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Nomenclatura

Aip — variagao de intensidade de corrente de pico

AFM — microscopia de forga atdmica, de atomic force microscopy
BSA - albumina de soro bovino, de bovine serum albumin

CA - cronoamperometria

CoL — capacitancia da dupla camada, de double layer capacitance
CPE - elemento de fase constante, de constant phase element
DPa — desvio-padrao do branco

E — potencial elétrico, unidade: volt (V)

EIE — espectroscopia de impedancia eletroquimica

ELISA — ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica, de enzyme-linked
immunosorbent assay

Ep — potencial de pico

Epa — potencial de pico anddico

Epc — potencial de pico catédico

FD — fator de diluicao

HC — amostra de soro de individuos saudaveis, de healthy control
i — corrente elétrica, unidade: ampere (A)

ip — corrente de pico

ipa — corrente de pico anddico

ipc — corrente de pico catédico

IgG — imunoglobulina G

JIA — artrite idiopatica juvenil, de juvenile idiopathic arthritis, ou a amostra de
soro dos pacientes com artrite idiopatica juvenil

m — coeficiente angular da reta

pl — ponto isoelétrico

PRF+1 — peptideo com a sequéncia “ACSSWLPRGCGGGS”

Q - carga elétrica, unidade: Coulomb (C)

Rct — resisténcia a transferéncia de carga, de charge transfer resistance

Rq— rugosidade média quadratica



Rs — resisténcia da solugao

SPCE - eletrodos impressos de carbono, de screen-printed carbon electrodes
t — tempo, unidade: segundos (s)

VC - voltametria ciclica

VPD - voltametria de pulso diferencial

W — impedancia de Warburg

Z’ — parte real da impedancia

-Z”’ — parte imaginaria da impedancia
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Resumo

Artrite idiopatica juvenil (JIA) corresponde a um amplo grupo de doencgas
autoimunes e inflamatdrias que se desenvolve em criangas e adolescentes com
menos de dezesseis anos de idade. Na auséncia de diagndstico e tratamento
adequados, pode haver danos irreversiveis nos tecidos das articulagdes. Os
biossensores inserem-se no cenario clinico como promissoras alternativas
analiticas para o diagnostico molecular. Neste trabalho, foi desenvolvido um
biossensor eletroquimico para o diagnostico de JIA, utilizando o peptideo
denominado de PRF+1, que em estudo anterior mostrou ser reativo com
anticorpo de pacientes com JIA. A superficie dos eletrodos impressos foi ativada
pelo método cronoamperométrico antes da imobilizacdo do peptideo. As
deteccgdes eletroquimicas foram conduzidas por voltametria de pulso diferencial
e espectroscopia de impedancia eletroquimica em solugao tampao fosfato e/ou
solugdo de ferro/ferricianeto de potassio. Modificagbes na morfologia da
superficie dos sistemas foram estudadas por microscopia de for¢ca atbmica. A
performance do biossensor foi analisada frente a diferentes diluicdes de
amostras de soro, uso de amostras de diferentes pacientes e estabilidade
durante o armazenamento. O biossensor produzido foi capaz de discriminar
amostras de diferentes pacientes com JIA dos controles saudaveis. O sistema
apresentou faixa linear de resposta entre as diluicées 1:25 e 1:300, sensibilidade
de 172,8 uC x FD, e limites de detecgcao e quantificacdo de 1:784 e 1:235,
respectivamente. Além disso, permaneceu funcional por até 40 dias de
armazenamento a 8°C. Assim, foi desenvolvida uma plataforma simples,
miniaturizada, funcional, estavel, seletiva e sensivel, estabelecendo-se como

uma promissora estratégia de diagnostico molecular.

Palavras-chave: biossensor eletroquimico, eletrodos impressos de carbono,

peptideo, artrite idiopatica juvenil, soro humano
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Abstract

Juvenile idiopathic arthritis (JIA) is a wide group of autoimmune and inflammatory
diseases that affect children and adolescents under the age of sixteen. In the
absence of proper diagnosis and treatment, irreversible damage may occur in the
joint tissues. Biosensors emerge in the clinical scenario as promising analytical
alternatives to the molecular diagnosis. In this work, an electrochemical
biosensor was developed for the diagnosis of JIA using PRF+1 peptide, which
has been shown to react against antibody from patients with JIA. The screen-
printed electrode surface was activated by chronoamperometry prior to
immobilization of the peptide. Electrochemical detections were conducted by
differential pulse voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy in
phosphate buffer and/or potassium ferro/ferricyanide solution. Morphological
alterations in the surfaces were studied by atomic force microscopy. The
performance of the biosensor was evaluated by testing different serum specimen
in different dilutions and stability during storage. The developed biosensor was
able to discriminate samples of patients who were diagnosed as having JIA from
those that were obtained from healthy individuals. The system presented linear
range of response between the dilutions 1:25 and 1:300, sensitivity of 172,8 uC
x DF, and limits of detection and quantification of 1:784 and 1:235, respectively.
Moreover, the biosensor remained functional for up to 40 days of storage at 8°C.
Therefore, a simple, miniaturized, functional, stable, selective and sensitive
platform was developed and established as a promising strategy for molecular

diagnosis.

Keywords: electrochemical biosensor, screen-printed carbon electrodes, peptide,
juvenile idiopathic arthritis, human serum
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1. Introducgao
1.1. Artrite idiopatica juvenil

Artrite idiopatica juvenil (JIA, de idiopathic juvenile arthritis) corresponde a um
amplo grupo de doengas autoimunes e inflamatorias (PETTY et al., 2004; BRUCK;
SCHNABEL; HEDRICH, 2015), com desenvolvimento em criangas e adolescentes
com idade menor que 16 anos e persisténcia por seis semanas ou mais
(RESTREPO; LEE, 2012), sendo caracterizada por inflamacéo sinovial e danos aos
tecidos das articulagbes (ABRAMOWICZ et al., 2016).

De acordo com a idade de aparecimento, numero de articulagdes afetadas,
presenca de biomarcadores especificos e outras observagdes clinicas, a JIA é
dividida em sete subtipos: artrite sistémica, artrite oligoarticular, artrite poliarticular
RF-positiva, artrite poliarticular RF-negativa, artrite relacionada a entese (ERA),
artrite psoriatica e artrite indiferenciada (RESTREPO; LEE, 2012). A artrite
poliarticular € aquela que afeta cinco ou mais articulagdes durante os primeiros seis
meses de doencga, podendo ser positiva ou negativa para o fator reumatoide (RF).
A artrite oligoarticular, por sua vez, afeta de uma a quatro articulagdes durante os
seis meses inicias. A artrite sistémica é caracterizada por artrite acompanhada de
febre que dura pelo menos duas semanas, sendo caracterizada como cotidiana por
pelo menos trés dias, acompanhada por sintomas como exantema eritematoso,
linfadenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia e serosite. As outras formas
relacionam-se a ocorréncia de artrite com psoriase ou entesite, acompanhadas de
outros sintomas (ARMON, 2014).

Em termos epidemioldgicos, a incidéncia e prevaléncia de doencgas
autoimunes cresceram nos ultimos anos (MORONI; BIANCHI; LLEO, 2012;
LERNER; JEREMIAS; MATTHIAS, 2016). No caso especifico da artrite idiopatica
juvenil (JIA), a analise dos dados epidemioldgicos pode ser dificultada devido ao
uso inconsistente da terminologia, a qual foi alterada recentemente (PETTY et al.,
2004; ARMON, 2014); falta de padronizagdo das metodologias adotadas nos
estudos, diagndéstico impreciso e dificuldade de acesso dos pacientes ao
atendimento médico (OBERLE; HARRIS; VERBSKY, 2014).



Apesar das limitagdes dos estudos, é bem estabelecido que a JIA é a condicéo
reumatolégica mais comum na infancia. No que diz respeito a prevaléncia
internacional, a distribuicdo geografica € heterogénea, variando de 8 a 400 por 100
mil individuos (ABRAMOWICZ et al., 2016). Considerando todos os subtipos de
JIA, séo relatadas prevaléncias de 0,83 no Japéao, 23 na Noruega, 3,8 em Taiwan
e 400 na Australia para cada 100 mil criangas (OBERLE; HARRIS; VERBSKY,
2014).

Quanto aos conhecimentos relativos aos determinantes etiolégicos e
fisiopatoldgicos, ha muitas lacunas a serem preenchidas (BERKUN; PADEH, 2010;
GOWDIE; TSE, 2012; ARMON, 2014). Contudo, acredita-se que exista uma
combinagdo de fatores ambientais e genéticos (HERSH; PRAHALAD, 2015;
ABRAMOWICZ et al., 2016), de modo que varios fatores ambientais poderiam
desencadear JIA em hospedeiros geneticamente susceptiveis, incluindo agentes
infecciosos, eventos psicosocioldgicos e tabagismo materno (BERKUN; PADEH,
2010).

No nivel molecular, sédo relatadas a presenga de imunocomplexos circulantes
e a ativacdo do sistema do complemento (MOORE, 2016), recrutamento de células
T para as articulagdes e aumento do nivel de citocinas pro-inflamatérias, bem como
reducéo das células T regulatérias e citocinas anti-inflamatérias (ARMON, 2014).
Contudo, estes eventos moleculares diferem entre os subtipos de JIA (GOWDIE;
TSE, 2012; RESTREPO; LEE, 2012).

Para o diagnéstico de JIA séo considerados o histérico médico, manifestagéo
clinica (ABRAMOWICZ et al., 2016), bem como testes laboratoriais que avaliem
marcadores de inflamagao (como proteina C reativa e taxa de sedimentagao de
eritrocitos) e o hemograma do paciente (MCMAHON; TATTERSALL, 2011). No que
se refere ao diagnostico por imagem, podem ser utilizados a radiografia, o
ultrassom e a ressonancia magnética (RESTREPO; LEE, 2012). Contudo, esses
métodos tradicionais de diagndstico necessitam de equipamentos especificos,
mao-de-obra qualificada, podem ser demorados, caros e nao automatizados,
dificultando o diagndstico precoce e inicio do tratamento (HENNESSEY et al., 2009;
KIM et al., 2013).

Caso nao haja diagnostico e tratamento adequados, pode haver danos

irreversiveis nos tecidos das articulagdes e visceras, resultando em sequelas



multiplas, grandes limitagdes fisicas e desfiguragcdo (ABRAMOWICZ et al., 2016),
que podem impactar na vida adulta (HERSH; PRAHALAD, 2015). Assim, a JIA tem
um grande impacto na qualidade de vida dos pacientes (WIPFF et al., 2016) e
potencial de afetar a populagdo economicamente ativa (MINDEN et al., 2004).

Dado as formas atuais de diagndstico e seu impacto na evolugdo clinica da
doenca, € evidente a necessidade de desenvolvimento de novas formas de
diagndstico e novos biomarcadores, que permitam maior rapidez, especificidade e
sensibilidade. De fato, tém sido identificados promissores biomarcadores para JIA,
relacionados a previsao do curso da doencga, severidade, atividade, remisséao,
resposta a terapia, entre outros (CONSOLARO et al., 2015).

Neste cenario, a técnica de phage display se destaca como uma versatil
ferramenta para identificacdo de biomarcadores (GOULART et al., 2010; ZHANG;
XU; WANG, 2011; COELHO et al., 2015; GHOSHAL et al., 2016). Como exemplo,
esta técnica possibilitou a selecdo de mimetopos (peptideos miméticos) para o
diagndstico de diferentes formas de artrite (ARAUJO et al., 2015; ARAUJO et al.,
2016). Para aprimorar o diagnéstico, as biomoléculas selecionadas podem ser
enfim integradas a plataformas nanotecnoldgicas e biossensores (GOULART et al.,
2010; CASTRO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

1.2. Biossensores

Os biossensores sao dispositivos analiticos integrados que incorporam um
elemento bioldgico a um sistema de transducéo fisico-quimica, com o objetivo de
realizar analises seletivas (figura 1) (RAPP; GRUHL; LANGE, 2010; TURNER,
2013). Séao constituidos por um transdutor, que converte um evento bioquimico em
um sinal mensuravel; um elemento biolégico, que é responsavel pela especificidade
do dispositivo; e um sistema de processamento do sinal obtido (MURUGAIYAN et
al.,, 2014; KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015). A definicdo mais
classica considera “um dispositivo integrado autbnomo que é capaz de fornecer
informagdo analitica quantitativa ou semi-quantitativa usando um elemento de
reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico) que esta em contato espacial direto
com um elemento de transdugéo” (THEVENOT et al., 1996).



Figura 1. Esquema representativo de um biossensor. Neste caso, a plataforma de transducgdo é
representada pelo plano cinza e o biocomponente € um anticorpo, capaz de reconhecer um alvo
especifico presente em uma amostra complexa (Fonte: autoria propria).

O conceito de biossensor foi inicialmente empregado por Leyland C. Clark em
1962, quando propds a incorporagao de enzimas a eletrodos existentes para a
construcdo de novos instrumentos bioanaliticos (CLARK; LYONS, 1962).
Especificamente, a enzima glicose oxidase foi imobilizada a um eletrodo de platina
para a detecgédo de glicose, inaugurando uma das classes de biossensores mais
bem sucedidas comercialmente (RAPP; GRUHL; LANGE, 2010; TURNER, 2013;
BUNYAKUL; BAEUMNER, 2015).

Desde entdo, o numero e diversidade de aplicagdes cresceu, incluindo areas
como o monitoramento e controle de qualidade de alimentos e processos industriais
(PIERMARINI et al.,, 2011; VASILESCU; MARTY, 2016), aplicagdes clinicas e
farmacéuticas (VAN DEN KIEBOOM et al., 2015; KURBANOGLU et al., 2016),
monitoramento agricola e ambiental (KIM et al., 2014; SONGA; OKONKWO, 2016)
e aplicagbes militares (KOMAROVA et al., 2015; KABESSA et al., 2016).

Vantagens como especificidade, sensibilidade, precisédo, rapidez, potencial
para portabilidade e miniaturizacdo, simplicidade e baixo custo fazem dos
biossensores promissoras alternativas as metodologias analiticas convencionais
(WANG, 2006). Especialmente em regides com recursos limitados, como periferias

de paises em desenvolvimento, areas rurais ou de dificil acesso, a disponibilidade
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de testes rapidos e de facil uso pode tornar o diagnéstico de doengas mais rapido,
preciso e democratico, influenciando diretamente a estratégia de tratamento e a
sobrevivéncia dos pacientes (SHARMA et al., 2015).

Os biossensores podem ser classificados quanto ao tipo de elemento de
reconhecimento bioldgico, tipo de transdugao de sinal e tipo de analito detectado.
Quanto ao tipo de biocomponente, sao classificados em biossensores enzimaticos
(enzimas como biocomponentes), imunossensores (anticorpos), genossensores
(fragmentos de DNA), aptassensores (aptdmeros) e biossensores microbianos
(micro-organismos) (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015). Outros
sistemas de classificacdo substituem a categoria de biossensores microbianos por
biossensores celulares, englobando células de organismos multicelulares e
culturas de células (WAGNER et al., 2011; MANKIEWICZ-BOCZEK et al., 2015).
Também ¢é mencionada a categoria de biossensores miméticos, cujo
biocomponente seria algum material que mimetiza determinadas estruturas
biolégicas (PERUMAL; HASHIM, 2014). Biossensores contendo aptameros e
peptideos como biocomponentes podem ser incluidos na classificacdo de
biossensores miméticos (PERUMAL; HASHIM, 2014) ou considerados
separadamente (DOVER et al.,, 2009; LIU; WANG; BOYD, 2015; VAN DEN
KIEBOOM et al., 2015; VASILESCU; MARTY, 2016).

No que se refere ao tipo de transdutor fisico-quimico, os biossensores sao
classificados em eletroquimicos, Opticos, piezoelétricos, fluorescentes,
quimioluminiscentes, calorimétricos, magnetoelasticos e biossensores baseados
em transistores de efeito de campo (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA,
2015; VIGNESHVAR et al., 2016).

Neste trabalho, técnicas eletroquimicas foram utilizadas para o

desenvolvimento de um biossensor para o diagndstico de artrite idiopatica juvenil.

1.2.1. Biossensores eletroquimicos

Biossensores eletroquimicos sdo aqueles em que o elemento de transdugao
€ um eletrodo, de modo que o evento de reconhecimento biolégico € convertido
diretamente em um sinal elétrico (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA,

2015). Assim, o foco é a medida de correntes e/ou potenciais elétricos que se
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relacionam ao fendémeno eletroquimico desencadeado pelo evento bioquimico
(BURCU BAHADIR; KEMAL SEZGINTURK, 2015).

Os experimentos envolvendo este tipo de biossensor sdo realizados em
células eletroquimicas, comumente constituidas por um sistema de trés eletrodos:
trabalho, auxiliar e referéncia. O eletrodo de trabalho € aquele onde se processa a
reacao de interesse (redugao ou oxidagao). Entre os principais tipos destacam-se
ouro, carbono vitreo, pasta de carbono, grafite, platina, prata, entre outros. O
eletrodo de referéncia possui um potencial conhecido e é usado para estabelecer
um potencial constante na célula eletroquimica, sendo o de prata/cloreto de prata
0 mais comumente utilizado em solugdes aquosas. Por fim, o eletrodo auxiliar (ou
contra-eletrodo) é utilizado para completar o circuito na célula eletroquimica e é
constituido por algum material inerte, como platina, ouro, grafite ou carbono vitreo
(KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).

eletrodo de

trabalho eletrodo de

eletrodo .
2 referéncia

auxiliar ! P g

Figura 2. Representagido esquematica de uma célula eletroquimica de trés compartimentos, com os
eletrodos posicionados. Sao destacadas as regides de entrada e saida de gas nitrogénio, bem como
o capilar de Luggin, que tem a funcao de aproximar os eletrodos de trabalho e referéncia (Fonte:
autoria propria).

A figura 2 ilustra um exemplo de célula eletroquimica com trés
compartimentos e os eletrodos mencionados corretamente posicionados.

Os biossensores eletroquimicos podem ser classificados quanto a forma
como as medidas sao realizadas: potenciométricos, amperométricos,
voltamétricos, impedimétricos e condutimétricos (KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015).



Em medidas potenciométricas, € registrada a diferenga de potencial entre os
eletrodos de trabalho e referéncia quando ndo ha fluxo de corrente significativo
entre eles (BURCU BAHADIR; KEMAL SEZGINTURK, 2015). Exemplos sao os
eletrodos de pH e outros eletrodos seletivos a ions (Ca?*, K*, Na*, CI), que
fornecem medidas do potencial através de uma membrana seletiva (RONKAINEN;
HALSALL; HEINEMAN, 2010).

Em medidas impedimétricas, sdo monitoradas alteragées na capacitancia e
resisténcia a transferéncia de carga, que sado causadas pela imobilizagdo ou
reconhecimento de biomateriais e levam a alteragdes na impedancia (BURCU
BAHADIR; KEMAL SEZGINTURK, 2015; KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015).

Em medidas condutimétricas, a condutividade elétrica de uma solugao é
monitorada enquanto sua composi¢ao ibnica muda devido a ocorréncia de reacdes
quimicas (RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010; BURCU BAHADIR; KEMAL
SEZGINTURK, 2015).

Em medidas amperomeétricas, a oxidacdo ou redugcdo de uma especie
eletroativa resulta em uma corrente elétrica, que € medida enquanto um potencial
constante € mantido no eletrodo de trabalho, em relacao ao eletrodo de referéncia
(RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010; BURCU BAHADIR; KEMAL
SEZGINTURK, 2015).

Em medidas voltamétricas, sao realizadas varreduras dentro de uma faixa de
potencial e a corrente elétrica geralmente é registrada na forma de picos, cuja
posicdo corresponde a compostos especificos e cuja altura € proporcional a
concentracdo deste analito (RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010;
KARUNAKARAN; RAJIKUMAR; BHARGAVA, 2015).

De modo geral, entre as vantagens dos biossensores eletroquimicos,
destacam-se a sensibilidade, especificidade e precisdo, aliados a simplicidade e
baixo custo (WANG, 2006). As aplicacdes sao diversas, incluindo o monitoramento
clinico (MONOSIK; STRED'ANSKY; STURDIK, 2012; RATHEE et al., 2016),
ambiental (BELKHAMSSA et al., 2016; GAO et al., 2016) e controle de qualidade
de alimentos (IZADI et al., 2016; ROTARIU et al., 2016).



1.2.2. Eletrodos impressos

Os eletrodos impressos (SPE, de screen-printed electrodes) sao dispositivos
desenvolvidos a partir da deposigdo de um filme condutor sobre um substrato
inerte, podendo ser seguida pela cobertura por uma camada isolante
(NASCIMENTO, 1998). Sao produzidos pela técnica de serigrafia, que permite a
obtencao de varias impressdes com 0 mesmo design.

Esta técnica existe ha mais de mil anos, sendo empregada nos dias de hoje
nos setores artistico, téxtil e publicidade (LI, M. et al., 2012; LIU; ZHANG; LIU, 2015;
SUIKKOLA et al., 2016). A técnica consiste no uso de uma tela com areas abertas
(por onde a tinta passa) e areas sodlidas, que funcionam como uma mascara que
impede a passagem da tinta (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).
Assim, a tinta é depositada sobre um substrato sélido de forma controlada,
reproduzindo o formato das areas abertas da tela (NASCIMENTO, 1998).

As vantagens dos eletrodos impressos incluem a possibilidade de producgao
em seérie e o baixo custo, a alta reprodutibilidade, a versatilidade de aplicagdes
(KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015), uso de pequenos volumes de
amostra, rapidez, automacao e portabilidade (COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016). Além
disso, ao alterar o foco da busca de novas composigcdes de eletrodos para o estudo
de sua forma geométrica (miniaturizagdo), os processos de transporte de massa
que ocorrem na interface eletrodo-solugdo mudam de um padréao linear ou planar
para uma forma de difusdo convergente ou radial, resultando em melhora do sinal
analitico (COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016). Algumas desvantagens e limitagdes
dessas plataformas incluem a dificuldade de produgdao em escala micrométrica,
possivel obtencdo de resultados menos reprodutiveis, presenca de eletrodos de
pseudo-referéncia e reuso dificultado (MOHAMED, 2016).

A figura 3 ilustra, por meio de uma representagcéo esquematica, um exemplo

de eletrodo impresso comercialmente disponivel.



Figura 3. Representagdo esquematica de um eletrodo impresso comercialmente disponivel. Neste
eletrodo, o sistema de trés eletrodos ¢ integrado e miniaturizado, fortalecendo aspectos propostos
para os biossensores, como portabilidade, baixo custo e uso de pequenos volumes de amostra
(Fonte: autoria propria).

Varios biossensores baseados em eletrodos impressos estdo descritos na
literatura, especialmente de carbono (SPCE, de screen-printed carbon electrode),
utilizados neste estudo. Abbaspour; Noori (2012) utilizaram estes eletrodos para
desenvolver uma estratégia de detecgéo eletroquimica de polimorfismos de base
unica em sequéncias de DNA, utilizando nanoparticulas conjugadas a
mononucleotideos e o sistema de afinidade biotina/estreptavidina. A estratégia

possibilitou a determinagdo precisa de mutagdes, na faixa de 50 a 600 mol L-".

Revenga-Parra et al. (2014) também desenvolveram uma plataforma para
deteccdo de fragmentos de DNA utilizando SPCE. A estratégia consistiu em
desenvolver uma plataforma condutora diazonizada sobre a qual foram
covalentemente ligados oligonucleotideos de DNA. O gene humano MRP3 foi
detectado com limite de detecgdo de 210 pg uL-'. Bagheryan et al. (2016) utilizaram
SPCE modificado com uma camada de diazbnio para a imobilizagdo de um
aptémero. O sistema foi empregado na detecgdo impedimétrica de Salmonella

typhimurium em amostras de alimentos, com limite de detecgdo de 6 CFU mL-".

Por outro lado, Chan et al. (2016) modificaram a superficie dos SPCE com
nanoparticulas de ouro e éxido de grafeno reduzido para o desenvolvimento de um
imunossensor voltado para a detec¢do do antigeno carcinoembrionario,
relacionado a alguns tipos de cancer. A estratégia resultou nos limites de detecgao
0,28 ng mL" e 181,5 ng mL". Yang et al. (2014) apresentaram a modificagdo dos
SPCE com nafion, grafeno e conjugados de nanoparticulas de ouro e éxido de ferro
como plataforma para o desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico para
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determinacao de clenbuterol em amostras suinas, obtendo limite de deteccao de
0,22 ng mL™".

Além dos exemplos apresentados, as aplicagbes dos eletrodos impressos
incluem as areas clinica (MALECKA et al., 2016), farmacéutica (FRAG et al., 2011),
ambiental (PEREZ-RAFOLS et al., 2016), industrial (ALMEIDA et al., 2016) e
defesa (CETO et al., 2013). Novas configuragdes de eletrodos impressos incluem
0 uso de substratos flexiveis e ndo planos, como roupas e a propria epiderme
humana (LI et al., 2012).

1.2.3. Biossensores baseados em peptideos

Os aminoacidos sédo as unidades fundamentais dos peptideos e proteinas,
sendo constituidos por um atomo de carbono central (carbono a) ligado a quatro
grupos: um atomo de hidrogénio, um grupo a-carboxilico, um grupo a-amino e uma
cadeia lateral diferente para cada aminoacido, designada genericamente como
grupo R. Os peptideos sao pequenos polimeros de aminoacidos unidos por
ligacdes peptidicas. Por sua vez, as ligagdes peptidicas (também chamadas de
ligagbes amidicas) sdo formadas pela unido do grupo a-carboxilico de um
aminoacido ao grupo a-amino de outro aminoacido (BERG; TYMOCZKO; STRYER,
2012). A figura 4 ilustra a estrutura de aminoacidos e peptideos.

Atualmente, tem se destacado aplicagdes de peptideos principalmente nas
areas clinica (CARDONA; MONCADA; GOMEZ-MARIN, 2015; LECAILLE;
LALMANACH; ANDRAULT, 2016) e industrial (LACOU; LEONIL; GAGNAIRE,
2016; WANG et al., 2016), sendo obtidos de diversas fontes, como peixes
(RAJANBABU; CHEN, 2011), artrépodes (HARRISON et al., 2014), plantas
(CARVALHO; GOMES, 2011), selecao e otimizacdo em bibliotecas artificias
(ARAUJO et al., 2016; LIU, et al., 2016) e sintese quimica (BONDALAPATI; JBARA,
BRIK, 2016).

Os peptideos tém sido empregados em biossensores como elementos de
reconhecimento, substratos enzimaticos e plataformas transdutoras. Tais
aplicagbes tém crescido, principalmente, devido a vantagens como a grande

estabilidade em comparagao com proteinas maiores e anticorpos, protocolo de
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sintese padronizado, possibilidade de modificagdo com marcadores, grande
versatilidade quimica e especificidade (PAVAN; BERTI, 2012; LIU; WANG; BOYD,
2015).

A R

*HaN——C

Figura 4. Representacéo de aminoacidos e peptideos. A) Féormula estrutural geral dos aminoacidos,
com um carbono-a central ligado a um grupo carboxilico, um grupo amino, um hidrogénio e a cadeia
lateral variavel (R). B) Representacao tridimensional da L-alanina, cuja cadeia lateral € um radical
metil (-CHs). C) Representacao tridimensional de um tripeptideo composto apenas por residuos de
alanina, destacando as ligagbes peptidicas com setas. Nas representacdes tridimensionais, foi
utilizado o modelo de esferas e bastdes, com atomos de carbono representados em cinza,
hidrogénio em branco, oxigénio em vermelho e nitrogénio em azul (Fonte: autoria propria).

Muitos peptideos selecionados pela técnica de phage display podem ser
aplicados em biossensores. A técnica consiste na expressao de peptideos e
polipeptideos na superficie de bacteriéfagos filamentosos. Assim, sdo construidas
bibliotecas com grande diversidade de sequéncias para aplicagdes em terapéutica
e diagnodstico (GALAN et al., 2016).
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Yang, J. et al. (2014) isolaram um heptapeptideo flanqueado por residuos de
cisteina pela técnica de phage display e o aplicaram na construcdo de um
biossensor eletroquimico para a detecgao de bisfenol A. O peptideo foi aplicado
sobre eletrodos de ouro e a interagao ocorreu via residuos de cisteina. O sistema
foi capaz de determinar bisfenol A seletivamente, com intervalo linear de detecgéo
de 1 a 5000 nmol L. Arevalo et al. (2012) empregaram particulas de bacteriofagos
contendo peptideos expressos para a construcdo de um biossensor magneto-
eletroquimico para a detecgédo do herbicida molinato. O sistema foi desenvolvido
sobre eletrodos impressos de carbono e apresentou intervalo linear de deteccéo
entre 4,4 x 103 a 10 ng mL™".

Alguns peptideos tém sido especialmente desenhados para aplicagbes em
biossensores. Shinohara; Kuramitz; Sugawara (2015) desenvolveram uma
estratégia de detecgdo da proteina ovoalbumina a partir da combinagédo de um
dominio peptidico de reconhecimento da proteina, com um dominio eletroativo
planejado, constituido de residuos de tirosina e cisteina. Assim, foi obtida uma
sonda peptidica especifica para o alvo e eletroativa, cujo sinal poderia ser
monitorado sem o uso de marcadores. O peptideo foi imobilizado em eletrodos de
carbono vitreo e o limite de deteccao obtido foi de 10-'> mol L.

Liu et al. (2016) desenvolveram um biossensor eletroquimico sem marcadores
(label-free) a partir da imobilizagdo de um peptideo planejado em um eletrodo de
ouro, via residuo de cisteina. O biossensor foi capaz de detectar bactérias
patogénicas, incluindo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis, diferenciando as vivas das mortas. O limite
de detecgao obtido pelo sistema foi de 102 CFU mL-".

Uma estratégia comumente adotada tem sido a modificacdo dos peptideos
com marcadores redox, como o ferroceno. Li et al. (2012) desenvolveram um
biossensor eletroquimico em eletrodos de ouro para quantificagdo do oligbmero
soluvel amiloide 3 1—42, um importante fator patogénico na doencga de Alzheimer.
Como sonda, foi utilizado um peptideo especifico modificado com acido 11-
mercaptoundecanoico na regido N-terminal e ferroceno na regido C-terminal. O
principio de funcionamento do sistema envolvia mudangas na transferéncia de
elétrons mediante a ligacdo do alvo. O biossensor apresentou faixa linear de
deteccao entre as concentragdes 480 pM e 12 nM de alvo.
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Seguindo a mesma linha, Li et al. (2013) desenvolveram um biossensor
eletroquimico para a detecgdo do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), cuja expressao é aumentada em certos tipos de cancer. Um eletrodo de
ouro foi modificado com um peptideo bioconjugado com ferroceno na regiao C-
terminal e 9-mercapto-1-nonanol na regido N-terminal. Com a ligagdo do EGFR, o
peptideo alterava sua conformacéo e aproximava a por¢ao contendo ferroceno da
superficie do eletrodo, aumentando a transferéncia de elétrons. Com este
biossensor, obteve-se faixa linear de resposta entre 1,0 x 10%e 1,0 x 10710 g L™,
com limite de detecgdo de 3,7 x 10" g L.

Li et al. (2014) desenvolveram um biossensor eletroquimico para a detec¢ao
de uma cepa patogénica de Escherichia coli, também utilizando eletrodo de ouro e
ferroceno, porém com algumas diferengas em relagao aos trabalhos mencionados.
Foi preparada uma monocamada automontada de acido lipoico-NHS, sobre a qual
foi aplicado um derivado do ferroceno contendo um grupo carboxilico, que foi
ativado pelo sistema EDC/NHS para a imobilizacdo do peptideo antimicrobiano. O
sistema foi seletivo entre espécies e cepas e apresentou faixa linear de resposta
de 10%a 107 UFC mL".

1.2.4. Biossensores para diagnéstico de artrites

No caso da artrite reumatoide (RA), existem alguns exemplos de biossensores
baseados em peptideos relatados na literatura. Drouvalakis et al. (2008)
desenvolveram um biossensor piezoelétrico a partir da deposi¢céo de nanotubos de
carbono sobre o cristal de quartzo e posterior imobilizacdo de um peptideo
contendo citrulina ciclica, via ligagdo com Tween-20 funcionalizado com grupos
carboxilicos. O sistema foi desenvolvido para o diagndstico de artrite reumatoide
em amostras de soro humano e foi capaz de detectar o alvo em faixas de
concentracdes femtomolares, superando o teste de ELISA.

Villa et al. (2011) desenvolveram um biossensor amperométrico também para
deteccado de artrite reumatoide em amostras de soro humano. Um peptideo
quimeérico sintético foi imobilizado sobre um compésito de nanotubos de carbono

de paredes multiplas e poliestireno depositado sobre eletrodos de filme fino de ouro
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ou platina. O sistema foi capaz de detectar os anticorpos anti-peptideos citrulinados
presentes nas amostras de soro positivas.

Outros tipos de biossensores também sao relatados. Como exemplo, Bertok
et al. (2015) construiram biossensores impedimétricos baseados em eletrodos de
ouro e camadas automontadas de carboxibetaina tiolada. O sistema utilizou
lectinas como sondas para detecgdo das glicoproteinas fetuina (FET) e
asialofetuina (ASF) em soro de pacientes com RA, com limites de deteccéo de 73
pmol L' e 2,7 nmol L', respectivamente. Renger et al. (2010) desenvolveram um
imunoensaio de fluxo lateral utilizando membrana de nitrocelulose e anticorpos
contra o fator reumatoide (RF) e a vimentina citrulinada-mutada (MCV). Quando
aplicada a amostras de soro de pacientes com RA, a metodologia obteve
especificidade de 99,1% e 91,2% para os anticorpos anti-RF e anti-MCV,
respectivamente.

Pang et al. (2015) desenvolveram uma plataforma fotoeletroquimica com
eletrodos de oOxido de indio-estanho (ITO), nanobastdes de ZnO, nanocristais
semicondutores e nitreto de carbono para a imobilizacdo de sondas de DNA. O
sistema foi planejado para a deteccdo do gene PCSKG6, relacionado ao
desenvolvimento de artrite reumatoide, obtendo um limite de detecgéo de 2 pg mL-
1. Ahn et al. (2011) também utilizaram ZnO para desenvolver um teste sensivel para
diagnostico de RA. Como sonda, foi utilizado o peptideo citrulinado ciclico ligado a
nanobastdes de ZnO. Esta configuragao foi selecionada devido a presenca do motif
RCGRS, que tem afinidade pelo ZnO, sendo capaz de detectar o alvo em diluicbes
de soro de até 5 mil vezes.

Para o caso especifico da artrite idiopatica juvenil (JIA), ha poucos exemplos
de biossensores na literatura. Araujo et al. (2016) apresentaram um estudo inicial
de deteccao eletroquimica em amostras de soro de pacientes com JIA, utilizando
eletrodos de ouro modificados com o peptideo PRF+1. Este peptideo se liga a
anticorpos especificos do soro de pacientes com JIA e também foi utilizado para a

constru¢cao de um biossensor eletroquimico no presente estudo.
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1.3. Técnicas eletroquimicas e microscopia

No que diz respeito as técnicas eletroquimicas, sdo de fundamental
importancia as reagdes de oxirredugéo, nas quais elétrons sao transferidos de um
reagente para outro. Os agentes oxidantes sdo espécies com grande afinidade por
elétrons, enquanto os agentes redutores doam elétrons para outras espécies. Essa
transferéncia de elétrons pode ser conduzida em células eletroquimicas (SKOOG
et al., 2006).

Uma célula eletroquimica consiste em condutores (eletrodos) imersos em
solucdes eletroliticas, que podem ser espacialmente separadas. Os eletrodos em
que ocorrem reacdes de oxidacado e reducdo sdo denominados anodo e catodo,
respectivamente. As células eletroquimicas galvanicas ou voltaicas s&do aquelas
que operam espontaneamente e armazenam energia elétrica, enquanto as células
eletroliticas requerem uma fonte externa de energia para funcionamento. Nas
células eletroquimicas, as reagdes de oxidagao e reducdo que ocorrem no anodo
e no catodo acoplam a conducédo i6nica na solugdo a condugao eletrénica nos
eletrodos, sendo o limite de fase entre eletrodo e solugdo denominado de interface
(SKOOG et al., 2006).

Nas células eletroquimicas, podem ser medidos o potencial e a corrente
elétrica. O potencial elétrico (simbolo: E, unidade: V) representa a energia elétrica
necessaria para transferir uma carga de teste do infinito no vacuo até um
determinado ponto no espaco (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008). A corrente elétrica
(simbolo: I, unidade: A) é definida como o fluxo de carga elétrica. Em uma célula
eletroquimica, dois tipos de corrente elétrica podem fluir pelo circuito que conecta
os eletrodos: faradaica e capacitiva. A corrente faradaica esta relacionada a
transferéncia de carga e as reagdes de oxidagéo e redugéo. A corrente capacitiva
esta ligada ao acumulo de carga e a mudangas na estrutura da dupla camada
eletroquimica, devido a processos de adsorcdo e dessorcdo (BARD; INZELT;
SCHOLZ, 2008).

Os fendbmenos que acontecem nas células eletroquimicas podem ser
estudados por uma série de técnicas desenvolvidas, com grande sensibilidade e
ampla aplicagdo. Algumas delas sao descritas a seguir.
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1.3.1. Voltametria ciclica

As técnicas potenciodinamicas s&o um grupo amplo e fundamental para
estudos eletroquimicos, em que um potencial dependente de tempo € aplicado a
um sistema eletroquimico e a resposta de corrente é registrada. Neste grupo,
destacam-se técnicas como a voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso
diferencial (VPD) (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).

A VC é um tipo de voltametria amplamente utilizada, em que a resposta de
corrente elétrica do sistema é registrada mediante a aplicacdo de valores de
potencial que aumentam e diminuem linearmente, em ciclos (BARD; INZELT,;
SCHOLZ, 2008). Embora nao seja usualmente empregada em analises
quantitativas, devido a uma menor sensibilidade; é indicada para o estudo do
comportamento de pares redox (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA,
2015). Por meio desta técnica, podem ser obtidas informag¢des como o potencial de
oxidacao ou reducgao associado a determinado processo, o estado de oxidagao de
determinadas espécies, o numero de elétrons envolvidos, a taxa de transferéncia
eletronica e efeitos de adsor¢do (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).

Figura 5. Representagdes graficas da voltametria ciclica. A) Grafico de potencial em fungéo do
tempo: em cada ciclo o potencial € variado de E1 a E2, em seguida retornando a E1. B)
Voltamograma ciclico, com a corrente elétrica em fungéo do potencial. Neste exemplo, é possivel
observar os picos de oxidacao e redugdo. E: potencial elétrico; i: corrente elétrica; Epc: potencial de
pico catodico; Epa: potencial de pico anddico; ipc: corrente de pico catédico; ipa: corrente de pico
anaodico. O delta (A) representa a variagéo de corrente de pico, com a subtragdo da corrente de pico
pela corrente na base do pico (Adaptado de KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).

Conforme ilustrado na figura 5, a varredura de potencial é realizada

inicialmente de E1 a E2, e entdo de E2 a E41, com velocidade de varredura fixa. Se
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houver algum composto eletroativo presente no sistema, podem ser detectados
picos de oxidagdo, em um potencial de pico anddico (Epa) € com corrente de pico
anadico (ipa) especificos; e/ou picos de redug¢do, em um potencial de pico catédico
(Epc) € com corrente de pico catédico (ipc) especificos. Para as correntes de pico,
pode ser realizada a subtragdo da corrente na base do pico, o que resulta na
variagdo de corrente de picos anodico e catddico (Aipa € A ipc) (BARD; INZELT;
SCHOLZ, 2008).

A magnitude da corrente de pico (ip) para um sistema em que a transferéncia

de elétrons é reversivel é dada pela equacéo de Randles-Sevéik (equagao 1).

FvD

) n
1p::Q446nFAc RT

Equacao 1

Nesta equacéo, ip é relacionada aos seguintes fatores: numero de elétrons
transferidos por molécula (n), constante de faraday (F), area do eletrodo (A),
concentracdo do analito (c), constante dos gases (R), temperatura absoluta (T),
velocidade de varredura (v) e coeficiente de difusdo (D) (BARD; INZELT; SCHOLZ,
2008).

Para o caso de sistemas eletroquimicamente reversiveis, com espécies redox
imobilizadas na superficie do eletrodo, a ip € diretamente proporcional a velocidade

de varredura (v), conforme a equagao 2.

n?F?

- AT
P~ 4RT "~

i

Equacgao 2

Neste caso, I' corresponde a concentracdo superficial, para espécies
eletroativas imobilizadas (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).
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1.3.2. Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é um tipo de voltametria em que
pulsos periodicos de potencial sdao superpostos a uma varredura linear
(KARUNAKARAN; RAJIKUMAR; BHARGAVA, 2015). As medidas de corrente sao
realizadas antes do inicio e pouco antes do final de cada pulso de potencial, sendo
que a diferenca entre esses valores é amplificada e registrada. A VPD é uma das
técnicas voltamétricas mais sensiveis, ja que, nestas condi¢gdes, a razao entre
corrente faradaica e corrente capacitiva € maximizada (BARD; INZELT; SCHOLZ,

2008). A figura 6 ilustra as representagbes graficas da voltametria de pulso

diferencial.
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Figura 6. Representacdes graficas da voltametria de pulso diferencial. A) Grafico de potencial em
fungéo do tempo: séo aplicados pulsos periddicos de potencial. Os pontos destacados representam
a amostragem de corrente para um pulso. B) Voltamograma de pulso diferencial, com a corrente
elétrica em fungdo do potencial. Neste exemplo, & possivel observar um pico de oxidagdo. E:
potencial elétrico; i: corrente elétrica; AE,: variagado de potencial de pulso; AEs: variagdo de potencial
de amostragem; tp: periodo de pulso; Aip: variagéo de corrente de pico. (Adaptado de SCHOLZ, 2010
e KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).

Para sistemas reversiveis, pode ser aplicada a equagao 3.

 nFADY*c* 1 -0
Ai, = ( >

P 1/2 \14+0

1/2
T tp

Equacéao 3

Esta equagdo mostra que a variagdo da corrente de pico (Aip) € diretamente

proporcional a: numero de elétrons transferidos (n), constante de Faraday (F), area
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do eletrodo (A), raiz quadrada do coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (D)
e concentragdo da espécie na solugdo (C’). Além disso, € inversamente
proporcional as raizes quadradas de = e do periodo de pulso (tp). Ainda, o = exp
(nFAEp/ 2RT), onde AEp é a variacdo de potencial de pulso, R € a constante dos
gases e T é a temperatura absoluta (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008; SCHOLZ,
2010).

1.3.3. Cronoamperometria

A cronoamperometria (CA) € uma técnica amperométrica em que a corrente
€ medida em fung¢ao do tempo apds a aplicacdo de uma perturbacao de potencial.
Ao contrario de condi¢des de equilibrio, a corrente decresce ao longo do tempo, ja
que o gradiente de concentragao da espécie eletroativa (R) também diminui (BARD;
INZELT; SCHOLZ, 2008).

No caso de eventos redox simples, em que a corrente depende da taxa de

difusdo do analito, a resposta de corrente pode ser descrita pela equagao de Cottrell

/D
i = nFAc} n_rt{

Nesta equacgao, a corrente (i) é relacionada aos seguintes fatores: numero de

(equacgao 4).

Equacéao 4

elétrons transferidos por molécula (n), constante de Faraday (F), area do eletrodo
(A), tempo (t), concentragéo total (c2) e coeficiente de difusdo (Dr) da espécie
eletroativa R (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).

A equacéo € valida para eletrodos planos em contato com uma solugao sem
agitagcao, contendo eletrélito em excesso e uma pequena concentragao da espécie
eletroativa, cujo transporte para o eletrodo é somente difusional. Ela mostra que a
corrente decresce proporcionalmente ao inverso da raiz quadrada do tempo, néo
alcangando uma corrente de equilibrio. Contudo, em medidas experimentais, esta
resposta de corrente pode ser perturbada pela corrente capacitiva e fenébmenos de
conveccgao (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008). A Figura 7 ilustra as representagdes
graficas da cronoamperometria.
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Figura 7. Representagdes graficas da cronoamperometria. A) Grafico de potencial em fungéo do
tempo: apdés uma subita variagdo, € aplicado um potencial constante ao sistema (E2). B)
Cronoamperograma, com a corrente elétrica em fungao do tempo (Adaptado de BARD; INZELT;
SCHOLZ, 2008).

1.3.4. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A lei de Ohm (equagao 5) estabelece que existe uma relagdo linear entre a
corrente (i) e a diferenca de potencial (U) em um circuito elétrico, sendo a

resisténcia (R) o fator de proporcionalidade.

U
TR

Equacéao 5

Em circuitos de corrente alternada, em que U e i sdo funcdes periddicas do
tempo, a lei de Ohm pode ser estendida para a impedéancia (Z) (BARD; INZELT;
SCHOLZ, 2008). A impedancia é expressa na forma de um niumero complexo, em
que a resisténcia (em ohms) é o componente real e a reatancia capacitiva é o
componente imaginario (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).

Z = (E'/I') exp(—igp)
Equacéao 6

Na equacgao 6, Z € a impedancia, E’/I' corresponde a razdo das amplitudes

de oscilagao de potencial e corrente, @ representa o angulo de fase e i representa
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a unidade imaginaria, (-1)"2. Outra forma de expressar a impedancia, conforme as
equacoes 7 e 8, é por meio de seus componentes real (Z’) e imaginario (Z”) (BARD;
INZELT; SCHOLZ, 2008).

Z' = (E'/1") cos ¢ Equagéo 7
Z" = —(E'/T")sen @ Equagéo 8

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é uma técnica que mede
a impedancia de um sistema eletroquimico, como funcédo da frequéncia de uma
perturbagao sinusoidal de pequena amplitude (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).
Entre as formas comuns de representagao, destaca-se o diagrama de Nyquist, em
que dados relativos a diversas frequéncias sao representados em um plano
complexo de impedancia. Também é comumente utilizado o diagrama de Bode, em
que sao representados os valores absolutos de impedancia e deslocamento de fase
em funcao da frequéncia (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).

Os dados obtidos por esta técnica sao analisados mediante um modelo tedrico
de circuito elétrico, que pode possuir elementos que representem a resisténcia da
solugao, resisténcia ao transporte de carga, capacitancia entre o eletrodo e os ions
carregados na solugao e impedéancia devido a taxa de difusdo do composto redox
até o eletrodo (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015). A figura 8
ilustra a representacado dos dados impedimétricos pelo diagrama de Nyquist e um
modelo de circuito equivalente.

A B

i altas baixas
frequéncias frequéncias C
DL

Figura 8. Espectroscopia de impedancia eletroquimica. A) Diagrama de Nyquist, destacando as
regides de altas e baixas frequéncias, além dos calculos de componentes da impedancia. B) Circuito
equivalente que serve de modelo para explicar os dados experimentais. Rs: resisténcia da solugéo;
Rcr: resisténcia a transferéncia de carga; W: impedancia de Warburg; CoL: capacitancia (Adaptado
de BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).
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Outro sistema de coordenadas, o diagrama de Cole-Cole, relaciona os
componentes capacitivo e resistivo da impedancia, permitindo a extrapolacdo de
dados experimentais e resultando em um diagrama que tem a forma tipica de um
semicirculo com centro no eixo horizontal. Neste sistema, a frequéncia nao é
explicitamente aparente e seus valores correspondentes podem ser mostrados nos
pontos individuais, quando necessario. Para sistemas mais complexos, devem ser
considerados tanto fatores cinéticos, quanto mudangas de concentragao. Nestes
casos, o0s diagramas podem ser avaliados apenas qualitativamente ou
considerando separadamente os segmentos com semicirculos (cinéticos) e linhas
retas (difusionais) (BAGOTSKY, 2005).

1.3.5. Microscopia de forga atébmica

Como outras microscopias de varredura por sonda, a microscopia de forca
atbmica (AFM, de atomic force microscopy) € realizada com um microscopio
composto por uma fina sonda que realiza varreduras proximo ou em contato com a
superficie, um sistema piezoelétrico que controla a separacao ponteira/superficie e
translacbes no mesmo plano, e um sistema de feedback que mantém a ponteira
proxima da superficie (COHEN; BITLER, 2008).

O microscépio de forga atbmica possui uma fina ponteira na extremidade de
um microcantilever em contato ou a pequenas distadncias da superficie a ser
estudada. Um /aser incide na parte de tras do microcantilever e sua deflexdo é
captada por um detector fotodiodo. Conforme o sistema varre a superficie, a
ponteira sofre variagdes em sua posicao vertical, em resposta a topografia da
amostra, para manter uma posi¢cao constante no ponto em que o /aser incide. A
voltagem utilizada para movimentar a ponteira para cima ou para baixo corresponde
ao dado de altura que é utilizado na construgdo da imagem topografica (ALLISON
et al., 2010).

O microscopio de forca atdbmica pode operar em diferentes modos, como
contato, ndo-contato e contato intermitente. No modo contato, a distancia entre a
ponteira e a superficie da amostra é inferior a 0,5 nm e predominam forgas

repulsivas. Como a altura do cantilever é continuamente ajustada para manter uma
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forgca constante, sua deflexdo é monitorada e a forga resultante é calculada de
acordo com a lei de Hooke (equagao 9) (HUEBSCHEN et al., 2016).

F = —kD Equacdo 9

Nesta equacéo, F é a forga (N), k é a constante de mola da sonda (Nm-') e D
€ a distancia de deflexdo (m) (EATON; WEST, 2010).

No modo nao-contato, a distancia entre a ponteira e a superficie da amostra
esta entre 0,1 e 10 nm. Neste caso, predominam forgas atrativas, que afetam a
frequéncia de ressonancia e amplitude de vibracao do cantilever. Por fim, no modo
contato intermitente, o contato entre a ponteira e a superficie ocorre por um
pequeno tempo, diminuindo o efeito de forcas laterais e evitando que a amostra
seja danificada (HUEBSCHEN et al., 2016).

A escolha do modo de operagao mais adequado depende da natureza da
amostra a ser avaliada (rigidez, rugosidade), tempo de varredura, objetivo do
experimento, entre outros (HUEBSCHEN et al., 2016). A figura 9 esquematiza o

modo de funcionamento da AFM.
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Figura 9. Modo de funcionamento da AFM. A) Um /aser (i) incide sobre o microcantilever (ii) e sua
reflexao é captada por um detector fotodiodo (iii) enquanto a ponteira varre a superficie da amostra
(iv) e sofre variagbes em sua posigao vertical. B) Tipo de forga predominante em relagdo a distancia
entre a ponteira e a superficie da amostra (Adaptado de MAVER et al., 2016).
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1.4. Proposta do presente estudo

Em um estudo anterior, Araujo et al. (2016) utilizaram uma biblioteca de
sequéncias randémicas de peptideos, obtida por phage display, para selecionar
ligantes especificos de anticorpos (IgGs) isolados de amostras de soro de pacientes
com artrite idiopatica juvenil (JIA). Em seguida, os peptideos fusionados em fagos
selecionados contra autoanticorpos circulantes foram avaliados pelo ensaio de
imunoadsorgao enzimatica (ELISA), para demonstrar suas reatividades contra o
alvo de interesse. Destes, o peptideo fusionado PRF+1 apresentou maior
especificidade e foi sintetizado para validagdo com maior numero amostral. O
peptideo sintético PRF+1 apresentou especificidade de 91% e sensibilidade de
61% na discriminacao de pacientes com JIA em relagdo ao grupo controle (p <
0,0001). Assim, foi empregado no desenvolvimento de uma plataforma para

analises eletroquimicas das amostras de soro, discriminando os diferentes grupos.

Figura 10. Esquema tridimensional do biossensor construido apds sua interagcdo com o alvo. O
desenho mostra o peptideo PRF+1 (em vermelho) imobilizado sobre uma superficie ativada de
eletrodos impressos de carbono interagindo com o alvo detectado nas amostras de pacientes com
JIA (IgG, em verde). A molécula de bloqueio (albumina sérica bovina) & representada em azul
(Fonte: autoria prépria).
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No presente estudo, foi desenvolvido um biossensor eletroquimico para o
diagnostico de JIA por meio da imobilizagdo do peptideo PRF+1 em eletrodos
impressos de carbono (SPCE) ativados. A interacdo de PRF+1 com seu alvo foi
avaliada por meio de diversas técnicas eletroquimicas e diferentes condigdes, bem
como por microscopia de forga atdbmica. A figura 10 representa esquematicamente

0 biossensor construido apos interagédo com o alvo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

v' Desenvolver um biossensor eletroquimico com o peptideo PRF+1 e
eletrodos impressos de carbono para o diagnostico de artrite idiopatica juvenil

utilizando amostras de soro humano.

2.2. Objetivos especificos

v' Estudar e selecionar um método de ativacdo da superficie dos eletrodos
impressos para imobilizagdo da sonda;

v" Imobilizar o peptideo PRF+1 sobre a superficie de eletrodos impressos e
investigar a modificacdo da superficie por métodos eletroquimicos e microscépicos;

v' Aplicar amostras de soro de pessoas saudaveis ou de pacientes com
artrite idiopatica juvenil sobre o sistema desenvolvido e avaliar as alteragbes
eletroquimicas e microscopicas decorrentes;

v' Estudar o efeito da variagédo de diluicido das amostras de soro e construir
uma curva de calibracao;

v'Avaliar a aplicabilidade do biossensor desenvolvido a amostras de
diferentes individuos saudaveis e pacientes com JIA;

v Avaliar a estabilidade do sistema desenvolvido por um periodo de

armazenamento.

26



3. Material e Métodos

3.1. Reagentes e solugoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Para o preparo das
solugdes, foi utilizada agua ultrapurificada (Gehaka, resistividade = 18 MQ cm).
Antes das leituras eletroquimicas, as solu¢des foram deaeradas em gas nitrogénio

(N2) por tempo proporcional ao volume (1 min mL").

Foram utilizados regentes segundo as seguintes especificagoes:

= Acido perclérico (HCIOs, Reagen, P.A., 70%, A.C.S.);

» Fosfato de sodio bibasico anidro (NazHPO4, Neon, P.A.);

» Fosfato de sédio monobasico anidro (NaH2PO4, Neon, P.A., 98%);

= Cloreto de sédio (NaCl, Vetec, P.A));

» Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4, J.T. Baker, P.A.);

= Cloreto de potassio (KCI, Neon, P.A., A.C.S.);

» Ferrocianeto de potassio (KsaFe(CN)s.3H20, Fluka, P.A., A.C.S., 99,5%);
» Ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s, Acros Organics, P.A., 99%);

As solugdes foram preparadas conforme as seguintes especificagdes:

» Solugio de acido perclérico (0,5 mol L): pipetou-se 43,20 mL de HCIO4
concentrado (70%) em um baldo volumétrico de 1,00 L e o volume foi completado
com agua.

» Solugdo tampao fosfato (0,1 mol L', pH 7,4): foram pesadas 2,74 g de
Na2HPO4 e 1,160 g de NaH2PO4. As massas foram transferidas para um baldo
volumétrico de 250 mL e o volume foi completado com agua autoclavada. O pH da
solugao foi ajustado para 7,40.

» Solugao tampao fosfato (0,1 mol L, pH 7,4) com NaCl (10 mmol L-):
foram pesadas 2,74 g de Na2HPOs4, 1,160 g de NaH2PO4 e 0,1461 g de NaCl. As
massas foram transferidas para um baldo volumétrico de 250 mL e o volume

completado com agua autoclavada. O pH da solucéo foi ajustado para 7,40.
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= Solugao de tampao fosfato salino (1x, pH 7,4): foram pesados 0,36 g de
Na2HPOs4, 0,06 g de KH2PO4, 2 g de NaCl e 0,05 g de KCI. As massas foram
transferidas para um baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com
agua autoclavada. O pH da solugéo foi ajustado para 7,40.

= Solugdo de ferro/ferricianeto de potassio (5 mmol L), com KCI (0,1
mol L): Pesou-se 0,0075 g de KCI, 0,0016 g de KsFe(CN)s e 0,0021 g de
KaFe(CN)s.3H20. As massas foram transferidas para um microtubo e pipetou-se 1
mL de agua.

= Solugdo de ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L), com KCI (1
mmol L): Pesou-se 0,0075 g de KCI, 0,0033 g de KsFe(CN)s e 0,0042 g de
K4Fe(CN)s.3H20. As massas foram transferidas para um microtubo e pipetou-se 1
mL de agua. Em seguida, foi realizada uma diluicdo de 100 vezes para atingir a

concentragéo de 0,1 mmol L.

3.2. Amostras biolégicas

O peptideo PRF+1 (ACSSWLPRGCGGGS, com amidacéo C-terminal e ponte
dissulfeto nas posicdes 2-10), selecionado por Araujo et al. (2016), foi sintetizado
quimicamente (GenScript) e suas solugdes estoque foram preparadas em agua
deionizada (1 yg mL™"). A solugdo de bloqueio foram preparadas com albumina de
soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich, 96%) a 3% (m/v) em tampé&o fosfato salino (PBS
1x, pH 7,4).

As amostras de soro humano foram armazenadas a -20°C e utilizadas sem
diluicdo ou diluidas em tampé&o fosfato (0,1 mol L', pH 7,4) imediatamente antes
do uso. Foram utilizadas amostras de duas pessoas saudaveis (HC, de healthy
control) e de cinco pacientes com artrite idiopatica juvenil (JIA, de juvenile idiopathic
arthritis), analisadas separadamente. Foram adotados critérios de incluséo e
exclusao conforme especificado por Araujo et al. (2016). O uso destas amostras foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade
Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil (CEP-UFU, numero 685/09).

3.3. Eletrodos e potenciostatos
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Foram utilizados eletrodos impressos de carbono (SPCE) dos modelos IS-C
e DS110, das marcas ItalSens (Palmsens, Paises Baixos) e Dropsens (Espanha),
respectivamente. Os primeiros foram utilizados nos experimentos de
espectroscopia de impedancia eletroquimica, enquanto os segundos foram
utilizados nos demais experimentos.

Os eletrodos impressos ItalSens I1S-C possuiam poliéster como material
suporte (10 mm x 8 mm) e a célula eletroquimica consistia em eletrodo de trabalho
de carbono (area 7 mm?), contra-eletrodo de carbono e eletrodo pseudo-referéncia
de prata. Os eletrodos impressos Dropsens DS110 possuiam substrato de
ceramica (33 mm x 10 mm) e contatos elétricos de prata. A célula eletroquimica
consistia em eletrodo de trabalho de carbono (area 12,56 mm?2), contra-eletrodo de
carbono e eletrodo pseudo-referéncia de prata. Os eletrodos foram conectados aos
potenciostatos por meio de um adaptador da marca Dropsens.

Para os experimentos eletroquimicos, foi utilizado um potenciostato 760C (CH
Instruments, Estados Unidos da América), com a exceg¢ao dos experimentos de
espectroscopia de impedancia eletroquimica, em que foi utilizado um potenciostato
PGSTAT302N (Metrohm Autolab, Holanda).

3.4. Limpeza e ativacao dos eletrodos impressos

Inicialmente, os eletrodos impressos de carbono foram limpos mecanicamente
com um jato de gas nitrogénio (N2). Em seguida, foram limpos eletroquimicamente,
por voltametria ciclica em solugédo de acido perclorico 0,5 mol L', com faixa de
potencial de 0 a +0,8 V e velocidade de varredura de 50 mV s'.

Apods a limpeza dos eletrodos, foram avaliados técnicas e parametros para
ativagao da superficie, preservando as caracteristicas dos eletrodos e facilitando o
posterior recebimento da sonda PRF+1. Os métodos e parametros utilizados estao
listados na tabela 1.

Imediatamente apds a aplicagdo de cada um desses métodos, foram
realizadas voltametrias ciclicas em solucdo do par redox ferro/ferricianeto de
potassio (5 mmol L") com KCI (0,1 mol L), a fim de comparar os efeitos dos
métodos sobre a superficie dos eletrodos. Foi utilizada faixa de potencial -0,5 a 0,8
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V e velocidade 50 mV s'. Conforme discutido posteriormente, o método

cronoamperomeétrico (M3) foi selecionado para os experimentos seguintes.

Tabela 1. Métodos e parametros avaliados para ativagdo da superficie dos eletrodos.

Método Técnica Parametros Referéncia

MO Nenhuma

M1 Voltametria ciclica -0,6 a+1,6 V;0,1V.s' (SENTHILKUMAR et
al., 2015)

M2 Voltametria ciclica -0,8a+1,2V;0,1V.s' (SENTHILKUMAR et
al., 2015)

M3 Cronoamperometria -1,4V; 300 s (SAHIN; AYRANCI,

2015)

3.5. Preparo do biossensor

Imediatamente apés a ativacdo dos eletrodos impressos por
cronoamperometria, a solugdo do peptideo PRF+1 (1 ug mL-") foi gotejada sobre
os eletrodos impressos de carbono e assim mantida a temperatura ambiente por
30 minutos. Apos este tempo, os eletrodos foram lavados com tampéao fosfato (0,1
mol L', pH 7,4) contendo NaCl (10 mmol L"). O sistema contendo o eletrodo
impresso de carbono e o peptideo PRF+1 imobilizado foi identificado como
SPCE/PRF+1.

Em seguida, foi gotejada a solugdo de bloqueio (BSA 3%) sobre o sistema
SPCE/PRF+1 e assim mantida a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este
tempo, os eletrodos foram lavados com tampéo fosfato (0,1 mol L', pH 7,4)
contendo NaCl (10 mmol L-"). O sistema contendo o eletrodo impresso de carbono,
o peptideo PRF+1 e a molécula de bloqueio BSA foi identificado como
SPCE/PRF+1/BSA.

3.6. Aplicagao das amostras de soro

As amostras de soro de pacientes diagnosticados com artrite idiopatica juvenil
e individuos saudaveis foram aplicadas individualmente sobre o sistema

SPCE/PRF+1/BSA, com volume de 2 pL. Em seguida, foram mantidas em contanto
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com o sistema durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apos esta etapa, os
eletrodos foram lavados com tampao fosfato (0,1 mol L', pH 7,4) contendo NaCl
(10 mmol L"). O sistema que recebeu amostras de soro de pacientes com JIA foi
identificado como SPCE/PRF+1/BSA/JIA, enquanto o que recebeu amostra de soro
de controles saudaveis foi identificado como SPCE/PRF+1/BSA/HC. Apds a
lavagem, os sistemas foram imediatamente submetidos a detecc¢éao eletroquimica.

A figura 11 ilustra esquematicamente as etapas de preparo do biossensor e

aplicacao da amostra de soro positivo.

Figura 11. Esquema ilustrativo das modificagdes que ocorrem na superficie durante as etapas de
preparo do biossensor e aplicagéo do alvo. 1) Eletrodo impresso de carbono (SPCE) limpo. 2) SPCE
apos a ativagédo da superficie pelo método cronoamperométrico, com a representagio das cargas
negativas. 3) Imobilizagdo do peptideo sobre os eletrodos ativados (SPCE/PRF+1). 4) Etapa de
bloqueio (SPCE/PRF+1/BSA). 5) Aplicagdo de amostras de soro positivas, contendo o alvo
(SPCE/PRF+1/BSA/JIA), com destaque para a interagéo peptideo-anticorpo (Fonte: autoria propria).

3.7. Deteccgdes eletroquimicas

Os sistemas identificados como SPCE, SPCE/PRF+1, SPCE/PRF+1/BSA,
SPCE/PRF+1/BSA/HC e SPCE/PRF+1/BSA/JIA foram detectados por voltametria

de pulso diferencial em solugdo tampao fosfato (0,1 mol L', pH 7,4) ou solucéo de
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ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L-') e KCI (1 mmol L'). Para a primeira
solugéo, foi aplicada a faixa de potencial +0,2 a +1,0 V, velocidade de varredura 40
mV s e as amostras de soro foram utilizadas em diluigdo 1:100. Para a segunda
solugéo, foi aplicada a faixa de potencial -0,2 a +0,5 V e velocidade de 40 mV s e
as amostras de soro foram utilizadas sem diluigao.

Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizadas
para 0s sistemas SPCE/PRF+1/BSA, SPCE/PRF+1/BSA/HC e
SPCE/PRF+1/BSA/JIA em solugdo aquosa de ferrof/ferricianeto de potassio (5
mmol L") e KCI (0,1 mol L"), com potencial de circuito aberto, faixa de frequéncia
de 100 kHz a 10 mHz e amplitude de 10 mV. As amostras de soro foram utilizadas
em diluicdo 1:100 e o circuito equivalente apropriado foi construido com o software

provido pelo equipamento (Nova 1.10).

3.8. Teste da sensibilidade do biossensor usando amostra real

A resposta do biossensor foi avaliada em funcéo da variagdo de concentracio
do analito, presente na amostra de soro de um paciente com JIA. Para tal, foi
conduzida voltametria de pulso diferencial em solugcao de ferro/ferricianeto de
potassio (0,1 mmol L") contendo KCI (1 mmol L-"). As amostras de soro positivas
foram utilizadas sem diluigdo ou diluidas 10, 25, 35, 50, 100 ou 300 vezes em
tampao fosfato (0,1 mol L', pH 7,4) com NaCl (10 mmol L).

A sensibilidade foi calculada como o coeficiente angular da reta (m). Os limites
de detecgéao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados segundo as equagdes 1 e
2.

LD = (3*DP,)/m Equacgao 10

LQ = (10 * DP,)/m Equagao 11

Nestas equacgdes, DP« € o desvio-padrédo do branco e m é o coeficiente

angular da reta correspondente a curva de calibragdo (JUSTINO et al., 2010).
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3.9. Teste com amostras de diferentes pacientes

O biossensor também foi aplicado em testes envolvendo amostras de
diferentes pacientes com JIA e HC. Para tal, sua resposta eletroquimica apds
interagdo com amostras positivas ou negativas foi avaliada em solugdo de
ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L) contendo KCI (1 mmol L), por
voltametria de pulso diferencial. Foram testadas amostras de duas pessoas
saudaveis (HC1 e HC2) e de cinco pacientes positivos (JIA1, JIA2, JIA3, JIA4 e

JIAS). As amostras de soro foram utilizadas sem dilui¢ao.

3.10. Teste de estabilidade

A fim de estudar o comportamento do biossensor frente ao armazenamento,
sua resposta eletroquimica apés interagdo com amostras positivas foi avaliada
periodicamente em solugdo de ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L)
contendo KCI (1 mmol L"), por voltametria de pulso diferencial. Seguindo a primeira
leitura (dia zero), foram feitas novas leituras apos 5, 10, 20, 30 e 40 dias. O
armazenamento foi realizado a 8°C, em recipientes fechados e secos. As amostras

de soro foram utilizadas sem diluigao.

3.11. Microscopia de forga atbmica

O aspecto morfolégico da superficie dos eletrodos apdés cada etapa de
modificagao foi avaliado por microscopia de forga atdmica, utilizado um microscépio
Shimadzu SPM-9600 e ponteiras de silicio com constante de mola na faixa de 10 a
130 N m' e frequéncia de ressonancia entre 204 e 497 kHz. As leituras foram
realizadas no modo de nao-contato, com frequéncia de oscilagdo entre 298 e 322

kHz. As amostras de soro foram utilizadas sem diluicéo.

3.12. Analises de Bioinformatica

O ponto isoelétrico tedrico do peptideo PRF+1 foi predito pela ferramenta Pep-
Calc.com (LEAR; COBB, 2016), que permite a insercdo de peptideos com

modificagdes N e C-terminais. A estrutura tridimensional do peptideo foi predita pelo
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método ab initio, utilizando a fermenta |-Tasser (YANG et al., 2015). Em seguida, a
minimizacdo de energia e equilibrio foram simulados a 25°C utilizando as
ferramentas VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) e NAMD (PHILLIPS
et al., 2005).

3.13. Estatistica e tratamento dos dados

A nao ser que especificado de outra forma, todos os experimentos foram
conduzidos em triplicata e os resultados numéricos foram apresentados no formato
média aritmética + desvio-padrdo. Apenas desvios-padrao inferiores a 10% da
média foram considerados aceitaveis.

Quando aplicavel, os voltamogramas finais foram subtraidos de suas
respectivas linhas de base (voltamogramas obtidos nas mesmas condigdes, em
eletrélito suporte). Os picos foram corrigidos pela subtracdo de uma linha reta
tangente a base, alinhados verticalmente e suas caracteristicas (area e altura)
foram calculadas pela ferramenta Peak Analyzer, incluida no software Origin 8. A
variagdo de corrente de pico (Aip) foi obtida pela altura calculada nos graficos de
corrente por potencial elétrico e a carga (Q) foi obtida pela area sobre a curva
calculada nos graficos de corrente por tempo.

Os voltamogramas, cronoamperogramas e espectros foram construidos por
meio do software Origin 8, enquanto os graficos de barras e demais curvas foram
construidos com o GraphPad Prism 6. As microscopias de forga atdbmica foram

representadas e analisadas por meio do software Gwyddion 2.45.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Limpeza e ativagao dos eletrodos impressos

Os perfis eletroquimicos obtidos para a limpeza e a ativagdo dos eletrodos

impressos pelo método cronoamperométrico sao apresentados na figura 12.
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Figura 12. Perfis eletroquimicos obtidos para a limpeza e para a ativagao dos eletrodos impressos
pelo método M3. A) Voltamograma ciclico em solugao de acido percldrico, realizado na faixa de 0,0
a +0,8 V, 50 mV s'. B) Cronoamperograma em solugdo tampéo fosfato com NaCl, realizado com
potencial -1,4 V por 300 s.

O perfil eletroquimico em acido perclérico (figura 12A) foi resultante da
limpeza eletroquimica dos eletrodos, em preparagdo para os experimentos
seguintes e também serviu como padrao para os eletrodos para assegurar uma
melhor reprodutibilidade dos resultados com o biossensor produzido. O perfil da
cronoamperometria (figura 12B) mostra o caracteristico descréscimo de corrente

ao longo do tempo, enquanto é acumulada carga negativa na superficie do eletrodo.

Contudo, antes da adocido da cronoamperometria como método de ativacao,
outras possibilidades foram testadas. Apds a aplicacdo de cada um dos possiveis
métodos de ativagdo nos eletrodos impressos de carbono (SPCE), incluindo o
método cronoamperométrico (M3), foram realizadas voltametrias ciclicas em
solugdo de ferro/ferricianeto de potassio para comparar seus efeitos sobre a
superficie dos eletrodos. Os voltamogramas sao apresentados na Figura 13.
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Os eletrodos impressos que nédo passaram por nenhum método de ativagao
(MO0) apresentaram o perfil tipico em solugao de ferro/ferricianeto de potassio, com

picos de oxidagao (Epa = +0,19 V) e reducgéao (Epc = +0,03 V) bem definidos.

Em geral, os eletrodos ativados com os métodos voltamétricos M1 e M2
apresentaram deslocamento significativo no valor dos potenciais de pico e
diminuicdo da intensidade das correntes de pico. Como o Epa aumentou e 0 Epc
diminuiu, a ativagao dificultou a transferéncia eletrénica, possivelmente devido a
formagdo de grupos oxidados e/ou reduzidos na superficie do eletrodo, que
bloquearam em parte o fluxo de elétrons n pela estrutura do carbono grafite
(GURZEDA et al., 2016).

i/ pA
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos realizados em solug¢éo de ferro/ferricianeto de potassio (5 mmol
L") e KCI (0,1 mol L"), com faixa de potencial de -0,5 a 0,8 V, 50 mV s-'. Os diferentes métodos
testados para ativagdo foram: MO, auséncia de tratamento; M1 e M2, voltametrias ciclicas; M3,
cronoamperometria. Os parametros de cada método estao listados na Tabela 1.

Por outro lado, o método M3 teve um efeito contrario, com um deslocamento
de potencial menos significativo e pequeno aumento da intensidade de corrente de
picos, sugerindo que a utilizacdo deste método de ativacdo nao prejudicou a
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transferéncia eletrénica entre o par redox Fe(CN)s®/Fe(CN)s* e a superficie dos

eletrodos.

Assim, o método M3 foi escolhido, ja que o perfil eletroquimico dos eletrodos
tratados sugere menos alteragbes na estrutura do eletrodo, sem prejuizos a
transferéncia eletrénica. Outros pontos importantes deste método sao a excelente
reprodutibilidade obtida e a possibilidade de interagao eletrostatica com a sonda

peptidica a ser imobilizada.

Além disso, a predicao tedrica do ponto isoelétrico (pl) do peptideo PRF+1 foi
de 8,49. Como as solugdes de imobilizagdo e lavagem possuiam valores de pH
abaixo do pl, a carga liquida do peptideo era positiva, podendo interagir com a

superficie do eletrodo impresso carregada negativamente pelo método M3.

4.2. Imobilizagao do peptideo PRF+1

Para investigar a modificacdo dos SPCE com o peptideo PRF+1, foram
realizadas voltametrias em diferentes eletrélitos, bem como analises da topografia
da superficie por microscopia de forga atdmica. Na figura 14, sdo apresentadas

voltametrias de pulso diferencial realizadas em tampéao fosfato.

Entre os 20 aminoacidos que constituem peptideos e proteinas, foi reportado
que cinco sao oxidaveis em eletrodos de carbono: metionina, tirosina, histidina,
triptofano e cisteina (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2013). Destes, apenas os dois
ultimos estdo presentes na sequéncia de PRF+1. A figura 15 apresenta sua
estrutura tridimensional, predita por métodos ab initio, apds minimizagao de energia

e equilibrio a 25°C.
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Figura 14. Voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos impressos de carbono sem
modificagdo (SPCE) e modificados com o peptideo (SPCE/PRF+1). Solugéo: tampéo fosfato (0,1
mol L', pH 7,4); velocidade: 40 mV s

Figura 15. Estrutura tridimensional do peptideo PRF+1 (ACSSWLPRGCGGGS), representada na
forma de cartoon, com os residuos de aminoacidos oxidaveis destacados.
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A predicdo da estrutura do peptideo, aliada a especificagdo técnica da
inclusdo de pontes dissulfeto apds a sintese, mostra que os dois residuos de
cisteina estao presentes na forma de cistina. A cistina corresponde ao estado ja
oxidado destes aminoacidos, em que sao ligados por uma ponte dissulfeto
(ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011a). Assim, é provavel que o pico detectado
corresponda a oxidacdo do residuo de triptofano presente no peptideo. Em
eletrodos de carbono vitreo, o triptofano foi detectado em tampao fosfato (0,1 M,
pH = 7,0) com Ep = +0,64 V (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011b). Porém, o
potencial de pico varia conforme a superficie de imobilizagado, o pH do sistema e

outros fatores.

Além da detecgao direta em tampao fosfato, foi realizada a voltametria de
pulso diferencial em solucdo de ferro/ferricianeto de potassio, com KCI como

eletrélito suporte. Os voltamogramas sao apresentados na figura 16.

24 -

-+ -.SPCE
—— SPCE/PRF+1

-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
E/V vsAg

Figura 16. Voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos impressos de carbono sem
modificagado (SPCE) e modificados com o peptideo (SPCE/PRF+1). Eletrdlito: ferro/ferricianeto de
potassio (0,1 mmol L") e KCI (1 mmol L"), velocidade: 40 mV s'.
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Para os eletrodos sem modificagao (SPCE), os voltamogramas apresentaram
um pico de oxidagdo em Ep = +0,19 V e Aip = 1,41 £ 0,12 pA. Ja para os eletrodos
modificados com o peptideo (SPCE/PRF+1), os voltamogramas apresentaram pico
de oxidagao em Ep = +0,01 V e Aip = 21,588 £ 0,427 uA.

Neste caso, os picos detectados correspondem a oxidag¢ao do ion ferrocianeto
(Fe(CN)s*), uma molécula redox usada para investigar as sucessivas modificagdes
da superficie dos eletrodos. A equagao 12 elucida como ocorre esse processo de

oxirreducao.

Fe(CN);” & Fe(CN)z” +e™ Equacgéo 12

Em eletrodos de grafite, este ion apresenta potencial de pico de oxidagao
préximo a +0,2 V vs. Ag/AgCl (FERREIRA et al., 2011), o que esta de acordo com
os resultados obtidos para o eletrodo impresso sem modificagdo. Contudo, no caso
do eletrodo modificado com o peptideo, ha um deslocamento do pico de oxidagao
para um potencial mais catédico (Ep = +0,01 V) e um aumento da intensidade da

corrente de pico em cerca de 15 vezes.

Estas observacdes sugerem que a modificagdo da superficie com PRF+1
facilita a transferéncia eletrénica do ion Fe(CN)s* para o eletrodo. Além disso,
sugere-se a existéncia de uma atragao eletrostatica entre a molécula redox (carga
liquida negativa) e o peptideo imobilizado na superficie (carga liquida positiva). Esta
sugestéo é coerente com a predig¢ao tedrica do ponto isoelétrico do peptideo (pl =

8,49), que indica uma carga liquida positiva do peptideo.

Por fim, a figura 17 apresenta as microscopias de forca atbmica para os

eletrodos impressos antes e apdés a modificacdo com PRF+1.
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Figura 17. Microscopias de forga atdbmica A) do eletrodo sem modificagdo (SPCE) e B) modificado
com o peptideo (SPCE/PRF+1). Perfis laterais C) do eletrodo sem modificagcdo (SPCE) e D)
modificado com o peptideo (SPCE/PRF+1). As medidas foram realizadas no modo ndo-contato.

Pode ser observado que a imobilizagao do peptideo produz uma alteracédo na
altura e tamanho dos clusters quando comparado ao eletrodo sem biomolécula. Os
eletrodos sem modificacdo (SPCE) apresentaram um aspecto rugoso, proprio do
grafite, com Rq = 30,16 = 1,45 nm (figura 17A). Ja o sistema SPCE/PRF+1
apresentou agregados globulares do peptideo uniformemente distribuidos pela
superficie, com Rq = 25,18 + 0,69 nm (figura 17B). Os perfis laterais extraidos das

imagens obtidas (figuras 17C e 17D) confirmam a alteragao morfolégica.

A diminuicdo dos valores de rugosidade dos eletrodos modificados com o
peptideo, quando comparados aos eletrodos sem modificagédo, esta de acordo com
a cobertura homogénea da superficie pelo peptideo, que pode ocupar vales e picos
presentes na superficie do eletrodo, diminuindo discretamente suas

irregularidades. Esta mudanca da topografia da superficie tendendo a
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uniformizacédo apds a adigao de um peptideo estd em consonancia com dados da
literatura cientifica (ARYA et al., 2014).

Os resultados obtidos sugerem que a imobilizagao é realizada via interagdes
eletrostaticas, ja que o eletrodo possuia carga negativa apos a ativagdo por
cronoamperometria e o peptideo PRF+1 possuia carga positiva na solugdo de
imobilizacdo. Assim, o residuo de arginina (R) presente no peptideo é
especialmente importante para a imobilizacdo. E possivel que as interacdes de van

der Waals também sejam importantes para a adsorgao fisica de PRF+1 em SPCE.

Em conjunto, estes resultados mostram que o peptideo PRF+1 foi
eficientemente imobilizado sobre a superficie dos eletrodos impressos de carbono.
Assim, a ativacao dos eletrodos foi adequada para promover a fixacao do peptideo
no sistema SPCE/PRF+1, mesmo apds as lavagens realizadas. E a eletroatividade
propria do peptideo, bem como o uso de sondas redox possibilitaram a investigacao

desta superficie e comprovacao de sua modificacao.

4.3. Deteccao do alvo em amostras de soro humano

Apods a imobilizagdo do peptideo, os eletrodos impressos foram bloqueados
com albumina de soro bovino (BSA) e incubados com as amostras de soro de
pessoas saudaveis (HC) ou de pacientes com artrite idiopatica juvenil (JIA).
Posteriormente, a deteccao foi realizada por meio da técnica de voltametria de

pulso diferencial. Os resultados estdo apresentados na figura 18.
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Figura 18. Resposta eletroquimica do sistema SPCE/PRF+1/BSA em tampao fosfato antes e apés
a incubacéo com as diferentes amostras de soro (HC e JIA). A) Voltamogramas de pulso diferencial
realizados em solugao tampéao fosfato (0,1 M, pH 7,4), com velocidade 40 mV s-'. Graficos de barras
das respostas B) de corrente de pico e C) quantidade de carga para os diferentes sistemas. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata.

Para o sistema SPCE/PRF+1/BSA, os voltamogramas apresentaram pico de
oxidacdoem Ep, =+ 0,56 V e Aip = 6,473 + 0,209 pA. Além disso, o valor de carga
foi calculado como Q = 27,482 £ 1,071 uC. Para o sistema SPCE/PRF+1/BSA/HC,
houve pico de oxidacdo em Ep = +0,55 V, com Aip = 7,306 £ 0,368 pA e Q = 31,781
*+ 1,419 uC. Para o sistema SPCE/PRF+1/BSA/JIA, houve pico de oxidacdo em Ep
=+0,56 V, com Aip = 8,025 £ 0,180 pA e Q = 35,296 £+ 0,377 pC.
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Em relacdo ao sistema SPCE/PRF+1 (figura 14), no sistema
SPCE/PRF+1/BSA (figura 18A), houve a diminuicdo da intensidade de corrente
elétrica e um deslocamento para um potencial de pico de oxidagdo mais anddico
(de +0,49 V para + 0,56 V), o que sugere que o bloqueio com BSA dificulta a
transferéncia eletronica. A albumina apresenta pl = 4,8 (FEARS, 2014), tendo carga
liguida negativa em tampao fosfato (pH = 7,4). Esta carga negativa resulta em
repulséo por alguns ions da solugéo, como o ion fosfato, dificultando a transferéncia

eletrdnica.

Também é importante destacar que a BSA (aproximadamente 69,29 kDa) é
relativamente maior, se comparada ao peptideo PRF+1 (aproximadamente 1,33
kDa). Assim, existe a possibilidade de impedimento estérico para a ligacao de
PRF+1 ao seu alvo, devido a etapa de bloqueio. Contudo, a combinagdo de
parametros como a concentracdo de BSA, o tempo de bloqueio e parametros
relacionados a imobilizagdo do peptideo auxiliam na minimizagdo destes

problemas.

A comparacéo do sistema SPCE/PRF+1/BSA com aqueles em que houve
incubacdo com soro, tanto pela analise da corrente de pico (figura 18B), quanto
pela analise de quantidade de carga (figura 18C), mostra que houve discriminagao
entre estes grupos. O aumento da corrente de pico para o sistema
SPCE/PRF+1/BSA/JIA, em relagdo aos demais, pode ser justificado pela interagao
da sonda com o alvo especifico, uma imunoglobulina G (IgG), que disponibiliza
mais aminoacidos passiveis de serem oxidados junto a superficie do eletrodo. Uma
vez formado, o complexo peptideo-anticorpo € mantido por interacbes como
ligacbes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, hidrofébicas e/ou de van der
Waals (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2012).

A detecgdo com amostras de soro também foi realizada em solugdo de
ferro/ferricianeto de potassio, por meio da técnica de voltametria de pulso

diferencial. Os resultados estao apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Resposta eletroquimica do sistema SPCE/PRF+1/BSA em solucéo de ferro/ferricianeto
de potassio (0,1 mmol L") e KCI (1 mmol L'), antes e apds a incubagdo com as diferentes amostras
de soro (HC e JIA). A) Voltamogramas de pulso diferencial, velocidade: 40 mV s™'. Graficos de barras
das respostas de B) corrente de pico e C) quantidade de carga para os diferentes sistemas. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata.

Para o sistema SPCE/PRF+1/BSA, os voltamogramas apresentaram pico de
oxidagao com Ep = +0,01 V, Aip = 5,823 £ 0,196 yA e Q=16,85+ 0,073 uC. Para o
sistema SPCE/PRF+1/BSA/HC, houve pico de oxidacao em Ep = 0 V, com Aip =
2,911 £ 0,034 yA e Q =9,468 + 0,501 uC. Para o sistema SPCE/PRF+1/BSA/JIA,
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houve pico de oxidagdo em Ep = +0,02 V, com Aip = 0,918 £ 0,0489 yAe Q =2,572
+ 0,024 uC.

Comparando os sistemas SPCE/PRF+1 (figura 16) e SPCE/PRF+1/BSA
(figura 19A), nota-se uma significativa diminuicdo de corrente de pico (queda de
73,0%). Em relacdo a SPCE/PRF+1/BSA, os sistemas SPCE/PRF+1/BSA/HC e
SPCE/PRF+1/BSA/JIA apresentaram quedas de 50,0% e 84,2% na amplitude de
sinal corrente de pico, respectivamente. Por fim, em relagdo a
SPCE/PRF+1/BSA/HC, o sistema SPCE/PRF+1/BSA/JIA apresentou uma resposta

de corrente de pico significativamente menor (queda de 68,5%).

Tais observagdes podem ser justificadas pelos fendmenos que acontecem na
interface eletrodo modificado-solugdo. A adicdo de BSA (no sistema
SPCE/PRF+1/BSA) e a ligagdo do alvo a sonda (no sistema
SPCE/PRF+1/BSA/JIA) correspondem a formacao de camadas que bloqueiam
fisicamente a superficie do eletrodo, diminuindo a difusdo dos ions Fe(CN)e*.
Consequentemente, a adicdo das sucessivas camadas a superficie diminui a
resposta de corrente e a quantidade de carga. Além disso, provoca um aumento na
resisténcia a transferéncia eletrénica, visto que ha um deslocamento para
potenciais mais anddicos (HENNESSEY et al., 2009).

No caso do sistema SPCE/PRF+1/BSA/HC, a diminuicdo da corrente de pico
em relacdo a SPCE/PRF+1/BSA pode ser indicativo de que as amostras de soro,
ainda que de pessoas saudaveis, contenham moléculas que possam interagir com
o BSA usado para bloqueio, o0 que seria coerente com o papel biolégico de
transporte das albuminas séricas. Neste caso, estas moléculas poderiam
representar uma camada extra que diminuiria a difusdo dos ions Fe(CN)e* para o
eletrodo modificado. Entretanto, a biomolécula-alvo especifica, presente nas
amostras positivas, € mais eficiente neste aspecto, o que resulta em diminuicéo
mais acentuada da amplitude de corrente de pico e da quantidade de carga. Assim,
este método de deteccado foi eficaz para discriminar as amostras positivas e
negativas, seja pelo monitoramento da corrente de pico (figura 19B) ou pela carga
(figura 19C).
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A discriminacéo entre as amostras de soro também foi analisada por meio da

espectroscopia de impedancia eletroquimica, cujos resultados estdo apresentados

na figura 20.
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Figura 20. Diagramas de Nyquist obtidos na espectroscopia de impedancia em solugdo de
ferrof/ferricianeto de potassio (5 mmol L") e KCI (0,1 mol L"), para os sistemas SPCE e
SPCE/PRF+1/BSA antes e apds a aplicagdo de amostras de soro positivo (JIA) e negativo (HC). As
linhas cheias (-) correspondem a simulagcdo para o circuito equivalente representado acima.
Parametros: faixa de frequéncia de 100 kHz a 10 mHz, amplitude de 10 mV e potencial de circuito
aberto. Foram utilizadas amostras de um individuo para cada grupo experimental € o ensaio foi
conduzido em duplicata.

Os dados experimentais obtidos na espectroscopia de impedancia
eletroquimica foram utilizados para a modelagem de um circuito equivalente, que
reflete os fenbmenos que ocorrem na célula eletroquimica. O modelo obtido
corresponde ao circuito equivalente de Randles (BARD; FAULKNER, 2000; BARD;
INZELT; SCHOLZ, 2008), com os seguintes componentes: Rs, a resisténcia da
solugcado entre os eletrodos; Rcr, a resisténcia a transferéncia de carga, que se
refere a interagdo do composto redox com a superficie do eletrodo; e W, a
impedancia de Warburg, relativa a difusdo das espécies eletroativas que participam

do fenbmeno estudado. O circuito equivalente de Randles também possui um
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componente de capacitancia (CoL) entre os eletrodos e os ions carregados na
solucao, isto €, a dupla camada. Contudo, neste modelo, este componente foi
substituido por um elemento de fase constante (Q), normalmente relacionado a
fatores como a rugosidade da superficie, distribuicdo nao uniforme de corrente e
diferentes taxas de reag&o. O circuito obtido apresentou um valor de ¥? (qui-
quadrado) adequado, da ordem de 10-3, demonstrando que representa bem a
realidade do sistema eletroquimico.

Quando o eletrodo de grafite foi sensibilizado com o peptideo, na auséncia ou
presencga do soro negativo ou positivo, a cinética de transferéncia de elétrons foi
perturbada e observou-se o aparecimento de um semicirculo, resultante do
bloqueio a difusdo da espécie eletroativa, promovido pela deposi¢cao das camadas
de biomoléculas.

A ligagao entre o peptideo e a IgG foi evidenciada pelo aumento observado
na resisténcia a transferéncia de carga promovida pela presenga da amostra de
soro positiva para JIA. Os resultados de impedancia obtidos indicam que na
presenca da imunoglobulina G, pode ser formado um material mais sélido sobre a
superficie do sensor, resultando em um aumento na resisténcia, o que € compativel
com a formacao do complexo peptideo/anticorpo.

Nao foi observada uma variacdo significativa na resisténcia a transferéncia de
carga quando o biossensor foi analisado na presenca do soro negativo (HC).

Os valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rct) obtidos na simulacéao
foram utilizados para analisar os diferentes grupos experimentais e estédo

apresentados na forma de grafico de barras na figura 21.

SPCE SPCE/ SPCE/  SPCE/
PRF+1/ PRF+1/ PRF+1/
BSA BSA/HC BSANJIA

Figura 21. Grafico de barras representando os valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rcr)
obtidos por meio da espectroscopia de impedancia eletroquimica para os diferentes grupos
experimentais. Foram utilizadas amostras de um individuo para cada grupo experimental e o ensaio
foi conduzido em duplicata.
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Os valores de resisténcia a transferéncia de carga foram de 1,64 £ 0,061 kQ
para o sistema SPCE, 2,33 + 0,23335 kQ) para o sistema SPCE/PRF+1/BSA, 2,76
+ 0,22 kQ para SPCE/PRF+1/BSA/HC e 6,75 + 0,33 kQ para
SPCE/PRF+1/BSA/JIA.

Enquanto o sistema em que foi aplicado o soro de um individuo saudavel
(SPCE/PRF+1/BSA/HC) apresentou valores de resisténcia préximos ao do branco
(SPCE/PRF+1/BSA), no sistema SPCE/PRF+1/BSA/JIA houve um aumento de
resisténcia de cerca de 3 vezes, em comparagdo com o branco. Este aumento nos
valores de Rcr, apds a ligagéo do alvo, pode ser resultado da obstru¢ao da reagéo
de transferéncia eletrdnica entre a molécula redox e a superficie do eletrodo

modificado.

A figura 22 apresenta as imagens de microscopia de for¢ga atbmica para os
trés sistemas, destacando o aspecto morfolégico das superficies antes e apds a

adicao das amostras de soro.

900 nm

900 nm

900 nm
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Figura 22. Microscopias de forca atbmica dos sistemas A) SPCE/PRF+1/BSA, B)
SPCE/PRF+1/BSA/HC e C) SPCE/PRF+1/BSA/JIA. As leituras foram realizadas no modo nao-
contato.

Em comparacédo com o sistema SPCE/PRF+1, o sistema SPCE/PRF+1/BSA
apresentou um substancial aumento nos valores do eixo Z. Esta observagéo sugere
que o bloqueio foi eficiente e modificou significativamente as caracteristicas da
superficie. Além disso, 0 aumento € coerente com o maior tamanho da BSA, se
comparado ao do peptideo, bem como a formagao de agregados na superficie
(TENCER et al., 2007).

Os sistemas SPCE/PRF+1/BSA (figura 22A) e SPCE/PRF+1/BSA/HC (figura
22B) apresentaram aspectos morfolégicos similares, com coeficientes de
rugosidade (Rq) de 27,82 + 1,67 nm e de 28,58 = + 0,76 nm, respectivamente. Tal
similaridade é consistente, visto que se espera que as amostras de soro de pessoas
saudaveis nao contenham moléculas capazes de causar grandes alteragdes
morfolégicas na superficie do eletrodo. Por outro lado, o sistema
SPCE/PRF+1/BSA/JIA (figura 22C) apresentou Rq de 83,42 + 5,93 nm e um
aspecto muito diferente das demais superficies, com glébulos irregularmente
distribuidos e apresentando grandes clusters. A provavel justificativa é a formagéao
dos imunocomplexos entre os peptideos imobilizados e os anticorpos presentes no
soro dos pacientes com JIA. Os imunocomplexos podem formar agregados
maiores, visiveis por microscopia de forca atdmica, conforme relatado por
(FERREIRA et al., 2006).

Em conjunto, as diferentes técnicas e eletrdlitos utilizados mostram a
funcionalidade e versatilidade do biossensor construido, cuja capacidade de

deteccao e discriminagao de amostras de soro foi demonstrada.

4.4. Determinacdo da sensibilidade do biossensor usando
diferentes diluigcées de soro positivo

Um teste com amostras de soro de pacientes com JIA foi realizado em

diferentes diluicdes, a fim de avaliar a resposta do sistema a variagdes de

50



concentracédo de alvo. Para tal, foi utilizada a voltametria de pulso diferencial em
solugao de ferro/ferricianeto de potassio. Os resultados sdo apresentados na figura
23.

A analise dos voltamogramas de pulso diferencial mostra que foram
registradas as menores intensidades de corrente de pico (ip) quando foram usados

fatores de diluicdo (FD) menores, ou seja, ip € FD diminuiram de forma proporcional.

300
100
50
38
25
10

i/ pA

0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
E/V vsAg

Figura 23. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para diferentes diluicdes de soro de um
paciente com JIA. Os fatores de diluicao estudados foram 300, 100, 50, 35, 25, 10 e 1 (indicados na
figura pela seta). Solucéo: ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L) com KCI (1 mmol L),
velocidade: 40 mV s

Esta observagao esta relacionada aos resultados apresentados na figura 19.
Quando o soro positivo, que contém o alvo, é aplicado ao biossensor, a interagao
do alvo (IgG) com o peptideo cria uma barreira difusional que limita o acesso do ion
Fe(CN)e* a superficie do eletrodo, diminuindo a ip relativa a oxidagédo. Quanto mais
concentrado esta o alvo (ou seja, quanto menor o fator de diluicdo FD), maior sera
esta limitacdo e menor sera o valor de ip. Para o caso da amostra nado diluida (FD
= 1), pode-se notar um deslocamento do pico para Ep mais anddico, evidenciando
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que a transferéncia eletrénica foi dificultada pela grande concentragéo de alvo, em

comparagao as outras diluicoes.

A figura 24 apresenta a relagao entre a quantidade de carga (Q) calculada

para esses voltamogramas e o respectivo fator de diluigdo (FD).

A 201 B 18-
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54
104
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Fator de dilui¢ao 1/ fator de diluicéo

Figura 24. A) Relagao entre a quantidade carga (Q) calculada a partir dos voltamogramas e o fator
de diluicdo (FD) da amostra de soro positivo. B) Relagao entre a quantidade carga (Q) calculada a
partir dos voltamogramas e o inverso do fator de diluigao (1/FD) da amostra de soro positivo, com
equacdo de reta Q = (-172,7 / FD) + 16,62 e r2 = 0,9989. Foi utilizada a amostra de um paciente com
JIA e os testes foram conduzidos em ftriplicata.

A relacédo entre a quantidade de carga (Q) calculada a partir dos
voltamogramas e o fator de diluigdo (FD) é do tipo hiperbdlica, com r?2 = 0,9615
(figura 24A). Entretanto, entre as diluicdes 1:300 e 1:25, existe uma relagao linear
entre a quantidade de carga e o inverso do fator de diluicdo (1/FD), com equagao
de reta Q = (-172,7 / FD) + 16,62 e r?> = 0,9989 (figura 24B).

A sensibilidade do sistema, calculada para a relagao linear e em termos de
fator de diluigao foi de 172,8 uC x FD. Os limites de deteccao e quantificacao foram
de 1:784 e 1:235, respectivamente. Estas figuras de mérito foram determinadas
utilizando amostras de apenas um paciente com JIA. Em outros trabalhos da
literatura, alvos foram detectados em amostras de soro em fatores de diluigao
maiores (WANG et al., 2004; DING et al., 2005; SHARMA et al., 2010; SOUTO et
al., 2013; LUNA et al., 2014). Contudo, a diluicdo atingida pelo biossensor &
suficiente para o diagnédstico de JIA, tal como é realizado no ensaio de ELISA
(ARAUJO et al., 2016).
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4.5. Teste com amostras de diferentes pacientes

O biossensor desenvolvido também foi estudado em relacdo a sua
capacidade de discriminar amostras negativas e positivas de diferentes individuos.
Foram utilizadas medidas de carga obtidas por voltametria de pulso diferencial em

solugéo de ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L"), com KCI (1 mmol L).
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Figura 25. Comparagao das cargas quantificadas por VPD para as amostras de soro de diferentes
individuos negativos (HC) e positivos (JIA). A) Grafico de barras da quantidade de carga para
amostras de diferentes pacientes. B) Comparagao das médias e desvios-padréo dos grupos de
pacientes negativos e positivos.

A figura 25 mostra que a quantidade de carga para as amostras de individuos
saudaveis € maior do que as dos pacientes com JIA, que esta em concordancia
com a primeira analise realizada (figura 19). Na figura 25A, pode-se observar
determinada variagdo da resposta entre os pacientes positivos. Esta variagao é
esperada, ja que diferentes pacientes tém condi¢des fisiolégicas, genéticas,
bioquimicas e psicoldgicas diversas, que podem influenciar no resultado da analise.
Na figura 25B, que reune as médias relativas a cada grupo de pacientes, bem
como os desvios-padrdo destas médias, é possivel observar que as amostras
positivas e negativas estdo bem separadas no que se refere a resposta de carga,

indicando a eficiente discriminagao entre amostras positivas e negativas.

Ja foi demonstrado que o peptideo PRF+1 é um excelente biomarcador para
JIA, utilizando o ensaio de imunoadsorgédo enzimatica (ELISA) como metodologia
de deteccao (ARAUJO et al., 2016). A discriminagao dos diferentes pacientes pelas

técnicas eletroquimicas apresentadas neste estudo reforga a eficiéncia deste

53



biomarcador para o diagndstico da artrite idiopatica juvenil e sua possibilidade de

uso em plataformas inovadoras, como biossensores.

4.6. Teste de estabilidade

A voltametria de pulso diferencial em ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol
L-") e KCI (1 mmol L") também foi utilizada para analisar o reconhecimento do alvo
pelo biossensor em fungédo do tempo de armazenamento. Para tal, foram utilizadas

medidas de carga. A figura 26 apresenta o grafico obtido.

0 1 1 1 1
0 10 20 30 40
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Figura 26. Quantidade de carga do sistema SPCE/PRF+1/BSA/JIA em fungcdo do numero de dias
de armazenamento do biossensor a 8°C e a seco. Para cada tempo de armazenamento, foram
testadas amostras de um mesmo paciente com JIA em duplicata.

Em termos de porcentagem, a quantidade de carga dos biossensores
armazenados por 40 dias foi cerca de 30% maior do que a dos biossensores
utilizados no dia de seu preparo. Neste caso, o0 aumento da quantidade de carga
no sistema SPCE/PRF+1/BSA/JIA para tempos de armazenamento maiores
relaciona-se a perda da capacidade do sistema de reconhecer seu alvo. Contudo,
considerando o tempo (40 dias) e as condigdes de armazenamento (8°C, a seco),
bem como a utilizacdo das moléculas PRF+1 e BSA, que sao passiveis de

desnaturacdo, o biossensor apresentou uma boa resposta. Ao final do
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quadragésimo dia, o biossensor ainda foi capaz de reconhecer o alvo em amostras
de soro, sugerindo que pode ser adequado para utilizagdo apos longos periodos de

armazenamento.
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5. Conclusoes

Neste trabalho, foi desenvolvido um biossensor eletroquimico a partir da
imobilizagdo do peptideo PRF+1 sobre a superficie ativada de eletrodos impressos
de carbono, com o proposito de se desenvolver um teste diagndstico para artrite

idiopatica juvenil utilizando amostras de soro sanguineo.

Inicialmente, a ativacdo dos eletrodos impressos de grafite por

cronoamperometria se mostrou mais adequada.

A imobilizacdo do peptideo PRF+1 sobre a superficie dos eletrodos
impressos, apos sua ativagao, foi comprovada por metodologias eletroquimicas e

microscopia de forca atémica.

O biossensor produzido foi capaz de discriminar amostras de soro de
diferentes individuos saudaveis e pacientes com JIA, por diferentes metodologias

de detecgao.

O biossensor respondeu a variagao em diluicdo da amostra de soro aplicada,
com uma faixa linear de resposta entre as diluicdes 1:300 e 1:25, e limites de

deteccao e quantificagao de 1:784 e 1:235, respectivamente.

O biossensor permaneceu funcional por 40 dias, mediante armazenamento a

8°C e a seco.

Assim, foi desenvolvida uma plataforma simples, miniaturizada, funcional,
estavel, seletiva e sensivel, que se mostrou apropriada em um teste envolvendo
pequeno numero de amostras de pacientes com artrite idiopatica juvenil,

estabelecendo-se como uma promissora estratégia de diagndstico molecular.
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