combinando as Equag¢des 2.7 e 2.8, a mesma funcdo Gaussiana fornece a
tendéncia de C, em fun¢do da potencial (Figura 2.6b), Isto possibilita a resolucdo de E, (~82 +
4 meV versus Calomelano Saturado), ¢ (~57 + 4 meV)(indicativo de uma distribui¢cdo
Nerstiniana dos estados redox), e finalmente como j& demonstrado em trabalhos prévios,
também a determinacao de I' (1,6 0.2 pmol cm™).

Em termos de estatistica de Fermi-Dirac f ndo pode ser considerado como
n/I', uma vez que esta relacdo descreve a capacitancia considerando a adsorcéo de
um estado redox de energia singular. O caso de capacitancia distribuida como na Eq
2.6, a ocupacédo de Fermi-Dirac é descrita como f(u.) = n/g,(u.), (lembrando que
U, € o potencial quimico do elétron, ou do nivel de Fermi, Er e g, (u.) € a distribuicdo
de estados) onde g,(u.) tem a forma de Gaussiana (Eq. 2.8). Este modelo de
estrutura da energia distribuida indica o fato que os estados redox que foram
acoplados ndo estdo unicamente adsorvidos (quimicamente independentes do
estado dos metais), mas estes estados estdo firmemente presos a superficie
metélica formando um estado hibridizado®®, por exemplo, associado e quimicamente
acoplado ao estado eletrénico do metal. Isto de fato d& origem a estados quanticos
confinados e para tal conjunto de configuracdo, os elétrons nos centros redox
confinados, ndo sdo mais considerados particulas de Boltzmann, mas em vez disto,
niveis energéticos prolongados dos estados metalicos™®. Assim, a concentracéo total
de elétrons que ocupam o estado redox na camada é dado por:

Y e gr(pe)
"= | el ey He (2.9)
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Conforme j& explicado, usando a EMCS é possivel obter a contribuicdo
eletroquimica (ou faradaica) destituido da relaxacdo dipolar da monocamada

(contribuicdo néo-faradaica).

Contribui¢do ndo-faradaica

|
|
Cnm
AN AN |
Rs Ry C, |
||
AN | I-'\/W

Contribui¢do faradaica

(a) (b)

Figura 2.7. Modelo de circuito equivalente de uma monocamada auto-montada com probe redox
confinada. R, é a resisténcia da solugdo, R, e C, sdo0 a resisténcia e capacitdncia ndo compensada,
respectivamente, C,, é a capacitancia da monocamada. Estes termos constituem a contribuicdo n&o-
faradaica *°. A contribuicdo ndo-faradaica € constituida pela resisténcia de transferéncia de carga
(R.:) e a capacitancia redox (C,)[Figura (a)]. O termo C, é ainda composta de um termo quantico e
outro eletrostatico, C, e C,, respectivamente [Figura (b)].

Na configuracdo faradaica ou o circuito mostrado na Figura 2.7a, o termo C,
pode ainda ser dividido em duas contribuicbes em série (Figura 2.7b), sendo um
deles um termo eletrostatico classico, e o outro decorrente do carregamento dos
orbitais de estado moleculares quantizados. Assim, o termo C, é composto da soma
duas contribuicBes capacitivas em série 1/C, = 1/C, + 1/C,** *, onde por definicdo
C. € a contribuicdo puramente eletrostatica associada com a separacdo de cargas
em si e C, € a capacitancia quantica a qual a definicdo é baseada na densidade de

estados ocupados (DOS - sigla em inglés para density occupied state)®, e dada por

=5 (==+—) (2.10)

Cq e? \gr(ue) Im(Ue)

Onde g, (u.) foi previamente definido como a densidade de estados ocupados do
sistema redox (DOS-redox) e g,,(u.) € 0 DOS na superficie metalica (DOS-metal).
Desde que gm(ue) » g-(u,) assim a partir da Eq. 210, C, =e?*g. (1),
equivalentemente ao que foi obtido pela integracdo da Eq. 2.6, considerando a

temperatura aproximadamente zero, C, € aproximadamente C,.
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2.3 Capacitancia redox e o (bio)sensoriamento

Na subsecdo anterior foram descritos importantes aspectos experimentais
relacionados a coleta de dados, bem como foi realizada a definicdo tedrica da
caracterizacdo por espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE) de
superficies moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada, onde o termo
redox da capacitancia pode ser isolado do termo eletrostatico (ndo-faradaico). Toda
a definicdo da capacitancia redox, C,, foi discutida e definida fisicamente tomando-se
como exemplo uma superficie molecular nanoestruturada eletroativa construido pela
imobilizacdo da azurina sobre uma monocamada de dodecanotiol. C, € um termo
dependente da frequéncia e do potencial e apresentou neste referido caso a
magnitude aproximadamente 3.5 vezes maior que a contribuicdo de Helmholtz®®
(veja subseccdo 2.2). A magnitude de C, depende basicamente do DOS na
superficie molecular nanoestruturada com probe redox confinada que foi construida
sobre o eletrodo e, consequentemente, o DOS depende do grau de revestimento de
nacleos redox sobre a superficie,I’. Por exemplo, no estudo de superficies
moleculares nanoestruturadas de azurina o valor obtido para o I' foi de 1,6 = 0.2
pmol cm™ (centros metalicos de cobre). Entretanto, outros tipos de superficies
moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada, como aqueles a base de
ferrocenotiis, o I' pode chegar a valores de 283 + 27 pmol cm? (quase duas
centenas maior, o que esta de acordo com a diferenca de tamanho das moléculas
de azurina e ferroceno)®’. Consequentemente, o sinal de capacitancia redox é entdo
centenas de vezes maior do que aquele gerado pela contribuicdo de
Helmholtz>’(capacitancia néo-faradaica C,) e, também aproximadamente duzentas
vezes maior do que o valor de C, obtida com a superficie moleculares nanoestrutura
de azurina®®®’(~3,0 uF cm?® e 360puF cm™® para a superficie moleculares
nanoestruturada de azurina e para a monocamada de 11-ferrocenylundecatiol,

respectivamente).

O uso da capacitancia em sistemas nao-faradaicos, apresenta uma conhecida
baixa sensibilidade ao monitoramento de modificagbes sobre a superficie de
eletrodos modificados com SAMs®2. O que torna o uso da capacitancia, neste tipo de
configuracéo, dificil para a construcdo de biossensores baseados em interacdes

especificas (por exemplo, anticorpo/antigeno). A razao fisica para isto é bem
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simples, neste caso o valor de capacitancia depende de forma inversamente
proporcional a distancia de separacdo de cargas e, considerando a larga espessura
da superficie molecular nanoestruturada composta de SAM/anticorpo, a magnitude
da capacitancia ser4 pequena(l a 3 pF cm™@) o que torna o monitoramento de
alteracdo dielétrica da interface, devido a agregacdo do antigeno, quase
imperceptivel (pouca variacdo no valor de capacitancia em fungéo da imobilizagéo
do analito). Porém, quando se faz uso de superficies moleculares nanoestruturadas
com centros redox metalicos confinados, como por exemplo, grupos ferroceno, a
magnitude da capacitancia é enorme(de 100 a 300 puF cm®' ¥ devido a
contribuicdo redox no valor total da capacitancia e, mais importantemente, 0s
superficies moleculares nanoestruturadas redox respondem sensivelmente a

modificacdes na sua interface.

Diante de tudo o que foi descrito até o momento, a hipétese de nosso grupo
foi que o uso de monocamadas mistas contendo grupos ferrocenos e centros
receptivos, sendo o Ultimo obtido por meio da imobilizacdo de espécies receptivas
(ex. anticorpo) sobre porcdes funcionalizaveis de SAMs mistas, tais como alcanotidis
ou mercapto alcanotiéis acidos, poderia servir de plataformas para a deteccdo de
analitos usando a capacitancia redox como sinal transdutor®” 18 1% 2% 21 pe fato, esta
abordagem mostrou-se extremamente eficiente conforme serd mostrado no decorrer

desta tese.

A priori 0 objetivo € explicar a natureza eletronica da capacitancia redox, bem
como o mecanismo de variacdo do sinal, C,, em funcéo de modificacées na interface
do eletrodo funcionalizado. Primeiramente, vale lembrar que a determinacao de C, é
obtida por medidas de impedancia derivadas em capacitancia realizadas por meio
de uma perturbacdo de pequena magnitude no potencial de maxima transferéncia
eletronica do sistema (E;/;), onde o valor de C, é determinado na frequéncia de
relaxacdo do sistema(ver novamente as Figuras 2.3a e 2.4c, pg. 43 e 44,
respectivamente). Este valor de C, & definido como um estado singular de energia

redox E,** °°

sendo que a distribuicdo deste E, ao longo da faixa de potencial de
atividade faradaica é representavel pela funcdo Gaussiana. Assim, combinando as
Eq 2.7 e 2.8, a mesma funcdo Gaussiana faz a tendéncia de C, com o potencial

(Figura 2.6b). A somatoria de toda a transferéncia de carga na faixa de potencial de
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atividade faradaica permite o mapeamento da densidade de estados ocupados

redox (DOS-redox) do sistema®” ®

, OU seja, permite determinar a quantidade de
ndcleo redox por area que estdo recebendo elétrons na superficie molecular
nanoestruturada com probe redox confinada que se encontra imobilizado na
superficie do eletrodo (assim, C, € proporcional ao DOS-redox). Portanto, o DOS-
redox € produto do nivel de energia molecular quantizada e fornece uma
contribuicdo quantica a natureza de C,(além da natureza eletrostatica — ver Eg. 2.10
na Subsecgdo 2.2). Assim, a variacdo do sinal de C, em fungcdo de modificagbes
sobre a superficie de uma superficie molecular nanoestruturadas com probe redox

confinada se deve a variagao desta capacitancia quantica associada.

A natureza quantica da variagcdo de C, em funcdo de modificacbes na
superficie comecou a ser entendida a partir da publicacdo do trabalho de Bueno &
Davis®’ onde, usando diferentes superficies moleculares nanoestruturadas com
probe redox confinada, os autores elucidaram o efeito dielétrico no nivel de
dispersdo da atividade redox ao longo do potencial aplicado. Resumidamente, 0s
autores provaram que a densidade de elétrons por volume de uma superficie
moleculare nanoestruturada com probe redox confinada ndo varia devido a variacao
da constante dielétrica do meio, variando unicamente a forma de distribuicdo da
energia total do sistema (quantizada) (o efeito dielétrico sobre o montante de
estados ocupados, ou concentracao de elétrons é essencialmente independente dos
efeitos dielétricos ou das entidades redox acopladas com o estado metélico)®’ (Figura
2.8a). Com base nesta informacdo se passou a trabalhar na hipétese de que a
variacdo do sinal C, causado por imobilizacdes sobre a superficie molecular
nanoestruturada com probe redox (tais como a ligacdo do analito no sitio receptivo,
como por exemplo, um antigeno ligando ao anticorpo imobilizado) ndo pode ser
atribuida a um efeito de distribuicdo dielétrica particular, como no caso reportado por
Bueno & Davis®’, mas sim ao fato que a capacitancia redox esta relacionada com a
densidade de ocupacgdo de elétrons na camada molecular redox. Portanto, nossa
hipotese € de que a referida sensibilidade a modificagbes na superficie esta
associada a uma variacao da densidade de centros metalicos que estdo com orbitais
ocupados por elétrons, ou em outras palavras, pela variacdo da densidade de

estados ocupados (DOS).
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Figura 2.8. (a) O efeito da constante dielétrica do meio (solu¢do aquosa e diclorometano, DCM) sobre
formato do DOS, ou seja, sobre a distribuicdo de energia de uma camada bioreceptiva. Note que o
efeito da constante dielétrica do meio leva a um espalhamento do DOS e a uma varia¢@o no nivel de
energia de Fermi dos estados moleculares (indicado pela linha pontilhada), o qual é drasticamente
afetada pela constante dielétrica do meio, embora a densidade volumétrica de elétrons ndo é afetada
sendo esta em torno de 10" estados por cm’, independente do meio de suporte (H,O ou DCM). (b)
Variagdo do DOS devido a interagdo entre o anti-CRP, imobilizado sobre a monocamada com probe
redox confinada, com o analito CRP em concentragdes abrangendo de 0,5 a 8,0 nmol L* em PBS.
Medidas realizadas em solu¢do de 20 mmol L™ de TBACIO, dissolvidos em acetonitrila/H,O 20:80
usada como eletrdélito de suporte. Valores obtidos através de medidas realizadas em triplicata.

Com base na ultima hipétese levantada, um dos pontos investigados neste
trabalho de doutorado foi o impacto da ligagdo da proteina CRP nos sitios de
reconhecimento bioquimico do anticorpo anti-CRP imobilizado em monocamadas
redox. Primeiramente, se observando em termos de impacto dielétrico do ambiente
de medida (Figura 2.8a), nenhuma variagdo foi observada no DOS-redox das
medidas mostradas na Figura 2.8a, porém existe uma grande variacdo na
distribuicdo de energia e no nivel energético de Fermi, com o ultimo variando de
0,28 V em H,O para 0,36 V em diclorometano vs. Ag|AgCl (veja Bueno & Davis®’
para maiores detalhes). Por outro lado, conforme mostrado na Figura 2.8b, a
variacdo da energia da densidade de estado é minima devido a ligacdo da CRP,
pois ndo foi encontrada variagdo na energia redox do nivel de Fermi, ou E 5,
(constante ao redor de 0,5 V vs. Ag|AgCl), mas a variagdo na ocupacdo da
densidade dos estados ocupados redox, DOS-redox, decresceu 70% (calculado
pelas &areas das Gaussianas) até a concentracdo de 8,0 nmol L de CRP.

Adicionalmente, foram realizados controles negativos a fim de comprovar que estas
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respostas sao especificas para a proteina CRP (Figura 2.9). As analises de controle
negativo foram realizadas de duas formas: i) Primeiro foi avaliada a resposta de
superficies moleculares nanoestruturadas puramente compostos por 11-
Ferrocenilundecatiol sem o anti-CRP contra a equivalente concentracdo de CRP. ii)
Em segundo, a superficie s molecular nanoestruturada com probe redox confinada e
receptiva (com o anti-CRP imobilizado sobre uma monocamada mista de 11-
Ferrocenilundecatiol e 16-Mercapto-hexadecanotiol acido), foi testado contra uma
faixa de concentracdo de fetuina equivalente a usada de CRP. Em ambas as
andlises de controle a resposta foi inferior a 3% (contra 70% de variacdo do DOS-
redox para a superficie receptiva em funcéo da ligacdo da CRP).
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Figura 2.9. Relacao linear entre o logaritmo natural da concentracdo de CRP (curva analitica) e o
sistema de densidade de elétron. A densidade eletrbnica foi calculada pela integracdo das curvas
normalizadas pelo volume das SAMs (um comprimento de 3,5 nm foi usado para o 11-ferrocenil-
undecanetiol). Adicionalmente, o desvio padréo foi calculado através de medidas em triplicatas. A
figura também mostra dois controles de superficies, o primeiro da superficie receptiva usada contra
uma faixa de concentracdo de fetuina-A equivalente a usada para CRP (0,5 a 8,0 nmol L™ ) e o
segundo controle mostrando a auséncia de interacdo da CRP, em diferentes concentracfes, sobre
uma monocamada composta apenas de 11-ferrocenil-undecanetiol.

Estas observacfes se correlacionam bem com a hipétese assumida de que o
decréscimo em C, € meramente em termos do decréscimo na densidade de estados
ocupados redox que ocorre conforme o anti-CRP adjacente interage com a CRP
“capturada” da solucdo em que a proteina se encontra diluida. Uma vez que néo ha
interacdo quimica direta entre o anti-CRP e os grupos ferrocenos, estes centros
redox sdo sensiveis a ligacdo da CRP muito provavelmente devido a perturbacdes
causados pela presenca das proteinas proximo aos orbitais eletrénicos dos centros
metalicos presentes, fazendo com que este orbital ndo possa mais ser “ocupado” por
elétrons e, consequentemente, fazendo com que o DOS-redox diminuia (assim
como C,.).
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3 Protocolo geral de limpeza e polimento de eletrodos de
trabalho.

Esta seccdo descreve a etapa de pré-tratamento dos eletrodos usada para
realizacdo de todas as medidas relatadas nesta tese. Neste procedimento de
preparacdo, a rugosidade da superficie dos eletrodos polidos foi rigorosamente
controlada com o intuito controlar a qualidade de formacdo das monocamadas®
usadas para construcdo das superficies moleculares nanoestruturadas contendo

probe redox confinada

3.1 Polimento e limpeza do eletrodo

3.1.1 Equipamentos e célula para as medidas eletroquimicas

Para as medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB PGSTAT302N (Metrohm), uma célula eletroquimica de vidro comum
contendo o eletrodo de trabalho de ouro convencional (tarugos de disco rotativos
com diametros de 2 ou 1,6 mm da METROHM e BASI, respectivamente), um
eletrodo auxiliar de platina em forma de rede (Ageom = 1,0 cm?) e um eletrodo de
referéncia de Ag|AgCl, KCI (3 mol L™). O polimento fisico dos eletrodos(Au) foram
realizados em uma politriz usando-se pasta de alumina com granulometria de

diferentes tamanhos (1,0; 0,3 e 0,5 pum).

3.1.2 Procedimentos

A primeira etapa consiste no polimento mecanico, em politriz, dos eletrodos
com pastas de alumina composta de particulas de diferentes granulometrias (1,0;
0,3 e 0,5 um sempre usadas do maior para o0 menor tamanho de particulas). Apos
cada etapa de polimento o eletrodo é colocado para sonificagdo em agua em um
banho de ultrassom por 1 minuto. Em seguida, é aplicada uma dessorcao redutiva

ao eletrodo de ouro com a finalidade de remover impurezas adsorvidas
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covalentemente na superficie do eletrodo (por exemplo, ti6is previamente
estudados)®®. Para tal, se realiza a voltametria ciclica aplicando uma varredura de
potencial (50 mV s™) (400 ciclos) entre -0,5 e -1,5 V [Ag|AgCl|, KCI (3 mol L™")] em
solucdo aquosa de NaOH (0,5 mol L™Y). Para realizacéo desta etapa o eletrélito deve
ser aquecido a 80 °C e, em seguida, purgado por cinco minutos com um fluxo gas Ar
(argbnio) ou N, para remogéo de O, dissolvido no meio eletrolitico [0 fluxo deve ser
mantido no decorrer da obtencdo das medidas eletroquimicas em menor fluxo(
préximo de uma bolha por segundo)]. Em seguida, o eletrodo é lavado e seco sob
fluxo de Ar ou N,. N etapa seguinte deve ser realizado o processo de limpeza
eletroquimica que consisti em uma varredura de potencial linear entre -0,2 e 1,5 V
(25 ciclos), seguido por uma varredura de potencial entre 0,2 e 0,75 V (Ag|AgCl, KCI
[3 mol L) (10 ciclos), ambos a uma velocidade de varredura de 100 mV s™ em
solucdo aquosa de H,SO, 0,5 mmol L™. A area eletroquimicamente ativa (ou area
geométrica) pode ser entdo calculada por meio da integracdo da area do pico
anodico de remocao de 6xido, do ultimo ciclo (25 ciclos) dos voltamogramas obtidos
na limpeza eletroquimica, sendo que a corrente capacitiva também deve ser
subtraida no célculo®. O valor obtido da integracéo foi dividido por um valor médio
de constante de condutividade do ouro (390 + 10 pC cm™ descrito por Trasatti et
al®®), ou seja, a determinacéo da area real(4,) do eletrodo se da pela razdo do valor

de integragéo do pico anddico pela constante de condutividade de Au®>

(ver figura
3.1). Com base na area real obtida foi calculado o fator de rugosidade (Fg) usando a

relacéo Fr = A,/A4, onde Ay, € a area geométrica do eletrodo. Para garantir uma

boa qualidade das SAMs formadas sobre o eletrodo, o F; deve ser mantido entre 1,1
e 1,3% e, dependendo do grau de imperfeicdo da superficie (Fr acima de 1,3), o
procedimento de polimento mecéanico e limpeza eletroquimica devem ser repetidos
até se atingir o F; desejado. A imerséo do eletrodo em etanol absoluto apds essas
etapas € recomendada para a reducdo quimica do oOxido de ouro na superficie,
sendo que esta imersdo deve ser realizada em temperatura ambiente e em

condi¢cbes sem agitacdo durante 15 a 20 minutos.
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Figura 3.1 Voltamograma de limpeza eletroquimica em H,SO, (0,5 mmol L'l) a uma velocidade de
varredura de 100 mV s, no gual o pico (area hachurada em a) representa a formacao/dessorcéo de
Oxido (Figura 3.l1a), enquanto que a parte destacada como zona da dupla camada capacitiva (Figura
3.1b), representa a capacitancia interfacial.

Apos a etapa de limpeza, os eletrodos foram devidamente caracterizados de
acordo com cada abordagem a ser usada (EIE faradaica, EIE ndo-faradaica, ECE —
detalhes reportados nas respectivas secc¢des) e novos procedimentos de dessorcao
e polimento eletroquimico realizados para garantir a total limpeza da superficie do
eletrodo antes da imobilizacdo das respectivas SAMs. O tempo de incubacdo nas
solucdes de tidis para formacédo das SAMs foi fixado em 16 h. Todo o procedimento
de polimento dos eletrodos e formacdo das superficies moleculares

nanoestruturadas receptivos estao resumido no fluxograma da Figura 3.2.
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Detalhes Experimentais

Limpeza eletroquimica (H,50,0.5M -
Borbulhar com Ar). Faixa de
potencial: -0,200 — 1.500V. Veloc. :
100 mV s'! por 25 ciclos.

Au (eletrodo)

“Polimento com alumina 1, 0,3 e 0,05
um . Apos cada polimento colocar em
ultrasom por 1 minuto.

“Dessor¢do” eletroquimica com NaOH
0,5 M. Faixa de potencial -1,5¢ - 0,5 V.
400 ciclos.

Enxague com H,0O

Caracterizagdo por VC com eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl. Veloc.: 100 mV/s.

Dessorgdao (NaOH)

Au (eletrodo)
EIE - E,, e E;; na Faixa de
frequéncia: 0,01 Hz — 1000 kHz.
Limpeza eletroquimica (H,SO,0.5M)
Formacgado da SAM
(16 horas)
SAM

EIE - similar condiges

Enxague com Etanol e H,O

VC — similar condigdes

Anticorpo: Ativagdo em EDC/NHS 0,4/0,1 M (1:1) por ~30
min. Mergulhar em solugdo de 1 uM do anticorpo em 0.1 M
de tampdo bicarbonato, ou PBS.

EIE - similar condigdes

VC — similar condigdes

Enxague com H,O

*Adig¢do da analito alvo
*Caracterizagao
*Regeneragio

Figura 3.2. Fluxograma ilustrando o processo de limpeza dos eletros e formagéo das superficies
moleculares nanoestruturadas com probe redox confinadas e receptivas.
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4. Objetivos

7

O objetivo geral neste trabalho € aplicar a técnica de espectroscopia de
capacitancia eletroquimica no desenvolvimento de biossensores capacitivos, assim
como, entender os mecanismos de funcionamento destes biossensores. Desta
forma, integrar o processo de caracterizagdo ao desenvolvimento de superficies
moleculares  nanoestruturadas  eletroativas  funcionalizados  visando o0

aperfeicoamento dos biossensores em estudo. Ja os objetivos especificos sao:

* Avaliar o desempenho de superficies moleculares nanoestruturadas com
probe redox confinadas e receptivas em termos de sensibilidade,

especificidade e confiabilidade das analises.

* Aperfeicoar as metodologias de medidas e tratamento de dados a fim de

dinamizar e otimizar a obtencé&o dos resultados.
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5 Plataformas label free de biossensoriamento capacitivo
redox

Esta secdo apresenta os resultados das analises por ECE de superficies
moleculares nanoestruturadas contendo “probe” redox integrada a superficie, ou em
mais detalhes, superficies moleculares nanoestruturadas mistos contendo centro
redox conjugados com moléculas ancoras (alcanotibis) utilizados para imobilizar o
anticorpo da proteina CRP (anti-CRP) para deteccdo especifica deste analito. A
énfase é analisar como 0 sinal capacitivo redox se comporta, nesta esta arquitetura
de superficie, frente as sucessivas incubacdes em concentracdes crescente da
proteina alvo, bem como avaliar a estabilidade e especificidade de superficies
moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada e receptivas. Vale ainda
ressaltar que o0s resultados descritos a seguir encontram-se publicados na
Biosensors and Bioeletronics (F.C.B. Fernandes et al. / Biosensors and
Bioelectronics 50 (2013) 437-440)

57



5.1 Introdugao

A investigacdo eletroquimica de interfaces artificiais de reconhecimento
bioldgico, potencialmente, fornecem formas poderosas de ensaios em diagndsticos

55; 67; 68; 69; 70; 71. Dentre as

as quais sao altamente efetivas, baratas e portateis
técnicas eletroquimicas utilizadas, os métodos impedimétricos baseados em
medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) realizadas sobre
superficies de eletrodos apropriadamente modificados constituem uma potente
forma de monitoramento de interagbes especificas (por exemplo, anticorpo-
antigeno) em uma configuracdo label free e altamente sensivel’® "3 74 75 7677 ' Ng
forma mais simples e comum em que EIE é usada para monitoramento de
interacdes biologicas, a formacao de complexos por bioafinidade sobre a superficie
do eletrodo leva, obviamente, a um aumento na espessura da superficie molecular
que por consequéncia causa retardamento na cinética de transferéncia interfacial de
elétrons entre o eletrodo e a probe redox em solucdo. A variagdo nesta resisténcia
de transferéncia de carga (R.;) é entdo usada como sinal transdutor da interacédo
biolégica ocorridas na superficie receptiva permitindo quantificar o analito em

72;75; 78; 79

concentragdes da ordem de nanomolar a picomolar com analises realizadas

inclusive em amostras clinicas reais” ™ 7.

Resumidamente, o uso da R., como sinal transdutor requer a adicdo de uma
probe redox em solucdo na cela de medida eletroquimica, e subsequentemente é
necessario ajustar os dados a um “circuito equivalente”. Em contra partida, anélises
de capacitancia realizadas em superficies moleculares nanoestruturadas
moleculares com probe redox confinada (ou superficies moleculares
nanoestruturadas redox), por meio da técnica de espectroscopia de capacitancia

eletroquimica, ECE, introduzidas por Bueno e co-autores™® *°

permite monitorar de
forma sensivel e confiavel modificagcdes na superficie do eletrodo sem que nenhum
tipo de amplificador de sinal seja adicionado na solucdo de eletrdlito de suporte
contida na cela eletroquimica, ou ainda, ndo requer o uso de um “circuito
equivalente” para ajuste dos dados (ver o completo detalhamento da técnica de ECE
na seccao 2). Assim, este trabalho mostra a aplicacdo de superficies moleculares
nanoestruturadas com uma probe redox confinada e receptiva na deteccdo de

proteinas biomarcadoras. A capacitancia redox, C,, da probe confinada pode ser
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usada como uma fungcdo sensivel a modificagcbes na superficie de tal sistema e,

consequentemente, sensfvel & concentracéo do analito alvo®’.

5.2 Parte experimental

5.2.1 Métodos e procedimentos experimentais

Para obtencdo dos superficies moleculares nanoestruturadas moleculares
com probe redox confinada, os eletrodos pré-tratados (conforme descrito na seccéo
3.1) foram imersos em uma solucao de 0.2 mM de pentadecanotiol e 2.0 mM de 11-
Ferrocenil-undecanotiol (11-FcC) por 16 horas. Em seguida os eletrodos foram
lavados com etanol absoluto extra puro e agua deionizada e secos sob fluxo de
nitrogénio gasoso antes da caracterizacdo por voltametria ciclica (VC) e ECE. O
anticorpo anti-CRP foi imobilizado imergindo diretamente o eletrodo revestido com a
superficie molecular nanoestruturada com probe redox confinada composto de
tiol/ferroceno, em 200 pl de 1 umol L™ de anti-CRP em tampéo fosfato salino (PBS —
sigla em inglés para phosphate buffered saline), pH 7,4 durante 1 hora. Em seguida
foi realizado o bloqueio com BSA (sigla em inglés para bovine serum albumin) por
imersao do eletrodo funcionalizado em solucédo de BSA 0,1% em agua deionizada
por 1 h. ApGs a repeticdo das etapas de lavagem, secagem e caracterizacao
eletroquimica por VC e ECE, a CRP foi adicionada em aliquotas de 20 pl a interface
em uma variacao de concentracdo entre 0,5 nM a 10,0 nM preparadas em PBS a pH
7,4. A densidade de corrente (ou a sua variacdo como uma funcdo da interacdo da
CRP sobre a superficie) na medidas por CV (Figura 5.2), é diretamente obtida a

partir das medidas realizadas no potencial de meia onda (E;,;). A capacitancia

redox, C, € diretamente resolvida no mesmo potencial em uma frequéncia especifica
(neste caso em 8 Hz, por exemplo valor préximo da escala de tempo da tranferéncia
faradaica de eletrons).
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5.2.2 Controle negativo de superficies moleculares nanoestruturadas
contendo probe redox confinada receptivas e nao receptivas

Primeiramente foi realizado um controle negativo para o biossensor (Anti-
CRP/BSA/ SAM mista) usando a BSA como proteina ndo especifica em
concentracfes equivalentes a de CRP. Em seguida, o filme composto apenas de 11-
Ferrocenil-undecanotiol foi incubado nas diferentes concentragbes de CRP
estudadas nesta etapa do trabalho a fim de testar a interatividade da CRP com o

filme de 11-Ferrocenil-undecanotiol.

5.3 Resultados e discussoes

Nessa etapa, 0 objetivo principal do trabalho foi o de controlar e reproduzir os
superficies moleculares nanoestruturadas contendo uma “probe” redox confinada. A
construcdo deste filme teve como finalidade a obtencdo de uma plataforma
eletroquimica para deteccdo de interacdes especificas do tipo anticorpo/antigeno. O
referido processo consiste em monitorar 0s sinais cinéticos e termodinamicos
associados a grupos com atividade redox que se encontram confinados em
superficie, 0os quais, apresentam uma conhecida funcdo de sensibilidade a
solvatacéo e acesso dos contra ions/eletrélitos suporte’” 8 8 Nossa hip6tese foi
que este sinal que é bem caracterizado por espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE), pode resultar na derivagdo de métodos capacitivos que Sao
sensiveis a interacdes bioldgicas entre analitos alvos e as superficies receptivas.
Estas interacBes sobre a superficie geram variacdo no sinal de capacitancia que
estdo associadas a alteracdes na constante dielétricas na regido da superficie e ao
acesso ao eletrdlito de suporte. Como uma prova inicial do conceito, foi desenvolvida
e utilizada uma interface capaz de detectar seletivamente a proteina CRP. AO
superficie composta de uma monocamada mista de 11-Ferrocenil-undecanotiol e
pentadecanotiol (9;1) associado com o anti-CRP (Figura 5.1) foram especialmente
usados para reportar a ligagdo do analito alvo CRP sobre a superficie receptora.
Conforme apresentado na Figura 5.2, uma simples resposta de medidas de VC do

sistema € uma adequada funcdo da concentracdo da CRP (porém ndo pode ser
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mapeada em fungdo da frequéncia e nem mesmo determinar a contribuicdo da
atividade redox, da resisténcia ou do acumulo de carga), mas nesta configuracao
estudada a resposta da corrente em funcdo da concentracdo do analito ndo pode ser
considerada analiticamente Gtil**®2, Em maiores detalhes, a imobilizacdo do anti-
CRP sobre o filme redox, quando caracterizado por VC, estd associado a uma
mudanca anddica e reducdo da reposta de corrente de pico. ApGs a imobilizacdo do
anticorpo, ambos potencial de pico e correntes sdo estaveis para medidas em
branco (sem a presenca de CRP). No entanto, a ligacdo da CRP resulta em uma
variagdo progressiva na resposta voltamétrica do sistema, embora estas mudancas
nao sejam analiticamente Uteis, conforme mostrado na Figura 5.2b. Entretanto, a
perturbacdo causada pela ligacdo do analito a superficie receptiva contendo probe
redox confinada €, de fato, melhor mapeada pela capacitancia redox as superficie
onde o sinal e capaz de monitorar os eventos de interacdo do analito de forma bem

mais sensivel do que por impedéancia, EIE, ou VC (Figuras 5.3 e 5.2,

respectivamente).
; CRP
Receptor Cemfo Y Anti-CRP ?:ng
biologico i 3
. e

Figura 5.1. Esquema representativo de uma superficie molecular nanoestruturada com probe redox
confinada e receptiva composta de uma monocamada mista de pentadecanotiol (&ncora para
imobilizacdo do anti-CRP) e ferroceno (“probe” redox confinada)(figura extraida e adaptada de
Fernandes et aI”).

61



— —— SAM redox
—— Branco
—— 0,5nmol L™
—— 10nmol L ®m  Curva Analitica
o 13 N[t S
3 A
e \ // : 10,0 nmol L' | 30 7 + T _ A MM
— 20 '- E t // N NA 25 N
5 10 1 oy Nc( € 20 -
) i — ) -
<3_ 0 - —— /// < 1
= . ~ Y, =15 -
-10 - \\ / iy 1
o < al
20 A \\ / 10 _
1 PR
-30 - ¥ Eip 5 -
'40 ] » L] ! T ¥ |} L O LI O . 2R | LINEUTE O FE. LR E ] | LT L AR
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1010 10° 108 ] 107
Potencial (V) [CRP] (mol L)

Figura 5.2. Voltamograma ciclico tipico da atividade redox existente na monocamada mista de
ferroceno/tiol. a) Voltametria ciclica obtida para monocamada mista, superficie molecular
nanoestruturada receptiva e variacdo da concentracdo de CRP em uma taxa de varredura de 100
mV.s™" medido com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. SAM refere-se & monocamada mista sem o
antiCRP imobilizado. Na primeira etapa, o sinal decresce devido a imobilizacdo do anticorpo e, este
processo continua em fungdo da concentracdo de CRP, devido a ligacdo entre a proteina e ao
anticorpo. Assim, o sinal de corrente pode ser utilizado como sinal transdutor. b) Comparacao da
resposta em densidade de corrente para o analito CRP onde é claro a insensibilidade relativa e a
natureza ndo especifica da perturbacéo. O conjunto de medidas do controle negativo (CN) e do
controle da monocamada mista (MM) respondem de forma comparavel para a densidade de corrente
da curva analitica para CRP. As barras de erro indicam o desvio padrdao de uma triplicada(figura
extraida e adaptada de Fernandes et al*").

Os resultados mostram claramente que a metodologia analitica aqui descrita
€ distinta das metodologias tradicionalmente propostas, em que 0 componente
imaginario da impedancia (Z'") ou o R.; sdo usados como sinal transdutor (o ultimo
mediante a ajuste matematico dos dados)’®. Na Figura 5.3a, a forma obtida para o
grafico de Nyquist deixa claro que ndo é possivel obter o R.; deste sistema uma vez
gue o sinal medido ndo é baseado na resisténcia de transferéncia de carga, mas sim
no carregamento capacitivo faradaico'’. Desta forma ao converter o mesmo conjunto
de dados para a capacitancia complexa e representar estes dados em um grafico de
Nyquist analogo (Figura 5.3b) fica evidente que a interacdo do analito na interface
pode ser detectada sensivelmente. Conforme mostrado na Figura 5.4, ambos
componentes, real e imaginario da capacitancia (C' e C'', respectivamente) sao
altamente responsivos para as medidas realizadas no potencial de equilibrio da
superficie, ou seja, E;;,, do grupo ferroceno. Assim, ao se obter em paralelo as

medidas no potencial ndo-faradaico do sistema (E,,;), € entdo subtrair dos valores
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de Ey,,, € possivel isolar a capacitancia redox do sistema, C,.** (Seccdo 2). Ao fazer
estas andlises fica evidente que as medidas realizadas no potencial nao-faradaico
do sistema, ou seja, fora do potencial de maxima transferéncia de elétrons da
interface ferroceno/Au (E,,;), apresentam baixissima resposta no sinal capacitivo
bem como baixa linearidade” *°. Outro importante ponto a ser notado é com relacéo
a diferenca de magnitude para os valores de capacitancia em ambos componentes,
real e imaginario, onde as valores de C' medidos para cada concentracdo de CRP,
no E;;, sao de aproximadamente 80 a 220 vezes maiores que os valores
encontrados em E,,; na frequéncia de 8 Hz (frequéncia em que C, foi determinada
neste sistema). Isso pode ser explicado pelo fato que a contribuicdo quantica da
capacitancia é dominante em sistemas em que o grupo redox esta imobilizado sobre

superficies metalicas (ver se¢éo 2).

120
a)
90 - )
o A
E o
© P
EGO- ;: - Branco . e
- = © 0,5nmolL 80 120 160 200
< d 4 1,0nmolL" 5
30 | & 2,0 nmol L C'/ uF cm
& e 5,0 nmol L
& 10,0 nmol L™
O _:7‘.‘ ‘ ; ‘ : |

0 30 60 90 120
Z' | kQ cm™

Figura 5.3. Representagdo do comportamento do sistema impedimétrico/capacitivo redox para
deteccdo de CRP, onde se observa que pela variagdo no sinal impedimétrico (a) ndo é possivel
ajustar os valores de impedéncia ao circuito de Randle, sendo assim o R, do sistema nédo pode ser
calculado. b) Valores de capacitancia derivado da impedancia onde € notavel variacdo para o sinal
capacitivo da interface de anti-CRP com diferentes concentracdes de CRP. Todos os valores
complexos de impedancia e capacitdncia mostradas aqui sdo valores médios obtidos a Partir de
medicdes ao longo de trés eletrodos diferentes(figura extraida e adaptada de Fernandes et al 7).
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Figura 5.4. (a) Grafico de Bode para o componente real da capacitincia complexa da superficie
nanoestruturada molecular com “probe” redox confinada no potencial de maxima transferéncia de
eletrons,Eq/, (~0,5 V), e em um potencial fora da regido de transferéncia de elétrons, E,,;(0,1 V). (b)
A mesma analise conforme (a), mas mostrando o componente imaginario da resposta da capacitancia
complexa. Todos os graficos sdo a média de analises obtidas a partir de 3 diferentes eletrodos
funcionalizados (preparados sobre uma monacamada mista formada por incubacdo em uma solucéo
de 11-ferrocenil-undecatiol e pentadecanotiol em propor¢cdo molar de 9:1. Para ambos os graficos os
valores de capacitancia estdo plotados em fungdo da frequéncia que esta representada em log
usando apenas os expoentes na base 10 (figura extraida e adaptada de Fernandes et aI”).

Uma vez obtida a capacitancia redox, C,, o inverso desta funcao (1/C,) € uma
funcdo analitica altamente sensivel, conforme mostrado na Figura 5.5. Esta mesma
figura ilustra claramente a especificidade deste biossensor para a CRP, em que a
resposta média do controle negativo desta interface para uma proteina nao
especifica € menor que 8% da resposta obtida para a mesma faixa de concentracao
do analito (CRP). O filme misto ndo-receptivo de tiol/ferroceno ndo responde a CRP
na mesma faixa de concentracdo utilizada para construcdo da curva analitica. A
partir destas analises, o limite de detecc¢éo (L.D.), limite de quantificacdo (L.Q.) e a
sensibilidade em porcentagem por década de concentracdo do analito foram
estimados, respectivamente, 200 pmol L™, 600 pmol L™ e 95% de acordo com a
padronizacao estipulada pela IUPAC®, valores estes favoraveis se comparados a

outros métodos de andlise da CRP previamente publicados’™ ™.
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Figura 5.5. Curva analitica obtida pelo inverso de C, obtida em 8 Hz para a superficie molecular
nanoestruturada contendo probe redox confinada e receptiva. Também estdo representadas a
resposta do controle de especificidade, o controle negativo (CN) onde a resposta do biossensor foi
avaliada frente a uma proteina ndo especifica, e 0 controle da monocamada mista ferrocenol/tiol
(MM), onde foi avaliada a interagédo do analito, CRP, contra a monocamada contendo a “probe” redox
sem a presenca do Anti-CRP. O coeficiente de regresséo linear obtido foi de 0.998 e as barras de
erro representam o desvio padrao em trés replicatas (ensaios em 3 superficies independentes) (figura
extraida e adaptada de Fernandes et al*").

5.4 Conclusao

Resumidamente, neste capitulo foi demonstrado um novo meio label free,
para deteccdo especifica de proteinas biomarcadoras, com boa sensibilidade e
reprodutibilidade por meio de eletrodos adequadamente modificados. Esta nova
forma de deteccdo é totalmente baseada na resposta capacitiva de um eletrodo
modificado com uma “probe” redox confinada e a sensibilidade deste sistema
depende do estado dielétrico local e do estado redox local estabelecendo assim,
uma potente forma de ensaio para a CRP. Ao contrario dos métodos de impedancia
desenvolvidos tradicionalmente, nesta abordagem né&o € adicionado qualquer probe
redox na solugdo de eletrdlito suporte da cela eletroquimica e os resultados néo
precisam ser necessariamente ajustados a um circuito equivalente ou
matematicamente corrigidos. Experimentalmente a metodologia é simples, opera em
frequéncia optimizada e, como serd demonstrado nos capitulos a seguir, pode ser

aplicada a diversos outras combinac¢des de anticorpo/antigenos.
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6. Comparacéao entre biossensores label free
impedimetricos e capacitivos

Os estudos subsequentes aos resultados descritos no capitulo 5 deste
trabalho, tiveram como objetivo central consolidar a aplicacdo de biossensores
capacitivos redox na deteccdo de biomarcadores. Assim, usando a deteccdo de
CRP como modelo, a resposta analitica de superficies moleculares
nanoestruturadas redox e receptivas, construidos a partir de dois diferentes tiois, foi
comparada a resposta analitca de um  biossensor impedimétrico
tradicional(referente a resultados obtidos em um trabalho de mestrado o qual foi
realizado paralelamente a este trabalho de doutorado) em que a arquitetura de todos
os superficies moleculares nanoestruturadas receptivos usados foram projetadas
semelhantemente. Ainda dentro do mesmo propdsito de consolidacdo, um
biossensor capacitivo redox foi desenvolvido para deteccdo de um segundo
biomarcador, a enzima hPAP, onde um terceiro tiol foi usado como “ancora” para a
espécie receptiva (Anti-PAP) e, também, uma nova proporcao tiol/ferroceno foi
adotada. Vale ainda ressaltar que os resultados descritos a seguir encontram-se
publicados na Biosensors and Bioeletronics (F.C.B. Fernandes et al. / Biosensors
and Bioelectronics 57 (2014) 96-102) e na Analytical Chemistry (Anal. Chem.2014,
86, 25569-2564).
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6.1 Introducéo

A preparacao de sensores para aplicacdes biologicas, em muito, faz uso de
eletrodos com superficies metalicas 0s quais requerem uma apropriada
funcionalizagcdo da interface do eletrodo, pois interfaces de metal geralmente s&o
fontes de desnaturacdo de proteinas®. Além do mais, existe certa dificuldade em se
promover ligacbes eletrénicas entre metal e proteinas (ou entidades bioldgicas)®.
Assim, uma metodologia bastante empregada na funcionalizacdo de dispositivos
metalicos é o uso de monocamadas auto-montadas (SAM, sigla em Inglés para self
assembled monolayers), desde que SAMs sdo construidas de forma muito simples
baseada na ligacdo quimica covalente entre o metal e moléculas com grupamento
tiol. Desta forma, possibilitam projetar em escala nanométrica superficies
moleculares nanoestruturadas e receptivas nas mais diversas configuracoes para
aplicacdo em biosensores eletroquimicos, éticos e piezoelétricos ®. Por exemplo, na
construcdo de imunossensores, tidis com grupamentos metila, carboxila ou hidroxila
sdo usados para criar superficies hidrofébicas, carregadas negativamente ou
hidrofilicas, respectivamente®. Entdo estas superficies sdo usadas de acordo as
melhores caracteristicas necessarias para imobilizacdo da espécie receptiva, sendo
este o ponto chave na determinacdo da estabilidade e sensibilidade dos

imunossensores 87.

A caracterizacdo de SAMs a base de alcanotibis tem sido realizada
extensivamente®® usando XPS®, infravermelho®™ e espectroscopia Raman®' onde
tem sido especialmente confirmada a natureza de ligacdo enxofre entre superficies
metélicas e moléculas tioladas por medidas de STM®® e XANES®. Em se tratando
de caracterizacdo eletroquimica de monocamadas, em especial as de alcanotiois,
estudos por EIE usando fatores cinéticos (resisténcia a transferéncia de carga, R.;)
permitem monitorar a formacao das monocamadas bem como avaliar a qualidade de
sua compactacdo® e, obviamente, caracterizar modificacdes posteriores como
imobilizacdo de espécies receptivas e a ligacdo do analito nos sitios de
reconhecimento”. Complementarmente, a técnica de espectroscopia de
capacitancia, EC, a qual é derivada de medidas de impedancia, permite mapear as
caracteristicas dipolar/eletrostaticas de monocamadas no eletroativas(SAMEC)**

%A teoria desta técnica foi exemplificada pela primeira vez por Gées e co-autores

67



por meio da caracterizacdo de uma gama de alcanoti6is'®> onde os valores de
capacitancia obtidos estavam em concordancia e ainda melhores detalhados do que
a analises realizada pelo modelo classico de Helmholtz para capacitor de placas
paralelas. Aplicando este novo modelo, foi entdo possivel obter-se uma clara
resolucdo da tendéncia dos efeitos de distorcdo em ambas as capacitancia e
resisténcia de monocamadas com probe redox confinada (redox), e, consequente,
usar esta ferramenta de caracterizacdo (aqui nominada espectroscopia de
capacitancia eletroquimica — ECE) para mapear nhdo somente as caracteristicas
intrinsecas da SAM redox, bem como modificagBes posteriores destas (por exemplo,
uso em biossensores que envolve funcionalizagcdo com espécies receptivas e
monitoramento dos analitos alvos). De fato, esta abordagem foi aplicada em um
biossensor para deteccdo de CRP!’ como sinal transdutor uma resposta puramente
capacitiva baseada em um eletrodo modificado com uma probe redox confinada

(conforme ja detalhado no capitulo 5).

A partir de todos os conceitos estabelecidos acima, o principal objetivo desta
secdo € comparar o desempenho de biossensores capacitivo redox frente a
biosensores impedimétricos. A comparacdo sera feita por determinacdo das
principais figuras de mérito das curvas analiticas obtidas em cada sistema, bem
como pela constante afinidade (K,) entre o analito e a respectiva superficie receptiva

calculada pela isoterma de Langmuir.

6.2 Parte experimental
6.2.1 Métodos e procedimentos experimentais

6.2.1.1 Deteccéo impedimetrica e capacitiva redox da CRP.

Sensores eletroquimicos com deteccdo por EIE ou ECE operam por
diferentes conceitos e cada forma de abordagem requer uma arquitetura de
superficie do eletrodo adequada ao sinal transdutor adotado, resistivo ou capacitivo,
respectivamente. Assim, para comparar o potencial analitico das técnicas de EIE e
ECE e, adicionalmente, também comparar a eficiéncia de superficies receptivas

construidas por imobilizacdo hidrofobica e covalente da espécie de reconhecimento
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(neste caso, o0 anticorpo). Trés arquiteturas quimicas de superficie diferentes (AQS)
foram utilizadas nesta etapa do trabalho para deteccdo da proteina CRP (usada
como modelo). AQS-1, AQS-2 e AQS-3 foram estrategicamente planejadas a fim de
apresentar morfologias similares (em termos de espessura e estequiometria quimica
dos componentes). A AQS-1 foi construida para analises por EIE enquanto a AQS-2
e AQS-3 foram construidas para andlises por ECE (veja a ilustracdo apresentada na
Figura 6.1) em que a AQS-2 e AQS-3 se diferiram com respeito a forma de

imobilizacdo do anti-CRP.

probe b
a) redox em b) Prove
solucéo redox
i confinada
analito e
[Fe(CN)] i,
. s

receptor

Figura 6.1. Representacdo esquematica de duas diferentes abordagens usadas no monitoramento da
interacdo biomolecular analito/receptor com a finalidade de estudo de afinidade e sensoriamento. a)
Esquema ilustrativo da SAM mista construida sobre a superficie de ouro, onde a SAM é composta por 1-
pentadecanotiol, usado como suporte para o receptor (anticorpo), e 11-mercapto-1-undecanol usado como
espacador ndo redox(AQS-1). Nesta configuracdo estrutural, medidas impedimétricas podem ser com
probe redox em solugéo, como por exemplo [Fe(CN)¢]3>~/4~. A monocamada néo redox em (a) intermedia
a transferéncia de eletréns (conforme mostrado com as setas em vermelho) entre a probe redox em
solugédo e a superficie de Au e este fluxo eletrdnico esta relacionado a cinética de transferéncia de eletrons
através do R.;. b) mostra esquematicamente a monocamada mista construida sobre a superficie de Au a
ser usada em medidas redox, onde a monocamada mista é composta de 1-pentadecanotiol e 11-
ferrocenilundecanotiol(AQS-2), em que o Ultimo é usado como espagador com centros capacitivos redox
proporcionando o surgimento da capacitancia redox, C,. (Figura extraida e adaptada do artigo de
Fernandes et al*®).

Para todos os tipos de superficies estudadas, um eletrodo de Au devidamente
polido (mecanicamente e electroquimicamente conforme descrito na subsecc¢éo 3.1)
foi imerso numa solucdo de etanol absoluto extra puro contendo as moléculas

apropriadas para cada tipo de biossensor desejado. Para a constru¢do da SAM
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mista na AQS-1 o eletrodo de Au foi imerso numa solucédo de pentadecanotiol 0,2
mmol L™ (para ligacdo hidrofébica de anti-CRP) e 2,0 mmol L™ de 11-mercapto-
undecanol (usado como espacador). Para a AQS-2, o eletrodo de Au foi imerso
numa solucéo de pentadecanotiol 0,2 mM (para ligacao hidrofébica de anti-CRP) e
2,0 mM de 11-ferrocenil-undecanotiol, usado neste caso como probe redox
confinada e também espacador no filme. (ver Figura 6.1). Ja na AQS-3, o eletrodo
de Au foi imerso numa solucdo de 0,2 mmol L™ de acido 16-
mercaptohexadecanoico (16-MHDA) (para ligacdo covalente do anti-CRP) e 2,0
mmol L™ de 11-ferrocenil-undecanotiol. Em todos os procedimentos o tempo de
imerséao foi de 16 horas. Ao final da etapa de formac&o da SAM o eletrodo foi lavado

com etanol e agua desionizada e seco com nitrogénio gasoso.

6.2.2 Imobilizacao do receptor e construcao da curva padréo.

Na AQS-1 e AQS-2, a superficie receptora foi preparada por imerséo direta do
eletrodo revestido pela SAM mista em 200 pl de 1 pM de anti-CRP em tampé&o
fosfato salino (PBS), pH 7,4 durante 1 hora antes da analise por EIE e VC. Para a
AQS-3, que é baseado na ligacdo covalente do anticorpo, primeiramente foi
realizado a ativacdo adequada da SAM por meio do método biocunjugado com 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/N-hidroxissuccinimina (NHS). Para
tal, o eletrodo foi imerso, durante 30 minutos, em uma solucdo de 0,4 mol L™ de
EDC e de NHS 0,1 mol L™ para promover a ativacdo dos grupos terminais carboxila
presentes no tiol. Entdo foram realizadas as etapas de imobilizacédo do anti-CRP e
bloqueio dos grupos carboxilicos remanescentes com BSA (sigla em inglés para
bovine serum albumin) com posterior caracterizacéo eletroquimica. Finalmente, CRP
foi adicionada em aliquotas de 20 pul a interface em uma variagcdo de concentracao
entre 0,5 nmol L™ a 10,0 nmol L™ preparadas em PBS (pH 7,4). O eletrodo foi entdo
lavado com mais PBS e as medidas de voltametria ciclica e impedancia, realizadas.
Apés a interacdo e leitura de cada concentracdo de CRP, a AQS-3 foi regenerada
com a adicdo de uma solucédo de 6 mM de NaOH em etanol 0,6 % por 5 minutos.

Todas as etapas de construcdo dos biossenores foram caracterizadas

eletroquimicamente. A caracterizagdo da AQS-1 foi realizada por medidas de VC e
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EIE em 1 mmol L de [Fe(CN)e]*™* (probe em solugéo) diluidos na solucéo de
eletrélito suporte de KNO3; 1 mol L™, A caracterizacdo por VC foi realizada a uma
taxa de varredura de 100 mV s na faixa de potencial de 0,0 a 0,7 V em relacdo ao
eletrodo de referéncia de Ag/AgClI (KCIl 3M), enquanto que as medidas de EIE foram
realizadas em uma faixa de frequéncia de 10 mHz a 1MHz no potencial de circuito
aberto do sistema (0,22 V) obtidos a partir das medidas VC. Para AQS-2 e AQS-3,
foi usado como eletrélito suporte uma solucdo de 20 mmol L™ TBACIO, (perclorato
de tetrabutilamoénio) dissolvido em acetonitrila (ACNT) e H,O (20:80) e nédo foi usado
nenhum tipo de probe redox na solucdo. A caracterizacéo por VC foi realizada a uma
taxa de varredura também de 100 mV s, na faixa de potencial de 0,0 a 0,7 V em
relacdo ao eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCl 3M) e as medidas de EIE foram
realizadas em uma faixa de frequéncia de 10 mHz a 1MHz no potencial de meia
onda, E;/, (regido redox) obtido em ~ 0,45 V a partir das medidas VC (ver Figura
6.2). Adicionalmente, também foram realizadas medidas EIE no potencial de 0,1 V
(regido nao redox) com a finalidade de subtrair a contribuicdo eletrostatica no valor
de capacitancia para assim isolar o valor de C,. Vale ressaltar que todas as medidas

foram realizadas em triplicata.
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Figura 6.2. Voltamogramas ciclicos tipicamente obtidos na caracterizagdo para superficies moleculares
nanoestruturadas ndo redox por VC com probe redox em solucdo, e superficies moleculares
nanoestruturadas com atividade redox em que a probe redox esta confinada na monocamada mista de
ferrocenoltiol. A figura mostra o comportamento de cada voltamograma obtido para Au-polido, SAM mista,
superficie receptiva (Branco) e a variagdo da concentragdo do analito em uma taxa de varredura de 100
mV s medido com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Sendo: a) AQS-1; b) AQS-2 e c) AQS-3.
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6.3 Resultados e discussdes

6.3.1 Conceitos tedricos

As caracteristicas das medidas EIE sobre as interfaces AQS-1 sdo bem
descritas em todos os pontos pelo circuito equivalente da Figura 6.3 (capaz de obter
a R, precisamente pelo ajuste matemético das analises). Vale notar que as
caracteristicas de relaxacao dipolar da monocamada ajustada dentro da R; e C;, S&o
considerados no circuito equivalente de Randle modificado (Figura 6.3b). O erro no

calculo do R, € consideravelmente maior se uma adequada consideracdo desta

contribuicdo dielétrica da monocamada ndo for feita. Estes pontos a respeito da
15; 56; 73

caracterizacdo de SAMs foram previamente bem descritos na literatura

eletrdlito

SAM suporter |

camada receptora

faradaico ndo-faradaico

Figura 6.3. a) Representacdo esquemética da impedéancia interfacial das superficies receptivas de CRP
usadas neste trabalho. b) Circuito equivalente capaz de ajustar os dados impedimétricos do biossensor
(AQS-1). O elemento de Warburg (Z,,) representa as caracteristicas de difusdo de massa da probe redox e
a R.,. A resisténcia de do eletrdlito (R,) € ajusta em série com o total da impedéancia interfacial acima [veja
(a)] e geralmente isto ndo é importante na analise predominante uma vez que R, no varia. c) E o circuito
equivalente appropriado para ajustar os dado do biossensor capacitivo (AQS-2 e AQS-3). Note que a
capacitancia interfacial de uma monocamda dielétrica de eletrodo modificado é definido por duas
capacitancias em série, a capacitancia da monocamada (C,,) e da dupla camada elétrica (C4) onde
C4 > C,,, 0 que significa que C,, € dominante em andlises e, portanto, € a Unica capacitancia representada
no circuito equivalente mostrado aqui. Além disso, C,, < €, em uma forma que R, and C,, resisténcia e
capacitancia do filme, controlam a resposta dielétrica da monocamada (n&o-redox)* %> % (figura extraida
e adaptada do artigo de Fernandes et al'®).

A caracterizacdo impedimétrica (resistiva) sobre a interface AQS-1, quando
representada no grafico de Nyquist, permite visualizar a forma sensivel e clara como
Z' e Z'"" respondem aos eventos de ligacdo da CRP sobre esta superficie (Figura
6.4a). Estes dados possibilitam o calculo preciso do R, para cada concentracao
medida e o uso desta fungdo como sinal transdutor geralmente resulta em uma

curva analitica altamente sensivel e com bom coeficiente de regresséo linear (r* =
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0.973)(Figura 6.5a, curva padrdo). No entanto, o mesmo conjunto de dados coletado
para AQS-1, quando analisado por capacitancia (derivada dos valores de
impedancia), ndo pode ser usado como ferramenta utii no monitoramento da
interacdo da CRP com a superficie receptiva (ampliacdo no canto superior direito da
Figura 6.4b), pois apresenta baixa linearidade e/ou baixa sensibilidade em qualquer

uma das frequéncias estudadas.
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Figura 6.4. Graficos de Nyquist impedimétrico (a) e capacitivo (b) tipicamente obtidos para AQS-1. Note
que (b) foi construido convertendo os dados de impedancia em capacitancia conforme explicado na se¢éo
experimental. A analise inpedimétrica de (a) € prontamente usada para obter o AR., como sinal transdutor
da interagdo do analito, com o sitio receptivo, nas concentragfes indicadas em (d). Note que o R, [que é
obtido pelo semicirculo dos graficos em (a)], varia significantemente em fungéo da concentragéo do analito,
enquanto os valores de capacitivos de Nyquist pouco variam [grafico inserido em (b)]. No entanto, para
AQS-2 e AQS-3, os graficos de Nyquist impedimétricos (c) e capacitivo (d) mostram néo ser possivel obter
0 R, a partir dos valores de impedancia (c) enquanto a capacitancia de Nyquist responde de forma
claramente proporcional a diferentes concentragdes do analito. Todos os valores complexos de impedancia
e capacitancia mostradas aqui sdo valores médios obtidos a partir de medicbes em trés eletrodos
diferentes(figura extraida e adaptada do artigo de Fernandes et al'®).
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Por outro lado, conforme evidente na Figura 6.4c e 6.4d para superficies
moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada (AQS-2 e AQS-3) a
resposta da interacdo Anti-CRP/CRP claramente afeta a resposta capacitiva no
diagrama de Nyquist, mas o valor de R, n&do pode ser determinado com base nos
valores impedimétricos. Em termos dos elementos do circuito equivalente a
diferenca entre a abordagem impedimétrica e capacitiva consiste na substituicdo do
elemento de Warburg pelo C, (Figuras 6.3b e 6.3c). Em outras palavras SAMs

contendo probe redox confinada sdo sistemas eletroquimicos sem difusdo ** %,
5000 6000 2500
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s = 1500 .
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Figura 6.5. (a) Curva analitica construida com base no valor de resposta do AR, da superficie
receptiva AQS-1 plotado contra o logaritmo da concentracdo de CRP. b) Curva analitica construida
com base no valor de resposta do 1/C, como fun¢do do log da concentragdo da CRP para a
superficie receptiva AQS-2. ¢) A mesma andlise em (b), mas baseada sobre uma superficie receptiva
onde o anti-CRP foi imobilizado covalentemente (AQS-3) em contraste a imobilizacdo hidrofébica
usada em AQS-2. O ajuste da regressao linear para as trés superficies receptivas usadas sao
superiores a 0.97. Os controles de superficie mostrados em cada grafico evidenciam que todas as
superficies respondem especificamente para CRP. As barras de erro indicam a variagdo através de
medidas em triplicatas para cada superficie receptiva (figura extraida e adaptada do artigo de
Fernandes et al'®).

Finalmente o desempenho analitico das abordagens sensorial por EIE e ECE
para deteccdo de CRP foram comparadas com base no limite de deteccdo (L.D.),
limite de quantificacdo (L.Q.), repetitibilidade e sensibilidade encontrados para cada
uma das AQS, valores estes mostrados na Tabela 1 os quais foram obtidos por meio
da construcdo das curvas analiticas mostradas na Figura 6.5. Os valores
encontrados foram de 265 pmol L™ e 200 pmol L™ para o L.D.; 760 pmol L™ e 600
pmol L™ para o L.Q. e 0,9767 e 0,9878 para o r* para AQS-1 (impedimétrico) e AQS-
2 (capacitivo redox), respectivamente. Com base nestes valores é possivel afirmar
que analiticamente a técnica de ECE possuiu desempenho similar a EIE.
Adicionalmente, a mesma comparacéo de eficiéncia analitica entre AQS-1, AQS-2,

que foram construidas via imobilizagdo hidrofébica do Anti-CRP, frente a AQS-3 a
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qual foi construidas por meio da imobilizacdo covalente do mesmo anticorpo, mostra
claramente uma maior robustez desta abordagem. AQS-3 apresentou melhor
repetibilidade, estimada com base no desvio padrao relativo (DPR) entre as medidas
de cada concentracdo estudada (barra de erro na curva analitica), sendo o DPR
inferior a 7% de variacdo em todos 0s pontos da curva analitica, ao mesmo tempo
em que o DPR alcancou 28% para a medida de algumas concentracbes nas
interfaces AQS-le AQS-2. Esta melhor repetibilidade obtida para AQS-3 esta
alinhada com observacdes da literatura que descrevem uma melhor robustez para
sensores construidos por meio de ligacdo covalente da espécie receptiva®.
Ademais, esta melhor robustez da interface AQS-3 refletiu diretamente em menores
valores de L.Q. (315 pmol L™ contra 760 e 600 pmol L™ para AQS-1 e AQS-2,

respectivamente) o que traz maior potencial analitico para esta abordagem.

Tabela 6.1: Alguns parametros analiticos para determinacéo impedimétrica e capacitiva da CRP™,

AQS-1 AQS-2 AQS-3
Faixa Linear (nmol L™ 0,5-10 0,5-10 0,5-10
Coeficiente de
-, 0,973 0,992 0,987
Correlacao (r9)
Sensibilidade
5540 2515 1248
L.nmol™*/AC, (uF.cm™2)
L.D.(pmol L™Y) 265 200 240
L.Q.(pmol L™ 760 600 315
Ka (L pmol™) (7,6 +£0,2) x 10° (5,4 +0,5) x 10° (5,0+0,3) x 10°

(Tabela extraida e adaptada do artigo de Fernandes et al*®).

Resumidamente, imunossensores eletroguimicos podem ser projetados
usando tanto a abordagem impedimétrica quanto a capacitiva redox, ressaltando-se

gue a ultima é mais vantajosa por nao requerer probe redox em solucéo.

6.3.2 Arquitetura quimica de superficie e isoterma de Langmuir

A determinacao da constante de afinidade, K,, entre a superficie de deteccéo
e a substancia de interesse, é outra importante forma avaliar a influéncia da
engenharia de superficie sobre a constru¢do do biossensor. Uma vez que fornece o
grau de interacdo entre a superficie e 0 analito alvo. A constante de associacdo do

complexo antigéno-anticorpo pode ser determinada tanto a partir do sinal de R,
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guanto pelo inverso do sinal de capacitancia redox (1/C,) obtidos para cada
concentracdo de antigéno. O mais comumente usado modelo para obtencéo de K,
€ a isoterma de adsorcdo de Langmuir. Ao assumir uma isotérmica de Langmuir
para o calculo de K,, podem ser consideraradas duas situacdes ocorrendo sobre a
superficie do sensor: uma em que o sitio ativo de anticorpo se encontra ocupado
pelo antigeno e outra situagdo em que os sitios do anticorpo se encontram livres. A

reacdo entre o antigeno e o anticorpo pode ser expressa:

Antigeno + Anticorpo — Antigeno — Anticorpo (6.1)

e a constante de associacao, K,, é dado pela relacéo:

__ [Antigeno—Anticorpo] (6.2)

@ " [Antigeno][Anticorpo]

Assumindo que a cobertura da superficie € 6, a cobertura da superficie

desacoplada sera 1-8. Assim, a Equacéao (2) pode ser reescrever como se segue:
K,[Antigeno] = 1% (6.3)

Resolvendo a Equacéo (3) para 6:

__ KglAntigeno]
- 1+K,[Antigeno] (64)

A guantificacdo de CRP adsorvida, m, é proporcional a 6. Entao, isto pode ser
assumido como m = Om,,4,, NO qual m,4, € a maxima quantidade de antigeno

adsorvida sobre o sensor. Entéo:

__ MmpaxKgl[Antigeno] (6 5)
1+K4[Antigeno] '

A Equacéo (5) pode ser reescrita para a forma linear:

[Antigeno] _ [Antigeno] + 1 (66)

m Mmax KaMmax
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K,, pode ser determinada por meio da razdo entre os coeficientes angulares e
lineares de obtidos a partir da regressao linear dos dados experimentais utilizando-
se a Equacao (6). Assumindo que m esta relacionado com o sinal do transdutor
(R, 0u 1/C,), K, pode ser calculado (ver Tabela 6.1) a partir dos dados das
metodologias desenvolvidas, substituindo m, pelo o sinal transdutor em funcéo da

concentracdo do analito alvo (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Relagdo linear entre 1/AC, x [antigeno], para as duas metodologias distintas. Foi possivel
calcular as constantes cinéticas de associacdo para estes dados utilizando a Equacéo 6.6. . (figura
extraida e adaptada do artigo de Fernandes et al'®).

O K, foi determinado para as trés metodologias desenvolvidas (AQS-1, AQS-
2 e AQS-3) onde os valores encontrados foram (7,6 + 0,2) x 108, (5,4 + 0,32) x 10% e
(5,0 + 0,32) x 10° L mol™* para AQS-1, AQS-2 e AQS-3, respectivamente. Valores
estes que sdo muito préximos daqueles reportados em trabalhos prévios(8.3 x 108 L
mol™® e 9.1 x 10% L mol™)"* %, por fim, a similaridade dos valores de K, evidencia
fortemente a afinidade biol6gica que é pouca influenciada pela quimica de superficie
usada (imobilizac&o hidrofébica ou covalente do anti-CRP).
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6.4 Extensao do conceito de biosensor capacitivo redox para
deteccéo de hPAP.

Diante do bom desempenho da técnica de ECE em comparacao a técnica de
EIE, no desenvolvimento de biossensores. O passo seguinte deste trabalho foi
extender o uso da ECE na deteccao de um segundo marcador, com um tiol diferente
daqueles usados até o momento e adicionalmente com uma diferente proporcao de
tiol/ferroceno usado na preparacao do filme com probe redox confinada. Assim, foi
adotado como segundo marcador a hPAP, uma importante enzima derivada da
prostata’®’. Esta enzima é abundante no fluido seminal humano e foi proposta como
biomarcador para cancer de prostatal® % tendo sido a hPAP estudada
extensivamente para esta finalidade. Nos recentes anos, o interesse no uso da
hPAP como marcador ressurgiu, uma vez que a sobre expressao desta enzima no
sémen e no plasma de homens sofrendo de cancer de prostata tem sido
confirmado®® 1%,

Para a obtencdo do novo filme redox, foi usado o PEGlate, um tiol que
fornece uma superficie resistente a interacdes inespecificas de proteinas devido a
hidroficidade e neutralidade de cargas presentes na estruturas deste tiol, assim
reduzindo a probabilidade de eventuais ligacdes inespecificas'®. A

105;

biocompatibilidade e propriedades anti-encrustante 1% de tais superficies

moleculares nanoestruturadas séo suficientes para assegurar a especificidade de

medidas em fluidos bilolégicos complexos™®’ 18,

6.4.1 Parte experimental

6.4.1.1 Métodos e procedimentos experimentais

6.4.1.2 Engenharia de superficie do biosensor capacitivo para deteccao
de hPAP.

Um electrodo de Au recentemente limpo(mecanicamente e
electroquimicamente conforme detalhado na Subseccdo 3.1) foi imerso numa
solugdo de etanol absoluto extra puro contendo 1,98 mM de 11-ferrocenil-
undecanotiol (11-FcC) e 0,02 mM de PEGIlate (HS-(CH)11-EG3-OCH,-COOH) para
ligacdo covalente do anti-PAP) por 16 h. Ao final da etapa de formacdo da
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monocamada mista o eletrodo foi lavado com etanol e 4gua deionizada e seco com
nitrogénio gasoso. Apos a formagdo da monocamada mista e sua devida
caracterizacdo por VC e ECE, os grupos carboxilas do PEGlate foram ativados
usando o método biocunjugado com 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC)/N-hidroxissuccinimina (NHS) por incubacdo durante 30 minutos, em uma
solucdo de 0,4 mol L™ de EDC e de NHS 0,1 mol L™. Entdo foram realizadas as
etapas de Iimobilizacdo do anti-PAP e blogueio dos grupos carboxilicos
remanescentes com BSA (Sigla em inglés para bovine serum albumin) com posterior
caracterizacdo eletroquimica. ApOGs a caracterizagdo eletroquimica da etapa de
imobilizacdo do anticorpo, a hPAP foi adicionada em aliquotas de 20 ul a interface
em uma variacdo de concentracdo entre 0,01 nmol L™ a 10,0 nmol L™ preparadas
em PBS (pH 7,4). O eletrodo foi entdo lavado com mais PBS e as medidas de
voltametria ciclica e impedéancia, realizadas. Apds a interacdo e leitura de cada
concentracdo de hPAP, a superficie foi regenerada com a adicdo de uma solucéo de

6 mmol L™ de NaOH em etanol 0,6 % por 5 minutos.

6.4.1.3 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas para a deteccdo capacitiva de hPAP foram
realizadas de igualmente a detecc¢éo capacitiva da CRP. Ou seja, as medidas de EIE
e VC foram aplicadas para a caracterizacdo de todas as etapas de construcdo de
superficie receptiva. O eletrélito suporte usado foi uma solugdo de 20 mmol L™
TBACIOy(perclorato de tetrabutilaménio) dissolvido em acetonitrila (ACNT) e H,O
(20:80) e nenhum tipo de sonda redox foi adicionado na solugédo. Para todas as
metodologias, VC foi realizada a uma taxa de varredura de 100 mV s™ entre 0,0 - 0,7
V em relacdo ao eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3M). Adicionalmente, as
medidas de EIE foram realizadas em uma faixa de frequéncia de 10 mHz a 1MHz no
potencial de meia onda, E;,, (~0,45 V) obtidos a partir das medidas VC.
Adicionalmente, também foram realizadas medidas no potencial de 0,1 V (regido nao

redox). Vale ressaltar que todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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6.4.2. Resultados e discussao

A construcdo da superficie receptiva com probe redox confinada foi
monitorado por VC e ECE (Figura 6.7). Graficos capacitivos de Nyquist foram

obtidos [no E;,, da probe redox confinada, Fc/Fc*, (~0,45 V) determinado por VC

conforme mostrado na Figura 6.7a] para o0 Au-polido, monocamadas de
ferroceno/PEGlate e a superficie modificada com o anticorpo (Figura 6.7b). Um
aumento na capacitancia a partir dos valores da dupla camada de ~10 para ~300 pF
cm™ é observado na modificacdo do eletrodo polido com o filme de 11-FcC/PEGlIate,
fenbmeno devido a introducdo da capacitancia redox associada aos grupos
ferroceno. O subsequente acoplamento do anticorpo a superficie resulta em um
notavel decréscimo na capacitancia para ~250 pF cm, atribuido & perturbacdo da

densidade de estados ocupados, DOS, do sistema®’.
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Figura 6.7. Voltamograma e gréafico de Nyquist mostrando a variagdo do datilograma para a corrente
e capacitancia redox, respectivamente, em virtude a preparacdo da superficie molecular
nanoestruturada contendo probe rdox confinada e receptivo para deteccdo de hPAP. a) Resposta
voltamétrica para a superficie de ouro recém polida (linha sélida preta), SAM mista de PEGIlate e
ferroceno (linha tracejada vermelha), SAM mista modificada com anti-PAP (linha traco-pontilhada em
azul). C, é o valor de €' no intersticio do grafico de Nyquist. Todas as medidas foram realizadas em
E, ;do ferroceno (0.45V) versus o eletrodo de referéncia de Ag|AgCl, onde o valor de C, € maximo.

(figura (b) extraida e adaptada do artigo de Lehr et al*®).
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O anti-PAP foi imobilizado por ligacdo covalente com o PEGIlate conforme
descrito em 6.4.1.1. A interface foi testada frente a uma variacdo de concentracfes
da hPAP em um intervalo de 0-10 nmol L™ em triplicata. Assim, uma vez
estabelecidas as respostas eletroquimica destas superficies moleculares
nanoestruturadas, o desempenho destas foi avaliado na deteccdo da hPAP.
Conforme mostrado na Figura 6.8 através dos datilogramas obtidos para o grafico de
Nyquist impedimétrico e capacitivo (Figura 6.8a e 6.8b, respectivamente) as medidas
impedimétricas ndo permitem estimar o valor de R.; por meio de ajuste no circuito
equivalente da Figura 6.3. Ja grafico capacitivo de Nyquist fornece uma defini¢céo
clara da resposta da capacitancia redox, C,, em fungcédo da concentracado do analito
em que o eletrodo foi incubado. Adicionalmente, os dados de C' e € mostrados na
Figura 6.8b também podem ser representados na forma de gréficos de Bode, no
qual a o comportamento das capacitancias real e imaginaria, devido ao
carregamento do grupo ferroceno, podem ser avaliados em funcdo da frequéncia
(Figura 6.9). O gréafico de Bode para o componete real descreve o carregamento
redox como um plato, enquanto no componente imaginario € observado um pico
com o sinal maximo na frequéncia que correlaciona diretamente a razdo de
transferéncia de elétrons entre o ferroceno ligado a superficie e o substrato de ouro
conforme reportado previamente'®. Vale notar que as medidas realizadas fora do
potencial redox do sistema (E,,;) 0 sinal capacitivo € pequeno e ndo responsivo para
o reconhecimento do analito, com a resposta inferior a 2% da observada no

potencial redox do sistema (E,)(ver Figura 6.9).
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Figura 6.8. Analises de impedancia faradaica ilustrando a auséncia de resposta interfacial por meio
de medidas impedimétricas e a sensibilidade por capacitancia. (a) Graficos de Nyquist para medidas
impedimétricas de Z" versus Z' para superficies moleculares nanoestruturadas com atividade redox e
receptiva para a hPAP. A resposta capacitiva andloga para determinacdo de hPAP é mostrada em
(b), onde a variagdo de sinal em funcdo da resposta ao analito é observado (a prépria C, é obtida no
intersticio do grafico de Nyquist). A curva analitica foi obtida a partir de trés diferentes eletrodos de
trabalho. (figura extraida e adaptada do artigo de Lehr et allg).
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Figura 6.9. (a) Representa a parte real da capacitancia complexa proveniente da superficie molecular
nanoestruturada contendo probe redox confinada e receptiva nos potenciais correspondentes a
regido redox e ndo-redox, determinada a partir do potencial de meia onda dos eletrodos de trabalho
para deteccdo de hPAP. (b) Similar a (a), no entanto mostra a resposta da parte imaginaria da
capacitancia complexa. Observe que o eixo da frequéncia € plotado como expoente na base dez.
Todos os conjuntos de dados sdo as médias obtidas a partir de trés diferentes eletrodos de trabalho,
inicialmente modificados com anti-PAP (traco verde), em seguida, incubadas com concentracdes
crescentes do analito. (figura extraida e adaptada do artigo de Lehr et allg).
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E evidente a partir das Figuras 6.8 e 6.9 que C, decresce em resposta a
imobilizacdo da analito no sitio de reconhecimento do filme receptivo, como também
€ evidente que esta resposta é especifica a hPAP, uma vez que ndo houve variacao

significativa de sinal para outras duas proteinas testadas, a fetuina e a BSA(Figura

6.10).
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Figura 6.10 Resposta capacitiva da superficie receptiva para hPAP, na presenca de proteinas
inespecificas, representada em valores de capacitancia redox no grafico de Nyquist (a) e expressa
em termos de resposta relativa (RR) em porcentagem (b). A porcentagem de resposta foi calculada
usando a relacdo RR = (R,, — Ry)x100/R, onde R, € a resposta do branco para a superficie de
reconhecimento (medida realizada pds-incubacdo em PBS sem a presenca do analito). Ambas as
proteinas inespecificas, BSA e fetuina apresentaram menos de 4 % de resposta relativa contra
aproximadamente 50% de resposta relativa para a hPAP na mesma concentracio (10'8 mol L'l).
[Figura (b) extraida e adaptada do artigo de Lehr et al*?].

Usando o inverso da capacitancia redox (1/C,). Assim, a metodologia
apresentou bons resultados na deteccdo e quantificacdo de hPAP. A Tabela 6.2
resume as principais figuras de mérito e valores da constante de afinidade (K,),
obtidos a partir da curva analitica construida para detec¢do da hPAP (Figura 6.11).
O L.D. foi encontrado foi de 11 pmol L?, o L.Q. de 44 pmol L e a faixa linear
determinada entre 5 x 10" a 10* pmol L™ Estes valores sdo equivalentes aos

> e sdo

apresentados por métodos baseados em ELISA (30-300 pmol L™
clinicamente uteis, dado que em individuos saudaveis o nivel de hPAP no plasma
esta entre 10-30 pmol L e em valores acima de 100 pmol L™ sdo considerados
como indicativo de cancer de préstata®. Assim, os valores de L.D. e faixa linear
obtidos na metodologia apresentada, potencialmente fornecem uma forma adequada

para triagem de hPAP. De acordo com nosso levantamento bibliografico, este estudo
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€ 0 primeiro método eletroquimico de deteccédo direta de hPAP, uma vez que outros
estudos eletroquimicos para deteccdo desta proteina/enzima sdo baseados na
atividade enzimética que a hPAP apresenta. O que consiste na deteccao indireta de
deste biomarcador % ', portanto, a sensibilidade aliada a simplicidade oferecida
109; 110

pela abordagem capacitiva redox comparada a ELISA e sensores enzimaticos

faz deste trabalho uma alternativa interessante para deteccédo de hPAP.

Tabela 6.2: Alguns parametros analiticos para determinacéo capacitiva redox de hPAP™.

Faixa Linear (nM) 0,05-10,0
Coeficiente de Correlacéo (r?) 0,989
Sensibilidade
523,3
L.nmol™1/AC, (uF.cm™2)
L.D(pmol L) 11
L.Q(pmol L™ a4
Ka (L mol™) (3,6 + 0,029) x 10°

[Tabela extraida e adaptada do artigo de Lehr et al™]
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Figura 6.11. Grafico da variagdo do inverso da capacitancia redox em fungéo da variacdo do log da
concentragcao da proteina alvo. Todos os valores foram obtidos a partir de um ajuste dos valores
médios de conjuntos de dados independentes realizados em ftriplicata e as barras de erro
representam o desvio padrao para os valores do sinal analitico (1/C,). O coeficiente de regressao
linear obtido foi de 0,989 (figura extraida e adaptada do artigo de Lehr et al'®).
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6.5 Conclusao

Os resultados obtidos mostram o sucesso no desenvolvimento de uma nova
técnica eletroquimica que consiste em medidas de capacitancia redox e, a qual é
eficiente no desenvolvimento de biossensores. Esta técnica foi aplicada no
desenvolvimento de novas metodologias para deteccao/quantificacdo de CRP e
hPAP com simplicidade e rapidez usando diferentes configuragcbes para construcao
do filme receptivo para cada analito. A técnica possibiltou desenvolver métodos
precisos, seletivos e sensiveis para 0 screening de biomarcadores de importancia

clinica o que significa uma alternativa atraente no campo de diagnostico clinico.
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7 Funcdes de imitancia aplicadas ao sensoriamento de
biomarcadores.

Nesta secdo é introduzido o uso de um portfélio de funcbes de imitancia
(ImFs) matematicamente derivadas que uma vez usadas como sinal transdutor em
biossensores eletroquimicos possibilitam, a partir de um mesmo conjunto de dados,
aumentar a sensibilidade e significantemente reduzir o tempo de anélises em
comparacao as andlises tradicionais de impedancia e capacitancia redox. As ImFs
foram derivadas a partir de medidas de espectroscopia de impedancia realizadas na
configuracdo resistiva faradaica (com probe redox em solugéo), resistiva nao-
faradaica (sem qualquer probe redox no sistema) e na configuracdo capacitiva
redox, com superficies moleculares nanoestruturadas contendo a probe redox
confinada. Parte dos resultados descritos a seguir encontra-se publicados na
Analytical Chemistry (Amol V. Patil e co autores 87 (2015) 944-950).
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7.1 Introducéo

Métodos analiticos baseados em medidas elétricas, muito provavelmente irdo
proporcionar o desenvolvimento de biossensores cada vez mais sensiveis,
projetados em plataformas de sensoriamento miniaturizadas, multiplex e portateis.
Isto € possivel, pois medidas elétricas podem ser realizadas em dispositivos
construidos em microescala, ou seja, em formatos da ordem de micrometros e com
sistemas em fluxo com injecdo de amostras na ordem de microlitros. Desta forma,
resultando em métodos de baixo custo, alto rendimento e ainda com potencial
multiplexag&o. Diversos trabalhos tém sido reportados na literatura usando sinais
elétricos para deteccdo de biomarcadores, por exemplo, métodos voltamétricos tais
como varredura linear'™, pulso diferencial®*?>, onda quadrada® métodos
amperométricos’* e métodos impedimétricos, tais como a espectroscopia de

impedancia eletroquimica (EIE)'*

ou espectroscopia de capacitancia eletroquimica
(ECE)Y" 8 19 Entre estes, os métodos impedimétricos se destacam pela
simplicidade das medidas e sensibilidade a mudancas na interface sem necessidade

de marcacéo do analito’> 116 117 118: 119,

Em medidas de EIE, a resisténcia do sistema se deve a uma corrente elétrica
que pode ou ndo estar associada com o de transferéncia de elétrons entre uma
espécie eletro ativa (probe redox). Assim, EIE pode ser classificada em faradaica
(em que a probe redox estd presente na solucdo de eletrélito suporte) e néo-
faradaica (sem a presenca de qualquer probe redox no sistema) a qual,
essencialmente, monitora a variacdo da capacitancia interfacial ou variagcdo da

120; 121

constante dielétrica na superficie receptiva do eletrodo modificado Com

relacdo as medidas por ECE, a corrente elétrica est4 associada a transferéncia de
elétrons entre o eletrodo e uma probe redox que se encontra imobilizada na
superficie (diferentemente da EIE faradaica em que a probe redox esta em solugéo).
EIE faradaica ou nao-faradaica tém sido utilizadas para o desenvolvimento de

7174 112 113 115,122 qavido a confiabilidade

ofertada por estas técnicas na deteccdo de biomarcadores™ ' inclusive

inUmeros métodos de biosensoriamento

possibilitando integrar analises em amostras reais de pacientes e deteccdo
simultanea de multiplos marcadores®® ™ ™ 77 J4 o emprego da técnica de ECE na

7

deteccdo de marcadores clinicos é recente, mas a eficiéncia de tal técnica foi
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comprovada por nosso grupo em diversos trabalhos publicados na literatura®® 7 &

19; 20; 21

De forma geral, o uso da EIE faradaica em analises consiste no
monitoramento da resisténcia de transferéncia de carga (R.) valor este que é
calculado via circuito de Randles %% %% 1% Desta forma, qualquer modificacdo na
superficie do eletrodo (como, por exemplo, a ligacdo de uma proteina ao sitio ativo
do respectivo anticorpo imobilizado), causa uma variacdo mensuravel no R... J4 0
uso de medidas impedimétricas ndo-faradaicas, no monitoramento de alteracdes
da superficie do eletrodo, tipicamente baseia-se em parametros tais como o
modulo da impedancia |Z|, a capacitancia da dupla camada (C4) ou o angulo de
fase (¢)’> 2% 127128 por fim, em biossensores desenvolvidos por ECE o inverso
da capacitancia redox (1/C,) é usado como sinal transdutor da interacdo entre o

analito e a superficie receptiva (conforme apresentado nos Capitulos 5 e 6)*® 7 1#

19; 20; 21

Qualquer que seja a configuracdo adotada, medidas impedimétricas
espectroscopica sempre apresentam modelos fisico-quimicos fenomenolégicos
relativos ao circuito equivalente ou modelos continuos derivados a partir das
equacdes de Poisson-Nernst-Plank, sendo que, tal andlise permite calcular uma
série de parametros fisicos e fisico-quimicos dos quais varios podem ser usados
de forma instrutiva no modelamento de interfaces e, consequentemente, serem

usados para 0 monitoramento eventos sobre a superficie.

No caso especifico de medidas impedimetricas faradaicas onde o R, é de
grande magnitude, a impedancia de Warburg € negligenciavel (ou nao
mensuravel), e o circuito equivalente de Randle pode ser aplicado para obter
separadamente a impedancia existente devido a transferéncia de elétrons, R, €
usar este como sinal transdutor. De fato, através do grande numero de trabalhos
por EIE, a forma tradicional de andlise dos dados usa 0 R., como sinal’* 129 130 13
132133 Entretanto, o uso das medidas de EIE como funcdes genéricas de
transferéncia elétrica (por exemplo, sinais genéricos de entrada/saida) quando
avaliadas de forma sistematica e quantitativa podem levar a ferramentas analiticas
Uteis, sem a necessidade de pré-modelamento da interface de interesse ou se

preocupar qual seria a exata solu¢cdo ou equacdao fisica que governa 0 processo
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por traz da funcdo de transferéncia (embora isto obviamente exista). Mais
especificamente, dentro de um conjunto de medidas de EIE sobre uma dada
interface, esta disponivel uma biblioteca de funcdes de imitancia (tais como Z*, C*,
Y* e M*, impedancia complexa, capacitancia, admitancia e modulo,

respectivamente) e também componentes associados.

Lembrando que EIE é definida como uma funcéo de transferéncia especifica
de entrada e saida de sinais de voltagem e corrente e considerando V(t) =V +
Ve/®t como sinal de entrada, e a corrente como uma resposta sigmoide de saida
1(t) =T+ 1eU2=%) entdo por meio desta relacdo pode-se derivar todos os
parametros genéricos os quais sao denominados de fungbes de imitancia ImF (w),
bem como suas relagbes. Entdo, para aplicagBes analiticas, o potencial de cada
ImF(w) pode ser avaliado em termos das principais figuras de mérito
selecionando-se assim o parametro ImF(w) de melhor sensibilidade, limite de
deteccdo e tempo de resposta. As principais vantagens analiticas do uso de
funcBes de imitancia em comparacéo as abordagens eletroquimicas convencionais
sao: (i) a realizacdo de medidas por espetroscopia de impedancia em uma faixa de
frequéncia curta (1.0 a 50.0 Hz, por exemplo), o que reduz o tempo de coleta de
dados significantemente (os quais em geral levam 90 minutos em medidas EIE, a
menos de 3 minutos na abordagem por ImF (w)); e (ii) aumento da sensibilidade e

limite de deteccéio possibilitando analises mais precisas e sensiveis®?.

A fim de comprovar a eficiéncia do conceito de fungdes de imitancia, 0s
resultados a seguir mostram a efetiva deteccdo da proteina CRP nas trés
configuracbes impedimétricas ECE, EIE faradaica e EIE nédo-faradaica. Para tal,
foram selecionados os melhores parametros e faixa de frequéncias de cada funcéo
complexa (Z*, C*, Y* and M*, por exemplo) em termos de sensibilidade e limite de
deteccdo da CRP e estes comparados aos parametros tradicionais usados para
cada técnica. Adicionalmente, a mesma analise por funcdes de imitancia usando a

técnica de ECE também foi aplicada a detecgéo de Alfa-sinucleina.
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7.2 Deteccdes impedimétrica faradaica e ndo-faradaica da CRP.
7.2.1 . Parte experimental

7.2.1.1 Métodos e procedimentos experimentais

Para obtencdo das monocamadas auto-organizadas (SAM), os eletrodos
BASi de 1,6 mm de diametro foram pré-tratados e em seguida imersos em uma
solucdo de 2,0 mmol L™ de 16-mercaptohexadecanoico acido (16-MHDA) em etanol
absoluto extra puro por 16 horas. Em seguida os eletrodos foram lavados com etanol
e agua deionizada, secos com fluxo de nitrogénio gasoso antes da caracterizagdo
por voltametria ciclica (VC) e EIE.

7.2.1.2 Imobilizac&o do receptor e construcéo da curva padrao.

A imobilizacdo do anti-CRP sobre a SAM composta de 16-MHDA foi realizada
por ligacdo covalente. Desta forma, primeiramente foi realizado a ativacdo adequada
da SAM por meio do método biocunjugado com 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC)/N-hidroxissuccinimina (NHS). Para tal, o eletrodo foi imerso,
durante 30 minutos, em uma solugéo de 0,4 mol L de EDC e de NHS 0,1 mol L™
para promover a ativacdo dos grupos terminais carboxila presentes no tiol. Entdo
foram realizadas as etapas de imobilizacdo do anti-CRP e bloqueio dos grupos
carboxilicos remanescentes com etanolamida 1,0 mol L™ (imers&o por 40 minutos,
pH 8.5) com posterior caracterizacao eletroquimica. Finalmente, CRP foi adicionada
em aliquotas de 40 ul a interface em uma variacdo de concentracdo entre 0,5 nmol
L' a 10,0 nmol L™ preparadas em PBS (pH 7,4). O eletrodo foi entdo lavado com
mais PBS e &gua deionizada e seguidamente foram realizadas as medidas de
voltametria ciclica e impedancia. Apos a interacao e leitura de cada concentracdo de
CRP, a superficie funcionalizada do eletrodo foi regenerada por imersdo uma
solucéo de 6,0 mmol L™* de NaOH em etanol 0,6 % por 5 minutos.

Todas as etapas de construgcdo dos biossenores foram caracterizadas
eletroquimicamente por medidas de VC e EIE em 1,0 mmol L de [Fe(CN)e*™*
(probe em solucdo) diluidos na solugéo de eletrélito de suporte de KCI 0,1 mol L. A
caracterizacdo por VC foi realizada a uma taxa de varredura de 100 mV s™ na faixa
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de potencial de -0,2 a 0,6 V em relagcéo ao eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI
3mol L™), enquanto que as medidas de EIE foram realizadas em uma faixa de
frequéncia de 0,01Hz a 1,0MHz no potencial de circuito aberto do sistema (~0,21 V)
obtidos a partir das medidas VC. As medidas nao-faradaicas foram realizadas sob

3-/4-

as mesmas condi¢cfes, no entanto, sem a presenca de [Fe(CN)¢]”"™ e no potencial

de 0,0 V com relagdo ao eletrodo de referéncia Ag/AgCI.

7.2.1.3 Analises de dados

As medidas de EIE faradaica e ndo-faradaica foram convertidas nas funcdes
complexas de imitancia impedancia (Z*), capacitancia (C*), moédulo (M*) e

admitancia (Y*). A partir destas funcdes foram obtidas suas respectivas relagcbes

fasorial.

. vV ejot
2" =7 Gerd (7.1)
C*=1/(wZ") (7.2)
M* =jwZ” (7.3)
Y* = jwC* (7.4)

sendo j =v—1 e w = 2nv [frequéncia angular, onde 7 = 3.14 e v é dado em s™
(Hz)].

Estas funcdes complexas podem ser divididas, separadamente, em suas
constituintes; componentes real (ImF") e imaginaria (ImF"). Para calcular cada ImF,
bem como o modulo absoluto |ImF| a razdo (ImF" /ImF'). Cada um dos parametros
e sub-paramétros respondem especificamente a mudancas interfaciais e,
consequentemente, podem ser analisados individualmente como forma de
monitoramento da interagdo da CRP (uma vez que o eletrodo esta funcionalizado
para tal), totalizando dezesseis parametros para qualquer frequéncia amostrada.
Tendo em vista que cada parametro tem sua grandeza, ou seja, unidades de medida
diferentes, uma comparacdo entre os resultados requer apropriada normalizagcéao
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dos resultados. Assim, a resposta analitica de cada ensaio foi avaliada em termos
de resposta relativa (RR) em porcentagem, onde RR (%) pode ser definida como:

RRy’ (%) = [(Ry’ — R¢’)/Rg’] + 100 (7.5)

Assim, R{’ é o valor inicial da ImF na auséncia da analito (branco) e RY o valor da
ImF apods a incubacdo em uma concentracdo especifica do analito (n) na mesma
frequéncia angular w. Com este tratamento, pode ser definido para cada ImF a
frequencia (ou faixa de frequencia) de maior reposta relativa para uma dada faixa de
concentracdo do analito (onde o RR é maximo).

O processamento dos dados foi realizado com um algoritmo desenvolvido
exclusivamente para este propoésito MATLAB R2013b que possibilita converter os
dados das funcfes de transferéncia elétricas originais as funcées de imitancia ImF.
Adicionalmente, o algoritmo calcula a relacdo entre a resposta relativa e
concentracdo do analito, se tal relacdo é monotonica e linear (r* > 0,95) é entdo
calculado a sensibilidade com base na inclinacdo da curva analitica. Entdo, a regido
Otima de frequéncia para cada ImF € determinada. Somente as func¢des que
mostraram linearidade apropriada mediante a constru¢cdo das curvas analiticas
foram usadas, enquanto o restante foi descartado. O célculo do limite de deteccédo
(L.D.) foi realizado de acordo com a determinacdo da IUPAC®. Por fim, nas medidas
impedimétricas faradaicas o desempenho analitico das ImFs e do R, foram
comparados, enquanto que na configuracdo ndo-faradaica a avaliacdo foi apenas
sobre as ImFs.

7.3 Resultados e discussdes

Existem na literatura inUmeros métodos de analise da CRP, como por
exemplo, métodos de deteccéo por turbidimetria, nefelometria ou ELISA®?, métodos
este que apresentam desvantagens tais como baixa sensibilidade, alto indice de

134135 Diante disto, a

falso positivo ou requerem procedimentos mMOrosos
investigacdo descrita a seguir teve por objetivo aplicar andlises de funcbes de

imitancia sobre métodos de impedéancia (faradaica e nao-faradaica) previamente
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estabelecidos para detecgéo da CRP 7* 12% 136137

, com o principal intuito de alcancar
vias mais rapidas, sensiveis e label free para aplicacdo em diagnadstico.

As medidas de EIE para deteccdo de CRP foram realizadas sobre superficies
receptivas construidas sobre uma monocamada de 16-MHDA e assim, toda a
eficiéncia e aplicabilidade das ImFs em cada frequéncia, foi avaliada (bem como o
R.; calculado a partir do circuito equivalente de Randles).

A Figura 7.1 mostra a resposta relativa (RR) em porcentagem para todas as
ImF (componentes real e imaginario, 0 modulo absoluto e a razdo) em funcao da
concentracdo da CRP, ao longo da faixa de frequéncia analisada. Esta analise torna
facil determinar a faixa de frequéncia onde o valor de RR é maximo para cada
parametro analisado aqui (ImF).

O desenho espectral do modulo absoluto da fungdo complexa Z*(|Z|)(Figura
7.2) mostra claramente que RR varia em magnitude, de acordo com a concentragcao
de CRP, ao longo de toda a faixa de frequéncia estudada. Também é facil notar que
a regido de maior resposta (maior variacdo em RR para a concentracdo da CRP)
ocorre em baixas frequéncias (proximo de 0,1 Hz). A resposta média de RR(%) foi
calculada computacionalmente usando o software MatLab por meio do algoritmo
MATLAB R2013b (trés repeticdes para cada concentracdo de CRP na faixa de 0,5 a
100,0 nmol L™). Este tratamento foi aplicado para todas as 16 ImFs, assim, nas
frequéncias em que a reposta da curva analitica (RR(%) x log [CRP]) apresentou
linearidade acima de 95% (r? = 0,95) a sensibilidade (S) foi calculada como sendo o
coeficiente angular da reta da curva padrdo. A Tabela 7.1 mostra as principais

figuras de mérito para os ImFs que apresentaram as melhores sensibilidades.

Tabela 7.1. Resposta dos parametros ImF 6ptimos para deteccdo de CRP sobre eletrodo de ouro
modificado com 16-MHDA e com anticorpo anti-CRP. Os dados representados aqui sdo baseados em um
eletrodo com trés medicdes por concentragcdo. A sensibilidade foi calculada pelo ajuste linear da resposta
relativa RR (%) em funcdo da concentracdo e o L.D calculado com base nos parédmetros linear desta curva
analitica e o desvio padréao do branco.

Frequéncia optimizada

ImF (H2) r’  Sensibilidade (% conc™) L.D. (pmol L™
7"/7 0,1 0,994 34,9 228

|Z] 0,1 0,988 58,6 153

R, i 0,987 4,8 1420
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Figura 7.1. Resposta relativa em porcentagem, RR(%) em fun¢éo da frequéncia em escala logaritmo
(representada apenas pelos expoentes na base 10), para os 16 parametros analisados através da
faixa de frequéncia estudada de 0,1-100 kHz. Os valores de concentragdo de CRP usados foram de:
0,5 nmol L™(circulo), 1,0 nmol L™ (triangulo preenchido), 10,0 nmol L™ (triangulo vazio), 50,0 nmol L™
(quadrado preenchido) and 100,0 nmol L* (quadrado vazio), sobre eletrodo modificado com
16-MHDA. Conforme C*, M*, e Y* sdo fasorialmente derivados a partir de Z*, é evidente que diversas
funcdes apresentem resposta similar (exemplo Z" e M', M" e Z').
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Figura 7.2. Um tipico exemplo mostrando a variacdo da resposta relativa, RR(%), para o parametro Z”
de uma andlise impedimétrica faradaica (EIE) em funcdo da frequéncia em escala logaritmo
(representada apenas pelos expoentes na base 10), para a superficie receptiva a CRP construida a
partir da imobilizag&o de anti-CRP sobre um eletrodo de ouro modificado com 16-MHDA. Foi usada

uma concentracdo de CRP na faixa de 0,5 a 100,0 nmo L™. A resposta € méxima por volta de 12 Hz,
indicando assim a frequéncia analitica optmizada.

Esta abordagem de tratamento dos dados permite comparar o desempenho
de cada parametro de ImF e isolar uma frequéncia em particular (ou faixa de
frequéncia) de melhor resposta analitica, levando em consideracdo ndo apenas a
sensibilidade e o L.D., mas também o tempo de medida. Os calculos mostraram que
na deteccdo de CRP, usando a interface Anti-CRP/16-MHDA, o |Z| e a razéo Z"/ 7'
alcancaram as sensibilidades de 58,6 e 34,9 per cento por (pmol L) x 10,
respectivamente. Valores significantemente mais sensiveis do que os 4,8 per cento
por (pmol L™) x 10 que foram obtidos por R, (Figura 7.3). Outro parametro que deixo
claro a superioridade da abordagem ImF sobre a abordagem tradicional foi o limite
de deteccéo (L.D.), em que foram encontrados os valores de 153,0 e 228,0 pmol L*
para |Z| e a razdo Z'/Z', respectivamente. Enquanto que usando o R.; como sinal
transdutor este valor foi de 1420,0 pmol L™*(ou seja, de menor poder analitico). A
estabilidade e a reprodutibilidade do sistema analitico foram estimadas pela variacédo
no sinal transdutor (R.; ou |Z|, por exemplo) entre repetidas medi¢cbes e, conforme
evidente nas barras de erro na Figura 7.3, esta variagdo mostrou um desvio padréo

relativo inferior a 1%. Outro ponto que vale ainda ressaltar € que independente da
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quimica da superficie usada, como por exemplo, o uso de outro tiol para a formacao
da SAM, ha sempre um ou mais ImF que apresentam a sensibilidade maior que a

obtida por R_.%.
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Figura 7.3. Curva analitica optimizada da deteccdo de CRP sobre eletrodo de ouro modificado com
16-MHDA, obtido usando ensaios faradaicos, mostrando que |Z| e Z”/Z’ (ambos com frequéncia
optimizada = 0,1 Hz) mostram grande sensibilidade quando comparados a R..(12 vezes e 7 vezes,
respectivamente)(figura extraida e adaptada de Amol et al Analytical Chemistry, v. 87, n. 2, p. 944-
950, 2014).

Em suma, uma vez definidos os paramétros ImFs de melhor desempenho
analitico, o tempo de analise pode ser imensamente reduzido alcancando
sensibilidades analiticas e limites de detec¢éo superiores do que aqueles obtidos por

analises impedimétricas tradicionais (usando o R, como sinal transdutor).

7.3.1 Analises de funcdes de imitancia sobre ensaios nao-faradaicos
para a deteccdo da CRP.

O ponto mais interessante no uso de métodos impedimétricos nao-faradaicos
para o monitoramento de biomarcadores €, sem davidas, a auséncia de probe redox
nas medidas. Entretanto, € verdade que esta configuracdo apresenta menor
sensibilidade em comparacdo com a EIE faradaica e a ECE (resultado justamente
devido a falta de agentes amplificadores de sinal tais como probe redox livres em
solucdo ou confinadas presentes em medidas EIE faradaica e ECE,
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respectivamente). Assim, aumentar a sensibilidade de medidas n&o-faradaicas
usando os parametros de funcdes de imitancia é de grande valor analitico.

A Figura 7.4 mostra as curvas analiticas construidas pelas ImFs mais
sensiveis, onde a faixa linear obtida de 0,5 a 100,0 nmol L™ para Z” e M’/M". Note
que, embora a sensibilidade alcangcada nestas andlises seja significantemente
menor que aquelas observadas por medidas faradaicas (com probe redox em
solucéo), o baixo ruido encontrado nas medidas (desvio padrdo do branco) leva a
valores de L.D. de 42,1 e 52,4 pmol L™ paraZ” e M’/M", respectivamente, 0s quais
sao consideravelmente melhores quando comparados a outros resultados descritos
na literatura”.

Os parametros de imitancia investigados nas medidas ndo faradaica, de
forma geral, apresentaram os melhores valores de sensibilidade e L.D. nas regides

mais baixas a faixa de frequéncia amostrada. (0,1 a 0,6 Hz).
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Figura 7.4. a) Curvas analiticas optimizadas de analises ndo-faradaicas da CRP sobre eletrodos
modificados com 16-MHDA mostrando que Z” e a razdo de M* (M'/M”) sendo a sensibilidade relativa
mais elevada encontrada para Z” [S =3,4 per cento por (pmol L™) x 10, r*=0,996] enquanto que M’/M”
mostrou a valor mais baixo de sensibilidade [S=1,49 per cento por (pmol L"l) x 10, r2:0,978]. O desvio
padrdo associado para cada ponto foram adquiridos a partir das andlises na faixa de frequéncia 0,05
a 1,0 Hz. b) Um resumo das sensibilidades relativas dos parametros de ImF em uma detec¢do néo-
faradaica da CRP (0,5- 100,0 nmol L™). Estes dados foram obtidos por meio da média calculada
através da faixa optimizada de frequéncia de 0,1 a 1 Hz. Medidas realizadas em triplicata (figura
extraida e adaptada de Amol et al Analytical Chemistry, v. 87, n. 2, p. 944-950, 2014).
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7.4 Deteccao impedimetrica de probe redox confinadas para a proteina
CRP.

Conforme destacado na introducao, superficies moleculares nanoestruturadas
contendo centro redox confinado possuem diversos fenbmenos associados com o
processo de tranferéncia eletronica entre a superficie do eletrodo e o centro redox.
No entanto, até este momento a Unica forma de caracterizacdo apresentada para
este tipo de filme é aplicando a ECE para obtencao do sinal de capacitancia redox,

C- (a qual e obtida no E;,;) que por sua vez tem a magnitude proporcional a

densidade de estados redox ocupados™® 138 Assim, por C, é possivel determinar o

nivel de energia acumulada na superficie*®

e, consequentemente usa-la para
monitorar eventos na interface do eletrodo. Inclusive, o valor do uso C, como sinal
transdutor (mais precisamente 1/C,) ja foi mostrado nos Capitulos 5 e 6, onde
claramente comprovou-se que a capacitancia redox tem a mesma eficiéncia analitica
que EIE faradaica, com a adicional vantagem de operar com a probe redox, usada
para amplificacdo do sinal analitico, confinada no filme receptivo do sensor'’: % 19,

eliminando desta forma a necessidade de adicao da probe redox em solucéo.

A técnica de ECE é analoga a espectroscopia de impedancia, portanto é
definida como uma funcéo de transferéncia especifica de entrada e saida de sinais
de voltagem e corrente e considerando V(t) = V + Ve/®t como sinal de entrada, e a
corrente como uma resposta sigmoide de saida I(t) = I + [eU®t=%), Ent&o, por meio
desta relacdo todos os parametros genéricos dependentes da frequéncia podem ser
derivados (exatamente como as andlises feitas na subseccdo 7.2.1.3), os quais
foram denominados previamente como funcdes de imitancia ImF(w)%. Os
resultados a seguir demonstram a aplicacdo deste tratamento (contudo explorando
uma faixa maior de sub-parametros com relacdo a Subseccédo 7.3) para a deteccao
dos eventos de bioreconhecimento sobre superficies moleculares nanoestruturadas
com probe redox confinada, os quais foram devidamente funcionalizados para
deteccdo de Ab-Syn e CRP. O desempenho dos parametros ImFs € comparado com
a C, ndo somente em termos analiticos, mas principalmente em relacdo ao tempo de

aquisicao de medidas para detecgdo de ambos os biomarcadores supracitados.
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7.4.1 Analises por capacitancia redox (C,.)

A obtencé&o do valor C, puro (livre da contribuicdo ndo-faradaica ao carregamento
interfacial)™ requer a realizacdo de medidas impedimétricas em uma ampla faixa de
frequéncia em dois potenciais distintos, E;/, € E,y,:, onde as medidas realizadas no
ultimo permitem medir a contribuicdo ndo-faradaica a capacitancia e a subtracao

desta contribuicdo nos valores de capacitancia obtidos no E; /,, permitem determinar
a capacitancia redox " *% 1%2% 2 pesta forma, os dados adquiridos em ambos E; /,

e E,,; foram usados para calcular um conjunto completo de ImF separadamente, ou
seja, sem subtrair os valores medidos no E,,, dos valores medidos no E;,,. Assim a
mesma metodologia aplicada na Subseccdo 7.2.1.3 pode ser usada aqui para
optimizacdo das condicdes de analises in funcdo da faixa de frequéncia e funcéo de

imitancia (ImF (w)).

7.4.2 Analise espectral de dados

As funcbes de imitancia complexa (ImF*) usadas foram impedancia(Z*),
capacitancia(C*), modulo (M*) e admitancia (Y*) com suas relacbes de fase
adquiridas a partir dos ensaios impedimétricos realizados nos E; , € Egy;.

Como fungbes complexas, estas sdo divididas nos componentes real (ImF’) e
imaginério (ImF") e, uma vez calculados estes componentes para todas as ImFs, 0
passo seguinte envolve calcular os respectivos sub-parametros tais como médulo
absoluto (|ImF|), razdo (ImF'/ImF") e a razdo inversa (ImF'"/ImF").
Adicionalmente, nesta subseccéo foi incorporado o inverso das componentes real e
imaginaria (1/ImF' e 1/ImF", por exemplo, 1/C"and 1/C"), assim expandido o
namero de I'mF para vinte e oito parametros (Tabela 7.4.1) para cada frequéncia
medida dentro do espectro estudado para os mesmos ensaios usados no calculo de
C,. Cada um destes vinte oito parametros é uma funcdo sensivel as interacdes de
bioreconhecimento ocorridas na interface do eletrodo funcionalizado, e apresentam

respectivas regibes de frequéncias com maior sensibilidade ao analito. Uma vez
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realizadas as analises de obtencdo da curva padrdo, pode-se selecionar a ImF de
interesse bem como a regido de frequéncia de maior sensibilidade, a qual pode ser
denominada de regido optimizada de frequéncia (conforme melhor explicado a
seguir). Este protocolo de andlise permite a aquisicdo das medidas em
aproximadamente uma ordem de magnitude mais rapida e, para alguns parametros
de ImFs, substancialmente mais sensivel do que o procedimento usando apenas o
inverso da capacitancia redox (1/C,) (parametro usado como referéncia) como sinal

transdutor.

Tabela 7.4.1. Todos os parametros de ImFs avaliados na metodologia proposta.

ImF A (o M* &
Z' c’' M’ Y’
ZII CII MII YII
|1Z| IC| |M]| Y
Parametro VANV c'/c” M'/M" Y');y"
Z”/Z, CII/CI MII/MI Yll/yl
1/7' 1/C’ 1/M 1Y’
1/211 1/CII 1/MII 1/yll

O desempenho analitico de cada ImF foi avaliada em resposta relativa em
porcentagem, RR(%), para cada um dos analitos estudados e ao longo de toda a

faixa de frequéncia aplicada. Lembrando que RR(%) € definido como:

RRy (%) = [(RY — R§)/RE] * 100 (7.5)

Onde R§ € o valor inicial de ImF na auséncia do analito e RY o valor de ImF apés a
incubacdo em uma concentragdo especifica do analito (n), na mesma frequéncia
angular w. Desta forma, pode ser determinada a frequéncia 6tima, bem como a
regido de frequéncia optimizada (de melhor sensibilidade analitica para uma dada
ImF), onde 0 RR serd maximo através das concentracdes amostradas. O algoritmo

MATLAB R2013b foi usado para converter os dados originais da funcdo de
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transferéncia elétrica nas demais funcdes de imitdncia e, adicionalmente, para plotar
estes valores em funcdo da faixa de concentracdo dos analitos. Em seguida,
somente os parametros de ImF que apresentaram comportamento monotbnico e
linear (r*>0,95) foram usados para calcular os coeficientes de sensibilidade e o L.D.
enquanto que os demais foram descartados. O L.D. Por fim, as melhores funcdes
ImF foram comparadas ao (1/C,) em termos de eficiéncia analitica.

Toda a eficiéncia e aplicabilidade deste protocolo foram avaliadas na
deteccdo do anti-synucleina e da proteina C-reativa. A resposta de cada superficie
funcionalizada (para Ab-syn e CRP) usando ImF como sinal transdutor foi estudada

em ambos os potenciais (E1,, € E,y,) usados na aquisicdo da capacitancia redox.

Nas medidas realizadas no E,,; a maioria dos parametros ImFs apresentou
linearidade inferior a 0,9 (r?) em todas as frequéncias estudadas, tornando-os in(teis
do ponto de vista analitico. JA os parametros ImFs com r? aceitaveis (superiores a
0,95) mostraram sensibilidades inferiores a 5 per cento por [(pmol L™)x10], tal valor é
considerado pequeno quando comparado aos obtidos no E;,, O0s quais
ultrapassaram 100 per cento por [(pmol L™)x10] (ver Tabelas 7.4.2 e 7.4.3 para

resultados obtidos no E,,; € no Ey ,, respectivamente).
A razdo desta superioridade analitica para medidas realizadas no E;,, sobre as

medidas realizadas no E,,(ver Figuras 7.4.1 e 7.4.2) esta principalmente associada
a alta transferéncia de carga ocorrida, no potencial de meia onda, entre as unidades
redox e a superficie metalica. Tal processo causa um largo acumulo de carga de
natureza eletroquimica que aumenta enormemente capacitancia do sistema
(oxidacao/reducéo da probe redox ferroceno/ferrocénio. Fc/Fc*), no entanto, sendo o

termo quantico dominante™* %% &% 138

e, de forma geral, todo e quaisquer fenbmenos
fisico relacionados ao fluxo de elétrons entre unidade redox e a superficie metalica
sdo altamente sensiveis a eventos de imobilizacdo/reagdo quimica ocorridos na

interface do eletrodo®® 13,
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Figura 7.4.1. Gréafico capacitivo de Bode mostrando a variagdo no sinal de capacitancia real em
ambos potenciais E,,, (graficos largos em preto) e E,,. (graficos finos em vermelho) para uma
superficie molecular nanoestruturada contendo probe redox confinada e receptiva para a CRP. As
concentracgdes representadas sdo 10 e 1000 pmol L. Para as medidas realizadas no E,/,, a variagao
em (’ apresentou sensibilidade maxima foi encontrada ao redor de 4,0 Hz. Entretanto, para medidas
similares realizadas no E,,;, a variagdo de sinal é claramente insignificante como ferramenta
analitica.
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Figura 7.4.2. Gréfico capacitivo de Bode mostrando a resposta para a capacitancia imaginaria
expressa em Faraday e RR (%) em func¢éo da frequéncia em escala logaritmo (representada apenas
pelos expoentes na base 10). Figura (a) e (b), respectivamente, na deteccdo de CRP usando
superficies moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada. O sinal “redox” foi medido no
potencial de meia onda do ferroceno (~0,45 vs Ag|AgCl) e a contribuicdo ndo-faradaica foi medida em
0,1V vs Ag|AgCl.
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Apbs o célculo da resposta relativa em porcentagem, RR(%), para todas as
funcdes complexas ImF (e sub-paramétros) (Figura 7.4.3) determinadas a partir das

medidas realizadas no E ,, € relativamente facil determinar a frequéncia optimizada

de amostragem onde cada parametro apresenta a maxima variacdo de RR, bem
como o espectro optimizado de faixa de frequéncia (regido do espectro de
frequéncia onde a sensibilidade € maior e aproximadamente constante para cada
parametro, conforme destacado na Figura 7.4.4a). Vale notar que algumas funcdes
de imitancia sdo relacionadas matematicamente e assim fornecem respostas

equivalentes quando analisadas por RR (Figura 7.4.5).

Tabela 7.4.2. Parametros analiticos das ImF para deteccdo de CRP medidos no E,,;. Os dados
representados aqui sdo referentes a medidas em triplicata. A sensibilidade e o L.D. foram calculados
pelo ajuste linear da média de cada resposta relativa, RR(%).

Frequéncia optimizada

ImF (H2) r2 Sensibilidade (% conc™®) L.D. (pmol L™)
A 0,0405 0,896313 9,238754 29,99668
zZ" 0,0321 0,981826 8,624359 0,004449

YAVA 0,1641 0,968624 3,581835 0,000153
|Z] 0,0405 0,915013 12,02634 39,66863
Y’ 0,0321 0,977134 -3,55722 6,33E-05
Y" 38218,5 0,691202 10,54976 34,79421

Y"/y' 0,1641 0,968624 3,581835 0,000153
Y] 38218,5 0,684014 10,77265 37,98893
C' 0,0321 0,854773 9,0355 227,403
c" 0,0321 0,977134 -3,55722 6,33E-05

c"/c’ 0,2616 0,916173 30,2712 277,288
[C] 0,0321 0,860899 9,315983 227,8487
M’ 0,0321 0,981826 8,624359 0,004449
M" 17,3976 0,810442 4,21123 21,0138

M" /M’ 0,1641 0,968624 3,581835 0,000153
|M| 0,0321 0,893395 12,51868 36,2418
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Figura 7.4.3. Resposta relativa em porcentagem, RR(%)em funcdo da frequéncia em escala logaritmo
(representada apenas pelos expoentes na base 10), para os 28 parametros analisados através da
faixa de frequéncia estudada de 0,05 a 100 kHz na faixa de concentracdo de CRP usada (102 a 10"
pmol L'l). O filme receptivo foi construido sobre uma monocamada mista de 11-FcC e 16-MHDA.

Conforme C*, M*, e Y* sdo fasorialmente derivados a partir de Z*, é evidente que diversas fungfes
apresentem resposta similar (Z" e M', M" e Z', por exemplo).
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Figura 7.4.4. a) Gréafico de Bode para variagdo da resposta relativa, RR(%), para Z" em funcéo da
frequéncia em escala logaritmo (representada apenas pelos expoentes na base 10) para ensaios de
deteccéo de Ab-syn sobre superficies moleculares nanoestruturadas contendo probe redox confinada
(construidas a partir de monocamadas mistas composta de 16-MHDA/11FcC imobilizadas sobre
eletrodos de ouro). A Figura (a) mostra que Z" tem sensibilidade relativa optimizada similar entre a
faixa de frequéncia de 13,0 a 5000,0 Hz (linhas tracejadas em preto) (Sensibilidade de 100,1 = 4,9
contra a sensibilidade de 104,7, encontrada em 2423,0 Hz , r* = 0,980 + 0,009). b) Curva analitica
obtida por Z" para detecgdo redox do Ab—syn(lO2 a 10* pmol L'l). A curva analitica foi construida
agrupando os valores de cada concentragdo nas diferentes frequéncia dentro de tal faixa (13,0 —
5000,0 Hz).

Observando-se a resposta de 1/C", como modelo representativo das funcées de
imitancia, utilizado para deteccdo de Ab-syn (Figura 7.4.6), é evidente que a
magnitude de RR varia por toda a faixa de frequéncia estudada com alta variacéao
nas regides de baixa frequéncia (10 a 100 Hz). Assim, a média dos valores de RR foi
calculada para trés repeticdbes de medidas sobre o mesmo eletrodo funcionalizado
através da faixa de concentracéo estudada (10? a 10* pmol L™ para Ab-syn e 10 a
10° pmol L™ para CRP). Desta forma, nos casos em que o r? foi superior a 0,95, 0
parametro ImF foi usado para determinar a sensibilidade (definida como coeficiente
angular da reta) na regido de frequéncia de melhor resposta para cada um dos vinte
e oito parametros. A Tabela 7.4.3 apresenta 0s parametros mais sensiveis para

deteccdo de Ab-syn e CRP.

105



80 ;- a) - Branco

" O 100 pmol L
3 - ¥ 200 pmol L™
- 7 500 pmol L
. bo irfp - = 1000 pmol L
IE \lle - 2000 pmol L
o P A 5000 pmol L'
" 40 1 10000 pmol L™
L {
& 20 |y
0 4
-1 0 1 2.3 4 5 -1 0 1 2 3 4 5

Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

2 3.4 5 06 -1 0 1 2 3 4 5
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 7.4.5 Gréfico de Bode mostra a resposta dos parametros de ImF C' e Y" em termos de valores
absolutos € RR(%) para a detecgdo do anticorpo da a-synucleina com concentracdes abragindo a
faixa de 10 a 10* pmol L™ sobre uma camada mista de 16-MHDA/11-FcC. a) e b) sdo os graficos de
Bode para a capacitancia real na resposta absoluta e RR(%), respectivamente. Enquanto c) e d)
mostram a mesma andlise, mas para a imitancia imaginaria (Y'") derivada a partir de ¢’. Como esta
claro a se notar, a fungdo derivada (Y usada como um modelo) mostra exatamente o mesmo
comportamemento e valores da ImF original quando avaliada em termos de RR(%).
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Tabela 7.4.3. Parametros analiticos ImF optimizados para deteccdo de ab-syn e CRP e medidos
no E, ,, sobre suas respectivas superficies moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada
e receptivas. Os dados representados aqui sdo referentes a medidas em triplicata. A sensibilidade e o
L.D. foram calculados pelo ajuste linear da média de cada resposta relativa, RR(%).

Deteccéo de Ab-syn

2

ImF Frequéncia optimizada r Sensibilidade (% conc™) L.D. (pmol L™)
Z' 0,1526 0,996 + 0,002 105,3+1,6 105,7 £ 2,2
Z" 2423 0,980 + 0,009 104,8 + 4,3 143,6 £ 6,5
C' 5917,6 0,989 + 0,011 105,7+£ 2,0 146,8 £ 6,1

1/Cc"” 40,47 0,998 + 0,002 159,1 + 2,7 121,1+4,5

c'/c” 3514,9 0,988 + 0,009 106,3+ 2,4 118,9+ 3,1
1/C, - 0,998 = 0,003 84,0+25 143,5+9,7
Deteccédo de CRP
Z' 0,41 0,977+ 0,01 41,7+ 2,1 0,48 +0,2
Z" 2423 0,978+ 0,02 31,2+3,1 49+272
(o 2939 0,982 £ 0,01 38,7+1,8 95+2,8
1/c"” 21,96 0,997 + 0,001 70,8+ 1,6 74+3,1
c'/c” 1844 0,986 + 0,012 37,6 +0,9 34+1,3
1/C, - 0,994 + 0,002 30,4+0,7 54+1,6
250 1 1/C" o = Branco
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Figure 7.4.6. Um tipico exemplo mostrando a variagcdo na resposta relativa, RR(%), do parametro
1/C"de uma analise de medidas impedimétricas realizadas sobre uma superficie receptiva a Ab-syn
com probe redox confinada. Foi usada faixa de concentracdo de Ab-syn entre 10° a 10 pmo L™, A
resposta € maxima por volta de 40 Hz, indicando assim a frequéncia analitica optmizada.
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Na metodologia de detecgdo de ambos os analitos, o parametro 1/C"" mostrou a
melhor sensibilidade entre todos os ImFs analisados. Vale notar que o principal
objetivo deste trabalho é avaliar o desempenho analitico de cada ImFs e o
significado fisico de cada parametro sera discutido em trabalhos futuros, mas de
forma simplificada podemos definir 1/wC"” = 1/G onde G é a condutancia ressonante
do processo de transferéncia eletronica presente na interface deste sistema, assim,
1/C" = w/G).

Os melhores parametros para deteccdo do Ab-syn, na faixa de concentracdo de
10% a 10* pmol L?, foram 1/C", ¢'/C", C', Z' e Z" (tendéncia esta constante em trés
diferentes eletrodos preparados igualmentes) com a sensibilidade de 159,1+ 2,7,
106,2 + 2,4, 105,7 + 2,0, 105,3 + 1,6 e 104,8 + 4,3 per cento por [(pmol L) x 10],
respectivamente. Os L.D. correspondentes as estes parametros 121,1 + 2,7; 118,9 +
3,1; 146,8 + 6,1; 105,7 + 2,2 e 143,6 + 6,5 pmol L™, respectivamente (Tabela 7.4.3).
Em critérios analiticos, estes resultados podem ser considerados melhores do que
aqueles obtidos por 1/C, {S = 84,0 per cento por [(pmol L) x 10] e L.D. 143,5 + 9,7
pmol L'}}(Figura 7.4.7a) e demonstram que as ImFs 1/C", C'/C", C', Z' e Z" s&o
potencialmente uteis para aplicacdo na deteccdo de synucleina quando comparados
a métodos publicados previamente’’.

A mesma metodologia quando aplicada a deteccdo da CRP mostrou uma faixa
linear de 10" a 10° pmol L™ (0,001 to 10,0 mg L™) a qual abrange toda a faixa de
concentracéo clinicamente relevante para este biomarcador (entre 1,0 — 3,0 mg L™).
Similarmente aos resultados obtidos na deteccdo de Ab-syn, 1/C" foi o parametro
mais sensivel, seguido dos parametros Z', C’, C'/C" e Z'" (tendéncia constante em
trés diferentes eletrodos preparados equivalentemente) onde as sensibilidades e os
limites de deteccédo encontrados foram de 70,8 + 1,6; 41,7 £ 2,1; 38,7 £ 1,8; 37,6
0,9 e 31,2 + 3,1 per cento por (pmol L'l) x10e74+3,1;048+0,2;95+28;34+
1,3 e 4,9 + 2,2 pmol L?, respectivamente (Tabela 7.4.3). Estes ImFs mostraram
melhor desempenho que 1/C, na capacidade de deteccdo de CRP sobre os
mesmos superficies moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada {S=
30,4 + 0,7 per cento por [(pmol L") x 10] e L.D. de 5,4 + 1,6 pmol L™*}(Figura 7.4.7b)
e representam uma forma de analise altamente competitiva aos métodos label based
aplicados a deteccéo desta proteina’®. Além disso, a faixa linear obtida com estas

analises optimizadas atende perfeitamente bem a faixa considerada clinicamente util
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pela associacdo americana do coracao (AHA) e o centro para controle de doencas
dos Estados Unidos da América™*.
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Figura 7.4.7. Comparagdo de resposta analitica para superficies moleculares nanoestruturadas contendo
probe redox confinada e receptiva construidas sobre uma SAM mista composta de 16-MHDA/11FcC, os
quais foram apropriadamente funcionalizados para deteccdo de ab-syn (a) e CRP (b). Em ambas as
andlises o ImF de maior sensibilidade foi o 1/C" e as frequéncias analiticas optimizadas para (a) e (b)
foram de 40,47 Hz e 21,06 Hz, respectivamente. As repostas analiticas nestes casos se encontram
comparadas a resposta obtida para 1/C, em cada caso. As medidas foram realizadas em triplicata e todas
as curvas analiticas aqui demonstradas apresentaram r* > 0,996.

Ao realizar uma triagem investigatéria em todos os dados adquiridos, fica claro
que existe para cada ImF uma faixa de frequéncia (denominada de faixa espectral
optimizada) ao redor da frequéncia optimizada, onde a sensibilidade das andlises &
constante. A Figura 7.4.4a, por exemplo, mostra os resultados para Z” (usado como
modelo) em que a sensibilidade para Ab-syn é constante na faixa de frequéncia de
13,0 a 5000,0 Hz (com 15 diferentes frequéncias estudadas dentro desta faixa). O
valor médio das sensibilidades considerando-se o valor de S encontrado em todas
15 diferentes frequéncias foi de 100,1 + 4,9, valor este similar a melhor sensibilidade
encontrada na frequéncia de 2423,0 Hz (S = 104,7) (Figura 7.4.4a). Em termos
praticos, esta similaridade da sensibilidade ao longo destas 15 diferentes
frequéncias medidas, significa que as medidas impedimétricas podem ser realizadas
dentro desta faixa optimizada de frequéncia mantendo-se o mesmo desempenho
analitico. A Figura 7.4.4b, ilustra bem esta paridade na sensibilidade ao longo da

faixa optimizada de frequéncia. Nesta figura esta demonstrado a RR(%) média (e
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desvio padrao) para cada concentracdo de analito estudado. Esta resposta média e
o desvio padrao foram calculados considerando a RR(%) medida em cada uma das
15 diferentes dentro da faixa optimizada (13 a 5000 Hz) como sendo “replicatas” da
medida em cada concentracéo. E facil notar que a varia¢do do sinal é pequena para
cada concentracdo do analito independente da frequéncia usada dentro da faixa
mencionada (desvio padrao relativo inferiores a 2,5% - indicados pelas barras de
desvio padrédo na Figura 7.4.4b) e, adicionalmente esta variacdo de média do sinal

apresenta aumento linear em funcéo ao log da concentracdo do analito.
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Figura 7.4.8. Comparativo entre a sensibilidade dos parametros de ImF para deteccdo de Ab-syn(a) e
CRP(b), mostrando a existéncia de uma de frequéncia em que a sensibilidade é equivalente,
conforme indicado pelas barras de erros no eixo da frequéncia, no qual as sensibilidades sdo
comparaveis ao valor optimizado. Esta evidente que os parametros como 1/C" e Z' sdo os mais
sensiveis e encontram-se confinados na faixa 0,1 a 100,0 Hz.

Este célculo da variacao da sensibilidade média para outros parametros de ImFs,
dentro da faixa de frequéncia optimizada, esta demonstrado na Figura 7.4.8. Esta
andlise deixa claro que para os parametros mais sensiveis (1/C" eZ'), as
sensibilidades optimizada encontram-se limitada a faixa de frequéncia entre 0,1 a
100,0 Hz para ambos os analitos estudados. No entanto, em altas frequéncias ha
também ImFs que exibiram excelentes sensibilidades como, por exemplo, os
parametros C'/C", Z" e C' para os quais as melhores respostas analiticas foram
encontradas na faixa de frequéncia entre10® a 10* Hz (aproximadamente), onde a
aquisicdo de dados requer um tempo de medida ainda menor. Na pratica, as
analises que inicialmente eram feitas na faixa de frequéncia 0,01 Hz a 1 MHz podem
ser reduzidas a faixas menores, como por exemplo de 10,0 a 100 Hz ou entrel10® a

10* e assim, podendo reduzir o tempo de aquisicdo de dados de 90 minutos a
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menos de 3 minutos. A Figura 7.4.9 ilustra o conceito comparando o uso de 1/C" e
1/C,, como sinais transdutores, na construcdo da curva analitica onde o uso do
inverso da capacitancia imaginaria permite realizar todas as medidas de forma mais
rapida e sensivel. Desta forma, com 1/C" seriam necessarios aproximadamente 70
a 80 minutos para aquisicdo de todos os dados referentes as concentracoes
estudadas na deteccéo de Ab-syn e CRP, respectivamente. Enquanto que usando o
inverso da capacitancia redox a aquisicdo dos dados para 0S mesmos ensaios,

gastaria aproximadamente 720 para a deteccdo de Ab-syn e por volta 810 minutos
para a CRP.

700

)

()]
S S

Tempo(minutos
8 8

300
250 200
150 1
RR(%)

Figura 7.4.9. Representacdo em trés dimensdes curvas analiticas mostradas na Figura 7.4.8 para
deteccdo de anti-synucleina e CRP (a e b, respectivamente). Entretanto, também considerando o
tempo necessario para realizar as medidas referentes aos ensaios de todas as concentragfes
estudas (7 e 8 concentracdes para to anti-syn e CRP, respectivamente). O tempo necessério para as
medidas foi aproximadamente de 70 minutos usando 1/C” e mais de 720 minutos por 1/C,, enquanto

que no mesmo ensaio para a CRP o tempo consumido foi de 80 minutos usando 1/C” e mais de 810
minutos usando 1/C,.

Em resumo, uma vez que uma regido de frequéncia optimizada € conhecida
para um dado analito e interface, o tempo de andlises e aquisicdo de dados é
reduzido enormemente e. adicionalmente, obtendo-se ensaios mais sensiveis e
valores de L.D. que séo equivalentes ou melhores do que aqueles obtidos usando a
C, como sinal analitico.
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7.5 Conclusao

Métodos EIE e ECE sdo capazes de monitorar caracteristicas de condutividade,
dielétrica ou capacidade de carregamento na interface de eletrodos/eletrolitos.
Quando estas superficies sdo apropriadamente funcionalizadas com receptores
biolégicos obtém-se poderosas ferramentas de biosensoriamento. Porém, tanto a
EIE quanto a ECE apresentam limitacbes quanto ao tempo de aquisicdo e
tratamento de dados. Neste capitulo foi introduzido o conceito de funcdes de
imitancia visando justamente melhorar as caracteristicas de ensaios ao mostrar que
parametros ImFs respondem diferentemente a mesma interacdo de receptor/analito.
Assim, ficou claro que os parametros ImFs em qualquer tipo de abordagem (EIE
faradaica, EIE ndo-faradaica e ECE) apresentam sensibilidade analitica em regides
particulares de frequéncia com maior sensibilidade e em menor tempo do que as
analises tradicionais. A aplicabilidade da abordagem ImF foi avaliada com a
deteccdo de biomarcadores clinicamente importantes como a CRP, usada como
analito nas trés metodologias combinadas a ImF e a sinucleina, detectada apenas
via a abordagem de ECE combinada a ImF. Contudo, ficou claro que as trés
abordagens aqui apresentadas combinadas com a ImF apresentam vantagens em

termos de sensibilidade e praticabilidade.
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8 Conclusdes gerais

A espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE) sem ddvida € uma
poderosa metodologia de monitoramento de mudancas interfaciais sobre superficies
moleculares nanoestruturadas com probe redox confinada resultando em ensaios
sensoriais altamente sensiveis e label free. Em um primeiro momento esta
metodologia eletroquimica foi desenvolvida como técnica de obtencdo de uma
grandeza de significado fisico associado ao nivel de estados ocupados dos centros
redox presentes em superficies moleculares nanoestruturadas imobilizados sobre a
superficie de um eletrodo. Esta grandeza é denominada de capacitancia redox a
qual seu inverso, 1/C,, € de grande utilidade analitica. Com o objetivo de melhorar a
sensibilidade, linearidade e L.D. de métodos baseados em superficies receptivas
com probe redox confinada, foi aplicado nas analises aqui descritas 0 conceito de
funcdes de imitancia (ImF). Assim, explorando as funcdes de fase das ImFs, atraves
dos espectros adotados de frequéncia, os resultados mostraram ser possivel ajustar
a realizacdo das medidas a faixas menores de frequéncia e a0 mesmo tempo
aumentar a sensibilidade das andlises com respeito ao sinal analitico previamente
usado (1/C,). Assim, consequentemente, reduzindo o tempo dispendido na
aquisicdo de dados de forma significativa e ainda mais sensivel. Por fim, estes
resultados mostram que esta metodologia, uma vez apropriadamente optimizada,
oferece potencialmente meios de desenvolvimento de sistemas multiplexados,
baseados em interfaces com probe redox confinada que sédo perfeitamente
aplicaveis a analises de grande montante de dados, conforme é necessario em
laboratérios de grande demanda de amostras ou ainda como ferramenta de auxilio

em outras areas de pesquisa como, por exemplo, a protedmica.

113



Referéncias

1 ANDERSON, N. L.; ANDERSON, N. G. Proteome and proteomics: new technologies, new
concepts, and new words. Electrophoresis, v. 19, n. 11, p. 1853-1861, Aug. 1998.

2 LEE, J. W.; FIGEYS, D.; VASILESCU, J. Biomarker assay translation from discovery to
clinical studies in cancer drug development: quantification of emerging protein biomarkers.
Advances in Cancer Research, v. 96, p. 269-298, Dec. 2006.

3 MIHARA, H.; TOMIZAKI, K.; USUI, K. Protein-protein interactions and selection: array-
based techniques for screening disease-associated biomarkers in predictive/early diagnosis.
Febs Journal, v. 277, n. 9, p. 1996-2005, May 2010.

4 JOHNSON, A. Sensitive and specific label-free detection of clinical biomarkers. 2011.
62 f. Thesis (Part 11) - Honours School of Chemistry, University of Oxford, Oxford, 2011.

5 CHIKAE, M. et al. Amyloid-p detection with saccharide immobilized gold nanoparticle on
carbon electrode. Bioelectrochemistry, v. 74, n. 1, p. 118-123, Nov. 2008.

6 KANG, D.-Y. et al. Ultra-sensitive immunosensor for B-amyloid (1-42) using scanning
tunneling microscopy-based electrical detection. Biosensors and Bioelectronics, v. 24, n. 5,
p. 1431-1436, Jan. 20009.

7 YANAMANDRA, K. et al. a-Synuclein reactive antibodies as diagnostic biomarkers in
blood sera of Parkinson's disease patients. PLoS ONE, v. 6, n. 4, Apr. 2011.
doi:10.1371/journal.pone.0018513

8 KIM, N.; KIM, D.-K.; CHO, Y.-J. Development of indirect-competitive quartz crystal
microbalance immunosensor for C-reactive protein. Sensors and Actuators B: Chemical,
v. 143, n. 1, p. 444-448, Dec. 2009.

9 AHMANN, F. R.; SCHIFMAN, R.B. Prospective comparison between serum monoclonal
prostate specific antigen and acid phosphatase measurements in metastatic prostatic cancer.
The Journal of Urology, v. 137, n. 3, p. 431-434, Mar. 1987.

10 RAY, S.; MEHTA, G.; SRIVASTAVA, S. Label-free detection techniques for protein
microarrays: prospects, merits and challenges. Proteomics, v. 10, n. 4, p. 731-748, Feb. 2010.

11 EVANS, D. et al. Electrical protein detection in cell lysates using high-density peptide-
aptamer microarrays. Journal of Biology, v. 7, n. 1, p. 1-11, Jan. 2008.

12 PESQUERO, N. C. et al. Real-time monitoring and Kinetic parameter estimation of the
affinity interaction of jArtinM and rArtinM with peroxidase glycoprotein by the
electrogravimetric technique. Biosensors and Bioelectronics, v. 26, n. 1, p. 36-42,

Sept. 2010.

114



13 RAJESH et al. Electrochemical impedance immunosensor for the detection of cardiac
biomarker Myogobin (Mb) in aqueous solution. Thin Solid Films, v. 519, n. 3, p. 1167-1170,
Nov. 2010.

14 BUENO, P. R.; MIZZON, G.; DAVIS, J. J. Capacitance spectroscopy: a versatile
approach to resolving the redox density of states and kinetics in redox-active self-assembled
monolayers. Journal of Physical Chemistry B, v. 116, n. 30, p. 8822-8829, Aug. 2012.

15 GOES, M. S. et al. A dielectric model of self-assembled monolayer interfaces by
capacitive spectroscopy. Langmuir, v. 28, n. 25, p. 9689-9699, June 2012.

16 SANTOS, A.; DAVIS, J. J.; BUENO P. R. Fundamentals and applications of impedimetric
and redox capacitive biosensors. Journal of Analytical & Bioanalytical Techniques, 2014.
d0i:10.4172/2155-9872.S57-016.

17 FERNANDES, F. C. B. et al. Label free redox capacitive biosensing. Biosensors and
Bioelectronics, v. 50, n. 15, p. 437-440, July 2013.

18 FERNANDES, F. C. B. et al. Comparing label free electrochemical impedimetric and
capacitive biosensing architectures. Biosensors and Bioelectronics, v. 57, n. 15, p. 96-102,
Jan. 2014.

19 LEHR, J. et al. Label-free capacitive diagnostics: exploiting local redox probe state
occupancy. Analytical Chemistry, v. 86, n. 5, p. 2559-2564, Feb. 2014.

20 SANTOS, A. et al. Impedance-derived electrochemical capacitance spectroscopy for the
evaluation of lectin-glycoprotein binding affinity. Biosensors and Bioelectronics, v. 62,
n. 15, p. 102-105, Dec. 2014.

21 SANTOS, A. et al. Redox-tagged peptide for capacitive diagnostic assays. Biosensors
and Bioelectronics, v. 68, n. 15, p. 281-287, June 2015.

22 VESTERGAARD, M. D. et al. A rapid label-free electrochemical detection and kinetic
study of alzheimer's amyloid beta aggregation. Journal of the American Chemical Society,
v. 127, n. 34, p. 11892-11893, Aug. 2005.

23 LaBELLE, J. T. etal. A cytokine immunosensor for multiple sclerosis detection based
upon label-free electrochemical impedance spectroscopy. Biosensors and Bioelectronics,
v. 23, n. 3, p. 428-431, Oct. 2007.

24 ULMAN, A. Formation and structure of self-assembled monolayers. Chemical Reviews,
v. 96, n. 4, p. 1533-1554, Jan. 1996.

25 O'SHANNESSY, D. J.; BRIGHAM-BURKE, M.; PECK, K. Immobilization chemistries
suitable for use in the BIAcore surface plasmon resonance detector. Analytical
Biochemistry, v. 205, n. 1, p. 132-136, Aug. 1992.

26 SKLADAL, P. Advances in electrochemical immunosensors. Electroanalysis, v. 9, n. 10,
p. 737-745, Apr. 1997.

115



27 GHINDILIS, A. L. et al. Immunosensors: electrochemical sensing and other engineering
approaches. Biosensors and Bioelectronics, v. 13, n. 1, p. 113-131, Jan. 1998.

28 KHARITONOV, A. B. et al. Probing of bioaffinity interactions at interfaces using
impedance spectroscopy and chronopotentiometry. Journal of Electroanalytical Chemistry,
v.487,n. 2, p. 133-141 , June 2000.

29 JOSEPH, W. DNA biosensors based on Peptide Nucleic Acid (PNA) recognition layers. A
review. Biosensors and Bioelectronics, v. 13, n. 7/8, p. 757-762, Oct. 1998.

30 YANG, M.; McGOVERN, M. E.; THOMPSON, M. Genosensor technology and the
detention of interfacial nucleic acid chemistry. Analytica Chimica Acta, v. 346, n. 3, p. 259-
275, July 1997.

31 CAI H.; LEE, T. M.-H.; HSING, I. M. Label-free protein recognition using an aptamer-
based impedance measurement assay. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 114, n. 1,
p. 433-437, Mar. 2006.

32 ACHTNICH, U. R.; TIEFENAUER, L. X.; ANDRES, R. Y. Covalent immobilization of
avidin on glassy carbon electrodes as the basis for multivalent biosensors. Biosensors and
Bioelectronics, v. 7, n. 4, p. 279-290, Nov. 1992,

33 NOWALL, W. B.; DONTHA, N.; KUHR, W. G. Electron transfer Kinetics at a
biotin/avidin patterned glassy carbon electrode. Biosensors and Bioelectronics, v. 13, n. 11,
p. 1237-1244, Nov. 1998.

34 PEDROSO, M. M. et al. Quartz crystal microbalance monitoring the real-time binding of
lectin with carbohydrate with high and low molecular mass. Microchemical Journal, v. 89,
n. 2, p. 153-158, Feb. 2008.

35 TKAC, J.; DAVIS, J. J. Label-free field effect proteinsensing. In: DAVIS J. J. (Ed.).
Engineering the bioelectronic interface: applications to analyte biosensing and protein
detection. Cambridge: RSC Pub., 2009. Chap. 7, p.193-224.

36 NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger principles of biochemistry. 3rd ed. New York:
W. H. Freeman, 2002. 930 p.

37 STEAD, M. A. etal. Structure of the wild-type human BCL6 POZ domain. Acta
Crystallographica Section F, v. 64, n. 12, p. 1101-1104, Dec. 2008.

38 PAREKH, S.; PRIVE, G.; MELNICK, A. Therapeutic targeting of the BCL6 oncogene for
diffuse large B-cell lymphomas. Leuk Lymphoma, v.49, n. 5, p. 874-882, May 2008.

39 CHATTOPADHYAY, A. etal. A peptide aptamer to antagonize BCL-6 function.
Oncogene, v. 25, n. 15, p. 2223-2233, Apr. 2006.

40 RAMOS, I. Role of g-amyloid structure and residue accessibility in cell interactions

associated with Alzheimer’s disease. 2009. 212 f. Dissertation (Doctor of Philosophy) -
Faculty of the Graduate School, University of Maryland, Baltimore County, 20009.

116



41 KELLY, C. A.; HARVEY, R. J.; CAYTON, H. Drug treatments for Alzheimer's disease.
British Medical Journal, v. 314, n. 7082 Mar. 1997. doi: 10.1136/bmj.314. 7082. 693.

42 COOKSON, M. R. The biochemistry of parkinson's disease. Annual Review of
Biochemistry, v. 74, n. 1, p. 29-52, 2005.

43 HASHIMOTO, M.; MASLIAH, E. Alpha-synuclein in Lewy body disease and
Alzheimer's disease. Brain Pathology, v. 9, n. 4, p. 707-720, Oct. 1999.

44 ELISA, A.; WAXMAN, B. I. G. Molecular mechanisms of a-synuclein neurodegeneration.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1792, p. 616-624, July 2009.

45 PAPACHRONI, K. K. et al. Autoantibodies to alpha-synuclein in inherited Parkinson’s
disease. Journal of Neurochemistry, v. 101, n. 3, p. 749-756, May 2007.

46 van GEEL, W. J. A. et al. A more efficient enzyme-linked immunosorbent assay for
measurement of a-synuclein in cerebrospinal fluid. Journal of Neuroscience Methods,
v. 168, n. 1, p. 182-185, Feb. 2008.

47 MOLLENHAUER, B. et al. a-Synuclein and tau concentrations in cerebrospinal fluid of
patients presenting with parkinsonism: a cohort study. The Lancet Neurology v. 10, n. 3,
p. 230-240, Mar. 2011.

48 BALLARD, C. G.; JONES, E. L. CSF a-synuclein as a diagnostic biomarker for Parkinson
disease and related dementias. Neurology, v. 75, n. 20, p. 1760-1761, Nov. 2010.

49 SZALALI, A. J. etal. C-reactive protein: structural biology and host defense function.
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, v. 37, n. 3, p. 265-270, Mar. 1999.

50 PEPYS, M. B.; HIRSCHFIELD, G. M. C-reactive protein: a critical update. Journal of
Clinical Investigation, v. 111, n. 12, p. 1805-1812, June 2003.

51 AZUMI, N.; TRAWEEK, S.T.; BATTIFORA, H. Prostatic acid phosphatase in carcinoid
tumors: immunohistochemical and immunoblot studies. The American Journal of Surgical
Pathology, v. 15, n. 8, p. 785-790, Aug. 1991.

52 PIRKKO, V. Characterization of the principal human prostatic acid phosphatase
isoenzyme, purified by affinity chromatography and isoelectric focusing. Part I1. Clinical
Chemistry, v. 24, n. 10, p. 1783-1787, Oct. 1978.

53 Al, T. et al. Reviving the acid phosphatase test for prostate cancer. Oncology, v. 21, n. 8,
p. 1003-1010, July 2007.

54 van DIEIJEN-VISSER, M. P. et al. A comparative study on the diagnostic value of
prostatic acid phosphatase (PAP) and prostatic specific antigen (PSA) in patients with
carcinoma of the prostate gland. Clinica Chimica Acta, v. 174, n. 2, p. 131-140, May 1988.

55 ECKERMANN, A. L. et al. Electrochemistry of redox-active self-assembled monolayers.
Coordination Chemistry Reviews, v. 254, n. 15/16, p. 1769-1802, Aug. 2010.

117



56 BUENO, P. R.; FABREGAT-SANTIAGO, F.; DAVIS, J. J. Elucidating capacitance and
resistance terms in confined electroactive molecular layers. Analytical Chemistry, v. 85,
n. 1, p. 411-417, Jan. 2013.

57 BUENO, P. R.; DAVIS, J. J. Elucidating redox-level dispersion and local dielectric effects
within electroactive molecular films. Analytical Chemistry, v. 86, n. 4, p. 1997-2004,
Feb. 2014.

58 FLEMING, B. D. et al. Detailed analysis of the electron-transfer properties of azurin
adsorbed on graphite electrodes using dc and large-amplitude fourier transformed ac
voltammetry. Analytical Chemistry, v. 79, n. 17, p. 6515-6526, Sept. 2007.

59 MENDEZ De LEO, L. P. et al. Molecular and electronic structure of electroactive self-
assembled monolayers. The Journal of Chemical Physics, v. 138, n. 11, p. 1147071/1-
1147071/9, Mar. 2013.

60 BUTTIKER, M.; THOMAS, A.; PRETRE, A. Mesoscopic capacitors. Physics Letters A,
v. 180, n. 4/5, p. 364-369, Sept. 1993.

61 BUENO, P. R.; DAVIS, J. J. Measuring quantum capacitance in energetically addressable
molecular layers. Analytical Chemistry, v. 86, p. 1337-1341, Jan. 2014.

62 PATIL, A. V. etal. Immittance electroanalysis in diagnostics. Analytical Chemistry,
v. 87, n. 2, p. 944-950, Dec. 2014.

63 BENITES, T. A. et al. Efeitos da rugosidade superficial nas propriedades de passivacéo de
monocamadas organicas automontadas. Quimica Nova, v. 37, n. 9, p. 1533-1537,
ago. 2014.

64 MADUENO, R. et al. A voltammetric study of 6-mercaptopurine monolayers on
polycrystalline gold electrodes. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 506, n. 2, p. 92-
98, June 2001.

65 HOOGVLIET, J. C. et al. Electrochemical pretreatment of polycrystalline gold electrodes
to produce a reproducible surface roughness for self-assembly: a study in phosphate buffer ph
7.4. Analytical Chemistry, v. 72, n. 9, p. 2016-2021, Mar. 2000.

66 TRASATTI, S.; PETRII, O. A. Real surface-area measurements in electrochemistry. Pure
and Applied Chemistry, v. 63, n. 5, p. 711-734, May 1991.

67 BERGGREN, C.; BJARNASON, B.; JOHANSSON, G. Capacitive biosensors.
Electroanalysis, v. 13, n. 3, p. 173-180, Mar 2001.

68 DAVIS, J. J. (Ed.). Engineering the bioelectronic interface: applications to analyte
biosensing and protein detection. Cambridge: RSC, 2009. 243 p.

69 ESTRELA, P. et al. Label-free sub-picomolar protein detection with field-effect
transistors. Analytical Chemistry, v. 82, n. 9, p. 3531-3536, May 2010.

118



70 WHITE, R. J. etal. Wash-free, electrochemical platform for the quantitative, multiplexed
detection of specific antibodies. Analytical Chemistry, v. 84, n. 2, p. 1098-1103, Jan. 2012.

71 XU, M.; LUO, X.; DAVIS, J. J. The label free picomolar detection of insulin in blood
serum. Biosensors and Bioelectronics, v. 39, n. 1, p. 21-25, Jan. 2013.

72 LISDAT, F.; SCHAFER, D. The use of electrochemical impedance spectroscopy for
biosensing. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 391, n. 5, p. 1555-1567, Jan. 2008.

73 BRYAN, T. etal. An optimised electrochemical biosensor for the label-free detection of
C-reactive protein in blood. Biosensors & Bioelectronics, v. 39, n. 1, p. 94-98, Jan. 2013.

74 JOHNSON, A. et al. Sensitive affimer and antibody based impedimetric label-free assays
for c-reactive protein. Analytical Chemistry, v. 84, n. 15, p. 6553-6560, Aug. 2012.

75 DANIELS, J. S.; POURMAND, N. Label-free impedance biosensors: opportunities and
challenges. Electroanalysis, v. 19, n. 12, p. 1239-1257, May 2007.

76 K'OWINO, I. O.; SADIK, O. A. Impedance spectroscopy: a powerful tool for rapid
biomolecular screening and cell culture monitoring. Electroanalysis, v. 17, n. 23, p. 2101-
2113, Dec. 2005.

77 BRYAN, T. et al. The robust electrochemical detection of a Parkinson's disease marker in
whole blood sera. Chemical Science, v. 3, n. 12, p. 3468-3473, Sept. 2012.

78 RODRIGUEZ, M. C.; KAWDE, A. N.; WANG, J. Aptamer biosensor for label-free
impedance spectroscopy detection of proteins based on recognition-induced switching of the
surface charge. Chemical Communications, n. 34, p. 4267-4269, Sept. 2005.

79 BOGOMOLOVA, A. et al. Challenges of electrochemical impedance spectroscopy in
protein biosensing. Analytical Chemistry, v. 81, n. 10, p. 3944-3949, May 2009.

80 ELLIOTT, C.M.; REDEPENNING, J. G.; BALK, E. M. Electronically conducting poly-
tris(5,5'-bis(3-acrylyl-1-propoxy) carbonyl]-2,2'-bipyridine)ruthenium-modified electrodes:
studies of bilayer films and solution redox reactions. Journal of Electrochemical Chemistry
and Interfacial Electrochemistry, v. 213, n. 2, p. 203-215, Nov. 1986.

81 SUMNER, J. J.; CREAGER, S. E. Redox kinetics in monolayers on electrodes: electron
transfer is sluggish for ferrocene groups buried within the monolayer interior. Journal of
Physical Chemistry B, v. 105, n. 37, p. 8739-8745, Aug. 2001.

82 BUENO, P. R.; FABREGAT-SANTIAGO, F.; DAVIS, J. J. Elucidating capacitance and
resistance terms in confined electroactive molecular layers. Analytical Chemistry, v. 85,
p. 411-417, Nov. 2012,

83 LONG, G. L.; WINEFORDNER, J. D. Limit of detection: a closer look at the IUPAC
definition. Analytical Chemistry, v. 55, n. 7, p. 712A-724A, June 1983.

119



84 EDDOWES, M. J.; HILL, H. A. O. Novel method for the investigation of the
electrochemistry of metalloproteins: cytochrome c. Journal of the Chemical Society:
Chemical Communications, n. 21, p. 771-772, 1977.

85 CHAKI, N. K.; VIJAYAMOHANAN, K. Self-assembled monolayers as a tunable
platform for biosensor applications. Biosensors and Bioelectronics, v. 17, n. 1/2, p. 1-12,
Jan. 2002.

86 POIRIER, G. E.; PYLANT, E. D. The self-assembly mechanism of alkanethiols on
Au(111). Science, v. 272, n. 5265, p. 1145-1148, May 1996.

87 LU, B.; SMYTH, M. R.; O’KENNEDY, R. Oriented immobilization of antibodies and its
applications in immunoassays and immunosensors. Analyst, v. 121, n. 3, p. 29R-32R, 1996.

88 LOVE, J. C. etal. Self-assembled monolayers of thiolates on metals as a form of
nanotechnology. Chemical Reviews, v. 105, n. 4, p. 1103-1169, July 2005.

89 DIAS, D. etal. The interaction of a polycrystalline gold electrode with ethanethiol in
alkaline solution. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 690, p. 121-126, Feb. 2013.

90 PORTER, M. D. et al. Spontaneously organized molecular assemblies. 4. Structural
characterization of n-alkyl thiol monolayers on gold by optical ellipsometry, infrared
spectroscopy, and electrochemistry. Journal of the American Chemical Society, v. 109,
n. 12, p. 3559-3568, June 1987.

91 BRYANT, M. A.; PEMBERTON, J. E. Surface raman scattering of self-assembled
monolayers formed from 1-alkanethiols: behavior of films at gold and comparison to films at
silver. Journal of the American Chemical Society, v. 113, n. 22, p. 8284-8293, Oct. 1991.

92 HAHNER, G. et al. Structure of self-organizing organic films: a near edge x-ray
absorption fine structure investigation of thiol layers adsorbed on gold. Journal of Vacuum
Science & Technology A, v. 10, n. 4, p. 2758-2763, Aug. 1992.

93 BUENO, P. R. etal. A facile measurement of heterogeneous electron transfer kinetics.
Analytical Chemistry, v. 85, n. 22, p. 10920-10926, Oct. 2013.

94 LIN, J. et al. Impedance spectroscopy of bilayer membranes on single crystal silicon.
Biointerphases, v. 3, n. 2, p. FA33-FA40, June 2008.

95 LIN, J. etal. Electrically addressable, biologically relevant surface-supported bilayers.
Langmuir, v. 26, n. 14, p. 12054-12059, May 2010.

96 ROMANER, L. etal. The dielectric constant of self-assembled monolayers. Advanced
Functional Materials, v. 18, n. 24, p. 3999-4006, Dec. 2008.

97 SONDAG-HUETHORST, J. A. M.; FOKKINK, L. G. J. Electrochemical characterization

of functionalized alkanethiol monolayers on gold. Langmuir, v. 11, n. 6, p. 2237-2241,
June 1995.

120



98 LAVIRON, E. General expression of the linear potential sweep voltammogram in the case
of diffusionless electrochemical systems. Journal of Electroanalytical Chemistry and
interfacial electrochemistry, v. 101, n. 1, p. 19-28, July 1979.

99 SASSOLAS, A.; BLUM, L. J.; LECA-BOUVIER, B. D. Immobilization strategies to
develop enzymatic biosensors. Biotechnology Advances, v. 30, n. 3, p. 489-511, May 2012.

100 HENNESSEY, H. et al. Electrochemical investigations of the interaction of C-reactive
protein (CRP) with a CRP antibody chemically immobilized on a gold surface. Analytica
Chimica Acta, v. 643, n. 1/2, p. 45-53, June 2009.

101 VIHKO, P. Characterization of the principal human prostatic acid phosphatase
isoenzyme, purified by affinity chromatography and isoelectric focusing. Part I1. Clinical
Chemistry, v. 24, n. 10, p. 1783-1787, Oct. 1978.

102 SAITO, T. et al. Prostate-specific antigen/prostatic acid phosphatase ratio is significant
prognostic factor in patients with stage 1V prostate cancer. Urology, v. 70, n. 4, p. 702-705,
Oct. 2007.

103 SAITO, T.; KITAMURA, Y.; KOMATSUBARA, S. Prognosis of prostate cancer with
elevated prostatic acid phosphatase. Hinyokika kiyo. Acta Urologica Japonica, v. 52, n. 3,
p. 177-180, Mar. 2006.

104 ALCANTAR, N. A.; AYDIL, E. S.; ISRAELACHVILI, J. N. Polyethylene glycol-coated
biocompatible surfaces. Journal of Biomedical Materials Research, v. 51, n. 3, p. 343-351,
Sept. 2000.

105 CHO, H. Y. et al. Synthesis of biocompatible peg-based star polymers with cationic and
degradable core for sirna delivery. Biomacromolecules, v. 12, n. 10, p. 3478-3486, Oct.
2011.

106 KLAPSHINA, L. G. et al. Novel PEG-organized biocompatible fluorescent
nanoparticles doped with an ytterbium cyanoporphyrazine complex for biophotonic
applications. Chemical Communications, v. 46, n. 44, p. 8398-8400, Sept. 2010.

107 SCHILP, S. et al. Physicochemical properties of (ethylene glycol)-containing self-
assembled monolayers relevant for protein and algal cell resistance. Langmuir, v. 25, n. 17,
p. 10077-10082, Sept. 20009.

108 HARDER, P. et al. Molecular conformation in oligo(ethylene glycol)-terminated self-
assembled monolayers on gold and silver surfaces determines their ability to resist protein
adsorption. Journal of Physical Chemistry B, v. 102, n. 2, p. 426-436, Jan. 1998.

109 CASTANON-FERNANDEZ, J.; FERNANDEZ-ABEDUL, M. T.; COSTA-GARCIA, A.
Kinetic determination of acid phosphatase activity by double injection flow analysis with
electrochemical detection. Analytica Chimica Acta, v. 413, n. 1/2, p. 103-108, May 2000.

110 CASTANON-FERNANDEZ, J.; FERNANDEZ-ABEDUL, M. T.; COSTA-GARCIA, A.
Determination of acid phosphatase activity in a double injection flow system with
electrochemical detection. Analytica Chimica Acta, v. 406, n. 2, p. 225-232, Feb. 2000.

121



111 YAN, S. et al. A novel biosensor based on gold nanoparticles modified silicon nanowire
arrays. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 641, n. 1/2, p. 136-140, Mar. 2010.

112 POURNAGHI-AZAR, M. H.; AHOUR, F.; HEJAZI, M. S. Differential pulse
voltammetric detection of hepatitis C virus 1a oligonucleotide chain by a label-free
electrochemical DNA hybridization biosensor using consensus sequence of hepatitis C
virus la probe on the pencil graphite electrode. Electroanalysis, v. 21, n. 16, p. 1822-1828,
Aug. 2009.

113 LI, L. etal. Aptamer biosensor for label-free square-wave voltammetry detection of
angiogenin. Biosensors and Bioelectronics, v. 30, n. 1, p. 261-266, Dec. 2011.

114 TELSNIG, D. et al. Characterization of an amperometric biosensor for the determination
of biogenic amines in flow injection analysis. International Journal of Electrochemical
Science, v. 7, n. 11, p. 10476-10486, Nov. 2012.

115 CECCHETTO, J. et al. An impedimetric biosensor to test neat serum for dengue
diagnosis. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 213, p. 150-154, July 2015.

116 LIN, J. et al. Sensitive immunosensor for the label-free determination of tumor marker
based on carbon nanotubes/mesoporous silica and graphene modified electrode. Biosensors
and Bioelectronics, v. 41, p. 342-347, Mar. 2013.

117 SAHOO, P. et al. Direct label free ultrasensitive impedimetric DNA biosensor using
dendrimer functionalized GaN nanowires. Biosensors and Bioelectronics, v. 44, p. 164-170,
June 2013.

118 VENKATANARAYANAN, A.; KEYES, T. E.; FORSTER, R. J. Label-free impedance
detection of cancer cells. Analytical Chemistry, v. 85, n. 4, p. 2216-2222, Jan. 2013.

119 OHNO, R. et al. Electrochemical impedance spectroscopy biosensor with interdigitated
electrode for detection of human immunoglobulin A. Biosensors and Bioelectronics, v. 40,
n. 1, p. 422-426, Feb. 2013.

120 YANG, L.; L1, Y.; ERF, G. F. Interdigitated array microelectrode-based
electrochemical impedance immunosensor for detection of Escherichia coli O157:H7.
Analytical Chemistry, v. 76, n. 4, p. 1107-1113, Jan. 2004.

121 LUO, X. L.; DAVIS, J. J. Electrical biosensors and the label free detection of protein
disease biomarkers. Chemical Society Reviews, v. 42, n. 13, p. 5944-5962, Apr. 2013.

122 RICKERT, J. etal. A ‘mixed’ self-assembled monolayer for an impedimetric
immunosensor. Biosensors and Bioelectronics, v. 11, n. 8, p. 757-768, Sept. 1996.

123 IONESCU, R. E. et al. Label-free impedimetric immunosensor for sensitive detection of
atrazine. Electrochimica Acta, v. 55, n. 21, p. 6228-6232, Aug. 2010.

122



124 RAMON-AZCON, J. et al. An impedimetric immunosensor based on interdigitated
microelectrodes (IDuE) for the determination of atrazine residues in food samples.
Biosensors and Bioelectronics, v. 23, n. 9, p. 1367-1373, Apr. 2008.

125 LUO, X. et al. Redox and label-free array detection of protein markers in human serum.
Analytical Chemistry, v. 86, n. 11, p. 5553-5558, May 2014.

126 BART, M. et al. On the response of a label-free interferon-y immunosensor utilizing
electrochemical impedance spectroscopy. Biosensors and Bioelectronics, v. 21, n. 1, p. 49-
59, July 2005.

127 CHUANG, Y.-H. et al. Electrical impedimetric biosensors for liver function detection.
Biosensors and Bioelectronics, v. 28, n. 1, p. 368-372, Oct. 2011.

128 LIN, K.-C. et al. Biogenic nanoporous silica-based sensor for enhanced electrochemical
detection of cardiovascular biomarkers proteins. Biosensors and Bioelectronics, v. 25, n. 10,
p. 2336-2342, June 2010.

129 BRYAN, T. et al. An optimised electrochemical biosensor for the label-free detection of
C-reactive protein in blood. Biosensors and Bioelectronics, v. 39, n. 1, p. 94-98, Jan. 2013.

130 LUO, X. et al. Ultrasensitive label free electrical detection of Insulin in neat blood
serum. Analytical Chemistry, v. 85, n. 8, p. 4129-4134, Mar. 2013.

131 BENILOVA, I. V. et al. Nonfaradaic impedance probing of potato glycoalkaloids
interaction with butyrylcholinesterase immobilized onto gold electrode. Electroanalysis,
v. 18, n. 19/20, p. 1950-1956, Oct. 2006.

132 GAUTIER, C. et al. Hybridization-induced interfacial changes detected by non-faradaic
impedimetric measurements compared to Faradaic approach. Journal of Electroanalytical
Chemistry, v. 610, n. 2, p. 227-233, Dec. 2007.

133 FANG, X. et al. A label-free immunosensor for diagnosis of dengue infection with
simple electrical measurements. Biosensors and Bioelectronics, v. 25, n. 5, p. 1137-1142,
Jan. 2010.

134 GUVEN, E. et al. Non-specific binding in solid phase immunoassays for autoantibodies
correlates with inflammation markers. Journal of Immunological Methods, v. 403, n. 1/2,
p. 26-36, Jan. 2014,

135 KIM, C.-H. et al. CRP detection from serum for chip-based point-of-care testing system.
Biosensors and Bioelectronics, v. 41, p. 322-327, Mar. 2013.

136 MISHRA, S. et al. Biofunctionalized gold nanoparticle-conducting polymer
nanocomposite based bioelectrode for crp detection. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 174, n. 3, p. 984-997, Oct. 2014.

137 CHEN, X. et al. Electrochemical impedance immunosensor based on three-

dimensionally ordered macroporous gold film. Analytical Chemistry, v. 80, n. 6, p. 2133-
2140, Feb. 2008.

123



138 BUENO, P. R.; FELICIANO, G. T.; DAVIS, J. J. Capacitance spectroscopy and density
functional theory. Physical Chemistry Chemical Physics, v. 17, n. 14 p. 9375 - 9382,
Feb. 2015.

139 TARKKINEN, P.; PALENIUS, T.; LOVGREN, T. Ultrarapid, ultrasensitive one-step
kinetic immunoassay for c-reactive protein (crp) in whole blood samples: measurement of the
entire crp concentration range with a single sample dilution. Clinical Chemistry, v. 48, n. 2,
p. 269-277, Feb. 2002.

140 LEE, W.-B. et al. An integrated microfluidic system for fast, automatic detection of C-
reactive protein. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 157, n. 2, p. 710-721, Oct. 2011.

124



