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Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido uma plataforma funcionalizada com o nanocompdsito
polimérico 6xido de grafeno reduzido/politiramina (OGre/PTir) sobre eletrodo de grafite
(EG), para deteccdo de L-triiodotironina (L-T3), um dos hormonios tireoidianos. A
plataforma EG/OGre/PTir foi caracterizada por meio de voltametria ciclica, AFM, MEV
e por FT-IR. Apos a caracterizacao, o anticorpo foi imobilizado na superficie da matriz
EG/OGre/PTir e foram padronizadas as melhores condigdes para a imobilizagao da sonda,
tais como: concentracao, tempo de interagdo da sonda com a plataforma e pH, obtendo-
se os seguintes valores: 6,0 ng mL!; 45 minutos e 7,46 respectivamente. Para bloqueio
da superficie, utilizou-se solugdo de BSA a 0,5% e, logo ap6s o alvo L-T3 foi gotejado
na superficie do eletrodo. A deteccao direta do anti L-T3 e do L-T3 foi realizada por
meio de voltametria de pulso diferencial. Foi possivel observar que o alvo (L-T3) ¢
eletroativo na plataforma desenvolvida, apresentando um pico de oxidacdo em 0,6 V de
pequena intensidade de corrente. Quando o L-T3 interage com a sonda, formando o
complexo anticorpo-antigeno, ocorre um deslocamento de potencial para 0,7 V e,
simultaneamente, ocorre um aumento de intensidade de corrente elétrica, indicando que
realmente houve a interagdo. Foi construida uma curva de calibragdo, com faixa linear de
resposta de 0,001ng mL™! a 5,0 ng mL™!' de L-T3, com R? = 0,997342. O biossensor foi
caracterizado morfologicamente por meio de imagens de AFM e MEV. Foi possivel
observar que houve mudancas morfologicas a medida que se adicionou a sonda, BSA e
alvo (L-T3) sobre a plataforma EG/OGre/PTir. Estes resultados sdo promissores no
desenvolvimento do imunossensor, uma vez que a concentracdo de analito detectada, que
foi de 0,001ng mL™!, é menor do que a concentragio do horménio (L-T3) existente no

sangue humano ([L-T3ota] =0,6 ng mL™" a 1,81 ng mL™).

Palavras-chave: Oxido de grafeno reduzido, politiramina, nanocomposito,

eletropolimerizagdo, imunossensor, L-triiodotironina, tireoide.
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Abstract

In this work was developed a functionalized polymer nanocomposite platform with
reduced graphene oxide/poly-tyramine (rGO/Poly-Tyr) deposited on graphite electrode
to L-triiodothyronine detection (L-T3), a thyroid hormone. Initially, the GE/rGO/Poly-
Tyr electrochemically platform was characterized by cyclic voltammetry,
morphologically by AFM and SEM images and by FT-IR. After characterization, the
antibody was immobilized on the surface of the matrix GE/ rGO/ Poly-Tyr and were
standardized optimum conditions for immobilization of the probe, such as concentration,
probe interaction time with the platform and pH, giving the following values: 6.0 ng mL"
I; 45 minutes and 7.46 respectively. For blocking surface BSA solution was used at 0.5%
and, after the L-T3 target was dripped on the electrode surface. The direct detection of
anti L-T3 and L-T3 was performed by differential pulse voltammetry. It was observed
that the target (L-T3) is electroactive in the platform developed, showing an oxidation
peak at 0.6 V of low intensity current. When the L-T3 interacts with the probe, forming
the antibody-antigen complex, a potential shift occurs at 0.7 V, and simultaneously there
is an increase in intensity of electrical current, indicating that there was indeed the
interaction. A calibration curve was constructed with linear response range of 0.001 ng
mL! to 5.0 ng mL' L-T3, with R? = 0.997342. The biosensor was characterized
morphologically by AFM and SEM images. It was observed that there were
morphological changes as it added the probe, BSA and target (L-T3) on the EG / ogre /
PTir platform. These results are promising in the development of the immunosensor, once
the analyte concentration detected, which was 0.001ng/mL is lower than the concentration

of hormone (L-T3) exists in human blood ([L-T3ota1 ] = 0.6 ng mL™! to 1.81 ng mL™).

Keywords: reduced graphene oxide, poly-tyramine, nanocomposite,

electropolymerization, immunosensor, L-triitodothyronine, thyroid.
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INTRODUCAO

1.1. Hormonios tireoidianos

A glandula tireoide humana consiste em dois lobulos localizados sobre a traqueia
que sao conectados por uma fina membrana denominada istmo. Ela normalmente pesa
cerca de 20 gramas e produz os hormonios L-tetraiodotironina e L-triiodotironina

mostrados na figura 1, em resposta ao horménio estimulante da tireoide (TSH)'.

Figura 1: Configuragao absoluta dos hormoénios (+)-T3, (-)-D-T4 e (+)-L-T4
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Fonte: Hassan, 2002.

Os hormonios tireoidianos (HT) sdo regulados fisiologicamente pelo hipotalamo,
hipofise, tireoide e atividade neural. O hormdnio estimulante da tireoide, sintetizado e
liberado pela hipofise anterior, se une ao receptor de membrana da tireoide e estimula a

sintese e a secrecao dos HTs a partir da tireoglobulina. J4 a sintese e a liberacao do TSH



sao sinalizadas pelo hormoénio liberador de tireotrofina (TRH), que ¢ secretado pelo
hipotalamo'.

As concentracdes de TSH e de TRH sao controladas pelo mecanismo de feedback
negativo, onde os niveis plasmaticos de L-T4 e L-T3 atuam sobre a hipofise e hipotalamo,
inibindo assim a producao e liberacdo de TSH e TRH. Tal mecanismo ¢ importante para
manter os niveis circulantes de L-T4 e L-T3 dentro da faixa normal?.

No funcionamento adequado da glandula tireoide, ocorre a produgdo de 28 a 50 ug
de L-T3 e 90 pg de L-T4 diariamente. Aproximadamente 90% de L-T3 presente na
circulacao sanguinea ¢ formado pela desiodinagao de L-T4 nos tecidos periféricos. Esta
conversao periférica de L-T4 para L-T3 e a observacgdo da alta atividade metabdlica de
L-T3, indicam que o L-T3 provavelmente ¢ o principal horménio ativo da tireoide®. O
hormonio T4 (tiroxina) existe como enantidmeros que possuem efeitos terapéuticos
diferentes. A L-tiroxina (L-T4) ¢ utilizada principalmente como repositor hormonal em
pacientes com hipotireoidismo, enquanto D-Tiroxina ¢ utilizada no controle de

colesterol®. A tabela 1 mostra os valores de referéncia para L-T3 e L-T4°.

Tabela 1: Valores de referéncia para os hormonios tireoidianos

I'Valores normais

Tiroxina total (L-T4) 0,048 ng/mL a 0,1 pg/mL
Triiodotironina total (L-T3) 0,6 ng/mL a 1,81 ng/mL
L-T4 livre 0,008 ng/mL a 0,027 ng/mL
L-T3 livre 2,30 pc/mL a 4,20 pg/mL

'0s resultados podem variar em laboratorios diferentes.

Fonte: Katzung, 2014.

Quando estes hormodnios se encontram fora do intervalo de normalidade, pode
acarretar uma série de complicagdes. As principais enfermidades causadas pela disfungao
tireoidiana sdo: hipotireoidismo, hipertireoidismo, nédulos tireoidianos, bdcio, cancer e
tireoidite. O hipertireoidismo € uma doenga que acomete na sua maior parte mulheres na
faixa etdria de 40-60 anos de idade. Nesta doenca, ocorre uma grande estimulacdo da
glandula e, em virtude disso, as concentragdes hormonais de T3 (3,5,3’- triiodotironina)
e T4(tiroxina) estdo aumentadas no organismo do individuo, ocasionando nervosismo,
sudorese, hipersensibilidade ao calor e taquicardia e, se nao tratada, pode levar a morte.

J& o hipotireoidismo pode ser causado pelo desaparecimento do tecido da tireoide



provocado por um processo patologico destrutivo ou interferéncia terapéutica, ou pela
estimulacdo insuficiente da glandula pelo TSH. Desta forma, ocorre uma diminui¢ao dos
hormdnios T3 e T4 fazendo com que o individuo apresente fraqueza, letargia, pele seca e
aspera e lentiddo na fala®’.

Estes hormdnios tém acdo praticamente sobre todos os 6rgdos do organismo
humano. Entretanto, quando estes hormonios estdo desbalanceados, podem ocorrer sérias
complica¢des como delirio, insdnia, anorexia, osteoporose, fraqueza muscular, fibrilagdo
atrial, insuficiéncia cardiaca congestiva, tromboembolismo, estado mental alterado,

colapso cardiovascular e morte®.

1.2. Técnicas de quantificacdo de hormoénios

No imunoensaio por quimioluminescéncia, o material bioldgico onde se encontra o
analito de interesse ¢ incubado com o anticorpo de fase sélida e o anticorpo de fase
liquida, marcado com uma substancia quimioluminescente. Logo apo6s ¢ feita uma
lavagem para a retirada do material ndo ligado. E adicionado um reagente “disparador”
que provoca a emissao de luz, no qual é proporcional a concentracao de analito (antigeno)
presente na amostra, sendo quantificado por um detector de luz’.

O luminol e o isoluminol foram os primeiros compostos com propriedades
quimioluminescentes a serem empregados nos imunoensaios, existindo outros compostos
com as mesmas caracteristicas, como o0s ésteres de acridina e sulfonamida. Tais
compostos reagem com uma solugdo alcalina de perdxido de hidrogénio e fosfatase
alcalina. Um dos reagentes que “disparam” a reagdo ¢ o ¢éster fosfatado do
adamantildioxetano’.

O radioimunoensaio (RIA) utiliza reagentes que incorporam radiois6topos como
marcadores para monitorar a distribuicdo de antigeno livre ou de antigeno ligado ao
anticorpo. Potencialmente, RIA ¢ aplicado para mensurar muitas substancias presentes no
meio biolégico, numa concentragio de 10 a 107* mol L'!. A alta precisdo encontrada no
imunoensaio radiomarcado esta relacionada ao processo de decaimento dos radiois6topos
no qual ndo ¢ afetado por fatores comuns aos meios biologicos, tais como pH, for¢a idnica
e inibidores que podem afetar a deteccao nos métodos dependentes em medigdes Opticas
ou enzimaticas. Embora o radioimunoensaio seja confiavel e exato, ele oferece risco a
satde e os radiois6topos apresentam tempo de meia vida curto, que restringem o uso desta

tecnologia'®.



Os ensaios imunoenzimaticos possibilitam medidas quantitativas diretas da
interacdo antigeno-anticorpo por meio da atividade enzimatica sobre um substrato. As
enzimas sdo marcadores bioldgicos muito utilizados e apresentam vantagens de ndo
apresentarem riscos associados com a exposi¢do de radioisétopos, bem como a
possibilidade de amplificagcdo catalitica, ou seja, uma unica enzima pode gerar varias
espécies detectaveis, e ainda, pode-se associar a outros marcadores como os fluorescentes
e os quimioluminescentes, resultando num baixo limite de detecgio'’.

O teste mais comum envolvendo enzima-imunoensaio € o teste de ELISA (Figura
2). Este método utiliza anticorpos imobilizados em uma placa de poliestireno com o
numero variavel de pocos de ensaio. Este teste € realizado em 8 passos: ativagao da placa,
lavagem, imobilizag¢do de anticorpos, lavagem, incubacdo, lavagem, adi¢do de substrato
cromogénico e leitura Optica dos pocos. Este sistema de placa permite a realizagdao do

ensaio garantindo uma uniformidade de todas as etapas'’.

Figura 2: Esquema do teste de ELISA
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As técnicas existentes para deteccdo dos hormoénios, como Imunoensaio por
quimioluminescéncia, imunoensaio por fluorescéncia polarizada, enzima imunoensaio,
ensaio imunoabsor¢ao ligado a enzima (ELISA) e radioimunoensaio, dependem de mao
de obra especializada, requerem um preparo de amostra ¢ demandam de um maior tempo
de analise!?.

Desta forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de uma metodologia para
detec¢do de hormonios tireoidianos, que seja de baixo custo, que efetue andlise em tempo
real e a0 mesmo tempo, seja sensivel. Neste enfoque surgem os biossensores como

proposta.

1.3. Biossensores

Biossensores sdo dispositivos analiticos compostos por uma camada de
reconhecimento bioldgico imobilizado sobre um transdutor. O receptor bioldgico ¢ uma
biomolécula que reconhece o analito alvo e o transdutor converte o evento de
reconhecimento para um sinal mensuravel'>.

O sinal do transdutor (eletroquimico, Optico, gravimétrico, por ressonancia

plasmonica, piezoelétrico, etc) ¢ convertido em um sinal elétrico, indicando a detecg¢ao

do analito de interesse'*. A figura 3 mostra o esquema de um biossensor.

Figura 3: Esquema representativo de um biossensor
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As principais vantagens da utilizacao destes dispositivos sdo devidas a alta
especificidade, sensibilidade, seletividade e apresentam rapida detec¢do do analito em
interesse'’. Eles sio extensivamente utilizados em aplicagdes nas areas da salde,
ambiental e alimentos. Devido a sua alta sensibilidade e especificidade, os biossensores
apresentam um elevado potencial de aplicagdo na deteccdo de virus, bactérias, DNA,
antigeno e anticorpo'®.

A maior parte dos biossensores reportados na literatura sdo eletroquimicos ou
opticos. Os biossensores eletroquimicos sao baseados na interacao seletiva entre o analito
alvo e o elemento de reconhecimento, no qual pode gerar um sinal elétrico que esta
relacionado a concentragdo da substincia a ser mensurada. Os principais biossensores
eletroquimicos  sd3o:  potenciométricos, = amperométricos,  voltamétricos e
impedimétricos!’. Os biossensores opticos sdo outra subclasse importante de biossensores
em que o transdutor Optico responde ao analito por sofrer uma mudanga em suas
propriedades Opticas, tais como a absorcio, reflectancia e emissdo de fluorescéncia '®.

Os biossensores também podem ser classificados de acordo com o elemento de
reconhecimento bioldgico imobilizado na superficie do transdutor. As principais classes
existentes sdo: genossensores, biossensores enzimaticos, biossensores microbioldgicos e

imunossensores!®.

1.3.1. Genossensores

O desenvolvimento de genossensores t€m atraido atengdo consideravel devido as
suas potenciais aplicacoes, incluindo analise de genes, diagnostico clinico, estudo
forense, entre outros'?.

Os genossensores sdo dispositivos analiticos que possuem acidos nucleicos de
cadeia simples imobilizados na superficie de um transdutor. O reconhecimento ocorre
apo6s a hibridizacao da fita simples com a sua fita complementar, numa amostra através
da formacdo de ligagdes de hidrogénio®.

Estes dispositivos podem ser explorados para monitorar a hibridizagdo especifica
por meio da mensuragdo do sinal de oxidacao de bases eletroativas presentes no DNA. A

figura 4 mostra um esquema do processo de hibridizagdo em um genossensor!?.



Figura 4: Esquema do processo de hibridizagdo em um genossensor.
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Fonte: Dolatabadi, 2011
1.3.2. Biossensores enzimaticos

Os biossensores enzimaticos fundamentam-se na imobilizagdo de enzimas na
superficie do eletrodo e sdo divididos em dois tipos de acordo com a interacdo entre a
enzima e o analito: (1) se a enzima metaboliza o analito, a concentracdo do mesmo pode
ser mensurada através da transformacao catalitica do analito pela enzima imobilizada, (2)
se a atividade enzimatica ¢ inibida pelo analito, a detecgdo ¢ feita através da monitoragao
da diminui¢o do produto enzimético formado'®.

Os biossensores podem ser divididos em trés geragoes dependendo da forma que a
molécula biorreceptora esteja a base do elemento de transducgdo. As trés geragdes de

biossensores estio esquematicamente representados na figura 5'2.



Na primeira geragdo de biossensores, 0 acoplamento entre a enzima e eletrodo ndo
ocorre por transferéncia direta de elétrons, mas se baseia na eletroatividade do substrato
ou do produto da reagdo enzimadtica. Biossensores de segunda geragdo utilizam um
mediador especifico entre a reacdo de interesse e o transdutor para melhorar a
sensibilidade. Isso envolve a adsor¢do ou ligagdo covalente do componente
biologicamente ativo a superficie do transdutor e permite a eliminagdo da membrana
semipermeavel. Ja nos biossensores de terceira geracao existe uma ligacao direta entre a
biomolécula de reconhecimento biologico e o transdutor. Desta forma, a molécula

biorreceptora torna-se parte integrante do biossensor .

Figura 5: Representacdo esquemadtica de biossensores de (a) primeira, (b) segunda e (c)
terceira geragao.
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Fonte: Karunakaran, 2015

1.3.3. Biossensores microbiologicos

Nos biossensores microbioldgicos, a imobilizacdo de células microbiologicas
ocorre sobre a superficie de um transdutor e, seu modo de funcionamento baseia-se no
uso das funcdes metabolicas e respiratorias do microorganismo para fazer detec¢do do

analito, seja em substrato ou um inibidor do processo em questdo. As principais



aplicacdes dos biossensores microbioldégicos sdo no monitoramento ambiental,

fermentagio e uso em alimentos?2.

1.3.4. Imunossensores

Os imunossensores sao biossensores que se fundamentam na resposta imunolédgica
entre um antigeno (Ag) — anticorpo (Ac), onde um dos dois se encontram imobilizados
na superficie de um transdutor?>.

Eles podem ser classificados como diretos ou indiretos, o que significa que o
mecanismo de detec¢do opera diretamente através da interagdo antigeno/anticorpo, ou €
utilizado um marcador adicional, tal como uma enzima ou uma molécula fluorescente,
para detectar se ocorreu um evento de ligacdo ou nio**.

Com base na natureza da transdug¢do do sinal, os imunossensores podem ser

classificados como imunossensores eletroquimicos, opticos e piezoelétricos'?.

1.3.4.1 Anticorpos como elemento de reconhecimento

Anticorpos s3o proteinas plasmaticas globulares (150 kDa) produzidos por
mamiferos como uma resposta imunitaria do organismo na presenca de antigenos, tais
como virus, bactérias e parasitas. Os anticorpos também chamados de imunoglobulinas
podem ser classificados em cinco grupos: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. Imunoglobulina G
(IgG) € a espécie mais abundante presente no soro, € também a mais utilizada em
aplicagdes de imunossensores '2.

A figura 6 mostra a representagdo esquematica de um anticorpo da classe IgG. Eles
sdo glicoproteinas que apresentam quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias
pesadas (Cu) formadas por 450 aminoacidos (55000 Da) e duas cadeias leves (Cr)
contendo 212 amino4cidos (25000 Da) unidos entre si através da ligacdo dissulfeto®. A
cadeia leve (Cr) é composta por um dominio variavel (Vi) e um dominio constante (Cy).
A cadeia pesada (Cn), as cadeias v, 6 e a consiste num dominio variavel e trés dominios

constantes Cul, Cu2 e Cn3 respectivamente?®.



Figura 6: Representacdo da estrutura de um anticorpo

Fab)'2

Fonte: Zouali, 2001

No imunoensaio, 0 anticorpo interage com o seu antigeno especifico, formando um
complexo antigeno-anticorpo, mostrado na equagdo 1, no qual apresenta uma alta
constante de afinidade, Ka.. Esta constante ¢ definida pelas concentragdes do complexo
antigeno/anticorpo (AgAc), do antigeno livre (Ag) e dos sitios livres do anticorpo (Ac),

como ¢é mostrada na equagdo 2?7

Equacdo 1:
Ag + Ac : AgAC
Equacao 2:
[AcAg]
" A Ag]

Os valores da constante de afinidade na ordem de 10* a 10'? exibem grande

estabilidade, ocasionando a alta sensibilidade nos imunossensores®’.
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1.4. Técnicas de imobilizacao

Um dos passos primordiais na constru¢ao de um biossensor ¢ a imobilizagdo eficaz
do material de reconhecimento bioldgico na superficie do transdutor, mantendo-se ao
maximo a atividade da biomolécula e evitando que a mesma seja lixiviada. Os principais
métodos de imobilizagdo sdo: adsorcdo fisica, ligacdo covalente, imobilizagdo por
aprisionamento e imobilizac¢do por ligagdo cruzada®®.

No método de adsorc¢ao fisica, a solu¢ao contendo a biomolécula é colocada em
contato com a superficie do eletrodo modificado com filme polimérico. O material
biologico se mantém adsorvido fisicamente devido as interagdes de Van der Waals e
ligagdes de hidrogénio entre a matriz polimérica e o componente biologico. A
desvantagem deste método de imobilizagcdo esta vinculada as condi¢des experimentais
tais como o pH, temperatura e forca idnica®’.

Na utilizagdo do método de ligacdo covalente, a biomolécula se liga covalentemente
ao transdutor. Esta ligacdo € feita por meio de grupos funcionais presentes nas cadeias
laterais de aminoacidos de proteinas, tais como grupos amino, carboxilicos, ou tiois, os

quais sdo utilizados para acoplamento na superficie do eletrodo modificado’. A figura 7

mostra uma ilustraciao dos principais tipos de imobiliza¢ao de biomolécula.

Figura 7: Representagdo esquematica dos tipos de imobilizagao

Aprisionamento Ligagcdo cruzada

Fonte: Autor, 2016
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Na ligacdo cruzada, ocorre a ativagdo da superficie utilizando reagentes
multifuncionais como o glutaraldeido ou carbodiimida, seguido do acoplamento do
material bioldgico ao suporte ativado®!. No método de imobiliza¢do por aprisionamento,
0 biocomponente se encontra preso dentro da malha polimérica. Este resultado ¢ obtido
quando se mistura a solugdo monomérica com a solugdo da biomolécula de
reconhecimento. A medida que o processo de eletropolimerizagio ocorre, as
biomoléculas que se encontram nas proximidades do eletrodo vao sendo incorporadas

dentro da malha polimérica ficando retidas no mesmo®>!,

1.5. Funcionalizacao dos eletrodos

A fim de sensibilizar a superficie dos eletrodos para a imobilizacdo de materiais
bioldgicos no desenvolvimento de biossensores, materiais a base de grafeno e derivados,
juntamente com filmes poliméricos t€ém sido utilizados para modificagdo dos mesmos.
Estes materiais sdo interessantes, pois elevam a area superficial do eletrodo, aumentando
a sensibilidade do sistema, além de apresentarem grupos funcionais expostos que

facilitam a incorporag¢do do material biologico.

1.5.1. Grafeno e seus derivados

O grafeno ¢ um alotropo do carbono, que consiste em uma monocamada plana de
dtomos de carbono hibridos em sp?. Esta configuragio fornece propriedades
extraordinarias a este material, como uma grande area superficial, teoricamente de 2630
m?/g para uma Ginica camada, apresentando também excelente condutividade térmica (K
=5x10° W m'K"!) e condutividade elétrica®?. Devido a estas caracteristicas promissoras,
o grafeno pode ser utilizado em varios dominios tecnologicos como na nanoeletronica,
sensores, biossensores, nanocompdsitos, baterias, supercapacitores e armazenamento de
hidrogénio®>.

Os métodos convencionais de producdo de grafeno consistem no crescimento de
grafeno por deposi¢do quimica a vapor, na exfoliagdo mecénica do grafite, oxidagdo
quimica de grafite para geragdao de 6xido de grafite seguido de exfoliacdo. Este terceiro
método € o mais utilizado na sintese de derivados de grafeno por produzir uma maior

quantidade de material®*,
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Este procedimento envolve tipicamente a oxidacdo de grafite por uma mistura de
acido nitrico e de oxidantes fortes, como KClO3 ou KMnOQOy4, que origina o 6xido de
grafite. A estrutura do 6xido de grafite consiste em camadas de grafite com um aumento
significativo do espaco entre as suas camadas, que ¢ devido a presenca de grupos
funcionais de oxigénio sobre os planos basais da folha individual de grafeno. O 6xido de
grafite por sua vez ¢ submetido a um tratamento térmico para exfoliacdo, produzindo
assim o oxido de grafeno (OG)*>.

O OG ¢ um derivado do grafeno, que contém na sua estrutura grupos funcionais de
oxigénio, tais como epoxidos, hidroxilas, carboxilas e grupos carbonilas localizados nas
bordas e planos basais. Assim, 0 OG pode ser prontamente disperso em agua e formar
uma suspensdo coloidal estavel devido a sua forte hidrofilicidade. Tais caracteristicas
facilitam a fabricacio de nanocompdsitos com polimeros baseados em OG>, A figura 8

ilustra as etapas de preparo do OGre a partir do grafite.

Figura 8: Etapas de obtenc¢do de 6xido de grafeno a partir de grafite

Oxidacio
KMnO,/NaNO,/H,50,
Grafite o
Oxido de Grafite
Exfoliagdo
Reducio
eletroquimica
0,00a-1,5V
Oxido de grafeno
reduzido Oxido de grafeno

Fonte: Autor, 2016
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Os métodos mais comuns de preparo do 6xido de grafeno reduzido empregam a
exfoliacdo do oxido de grafite. Posteriormente, a redu¢do ocorre por um tratamento
térmico ou pela redu¢do quimica utilizando agentes redutores. Embora estes métodos
sejam adequados para producdo em massa de OGre, as suas desvantagens também sao
evidentes: o tratamento térmico exige equipamentos especificos para o controle das
condi¢des de preparo, como o vacuo e calor, enquanto a redugdo quimica geralmente
utiliza reagentes redutores perigosos tais como borohidreto de sodio, hidrazina ou
hidretos de aluminio®’.

Desta forma, a metodologia eletroquimica torna-se interessante como alternativa
para a reducdo do OG, pois ¢ mais rapida e ndo utiliza solventes toxicos, evitando a
contaminag¢do do produto final. Neste método, o elevado potencial negativo aplicado no

eletrodo vence as barreiras de energia para a reducao dos grupos funcionais de oxigénio,

como —OH e C—O—-C, reduzindo eficazmente o OG>>.

1.5.2. Polimeros condutores

Polimeros condutores (PCs) sdo classificados como materiais que possuem uma alta
conjugacdo m na sua cadeia polimérica, exibindo propriedades eletronicas de metais e
semicondutores associados com as propriedades mecanicas de macromoléculas
organicas. O interesse de pesquisadores em polimeros eletroativos comegou em 1977
quando foi sintetizado o poliacetileno, polimero altamente condutor e, eventualmente,
Heeger, Shirakawa e Mcdiarmid que foram agraciados com o Prémio Nobel de Quimica
em 2000 pela descoberta e desenvolvimento dos chamados polimeros condutores *®.

Eles tém atraido cada vez mais atencao devido a suas propriedades elétricas que sao
semelhantes as dos metais, possuindo também algumas caracteristicas de polimeros
organicos. Além disso, podem ser preparados de forma a serem aplicados em diferentes
areas. Os PCs podem ser utilizados como transistores de pelicula fina, baterias,
revestimentos anti-estaticos, em blindagem eletromagnética, muasculos artificiais, diodos
emissores de luz, biossensores, enchimentos e revestimentos protetores de corrosio’®.

PCs com diferentes estruturas quimicas, como a polianilina (PANI), polipirrol,
politiofeno, poli (p-fenileno), poli (fenilenovinileno) foram estudados extensivamente por
pesquisadores e suas estruturas quimicas sio mostradas na tabela 2%

Estes materiais possuem propriedades eletroquimicas incomuns como alta

condutividade elétrica, baixo potencial de ionizacdo e alta afinidade eletronica. Estas
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propriedades sao decorrentes da sua estrutura de elétrons m conjugados ao longo da cadeia

polimérica®.

Tabela 2: Estrutura quimica de alguns polimeros condutores

Polimero condutor Conduthvidade / 5 cm
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Fonte: Faez, 2000.

A condutividade eletronica ¢ oriunda da deslocalizacdo de elétrons m ao longo da
cadeia polimérica e também devido a presenca de pdlarons e bipdlarons. Os polimeros
condutores sdo sintetizados na forma oxidada e, apenas na presenca do dopante (uma
carga negativa/dnion na maioria dos casos), que a estrutura ¢ estabilizada e a carga
neutralizada. Paralelamente a isto, o dopante apresenta um portador de carga para este
sistema, removendo ou adicionando elétrons na cadeia polimérica e delocalizando-os

como polarons e bipolarons (elétrons rodeados por uma distor¢cdo da rede cristalina).
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Como o potencial elétrico ¢ aplicado durante a sintese eletroquimica, os dopantes
comegam a mover-se dentro ou fora do polimero (dependendo da polaridade), permitindo
a carga passar através do polimero em forma de pdlarons e bipolarons acima
mencionados®’.

Os polimeros condutores podem ser sintetizados por via quimica ou por via

eletroquimica.

1.5.3. Sintese quimica

A sintese quimica ¢ mais antiga e a rota mais popular para a preparacao de grandes
quantidades de polimeros condutores. A polimeriza¢do quimica utiliza fortes oxidantes
quimicos, tais como KIO3, KMnOg4, FeCls, KoCrO4, KBrOs;, KC1O3, (NH4)2S20s. Estes
compostos sdo capazes de oxidar os monomeros em solu¢ao, que conduzem a formagao
de radicais. Estes por sua vez, reagem ainda com outros monomeros, oligdomeros ou até
mesmo polimeros insoltveis*?.

A estrutura e as propriedades quimicas e fisicas dos polimeros obtidos dependem
fortemente das propriedades do agente oxidante, a razdo molar entre oxidante e

mondmero, o eletrélito, pH e a temperatura®.

1.5.4. Sintese eletroquimica

A técnica eletroquimica tem recebido maior atencao por causa de sua simplicidade
e a vantagem de se obter simultaneamente polimeros condutores dopados. Além disso, o
processo de polimerizagdo eletroquimica assegura o controle da espessura do filme, bem
como a sua morfologia, e ainda fornece uma escolha mais ampla de cétions e de anions
como ions dopantes para a malha polimérica®.

No geral, o método de oxidacdo quimica produz polimeros condutores com um
maior rendimento enquanto que a sintese eletroquimica leva a deposi¢do de camada de
filmes poliméricos sobre a superficie do eletrodo devido a oxida¢do do mondmero.
Quando um potencial positivo ¢ aplicado ao eletrodo de trabalho, a oxidagdo comega com
a formacgao do cation radical. Os cations radicais, por sua vez, se acoplam, de modo a se
formar em primeiro lugar o dimero. A extensao de conjugagdo no polimero resulta num
abaixamento do potencial de oxidacdo em compara¢do com o mondmero. A oxidagdo

eletroquimica e o processo de acoplamento de radical sdo repetidos continuamente e,
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finalmente, o filme polimérico ¢ depositado sobre a superficie do eletrodo de trabalho. A
dopagem do polimero é geralmente realizada simultaneamente pela incorporacdo do
anion dopante no polimero para assegurar a neutralidade elétrica do filme*.

Eletrodos modificados eletroquimicamente com filmes poliméricos que apresentam
43,44

varias fungdes organicas, como por exemplo, poliaminofenois poli(acido

46,47

hidroxifenilacético)®, politiramina ***’ poli(4cido hidroxibenzdico)*® e poli(dcido

fenilacético)*”, possibilitam o uso de filmes catidnicos e anidnicos para a incorporacio de
biomoléculas e desenvolvimento de biossensores*, os quais tém sido extensivamente
estudados pelo Laboratorio de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia — LAFIP.

Estudos anteriores indicam que mondmeros contendo grupos aromaticos ligados
diretamente ao oxigénio sdo mais faceis de polimerizar, apresentam alta reprodutibilidade
e resisténcia mecanica da pelicula obtida, permitindo maior estabilidade aos eletrodos

quimicamente modificados *’.

1.5.4.1. Tiramina

A tiramina [4-(2-aminoetil(fenol], ¢ um mondmero que tem atraido muito a atengao
de pesquisadores devido ao fato de possuir um grupo amino livre que possibilita a ligagao
covalente entre moléculas organicas e biomoléculas. Ela tem sido eletropolimerizada com
sucesso na superficie dos eletrodos para aplicagdo em biossensores e imunossensores>’.

Este composto possui uma estrutura semelhante ao do aminoacido tirosina,
mostrada na figura 9, e a sua cadeia alquilamina exibe uma notavel liberdade
conformocional. A orientacio do momento dipolar muda frequentemente entre os
conformeros deste grupo, indicando uma mudanga induzida na sua estrutura eletronica e
uma elevada significAncia para a relatividade®'.

A utilizacdo do meio aquoso acido para a eletropolimerizacdo da tiramina e
producao de poli[4-(2-aminoetil)fenol], poli-Tir, permite a formacao de peliculas mais
espessas com propriedades condutoras melhoradas do que aquelas obtidas em solugdes
neutras ou alcalinas. Propriedades condutoras também podem ser melhoradas
dependendo das condi¢des experimentais sob o qual os eletrodos foram modificados*’.

Por esta razdo, a tiramina mostrou-se interessante para a realiza¢ao deste trabalho,

na produ¢do de nanocomposito.
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Figura 9: Formula estrutural da tiramina (a) e da tirosina (b).

OH

OH

NH»
HO

NH»

Fonte: Autor, 2016.

1.5.5. Nanocompositos poliméricos

O termo nanocomposito polimérico ¢ utilizado para se referir a um material que
consiste em nanomateriais como nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono ou
grafeno associados a outros polimeros condutores. Estes materiais exibem propriedades
especiais devido ao efeito sinérgico dos seus componentes individuais 2.

Nanocompositos poliméricos provaram ser excelentes transdutores em sensores
eletroanaliticos, devido as suas caracteristicas em comparagao aqueles obtidos pelos seus
homodlogos, tais como variedades morfoldgicas e facilidade de sintese. Suas propriedades
unicas oferecem vantagens como baixo custo, propriedades eletronicas melhoradas,
processos reversiveis de dopagens e desdopagens, controle das propriedades quimicas e
eletroquimicas, biocompatibilidade e estabilidade ambiental®.

Estes materiais podem ser sintetizados por meio da polimerizagdo quimica ou
eletroquimica. As reagdes quimicas costumam produzir nanomateriais em po € podem ser
produzidos em larga escala. Por outro lado, a eletropolimerizacdo restringe as reagdes nas
superficies dos eletrodos, resultando em compositos poliméricos depositados na
superficie dos mesmos. Este método de sintese ¢ vantajoso porque as variaveis

eletroquimicas podem ser ajustadas de forma a controlar a espessura do filme na formacao

do nanocomposito™.
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1.6.Técnicas utilizadas
1.6.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) ¢ uma técnica muito utilizada para efetuar
eletropolimerizagdo e também para se obter informagdes qualitativas no estudo de
processos eletroquimicos. Ela proporciona uma visao global na investigagao de processos
eletrodicos, pois fornece rapidamente informagdes sobre a termodinamica de processos
redox, possibilita a elucidagao de mecanismos de reacao, e ainda permite fazer o estudo
cinético de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e informa sobre a ocorréncia
de reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos™.

A técnica de VC fundamenta-se na aplicagdo de uma variagdo de potencial linear
na forma de uma onda triangular (figura 10A) sobre o eletrodo de trabalho. O potencial
inicial aplicado varia linearmente em um sentido até o potencial final, entdo, o sentido da
varredura ¢ invertido e o potencial volta ao valor inicial, provocando as reacdes redox na
presenga de espécies eletroativas existentes na solugdo ou na superficie do eletrodo.
Durante a aplicacdo do potencial, numa velocidade constante de varredura, o
potenciostato registra a corrente em fun¢do do potencial aplicado, gerando assim um

voltamograma ciclico no qual é mostrado na figura 10B*.

Figura 10: (A) Sinal de excitagdo para a voltametria ciclica e (B) Voltamograma ciclico

para um processo redox reversivel
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Fonte: Aleixo, 2015

1.6.2. Voltametria de pulso diferencial

Durante a voltametria de pulso diferencial (VPD), pulsos com valores de amplitude
fixos sdo sobrepostos em uma rampa de potencial crescente e aplicados sobre o eletrodo
de trabalho. Desta forma, a corrente ¢ medida duas vezes: uma no inicio do pulso (Si) e
outra no final do pulso (S2) mostrado na figura 11. Posteriormente, a primeira corrente
medida ¢ subtraida pelo equipamento da segunda corrente mensurada. O valor resultante
da corrente ¢ colocado em grafico versus o potencial aplicado, gerando o voltamograma
de pulso diferencial mostrado na figura 11C. A 4rea do pico na forma de Gaussiana ¢
diretamente proporcional a concentracdo de analito existente na solucdo. Esta técnica €
mais sensivel do que a VC porque minimiza a contribui¢do da corrente capacitiva,

possibilitando um limite de detecgdo na ordem de 108 mol L' *°,

Figura 11: Representagdo esquematica da aplicacdo do potencial em fun¢do do tempo (t)

em VPD: (A) em instrumentos analdgicos, (B) em instrumentos digitais.
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Fonte: Pacheco, 2013

1.6.3. Microscopia de Forca Atomica

A Microscopia de Forga Atomica (AFM) ¢é uma técnica de caracterizagdo
morfoldgica que se fundamenta na varredura da amostra por uma ponteira piramidal, de
100 a 200 um de comprimento, aderido a um cantilever. A forca de interagao entre a
ponteira e a amostra faz com que o cantilever sofra uma deflec¢do provocada pela sua
aproximacao e afastamento devido a for¢a de interagdo com a amostra. Na parte superior
do cantilever existe um espelho que reflete um feixe de luz. Ao passar por uma lente, esse
feixe refletido ¢ incidido sobre um fotodetector de quatro quadrantes que mede as
variagoes de posicdo e de intensidade da luz produzidas pelas deflexdes do cantilever

mostrado na (figura 12)°’.

Figura 12: Esquema de um microscopio de forga atdmica

Fotodiodo Cantilever

Ponteira
Amostra

Scanner piezelétrico

Fonte: Ferreira, 2006
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1.6.4. Modos de operag¢ao do AFM

Basicamente existem trés modos diferentes de operagao na técnica de AFM: o modo
contato, o ndo contato € o contato intermitente que sdo mostrados no esquema
representativo da figura 13. No modo contato, o cantilever fica a poucos angstrons de
distancia da superficie da amostra e, a forca interatomica entre a ponteira € a amostra ¢
repulsiva. Neste modo, a ponteira faz um leve contato com a amostra, gerando imagens
de alta defini¢do, mas devido a sua aproximagdo com a superficie da amostra, podem
ocorrer danos ao material bioldgico que sdo muito sensiveis & compressao.

No modo nao contato, o cantilever se encontra mais afastado da amostra (cerca de
centenas de angstrons) e, a forca de interacdo ¢ atrativa. Nesta situacdo ocorre um
aumento da frequéncia de oscilacdo da ponteira, aumentando assim a sensibilidade do
microscopio, passando a detectar forcas de Van der Waals e forgas eletrostaticas.

Ja no modo de operacgdo contato intermitente, ocorre de forma semelhante ao modo
nao contato, diferindo apenas na distancia entre a ponteira e a amostra, no qual a ponteira

fica mais proxima da superficie da amostra >’

Figura 13: Esquema representativo dos modos de operacio em AFM: (a)

modo contato, (b) modo ndo contato e (¢) modo intermitente.
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Fonte: Ferreira, 2006

1.6.5. Microscopia eletronica de varredura

O principio da técnica de microscopia eletronica de varredura baseia-se em utilizar
um feixe de elétrons de pequeno didmetro para varrer a superficie da amostra, por linhas

sucessivas, ponto a ponto, e fornecer o sinal do detector para uma tela catodica cuja
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varredura ¢ sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de bobinas de
deflexao, o feixe ¢ guiado de modo a varrer a superficie da amostra. O sinal de imagem ¢
consequéncia da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra. O sinal
recolhido pelo detector ¢ empregado para regular o brilho do monitor, possibilitando a
observacdo da amostra®’.

A maior parte dos equipamentos utilizam como fonte de elétrons um filamento de
tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de tensdes de 1 a 50 kV. O feixe ¢
acelerado pela alta tensao criada entre o filamento e o anodo. Tal feixe ¢ focalizado sobre
a amostra por meio de uma série de trés lentes eletromagnéticas com um spot menor que
4 nm. A interagdo do feixe com a amostra produz elétrons e fotons que podem ser

coletadas por detectores e convertidas em um sinal de video, gerando a imagem®.

2.0. JUSTIFICATIVA

O hormonio L-triiodotironina (L-T3) ¢ o hormdnio ativo da tireoide, que tem acao
praticamente sobre todos os 6rgaos do corpo humano. Entretanto, quando este hormonio
se encontra desbalanceado, se ndao diagnosticado e tratado, podem ocorrer sérias
complicagdes como delirio, insOnia, anorexia, osteoporose, fraqueza muscular, fibrilagao
atrial, insuficiéncia cardiaca congestiva, tromboembolismo, estado mental alterado,
colapso cardiovascular, hipertireoidismo, hipotireoidismo, cancer e morte.

As técnicas existentes para a deteccdo dos hormonios tireoidianos, como
imunoensaio por quimioluminescéncia, imunoensaio por fluorescéncia polarizada,
enzima imunoensaio, ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA),
radioimunoensaio, sdo técnicas que demandam de um preparo minucioso de amostra e
ainda requerem um maior tempo de analise.

Desta forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de uma metodologia para
deteccdo do hormodnio L-triiodotironina, que seja de baixo custo, que efetue analise em

tempo real e a0 mesmo tempo, que seja sensivel.
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3.0. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma plataforma formada por

EG/OGre/PTir capaz de imobilizar um anticorpo especifico para a detec¢ao de L-

tritodotironina (L-T3), um dos hormdnios produzido pela tireoide.

3.1. Objetivos especificos

>

Incorporar o nanomaterial 6xido de grafeno sobre eletrodo de grafite e reduzi-lo
eletroquimicamente;

Eletropolimerizar a tiramina sobre eletrodo de grafite (EG) e sobre o eletrodo de
grafite modificado com 6xido de grafeno reduzido (EG/OGre);

Caracterizar eletroquimicamente o eletrodo de grafite e o mesmo modificado com
oxido de grafeno reduzido, politiramina (PTir), e o6xido de grafeno
reduzido/politiramina (OGre/PTir);

Aplicar os diagnosticos de reversibilidade da voltametria ciclica aos eletrodos
modificados com polimero € com o composito;

Caracterizar morfologicamente as superficies do eletrodo de grafite, EG/OGre,
EG/PTir e EG/OGre/PTir por Microscopia de Forca Atdmica e por Microscopia
Eletronica de Varredura;

Verificar o reconhecimento da plataforma desenvolvida EG/OGre/PTir com a
sonda (anti L-T3);

Detectar diretamente o alvo (L-T3) com o biossensor desenvolvido por meio de
voltametria de pulso diferencial,

Construir a curva analitica a partir dos voltamogramas de detec¢do direta;
Caracterizar morfologicamente as superficies da plataforma sensibilizada com
sonda (anti L-T3), sonda/bloqueio (BSA) e sonda/BSA/alvo (L-T3) por

Microscopia de For¢a Atdmica e Microscopia Eletronica de Varredura.
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4.0. MATERIAIS E REAGENTES

Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando-se reagentes quimicos de
alta pureza analitica PA (pro-andlise) e a agua para o preparo das mesmas foi
ultrapurificada em sistema Millipore Milli-Q, com uma condutincia de 0,05 uS e
autoclavada quando usada para preparacao de solugdes tampao.

Antes da realizacdo de cada experimento, as solugdes foram previamente
desaeradas com nitrogénio ultrapuro durante 25 minutos e todos os experimentos foram
conduzidos a temperatura ambiente (25 °C £ 1).

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se uma célula de trés
compartimentos com capacidade de 25 mL, acoplada em um potenciostato/galvanostato
autolab PGSTAT 128N, por meio do software Geps para as técnicas de voltametria ciclica

e voltametria de pulso diferencial.

4.1. Solugoes

4.1.1. Solucdo de dcido perclorico (0,50 mol L*'): Em um baldo volumétrico de 1,0 L ja
contendo um pouco de agua deionizada, foi adicionado 43,20 mL de HC1O4 concentrado

(Merck, 98 %) e completou-se o volume com 4gua deionizada até o menisco.

4.1.2. Solucio monomérica de hidrocloreto de tiramina (2,50 mmol L'): foram
adicionados 0,04420 g de hidrocloreto de tiramina (AcrosOrganics, 98,0 %) em um baldo
volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com solugdo aquosa de HC1O4 0,5

mol L.

4.1.3. Solucdo de ferro/ferricianeto de potdssio (5,00 mmol L contendo 0,10 mol L’
de KCI): Em um balao volumétrico de 100 mL foram adicionados 0,1646 g KsFe(CN)s
(Fluka , 99,0 %); 0,2112 g de K4Fe(CN)6.3H20 (AcrosOrganics, 99,5 %) e 0,7456 g de

KCI ( Neon, 99,0 %) e o volume foi completado com agua deionizada.

4.1.4. Solucio de hidréxido de sédio (0,1 mol L) foram adicionados 0,40 g de NaOH
(Vetec, 99,0 %) em um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com

agua deionizada.

4.1.5. Solucao de dcido cloridrico (0,1 mol L"): Em um baldo volumétrico de 100,0 mL
contendo um pouco de agua deionizada, foram adicionados 0,985 mL de HC1 (37 %) e o

volume foi completado com agua deionizada até o menisco.
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4.1.6. Solucio tampdo fosfato (0,10 mol L'; pH 7,4): Em um baldo volumétrico de 500
mL foram adicionados 5,48 g de NaxHPO4 (Neon, 99,0%) e 2,32 g de NaH2PO4 (Neon,
99,0 %) e o volume foi completado com dgua deionizada e autoclavada, ajustando-se o

pH para o valor 7,4 com solugdio de NaOH 0,10 mol L.

4.1.7. Solugdo bloqueadora de soroalbumina bovina, BSA (0,50 %): foram adicionados
0,05 g de BSA (Sigma, > 96,0 %) em baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume foi

completado com solugdo tampao fosfato 0,1 mol L.

4.1.8. Solucdo de anticorpo Anti L-T3: A amostra contendo o anticorpo anti L-T3 puro
obtido da Sigma Aldrich foi quantificado em 280 nm pelo método do Biureto no
espectrofotometro Biodrop. A partir de uma solucao estoque de 406,6 pg/mL de anti L-

T3 foram feitas outras diluigdes em tampao fosfato.

4.1.9. Solucao de antigeno L-triiodotironina (L-T3) 1 mg/mL: O antigeno L-T3 foi
fornecido pela Sigma Aldrich como p6 (produto liofilizado). A solucdo estoque foi
preparada adicionando-se 0,001 g de L-T3 em 600 pL de etanol e 400 uL de tampao

fosfato. Todas as dilui¢des foram feitas em tampao fosfato a partir da solugdo estoque.

4.20. Obtenciio do Oxido de grafeno: o dxido de grafeno foi sintetizado e caracterizado

por integrantes do proprio grupo de pesquisa

5.0. PROCEDIMENTOS
5.1. Preparacio dos eletrodos de trabalho

Os eletrodos de grafite foram preparados conforme mostrado na figura 1.
Inicialmente, as barras de grafite (100 x 0,6 mm) adquiridas da Alfa Aesar (99,9999%),
foram cortadas em forma de discos com uma espessura de 3 a 4 mm.

Em seguida, os discos de grafite foram colados na superficie de um latdo envolto
de teflon por meio de cola condutora de prata. Apos 24 horas, os espacos vazios existentes
entre o grafite, teflon e o latdo foram preenchidos com cola epdxi. Depois do tempo de
cura de 24 horas, os eletrodos de grafite foram polidos com lixas d’agua 400 e 1200
(marca 3 M) e posteriormente polidos com suspensao de alumina 0,3 pm (Buehler). Para
aretirada da alumina aderida a superficie do grafite, os eletrodos foram sonicados durante

10 minutos em agua deionizada e secos com nitrogénio ultrapuro. Antes das medidas
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eletroquimicas, o eletrodo de grafite foi conectado em uma base de latdo envolvido por

teflon para contato elétrico, como mostrado na figura 14.

Figura 14: Esquema de preparacdo do eletrodo de trabalho.

Cola de prata
24 horas

r |

24 horas

-« <

Polimento

Fonte: Autor, 2016

5.2. Preparacao do eletrodo de referéncia

Uma placa de prata (0,2 mm x 5,0 cm x 2,0 mm) foi previamente polida com uma
palha de ago e lavada com 4gua deionizada em abundancia. A eletrodeposicao de AgCl
na superficie do eletrodo de prata foi realizada em uma célula de um compartimento,
contendo um eletrodo comercial de Ag/AgCl (como referéncia) e um eletrodo auxiliar de
platina em 50 mL de solucdo de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L. Foi aplicado um
potencial constante de 0,7 V (vs. Ag/AgCl) durante 2 minutos para a realiza¢do da
cronoamperometria.

Posteriormente, colocou-se um pedaco de placa de bateria porosa na extremidade
de uma ponteira azul, de capacidade de 1000 pL e a mesma foi preenchida com solugao
de KCI 3,0 mol L!. Em seguida, a placa de prata contendo AgCl eletrodepositado foi
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mergulhada dentro da ponteira, vedando a superficie com teflon, deixando apenas uma

haste de prata de 5,0 mm para contato elétrico (Figura 15¢).

5.3. Preparacio do eletrodo auxiliar

Um fio de platina (0,3 mm x 35 cm) foi colocado dentro de uma ponteira azul (de
pipeta automatica, capacidade de 1000 pL) e, com o restante do fio que ficou fora da
ponteira, foi feita uma espiral com didmetro igual a 0,9 cm, como pode ser visto na figura

12d.

Figura 15: Eletrodos utilizados neste trabalho: (a) eletrodo de grafite, (b) base de latdo
revestida por teflon, (c) eletrodo de referéncia Agy/AgClsy Clag) (3,0 mol L) e (d)

eletrodo auxiliar de platina.

Fonte: Autor, 2016

5.4. Escolha dos eletrodos de grafite

Antes do procedimento da reducdo eletroquimica do 6xido de grafeno sob o

eletrodo de grafite, os eletrodos foram condicionados e selecionados a fim de garantir um
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padrao e reprodutibilidade do sistema através de dois experimentos. No primeiro, o
eletrodo de grafite foi submetido a uma voltametria ciclica, utilizando-se acido perclorico
(HC1O4) 0,5 mol L! como eletrélito suporte, numa velocidade de varredura de 50 mVs™,
na janela de potencial de 0,00 V a +1,20 V, perfazendo um total de 4 ciclagens, sendo
registrada o ultimo ciclo.

O segundo experimento foi realizado em solugdo K4Fe(CN)e/K3Fe(CN)s, por meio
de voltametria ciclica, numa velocidade de varredura de 50 mVs™', 6 varreduras, numa

janela de potencial de -0,20 V a +0,60 V, registrando-se o ultimo ciclo para analise.

5.5. Reducio eletroquimica do 6xido de grafeno (OGre) sobre eletrodo de grafite

Para a redugao eletroquimica do 6xido de grafeno, foi preparada uma dispersao
utilizando 1,0 mL de 4gua deionizada e 1,0 mg do 6xido de grafeno em banho ultrassonico
durante duas horas. Em seguida, foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos e foram
gotejados 20 pL do sobrenadante na superficie do eletrodo de grafite devidamente polido.
Para secagem do mesmo, o eletrodo foi conduzido a estufa durante 15 minutos a 55°C.

Posteriormente, os eletrodos foram colocados numa célula de trés compartimentos
e a redugdo eletroquimica do OG foi realizada por voltametria ciclica, utilizando-se
solugdo tampao fosfato como eletrolito suporte, na faixa de potencial de 0,00 V a -1,50
V, numa velocidade de varredura de 50 mVs™', sob 10 varreduras, até estabilizacdo da

corrente elétrica.

5.6. Otimizacido do numero de ciclos de varreduras para a funcionalizacio dos
eletrodos de grafite com politiramina e eletropolimerizacio da mesma sobre EG e

sobre EG/OGre

Inicialmente, foi feita uma otimizacdo do numero de varreduras durante a
polimerizacdo eletroquimica da tiramina 2,5 mmol LY, empregando 20, 40, 60, 80 e 100
ciclos, na janela de potencial de 0,00 a +1,10 V, numa velocidade de varredura de 50
mVs™! por meio de voltametria ciclica sobre o eletrodo de grafite sem modificacdo. Para
oxidacdo de mondmero residual da superficie do eletrodo, os mesmos passaram por
tratamento eletroquimico, via duas varreduras de potencial na faixa de 0,00 Va+1,10 V
e 3 varreduras de 0,00 a +0,85 V, efetuadas em solucdo de 4cido perclorico 0,5 mol L,

livre de mondmero.
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Apos esta otimizagio, a tiramina 2,5 mmol L"! foi eletropolimerizada sobre o EG
e sobre EG/OGre, na janela de potencial de 0,00 a+1,10 V, numa velocidade de varredura
de 50 mVs™! por meio de voltametria ciclica fixando-se 60 ciclos de potencial. Visando
estudar o comportamento eletroquimico do EG ¢ do mesmo modificado com OGre, PTir
e OGre/PTir, os eletrodos foram avaliados por voltametria ciclica, utilizando-se HCIO4
0,5 mol L' em auséncia de mondmero, numa velocidade de varredura de 50 mVs™!, sendo
duas varreduras na faixa de potencial de 0,00 V a +1,10 V e 3 varreduras de 0,00 a +0,85

V, utilizando-se o tltimo ciclo como parametro para analise.

5.7. Transporte i6nico nos estudos de reversibilidade

Os eletrodos de grafite modificados com politiramina (EG/PTir) e com 6xido de
grafeno reduzido eletroquimicamente/politiramina (EG/OGre/PTir) foram caracterizados
por voltametria ciclica em func¢do da velocidade de varredura, no intervalo de 10 a 100
mVs!. Neste experimento os voltamogramas ciclicos foram obtidos em solugio aquosa
de HC1O4, na auséncia de mondmero. Os processos eletroquimicos foram avaliados por:
1) variagao de potencial de pico anddico e catodico (AEp) em fungao da velocidade de
varredura (v); 2) variagao de potencial e meia onda (Ep — Ep/2) em fun¢ao de v; 3) Relacao
entre corrente de pico anoddica e catodica (Ipa/Ipc) em fungdo de v e 4) Ip em funcdo da

raiz quadrada da velocidade de varredura (v/%).

5.8. Estudo de transferéncia de carga

As propriedades de troca i0nica para o eletrodo de grafite e para os eletrodos de
grafite modificados com OG, OGre, PTir e OGre/PTir foram investigadas por voltametria
ciclica, utilizando-se a sonda redox negativa de ferrocianeto/ferricianeto de potéssio
como eletrdlito suporte, na janela de potencial entre -0,15 V a +0,6 V, numa velocidade
de varredura de 50 mVs™!, durante 6 ciclagens, utilizando-se a tltima varredura de

potencial como parametro para avaliagao.

5.9. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Inicialmente, os eletrodos (EG, EG/OG, EG/OGre, EG/PTir ¢ EG/OGre/PTir)

foram preparados, secos e armazenados em atmosfera inerte de nitrogénio ultrapuro.
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Posteriormente, os espectros de infravermelho dos eletrodos foram obtidos através do
Espectrometro FT-IR Spectrum Two da marca PerkinElmer. O porta amostra de seleneto
de zinco (ZnSe) foi limpo com dalcool isopropilico e, em seguida, cada eletrodo foi

colocado separadamente na superficie do cristal de ZnSe para analise.

5.10. Otimizacao dos parametros da voltametria de pulso diferencial

Sobre os eletrodos de grafite modificados com OGre/PTir foram gotejados 20 puL
de solucdo 60,0 ng/mL de anti-LT3. Esperou-se 45 minutos para intera¢do da sonda com
0 nanocomposito e, em seguida, os mesmos foram lavados em tampao fosfato durante 5
segundos. Os eletrodos foram levados a estufa e secos a 37 °C durante 10 minutos e
reservados para a detecgao.

Para a otimizagdo dos pardmetros da voltametria de pulso, fixou-se primeiramente
a amplitude de 30 mV, variando-se a velocidade de varredura de 10 a 70 mVs™.
Posteriormente, fixou-se a velocidade de varredura de 30 mVs™! e variou-se a amplitude

de 10 a 70 mV.

5.11. Investigacido da concentrac¢ao, tempo e pH de imobilizacio da sonda

Para a investigagdo da concentragdo do anticorpo a ser imobilizada na superficie do
EG/OGre/PTir, foram preparadas diferentes solugdes de anti L-T3 nas concentragdes de
6,0 ng/mL, 60,0 ng/mL, 0,60 ug/mL e 6,0 ug/mL, e gotejados 20,0 uL na superficie dos
eletrodos. Esperou-se 45 minutos para interagdo da sonda com o nanocompdsito e, em
seguida, os mesmos foram lavados em tampao fosfato durante 5 segundos. Os eletrodos
foram levados a estufa a 37°C durante 10 minutos e reservados para detecc¢ao.

Para a investigacao do tempo de imobilizagdo da sonda, foram gotejados 20,0 uL
de solucgdo de 6,0 ng/mL de anti L-T3 sobre EG/OGre/PTir, variando-se o tempo para
imobilizacdo nos seguintes intervalos: 15, 30, 45, 60 e 75 minutos. Posteriormente, os
eletrodos foram lavados em tampao fosfato durante 5 segundos e colocados em estufa a
37°C durante 10 minutos, para finalmente serem detectados.

Para a investigacdo do pH de imobilizacdo, foram preparadas solugdes de 6,0
ng/mL de anti L-T3 em tampao fosfato nos diferentes pHs: 5,05, 7,01, 7,46 ¢ 8,01. Em

seguida, foram gotejados 20,0 puL destas solucdes nos eletrodos e esperou-se 45 minutos
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para interacdo da sonda com a plataforma desenvolvida. Posteriormente os eletrodos
foram lavados em tampao fosfato nos seus respectivos valores de pH de imobilizagao,
durante 5 segundos e colocados em estufa a 37 °C durante 10 minutos.

A detecgdo direta do anticorpo foi realizada por meio de voltametria de pulso
diferencial, em tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,4, com amplitude de pulso de 60 mV e
com velocidade de varredura de 30 mVs™!, na faixa de potencial de 0,4 V a 1,0 V, na

célula de trés compartimentos.

5.12. Construcao do imunossensor

Sobre os eletrodos de grafite modificados com o nanocompdsito OGre/PTir foram
gotejados 20 pL de anticorpo (anti L-T3), esperando-se 45 minutos, sob temperatura
ambiente, para interagdo do mesmo com a plataforma. Posteriormente, os eletrodos foram
lavados com tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7,4, durante 5 segundos, para retirada de
anticorpos que nao interagiram com a plataforma.

Posteriormente, os eletrodos foram imersos em solugao bloqueadora de proteina do
soro bovino (BSA) 0,5 % durante 1 hora, a 25 °C e, novamente lavada em tampao fosfato.
O eletrodo foi levado a estufa e seco a 37 °C durante 10 minutos.

Apos a sensibilizagdo do eletrodo com o anticorpo e feito o bloqueio, foi gotejado
sobre o mesmo 25 pL de antigeno L-triiodotironina 0,001 ng/mL em tampao fosfato 0,1
mol L, e deixado em contato durante 35 minutos, a 25°C. Em seguida, os eletrodos
foram lavados durante 5 segundos em tampao fosfato e reservado para detec¢do como
mostrado na figura 16.

O sinal eletroquimico foi mensurado utilizando voltametria de pulso diferencial
com amplitude de pulso de 60 mV e com velocidade de varredura de 30 mVs™!, na faixa
de potencial de 0,4 V a 1,0 V versus Ag/AgCl, KCI (3,0 mol L!). Como eletrélito suporte,
foi utilizado 25 mL de tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,4, previamente desaerado durante

25 minutos com nitrogénio ultra puro.

5.13. Caracteriza¢io morfologica

Inicialmente, os eletrodos com as diferentes superficies (EG, EG/OG, EG/OGre,
EG/PTir, EG/OGre/PTir, EG/OGre/PTir + anti L-T3, EG/OGre/PTir + anti L-T3 + BSA
e EG/OGre/PTir + anti L-T3 + BSA + L-T3), preparados conforme descrito nos
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procedimentos descritos anteriormente, foram armazenados em atmosfera inerte de
nitrogénio ultra puro para obten¢do das imagens de microscopia de for¢a atdmica (AFM)
e microscopia eletronica de varredura (MEV), com voltagem de 20.00 kV.

As imagens de AFM foram geradas através do aparelho Shimadzu Scanning Probe
Microscope — SPM 9600 sob temperatura ambiente. Para a geracdo de imagem no MEV,
todos eletrodos foram metalizados com um jato de spray de ouro e, posteriormente foram

conduzidos para o porta-amostra do detector.

Figura 16: Etapas de preparo do biossensor: (1) Imobilizagcao da sonda (anti L-T3) sobre
EG/OGre/PTir; (3) da superficie com BSA; (5) Interagdo anticorpo-antigeno; (7)
Deteccao do alvo (L-T3 bloqueio), (2, 4 ¢ 6) etapas de lavagem.

Fonte: Autor, 2016.

5.14. Construcao da curva de calibragao

A curva de calibragdo foi construida a partir da analise dos voltamogramas de
oxidacdo de aminoacidos na presenca de tampao fosfato, onde o biossensor manteve a
concentracdo de anticorpo especifico anti L-T3 (6,0 ng mL™!) constante, variando-se a
concentragio do antigeno/ L-T3 (0,001 ng mL™!, 0,005 ng mL", 0,05 ng mL", 0,25 ng
mL™!, 0,5 ng mL"e 5,0 ngmL™).
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A leitura do sinal de corrente foi mensurado por meio da técnica de voltametria
de pulso diferencial, utilizando-se um potenciostato/galvanostato autolab PGSTAT
128N. Como eletrélito suporte foi empregado 25 mL de tampao fosfato 0,1 mol L™, pH
7,4 previamente desaerado por 25 minutos. Os parametros utilizados para a leitura foram:
amplitude de modulagdo de 60,0 mV e velocidade de varredura 30,0 mV.s™. Para a

detecgdo, utilizou-se a faixa de potencial de +0,4 Va+1,0 V.

6.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente serdo apresentados estudos de sintese, caracterizagdo eletroquimica e
morfolégica do nanocompoésito  polimérico o6xido de grafeno reduzido
eletroquimicamente/politiramina sobre eletrodo de grafite. Tais estudos sdo de suma
importancia para o desenvolvimento da plataforma funcionalizada para a imobilizagdo do
anticorpo (anti L-T3) e detec¢do do antigeno L-triiodotironina (L-T3). Posteriormente,
serdo mostrados resultados sobre a construcao do biossensor, como a detec¢ao do alvo e

caracterizagdes morfoldgicas.

6.1. Escolha dos eletrodos de grafite

Ap0s o polimento, os eletrodos de grafite passaram por duas analises voltamétricas
para selecionar eletrodos que possuem dareas eletroativas semelhantes, visando a
padronizagao do sistema e garantindo uma boa reprodutibilidade nos estudos posteriores.

A primeira selecdo foi feita por voltametria ciclica utilizando
Ka4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s] 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L, no qual foram avaliados a
relacdo entre as correntes de pico (l«/I,c) que deve ser aproximadamente igual a 1 e a
diferenca entre os valores de potenciais de pico (Epe-Epc) que deve ser menor que
AEp = 59mV/n. Eletrodos que apresentaram variagdes superiores a 10 % nos padroes
acima foram descartados.

A segunda sele¢ao foi realizada também por meio de uma voltametria ciclica,
utilizando-se 4cido perclérico 0,5 mol L'como eletrdlito suporte, para promover um
polimento eletroquimico e visualizar a 4rea eletroativa através de 4 varreduras na janela
de potencial de 0,00 a +1,20V. O fato pelo qual se aplicou um potencial de +1,20, foi para

garantir que a superficie do EG estivesse realmente limpa nesta faixa de potencial, uma
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vez que o potencial para a eletropolimerizacdo do mondmero tiramina ocorre em +1,10V.
Eletrodos de grafite que apresentaram valores de correntes maiores que 16 pA foram
descartados. As figuras 17 e 18 mostram o perfil desejavel do eletrodo grafite para os
experimentos.

Figura 17: Ultimo ciclo de voltametria do eletrodo de grafite no eletrélito suporte
Ka[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s] 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L', na velocidade de varredura
de 50 mVs!, 6 ciclos, na faixa de potencial de -0,2 a +0,6 V.
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Fonte: Autor, 2016

Figura 18: Quarto ciclo de voltametria do eletrodo de grafite em HCIO4 0,5 mol L', apos

4 varreduras de potencial entre 0,00 e +1,2 V, 50 mV s
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Fonte: Autor, 2016

35



6.2. Reducio eletroquimica do 6xido de grafeno

Visando otimizar a resposta eletroquimica, aumentando-se a sensibilidade do
sistema, buscou-se estratégias, como a incorpora¢cdo do nanomaterial para alcangar esta
meta. Antes da eletropolimerizacdo da tiramina sobre o eletrodo de grafite, foi
incorporado o material 6xido de grafeno sobre a superficie do mesmo, sintetizado e
caracterizado por Silva e colaboradores (resultados nao publicados), integrantes do nosso
grupo de pesquisa.

O oxido de grafeno ¢ um material derivado do grafite e possui muitas fungdes
oxigenadas em sua superficie, como grupos epoxidos, aldeidos e acidos carboxilicos,
tornando-o muito hidrofilico quando comparado com o grafeno. Em contrapartida, devido
a presenca destes grupos funcionais mencionados acima, ocorre uma quebra de parte da
aromaticidade do OG tornando-o um material ndo condutor. Desta forma, neste trabalho
foi realizada uma redugdo eletroquimica deste material sobre a superficie do eletrodo de
grafite para restauracdo da nuvem = de elétrons.

Como pode ser observado na figura 19, no primeiro ciclo aparece um pico de
reducdo em -1,08V, o qual ndo é observado no eletrodo de grafite sem modificagdo (figura
20). Este pico esta associado com a redugdo de grupos funcionais de oxigénio como
epoxidos, peroxidos e aldeidos, que estdo presentes na estrutura do OG*. Na varredura

inversa ndo ocorre mais a presen¢a do pico indicando que o mesmo ¢ irreversivel.
Figura 19: Reducdo eletroquimica por voltametria ciclica do OG na superficie do

eletrodo de grafite, em tampao fosfato 0,1 mol LY, pH 7.4, entre 0,00 a-1,50 V, 10 ciclos,
50 mVs.
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Fonte: Autor, 2016
Figura 20: Voltamograma ciclico da primeira volta de redu¢ao do EG (a) e OG (b) em

tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,4, 50 mV s!, na faixa de potencial de 0,00 a -1,50 V.
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6.3. Caracterizacio do nanomaterial sobre o eletrodo de grafite

Ap6s a redugdo eletroquimica do 6xido de grafeno sobre a superficie do eletrodo
de grafite, o EG ¢ o mesmo modificado com OG e OGre foram analisados por
espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier mostrada na figura 21.

A fim de observar melhor as bandas do espectro obtido do eletrodo de grafite na
figura 21 a, ja que as bandas mais intensas do OG e do OGre mascaram as do EG, foi

feito um zoom do mesmo, no qual se encontra na figura 21 B.

Figura 21: Espectro de infravermelho com transformada de Fourier (A) do eletrodo de
grafite (a), e do mesmo modificado com OG (b) e OGre (c), (B) Zoom do espectro do
EG.
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Fonte: Autor, 2016

No espectro do eletrodo de grafite, pode-se observar bandas caracteristicas do
mesmo em 3564 cm™! e 1624 cm™ que sdo atribuidas ao estiramento da vibragio do -OH
e da dupla entre carbonos (-C=C-) de anéis aromaticos respectivamente. A banda de
pequena intensidade da hidroxila € proveniente da oxidacao do grafite com o oxigénio do
ar. Pode-se notar que houve diferengas significativas no espectro do EG/OG em relacao
ao EG. No espectro do OG, aparece uma banda intensa em 3406 cm™! caracteristica de
hidroxila devido a oxidagdo do grafite. Pode-se observar ainda o aparecimento de bandas
em 1720 cm™, 1625 cm!, 1221 em™ que sdo provenientes respectivamente da vibragdo
do estiramento da ligagdo C=0, estiramento da ligacdo C=C de anéis aromaticos, vibragdo
de deformacdo axial de C — O — C e, em 1070 cm™!, observa-se uma banda caracteristica
de C-O. Apo6s a reducao eletroquimica, houve o desaparecimento das bandas em 1720
cm!, 1371 em™ e 1221 ecm™, como pode ser visto na figura 21 A do espectro de
infravermelho. Observa-se ainda que houve uma diminuigdo da banda em 3367 cm™ no
espectro do EG/OGre, que ¢ caracteristica O — H.

A redugdo eletroquimica conduzida no pH 7,4 entre 0,00 a -1,50 V ¢ interessante
pois ocorre a preservagdo de grupos carboxilicos na superficie do 6xido de grafeno

reduzido eletroquimicamente, facilitando a interacdo do mesmo com o polimero que sera

39



eletropolimerizado posteriormente para formagdo do nanocomposito. As principais

bandas seguem compiladas na tabela 3.

Tabela 3: Bandas referentes ao espectro de infravermelho com Transformada de Fourier

do EG, e do mesmo modificado com OG e OGre.

do plano (hidrogénio isolado)

EG Tipos de vibracao Referéncia
3564 cm™! Vibracao deformagao axial de O-H 33
1719¢m™! Deformagio axial de C=0

1624 cm!, 1561 Deformagdo axial entre carbonos (-C=C-) de 33
cm! e 1410cm™!  anéis aromaticos
922 cm’! Vibragao de deformacao angular de C — H fora 33
do plano
EG/OG
3406 cm™! Vibragao de deformacao axial de O—H 57
1720 cm! Deformagio axial de C=0 57,60
1625 cm! Deformagao axial entre carbonos (-C=C-) de 57
anéis aromaticos
1371 cm™! Deformacdo angular de O — H terminal 57
1221 cm’! Vibracdo de deformagio axial de C - O - C 57, 60
1070 ¢cm! Vibragao de deformagao axial de C — O 57, 60
EG/OGre
3367 cm’! Vibragao de deformacao axial de O—H 57,60
1646 cm'e Deformagdo axial entre carbonos (-C=C-) de 33
1558 cm! anéis aromaticos
1205 cm™! Vibracdo de deformacgio axial de C - O - C 57, 60
1070 cm™! Vibracdo de deformacgio axial de C — O 57, 60
988 cm’! Vibracao de deformacgao angular de C — H fora 33
do plano
855 cm’! Vibragao de deformacao angular de C — H fora 33
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A fim de verificar o perfil voltamétrico do EG e do mesmo modificado com OG e
OGre foi realizada uma voltametria ciclica em solugdo HCIO4 0,5 mol L' cujos

voltamogramos se encontram na figura 22.

Figura 22: Voltamogramas ciclicos do EG e do mesmo modificado com OGre em HCIO4

0,5mol L', 50 mV s, na janela de potencial de 0,00 a +0,85 V.
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Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que o voltamograma do EG/OGre, mostrou um aumento de
resposta de corrente quando comparado com o EG, devido a restauragdo da nivem =« de
elétrons, tornando o material mais condutor.

A figura 23 mostra os voltamogramas ciclicos para o eletrodo de grafite e do mesmo

modificado com OG e OGre em Fe(CN)s*"* e 0,1 mol L' de KCl.
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Figura 23: Voltamograma ciclico das superficies: (a) EG, (b)EG/OG e (¢)EG/OGre em
solucdo de 5,0 mmol L' Fe(CN)s*"* ¢ 0,1 mol L' de KCI, a 50mV/s.
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Fonte: Autor, 2016

Sabe-se que o OGre possui grupos —OH e —COOH e apresenta cargas negativas
caracteristicas. Quando o EG/OGre ¢ analisado na sonda Ki[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s],
ocorre uma repulsdo das cargas negativas, diminuindo a intensidade de corrente quando
comparado com o EG, (Ipagc= 558 pA e Ipaogre = 452 pA) possuindo assim um carater
anionico. O baixo Ip do OG nao reduzido (Ipa = 139 pA) pode ser explicado pela quebra
da aromaticidade causado pelos grupos epoxi, perdxi e aldeidos presentes na sua estrutura
dificultando a transferéncia eletronica. Quando se reduz eletroquimicamente o OG na
superficie do eletrodo de grafite, ocorre a restauracdo da aromaticidade facilitando a
transferécia eletronica, tal fato pode ser observado no resultado experimental da figura
23.

Visando caracterizar morfologicamente as superficies estudadas acima, foram
realizadas medidas de microscopia de for¢a atomica (AFM) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). A figura 24 mostra as imagens de AFM para o EG e para o mesmo

modicado com OG e OGre.
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Figura 24: Microscopia de for¢a atomica do EG (A), EG/OG(B) e EG/OGre(C).

850 nm

850 nm

Fonte: Autor, 2016

As imagens de AFM mostram que o eletrodo de grafite (figura 24A) apresenta
superficie com rugosidade de 53,8 nm e quando se adiciona o 6xido de grafeno ao mesmo,
ocorre um aumento da rugosidade (Rq = 143,47 nm) mostrado na figura 24 B. Depois do
processo de redugdo eletroquimica, a rugosidade do EG/OGre diminuiu para 115,46 nm
(Figura 24C), isto ocorre provavelmente por reduzir grupos oxigenados como epoxidos,
aldeidos e peroxidos seguido da restauragao de parte da nuvem = de elétrons.

A figura 25 mostra as imagens de microscopia eletronica de varredura para o

eletrodo de grafite e 0 mesmo modificado com OG e OGre.
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Figura 25: Microscopia eletronica de varredura do EG (A) e do mesmo modificado com

OG (B) e OGre (C) na magnitude de 35000x, com voltagem de 20.00 kV.
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Fonte: Autor, 2016
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As imagens de microscopia eletronica de varredura corroboram com os resultados
de AFM, uma vez que o eletrodo de grafite apresenta folhas compactas caracteristicas
(figura 25A). Ja o 6xido de grafeno mostrado na figura 25B possui uma morfologia mais
rugosa podendo ser devido a presenga de ligagcdes de hidrogénio entre os grupamentos,
favorecendo a interacao entre estes grupos, consequente aumento de rugosidade. Apos a
reducdo eletroquimica do 6xido de grafeno (figura 25C) houve um recobrimento mais
homogéneo da superficie do eletrodo de grafite pela folha de OGre devido a restauragdo
da nuvem pi de elétrons e também pelo maior empacotamento provocado pela saida de

grupos que foram reduzidos.

6.4.Padronizacio do numero de ciclos para a eletropolimerizagao da tiramina sobre

eletrodo de grafite

Um dos passos primordiais na constru¢ao de um biossensor ¢ a imobilizagdo eficaz
do material bioldgico sobre a superficie do eletrodo para que ndo ocorra uma possivel
lixiviagdo da sonda. Como solucdo para este problema, o eletrodo de grafite foi revestido
com uma malha polimérica de politiramina, sintetizada eletroquimicamente, ficando
expostos grupos amino para interagdo com o material bioldgico.

Com o intuito de padronizar o nimero de ciclos para eletrodeposicao do filme, foi
feita a polimerizacdo eletroquimica do mondmero tiramina por voltametria ciclica sobre
o eletrodo de grafite (mostrada na figura 26), variando o niimero de varreduras de
potencial de 20, 40, 60, 80 e 100 ciclos, na janela de potencial de 0,00 a +1,10V.

Apos os filmes prontos, os mesmos passaram por tratamento eletroquimico via
voltametria ciclica em solucdo de 4cido percldrico, visando a retirada de mondmero
residual. A ultima voltametria ciclica foi registrada e calculou-se a quantidade de carga

anddica total.
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Figura 26:(A) Quantidade de ciclos do filme politiramina em HCIO4 0,5 mol L', na
janela de potencial de 0 a +0,85V, 50 mVs!. (B) Quantidade de carga total referente ao

numero de ciclos da eletropolimerizagao.
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Fonte: Autor, 2016
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Pode-se observar na figura 26 A que o numero de ciclos para a eletropolimerizacao
da tiramina que possui uma maior intensidade de corrente foi o voltamograma
correspondente a 60 ciclos. A figura 26B mostra a quantidade de carga total envolvida no
processo de oxidagdo da eletropolimerizacdo da tiramina nas diferentes quantidades de
ciclos, evidenciando que o maior valor de carga total foi de 175 pC para 60 ciclos do
filme. Desta forma, nos experimentos subsequentes, fixou-se o nimero de 60 varreduras
para a sintese eletroquimica do polimero.

Depois de se padronizar o nimero de ciclos da PTir, a mesma foi eletropolimerizada
sobre 0 EG e sobre EG/OGre, e estudado o seu comportamento eletroquimico. A figura
27 mostra os voltamogramas ciclicos de formagao da politiramina sobre o EG e EG/OGre

respectivamente.

Figura 27: Eletropolimerizagio da tiramina 2,5 mmol L' em HCIO4 0,5 mol L™! sobre
(A) EG, (B) EG/OGre ¢ (C) Primeira volta de varredura referente as letras A e B. Faixa
de potencial de 0,00V a +1,10V, a 50 mV s™!, 60 ciclos de varredura.
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Pode-se observar que o polimero (EG/PTir) (figura 27A) e o compdsito
(EG/OGre/PTir) (figura 27B) formados sdo semelhantes. Entretanto ao se comparar o
primeiro ciclo de potencial do EG/PTir e EG/OGre/PTir, nota-se diferengas significativas
como real¢ado na figura 27 C. A oxidagdo do monomero sobre a superficie do eletrodo
de grafite inicia-se em 858 mV, ja na superficie do EG/OGre o mesmo comega em 817
mV. Estes valores mostram que a incorporacdo do OG reduzido eletroquimicamente no
EG desloca o valor de inicio do potencial de oxida¢ao para um potencial menor, indicando
que houve uma melhora da transferéncia eletronica, facilitando assim a oxidagdo da
tiramina. Esta oxidagdo do mondmero observada no primeiro ciclo, leva a formagao do
cation radical para a propagagdo da eletropolimerizagao.

Na varredura inversa, pode ser visto a formacdo de dois pequenos ombros nos
potenciais 0,43V e 0,54V na superficie do EG e EG/OGre. Apds sucessivos ciclos de
voltametria ciclica, ocorre um crescimento ¢ um deslocamento destes ombros para a
formagao de dois picos de redugdo sobre o EG em 0,43 Ve 0,53 Ve; 042V e 0,53V
sobre EG/OGre. Concomitantemente, pode-se observar o aparecimento e crescimento de
dois picos de oxidagao em 0,45 Ve 0,5 Vsobre o EGe; 0,46 V ¢ 0,58 V sobre 0 EG/OGre,
ocorrendo uma diminui¢ao do pico de oxidagao do mondmero devido o consumo do
mesmo. Tais valores indicam o crescimento de um material eletroativo sobre o EG e sobre
EG/OGre.

Os eletrodos contendo o filme polimérico (EG/PTir) e o nanocompdsito
(EG/OGre/PTir) foram avaliados em solucdo de HCIO4 (figura 28) para a oxidacdo de
mondmeros restantes na malha polimérica e para observar a resposta redox relativa aos

filmes.

Figura 28:(A) Voltamogramas ciclicos do EG (a), e do mesmo modificado com PTir (b)
e com OGre/PTir (c), no eletrdlito suporte HCIO4 0,5 mol L' livre de monomero,
velocidade de varredura de 50 mV s, na janela de 0,00 a 0,85 V. (B) Quantidade de carga

da varredura anodica referente ao EG modificado com PTir e com OGre/PTir
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A figura 28 A mostra que houve modificagdo da superficie do eletrodo de grafite
apos a eletropolimerizagdo. Os valores de corrente mostrados na tabela 4 sdo maiores
para o nanocompdsito polimérico EG/OGre/Ptir produzido em relagdo ao seu anadlogo
EG/PTir, indicando que o nanomaterial promove elevacao de area superficial do eletrodo
para formagao de maior quantidade de polimero. Para obter maiores evidéncias, foram
avaliados os valores de carga total da varredura anddica (figura 28B) e, foram obtidos os
valores de 84,45 uC e 156,2 uC para o EG/PTir e EG/OGre/PTir respectivamente. Estes
resultados indicam que a quantidade de politiramina formada sobre a superficie do
EG/OGre ¢ 1,85 vezes maior do que no EG sem a incorpora¢ao do nanomaterial.

Tal fato pode ser explicado pela presenca das fungdes oxigenadas na superficie do
OGre no qual fornecem um aumento de sitios ativos para a eletropolimerizacdo da
tiramina. Desta forma a plataforma EG/OGre/PTir foi escolhida para o desenvolvimento

do biossensor.

Tabela 4: Valores de potencial e de corrente de pico do EG/PTir e EG/OGre/PTir

Epai/Epca(V) Epa2/Epc2(V)
EG/PTir 0,46/043 0,58/0,53
EG/OGre/PTir 0,46/0,43 0,58/0,53

Ipai/Ipca (nA) Ipaz/Ipe2 (nA)
EG/PTir 12,7/22 42,6/34,8
EG/OGre/PTir 20,5/37,5 43,2/42,9

Fonte: Autor

A fim de caracterizar o polimero EG/PTir e o seu nanocomposito analogo

EG/OGre/PTir, foi obtido um espectro de infravermelho das superficies dos eletrodos

modificado, que sdo mostrados na figura 29.
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Figura 29: Espectro de infravermelho com Transformada de Fourier do EG modificado

com PTir (a) e com OGre/PTir (b).
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Fonte: Autor, 2016

As bandas existentes no espectro da politiramina em 3532cm™, 3200 cm™, 1615
cm'e 1482 cm™! sdo caracteristicas do estiramento de O — H, estiramento assimétrico de
N — H, estiramento da ligagdo entre carbonos (-C=C-) de anéis aromaticos e deformacao
angular de N — H. J4 as bandas presentes em 1213 cme 1072 cm™ evidenciam que a
eletropolimeriza¢do da tiramina se deu pelo grupamento fenolico com o carbono presente
no anel aromatico de outro monomero, formando a funcdo éter (C—O-C). Pode-se
observar no espectro do nanocomposito EG/OGre/PTir o aparecimento de bandas em
2919 cm™ e 2845 cm™'que sdo caracteristicas de deformagio axial de C — H alifatico e um
aumento das bandas 1213 cm™ e 1072 cm™', caracteristicos do estiramento de C—O—C. O
surgimento de novas bandas e aumento proporcional de outras, mostra que houve mais
formacdo de politiramina no EG modificado com OGre. A tabela 5 mostra as principais

bandas e suas vibragdes referentes ao espectro da figura 29.
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Tabela 5: Bandas referentes ao espectro de infravermelho com Transformada de Fourier

do EG/PTir e EG/OGre/PTir

EG/PTir Tipo de vibragao Referéncias
3532¢m’! Vibragao deformagao axial de O—H 46, 60
3200 cm™! Estiramento assimétrico de N — H 46, 60
1615 cm! Deformagao axial entre carbonos (-C=C) 46, 60

de anéis aromaticos

1482 cm! Deformagio angular de N — H 46, 60

1213 ecm' e 1072 ecm!  Vibragdo de deformacio axial de 46, 60
C-0-C
EG/OGre/PTir

3532 cm™! Vibragao deformagao axial de O-H 46, 61

3208 cm™! Estiramento assimétrico de N — H 46, 61
2919 cm! e 2845 cm!  Deformacio axial de C — H alifatico 46, 61

1718 cm™! Deformagéo axial de C=0 46, 61

1625 cm™! Deformagao axial entre carbonos (-C=C) 46

de anéis aromaticos

1571 cm™ e 1501 cm™! Deformacdo angular de N — H 46
1213 em™ ¢ 1072 em™!  Vibragdo de deformacio axial de 46
C-0-C

Fonte: Autor

6.4.1. Mecanismo de eletropolimeriza¢io da tiramina sobre EG/OGre

Com base nos resultados obtidos, foi proposto um mecanismo de
eletropolimerizagdo da tiramina (figura 30) sobre o eletrodo de grafite modificado com
OGre em meio 4cido, dividindo-se em duas etapas: 1) a inicializa¢do ocorre através da
oxidacdo eletroquimica do mondmero, formando o cétion radical; 2%) acoplamento do
cation radical pelo carbono aromatico e oxigénio fenolico formando a ligacao éter ( banda
em 1213 cm™ mostrada na figura 29 b, espectro de infravermelho) e, em seguida, a perda
de dois protons para a reconstitui¢do da aromaticidade. A propaga¢ao da polimerizacdo ¢
determinada pela reoxidagdo do oligdbmero na superficie do EG/OGre durante os

sucessivos ciclos de potencial; a etapa final ocorre no cessar da ciclagem de potencial,
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obtendo os filmes adsorvidos na superficie do EG/OGre, formando o compdsito

polimérico OGre/PTir sobre o EG.

Figura 30: Mecanismo de eletropolimerizagao da tiramina
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Fonte: Autor, 2016
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6.5. Estudo de transferéncia de carga

A fim de estudar as propriedades cinéticas de transporte ou troca idnica do EG

modificado com PTir e com OGre/PTir, foi realizado um experimento de voltametria

ciclica utilizando o par redox de Fe(CN)s*/Fe(CN)s*" (sonda anidnica), no qual possibilita

a avaliagdo da difusdo das espécies redox contidas na solu¢do. A figura 31 mostra os

voltamogramas ciclicos do EG, EG/PTir e EG/OGre/PTir em Fe(CN)s*/Fe(CN)¢™.

Figura 31: Voltamogramas ciclicos para EG, EG/PTir e EG/OGre/PTir em solugdo de
Fe(CN)6*"*(5,0 mmol L") e KCI (0,1 mol L"), 50mV/s, na janela de potencial de -0,15

Va+ 0,6V, registro ap0ds variar 6 ciclos de varredura de potencial.
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Fonte: Autor, 2016

A tabela 6 mostra os valores de corrente e de potencial de pico referentes aos
voltamogramas da figura 31.
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Tabela 6: Valores de corrente e de potencial de pico do EG e do mesmo modificado

com PTir e com OGre/PTir

Ipa (LA) Epa (V) Epc (V) Epa-Epc (V)
EG 455 0,29 0,196 0,094
EG/PTir 614 0,346 0,250 0,096
EG/OGre/PTir 708 0,310 0,210 0,100

Fonte: Autor

Os eletrodos de grafite modificados com PTir e com OGre/PTir mostraram um
aumento na intensidade de corrente de 614 pA e de 708 pA respectivamente em relagdo
ao eletrodo de grafite sem modificagdo (455 pA). Tal fato pode ser explicado devido a
presencga de NH3" tanto no EG/PTir quanto no nanocompdsito EG/OGre/PTir que interage
com a sonda negativa, facilitando a transferéncia eletronica, aumentando a intensidade de
corrente elétrica. Desta forma, as superficies estudadas, possuem um carater cationico e,
a insercdo do OGre promoveu uma elevacdo da area superficial no nanocomposito
OGre/PTir (com valor de rugosidade de 133 nm) em relagcdo ao EG/PTir (Rq = 122 nm).
Pode-se observar também na tabela 6 que ao se adicionar o nanomaterial para a formagao
do composito EG/OGre/PTir, tanto o Ep. quanto o E,c se deslocam para potenciais

menores favorecendo a transferéncia eletronica.

6.6. Estudos de reversibilidade

A fim de obter uma melhor compreensao dos processos de eletrossintese do
polimero e do compdsito e transferéncia de massa na interface compreendida entre o seio
da solugdo e a malha polimérica, foi feito um estudo aplicando-se diagnosticos de
reversibilidade utilizados na voltametria ciclica.

Sabe-se que os processos eletroquimicos podem ser considerados reversiveis, quase
reversiveis ou irreversiveis dependendo da relagdo entre as taxas de transferéncia de carga
e das taxas de transferéncia difusional de massa do analito presente na solugdo até a
superficie do eletrodo. Sistemas reversiveis possuem uma transferéncia de carga superior
a taxa de transferéncia de massa, ou seja, a reagdo ocorre em velocidades relativamente
altas, mantendo um equilibrio dindmico na superficie do eletrodo®®. Nos sistemas

irreversiveis, ocorre um aumento da transferéncia de massa equiparando-se a taxa de
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transferéncia de carga. Neste caso, ndo se consegue manter um equilibrio da superficie,
ocorrendo assim uma maior separacao dos picos anddicos e catdodicos com o aumento da
velocidade de varredura. O estudo de reversibilidade foi realizado variando-se a
velocidade de varredura de 10 mVs™ a 100 mVs™! num intervalo de 10 mVs™! no eletrélito
suporte de HC1O4 0,5 mol L.

A figura 32 mostra os voltamogramas ciclicos do EG modificado com PTir e

OGre/PTir, variando-se a velocidade de varredura:

Figura 32: Voltametrias ciclicas para o EG/PTir (A) e EG/OGre/PTir (B) em solucao de
HC1040,5 mol L}, nas velocidade de varredura de 10 mVs™' a 100 mVs™!
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Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar na figura 32 que nos voltamogramas correspondentes a
politiramina, ndo houve deslocamentos significativos de potenciais anodicos e catoddicos
quando se compara ao seu composito analogo, onde houve a incorporagdo do
nanomaterial.

Em seguida, foram aplicados 4 diagnésticos de reversibilidade utilizando-se a
voltametria ciclica referente aos picos 1 e pico 2 presentes no polimero € no composito
quando analisados no eletrolito suporte HC1O4 0,5 mol L.

A figura 33 mostra a razao do Ipa/Ipc em fungdo da velocidade de varredura para o

EG/PTir e EG/OGre/PTir.
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Figura 33: Razdo Ipa/Ipc em fungdo da velocidade de varredura para o do (gg) pico

anddico e do ('¥)pico catdédico EG/PTir (A) e EG/OGre/PTir (B)

Fonte: Autor, 2016

Analisando-se os graficos mostrados na figura 33, pode-se observar que a razao
Ipa/Ipc para o pico 2 da PTir sobre o EG ¢ bem proximo de 1 em relagdo a razdo Ipa/Ipc
do pico 1 da politiramina. O mesmo pode ser observado na razdo Ipa/Ipc quando se
incorpora o nanomaterial para a formacdo do compdsito OGre/PTir, indicando que o
processo € quase reversivel para o pico 2 tanto no polimero quanto no compdsito.

Visando comprovar o diagndstico acima, foi calculado o Ipa e o Ipc do segundo
pico do polimero e do composito e colocado em grafico em fungdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura (figura 34).
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Figura 34: Dependéncia linear das correntes de picos anddico e catddico para o segundo

pico da PTir (A) e OGre/PTir (B) em funcdo da raiz quadrada da varredura de potencial.
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Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que existe uma dependéncia linear entre o Ipa e Ipc com a V',
ou seja, o transporte de massa do seio da solugdo até a superficie do eletrodo € governado
por difusdo. Essa dependéncia linear também sugere que o processo eletrédico do par

redox 1 e 2 do polimero e do compdsito ocorre de forma quase reversivel.
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A figura 35 mostra o comportamento da diferenca de potencial em fungdao da

velocidade de varredura de potencial.

Figura 35: AEp em funcao da velocidade de varredura em solucao de HC1O4 0,5 mol L
I'do (mw) pico anodico e do (¥ )pico catddico para os eletrodos de EG modificados com

PTir (A) e OGre/PTir (B).
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Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que, para os valores de AEp para o pico 1 da PTir e do compdsito
OGre/PTir, ndo houve uma variacdo pronunciada. J4 para o segundo pico houve um

aumento dos valores de AEp de 10 a 75 mV para a PTir e 16,5 mV a 51,0 mV para o
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OGre/PTir, ocasionado pelo aumento da velocidade de varredura, no qual ¢ uma
caracteristica de sistema quase reversivel.

As figuras 36 e 37 mostram os valores de Ep —Ep/2 de pico anddico e pico catodico
obtidos para o EG/PTir e EG/OGre/PTir respectivamente em fungao do incremento da
velocidade de varredura. Pode-se observar que tanto o pico 1 quanto o pico 2 do polimero
e do composito apresentaram apenas 1 patamar constante de potencial, indicando que o

processo € quase reversivel.

Figura 36: Variacdo do Ep-Ep2/2vs a velocidade de varredura em HCIO4 0,5 mol L' do

(mm) pico anddico e do (V¥ )pico catddico para os eletrodos modificados com EG/PTir.
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Fonte: Autor, 2016
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Figura 37: Variacdo do Ep-Ep2/2vs a velocidade de varredura em HCIO4 0,5 mol L™ do

( m ) pico anddico e do (V¥)pico catédico para os eletrodos modificados com

EG/OGre/PTir
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Os resultados obtidos da aplicacao dos diagnosticos de reversibilidade mostraram
a possibilidade das transi¢des redox da politiramina e do compdsito OGre/PTir serem
classificadas como sendo quase reversiveis. Ao passo que o transporte de massa dos ions
H30" e ClO4 no interior da malha polimérica foi conduzido pelo processo difusional.
Este tipo de transporte de massa também deve predominar durante o processo de
eletropolimerizagdo da politiramina sobre o EG e sobre EG/OGre, pois a concentragao do
eletrélito suporte HCIO4 (0,5 mol L) foi 200 vezes superior a concentragdo de
mondmero (2,5 mmol L), minimizando assim o transporte por migragio. Vale ressaltar
também que durante estes experimentos ndo houve perturbagdo externa, para nao ocorrer

transporte de massa por convecgao.

6.7. Caracterizacio morfologica

A figura 38 mostra as imagens topograficas do eletrodo de grafite modificado com

politiramina e com 6xido de grafeno reduzido/politiramina.

Figura 39: Imagens de microscopia de for¢a atomica do EG/PTir (A) ¢ EG/OGre/PTir
(B).

Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que houve um aumento da rugosidade quando se adiciona o
nanomaterial para a formacao do compésito EG/OGre/PTir (Rq = 133) em relagdo ao
EG/PTir (Rq = 122). Tal fato pode ser explicado pelo aumento da é4rea ativa do eletrodo

ocasionado pelo OGre, facilitando a formagao de maior quantidade de filme.
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As imagens de microscopia eletronica de varredura mostradas na figura 39 estdao

em consonancia com os resultados de AFM.

Figura 39: Imagens de microscopia eletronica de varredura do EG/PTir (A) e

EG/OGre/PTir (B) na magnitude de 35000x, com voltagem de 20.00 kV.

Pode-se observar que a morfologia da politiramina possui um carater mais globular.

Quando se incorpora o nanomaterial na superficie para produzir o nanocompoésito
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polimérico OGre/PTir, ocorre uma maior homogeneizagao destes globulos, aumentando

a area superficial do eletrodo.

6.8. PREPARACAO DO IMUNOSSENSOR

ApOs a caracterizagao da plataforma desenvolvida (EG/OGre/PTir), foram feitos
estudos sobre as melhores condi¢des de incorporagdo do anticorpo anti L-triiodotironina
(sonda — anti L-T3) sobre a plataforma, como a concentragdo, pH e tempo de
imobilizacao. Tais analises sdo imprescindiveis para a otimizagao do sistema e posterior
deteccao do alvo L-triiodotironina (L-T3).

Inicialmente o anticorpo foi imobilizado por adsor¢do sobre o EG/OGre/PTir e
detectado diretamente por voltametria de pulso diferencial, visando conhecer o seu
comportamento eletroquimico no eletrodo utilizado. A figura 40 mostra a resposta

eletroquimica do anti L-T3 sobre EG/OGre/PTir.

Figura 40: Voltamograma de pulso diferencial do anti L-T3 sobre o EG/OGre/PTir em
tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,4 na janela de +0,15 Va+1,1 V, 30 mVs.
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Fonte: Autor, 2016
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Pode-se observar na figura 40, que o anti L-T3 apresentou dois picos de oxidagao:
um em +0,7 V e outro ndo tdo pronunciado em +1,09V. Estes picos sdo caracteristicos da
oxidacdo do triptofano presente na estrutura do anticorpo. O primeiro pico de oxidagdo
do triptofano corresponde a oxidagao do carbono 2 do anel pirrdlico levando a geragao
de uma espécie de 2-oxi-indol. J4 o segundo pico corresponde a oxidacao do anel de
benzeno para a formacio de outra espécie 2,7-oxi-indol®* ¢4,

Como o pico se encontra em 0,7 V, a faixa de analise dos voltamogramas
posteriores serd na janela de potencial de +0,4Va +1,0V.

Apos a verificacao do comportamento eletroquimico da sonda, foram padronizados
os parametros da voltametria de pulso diferencial: a velocidade de varredura e a amplitude

para as demais analises ( figura 41).

Figura 41: Variacdo da corrente em fun¢do da velocidade de varredura (A) e da

amplitude (B) Todas as medidas foram realizadas descontando a linha de base.
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Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que nao houve uma variagdo muito grande de corrente a medida
que se variou a velocidade de varredura e a amplitude. Neste sentido, fixou-se a
velocidade de 30 mVs™! por apresentar o segundo maior valor de corrente e por ser uma
velocidade relativamente baixa em relagdo a de 60 mVs™'. J4 para a amplitude, fixou-se

60 mV por ter apresentado o maior valor de corrente.
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6.8.1. Padronizacao das condicoes de imobilizacdo da sonda

Apos a padronizagao dos parametros da voltametria de pulso diferencial, variou-se
a concentragdo de anti L-T3 com os seguintes valores: 6,0 ng/mL, 60,0 ng/mL, 0,60
pg/mL e 6,0 pg/mL, a serem imobilizados por adsor¢@o na superficie do EG/OGre/PTir
(figura 42).

Figura 42: Variagdo da corrente em fun¢ao da concentragdo de anticorpo (A) e do tempo

de imobilizagao (B).
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Fonte: Autor, 2016
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Pode-se observar que nao ocorre variacao significativa da intensidade de corrente
elétrica, indicando que ocorre saturagdo da superficie do eletrodo a medida que se
aumenta a concentracdo de anti L-T3. Desta forma, fixou-se o valor de 6,0 ng/mL de
anticorpo.

Posteriormente, foi feita a padronizacdo do tempo de interagdo da sonda com a
plataforma, variando-se os intervalos de 15 min, 30 min, 45 min, 60 min ¢ 75 min. Pode-
se observar na figura 42B que o melhor tempo para imobilizacdo da sonda foi de 45
minutos, apesar de ndo haver variagao significativa de corrente a medida que aumenta o
tempo de interagdo da sonda com plataforma.

O pH de imobiliza¢dao da sonda também foi avaliado, variando-se 0 mesmo nos
valores de 5,05; 7,01; 7,46 e 8,01. Pode-se observar na figura 43 que o melhor pH de

imobilizacdo da sonda foi de 7,46, sendo o pH fisiologico.

Figura 43: Variagdo da corrente em fun¢do da concentracdo do pH de imobiliza¢do da

sonda.
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Fonte: Autor, 2016

Como indicado no esquema da figura 44, foi possivel sugerir um modelo de
interacdo da sonda anti L-T3 com o EG/OGre/PTir. Os ions amoOnios presentes no
compdsito OGre/PTir podem se interagir com os grupos carboxilicos da por¢do Fc do
anticorpo anti L-T3, no qual vai direcionar a por¢do Fab para cima, visando o

reconhecimento do anticorpo com o antigeno.
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Figura 44: Modelo sugerido da interagcdo do anticorpo com a plataforma EG/OGre/PTir.

EG/OGre/PTir

Fonte: Autor, 2016

Apos a incorporacao da sonda sobre o EG/OGre/PTir, torna-se necessario fazer um
bloqueio da superficie com BSA (soroalbumina bovina), para evitar interagdo
inespecifica do alvo complementar com a superficie do eletrodo onde o anticorpo nao
ficou aderido. Para isso, a superficie contendo a sonda ficaram imersos numa solucao de
BSA 5,0% durante uma hora, lavados em tampao e posteriormente submetidos a presenca

do alvo.

A figura 45 mostra a detecgdo direta do antigeno L-T3, utilizando-se a plataforma

desenvolvida.
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Figura 45: Voltamograma de pulso diferencial do anti L-T3 (6,0 ng/ml) + BSA (5 %)
(a), anti L-T3 + BSA + L-T3 (b) e BSA + L-T3 (5,0 ng/mL) (c) sobre o EG/OGre/PTir
em tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7,4, numa velocidade de varredura de 30 mV s!, com

amplitude de pulso de 60 mV.
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Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que mesmo o alvo L-T3 ¢ eletroativo na superficie do
EG/OGre/PTir recoberto com BSA na auséncia do anticorpo. Ele responde
eletroquimicamente em 0,6 V com pequena intensidade de corrente. Quando o mesmo
interage com a sonda, formando o complexo anticorpo-antigeno, ocorre um deslocamento
de potencial para 0,7 V e a0 mesmo tempo, ocorre um aumento de intensidade de corrente
elétrica para 60 pA. Provavelmente, a interagdo do anticorpo com o antigeno esta
ocorrendo de tal forma que, uma maior quantidade de aminodcidos de triptofano estdo
ficando expostos e mais passiveis de serem oxidados, aumentando assim o sinal de

corrente.
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6.8.2. Caracterizacao morfologica

Para estudar a superficie do biossensor, o mesmo foi caracterizado
morfologicamente por meio de imagens de AFM e de MEV. A figura 46 mostra as

imagens de microscopia de for¢a atdmica.

Figura 46: Imagens de microscopia de for¢a atdmica do EG/OGre/PTir contendo os
seguintes materiais bioldgicos: (A) Anti L-T3 (sonda), (B) Anti L-T3 + BSA (sonda +
BSA) e (C) Anti L-T3 + BSA + L-T3 (sonda + BSA + alvo).

Fonte: Autor, 2016

Pode-se observar que no EG/OGre/PTir apds adicionar o anti L-T3 sobre a
superficie do mesmo, ocorre diminui¢do do valor de rugosidade, como mostrado na tabela

7. Tal fato acontece provavelmente devido ao anticorpo preencher os vales existentes na
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estrutura do EG/OGre/PTir. Ao passo que o bloqueio da superficie com o0 BSA promove
um aumento da rugosidade, pois 0 BSA ¢ uma proteina globular utilizada no bloqueio da
superficie do eletrodo onde o anticorpo ndo ficou imobilizado, visando minimizar
interagdes inespecificas. Apos a interacdo do anticorpo com o antigeno observa-se

também que houve um aumento da rugosidade.

Tabela 7: Valores de rugosidade

Material Rq (nm)
EG/OGre/PTir 132
EG/OGre/PTir + anti L-T3 109
EG/OGre/PTir + anti L-T3 + BSA 121
EG/OGre/PTir + anti L-T3 + BSA + L- 136
T3

Fonte: Autor

A plataforma EG/OGre/PTir sensibilizada com o anticorpo, anticorpo/bloqueio e
anticorpo/bloqueio/alvo foram caracterizadas por Microscopia Eletronica de varredura.

A figura 47 mostra as imagens referentes ao MEV.

Figura 47: Imagens de microscopia eletronica de varredura do EG/OGre/PTir contendo
os seguintes materiais biologicos: (A) Anti L-T3 (sonda), (B) Anti L-T3 + BSA (sonda +
BSA) e (C) Anti L-T3 + BSA + L-T3 (sonda + BSA + alvo), na magnificacao de 35000x,
com voltagem de 20.00 kV.
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Fonte: Autor, 2016

As imagens de microscopia eletronica de varredura mostradas na figura 47
evidenciam que o anticorpo (anti L-T3) apresentou uma estrutura com pequenos globulos
sobre a plataforma desenvolvida. Quando se adiciona o BSA, o mesmo bloqueia a
superficie do eletrodo onde ndo se ligou o anticorpo. Desta forma, pode ser observada
alteracdo na morfologia, apresentando globulos maiores. Ao se adicionar o antigeno,
houve mudanga do aspecto para um formato devido a formag¢do do imunocomplexo

anticorpo-antigeno.
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6.8.3. Construcao da curva analitica

Apos a otimizagao do sistema para a constru¢do do biossensor ¢ o estudo da
interagdo anticorpo-antigeno, bem como o seu comportamento eletroquimico, foi feita a
curva de calibracdo variando-se a concentracdo de L-T3 de 0,001 ng/mL, 0,005 ng/mL,
0,05 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL e 5,0 ng/mL, fixando-se a concentracao de 6,0 ng/mL
de anticorpo. A figura 48 mostra os voltamogramas de pulso correspondentes a variagao

da concentragdo de alvo (L-triiodotironina).

Figura 48: Voltamogramas de pulso diferencial do EG modificado com OGt/PTir ap6s
a adi¢do de 20 pL de 6,0 ng/mL de anti L-T3, bloqueado com BSA 5,0% + 20 uL de L-
T3 nas seguintes concentracdes: 0,00 ng/mL, 0,001 ng/mL, 0,005 ng/mL, 0,05 ng/mL,
0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL e 5,0 ng/mL, em tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7.4, 30 mVs,
amplitude de pulso de 60 mV.
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Fonte: Autor, 2016
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A figura 49 mostra a curva de calibragdo para diferentes concentragdes de alvo

frente a plataforma desenvolvida EG/OGre/PTir sensibilizada com anti L-T3.

Figura 49: Curva de calibragdo do L-T3
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Fonte: Autor, 2016

A anélise de regressao linear de corrente (LA) versus o logaritmo das concentragdes
de antigeno 0,001 ng/mL, 0,005 ng/mL, 0,05 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL e 5,0 ng/mL
(figura 51) mostra o perfil de linearidade (R®* = 0,997342). Estes resultados sio
promissores no desenvolvimento do biossensor, uma vez que a concentracdo detectada
de 0,00Ing/mL ¢ menor do que a concentracdo do analito existente no sangue humano
([L-T31ota] =0,6 ng/mL a 1,81 ng/mL)°. Concentragdes de L-T3 acima de 1,81 ng/mL e
abaixo de 0,6 ng/mL, o paciente pode vir a desenvolver hipertireoidismo e
hipotireoidismo respectivamente. Um baixo limite de quantificagdo possibilita uma

analise do analito com um pequeno volume de amostra.
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7.0. CONCLUSOES

v A redugdo do nanomaterial 6xido de grafeno foi realizada com sucesso sob EG;

v A inser¢do do nanomaterial promoveu o aumento da area superficial do eletrodo

de grafite;

v Testes de diagnostico de reversibilidade aplicados EG/Ptir ¢ EG/OGre/PTir,

indicaram que o processo de transferéncia eletronica ¢ reversivel.

v Andlises por VPD mostraram que o imunossensor desenvolvido foi capaz de

detectar o L-T3 em baixas concentracoes;

v" O aumento progressivo das concentra¢des de alvo 0,001 ng mL!, 0,005 ng mL"!,
0,05 ng mL!, 0,25 ng mL!, 0,5 ng mL'e 5,0 ng mL"' foram detectadas e

diferenciadas pelo biossensor desenvolvido.

v' A corrente mensurada mostrou linearidade em fungdo do logaritmo da
concentra¢do de L-T3 com faixa linear de resposta de 0,001 ng mL"a 5,0 ng mL"

"de L-T3, com R? = 0,997342.

v" Tais resultados sdo promissores no desenvolvimento do biossensor, uma vez que
a concentracdo detectada de 0,001 ng mL! é menor do que a concentragio do

analito existente no sangue humano ([L-T3ota1] =0,6 ng mL™!' a 1,81 ng mL™).
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8.0. ESTUDOS FUTUROS

Como propostas futuras, o sistema poderia ser miniaturizado através da utilizagao
de eletrodos impressos, tornando mais adequados para uma futura comercializagdo. Fazer
detecgdes indiretas da sonda e alvo utilizando sondas redox.

Outra proposta futura seria o desenvolvimento de um biossensor para detec¢ao do
hormoénio TSH (horménio estimulante da tireoide) que, associado ao biossensor
desenvolvido para a detec¢do de L-T3, poderia fornecer mais informagdes ao médico e
ao paciente sobre as desordens metabolicas provocadas pelo mau funcionamento da

tireoide ou pelo desbalango hormonal.
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