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RESUMO

Biossensores apresentam diversas vantagens como elevada sensibilidade, detecgdo em tempo
real, volume reduzido de amostra e baixo custo, que os tornam uma ferramenta muito versatil
no diagnostico mais especifico de doengas e distirbios metabolicos. Essa pesquisa teve como
objetivo principal o desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico para o diagnostico
do hormonio tireoidiano triiodotironina — T3, a partir de uma plataforma construida por
modificag¢do de eletrodos de grafite com o filme polimérico do acido 4-hidroxifenilacético
[poli(4-HFA)] sobre o nanocompésito preparado com o oOxido de grafeno reduzido e
nanoparticulas de ouro (OGR-AuNP). OGR foi sintetizado em laboratério pelo método de
oxidagao-esfoliagdo-reducdo quimica, partindo do grafite e foi incorporado na superficie de
eletrodos de grafite por adsor¢do fisica. AuNP foram sintetizadas eletroquimicamente sobre o
eletrodo contendo OGR formando um nanocomposito. O poli(4-HFA) foi eletropolimerizado
sobre o nanocomposito e, sobre ele foi imobilizada a biomolécula sonda de Anti-T3 por
ligacdo covalente. Moléculas bloqueadoras (glicina) foram adicionadas antes do contato com
o alvo Ts;. Medidas de detecgdo foram obtidas por voltametria de pulso diferencial e
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Caracterizagdes por espectroscopia na regido do
infravermelho evidenciam a redug@o de grupos oxigenados no OGR, resultantes do processo
de sintese, enquanto imagens de microscopia de for¢a atdmica e microscopia eletrénica de
varredura revelam a morfologia caracteristica de folhas mais agrupadas. A incorporagdo de
OGR e, posterior eletrodeposi¢do de AuNP sobre a superficie de eletrodos de grafite mostra
um aumento significativo na condutividade elétrica e transferéncia eletronica do mesmo, além
de facilitarem o processo de eletropolimerizacdo do filme poli(4-HFA). Este nanocomposito
leva a formag¢do de uma maior quantidade do filme poli(4-HFA), real¢cando a presenga de trés
pares redox. Esta maior quantidade de filme formada aumenta a probabilidade de
imobilizagdo de biomoléculas. Os melhores resultados no processo de imobilizagdo de Anti-
Ts por ligag@o covalente e interagdo com o alvo T3 foram obtidos com a concentragéo de 1 e 2
ng mL™', respectivamente. Os resultados obtidos por espectroscopia de impedancia
eletroquimica corroboram as demais analises, comprovando o aumento da resisténcia a cada
etapa de constru¢do do imunossensor. A caracterizagdo morfologica do imunossensor
apresenta altera¢des significativas nos valores de rugosidade, concordantes com os estudos
eletroquimicos. Detecgdes de diluigdes do Alvo T3 mostram que 0 imunossensor proposto tem
limite de deteccdo inferior a 2,0 10'* g mL™, sendo possivel a constru¢do de uma curva
analitica de concentragdo de T na ordem de 1,0 a 5,0 pg mL™, que aumenta a expectativa de
aplicagdo em amostras reais de pacientes, por incluir a faixa de concentragdo de T3 presente
no sangue.

Palavras-chave: Triiodotironina — Tj3; Imunossensores; Oxido de grafeno reduzido;

Nanoparticulas de ouro; acido 4-hidroxifenilacético.



ABSTRACT

Biosensors show many advantages such as high sensitivity, possibility of point of care
detection, small sample volume and low cost, which makes them a versatile tool for the
specific diagnosis of diseases and metabolic disorders. This research had as main objective
the development of an electrochemical immunosensor for the diagnosis of the thyroid
hormone triiodothyronine — T3, in a platform constructed by modifying graphite electrodes
with the 4-hydroxyphenylacetic acid polymeric film [poly(4-HPA)] onto a nanocomposite
prepared with reduced graphene oxide and gold nanoparticles (RGO-AuNP). RGO was
synthesized in laboratory by the oxidation-exfoliation-chemical reduction method, starting
from the graphite, and was incorporated into the surface of graphite electrodes by physical
adsorption. AuNP were synthesized electrochemically onto electrode containing RGO
forming a nanocomposite. The poly(4-HPA) was electropolymerized onto the nanocomposite,
and on that the probe biomolecule Anti-T; was immobilized by covalent bond. Glycine was
used as blocking molecules prior to the contact with target T;. The detection measures were
obtained by differential pulse voltametry and electrochemical impedance spectroscopy.
Characterizations by infrared spectroscopy show the reduction of oxygens groups in RGO,
resulting from the synthesis process, while atomic force microscopy and scanning electron
microscopy images reveal the characteristic morphology of the more grouped sheets. The
incorporation of RGO and the AuNP electrodeposition onto the surface of graphite electrodes
show a significant increase in electrical conductivity and electron transfer, besides facilitating
the electropolymerization process of poly(4-HPA). The combination of this nanocomposite
with poly(4-HPA) leads to the formation of a larger amount of film, highlighting the presence
of three redox pairs. This greater amount of film formed increases the probability of
immobilization of biomolecules. The best results in Anti-Tz immobilization process by
covalent bond and with target T; interaction are obtained with 1 e 2 ug mL™ concentration,
respectively. The results obtained by electrochemical impedance spectroscopy corroborate
with the other analysis, proving the increase in resistance at each stage of imunossensor
development. The morphological characterization of the immunosensor shows significant
changes in roughness values that are concomitant with the explanations of the results in
electrochemical study. Dilution detections of Target T3 show that the proposed immunosensor
has a detection limit less than 2 10™% g mL™, it being possible to construct an analytical curve
of T3 concentration in the order of 1.0 to 5.0 pg mL™, increasing the prospect of application in
real samples of patients, since it include the Tz concentration range present in the blood.

Keywords: Triiodothyronine — Ts; Immunosensors; Reduced graphene oxide, Gold

nanoparticles; 4-hydroxyphenylacetic acid.
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1. INTRODUCAO

Distarbios nas fungdes tireoidianas geram um desequilibrio na produgdo dos
horménios da tireoide, levando a ocorréncia de disfungdes metabdlicas em todo o organismo,
que sdo primeiramente diagnosticadas por sintomas clinicos. Segundo a Sociedade Brasileira
de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), aproximadamente 300 milhdes de pessoas em
todo o mundo sofrem de disfungdes da tireoide, apesar de mais da metade desconhecerem
essa condicdo’. No Brasil cerca de 15% da populagio sofre de problemas na tireoide,
conforme dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), sendo

. . s 2
os idosos e as mulheres os mais suscetiveis as disfungdes”.

Quando esses casos ndo sdao diagnosticados e tratados, as doengas da tireoide podem
evoluir para quadros mais graves. Assim, um diagnostico simples, rapido e de baixo custo €
uma boa proposta para a identificacio de pacientes com disturbios tireoidianos. Os
biossensores surgem como uma alternativa promissora, pois eles apresentam tais vantagens, €
funcionam como uma ferramenta util no diagnostico de diversas doengas, como os ja
conhecidos comercialmente disponiveis para monitoramento de diabetes, diagndstico de

L. A . L 3
tuberculose, malaria, HIV, cancer, doencas cardiacas, dentre varias outras’.

Nesse sentido, biossensores eletroquimicos apresentam como diferencial a capacidade
da modificacdio de eletrodos com nanomateriais e/ou polimeros condutores. Essas
modificagdes fornecem caracteristicas sinérgicas como melhoras nas propriedades elétricas e
mecénicas’, podendo levar ao aumento de sensibilidade e um ambiente favoravel para a

. e . . 5
imobiliza¢do de biomoléculas”.

Este trabalho teve como enfoque a constru¢do de uma plataforma de imunossensor
para a deteccdo do hormdnio da tireoide triiodotironina (T3). Esta plataforma ¢ baseada na
combinagcdo de um nanocomposito, constituido por nanomateriais a base de carbono e
nanoparticulas metélicas, com um filme polimérico sobre eletrodo de grafite, que serviu como
matriz para a imobilizagdo do anticorpo especifico anti-triiodotironina (anti-T;). As técnicas
eletroquimicas mais utilizadas para o desenvolvimento desse trabalho foram

cronoamperometria, voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VPD).
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1.1 Hormonios tireoidianos

Os principais Hormonios Tireoidianos (HT) sdo a 3,53 -triiodo-L-tironina
(tritodotironina ou Tsz) e a 3,5,3’,5 -tetraiodo-L-tironina (tiroxina ou T4), representados na
Figura 1. Esses hormdnios atuam no metabolismo de praticamente todas as células e tecidos
corporais, sendo o principal efeito a ativacdo da transcrigdo nuclear de grande numero de

. .. . . 6
genes, resultando em um aumento generalizado da atividade funcional de todo o organismo’.

Figura 1- Representagéo estrutural dos horménios tireoidianos T; e T,.
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|
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Como observado na Figura 1, os hormonios tireoidianos apresentam em sua estrutura
trés ou quatro atomos do elemento iodo, sendo este indispensavel para a sintese bioldgica dos
mesmos. O iodo € obtido por meio de dieta, sendo absorvido no trato gastrointestinal na
forma de iodeto (I') para o sangue, onde s3o capturados pela glandula tireoide, uma das

maiores glandulas do sistema enddcrino.

No interior da glandula tireoide, o iodeto migra em dire¢do a tiroglobulina, uma
glicoproteina grande que contém cerca de setenta aminoacidos tirosina, os quais sdo a base
para a incorporagdo do elemento iodo. Para tanto, o 1odeto deve ser previamente oxidado no
interior da glandula por reagdo com peroxido de hidrogénio (H,0,), a qual € catalisada pela
enzima peroxidase tireoidiana (TPO, do inglé€s Thyroid Peroxidase). A TPO também promove
a incorporagdo do elemento iodo aos residuos de tirosina da tiroglobulina, reacdo chamada de

organificacdo, mostrada pela equagdo nf3o balanceada de formag3io da monoiodotirosina
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(MIT) na Figura 2. A MIT, ainda acoplada na tiroglobulina, pode sofrer nova oxidagdo com a

incorporacdo de um segundo atomo de iodo formando a diiodotirosina (DIT)’.

Figura 2 — Equacio de organificagéo.

OH OH

HO HO HO
1 1

Tirosina Monoiodotirosina Diiodotirosina

A TPO também atua no acoplamento das iodotirosinas (MIT e DIT) para a formagao
dos HT, cujo principal produto hormonal da reagdo € a molécula de T, sendo o T3
representado por cerca de 1/15 do total de horménios. Praticamente todos esses processos de
sintese dos HT s3o controlados pelo hormoénio tirotréfico ou tirotrofina (TSH, do inglés

Thyroid Stimulating Hormone)'.

Em seu funcionamento normal, a tireoide produz diariamente cerca de 30 e 80 ug de
T; e T4, respectivamente®. Parte desses HT ¢ secretado pela glandula tireoide e carreados no
sangue por interacdo com proteinas plasmaticas, uma vez que os mesmos sdao hidrofobicos e
praticamente insoliveis em meio aquoso. Contudo, essa ligagdo reversivel as proteinas
carreadoras torna os HT inativos e somente suas fragdes livres, que correspondem a 0,02% do
Taivre) € 0,2% do T3wivre), 80 capazes de se ligarem aos receptores especificos presentes nos
tecidos e desenvolver atividade biologica’, ficando evidente que os HT livres estio em
pequena quantidade na corrente sanguinea.

Figura 3 — Representagio basica da ativagdo das células alvos por hormonios tireoidianos.
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Apesar de T, ser produzido e secretado em quantidade significativamente maior que
Ts, o responsavel pela maioria, ou até mesmo todas as fung¢des tireoidianas no organismo € o
T3, devido a maior afinidade dos receptores celulares a ele. Além disso, as proteinas
plasmaticas se ligam a T4 mais fixamente que em Ts. Acredita-se que o T4 sofre uma
desiodacdo para a forma de T; ao entrar em contato com os receptores celulares presentes nos

: . . 7
tecidos-alvo (Figura 3), ou até mesmo durante o processo de carreamento pelo sangue’.

Qualquer mutagdo génica nas proteinas presentes no interior da glandula tireoide ou
alteragdes nos niveis de TSH afetam diretamente na sintese ou no controle da secre¢do dos
HT, podendo causar doengas e disturbios na tireoide como o Hipertireoidismo, quadro de
hiperfun¢do da glandula tireoide com um aumento na produgdo, secre¢do e concentracido dos
HT; e o Hipotireoidismo, resultante da diminui¢do da producio e da reducdo dos niveis de HT
na corrente sanguinea, provocando deficiéncia nos tecidos-alvo. Esses distirbios causam

diversas alteragdes fisiologicas®, sendo algumas listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Alteragoes fisiologicas provocadas por distiirbios na tireoide.

Hipertireoidismo Hipotireoidismo

Crescimento €xcessivo Crescimento retardo
Agilidade mental Lentiddo mental
Taquicardia Bradicardia
Perda de peso Aumento de peso
Graus variaveis de diarreia Constipagio
Sudorese excessiva Sensibilidade ao frio
Hiperatividade Nao consegue praticar atividade fisica
Fadiga extrema — ins6nia Fadiga extrema — sonoléncia
Irritabilidade Depressdo

A ocorréncia desses defeitos tireoidianos durante o desenvolvimento fetal pode levar a
casos de anomalias congénitas e hormonogénese defeituosa. Na auséncia dos HT nos
primeiros meses de vida, os efeitos no desenvolvimento do sistema nervoso central sdo
irreversiveis, com retardo mental grave e distarbios neurologicos, como ataxia,
incoordenagdo, estrabismo, movimentos coreiformes e perda auditiva neurosensorial, devendo

§ 5 g . : < ; /)
iniciar terapia adequada como tentativa de prevengdo de tais danos’.

Exames laboratoriais sdo de extrema importancia no diagndstico de disfungdes e
monitoramento dos niveis de HT. A dosagem especifica de Tzgive) € bastante util,

principalmente na avaliagdo de pacientes em estados hipertireoideos, particularmente no
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diagnostico da tirotoxicose, quadro clinico decorrente do excesso da a¢do dos HT, em que o
T3wivre) €sta elevado e 0 Tuqiwe) normal. E ainda em pacientes com tumores hipofisarios
secretores de TSH ou com sindrome de resisténcia aos HT sem clinica de hipertireoidismo,

L . 10
em que os niveis de Tzive) também se mostram altos

A maioria dos exames laboratoriais atualmente utilizam imunoensaios primarios para a
determinac@o da concentragdo de T3iwe). Esses ensaios baseiam-se na interagdo antigeno-
anticorpo, cuja interagdo fornecerd um sinal util para analise. Os ensaios podem ser divididos

S e - e 11 :
em dois tipos: competitivos ou ndo-competitivos , representados na Figura 4.

Figura 4 — Representacdo esquematica de imunoensaios competitivos (a) € ndo-competitivos (b).

(a) {b)

#gjg ) KK

antlcorpos

YYYY YYYY

FONTE: Autora, 2017.

No método competitivo, Figura 4(a), uma quantidade limitada de anticorpo especifico
para T; ¢ fixada em uma matriz. No meio reacional sdo adicionadas amostras de soro do
paciente que contém o alvo T3 para promover a interagdo entre antigeno e anticorpo, porém
também ¢ adicionado no meio reacional uma quantidade definida de Tz analogo ligado a um
marcador, fazendo com que haja uma competi¢do pelo sitio de ligagdo do anticorpo entre o
T3(Livre) proveniente do soro do paciente com o T3 marcado adicionado. Nesse procedimento,

g’ < . . 12
quanto maior a concentragdo do T3iwe) N0 soro do paciente, menor o sinal observado

Ja no método ndo-competitivo, Figura 4(b), sdo usados dois anticorpos no meio
reacional, um deles fixado a uma matriz, sendo adicionado um outro contendo um marcador;
quando em contato com o soro do paciente, o anticorpo fixo permite a ligagdo com 0 T3(rivre),
enquanto que o anticorpo marcado se liga em outra regido da molécula de T3(ive). Neste
procedimento, quanto maior a concentragdo de T3iwe) no soro do paciente, maior o sinal

12
observado
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Os marcadores mais utilizados para o diagnostico de Tzqiwe S30 os marcadores
radioativos, geralmente empregando o I'**, marcadores quimioluminescentes, e os marcadores
enzimaticos que ddo os nomes para os ensaios laboratoriais de Radioimunoensaio (RIE),
Quimioluminescéncia, ¢ Enzimaimunoensaio (EIA, do inglés FEnzyme Immunoassay),
respectivamente. Estes ensaios sdo muito utilizados devido a alta sensibilidade, porém
demandam aquisi¢do de aparelhos de alto custo e pessoal especializado, como no caso dos

RIE, que exigem pessoal credenciado na Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN)".

Conforme ja mencionado, a quantidade de T3 N0 sangue € baixa se comparada a
quantidade de Ts ligado a proteinas plasmaticas. Os exames laboratoriais devem ser altamente
especificos e sensiveis para a forma livre, que apresenta concentracdo de 2,30 a 3,90 pg mL™"
de soro, em pacientes adultos com funcionamento normal da glandula tireoide®. Os
imunoensaios estdo em constante desenvolvimento para garantir esse equilibrio
T3(Livrey T3(Ligados a proteinasy € minimizar a diluigdo dos soros de pacientes. Porém, os resultados
obtidos dos imunoensaios s3o, ainda, muito suscetiveis as variagdes que ocorrem nas
proteinas plasmaticas carreadoras, bem como a presenga de certos farmacos, niveis elevados
de acidos graxos, anticorpos heterofilos ou inibidores de ligagdo hormonal, que podem estar
presentes em soros de pacientes que nao apresentam disfungdes tireoidianas, levando assim a

resultados falso-positivos'.

Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas de dosagem especificas, envolvendo
sensores de tamanho reduzido, baixo custo, elevada sensibilidade e detec¢do em tempo real
sdo desejados na analise clinica e biomédica, particularmente em diagnosticos proximos aos
pacientes, onde a analise utiliza volume reduzido de amostras, ndo demandando pessoal

especializado .

1.2 Biossensores

Sensores quimicos sdo dispositivos analiticos capazes de converter uma informagdo
quimica, seja a concentracdo ou a presenca de um analito em uma dada amostra, a um sinal
L. . .116 .. . ,
analitico util °. Quando o sensor quimico envolve o uso ou o reconhecimento de moléculas
bioldgicas em sua interface, tem-se um biossensor, cujo termo foi primeiramente proposto por

Cammann'’ em 1977, apesar de o primeiro biossensor ter sido desenvolvido em 1962 por
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Clarck e Lyons™, quando propuseram o conceito de interpor camadas de membrana contendo

enzimas entre solugdo e eletrodo, fornecendo a base para os biossensores.

Desde essa descoberta, diferentes tipos de biossensores tém sido desenvolvidos para
aplicagdo em uma variedade de areas, como nas industrias alimenticias, utilizados para a
detecgdo de agentes patogé€nicos, compostos pesticidas, corantes, contaminantes; industrias de
fermentagdo, para monitorar a presenga de produtos, enzimas, biomassa, ou subprodutos do
processo, area ambiental, para a deteccdo de substratos de enzimas, receptores e
transportadores em plantas e também monitoramento de contaminantes ambientais; fins
militares, quando em ataques bioldgicos para identificagio de micro-organismos; area da

. g 5 b : - 19
medicina, para analises clinicas e diagnostico de doengas e agentes infecciosos .

Um dos motivos dessa ampla aplicagdo de biossensores esta concentrado na intera¢io
bioquimica, que fornece um grau de especificidade e seletividade ao sensor, tornando-o util
para analises qualitativas ou quantitativas. Além disso, outros fatores como baixo custo,
pequenas quantidades de amostra, tempo rapido de analise, baixos limites de detec¢@o,
capacidade de miniaturizagdo e possibilidade de automagdo fazem dos biossensores uma

ferramenta versatil para aplicagdo em monitoramento e diagnostico de diversos analitos alvo.

Os biossensores sdo constituidos basicamente por: um sistema de biorreconhecimento,
no qual uma biomolécula (sonda) estd imobilizada sobre a interface que sera colocada em
contato com o analito de interesse (alvo) para geragdo de um sinal; um sistema de transdugao,
capaz de transformar o sinal produzido pela interagdo biologica em um sinal elétrico; e um

. e 7 s ,0120 .
sistema de saida, que fornece uma resposta analitica util”, representados na Figura 5.

Figura 5 — Representagio esquematica dos componentes basicos de um biossensor.
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FONTE: Autora, 2017.
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1.2.1 Classificacio de biossensores quanto ao sistema de transducio

A escolha do sistema de transdugdo, bem como os parametros a serem utilizados
durante as analises, dependem do tipo de evento de biorreconhecimento. Com base na energia
envolvida nesse sistema, podem ser utilizados diferentes tipos de transdutores, como:
transdutores Opticos, nos quais o produto de reacdo modifica a intensidade da luz emitida ou
ele proprio gera um sinal optico detectavel®'; transdutores eletromagnéticos, nos quais ¢
medida a alteragdo da frequéncia de vibracdo de um cristal oscilante pela presenga de um
analito alvo™; transdutores calorimétricos, que se baseiam nas mudancas de temperatura
ocasionadas pela geracdo ou diminuicdo de calor provenientes das reagdes de
biorreconhecimento®; transdutores eletroquimicos, nos quais sdo monitorados sinais elétricos
de espécies eletroativas, mediante aplicacdo de um potencial/corrente, de forma que a

presenca de um analito altera a magnitude do sinal observavel**

Os transdutores eletroquimicos s3o bastante utilizados em biossensores devido a
simplicidade de constru¢do, baixos tempos de resposta, quando comparado aos métodos
comerciais utilizados®, capazes de serem miniaturizados, ndo necessitando de equipamentos
de alto custo, visando produ¢do em massa e resultando em baixo custo de dispositivos

comerciais, além da facilidade da técnica que ndo demanda pessoal especializado.

Nesses sistemas eletroquimicos, utilizam-se eletrodos contendo biomoléculas
imobilizadas em suas superficies, as quais apresentam um sinal elétrico caracteristico ou sdo
capazes de alterar o sinal observado de outra espécie eletroativa em solugdo. O contato desses
eletrodos com o alvo gera uma diferenga no sinal primeiramente observado, evidenciando a
interagdo efetiva entre sonda e alvo, que € proporcional a concentra¢do do analito de interesse.
Esses sinais elétricos sdo provenientes de processos oxidativos ou redutivos das espécies

eletroativas, por meio da transferéncia de elétrons na interface eletrodo-solug@o.

Geralmente, sdo empregadas células eletroquimicas de trés eletrodos convencionais,
sendo um eletrodo de trabalho, no qual ocorrem as reagdes de interesse analitico, um eletrodo
de referéncia, usado para manter o potencial constante frente a uma diferenca de potencial,
devendo apresentar um potencial estavel com o tempo e a temperatura e que ndo seja alterado
por pequenas perturbacdes e, um contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar, no qual ocorrem as

reacdes secundarias.
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Os biossensores eletroquimicos podem ser subdivididos em cinco categorias:
potenciométricos, condutimétricos, amperométricos, voltamétricos e de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE). O evento de reconhecimento biologico promove alteragdes

significativas no sinal elétrico observado de acordo com cada técnica:

*  Nos sensores potenciométricos, ¢ gerado um potencial proporcional ao
logaritmo da concentracdo da espécie ativa em relacdo ao eletrodo de
referéncia”;

+  Nos sensores condutimétricos, ha uma mudanga na condutancia medida entre
um par de eletrodos®’;

*  Nos sensores amperométricos e voltamétricos ¢ medida a corrente produzida
perante a aplicagdo de um potencial fixo para o primeiro e, a variagdo do
potencial pelo tempo para o segundo®;

*  Nos sensores de EIE, ¢ gerada uma resposta frente a uma pequena amplitude de
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voltagem de sinal sinusoidal como uma fung¢ao de frequéncia™.

1.2.2 Técnicas eletroquimicas

1.2.2.1 Cronoamperometria

Em uma interface eletrodo-solug@o, espécies eletroativas estdo presentes somente no
estado oxidado/reduzido quando ndo hé reagdo no eletrodo de trabalho, ou seja, quando o
potencial, E;, esta em regides que ndo ocorrem reagdes faradaicas. A imposi¢do de um pulso
de potencial, E;, em regides onde ocorrem reagdes de oxidac¢do/reducdo das espécies
eletroativas gera um gradiente de concentracdo das espécies até a superficie do eletrodo que
ndo podem coexistir nesse determinado potencial, Figura 6(a). Consequentemente ocorre a
eliminagcdo dessas espécies por reducdo/oxidagdo, gerando uma corrente faradaica, I,

. . < (29
proporcional ao gradiente de concentragio da espécie” .
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Figura 6 — Programagcio de pulso de potencial em uma cronoamperometria (a), perfis de concentragdo
em diferentes etapas do processo (b), resposta obtida em corrente vs tempo (c).
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E, t<0

t;>t,>t,>0

0 t X 0 t
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Fonte: adaptadozg.

O fluxo continuo das espécies a serem oxidadas/reduzidas faz com que haja um
esgotamento das espécies eletroativas, ocasionando diminui¢do da concentra¢do das mesmas
na superficie do eletrodo, causando uma diminui¢do da inclinagdo do perfil da concentragdo
na superficie com o tempo, Figura 6(b). O estudo da resposta faradaica do processo de
eletrodo em forma de corrente sobre aplicagdo de um potencial constante em um determinado

26,29

intervalo de tempo € objeto da cronoamperometria™ ", Figura 6(c).

1.2.2.2 Voltametria Ciclica

Na Voltametria Ciclica (VC) ha a varredura linear do potencial em fun¢io do tempo
em uma direcdo, seja para valores mais positivos (anoddicos) ou negativos (catddicos), até
alcangar um potencial de maximo (Ensx) onde a dire¢do da varredura € invertida para retornar
ao potencial inicial (E;i) ou a outro valor de potencial de minimo (Enm) caracterizando um
ciclo, Figura 7(a). A resposta dessa programacdo ¢ um voltamograma ciclico que contém
picos referentes aos processos de oxidagdo e reducdo da espécie eletroativa®, Figura 7(b).

Figura 7 — Programagdo da variagdo do potencial aplicado em fungdo do tempo em uma VC (a),
resposta de corrente vs potencial aplicado (b).

0,4

FONTE: adaptad026.
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A forma dos picos apresentados no voltamograma da Figura 7(b) deve ser entendida
de modo que a aproximacgdo das espécies eletroativas a superficie do eletrodo inicia o
surgimento da corrente ndo-faradaica. Ao alcangar valores de potencial préximos a regido do
potencial de meia-onda (Ep12), pela varredura continua do potencial, € iniciada a reagdo de
oxidagao/reducdo da espécie, gerando a corrente faradaica, observada pela intensificagdo no
aclive da corrente até atingir um valor maximo, corrente de pico (Ip, para picos anodicos e Iy
para picos catodicos), que comega a decair devido ao esgotamento das espécies eletroativas na
superficie do eletrodo. Essa técnica ¢ muito utilizada para conhecimento de perfil eletroativo

de eletrodos e do processo eletroquimico de espécies®
1.2.2.3 Voltametria de Pulso Diferencial

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminagdo entre as correntes faradaica
e capacitiva foi conquistada com o desenvolvimento das técnicas de pulso, principalmente a
de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD). Nessa técnica ¢ aplicado um potencial de base
crescente em uma regido onde ndo ocorrem reagdes faradaicas. Sobre esta rampa de potencial
sdo aplicados pulsos de potencial de amplitude crescente, com aumento sempre igual. A
corrente ¢ amostrada em dois intervalos de tempo de cerca de 15 ms cada um: o primeiro
intervalo antes da aplicagdo do pulso (s1) e o segundo proximo do final do tempo de aplicagdo
do pulso (sp), Figura 8(a). O valor final da corrente ¢ a diferenca entre os dois valores
medidos. A resposta ¢ dada na forma de um pico®*®, Figura 8(b).

Figura 8 — Programagio de pulsos sobrepostos em uma rampa de potencial em uma VPD (a), e
resposta de corrente vs potencial aplicado (b).
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FONTE: adaptado30
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Essa técnica € mais sensivel que a voltametria ciclica pela subtragdo da corrente

capacitiva e atinge limites de deteccdo de 107 a 10™® mol L™ %,

1.2.2.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A EIE ¢ uma técnica utilizada para analise de processos eletroquimicos que ocorrem
na interface eletrodo-solucdo. O principio da técnica envolve a introdu¢do de uma perturbagdo
senoidal de tensdo de baixa frequéncia ® no sistema eletroquimico, para estudar a resposta em
termos de corrente do sistema no estado estacionario, caracterizada como uma corrente
alternada (AC), Figura 9(a). Dessa forma, tem-se que a impedancia ¢ o fator de

: 5 : 26
proporcionalidade entre potencial e corrente™.

Como resposta obtém-se um grafico no plano complexo, o diagrama de Nyquist, que
interpola os valores imaginarios de impedancia (Z”) em func¢do dos valores reais (Z’). Em
geral, os graficos de resposta contém um semicirculo, cujo didmetro corresponde a resisténcia
a transferéncia de carga, Figura 9(b). Também obtém-se como resposta o diagrama de Bode,
onde ¢ interpolado o dngulo de fase ¢ e log |Z| vs log o, Figura 9(c). Estes graficos permitem
analisar o processo do eletrodo relacionado com contribui¢des difusionais (Zw), capacitancia
da dupla camada elétrica (Cq), resisténcia a transferéncia de cargas (R.;), resisténcia da
solugdo (Rs) entre outras; por medi¢do da diferenca de fase e amplitude do sinal aplicado™.

Figura 9 — Programagio de onda senoidal em EIE (a), diagrama de Nyquist (b) ¢ diagrama de Bode

(c) como resposta da impedéncia no sistema complexo de um sistema eletroquimico simples.
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FONTE: adaptado31.
Outro tipo de analise dos sistemas impedimétricos consiste na comparagdo com um
circuito elétrico equivalente contendo combinagdes de resistores, que representam o

comportamento resistivo do eletrodo; capacitores, representando o comportamento capacitivo
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nas interfaces; linhas de transmissdo, que equivalem a impedancia da difusdo idnica ou
impedancia de Warburg (W), que consiste na resisténcia complexa referente ao processo de
difusdo linear semi-infinita; elementos de fase constante (CPE, do inglés Constant phase

. o ~ A o 26,29
element), relacionado a dispersdo da frequéncia; e elementos de difusdo (T)

. Esse tipo de
comparac¢do ¢ uma das vantagens da técnica, que pode ser usada para representar os sistemas

o 32
eletroquimicos’™.

1.2.3 Eletrodos Modificados

Nos biossensores eletroquimicos, o objetivo da modificagdo da superficie de eletrodos
esta na obtengdo de maior sensibilidade na detecgdo de analitos-alvo ou em uma melhor
ambientacdo de biomoléculas, seja por proporcionar um ambiente mais adequado ou uma
maior facilidade durante a imobilizagdo. Ha diversos métodos de modificagdo disponiveis
para os diferentes tipos de eletrodos, entre os quais estdo inclusos a modificagdo quimica, a

modificagdo por adsor¢do e a modificagdo por eletroadsorgao.

A modificagdo quimica envolve a imobilizagdo de espécies eletroativas na superficie
do eletrodo por reagdo quimica. Este método tende a formagdo de monocamadas, com
excecdo da ligacdo quimica de polimeros. A modificagdo por adsor¢do envolve o contato de
espécies eletroativas com a superficie do eletrodo por determinado tempo para que ocorra
interagdo, seja eletrostatica, por forcas de London ou ligagdes de hidrogénio, na interface.
Esse método pode ser irreversivel ou reversivel, podendo haver perdas do material por
lixiviamento. A modificagdo por eletroadsor¢cdo envolve e aplicagdo de um potencial ao
eletrodo, onde a quantidade do material depositado pode estar em func¢do do tempo, nos
métodos cronoamperométricos, ou em fun¢do do numero de ciclos, nos métodos
voltamétricos. Este método ¢ muito utilizado no desenvolvimento de polimeros em superficies
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eletrodicas™.

Materiais em escala nanométrica tém sido comumente empregados para modifica¢io
de superficies’™. O uso desses nanomateriais tem ganhado espaco no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos devido a uma melhoria nas suas propriedades, como por
exemplo, a amplificagdo do sinal, que leva a um aumento na sensibilidade®. Nanomateriais a
base de carbono e nanoparticulas metéalicas sdo comumente utilizados em pesquisas e que,

quando utilizados em conjunto, apresentam efeitos sinérgicos.
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1.2.3.1 Grafeno

Grafeno pode ser descrito como um material bidimensional, constituido de atomos de
carbono ligados covalentemente entre si, arranjados de maneira hexagonal, formando
monocamadas. Essas monocamadas ou folhas de grafeno, quando empilhadas, fornecem a

estrutura tridimensional do grafite®.

Devido a sua forma estrutural, o grafeno apresenta propriedades fisico-quimicas
unicas como alta area superficial, excelente condutividade térmica e elétrica, alta resisténcia
mecanica, biocompatibilidade aceitdvel e facil produgdo, quando comparado a outros
nanomateriais de carbono’’. Além dessas propriedades, o grafeno apresenta um amplo
potencial eletroquimico com baixa resisténcia a transferéncia de carga, quando comparado ao
grafite e o carbono vitreo, uma vez que a transferéncia de elétrons ¢ favorecida pela superficie
planar e estrutura eletronica do grafeno™.

A folha planar do grafeno, embora seja instavel na forma livre, foi primeiramente
isolada por Novoselov e colaboradores em 2004 pelo método de exfoliagdo mecanica de
grafite pirolitico altamente orientado®® que mais tarde ficou conhecido como método fita
adesiva (scotch-tape, do inglé€s). Apesar de ser isolado apenas em 2004, o grafeno e derivados
do grafeno tém sido preparados ha varias décadas por uma variedade de métodos como
exfoliagdo térmica, eletroquimica ou mecanica, oxida¢do quimica, esfoliagdo e reducio;
abertura de nanotubos de carbono, deposi¢do por vapor quimico e sintese quimica, entre
outros™.

O método por oxidag@o quimica, esfoliagdo e redugdo, Figura 10, consiste na reagdo
de oxidagdo do grafite com agentes oxidantes fortes para interposi¢do de espécies quimicas
entre as camadas de grafeno constituintes do grafite. Essa reagdo permite uma expansdo das
camadas constituintes e a possibilidade de separacdo por esfoliagdo, formando um material
rico em grupos funcionais oxigenados, denominado Oxido de Grafeno (OG). Esse
procedimento foi primeiramente realizado por Brodie*® (1859) utilizando clorato de potassio e
acido nitrico fumegante, seguido de diversas modificagdes, onde o método de Hummers e
Offeman®, que levou a substituicio dos agentes oxidantes por permanganato de potassio e

nitrato de s6dio, é um dos métodos mais utilizados para a sintese de OG a partir do grafite***.



Figura 10 — Representagdo esquematica da preparagdo do grafeno pelo método de oxidagdo,
esfoliagdo e redugdo quimica, a partir do grafite.
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FONTE: adaptado44.
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Por se tratar de uma reagdo ndo-estequiométrica ¢ dificil prever com exatiddo a

bordas das camadas de grafeno®” como representado na Figura 11.

Figura 11 — Representagdo da configuracgdo estrutural de OG, proposta por Lerf ¢ Klinowski.
HO 0 HO 0

FONTE: Autora, 2017.

estrutura do OG e, diversos modelos tem sido propostos para tentar explica-la. Um dos
. . , . .45 . , .

modelos mais aceitos ¢ o de Lerf e Klinowski™, que admite a presenga de grupos epoxi e

hidroxilas como os principais grupos distribuidos randomicamente em anéis de carbonos

conjugados no plano basal e a presenga de grupos carboxila e carbonila distribuidos nas
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A redugdo quimica de OG tem sido proposta utilizando uma ampla variedade de
redutores quimicos, como hidrazina, alcoois™, borohidreto de soédio, hidroxido de
sodio/potassio, entre varios outros’”. O objetivo principal da reducdo ¢ a remogdo de grande
parte dos grupos funcionais oxigenados € uma aproximac¢do com a estrutura original do
grafeno, resultando em uma estrutura conhecida como Oxido de Grafeno Reduzido (OGR). A
transformag@o quimica de OG em OGR ¢ visualmente caracterizada principalmente pela
mudanga de cor da dispersdo de marrom para preto e, uma diminui¢do da solubilidade do
material decorrente da remog¢do de grande parte dos grupos polarizantes. Além disso, tem-se

que a propriedade elétrica do material é melhorada pela restaura¢do da nuvem = de elétrons™.

A utilizagdo de hidrazina como agente redutor foi primeiramente conduzida por
Hofmann e Kénig47 em 1937, sendo obtido um material com baixa relagdo C/O, depois de
tratado o material com hidrazina hidratada. O mecanismo de redugdo ndo é muito bem
definido, mas acredita-se que h4 um ataque nucleofilico da hidrazina sobre os grupos epoxi,
provocando abertura do anel, seguido de protonagdo para liberagdo de molécula de agua,
formando aminoaziridina, submetida a elimina¢do térmica de diimida, reestabelecendo a

dupla ligacdo do anel****®

, como pode ser visto na Figura 12. A hidrazina ¢ um dos agentes
redutores mais eficientes na reducdo de grupos oxigenados®, principalmente a reducdo de
grupos epoxi ligados no interior de dominios aromaticos™ e deixando algumas carboxilas™,
além da possibilidade da incorporagdo de fungdes nitrogenadas na estrutura™, que sdo pontos

interessantes na construg¢do de biossensores.

Figura 12 — Representagdo esquematica do mecanismo proposto para a oxidagdo dos grupos epoxi

com hidrazina.
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FONTE: Autora, 2017.

A reducdo do OG geralmente resulta em folhas que apresentam defeitos na rede sp” de
carbono, devido a presenca de grupos funcionais oxigenados remanescentes e anéis no plano
basal com cinco ou trés atomos de carbono. Contudo, as folhas apresentam semelhanga com a
estrutura primitiva do grafeno e essa rota sintética € bastante adequada para aplica¢des que

. . . 43,46
requerem a sintese de derivados do grafeno em grande quantidade™ ™.
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1.2.3.2 Nanoparticulas de Ouro

O uso de nanoparticulas de ouro (AuNP do inglés gold (Au) nanoparticles) em
biossensores, as quais sdo constituidas de atomos metalicos aglomerados na faixa de 1 a 1000
nm que apresentam caracteristicas intermediarias de metais em escala macro e compostos
moleculares™, ¢ justificado pela biocompatibilidade desses materiais com grupos funcionais
de biomoléculas, area superficial elevada e excelente condutividade elétrica, que pode

. ey eqe . 54
ocasionar uma melhora na sensibilidade do sistema’™.

AuNP podem ser preparadas por redugdo quimica ou eletroquimica a partir de uma
solugdo contendo anions tetracloroaurato (II1). Apesar da redugdo quimica ser o método mais
utilizado para a sintese, muitos agentes redutores empregados apresentam toxidade, alto custo
e podem incorporar residuos a nanoestrutura®. A reducdo eletroquimica aparece como uma
via mais pratica e simples no sentido de evitar tais fatores, uma vez que as AuNP sio
eletrodepositadas diretamente sobre a superficie do eletrodo, perante aplicagdio de um

potencial elétrico.

Além disso, a redugdo eletroquimica apresenta outras vantagens como o controle da
distribui¢do das nanoparticulas sobre a superficie do eletrodo, bem como a quantidade,
tamanho e a densidade das mesmas no material depositado. Estas propriedades podem ser
controladas a partir de variagdo de parametros como: concentragdo da solugdo, onde solugdes
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mais concentradas apresentam maior quantidade de nanoparticulas™ e tamanhos maiores™;
tempo de eletrodeposi¢do utilizando a técnica de cronoamperometria, onde a aplica¢do do
potencial de redugdo em intervalos de tempo muito curtos ou muito elevados conferem uma

o A . 58
distribuicdo ndo-homogénea das AuNP sobre a superficie™ .

1.2.3.3 Polimeros

Polimeros podem ser definidos como macromoléculas, que contém mais de 100
atomos encadeados, que apresentam unidades quimicas que se repetem ao longo da cadeia,
chamadas de meros, unidas entre si por ligagcdes covalentes. Os polimeros sdo caracterizados
por seu tamanho, estrutura quimica, tipo de intera¢des inter ou intramoleculares, além do

numero de meros da cadeia, chamado de grau de polimerizagdo. Compostos capazes de reagir
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para formar polimeros sdo chamados de mondmeros, sendo a polimerizagdo a reagdo pela
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qual os monomeros se combinam para formar polimeros™.

Os polimeros podem ser classificados em diversas classes com base em sua estrutura

quimica, como a ocorréncia, forma molecular, encadeamento das unidades monoméricas,
. , ~ . 59 -

arranjo dos atomos, modo de preparacdo e variedade de meros . Avaliando-se algumas

: : ; . - P o7 s 60
propriedades fisicas, ha a classificag@o dos polimeros de acordo com a fusibilidade™.

Quanto ao comportamento mecanico, os polimeros sdo classificados em: borrachas ou
elastomeros; plasticos; e fibras. Com relagdo a capacidade de movimentagdo de elétrons, ou
seja, condugdo de corrente elétrica, os polimeros s3o classificados em condutores e ndo

60
condutores” .

Os polimeros condutores sdo materiais com estruturas que permitem o deslocamento
de elétrons, ou seja, apresentam uma sequéncia de ligacdes simples e duplas alternadas. Essa
estrutura resulta em uma alta conjuga¢do de rede de elétrons desemparelhados e
deslocalizados, os elétrons &, ao longo da cadeia polimérica, que leva a distribuigdo continua
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de estados energéticos, constituindo bandas de energia’™ .

A forma estrutural caracteristica de polimeros organicos em sua maioria € uma
estrutura molecular planar. Na estrutura conjugada, os orbitais de valéncia dos atomos de
. oy 3 o 2 : G & @ 7 =
carbono apresentam trés orbitais hibridos sp”, cujos principais 16bulos sdo co-planares em um
angulo de 120°, permitindo um elétron desemparelhado em cada atomo de carbono, Figura

13(a). Concomitantemente, o orbital 2p, tem seu eixo perpendicular aos orbitais hibridos sp*.

Figura 13 — Representagio esquematica da hibridizagdo sp” (a) ¢ de orbitais hibridos formando
ligagbes o ¢ w (b) em carbono.
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FONTE: Adaptado®.
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A interacdo de dois atomos de C vizinhos leva a sobreposi¢do de orbitais p,,
. o A . 62
resultando na formac¢do de uma ligacdo m e a ocorréncia de elétrons desemparelhados’™,

Figura 13(b).

A ligagdo dupla resultard, entdo, na formagdo de quatro orbitais, os orbitais ligantes
e T e os orbitais antiligantes 6* e *. A diferenca de energia entre os orbitais ¢ e 6* € grande,
enquanto a diferenga de energia entre os orbiais m e ™ € pequena. Desse modo, a interagdo
entre os orbitais ligantes 71 (HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular Orbital)
assemelha-se a banda de valéncia dos semicondutores inorganicos e, a interagdo entre os
orbitais antiligantes n* (LUMO, do inglé€s Lowest Unoccupied Molecular Orbital) assemelha-

se a banda de condugdo dos semicondutores inorganicos®.

Contudo, a teoria de bandas de energia ndo explica o fato da condutividade de
polimeros ndo estar associada aos elétrons desemparelhados, e sim a portadores de cargas de
spin zero. Nesse sentido, um novo modelo para explicagdo se baseia na existéncia de defeitos
estruturais na cadeia polimérica, originados durante a polimerizagdo, como a criagdo de niveis
de energia entre a regido dos orbitais ligantes e antiligantes, ou seja, no meio da regido de
gap. Esses niveis de energia intermediarios que vao possibilitar a movimentacio das cargas,

sendo armazenadas em estados chamados solitons, polarons e bipolarons %

Os polimeros condutores vém ganhando cada vez mais utilizagdo em diversas
aplicagdes e, a principal classe de polimeros condutores inclui o poliacetileno, polipirrol,
polianilina, politiofeno, policarbazol, polifluoreno, onde todos eles, com exce¢do do

poliacetileno, apresentam estruturas aromaticas de alta conjugagio de elétrons **.

Varios fatores podem influenciar nas propriedades finais do polimero, como:

* A natureza do mondmero, que indica o tipo de interag@o intermolecular e afeta
propriedades como solubilidade, pontos de fusdo e ebuligio;

* O processo de polimerizagdo, que pode definir aspectos como espessura,
densidade;

* A estrutura do polimero, que permite a exposi¢do de grupos funcionais;

* O grau de cristalinidade, que define a organizagdo do arranjo estrutural,
existindo polimeros amorfos ou cristalinos, que por sua vez afetam a
transmitancia da luz, fazendo com que o material final possa ser transparente,
translicido ou opaco;

* A adigdo de aditivos ou cargas.
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O processo de polimeriza¢do envolve um mecanismo de reagdo em cadeia, podendo
ser dividido em trés etapas: iniciagdo, propagacdo e terminagdo. A iniciagdo consiste na fase
inicial para promogdo de espécies particularmente reativas a partir do mondmero, podendo ser
radicais livres, ions ou complexos de coordenacdo. A propagacdo, considerada a fase
determinante, ¢ uma etapa muito rapida e promove o crescimento da cadeia e a regularidade
estrutural. A terminacdo ¢ a fase final de crescimento da cadeia, caracterizada por reagdes de
poliadi¢do. Esses mecanismos podem ser provocados por agentes fisicos, como radiagdes
eletromagnéticas e os elétrons ou agentes quimicos, entre os quais se destacam o0s

percompostos, azoderivados, acidos e bases de Lewis e ainda sistemas cataliticos™.

O mecanismo ocasionado por elétrons pode ser realizado por via eletroquimica e
consiste na aplicagdo de corrente ou potencial na célula eletroquimica contendo o monoémero
e um eletrdlito suporte, que conduz a formagdo de radicais livres, cations, anions ou
complexos, de vida curta. Essa via apresenta vantagens como boa reprodutibilidade,
metodologia simples™, controle da espessura do filme, ndo sendo necessaria a purificagdo do
polimero formado®, crescimento direto sobre a superficie do eletrodo, além de evitar a

incorporagdo de outras espécies, como os agentes oxidantes utilizados pela via quimica®’.

1.2.3.4 Polimero do acido 4-hidroxifenilacético

O acido 4-hidroxifenilacético (4-HF A, Figura 14) ¢ um composto eletroquimicamente
ativo, constituido por um derivado fendlico que contém grupos hidroxila (-OH) e carboxila (-
COOH) em sua estrutura e vem sendo estudado como monomero pelo Laboratorio de Filmes

Poliméricos e Laboratdrio de Biossensores (LAFIP/BIOSENS)*.

Figura 14 — Representagéo estrutural do acido 4-hidroxifenilacético.
HO
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A presenca dos grupos oxigenados contribui para uma melhor solubilidade em
solventes polares. Além disso, o grupo —OH atua como sitio para a iniciagdo da reagdo de
eletropolimerizag@o, sendo oxidado a um cation radical, conforme o mecanismo proposto por

Rodrigues e colaboradores’', representado na Figura 15.
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Figura 15 — Mecanismo de eletropolimerizagdo para o acido 4-hidroxifenilacético, representando a
iniciagdo por eletro-oxidagdo(i), a propagagdo pela formagdo de dimeros e, posteriormente, trimeros
(i1) e a terminagio da cadeia (ii1).
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Estudos de eletropolimerizagdo do filme polimérico do acido 4-hidroxifenilacético
[poli(4-HFA)] foram conduzidos por voltametria ciclica, Figura 16.

Figura 16 — Primeiro ¢ ultimo voltamograma ciclico da eletropolimerizagdo de poli(4-HFA) (a) ¢
deconvolucdo dos voltamogramas ciclicos dos processos de oxi/redugdo do poli(4HFA).
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Esses estudos revelaram um pico de oxidagdo irreversivel em +0,95 V, Figura 16(a),
referente a oxidag¢do do mondmero do acido 4-hidroxifenilacético na primeira varredura de
potencial, que tende a diminuir com a continua ciclagem de potencial, devido & diminui¢ao da

= L e ~ 68,69
concentracao das €specCies monomericas €m solugao T

As varreduras seguintes revelam a presenca de dois pares redox, sendo o primeiro par
mais pronunciado, com potencial de pico anoédico em +0,50 V e potencial de pico catddico em
+0,35 V, e o segundo par pouco pronunciado constatado por deconvolugcdo dos
voltamogramas ciclicos, com potenciais em cerca de +0,75 V e +0,56V, referentes aos
processos de oxidacdo e reducdo do poli(4-HFA), respectivamente’’, Figura 16(b). Os picos
referentes ao par redox do poli(4-HFA) tendem a aumentar com a continua ciclagem de

varreduras, indicando o crescimento da cadeia polimérica.

Silva e colaboradores’® mostraram que a polimerizacdo do poli(4-HFA) é fortemente
dependente do pH, pois o mesmo influencia na (des)protonagdo da estrutura do acido 4-HFA
durante o processo. Foi constatado que, em valores de pH acido, o monémero oxida em
potenciais mais anodicos e, em pH basicos, o potencial de oxidacdo ¢ deslocado para valores
mais catodicos, evidenciando uma facilidade na formag@o do cation radical. Porém, nesse pH
mais basico, a diferenga de potencial de pico anddico e catédico (AE,) aumenta e a
intensidade de corrente diminui, o que indica uma piora na transferéncia de elétrons,

sugerindo passivacdo da superficie.

Gomes® realizou estudos a respeito da relacdo entre a quantidade de nimero de ciclos
aplicados na eletropolimeriza¢do com a carga de oxidag@o e corrente de pico. Nesse trabalho,
foi mostrado que, tanto carga quanto os valores de corrente tem um aumento aproximado de
80% nos 20 primeiros ciclos, caindo para 40% até o 60° ciclo, diminuindo ainda mais com a
continuidade das varreduras. Isto estd de acordo com o principio de que quanto mais
varreduras, mais material ¢ formado sobre a superficie, aumentando a resisténcia elétrica

interface, dificultando a oxidagdo dos monomeros em solugéo.

Retomando ao mecanismo proposto na Figura 15, fica evidente que o filme polimérico
formado apresenta grupos carboxila expostos em sua estrutura. Esses grupos podem agir
como sitios de promogdo de ligagdo de biomoléculas que, quando combinados com agentes de

. ~ , . g ~ , . 73
ligacdes cruzadas, fornecem um método de imobilizagdo quimica™.
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1.2.4 Agentes de ligacdo cruzada

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a imobilizagdo de biomoléculas sobre a
superficie de eletrodos, de modo que eles podem ser divididos em dois grupos gerais:
imobilizagdo fisica e imobilizagdo quimica. A imobilizagdo fisica promove a intera¢do nao-
covalente das biomoléculas com o eletrodo, que ¢ muito eficaz na maioria das vezes, porém
resulta em uma orientacdo aleatoria que, por sua vez, pode causar dificuldade de exposi¢do de
sitios de interagdo destas biomoléculas com os alvos. A imobilizagdo quimica baseia-se na
promocdo de ligagdes covalentes entre a biomolécula e a superficie do eletrodo, sendo

facilitadas por interacdes de grupos expostos, obtidas pelo emprego de reacdes quimicas’".

Quando comparados os dois métodos, tem-se que o método de imobilizagdo quimica
apresenta uma imobiliza¢do orientada, levando, ao aumento da possibilidade de melhora na
sensibilidade do biossensor’>, caso a orientaco seja adequada para interacdo com o alvo. Um
procedimento padrdo em superficies carboxiladas para a imobilizagdo de sondas consiste em
preparar um ¢éster succinimidil e reagir com grupos amino, processo chamado de ativagdo de
superficie, onde os reagentes mais utilizados nesse caso sdo N-etil-N’-(3-
(dimetilamino)propil)carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) ”°, cujas estruturas

estdo mostradas na Figura 17.

Figura 17 — Representagéo estrutural de EDC ¢ NHS.
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O mecanismo da reagdo de ativacdo de superficies carboxiladas com EDC-NHS
envolve o ataque nucleofilico da hidroxila do grupo carboxila ao carbono eletrofilico do EDC,
para substituicdo do hidrogénio da hidroxila, formando um o-aciluréia [Figura 18(a)]. Esse
intermediario formado ¢ muito reativo e apresenta um tempo de vida curto, sofrendo hidrélise
na auséncia de um grupo amino, por isso a necessidade da presenga de NHS no meio

reacional simultaneamente’’.
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Figura 18 — Esquema representativo do mecanismo de ativagio de superficies carboxiladas por adigdo
de EDC-NHS.

‘ o-aciluréia

(b}

éster de succinimidila
FONTE: Autora, 2017.

Um ataque nucleofilico por NHS, Figura 18(b) produz o produto éster de
succinimidila com a liberagdo de ureia, correspondente ao reagente carbodiimida inicial,
produzindo um intermedidrio mais estavel, destinado a reagir preferencialmente com uma

: L - .1 78
amina primaria, para formar uma ligagdo amida’.

Para obter uma modificagdo mais completa, deve-se atentar para a escolha das
concentragdes de EDC e NHS. A mistura equimolar desses reagentes, em uma faixa de
concentragdo baixa (em torno de 5 mmol L), é uma opcdo apropriada para atingir o objetivo
desejado. Em outras palavras, a mistura equimolar leva a ativag@o da superficie com o éster de
succinimidila como produto final, evitando o aparecimento de subprodutos de reacdo

. ., .76
indesejaveis’.

A imobilizagdo orientada ¢ bastante almejada quando se trabalha com uma classe de
biossensores que emprega a imobilizacdo de anticorpos no sistema de biorreconhecimento,
denominada de imunossensores, devido a forma estrutural das biomoléculas utilizadas nessa

73
classe’.
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1.3 Imunossensores Eletroquimicos

A natureza da biomolécula a ser imobilizada no sistema de biorreconhecimento de um
biossensor € um fator essencial, uma vez que ela determinara a seletividade e a especificidade
do mesmo frente ao analito-alvo, além de ser um elemento caracteristico de distingdo que
pode levar a uma nova classificacdo dos dispositivos. Dessa forma, os biossensores podem ser

) . . . 28
classificados quanto a natureza da biomolécula em™:

*  Sensores enzimaticos, quando uma enzima € imobilizada;

*  Genossensores, quando DNA, RNA ou fragmentos sdo imobilizados;

*  Biossensores celulares ou microbioldgicos, que empregam a imobiliza¢do de
células;

*  Biossensores miméticos, caracterizados por um sensor sintético que mimetiza a
funcio de um biossensor natural; e

* Imunossensores, quando se baseiam na reagdo imunologica antigeno-anticorpo.

O surgimento dos imunossensores data da década de 1970 quando foi proposta a ideia

¥, O sistema idealizado deveria ter

de fixar anticorpos diretamente na superficie de sensores
algumas especificacdes, como a habilidade de detectar e quantificar o antigeno,
principalmente em amostras reais, dentro da concentragdo requerida e com um tempo de
resposta razoavel. Também deveriam ter a capacidade de repetir a medida no mesmo
dispositivo, além de ndo necessitarem da adi¢do de reagentes externos para transdugdo do
sinal®".

Atualmente, os dois tipos de transdutores mais utilizados em imunossensores sdo o
optico e o eletroquimico. Os transdutores Opticos, quando acoplados aos imunoensaios, tem
apresentado sensibilidade limitada. Em contraste, imunossensores eletroquimicos superam
este problema e sdo rapidos, simples e econémicos™, além de terem a vantagem de poderem
ser miniaturizados, tornando-se portateis®. Os imunossensores eletroquimicos, em conjuncio

com a nanotecnologia, apresentam também a possibilidade de detectar analitos em volumes

. 84
muito pequenos .

Em imunossensores eletroquimicos amperométricos, a intera¢do antigeno-anticorpo €
convertida em um sinal eletroquimico, como resposta de corrente elétrica, cujo sinal apresenta

. . . . . . A . 33
diferenca significativa em magnitude com o sinal do imunossensor na auséncia do alvo™.
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Devido a reagdo imunoldgica de antigeno-anticorpo sobre a superficie de
imunossensores, esses tém como maior vantagem a alta especificidade de ligagdo, podendo
levar a uma melhora na sensibilidade do sensor. A utilizagdo de anticorpos como sondas se
destacam, devido a alta afinidade com seus respectivos antigenos frente a uma amostra

; o . 5 K0
complexa, além de serem estaveis e versateis .

A associacdo de anticorpos com antigenos se da de forma ndo covalente, denominada
imunocomplexo e ¢ semelhante a interagdo de enzimas com seus substratos ou de hormdnios
com seus receptores, com a diferenca que o anticorpo ndo provoca nenhuma alteragio
irreversivel ao antigeno, podendo o imunocomplexo se dissociar em seus dois componentes.
Essa dissociac¢do pode ser atingida por altas concentra¢des de sal, pH extremo, detergentes e,

_— ~ ;e 85
em alguns casos, por competigdo em altas concentragdes do proprio epitopo puro .

Anticorpos ou Imunoglobulinas (Ig) sdo componentes do sistema imune, constituidos
por glicoproteinas, produzidos pelos linfécitos B que respondem a presenca de moléculas
estranhas ao organismo, os antigenos. A grande maioria dessas glicoproteinas possuem quatro
cadeias polipeptidicas arranjadas em uma estrutura em forma de Y, que contém duas unidades
idénticas chamadas cadeias pesadas (H, do inglés Aeavy) e, duas unidades idénticas de menor
tamanho, chamadas cadeias leves (L), onde cada cadeia leve se encontra ligada a uma cadeia
pesada, e as cadeias pesadas se interconectam covalentemente por pontes dissulfeto™,
representado esquematicamente na Figura 19.

Figura 19 — Representagdo esquematica da estrutura basica de um anticorpo com as cadeias pesadas ¢
leves, compreendendo as regides constantes € variaveis.
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As cadeias polipeptidicas sdo constituidas por estruturas primarias que permitem a
classificagdo dos anticorpos em cinco classes: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Cada cadeia
polipeptidica apresenta uma regido constante, chamada de Fragmento cristalizavel (Fc) e uma
regido variavel, sendo esta ultima a responsavel pela especificidade do anticorpo, pois ela
forma os sitios de ligagdes do antigeno, chamado de fragmento de ligagdo do antigeno (Fab,

do inglés Fragment Antigen-Binding)®.

Cada Fab apresenta um unico sitio de ligacdo do antigeno, chamado de epitopo,
composto pela regido variavel da cadeia L e a parte amino terminal da cadeia H, de modo que
o Fc ¢ constituido pela regido constante da cadeia L e da parte carboxiterminal de ambas

. 87
cadeias H”".

A especificidade do anticorpo com relagdo ao epitopo esta como fung¢do de sua
sequéncia de aminoacidos. Cada cadeia L e cada cadeia H da regido Fab apresenta trés sub-
regides distintas de sequéncias altamente varidveis, conhecidas como regides hipervariaveis.
Ao total, ha a presenga de seis regides hipervaridveis que sdo as regides determinantes de
complementariedade ao antigeno. A diversidade nessa regido € que diferencia a alta afinidade
dos anticorpos com seu antigeno especifico. E estimado que podem ser produzidos 10°
diferentes especificidades, partindo da estrutura molecular bésica e, dessa forma, um

. . .. , . 82
anticorpo individual normalmente reconhecerd apenas um antigeno .

Pesquisas direcionadas para a deteccdo de T, utilizando imunossensores
eletroquimicos, datam de 1999 quando Aboul-Enein e colaboradores®® relataram a construgao
de um imunossensor amperométrico por imobilizacdo do anticorpo Anti-T; em pasta de
grafite, obtendo sucesso na deteccdo de T; na auséncia de interferentes. Posteriormente, esses
pesquisadores relataram um segundo método, imobilizando a enzima L-aminoécido oxidase
ao invés de Anti-Ts, com intengdo de detectarem ambos HT, mas ndo obtiveram sucesso, pois
um influencia no sinal do outro®. Essa resposta foi melhorada quando o imunossensor foi

) - s . 190
acoplado a um sistema de analise de inje¢do sequencial .

Moldoveano e colaboradores” descreveram um imunossensor potenciométrico
utilizando micro sensores fabricados com eletrodos de pasta de grafite contendo nano po6 de
carbono modificado com maltodextrina ou a-ciclodextrina como matriz. Eles mostraram que a
detec¢do de Ts, na presenga de T4, depende da relacdo da concentracdo de ambos, e que os

resultados sofrem interférencia pela presenca de triptofano e serotonina.
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Silva™ desenvolveu um imunossensor para a deteccdo de T3 por imobilizagdo por
adsor¢do fisica do Anti-T; em eletrodos de grafite modificados com o composito de
politiramina e 6xido de grafeno reduzido eletroquimicamente, obtendo sucesso na detecgdo do

alvo T3, atingindo um limite de detec¢do de 0,001 ng mL™".

O desenvolvimento de um imunossensor para T3 que seja altamente especifico para a
forma livre, capaz de detectar a concentragdo presente na corrente sanguinea, que apresente
reprodutibilidade nas analises e estabilidade por determinado tempo, além de serem altamente
seletivos para diferenciacdo de T4 ¢ ainda um desafio proposto. A utilizagdo de uma
plataforma polimérica ativada com agentes de ligacdo cruzada para imobilizagdo quimica do
anticorpo, simultanea ao uso de nanomateriais para permitirem uma amplifica¢do do sinal de

resposta ¢ uma alternativa para tentar alcangar tais objetivos.

Os anticorpos ou biomoléculas em geral, imobilizados sobre matrizes poliméricas,
nanomateriais ou diretamente sobre a superficies de eletrodos, bem como esses materiais
isoladamente, podem ser estudados e caracterizados por uma diversidade de técnicas, que
incluem os métodos eletroquimicos, espectroscopicos, microscopicos e térmicos, abordados

nesse trabalho.

1.4 Caracterizacio dos eletrodos modificados e nanomateriais

Técnicas espectroscopicas e térmicas fornecem informagdes a respeito da estrutura e
algumas propriedades dos materiais, enquanto as técnicas microscopicas permitem uma
visualizagdo morfologica da superficie do eletrodo apds a modificagdo, onde aspectos como

morfologia, rugosidade e espessura de camada podem ser obtidos.

1.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura € uma técnica que envolve a utilizagdo de um
feixe de elétrons que promovem a ampliagdo de imagens com alta resolucdo e aparéncia
tridimensional.

Esta técnica € baseada na utilizagdo de um feixe de elétrons de pequeno didmetro para

explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do
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detector, cuja resposta modula o brilho de um tubo de raios catddicos, e que ¢ varrido em
sincronismo com o feixe eletrénico. O feixe de elétrons mais utilizado € originado de um
filamento de tungsténio (W) aquecido, guiado por um sistema de bobinas, possibilitando a
geracdo do sinal de imagem, por produgdo de elétrons e fotons que sdo coletados, detectados e
convertidos em um sinal de video™. A Figura 20 representa os componentes basicos de um

aparelho de microscopio eletrénico de varredura.

Figura 20 — Representacdo esquematica dos componentes de um MEV.
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O microscopio eletronico de varredura € constituido basicamente de uma coluna

optico-eletronica, Figura 20(a), que € a responsavel pela geragdo do feixe de elétrons gerados
pelo canhdo eletrénico; de um sistema de demagnifica¢do, Figura 20(b), ao qual um sistema
de lentes demagnifica a imagem para um tamanho final de 1 nm a 1 um ao atingir a amostra,;
da unidade de varredura, Figura 20(c) que consiste de bobinas defletoras que comandam o
ponto de impacto dos elétrons sobre a amostra; da camara de amostra, Figura 20(d), onde sdo
inseridas as amostras; de um sistema de vacuo, responsavel por atingir o vacuo apropriado
para as analises; do sistema de detectores, Figura 20(e), que coletam os sinais emitidos e sdo

. . . - . 94
acoplados ao sistema de visualizag@o da imagem™ .

1.4.2 Microscopia de Forca Atdmica

O principio basico da microscopia de forga atdmica consiste na medi¢do de forgas ou
interagdes entre uma ponteira e a superficie da amostra, a partir de um microscopio de forga

atdmica (AFM, do inglés Atomic FForce Microscope). Esta técnica permite uma caracterizagao
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em escala atdmica, obtida por varios métodos simultaneos, tornando-a mais completa. No
AFM, uma ponta ¢ acoplada a uma mola do tipo plana, cuja combinagdo ¢ chamada ponteira
(do inglés cantilever), que ¢ colocada em contato com a amostra. A medida que a ponteira se
aproxima da amostra, ha uma atracdo pela superficie devido a forgas atrativas, que vao
aumentando até que a distdncia seja tdo proxima que promove a repulsdo dos orbitais
eletronicos dos atomos e enfraquece a forga atrativa, onde a ponteira se dobra afastando-se da
amostra, Figura 21, podendo, entdo, ser operados nos modos contato e ndo-contato. Como
resposta a forca de intera¢do entre a ponta e a superficie, a mola é defletida®.

Figura 21 — Representagdo esquematica da movimentagdo de uma ponteira do AFM sobre a amostra
de acordo com a distancia e as for¢as interativas.
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FONTE: Autora, 2017.

Amostra

No modo contato, a separagio é da ordem de A e, assim, a forca de repulsio iénica
permite que a topografia da superficie seja mapeada em alta resolu¢do No modo ndo-contato a
separacdo entre a ponteira e a superficie da amostra ¢ da ordem de 10-100 nm, e as
informagdes sobre a superficie sdo obtidas por forcas como van de Waals, eletrostaticas,

. . 96 Jo , . o .
magnéticas, capilares, entre outras™. A resposta da anélise € obtida pela criagdo da imagem
da superficie da amostra sem destruicdo da mesma e apresenta como vantagem o estudo de

L. 97
materiais isolantes” .

1.4.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho (IV) fornece
informagdes estruturais de uma molécula, principalmente de seus grupos funcionais,
possibilitando a identificagio de compostos, pois cada composto apresenta um espectro

caracteristico. O principio basico de funcionamento estd baseado na absor¢do de energia ou
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radiag@o na regido do infravermelho por moléculas que apresentam um momento de dipolo,

que passam de um estado de menor energia para o estado excitado™ .

Um espectrometro de infravermelho € um equipamento que permite a realizagdo da
analise, sendo instrumentos dispersivos e de transformada de Fourier os instrumentos mais
usados. Nos de transformada de Fourier, o feixe de radiagdo IV ¢ dividido por um espelho
(divisor de feixes) em dois feixes perpendiculares: um ¢ desviado a um angulo de 90° e
enviado a um espelho fixo que o reflete de volta para o divisor; e o outro segue na direcdo
original e vai a um espelho mével que também o deflete para o divisor, porém que o faz variar
de trajetoria. Esses dois feixes se encontram no divisor e causam interferéncias construtivas e
destrutivas que dao origem ao interferograma. Esse feixe combinado passa pela amostra, que
absorve todos os comprimentos de onda caracteristicos e € captado por um detector, capaz de
comparar o interferograma obtido com um interferograma de referéncia’, como esta

representado na Figura 22.

Figura 22 — Diagrama esquematico de espectrofotometro de transformado de Fourier.
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FONTE: Autora, 2017.

O intererograma final passa pela operagdo matematica de transformada de Fourier, que
converte 0 mesmo em um espectro idéntico ao obtido por instrumentos dispersivos. A
vantagem desse instrumento estd na velocidade de geracdo de interferogramas, gerando um

X 199
espectro com melhor razdo sinal/ruido™.
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1.4.4 Analise Termogravimétrica

A técnica de analise termogravimétrica (TGA, do inglés Thermal Gravimetric
Analysis) permite a medigdo da mudanca da massa de uma substancia em fungdo da
temperatura, sendo esta ultima submetida a uma programag¢do controlada. Um termograma ¢
obtido como resposta, onde o percentual em massa em fun¢do da temperatura ¢ disposto em

e 100
forma de grafico .

O equipamento utilizado na analise TGA € constituido, basicamente, por uma
microbalanga, que permite medidas continuas da massa da amostra, Figura 23(a); um forno,
que opera em uma faixa especifica de temperatura, Figura 23(b); programador de temperatura,
que controla a velocidade de variacdo de temperatura do forno, Figura 23(c); termopares,
constituidos de dois condutores elétricos, sendo uma no ponto onde a temperatura ¢ medida, e
a outra a uma temperatura conhecida, Figura 23(d); e um sistema de fluxo de gas, que permite
a leitura da medida em atmosferas especificas'®, Figura 23(e).

Figura 23 — Diagrama esquematico de um equipamento de analise termogravimétrica.

(c)

FONTE: adaptadoml.

O método de analise térmica diferencial (DTA, do inglés Differential Thermal
Analysis) permite a comparagio da temperatura da amostra com uma amostra de referéncia
inerte, que sdo submetidos & mesma programagdo de aquecimento, pela adigdo de um
termopar na substancia inerte, Figura 23(f). Com o decorrer do tempo, a temperatura da
amostra e da referéncia se mantém iguais até a ocorréncia de qualquer alteracdo fisica ou

quimica na amostra.

Alteragdes provenientes de rea¢des quimicas podem liberar calor, caso de reacdes

exotérmicas, ficando, dessa forma, com uma temperatura maior que a temperatura de
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referéncia por um curto periodo de tempo, apresentando um pico acima da linha de base,
Figura 24(a), e; reagdes endotérmicas, apresentam um pico abaixo da linha de base, devido a
temperatura da amostra ser temporariamente menor que a temperatura de referéncia, Figura
24(b). Alteragdes fisicas, tais como a fusdo, solidificacdo e cristalizagcdo sdo registradas na

forma de deslocamento da linha de base'*, Figura 24(c).

Figura 24 — Representagdo de uma curva genérica em um experimento de TGA/DTA.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um imunossensor eletroquimico
para o diagnostico do hormonio tireoidiano triiodotironina — T a partir de eletrodos de grafite
modificados com o filme polimérico derivado do acido 4-hidroxifenilacético sobre o

nanocomposito 6xido de grafeno reduzido-nanoparticulas de ouro.

2.1 Objetivos especificos

v’ Sintetizar e caracterizar o Oxido de grafeno reduzido a partir do método de
oxidagao/esfoliagdo/reducdo quimica do po de grafite;

v' Incorporar o 6xido de grafeno reduzido sobre a superficie de eletrodos de grafite;

v’ Sintetizar nanoparticulas de ouro pelo método eletroquimico sobre a superficie do
eletrodo de grafite contendo o 6xido de grafeno reduzido;

v' Preparar o filme polimérico do acido 4-hidroxifenilacético por via eletroquimica sobre
eletrodos de grafite contendo o nanocomposito de oxido de grafeno reduzido-
nanoparticulas de ouro e sobre eletrodos de grafite sem modificagio;

v’ Caracterizar eletroquimicamente os eletrodos de grafite modificados com o
nanocomposito 6xido de grafeno reduzido-nanoparticulas de ouro e filme polimérico
do acido 4-hidroxifenilacético pela técnica de voltametria ciclica,

v' Imobilizar o anticorpo Anti-Triiodotironina como sonda na superficie do eletrodo de
grafite modificado;

v Detectar 0 hormonio triiodotironina como alvo;

v’ Avaliar a resposta eletroquimica do eletrodo modificado contendo a sonda e sua
interagdo com alvo pelas técnicas de voltametria de pulso diferencial e espectroscopia
de impedancia eletroquimica,

v’ Caracterizar morfologicamente a superficie do eletrodo de grafite modificado com os
nanomateriais € contendo as biomoléculas sonda e alvo;

v' Definir faixa de concentragio ideal para constru¢do da curva analitica;

v" Avaliar a estabilidade do imunossensor.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Solucdes preparadas para desenvolvimento do trabalho

Dispersdo aquosa de 6xido de grafeno 1 mg mL™;

Dispersdo aquosa de 0xido de grafeno reduzido 1 mg mL™;

Solugdo de acido cloridrico (HCI, 37%, Sigma Aldrich) 0,1 mol L

Solugdo estoque de acido perclorico (HCIO4, 70%, Quimibras) 0,5 mol L

Solugdo de cloreto de potassio (KCl, 99,89%, Neon) 3 mol L

Solugdo de ferro/ferricianeto de potassio (K4sFe(CN)s.3H20, 99,5%, Fluka Analytical e
K3Fe(CN)s, 99,0%, Acros Organics) 5 mmol L™ em meio de solu¢do de KCI 0,1 mol
L'l;

Solugdo estoque de acido tetracloroaurico (HAuCl4.3H20, 99,99%, Sigma Aldrich)
0,184 mol L,

Solucdo de HAuCl, 0,01 mmol L™ em meio de solucdo de acido sulfarico (H,SO4,
95,98%, Sigma Aldrich) 0,5 mol L

Solu¢do monomérica de acido 4-hdroxifenilacético (99,0%, Acros Organics) 2,5 mmol
L em meio de solugdo de HC1040,5 mol L™

Solugdo estoque de tampao fosfato (monohidrogenofosfato, Na,HPO,4, 98%, Neon, e
dihidrogenofosfato, NaH;PO,, 98%, Neon) 0,1 mol L pH 7,4;

Solugdo estoque de NHS 100 mmol L

Solucdo estoque de EDC (98%, Sigma Aldrich)100 mmol L,

Solugdo de anticorpo anti-T3 100 pg mL" em tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,4,
preparada a partir da dilui¢do do anti-T; concentrado obtido pela Sigma Aldrich
(P.A)), apos quantificacdo do mesmo pelo espectrofotometro Biodrop;

Solugdo de anticorpo anti-Tz 1 pg mL! em tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,4;
Solugdo de etanolamina (C,H7N) 0,1 mol L

Solucdo estoque de glicina (C;HsNO,) 50 mmol L;

Solucdo de horménio T3 200 pg mL™ preparada a partir da adicdo de etanol (99,8%,
Alphatec) e tamp3o fosfato 0,1 mol L™, pH 7,4, na propor¢do de 1:1 ao Ts obtido pela
Sigma Aldrich (P.A.) como po;

Solugdo de hormonio Tz 2 pg mL" em tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,4.
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Todas as solu¢des foram preparadas com agua deionizada em sistema Master System,
(Gehaka), com condutancia de 0,05 uS. A agua utilizada para preparo da solugdo tampao foi

previamente autoclavada utilizando equipamento especifico modelo Vitali 21 L.

As massas dos reagentes foram medidas em uma balanga analitica modelo Shimadzu
AUW220D. Os volumes dos reagentes foram medidos em micropipetas volumétricas de
diferentes volumetrias. As solugdes foram preparadas em baldes volumétricos apropriados ou,
quando em volume muito pequeno, foram preparadas diretamente em eppendorf de volume

apropriado.

Todas as solugdes foram preparadas no momento da utilizagdo, exceto as solugdes
descritas como estoque, que foram mantidas sob resfriamento (-12° C para as solugdes de
biomoléculas e 4° C para as demais solugdes). Foi borbulhado gas nitrogénio ultrapuro por
40 minutos nas solu¢des que foram colocadas em célula eletroquimica antes da utilizagdo para

remogdo do gas oxigénio dissolvido e o trabalho foi conduzido a temperatura ambiente.

3.2 Equipamentos e métodos

3.2.1 Sintese de oxido de grafeno e 6xido de grafeno reduzido

O ¢xido de grafeno (OG) foi preparado a partir de oxidagdo quimica do po de grafite
(99% Sigma Aldrich) seguindo uma modificagio do método de Hummers'®. Resumidamente,
a reagdo foi conduzida pela adicdo de 6 g de KMnO4 (P.A)) e 2 g de NaNO; (84,99%,
Labsynth) em um béquer contendo 50 mL de H2SOy4 (95,98%, Sigma Aldrich) e 2 g do po6 de
grafite, em um banho de gelo por 10 minutos, resultando em uma mistura de coloragdo preta,
a qual foi aquecida em banho de 6leo a 42° C. A mistura foi agitada mecanicamente por uma
hora, seguida de adig¢@o de duas por¢des de 95 mL de agua destilada, e continua agitagdo por
mais 30 minutos, onde uma mudanga da coloragdo da mistura de preto para marrom foi
observada. Finalmente 20 mL de H2O; (29%, Synth) foram adicionados a mistura reacional e

agitados por mais 10 min.
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Ao término, a mistura foi resfriada a temperatura de trabalho (22° C) e levada para
centrifugacdo no equipamento Centrifuge 5804R a 9000 rpm por 15 minutos. O precipitado
obtido foi seco em estufa a 55 °C por sete dias. Depois de seco, o precipitado de OG foi
macerado em almofariz de vidro até¢ a obtencdo de um p6 e o mesmo foi armazenado sob

protecdo da luz solar, como representado na Figura 25(a).

Figura 25 — Esquema representativo das etapas de sintese quimica de OG (a) ¢ OGR (b).
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FONTE: Autora, 2017.

(b)

A preparagdo de 6xido de grafeno reduzido (OGR) foi realizada a partir da reducdo
quimica de 1 L de uma dispersdo aquosa de OG 1 mg mL™ preparada a partir de 2 h de
ultrasonica¢do do material sintetizado com agua destilada, que resultou em uma dispersido de
coloragdo marrom. Primeiramente, o pH da dispersdo de OG foi corrigido para 10 por adigdo
de 1,4 mL de NH4OH (30%, Synth), aguardando-se 10 minutos e, entdo, S mL de hidrazina
(N2H4, 64%, Dinamica) foram adicionados como agente redutor. Essa mistura foi agitada
mecanicamente em um banho de 6leo a 95 °C por 1 hora, onde foi observada a restauracdo da
coloragdo preta no meio reacional e, depois, resfriada até a temperatura do ambiente (22° C).
Assim como o OG, a mistura foi levada para centrifugacdo, secagem em forno, maceragdo do
po e estocagem sob protecdo da luz solar, como representado pela Figura 25(b). Em sequéncia
uma dispersdo de OGR foi preparada por 8h de ultrasonicacdo com agua destilada, com

concentracdo de 1 mg mL™ e estocada em geladeira (4° C).

=B
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3.2.2 Caracterizacdo do oxido de grafeno e 6xido de grafeno reduzido

Analises de TGA/DTA foram realizadas para uma caracterizagdo do comportamento
térmico de oxido de grafite e oxido de grafite reduzido sintetizados. Para tanto, foi utilizado
um analisador térmico Shimadzu, modelo DTG 60H, Figura 26, do Laboratério Mulitusuario
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU). Os termogramas
foram obtidos a partir de 6 mg de cada composto, na faixa de temperatura de 20 a 1000 °C,
numa taxa de 10° C min™, sendo a taxa de fluxo programada para 50 mL min"' em atmosfera
de nitrogénio.

Figura 26 — Analisador térmico Shimadzu modelo DTG 60 H.

A leitura das medidas de infravermelho foi realizada em um espectrofotometro Perkin
Elmer spectrum 1000, Figura 27(b), resolugio de 4 c¢m™ de FT-IR do Laboratério de
Multiusuario do IQ-UFU. Foram obtidos espectros na regido de 4000 a 500 cm™. Pastilhas de
KBr contendo 6xido de grafite e 6xido de grafite reduzido, separadamente, foram preparadas

por prensagem, Figura 27(a).

Figura 27 — Prensa Shimadzu modelo DTG 60 H (a) ¢ espectrofotdmetro Perkin Elmer spectrum

1000 (b).

()

Uma analise das morfologias dos nanomateriais foi efetuada utilizando o microscépio
eletronico de varredura Tescan modelo Vega3 LMU de emissdo de campo, Figura 28(a), do

Laboratério de Mulitiusuarios do IQ-UFU, onde ampliagdes de 30 000 vezes foram
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registradas. As amostras foram metalizadas com ouro por um revestidor de pulverizagdo
Quorum 150 R, Figura 28(b) durante 90 segundos, perfazendo um recobrimento de 5 nm com

uma corrente de 20 mA.

Figura 28 — MEV Tescan modelo Vega3 LMU (a) ¢ revestidor de pulverizagdo Quorum 150 R (b).
() _— (b) =1
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Para realizar as analise de microscopia eletrénica de varredura, a dispersdo de 6xido de
grafeno (1 mg mL™) foi tratada com ultrassom e, utilizando uma micropipeta, 2 pL do
sobrenadante foram transferidos para a superficie de mica recém clivada e espalhado pela
mesma com um jato de nitrogé€nio ultrapuro. A analise foi realizada no microscopio de forga
atdbmica Shimadzu modelo SPM 9600, Figura 29, do Laboratorio de Fisica da UFU. As
imagens foram obtidas no modo contato-estatico gravadas simultaneamente em temperatura
ambiente. Para tanto, um canftilever comercial de nitreto de silicio de 2,9 um, foi utilizado na
leitura e os valores de altura média (Rz), rugosidade média (Ra) e rugosidade média

quadratica (Rq) foram calculados usando o software SMP Offline - HeightTrace.

Figura 29 - AFM Shimadzu modelo SPM 9600.
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3.2.3 Preparacdo dos eletrodos utilizados e da célula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato CH Instruments
modelo 760C, Figura 30(a) e em um potenciostato/galvanostato da Autolab modelo
PGSTAT302N e médulo FRA, Eco Chemie, Utecht, Figura 30(b), do LAFIP/BIOSENS. Os
potenciostatos sdo acoplados a computadores contendo os softwares CHI, GPES e NOVA,
respectivamente, para o controle dos parametros durante a realizacdo dos experimentos e
aquisi¢do dos dados. As respostas eletroquimicas foram obtidas por meio das técnicas de
voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial, cronoamperometria e de impedancia.

Figura 30 - Potenciostato CH Infruments modelo 760C (a) e potenciostato/galvanostato Autolab
modelo PGSTAT302N (b).

CH Instruments S - —
ochemical Anatyzer Y

Llectre

POTENCIOSTATO 3

(a) (b)

O sistema eletroquimico foi composto de uma célula eletroquimica de trés eletrodos
com capacidade de 25 mL. O contra-eletrodo foi constituido de uma placa de platina, 2 cm*de
area geométrica, que foi limpo periodicamente a partir do aquecimento com chama ao rubro.
O contato elétrico do mesmo foi feito por um fio de cobre e os mesmos foram colocados no
interior de uma ponteira de capacidade de 1 mL (ponteira azul) com a finalidade de

revestimento e facilitagdo do manuseio do mesmo, Figura 31(a).

O eletrodo de referéncia foi um eletrodo de Ag/AgCl, onde uma placa de prata, 4,5 cm
x 2 mm, foi polida com palha de aco e submetida a uma cronoamperometria em solugdo de
HCI 0,1 mol L™, potencial +0,7 V por 180 s, onde um eletrodo de platina e um eletrodo
comercial de Ag/AgCl serviram como eletrodo auxiliar e eletrodo de referéncia,
respectivamente. Dessa forma, o sal insoluvel de AgCl foi eletrodepositado sobre a prata,

deixando cerca de 5 mm da extremidade da mesma limpa. A placa foi, entdo, imersa em
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solugdo de KCI 3 mol L contida em uma ponteira azul, revestida em sua ponta com uma

membrana semipermedvel de bateria, Figura 31(b).

Figura 31 - Eletrodo auxiliar de platina (a) ¢ eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (b).

(a)
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O eletrodo de trabalho foi um eletrodo de grafite (EG) artesanal fabricado a partir de

discos de grafite de 6 mm de didmetro e espessura entre 1 — 3 mm, previamente cortados de
uma barra de grafite (Alfa Aesar, 99,9999%). Uma peca de latdo de formato cilindrico
contendo uma rosca em uma das extremidades foi acoplada em um suporte de teflon e, na
extremidade lisa do latdo foram colados os discos de grafite com cola de prata. Apos o tempo
de cura da cola de prata, 24 horas, os espagos entre o disco de grafite, o latdo e o teflon foram
preenchidos com cola adesiva epdxi e esperado mais 24 horas para secagem da mesma, como

representado na Figura 32.

Figura 32— Representagio esquematica de cada ctapa de preparagio dos eletrodos de grafite.
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FONTE: Autora, 2017.

Os eletrodos de grafite (EG) foram polidos manualmente em lixas d’agua 400 e 2000,
seguido de polimento em feltro com suspensdo de alumina 0,3 um. Os EG foram lavados com
agua destilada em banho de ultrassom por 1 minuto, trocando-se a agua e fazendo mais duas

lavagens de mesmo tempo. Finalmente, os EG foram secos sob fluxo de nitrogénio e
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rosqueados em uma base condutora de latdo envolvida com teflon, como mostrado na Figura

33.

Figura 33 — Eletrodos de grafites prontos para uso juntamente com base condutora de latdo.

A vantagem da fabricacdo desses eletrodos estda na possibilidade de serem
desmontados apos o uso, ou seja, os discos de grafite juntamente com a cola adesiva epoxi em
volta podem ser removidos, tornando o latdo disponivel para a colagem de novos discos de
grafites, sendo assim, reutilizaveis. Outra vantagem estd no baixo custo de fabricagdo dos
mesmos quando comparados a aquisi¢cdo de eletrodos comerciais. Assim, esse sistema de trés

eletrodos descritos foi utilizado em todas as analises realizadas nesse trabalho.

3.2.4 Selecdo dos eletrodos de grafite

Os eletrodos de grafite foram condicionados eletroquimicamente por meio de
varreduras de potencial em solucdo do eletrélito suporte HCIO4 0,5 mol L, na qual sio
realizados ciclos de voltametria até estabilizagdo da corrente ndo-faradaica, na faixa de
potencial de 0,0 V a +1,0 V, com velocidade de varredura de 50 mV s Os eletrodos foram
lavados em agua destilada e secos em fluxo de nitrogénio. Foi estabelecido que os valores de
corrente entre diferentes eletrodos devem ser proximos a 25 pA para serem considerados
aptos para o trabalho eletroquimico. Esses parametros constituem a base para sele¢do dos EG

nos estudos dos nanomateriais e quando hé variagdes nos mesmos, os EG s3o descartados.

3.2.5 Incorporacio do oxido de grafeno reduzido sobre a superficie de grafite

A dispersdo de 6xido de grafeno reduzido (OGR) 1 mg mL™ previamente preparada
foi ultrasonicada por 20 minutos e deixada em repouso por 10 minutos antes da utilizagdo.

Inicialmente foram testados diferentes volumes de OGR e, para tanto, 10, 20, 30 ou 40 uL
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foram retirados do sobrenadante com o uso de uma micropipeta, evitando a pipetagem de
particulas sedimentadas. Este volume pipetado de OGR foi gotejado sobre a superficie do EG
e levado para secagem em forno a 50° C para evaporagdo da dgua. Os EG modificados com

OGR foram resfriados a temperatura de trabalho e constituem o EG/OGR.

3.2.6 Eletrodeposicdo das nanoparticulas de ouro sobre a superficie de EG/OGR

Os EG/OGR foram imersos na célula eletroquimica contendo solugdo 0,01 mmol L™
HAuCl4; em meio de H,SO,4 0,5 mol L' e a técnica utilizada para a reducdo das AuNP foi a
cronoamperometria, em potencial fixo de -0,25 V, variando-se os tempos de eletrodeposicio
em 20, 30, 40, 50 e 100 s. Ao término, os EG/OGR modificados com as nanoparticulas de
ouro (AuNP) foram lavados com agua destilada, sendo chamados de EG/OGR-AuNP.

3.2.7 Avaliacio da faixa de potencial e numero de ciclos da eletropolimerizacdo do

acido 4-hidroxifenilacético sobre EG/OGR-AuNP

O EG/OGR-AuNP foi transferido para uma célula eletroquimica contendo a solugdo
monomeérica do acido 4-hidroxifenilacético 2,5 mmol L' em meio de HCIO, 0,5 mol L.
Utilizando uma velocidade de varredura de 50 mV s, foram realizados estudos da faixa de
potencial e numero de ciclos para eletropolimerizagdo, baseando-se nos estudos previamente
realizados pelo grupo LAFIP/BIOSENS. Primeiramente, fixando a faixa de potencial de -0,6 a
+1,2 V, foi avaliado o numero de varreduras durante a eletropolimeriza¢do do filme poli(4-

HFA) sobre o EG contendo o nanocompésito, aplicando-se 10, 20, 30 e 40 ciclos.

Posteriormente, foi averiguado se a faixa de potencial influenciaria no perfil
eletroquimico do filme sobre o nanocompdsito. Assim, foram testadas 6 faixas de potencial
diferentes, fixando o numero de 20 ciclos de varreduras e potencial. As faixas escolhidas
podem ser divididas em dois grupos: no primeiro, o Ep; foi fixado em +1,2 V e alterado o
Enin em -0,6, -0,4 € -0,2 V; no segundo, o E; foi fixado em +1,1 V e alterado o Ep em -0,6,

-0,4 ¢ -0,2 V. Apos definigdo desses parametros, foi realizada a eletropolimerizagéo do poli(4-
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HFA) sobre EG na auséncia do nanocompdsito, utilizando as mesmas condi¢des determinadas

para EG/OGR-AuNP.

Ao término da eletropolimerizagdo, o EG/OGR-AuNP j4 modificado com poli(4-HFA)
passa a ser denominado de EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), sendo lavado em agua destilada e
submetido a 2 ciclos de voltametria somente em solucdo do eletrélito suporte, na mesma faixa
de potencial utilizada durante a eletropolimerizagdo, para remog¢do de mondmeros

remanescentes.

Quando os EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) ndo foram utilizados no mesmo dia para
realizagdo das proximas etapas, os mesmos foram mantidos em um recipiente com atmosfera
de nitrogénio na geladeira (4° C). Um esquema representativo das etapas de modifica¢do dos

EG com os nanomateriais pode ser visto na Figura 34.

Figura 34 — Esquema representativo da modificacdo do EG com o nanocomposito e filme polimérico.

Sledmedie Eletropoli-
FORNO Slotroquimic merizagéo
50°C AuNP " |Poli(a-HFA)
-0,25V -0,4a+,1V
EG EG/OGR EG/OGR-AuNP EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)

FONTE: Autora, 2017.

3.2.8 Caracterizacio eletroquimica e estudo de transferéncia de carga dos eletrodos de

grafite modificados

Apds cada etapa de modificagdo, os eletrodos de grafite foram submetidos a
varreduras em HCIO, 0,5 mol L fazendo-se ciclagens de voltametria até a estabilizacdo da
corrente, na faixa de potencial inicialmente realizada no EG antes da modifica¢do. Essa
varredura permitiu efetuar a avaliacdo do perfil eletroquimico dos EG modificados, que
passaram a ser usados como critérios para a escolha dos eletrodos a serem utilizados nas
proximas etapas, na qual eletrodos que apresentaram picos de redugio/oxidacdo fora dos E,,

ou até¢ mesmo um perfil distorcido foram descartados.
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Também foi realizada voltametria ciclica em solucdo de KCI 0,1 mol L contendo
K Fe(CN)¢/KsFe(CN)s 5 mmol L7 apés cada etapa de modificacdo da superficie. Os
parametros como faixa de potencial, velocidade de varredura e numero de ciclos sdo os
mesmos utilizados nos estudos com o eletrodo de grafite sem modificacdo. O ultimo ciclo foi

utilizado para o estudo, onde foi possivel calcular a carga envolvida, pela equagdo
g=1I.t (eq. 1)

onde Q ¢ a carga (C), I ¢ a corrente (A), sendo o valor de I, aplicado e, t € o tempo (s), obtido

ao dividir o valor de E, pela velocidade de varredura.

3.2.9 Imobilizacdo de biomoléculas na superficie do EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)

para construcdo do imunossensor

Inicialmente, a superficie de EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) foi ativada com solugdo
equimolar de EDC-NHS, sendo gotejados 10 ul. da mesma sobre a supertficie dos eletrodos,
ficando em contato com a superficie por 10 min. e, posteriormente, os eletrodos foram
lavados com agua destilada por 15 s, para remogdo do excesso de reagente. Em seguida, 10
uL da solucdo do anticorpo anti-T; foram gotejados sobre a superficie ativada dos eletrodos e
foram deixados em contato por 30 minutos, seguido de lavagem com tampao fosfato 0,1 mol
L pH 7.4, por 15 s, para remog¢do dos anticorpos ndo ligados. A etapa seguinte consistiu no
gotejamento de 10 pL da solucdo de etanolamina (EA) 0,1 mol L. Essa solugdo ficou em
contato com a superficie por 5 minutos e, depois os eletrodos foram lavados em agua

destilada por 15 segundos.

Posteriormente, foram gotejados 10 uL. de uma solugdo bloqueadora de glicina (50
mmol L'l) sobre os eletrodos contendo a biomolécula do Anti-T3, ficando em contato por 1
hora, seguido de lavagem com éagua destilada por 15 s. Esses eletrodos, prontos para detecgdo

do alvo, foram denominados EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA.

Por fim, 10 pL da solu¢@o do alvo Tz foram gotejados sobre a superficie dos eletrodos
modificados contendo a sonda e deixado em contato por 30 minutos, para permitir a interagao
sonda-alvo e, posteriormente, o0 mesmo foi lavado em tampao fosfato 0,1 mol L7 pH 7.4, por

15 s, para remoc¢do das biomoléculas de T3 que ndo interagiram. ApoOs esse contato a
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plataforma passou a ser denominada de EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/ALVO. Um esquema

representativo das etapas de preparagdo do imunossensor € representado na Figura 35.

Figura 35 — Esquema representativo das diversas etapas de preparagdo do imunossensor para

diagnédstico do hormoénio tireoidiano T;.

EG/OGR-AuNP/| ﬁoli(4-HFA)l ALVO EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA - sem bloqueio

FONTE: Autora, 2017.

3.2.10 Avaliacdo das concentracdes e tempo de interacdo sonda-alvo

Fez-se necessario um estudo simultdneo a respeito da concentracdo da sonda e
concentracdo do alvo, a fim de verificar quais dessas concentragdes apresentariam a maior
diferenca entre os sinais de resposta eletroquimica obtidos entre sonda e alvo, ou seja, o maior
gap. Desse modo, trés concentragdes diferentes de sondas foram utilizadas, sendo 0,1, 1,0 e
10,0 pg mL™. No sentido de garantir um excesso de alvo para interagio com a sonda, foi
utilizada para o alvo o dobro das concentragdes da sonda, sendo 0,2, 2,0 e 20,0 ug mL™,

respectivamente.
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Para cada concentracdo de sonda, foram utilizados dois eletrodos diferentes. Um
eletrodo era construido até a etapa da molécula de bloqueio, ou seja, constituia 0 EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA)/SONDA, enquanto o outro eletrodo também era construido até esta etapa
e colocado em contato com o alvo na concentragdo especifica referente a concentragio
utilizada para sonda. Assim, foram efetuados estudos utilizando eletrodos entre os pares
Sonda 0,1 pg mL™! e Alvo 0,2 ug mL™"; Sonda 1,0 ug mL" e Alvo 2,0 ug mL™"; Sonda 10,0

ng mL™! e Alvo 20,0 pg mL™. Este estudo foi realizado em um tempo inferior a 5 dias.

Visto que a etapa de interagdo sonda-alvo € uma das etapas determinantes para o
sucesso do diagndstico do hormdnio T3, foi realizado estudo a respeito do tempo de interagdo
entre sonda-alvo, variando os tempos de interagdo em 20, 30 e 40 minutos. Os demais tempos
utilizados para as outras etapas de interagcdo, ou seja, os tempos de ativagdo, imobiliza¢do da
sonda, lavagem com etanolamina e interagdo com bloqueio, foram escolhidos com base no

trabalho de Silva'®*

O estudo do sinal eletroquimico dos eletrodos descritos acima foi realizado por
medidas de deteccio em K Fe(CN)s 5 mmol L em meio de solugdo de KCI 0,1 mol L™
utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial, com amplitude de S0 mV, na faixa de

potencial de 0,0 a +0,5 V e velocidade de varredura de 20 mV st

3.2.11 Caracterizacio eletroquimica do imunossensor

A fim de evidenciar e justificar algumas etapas da constru¢do do imunossensor, foram
realizados estudos eletroquimicos para monitoramento do valor de Ip, referente ao EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA)/SONDA (1 pg mL™) no processo oxidativo do Fe*" a Fe’™ em solugdo de

K4Fe(CN)s 5 mmol L™ contida na solugdo de KCI 0,1 mol L, utilizando a técnica de

2

voltametria de pulso diferencial, com amplitude de S0 mV, na faixa de potencial de 0,0 a +0,5

V e velocidade de varredura de 20 mV s™.

O primeiro estudo foi para avaliagdo da presenca da sonda biologica sobre a
plataforma construida, comparado com EG sem modificagcdo e somente em EG/OGR-AuNP.
Assim, foram utilizados os sinais de resposta dos eletrodos sem a sonda como referéncias para

comparagdo dos sinais apoOs interagdo com a sonda, chamado entdo de EG/SONDA,
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EG/OGR-AuNP/SONDA e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA. O procedimento de
imobilizagdo da sonda foi o mesmo descrito no item 3.2.9, exceto para os sistemas sem filme

polimérico, onde ndo houve a etapa de ativagdo com EDC-NHS.

Outros dois estudos com relagdo ao procedimento de imobilizagdo foram realizados,
sendo um com relagdo a utilizagio de EDC-NHS 100 mmol L ¢, posterior lavagem com

etanolamina 0,1 mol L; e o outro com relagio a utilizagdo de glicina 50 mmol L™ como

agente bloqueador. Para o primeiro, foram utilizados os sinais eletroquimicos obtidos por
detec¢do de EG/IOGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA ativados e ndo ativados com EDC-NHS e
também as respostas de EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) sem contato com a sonda para
comparacdo do sinal eletroquimico. J4 para o estudo do bloqueio, fez-se uma comparagio dos
sinais obtidos com EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA bloqueados e EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA)/SONDA nio bloqueados com glicina. O procedimento de imobilizagdo da

sonda foi o mesmo descrito no item 3.2.9 considerando as restri¢des impostas para cada caso,

como as etapas de ativagdo para o primeiro, € as etapas de bloqueio para o ultimo.

Para complementa¢do do estudo e também um melhor entendimento dos processos e
interagdes que ocorrem na superficie dos eletrodos, foram realizadas medidas de detecgdo
utilizando a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) nos seguintes
eletrodos: EG, EG/OGR-AuNP, EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), EG/OGR-AuNP/poli(4-
HFA)/SONDA e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/ALVO. Essas medidas foram realizadas em
solugio de KCI (0,1 mol L™), contendo par redox K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s (5 mmol L™),

variando-se a faixa de frequéncias de 10.000 a 0,01 Hz, com amplitude de 10 mV.

3.2.12 Caracterizacdo morfologica das etapas de construcio da plataforma

Cada etapa de modificagdo do EG com o nanocompoésito OGR-AuNP e filme poli(4-
HFA) foi caracterizada morfologicamente por analises de MEV e AFM. Ja as etapas de
biofuncionalizag@o, ou seja, imobiliza¢do de biomoléculas sonda e alvo e adi¢do de molécula
bloqueadora foi analisada por AFM. Os equipamentos e os parametros utilizados para

realizagdo dessa analise foram os mesmos descritos no item 3.2.2.
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3.2.13 Definicdo da faixa de concentracdo e construcdo de curva analitica

Tendo definido todos os parametros de constru¢do do imunossensor, foram realizados
dois estudos: o estabelecimento da faixa de concentragdo e a constru¢do da curva analitica.
Uma vez que a concentragdo de T3iwe) presente no sangue ¢ de 2,50 a 3,90 pg mL'l, oS
estudos de construcdo da plataforma foram realizados utilizando concentragdo de T3 de 2,00

ng mL?, sendo necessario efetuar dilui¢des de T3 até o sinal analitico atingir o sinal de

comparacdo que, neste caso, ¢ o sinal de resposta da sonda Anti-T; 1,00 pg mL™". Nesse
sentido foram feitas dilui¢des do Tz 2,00 pg mL", utilizando tampao fosfato 0,1 mol L pH
7,4, como solvente. As concentra¢cdes de T3 utilizadas para o estabelecimento da faixa de
concentragdo foram: 2,00 107 g mL™, 2,00 10®* g mL™, 2,00 10° g mL™, 2,00 10" g mL™,

2,00 10" gmL™, 2,00 10" gmL" ¢2,00 10" gmL™.

Tendo obtido a faixa de concentragdo, foi construida uma curva analitica variando-se a
concentragdo do alvo T; na faixa de concentra¢do presente no sangue, onde as concentragdes

de T; utilizadas foram: 1,0 pg mL™, 2,0 pgmL™, 3,0 pgmL™, 4,0 pgmL™" € 5,0 pg mL™.

Todas as detec¢des descritas acima foram realizadas com os mesmos pardmetros
utilizados anteriormente, via monitoramento do valor de Ip do processo de oxidagdo do Fe*’
proveniente de K4Fe(CN)s (5 mmol L™) em meio de solugio de KCI (0,1 mol L™) utilizando a
técnica de VPD com amplitude de 50 mV, na faixa de potencial de 0,0 a +0,5 V e velocidade

de varredura de 20 mV s\,

3.2.14 Estudo de estabilidade do imunossensor

Com o intuito de verificar a ocorréncia de variacdo no sinal de resposta do
imunossensor proposto ao fazer a estocagem para posterior utiliza¢do, foi realizado um estudo
de estabilidade. Para tanto, véarias plataformas EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) foram
construidas, segundo mesmos parametros ja definidos durante o trabalho. Seguindo as etapas
de biofuncionalizagdo descritas no item 3.2.8, os EG/OGR-AuPN/poli(4-HFA) foram
submetidos a imobilizagdo de biomoléculas até a etapa de imobilizag¢do da molécula de

bloqueio e, em seguida armazenados.
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Os EG/OGR-AuPN/poli(4-HFA)/SONDA foram estocados sob refrigeracdo abaixo de
0 °C, em atmosfera de nitrogénio. Os testes de estabilidade foram feitos a cada 5 dias, durante

um periodo de 40 dias.

Nos dias definidos para analise, os EG/OGR-AuPN/poli(4-HFA)/SONDA eram
retirados da refrigeracdo e deixados aquecer a temperatura de trabalho (22 °C). Em seguida o
alvo T 2,0 pg mL™ era gotejado sobre o eletrodo e deixado em contato por 30 minutos,

seguido de lavagem em tampdo fosfato 0,1 mol L.

Foram monitoradas as respostas de Ip do processo de oxida¢do do Fe*" proveniente de
K4Fe(CN)s (5 mmol L") em meio de solugdo de KCI (0,1 mol L) utilizando a técnica de
VPD, com amplitude de 50 mV, na faixa de potencial de 0,0 a +0,5 V e velocidade de

varredura de 20 mV s*.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Caracterizacio dos nanomateriais sintetizados

Imagens dos materiais obtidos por sintese quimica pelo método de
oxidagao/esfoliagdo/reducdo e suas respectivas dispersdes aquosas podem ser visualizadas na
Figura 36.

Figura 36 — Foto ilustrativa do 6xido de grafite obtido por oxidagdo quimica do pé de grafite ¢

dispersdo aquosa de OG (a) ¢ oxido de grafite reduzido obtido pela redugdo quimica de OG ¢
dispersdo aquosa de OGR (b).
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As fotos ilustrativas do material solido evidenciam as diferencas de compactacdo na
fase solida, bem como diferengas na solubilidade em solventes polares (agua). Pode ser
observado que a preparacdo de dispersdo de OG 1 mg mL™ foi obtida por ultrasonicagdo
durante 2 horas, enquanto que a dispersio de OGR 1 mg mL™ foi obtida por ultrasonicacdo
durante 8 horas do material. Estas propriedades estdo relacionadas com estruturas desses
materiais, onde o OG apresenta uma maior quantidade de fung¢des oxigenadas de carater polar
que facilitam a interagdo intermolecular com as moléculas de agua polares, por intera¢des
dipolo-dipolo e ligagdes de hidrogénio. O OGR, por apresentar uma menor quantidade de

grupos oxigenados, ndo possui muita afinidade pela agua.

Neste trabalho, o OGR foi incorporado sobre a superficie dos EG por adsorcido fisica.
Em muitas etapas da constru¢do do imunossensor foram efetuadas lavagens da superficie dos

eletrodos em solugdes aquosas. Essa propriedade de baixa solubilidade do OGR em éagua pode
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evitar que o mesmo seja lixiviado durante as etapas de lavagem, evitando a perda do

nanomaterial.

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regiio do infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do IV obtidos para os materiais de 6xido de grafite

e oxido de grafite reduzido estdo mostrados na Figura 37.

Figura 37 — Espectro de infravermelho para dxido de grafite (a) e dxido de grafite reduzido (b).
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No espectro do 6xido de grafite, Figura 37(a), é possivel observar a presenca de uma
banda larga bem acentuada em 3400 cm™ caracteristica de grupos hidroxilas (~OH) de alcoois
e também de hidroxilas de 4cidos carboxilicos, devido a banda ser muito larga. O pico em
1723 cm™ refere a estiramentos dos grupos C=0, e em 1620 cm™ referente a estiramentos de
grupos ndo oxidados com conjugacio (C=C). Os trés picos entre 1000 e 1400 cm™ sdo
atribuidos a estiramentos da ligacdo C—O de grupos éteres proximos a conjugagdes, além do

- -1 . : . . 105,106
pico em 855 cm™ também estar relacionado a sistemas conjugados .

Pelo espectro obtido do ¢xido de grafite reduzido, Figura 37(b), percebe-se que ha
uma diminuig¢do significativa na intensidade de quase todos os picos presentes no espectro do

oxido de grafite. Como ¢ evidente, o pico a cerca de 3400 cm™ ndo ¢ tdo largo como
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observado anteriormente, que pode ser entendido como uma diminui¢do consideravel dos
grupos —OH '7. Também ¢ evidente no espectro de 6xido de grafite reduzido a auséncia dos
picos referentes ao estiramento de ligagdes C—O de éteres, assim como a presenca de picos em
torno de 2900 cm™, relacionados com estiramentos de ligacdes C—H. Esses resultados estdo
dentro do esperado, sendo possivel a confirmagdo da introducdo de grupos oxigenados na
estrutura apds o processo oxidativo, especificamente grupos funcionais de hidroxilas, grupos
carbonila, como carboxilas, éteres e cetonas. Ja a reducdo da intensidade leva a confirmacéo
da reducdo desses grupos funcionais, mas preservando algumas espécies ainda oxigenadas
que € um ponto positivo na constru¢do de biossensores, devido a possibilidade de interagdo

dos mesmos com grupos funcionais de outras moléculas e solubilizagdo em solvente aquoso.

4.1.2 Microscopia de forca atdmica

A Figura 38 mostra imagens da superficie das folhas de OG obtidas por medidas de
AFM, onde pode ser observado que as mesmas se separam pelo processo esfoliativo de
ultrassonicagdo, permitindo a visualizacdo de dobramentos das folhas entre si, além da
possivel quebra de folhas maiores em menores fragmentos, Figura 38(a). O contraste
uniforme das imagens das folhas de OG implica em dizer que todas elas possuem espessura

108
semelhante .

Figura 38 — Imagens de AFM de OG em duas dimensdes (a) ¢ perfil de secdo de passagem (b).
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A obtengdo de informagdes sobre a espessura, largura e o grau de deflex@o entre dois
pontos fixados nas imagens € permitida a partir do perfil de se¢do de passagem do soffware
SMP Offline - HeightTrace do AFM, Figura 38(b). A obtengdo desses valores permitiu o
calculo do valor médio das alturas das folhas de OG, sendo elas de 1,37 £ 0,11 nm. Este valor

estd condizente com a literatura, a qual afirma ser a espessura das folhas de OG em torno de 1
a 1,3 nm "!"° sendo mais espessas devido a presenca dos grupos oxigenados ligados
covalentemente a superficie, assim como ao deslocamento dos atomos de carbono
hibridizados sp® abaixo e acima do plano original das folhas de grafeno, bem como o grau de

hidratacdo, por ser 0 OG um material bem higroscopico™.

4.1.3 Analises termogravimétricas

O termograma de 6xido de grafite obtido por analise de TGA/DTA, Figura 39(a),
apresenta duas etapas de degradacdo, uma iniciando proximo a 150 °C e outra em 520 °C. A
perda de massa inferior a 15% ocorrida antes dos 100 °C esté relacionada a perda de agua do
material, com evaporagdo de agua, devido o mesmo ser bastante higroscopico'''. Em 150 °C
observa-se a intensificagdo da decomposi¢do do Oxido de grafite, com a vaporizacdo dos
grupos funcionais de superficie, como indica o pico de um evento exotérmico na curva de
DTA, produzindo CO e C0248. O material se mantém relativamente estavel até a temperatura
de 500 °C, onde novamente observa-se uma queda na porcentagem de massa, acompanhada

de um segundo pico exotérmico na curva de DTA, até atingir a degradacdo total do material,
em 735 °C.

Figura 39 — Curva TGA/DTA do 6xido de grafite (a) e oxido de grafite reduzido (b) em atmosfera de

. A . ~ . . ]
nitrogénio, com razdo de aquecimento de 10° C min ~.

50 50
100 (@ 100 (b)
40 40
80 1 80
£ 60 30 = 604 30
© I
0 > 0
0 3 9 %;
S 401 20X & 401 F20
[a] [a]
201 20
L 10 10
0 0
Lo -0
'20 T T T T T T '20 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

Temperatura/°C Temperatura/°C



72

O termograma obtido para o 6xido de grafite reduzido, Figura 39(b), sofre uma ligeira
perda de 20% de massa até a temperatura de 500 °C, acompanhada por um pico ndo muito
bem definido na curva de DTA, relacionado a degradagdo das espécies oxigenadas ndo
reduzidas no processo de sintese, cuja intensidade do declive pode estar diretamente
relacionada com a diferenca na quantidade desses grupos funcionais. Nessa mesma
temperatura ¢ observado o inicio da degradagdo total do material, evidente pelo pico

exotérmico da curva de DTA.

Ao observar o valor de temperatura que inicia a degradacdo do oxido de grafite
reduzido e também o valor de temperatura que inicia a segunda etapa de degradacdo do dxido
de grafite, nota-se que ambos estdo em torno de 550 °C, sugerindo ser a estrutura do 6xido de
grafite bem semelhante a do 6xido de grafite reduzido apds a primeira etapa de degradag@o.
Este fato revela uma possivel redugdo térmica do oxido de grafite nessas condig¢les. Esses
resultados indicam a maior estabilidade térmica do oxido de grafite reduzido frente ao dxido
de grafite, devido a este ultimo apresentar os grupos funcionais oxigenados que enfraquecem
as forcas de Van der Waals entre as camadas dos planos basais hexagonais de carbono no
interior das multicamadas empilhadas, causando a aceleracdo do processo de perda de massa

< 112
em funcdo da temperatura .

Ambos os graficos da Figura 39 apresentaram perda de massa que ultrapassa o 0%.
Este fato pode ser explicado como alguma instabilidade na balanga do analisador térmico,
devido algum tipo de vibragdo, ou até mesmo algum tipo de material incrustado no cadinho

utilizado para fazer a analise, uma vez que os mesmos sdo reutilizaveis.

4.1.4 Microscopia eletronica de varredura

Imagens de MEV do OG, Figura 40(a), revelam uma morfologia semelhante a folhas
amassadas e enrugadas, corroborando com o resultado obtido por AFM para esse material,
causado pela separacdo maior entre as folhas. Ja as imagens de OGR, Figura 40 (b),
apresentam morfologia de folhas mais agrupadas, que pode ser devido a uma melhor interagdo

entre as folhas pela diminui¢do dos grupos oxigenados volumosos.
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Figura 40 — Imagens de MEV para OG (a) ¢ OGR (b) com ampliagdes de 30.000 vezes.
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4.2 Selecao dos eletrodos de grafite

A Figura 41 mostra o comportamento eletroquimico tipico dos eletrodos de grafite

submetidos & voltametria ciclica em solugdo do eletrolito suporte HC104 (0,5 mol L™).

Figura 41 — Voltamogramas ciclicos dos EG em solugdo de HCIO, 0,5 mol L™, velocidade de

varredura de 50 mV s™.
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Este procedimento tem como finalidade a remog¢do de impurezas que possam estar

adsorvidas nas superficies dos eletrodos e que sejam eletroativas na faixa de potencial
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trabalhada, bem como a avaliagio do perfil eletroquimico dos mesmos. E observado pela
Figura 41 que os valores de corrente sdo inferiores a 25 pA. Dessa forma, todos os EG que

apresentavam esse perfil eletroquimico foram escolhidos para utilizagdo no trabalho, sendo

este o critério de escolha nos estudos dos nanomateriais.

4.3 Incorporacio de OGR sobre a superficie de EG

Os Gltimos ciclos obtidos por VC em HCIO,4 0,5 mol L™ apés o gotejamento de 10, 20,
30 e 40 uL de OGR 1 mg mL" sobre a superficie de EG sdo mostrados na Figura 42.
Figura 42 — Voltamograma ciclicos dos EG contendo diferentes volumes de OGR 1 mg mL™" em

solugdo de HC10, 0.5 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV s™ (a) ¢ relagdo entre resposta ¢
volume de OGR gotejado (b).
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Pode ser observado que néo houve alteragdo do perfil voltamétrico dos EG modificado
com OGR, ocorrendo apenas um aumento de resposta de corrente capacitiva quanto maior o

volume utilizado. Este efeito esta relacionado com as propriedades caracteristicas do material

como elevada area superficial e alta condutividade elétrica.

A Figura 43 mostra os voltamogramas obtidos por VC em K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s 5,0
mmol L™ em meio de KC1 0,1 mol L™, que se caracteriza como uma sonda anionica. Pode ser
observado que, utilizando 10 uL de OGR, ndo hd mudanga significativa do perfil

eletroquimico quando comparado ao EG.
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Figura 43 — Voltamogramas ciclicos dos EG contendo diferentes volumes de OGR 1 mg mL™' em
solugdo de K4Fe(CN)o/KsFe(CN)s 5,0 mmol L em meio de KC1 0,1 mol L, em velocidade de
varredura de 50 mV s™'(a) ¢ relagdo entre corrente de pico anddico e volume de OGR gotejado (b).

Potencial/V vs Ag/AgCI

Os volumes de 20 e 30 pL promovem um aumento das Ip, significando maior
facilidade na transferéncia eletronica do par redox, acompanhado de um ligeiro
distanciamento dos Ep. J4 o volume de 40 puL. de OGR causou um aumento na resisténcia a
transferéncia de carga, evidenciada pelo alargamento do pico e, consequentemente, pelo

aumento de AEp, assim como uma diminui¢do nas intensidades de Ip.

O OGR ainda contém uma quantidade significativa de grupos oxigenados que ndo
foram reduzidos, cujos grupos apresentam uma alta densidade eletronica, devido a presenca
do elemento oxigénio altamente eletronegativo, causando uma repulsdo eletrénica com a
sonda anidnica do par redox analisado. Esse efeito foi observado somente para o volume de
40 uL, pois a quantidade de material depositado € maior e, apesar dele propiciar um aumento
maior na resposta de corrente em HCIO4 0,5 mol L™, o volume de 30 uL de OGR 1 mg mL™
mostrou o melhor resultado frente ao estudo de transferéncia eletronica, sendo fixado este

valor para utilizagdo no trabalho.

4.4 Eletrodeposicio de AuNP sobre a superficie de EG/OGR

As respostas de corrente obtidas ao aplicar um potencial de -0,25 V nos tempos de 20,

30, 40, 50, e 100 s em solugdo de HAuCl4 0,1 mmol L™ em meio de H,SO4 0,5 mol L™ sdo
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mostradas na Figura 44, indicando que nos tempos superiores a 20 s os valores de corrente
apresentam aproximadamente a mesma intensidade de corrente, ou seja, tendem cada vez
mais a valores mais constantes, a medida que se aumenta o tempo de eletrodeposicio,
sugerindo que a reducdo eletroquimica das AuNP sobre a superficie dos eletrodos contendo
OGR acontece de forma rapida e, conforme aumenta-se o tempo, as particulas tendem a ter

seus diametros aumentados.

Figura 44 — Respostas cronoamperométricas de EG/OGR em solugdo de H,SO, 0.5 mol L™ contendo
HAuCl, 2,5 mmol L™, no potencial de -0,25 V, utilizando diferentes tempos de eletrodeposigio.
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Os voltamogramas ciclicos dos EG/OGR-AuNP em HCIO; 0,5 mol L™ estdo
mostrados na Figura 45 para os diferentes tempos de eletrodeposicio.
Figura 45 — Voltamogramas ciclicos dos EG/OGR modificados com AuNP em diferentes tempos de

eletrodeposicio, em solugdo de HClO, 0,5 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV s™ (a) ¢ relagio
entre area ¢ tempo de eletrodeposi¢do de AuNP (b).
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Assim como observado em EG/OGR, as respostas de corrente tendem a aumentar com
o tempo de eletrodeposi¢do, ndo causando alteragdes no perfil eletroquimico de EG/OGR.
Este fato estd de acordo com as propriedades caracteristicas das AuNP, como elevada area

superficial e alta condutividade elétrica'".

Os voltamogramas obtidos para os EG/OGR modificados com as AuNP por VC em
K4Fe(CN)/K3Fe(CN)s 5,0 mmol L™, em meio de KCI 0,1 mol L, estdo mostrados na Figura
46.

Figura 46 — Voltamogramas ciclicos dos EG/OGR modificados com AuNP em diferentes tempos de
eletrodeposicdo, em solugdo de K4Fe(CN)¢/KsFe(CN)s 5,0 mmol L™ em meio de KC1 0,1 mol L, em
velocidade de varredura de 50 mV s™ (a) e relagdo entre corrente de pico anddica e tempo de
eletrodeposigdo de AuNP (b).
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Percebe-se que ha um aumento na intensidade da I, quando comparada com EG/OGR,
que ¢ observado para todos os tempos de eletrodeposi¢do. Ja ao comparar somente os
EG/OGR-AuNP em diferentes tempos, percebe-se que ocorre um aumento até o tempo de 40
s, seguido de decréscimo nos valores de corrente nos tempos superiores. Conforme ja descrito
na literatura®®, tem-se que, com intervalos de tempos de eletrodeposicdo mais altos, o
crescimento do didametro das AuNP € favorecido ao invés do crescimento de nucleacdo, assim,
nos tempos superiores ao de 40 s, as nanoparticulas tendem a ter seus didmetros aumentados.
Como esse tipo de analise envolve a transferéncia eletronica de espécies em solugdo, um

aumento no didmetro das particulas dificulta a chegada dessas espécies no EG e, por isso, €

observada a diminui¢do da corrente, apesar das mesmas serem constituidas de um material
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elétrico altamente condutor. Dessa maneira, o tempo de 40 s de eletrodeposigdo foi definido

para ser usado no trabalho.

4.5 Faixa de potencial e nimero de ciclos da eletropolimerizacio do filme do

acido 4-hidroxifenilacético sobre EG/OGR-AuNP

Ao variar a quantidade em 10, 20, 30 e 40 ciclos, durante a eletropolimerizagdo de
poli(4-HFA) e, posteriormente, submeter a VC em HCIO4 0,5 mol L™ foram obtidos os
voltamogramas mostrados na Figura 47(a) e, a partir deles, foram calculados os valores de

carga referentes aos valores de Ip,, dispostos na Figura 47(b), conforme mostrado no item
2.2.8.

Figura 47 — Voltamogramas obtidos em HC1O, 0,5 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV s, dos
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) em diferentes nimeros de ciclos durante a eletropolimerizagéo (a) ¢
quantidade de carga relacionada com o nimero de ciclos (b).
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A melhor resposta de corrente do EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) foi obtida quando
foram utilizados 20 ciclos para eletropolimerizagdo do filme, evidenciada pelo maior valor de
carga do pico anddico, que € diretamente proporcional a area superficial. Ao observar os
voltamogramas obtidos quando foi utilizado um nimero de ciclos superior a 20, percebe-se
que eles distorcem o perfil eletroquimico do filme. Quanto maior o nimero de ciclos, maior a
quantidade de material eletropolimerizado e, consequentemente, de espécies oxidadas na

superficie do eletrodo, como monomeros, dimeros, trimeros e etc. Estas espécies em grande
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quantidade possivelmente sdo as responsaveis pela distor¢ao dos picos caracteristicos do filme
poli(4-HFA).

A eletropolimeriza¢do com 20 ciclos foi escolhida para utilizagdo no trabalho por levar
a formagdo do filme com melhor interacdo, evitando o acimulo de espécies eletroativas na

superficie, além de apresentar o menor alargamento dos picos, indicando que essa quantidade

de material formado ndo gera uma resisténcia alta no eletrodo.

Os resultados mostrados na Figura 48, referentes aos processos de eletropolimerizagdo

do filme poli(4-HFA) sobre EG/OGR-AuNP, permitem observar que ndo ha variagdo ou

distor¢do do perfil eletroquimico quando os filmes sdo eletropolimerizados em diferentes

faixas de potencial.

Figura 48 — Voltametrias ciclicas consecutivas dos EG/OGR-AuNP modificados com poli(4-HFA)
2,5 mmol L™, em HCIO, 0,5 mol L™, apés 20 ciclos a 50 mV s™ nas janelas de potenciais de -0,6 a
+12V(a);-04a+1,2V(b);-02a+12V(c);-0,6a+1,1V(d),-0,4a+1,1V(e),-0,2a+1,1V (f).
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E possivel observar que os Ep, e E,c permanecem na mesma regido de potencial, ndo

havendo alargamento ou estreitamento do pico, ou até mesmo aumento de AE, com relagdo a

diferentes faixas de potencial. Agora, analisando-se os Ex, percebe-se que a oxidagdo do
mondmero termina proximo ao E, de +1,08 V e, ao continuar a varredura do potencial, pode

ser observado que a corrente volta a aumentar, indicando descarga de corrente.



80

Analisando-se os Enm, a curva da varredura catddica, referente ao processo redutivo

do polimero, termina préximo ao E; de 0,0 V e, como observado anteriormente, ao continuar

a varredura do potencial para valores mais catddicos, pode ser observado que a corrente volta

a aumentar proximo ao potencial de -0,2 V, indicando também uma descarga de corrente.

Com base nesses resultados, foi escolhido trabalhar numa faixa de potencial de -0,4 a +1,1 V,

de modo a prevenir esses processos na superficie do eletrodo que possam interferir nas

qualidades dos filmes poliméricos formados.

Os voltamogramas ciclicos em HCIO4 0,5 mol L' dos EG, EG/OGR, EG/OGR-AuNP
e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) sdo mostrados na Figura 49, evidenciando cada etapa de

modificagdo da plataforma, conforme os parametros ja discutidos anteriormente.

Figura 49 — Ultimos ciclos obtidos por VC em HCIO, 0,5 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV
s” nos EG, EG/ OGR, EG/OGR-AuNP, ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA).
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A curva referente ao EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (Figura 49), serviu como padrdo

eletroquimico, utilizando o par redox mais pronunciado para avaliagdo. As proximas etapas

usaram essa analise para a escolha dos eletrodos, sendo que aqueles que apresentaram

distor¢do do perfil ou a presenga de outros picos foram descartados.

4.6 Plataforma EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)

Definido o numero de ciclos e a faixa de potencial a serem realizadas durante a

eletropolimerizagdo do filme poli(4-HFA), foi realizado um estudo de comparacdo da
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polimerizagdo do mesmo sobre EG, EG/OGR e EG/OGR-AuNP visando conhecer se o

nanocomposito OGR-AuNP estaria realmente afetando o processo de eletropolimerizagdo.

Os primeiros ciclos dos processos de eletropolimerizagdo de poli(4-HFA) nas

superficies de EG, EG/OGR e EG/OGR-AuNP estdo mostrados na Figura 50.

Figura 50 — Primeiros ciclos obtidos por VC na eletropolimerizagdo de poli(4-HFA) 2,5 mmol L™ em
meio de HCIO, 0,5 mol L™ nas superficies de EG (a), EG/OGR (b) ¢ EG/OGR-AuNP (c).
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Pode-se observar que a corrente referente a oxidagdo do mondmero comega a surgir
em +0,85 V para EG, Figura 50(a), e proximo a +0,65 V para EG/OGR, Figura 50(b), e
EG/OGR-AuNP, Figura 50(c). Sabe-se que este inicio da corrente esta relacionado com o
inicio do processo de oxidacdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo, indicando,
assim, que a presenga do nanomaterial OGR sobre a superficie de EG, comum para os dois
ultimos eletrodos, pode facilitar a chegada dessas espécies na interface eletrodo-solucdo,
possivelmente devido a sua caracteristica de elevada area superficial, permitindo que mais

espécies cheguem ao eletrodo.

Comparando-se os valores de E, pode ser observado que ndo ha diferenga significativa
entre EG e EG/OGR, Figura 50 (a e b), porém, em EG/OGR-AuNP, Figura 50(c) percebe um
deslocamento mais significativo para valores mais catddicos de Ep, e, consequentemente, de
Ei». Como Ejp € o ponto em que acentua o processo de oxidagdo dos mondmeros, fica
evidente que a presenca das AuNP possivelmente estio promovendo uma melhora na
transferéncia eletronica e, consequentemente, uma maior facilidade na formagdo do cation

radical, que da inicio ao processo de eletropolimerizagio.
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A Figura 51 apresenta todos os ciclos de potenciais durante o processo de

eletropolimerizagdo para o eletrodo de grafite e os eletrodos modificados com OGR ¢ OGR-
AuNP.

Figura 51 — Eletropolimerizagdo de poli(4-HFA) por VC em acido 4-HFA 2,5 mmol L™ em meio de
HC10, 0,5 mol L™, na faixa de potencial de -0.4 a +1,1 V, 20 ciclos, velocidade de varredura de 50
mV s nas superficies de EG (a), EG/OGR (b) ¢ EG/OGR-AuNP (c).
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Analisando a Figura 51, observa-se que ambos EG, EG/OGR ¢ EG/OGR-AuNP
apresentam o mesmo comportamento eletroquimico frente a eletropolimerizagdo do poli(4-
HFA), mostrando os pares redox caracteristicos do mesmo. Porém, nota-se que o par redox
pouco pronunciado e obtido por deconvolugdo no trabalho de Rodrigues™, agora ¢ facilmente
visualizado na presenca do nanocomposito OGR-AuNP, além do que o mesmo permite a
visualizagdo de um terceiro par redox, que foi observado durante todo o trabalho de

eletropolimerizag@o do filme em questdo. Como pode ser claramente visto na Figura 51(c), os
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potenciais catodicos e anddicos referentes aos trés pares redox do filme poli(4-HFA) sobre o
EG/OGR-AuNP s3o +0,50 e +0,44 V, +0,58 ¢ +0,55 V, +0,72 e +0,69, respectivamente.

Este fato estd em concordancia com a ideia de facilitagdo de formacdo das espécies
radicais durante o processo, indicando que o nanocomposito OGR-AuNP favorece o processo
de eletropolimerizacdo do filme poli(4-HFA), além de propiciar um aumento da area
superficial a cada etapa de modificacdo, como mostra os aumentos nas intensidades de
corrente da Figura 52(a), significando a formagdo de uma maior quantidade de filme
polimérico.

Figura 52 — Ultimos ciclos obtidos por VC em HCIO, 0,5 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV

s” nos EG/poli(4-HFA), EG/OGR/poli(4-HFA) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (a) ¢ quantidade de
carga relacionado com o numero de ciclos para EG/poli(4-HFA) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (b).
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Uma segunda analise foi feita com base nos valores de carga da varredura anddica,
como pode ser visto no grafico da Figura 52(b), obtendo-se valores de 15, 20 e 42 uC para o
EG/poli(4-HFA), EG/OGR/poli(4-HFA) e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), respectivamente,
corroborando com as discussdes realizadas a respeito da quantidade de filme formado, que
leva a um aumento de 3,77 vezes na area superficial grafica, calculada por integragdo do

software Origin.

Os voltamogramas obtidos por VC em K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN) 5,0 mmol L™ em meio
de KCl 0,1 mol L', para os EG/poli(4-HFA), EG/OGR/poli(4-HFA) e EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA) sdo mostrados na Figura 53(a), enquanto a Figura 53(b) evidencia os

valores de Ip, obtidos com referéncia a linha de base, em relagdo a modificacdo do eletrodo.
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Figura 53 — Ultimo ciclo de voltametria dos EG, EG/OGR ¢ EG/OGR-AuNP contendo o filme poli(4-
HFA), em solugio de K;Fe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0 mmol L em meio de KC1 0,1 mol L™, 50 mV s (a)
¢ relagdo entre corrente de pico anodica ¢ modificagdo de EG (b).
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Os resultados possibilitam a avaliagdo das propriedades de transferéncia eletronica do
filme ja formado, na interface eletrodo-solucdo a cada etapa de modificagdo do eletrodo. Pela
compara¢do dos voltamogramas percebe-se que ha um aumento na distancia entre os Ep, €

Ep., ou seja, um aumento em AEp para EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (curva em rosa, Figura

53), levando a uma diminui¢do das I,. Estes resultados sugerem uma maior resisténcia a
transferéncia eletronica, relacionado a presenga de um material mais passivante na interface
eletrodo-solug@o, devido a maior quantidade de filme formado. Além desse fato, o filme
poli(4-HFA) apresenta em sua estrutura grupos carboxila expostos que, em contato com o par
redox de carater anidnico, provoca repulsdo eletrostatica entre os dois grupos, dificultando a
chegada das espécies negativas a superficie do eletrodo e a ocorréncia das reagdes de
oxidagdo/reducdo, indicando o carater anionico do filme. Este fendmeno ¢ mais pronunciado
na plataforma, devido ao aumento da area superficial, favorecendo assim, o aumento de

carboxila na superficie.

Este pequeno aumento na resisténcia eletrénica causado pela presenca do
nanocomposito, ndo compromete a resposta do imunossensor, uma vez que a resisténcia ¢
aumentada pela maior quantidade de grupos carboxilas expostos. Visando a etapa de
biofuncionalizagdo, o aumento da quantidade de grupos carboxilas aumenta a possibilidade de

imobilizagdo de biomoléculas, sendo um aspecto favoravel para construgdo do imunossensor.
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4.7 Concentracées e tempo de interacio sonda-alvo

A concentracdo da sonda Anti-T3 foi variada juntamente com a concentragdo do alvo
T; para a escolha da melhor diferenga ou gap entre os sinais de corrente obtidos na detecgdo
realizada por monitoramento do pico de oxidacdo de Fe*™ proveniente do K4Fe(CN)s 5 mmol

L em meio de solu¢do de KCI 0,1 mol L utilizando a técnica de VPD, como mostrado na
Figura 54.

Figura 54 — Detecgido dos EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) contendo a sonda Anti-T; ¢ alvo T; em
diferentes concentragdes, obtido por VPD em solugio de K,Fe(CN)s 5,0 mmol L em meio de KC1 0,1
mol L, com velocidade de varredura de 20 mV s (a) ¢ relagdo entre sinais de corrente ¢
concentragdes de sonda ¢ alvo (b).
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Pelas respostas obtidas na Figura 54, fica evidente que, independente da concentragio
utilizada, a interagdo sonda-alvo promove uma diminui¢do da intensidade de corrente quando
comparada aos sinais de sonda, o que indica que a interac¢do dificulta o processo de oxidagdo

do Fe*".

Observando as curvas obtidas para sonda 0,1 pg mL™ e alvo 0,2 pg mL™ (curvas em
preto, Figura 54), pode ser observado que a interagdo da sonda com o alvo promove uma
diminui¢@o da intensidade de corrente de 61%, Tabela 2. Sabe-se que biomoléculas sdo ricas
em grupos funcionais e muitos deles estdo expostos em suas estruturas. Esse resultado obtido
leva a hipotese de que as cargas referentes aos grupos funcionais expostos na estrutura do
anticorpo Anti-T3 promovem a chegada das espécies eletroativas a superficie do eletrodo,
enquanto que a interacdo sonda-alvo inibe a exposi¢do dessas cargas que facilitavam a

chegada das espécies e, consequentemente, dificultam a oxidacdo do Fe*'.

Baseado nas curvas referentes as concentragdes de sonda 1,0 pg mL™ e alvo 2,0 pg
mL" (curvas em vermelho, Figura 54), ¢ possivel notar um considerdvel aumento na
intensidade de corrente de oxidacdo do Fe*" da curva de sonda 1,0 pg mL’ quando
comparada a curva de sonda 0,1 ug mL™, assim como uma ligeira diminuicdo na intensidade
de corrente da curva do alvo 2,0 ug mL™, quando comparada as curvas obtidas de alvo 0,2 ug
mL™". Estes resultados evidenciam o maior gap observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de correntes de pico e potenciais de pico anddicos € gap entre sinais de corrente
sonda-alvo para EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) com diferentes concentragbes de sonda ¢ alvo.

Diminuicéio relativa
das respostas de
corrente sonda-alvo

gap entre respostas de

EG/OGR- Ip, (nA) | Ep, (V) corrente sonda-alvo

AuNP/poli(4-HFA)

(nA) (%)
Sonda 0.1 ug mL™ 357 02 0 —
Alvo 0.2 pg mL™! 108 0,22 207 61
Sonda 1,0 ug mL™ 551 % L —
Alvo 2,0 pg mL™! 91 0,21 401 72
Sonda 10,0 pg mL"! 204 020 00— —
Alvo 20,0 ug mL™ 91 0,21 104 51

Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que, ao aumentar a concentragio da
sonda, mais anticorpos sdo ligados a superficie de EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) e, em contato
com a solugdo eletrolitica, mais espécies eletroativas sdo atraidas e, consequentemente,

oxidadas, resultando no aumento de sinal de corrente observado. Por outro lado, quando essa
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superficie mais concentrada de sonda € colocada em contato com o alvo, ocorre um aumento
nas interagdes sonda-alvo, explicando a diminui¢do do sinal de corrente comparado com o

sinal de Alvo 0,2 ug mL™,

Ao comparar as curvas obtidas quando foram utilizadas as concentra¢cdes de sonda
10,0 pg mL™" e alvo 20,0 ug mL™ (curvas em verde, Figura 54) com as de sonda 1,0 pg mL™
e alvo 2,0 pg mL™, pode ser observado que ha uma intensa diminui¢do na intensidade de
corrente da sonda, enquanto que o sinal de alvo permanece praticamente inalterado. O
aumento da concentragdo em 10 vezes leva a um aumento na quantidade de anticorpos ligados
a superficie EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), que facilitam a chegada das espécies eletroativas,
visto pelo valor de Ep ser mais catodico quando comparado aos demais, Tabela 2. Apesar
desse fato, estando em grande quantidade na superficie do eletrodo, geram passivagdo ou até
mesmo bloqueio da superficie, dificultando o contato direto com o analito Fe*™ para que
ocorra o processo oxidativo e, assim, causando a diminui¢do da intensidade de corrente e,

consequentemente o gap e diminui¢do relativa observados sdo diminuidos.

O sinal de corrente do alvo 20,0 pg mL™ estar sobreposto ao do alvo 2,0 pg mL™,
podendo ser entendido como um processo de saturagdo da interagdo sonda-alvo, ou seja,
concentracdes de sonda maiores que 1 pg mL ™ ndo promovem mais interacdes sonda-alvo nas
condi¢gdes estudadas e a dificuldade de chegada das espécies eletroativas € a mesma observada

para o alvo 2,0 pg mL™.

Um estudo com base no tempo de interagdo sonda-alvo foi realizado nos EG/OGR-

AuNP/poli(4-HFA) e sdo mostrados na Figura 55.

Os resultados mostrados na Figura 55(a) revelam que ocorre interagdo sonda-alvo em
todos os eletrodos, independente dos tempos testados. Como discutido anteriormente, a
interagdo com o alvo tende a provocar uma diminui¢do do sinal de corrente e, apesar da
diferenca entre os sinais obtidos ter sido pequena, o tempo de 30 minutos apresentou melhor
sinal de interagdo sonda-alvo, uma vez que o sinal de corrente foi mais baixo comparado ao
de 20 minutos, como visualizado na Figura 55(b). Ja para o tempo de 40 minutos, os valores
de corrente foram maiores que 30 minutos, indicando que houve satura¢do da superficie e/ou

lixiviamento durante o processo de lavagem.
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Figura 55 — Detecgio dos EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) contendo Alvo T; 2 ug mL™ com diferentes
tempos de interagio, obtido por VPD em solugdo de K4Fe(CN)s 5,0 mmol L™ em meio de KCI 0,1 mol
L, com velocidade de varredura de 20 mV s™ (a), ¢ intensidades de corrente dos EG/OGR-

AuNP/poli(4-HFA)/ALVO em diferentes tempos de interagdo (b).
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Com base nas discussdes realizadas anteriormente e nos resultados mostrados na

Tabela 2 e na Figura 55, foram escolhidas as concentracdes de 1,0 e 2,0 ug mL™, para sonda

Anti-T; e alvo Tj, respectivamente, e um tempo de interagdo sonda-alvo de 30 minutos nas

proximas etapas de estudo da plataforma. Uma vez que o sinal de resposta do alvo é sempre

comparado ao da sonda, que funciona como uma referéncia, a justificativa de escolha dessas

concentragdes € que elas apresentaram o melhor gap entre os sinais de sonda e alvo na

detecgdo do pico de oxidagdo do ferrocianeto de potassio.

4.8 Caracterizacio eletroquimica do imunossensor

As curvas referentes aos testes de imobilizagdo da sonda Anti-T; diretamente sobre

EG e EG/OGR-AuUNP estdo mostradas na Figura 56, onde sdo usadas curvas referentes aos

eletrodos sem a interacdo com a sonda para comparagao.

Ao observar as curvas referentes ao EG na presencga e na auséncia de sonda, Figura

56(a), pode ser observado que ndo ha mudanca significativa nos valores de Ip, € Ep, entre elas.

Este mesmo fato ¢ observado ao comparar as curvas referentes ao EG/OGR-AuNP na
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presenca e na auséncia de sonda, Figura 56(b). Estes resultados sugerem que ndo ocorre

adsor¢do das biomoléculas sondas nas superficies dos eletrodos que ndo apresentam o filme

polimérico.

Figura 56 — Detecgio dos EG (a), EG/OGR-AuNP (b) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (c) na presenga
¢ auséneia de sonda, obtidos por VPD em solucio de K,Fe(CN); 5,0 mmol L™ em meio de KC1 0,1
mol L, com velocidade de varredura de 20 mV s™.
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As curvas referentes ao EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) na presenca e na auséncia de

presenca da sonda.

sonda, Figura 56(c) mostram uma pequena diminui¢do na intensidade de Ip, em 11% e um

deslocamento de Ep, de 0,23 V para 0,21 V, indicando a modifica¢do do eletrodo com a

A Figura 57 evidencia a diferenca entre os sinais de resposta das diferentes superficies

na presenca e na auséncia de sonda, ou seja, o gap de sinais, embasando que a plataforma

EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) foi a que teve um gap mais significativo na presenca de sonda.

Figura 57 — Diferenga de sinais na presenga ¢ auséncia de sonda para diferentes superficies.
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Vale ressaltar o fato observado a respeito da diminui¢do na intensidade de Ip, do
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) na presenca de sonda quando comparado ao EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA) na auséncia de sonda, apesar da discussdo ja realizada acerca da
facilitacdo do processo de oxida¢do do Fe*” promovido pela sonda quando comparado ao
alvo, tem-se que as biomoléculas sonda representam mais uma camada na interface eletrodo-
solug¢do, acarretando uma maior dificuldade a transferéncia eletronica com relacdo ao

EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) sem sonda.

A utilizagdo de EDC-NHS para ativagdo da superficie de EG/OGR-AuNP/poli(4-
HFA) ¢ de suma importancia para imobiliza¢do do anticorpo Anti-T3, uma vez que néo foi
obtido €xito na imobilizagdo da sonda na superficie ndo ativada com EDC-NHS. Esse tipo de
imobilizagdo ¢ predominantemente governado por adsor¢do fisica, que pode estar levando a
uma adsor¢do aleatoria ou a aglomeragdo das moléculas do anticorpo sobre o eletrodo,
podendo causar repulsdes eletrostaticas entre grupos expostos e, consequentemente,
enfraquecendo a interacdo e sugerindo um processo de lixiviamento das mesmas durante o
ensaio. A etapa de lavagem com solugdo de EA foi necessaria para desativagdo dos grupos
carboxilas ativados com EDC-NHS que ndo se ligaram a nenhum anticorpo. A EA € capaz de
promover uma ligagdo amida, resultando em uma ligacdo forte que ndo ¢ facilmente rompida

ou substituida.

A imobilizagdo da molécula de glicina sobre a superficie do eletrodo ¢ feita com o
objetivo de bloquear a superficie do eletrodo, para evitar a ocorréncia de reagdes nao-
especificas ou ndo desejaveis. A Figura 58 mostra os voltamogramas obtidos por VPD em
K4Fe(CN)s 5,0 mmol L™ em meio de KCI 0,1 mol L™, com relagio ao estudo da glicina como

molécula de bloqueio, apds a imobilizagdo da biomolécula sonda.

Pode ser observado pela Figura 58 que, quando ndo ha bloqueio na superficie de
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA, a intensidade do sinal de Ip, ¢ maior que EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA)/SONDA com bloqueio. Como o pico observado € referente ao processo
oxidativo de espécies em solucdo, a auséncia de bloqueio faz com que a superficie do eletrodo
e os grupos funcionais expostos da sonda estejam mais disponiveis na interface, facilitando o
processo oxidativo de Fe?". A adicdo da molécula de bloqueio, que é uma molécula que
adsorve na superficie, possivelmente mascara alguns grupos expostos da sonda que atraem as
espécies eletroativas, dificultando a chegada das mesmas, evidenciado pela diminui¢do de

corrente e o deslocamento do Ep, para valores mais anddicos.
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Figura 58 — Detecgdo dos EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA —
sem bloqueio de glicina ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA, obtidos por VPD em solugdo de
K,Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de KC10,1 mol L™, com velocidade de varredura de 20 mV s™.
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4.8.1 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Os estudos de modificagdo do eletrodo de grafite, bem como de biofuncionalizagdo
com a sonda e interagdo com o alvo por EIE, estdo representados por diagramas de Nyquist,
diagramas de Bode e modelos de circuitos elétricos, sendo que os graficos mostrados na
Figura 59(a) sdo referentes aos EG e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), na Figura 59(b) aos
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA e, na Figura 59(c) aos
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA e EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/ALVO.

A Figura 60 mostra os circuitos elétricos equivalentes empregados para ajustar os
dados experimentais. O circuito para o eletrodo de grafite inclui o Rs que representa a
resisténcia da solugdo eletrolitica, um elemento de fase constante (Qdl), Rct que representa a
resisténcia a transferéncia de carga do par redox (K;Fe(CN)s/KsFe(CN)s) e impedancia de
Warburg (W) que ¢ associado ao processo difusional dos ions. Adicionalmente, os demais
sistemas apresentaram um elemento difusional, a impedancia transmissiva (T) que estd

relacionada a difusdo finita de espécies num meio onde uma das interfaces dificulta esta

cn o 114115
difusdo .
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Figura 59 — Diagramas de Nyquist (Z” vs. Z*) ¢ de Bode em K;Fe(CN)y¢/K Fe(CN)s 5 mmol L™ em
meio de KC1 0,1 mol L™ dos EG ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (a); EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) ¢
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA (b) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA ¢ EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA)/ALVO (¢). Amplitude 10 mV; Intervalo de frequéncia: 10 000 a 0,01 Hz.
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Figura 60 — Circuito elétrico equivalente proposto para os resultados de EIE para EG (a), EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA (b) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-
HFA)/ALVO (c).
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A resisténcia a transferéncia eletronica foi empregada para analisar os sistemas, pois
este pardmetro é direto e sensivel, respondendo assim as mudangas na interface do eletrodo''®,

estes valores seguem copilados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de resisténcias, elementos de fase constante ¢ impedancia dos eletrodos.

X R (Q) | Ri(Q) | R (Q)
EG 0,02 38,9 1,59 =
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) 0,01 36,6 25,1 -
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA 0,02 34,5 41,8 -
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/ALVO 0,04 22.4 63,6 1,09 k

Pode ser observado na Figura 59(a) que o EG apresenta resisténcia eletronica muito
baixa em regides de altas frequéncias (1,59) devido a boa condutividade desse material. Apos
a modificacdo com EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA), ¢ observado um aumento na resisténcia,
devido a presenga dos grupos funcionais do polimero (carboxila) (25,1 Q), que promovem

repulsdo eletronica com o par redox K;Fe(CN)s/K, Fe(CN)y, por esta sonda ser anionica.

Ao analisar a Figura 59(b) e os dados da Tabela 3, foi observado que houve um

pequeno aumento na resisténcia apos a imobiliza¢do da biomolécula sonda e bloqueio com
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glicina (41,8), corroborando com a pequena diferenga do sinal eletroquimico de Ip, observado
na deteccdo em VPD. Apds a interagdo com o alvo, Figura 59(c), houve um aumento
significativo nos valores de resisténcia (63,6) a passagem de corrente, evidenciando a
interagdo entre a sonda e o alvo. Além disso, esse sistema apresentou um tipo adicional de
resisténcia a transferéncia de carga, apresentando duas constantes de fase no diagrama de
Bode da Figura 60(c), que pode estar relacionado a formacdo do imunocomplexo. Este
aumento consideravel nos valores de resisténcia pode servir como explicagdo para a

diminuicdo em 72% do sinal de corrente da oxidacdo do Fe*” quando em contato com o alvo.

De forma geral, os resultados de EIE mostraram um aumento na resisténcia a medida
que se adicionam camadas na superficie do eletrodo, crescendo na dire¢do filme — sonda —
alvo, corroborando com os resultados obtidos pela técnica de VPD, possibilitando uma
caracterizacdo eletroquimica de cada etapa de modificagdo do eletrodo, evidenciando a

imobilizagdo das biomdleculas.

4.9 Estudo morfolégico das etapas de construcio da plataforma e do

Imunossensor

A Tabela 4 mostra os valores de altura média, rugosidade média e rugosidade média
quadratica das medidas de AFM, calculados pelo soffiware SMP Offline — HeightTrace do
instrumento, enquanto que a Figura 61 mostra as imagens obtidas por AFM para EG e EG
modificados a cada etapa de constru¢do do imunossensor.

Tabela 4 — Valores de altura média (Rz), rugosidade média (Ra) ¢ rugosidade média
quadratica (Rq) dos eletrodos analisados por AFM.

Rz (nm) Ra (nm) Rq (nm)

EG 500 32 42
EG/OGR-AuNP 1336 101 153
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) 1057 59 87
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA (sem bloqueio) 1086 105 138
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA (com bloqueio) 992 66 88

EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/ALVO 1301 78 112
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Figura 61 — Imagens de AFM para EG (a), EG/OGR-AuNP (b), EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA) (c),
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA (sem bloqueio) (d) EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA
(com bloqueio) (¢) ¢ EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/ALVO (f).
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E possivel visualizar que o EG, Figura 61(a), apesar de se caracterizar como um

material poroso’> apresenta uma estrutura mais plana com relagdo aos demais. A presenca de
OGR-AuNP sobre EG, Figura 61(b) ¢é caracterizada pelo aparecimento de particulas

agregadas de tamanhos diferentes espalhadas sobre a superficie, apesar de permitirem que a
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mesma fique exposta em partes. O nanocompdsito aumenta a rugosidade média da superficie
em cerca de 3 vezes, Tabela 4, resultando no aumento da area superficial observada nos
estudos eletroquimicos. A etapa de modificagcdo com o filme poli(4-HFA), Figura 61(c) revela
uma diminui¢do na rugosidade quando comparada a EG/OGR-AuNP, apesar de continuar
elevada quando comparada a EG, Tabela 4, sugerindo que o filme promove um recobrimento

dos vales sobre o nanocomposito e sobre a superficie de EG.

A adi¢@o de sonda Anti-Tz sem o bloqueio, Figura 61(d), mostra valores de rugosidade
elevados, Tabela 4. Esse aumento na rugosidade pode estar relacionado com a interagdo do
anticorpo com os nanomateriais, evidenciado pela presenca de vales, sugerindo uma maior
quantidade desse material exposto na interface, além do melhor recobrimento da superficie,

indicando a efetiva ligacdo da sonda a plataforma EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA).

Ja ao adicionar a molécula de bloqueio, Figura 61(e), percebe-se novamente uma
diminui¢@o na rugosidade da superficie, Tabela 4, sugerindo que as moléculas de glicina agem
no preenchimento de espagos entre os nanomateriais e a superficie, encobrindo alguns grupos
expostos, como sugerido na discussdo dos resultados observados na detec¢do em VPD para o
EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA na auséncia e na presenca de bloqueio, do item 4.8.
Observa-se ainda que o valor de rugosidade desta etapa estd proximo ao de EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA), Tabela 4, que pode estar relacionado a pequena altera¢do na resisténcia a

passagem de corrente observado nos resultados de EIE para essas duas etapas.

Ap6s interacdo com moléculas alvo Ts, Figura 61(f), € possivel visualizar que os vales
antes observados, agora apresentam picos mais estreitos, sugerindo ser a formagdo de
imunocomplexos, ou seja, a interagdo de sonda e alvo, evidenciada pela diferenca nas
morfologias de (d) e (f) da Figura 61. O aumento na rugosidade observado também evidencia
a presenca das moléculas do alvo, Tabela 4, e mais uma vez esta de acordo com os resultados

obtidos por EIE.

As imagens de MEV estdo mostradas na Figura 62, corroborando com os resultados

obtidos por AFM.
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Figura 62 — Imagens de MEV com ampliag&es de 10.000 ¢ 30.000 vezes para EG (a), EG/OGR-
AuNP (b) e EGFOGR-AuNP/poli(4-HFA) (c).

A Figura 62(a) permite a visualizag@o de uma superficie razoavelmente plana para EG,
apesar da presenca de buracos caracteristicos’ e alguns fragmentos do proprio grafite, que
podem ser resultantes do processo de polimento. A Figura 62(b) revela a distribui¢do ndo
uniforme de OGR-AuNP pela superficie do EG, de forma particulada com estruturas e
tamanhos diferentes, como também observado nas imagens de AFM. A imagem de EG/OGR-
AuNP/poli(4-HFA), Figura 62(c), mostra um recobrimento com pequenas estruturas
globulares na superficie do eletrodo, como uma espécie de erup¢do e, uma vez que ainda ¢
perceptivel a visualizagdo de particulas do nanocomposito, ha, agora, uma perda da nitidez

dos detalhes antes visualizados.

Ambas as imagens de AFM e MEV para o EG modificado com OGR mostram que as
folhas antes dispersas, ndo ficam totalmente separadas pela superficie e, sim caracterizadas
morfologicamente como particulas. Este fato deve estar relacionado pelo processo como este

material € incorporado no eletrodo. Durante a secagem em forno, as folhas dispersas de OGR,
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altamente hidrofobicas, vao se depositando na superficie do eletrodo e se aglomerando, pelas

interagdes de van der Waals, formando essa estrutura.

Ao observar uma particula razoavelmente grande de OGR em um EG/OGR, Figura
63(a) ¢ possivel a visualizagdo dos enrugamentos caracteristicos sobre sua superficie,

sugerindo serem as folhas mais expostas de OGR, conforme discussdo ja feita no item 4.1.4.

Figura 63 — Imagens de MEV com ampliagdo de 30.000 vezes para EG/OGR (a) e EG/OGR-AuNP (b).
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A imagem na Figura 63(b) ¢ referente ao EG/OGR-AuNP, que permite a visualizagio
de pequenos pontos brancos sobre a superficie, principalmente sobre OGR, indicando serem
relativos as AuNP de maiores agregacdes, uma vez que a comparacdo com as imagens de
EG/OGR, Figura 63(a), ndo permitem a visualizagdo de nenhum ponto de intensidade mais

clara.
4.10 Faixa de concentracio e curva analitica

As curvas referentes as detec¢cdes do alvo T; em diferentes diluigdes para o
estabelecimento da melhor faixa de concentragdo estdo mostradas na Figura 64, onde a curva

referente a resposta da sonda Anti-Ts € usada para comparagao.
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Figura 64 — Detecgdo dos EG/OGR-AuNP/poli(4-HFA)/SONDA contendo o Alvo T; em diferentes
dilui¢des, obtido por VPD em solugdo de K4Fe(CN)s 5,0 mmol L™ em meio de KC1 0,1 mol L™, com
velocidade de varredura de 20 mV s™ (a) e relagdo entre corrente de pico anodica ¢ diluigdo de Ts 2,0

gmL™" (b).
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A partir das dilui¢des do alvo T3 € possivel observar pela Figura 64 que, quanto mais
diluido o alvo, maior o valor de Ip,. Como o sinal monitorado € o pico de oxidagdo de Fe’' e
ja se sabe que a presenga de alvo leva a diminuig¢do da resposta de corrente, os resultados
obtidos com a dilui¢do estdo em concordancia com os anteriores, pois quanto mais diluido,
menor a quantidade de alvo e mais disponivel as moléculas de sonda poderdo estar na

superficie do eletrodo, facilitando a chegada das espécies eletroativas.
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Como o sinal de sonda ¢ utilizado para comparagdo, percebe-se que o limite de
deteccdo do alvo estd entre as concentracdes de 2,0 107% ¢ 2,0 10 g mL™, pois € o sinal de
resposta que mais se aproxima do padrdo de comparagdo. Sabendo que a concentragdo de
Ts(wivie) presente no sangue é de 2,50 a 3,90 pg mL™ e a faixa de concentragdo alcangada ¢
superior a este valor de referéncia, foi possivel realizar a constru¢do de uma curva analitica

que abrangesse essa faixa de concentrac¢do do alvo Tj.

A Figura 65 apresenta a curva analitica proposta para quantificagdo do alvo Tj, onde
os sinais de resposta analiticos obtidos pela correte de pico anddica, obtido por VPD em solugdo

de K Fe(CN) 5,0 mmol L em meio de KC1 0,1 mol L', com velocidade de varredura de 20 mV s™.

Figura 65 — Curva analitica de T; na faixade 1,0 a5 pg mL™.
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A partir do grafico mostrado na Figura 65, foi efetuada uma analise de regressdo linear
da corrente versus a concentracio do alvo Ts, obtendo um perfil de linearidade com R* =
0,98227. Ao observar o valor obtido do coeficiente angular da equacdo de reta, percebe-se que
ele ¢ relativamente alto (~28pA pg mL™), ou seja, pequenas variagdes na concentragdo de T;
causam grandes varia¢cdes nas respostas de corrente, evidenciando um sistema
consideravelmente sensivel. A partir deste resultado, é esperado que o imunossensor proposto
seja eficaz no monitoramento de concentragdo do hormoénio tireoidiano T; em soro de
pacientes saudaveis, pois a curva apresenta uma faixa de trabalho linear que coincide com a
concentragdo de referéncia de T3, assim como de pacientes com hipo ou hipertireoidismo,

onde os niveis de T3, estardo abaixo de 2 pg mL™ ou acima de 4 pg mL™, respectivamente.

Este resultado é promissor para aplicacdo em amostras de soro reais e, apresenta a

vantagem de utilizar pequenas quantidades de amostra, sendo necessario apenas 10 uL para
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realizagdo de uma leitura, ou 30 uL para ter a resposta em triplicata, além de necessitar de

pequenos tempos de respostas, pois o teste dura cerca de 30 minutos.

4.11 Definicio da estabilidade do imunossensor

Um grafico de barras com relagdo ao tempo de resposta e o sinal de corrente de pico

anodico, obtido na detecgdo dos alvos, estd representado na Figura 66.

Figura 66 — Estabilidade do imunossensor proposto durante o tempo de 40 dias.
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Observando a Figura 66, percebe-se que nos primeiros 10 dias ha um aumento de
aproximadamente 50% do valor de resposta de corrente do imunossensor, que chega a mais de
100% no vigésimo dia. Este resultado indica que a estabilidade do imunossensor proposto
deve ser otimizada em estudos futuros, uma vez que anticorpos sdo moléculas muito estaveis
devido a presenga de pontes dissulfeto em sua estrutura, podendo durar meses na auséncia de

117
protease’ .

Este resultado pode ter sido causado pela formagao de cristais de gelo na superficie do
eletrodo no periodo que os mesmos foram retirados do congelador e deixados aquecer a
temperatura ambiente. Os cristais de gelo podem destruir a estrutura proteica, gerando

118

ineficiéncia do anticorpo . Uma alternativa pode ser a refrigeracdo até¢ 4 °C, ao invés do

congelamento dos eletrodos.
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5. CONCLUSOES

O procedimento adotado para sintese quimica de 6xido de grafeno e 6xido de grafeno
reduzido se mostrou satisfatorio para obtengdo dos produtos. A caracterizagdo por
espectroscopia na regido do infravermelho evidenciou a presenga de grupos oxigenados no
oxido de grafite e a reducdo significativa desses grupos e, at¢ mesmo, auséncia de alguns no
oxido de grafite reduzido. Por anélise termogravimétrica foi observada a maior estabilidade
térmica de 6xido de grafite reduzido, causada pela auséncia de grupos oxigenados. Imagens
de microscopia de forca atdmica e microscopia eletronica de varredura revelaram a
morfologia caracteristica de folhas dispersas de Oxido de grafeno, enquanto imagens de
microscopia eletrénica de varredura evidenciaram a estrutura mais compacta do oxido de

grafeno reduzido.

A incorporagdo de Oxido de grafeno reduzido e posterior eletrodeposicao de
nanoparticulas de ouro, formando um nanocomposito sobre a superficie de eletrodos de
grafite, mostraram um aumento significativo na resposta de corrente do eletrodo, que esta
relacionada com a area superficial do mesmo, melhorando, assim, a condutividade elétrica e a

transferéncia eletronica do eletrodo.

A eficiéncia da modificagdo dos eletrodos de grafite com o nanocomposito foi
primeiramente evidenciada durante os estudos de eletropolimerizag¢@o do filme de 4cido 4-
hidroxifenilacético, onde a combinagdo desses materiais levou a formac¢do de uma maior
quantidade de filme, cujas propriedades eletroquimicas sdo superiores as do polimero
derivado do 4cido 4-hidroxifenilacético isolado. Além de proporcionar uma melhora na
transferéncia eletronica durante a eletropolimerizag¢do, o nanocompdsito realga a presenca de

trés pares redox do filme do acido 4-hidroxifenilacético.

Devido a presenca do nanocomposito levar a formagdo de uma maior quantidade de
filme polimérico derivado do 4acido 4-hidroxifenilacético, ele, consequentemente, aumenta a
possibilidade de que mais material bioldgico seja imobilizado sobre a superficie do

imunossensor, devido ao aumento de grupos funcionais do filme.

Os melhores resultados no processo de imobiliza¢do de Anti-T; e interagdo com o alvo

T; foram obtidos com a concentracdo de 1 e 2 pg mL™, respectivamente, por imobilizagdo
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covalente da sonda na superficie contendo o nanocompésito e o filme polimérico do acido 4-

hidroxifenilacético mediada pela utilizagdo de EDC-NHS.

Os resultados obtidos pela técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
corroboraram com os estudos obtidos em voltametria de pulso diferencial, comprovando o
aumento de resisténcia a cada etapa de modificacdo do eletrodo de grafite e incorporagdo de

biomoléculas, seguindo a ordem crescente de nanocomposito — filme — sonda — alvo.

A caracterizagdo do imunossensor por imagens de microscopia de for¢a atdmica
apresentaram alteragles significativas nos valores de rugosidade média a cada etapa de
constru¢do do sensor, que estdo concordantes com o aumento consideravel de sinais de
resposta do eletrodo no estudo eletroquimico por voltametria de pulso diferencial. As imagens
de microscopia eletrénica de varredura nas etapas de modificacdo até a constru¢do da
plataforma corroboram com as imagens de microscopia de forga atomica, além de
evidenciarem a etapa de modificac¢do da eletrodeposicdo das nanoparticulas de ouro, quando

comparada com imagens do eletrodo contendo somente 6xido de grafeno reduzido.

Detecgdes de dilui¢des do Alvo T3 mostraram que o imunossensor proposto tem limite
de detecgdo de 2,0 107 g mL™, que ¢ uma concentragio inferior a concentra¢do de T3iwe)
presente no sangue. A partir do limite de detecgdo, foi possivel a construgdo de uma curva
analitica de concentracdo de Tz com faixa linear de resposta na ordem de 1,0 a 5,0 pg mL™,
que aumenta a expectativa de aplicagdo em amostras reais de pacientes. Estes resultados
possibilitam a analise utilizando pequeno volume de amostra e baixos tempos de resposta. O
imunossensor proposto tem maior estabilidade em 10 dias, quando estocado em refrigeracio

abaixo de 0 °C.
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6. PERSPECTIVAS

» Estudo de seletividade do imunossensor desenvolvido;
» Otimizagio da estabilidade do imunossensor;
» Aplicagdo do imunossensor em amostras de soro de pacientes reais;

» Desenvolvimento de imunossensor para o diagnostico de T4 e/ou TSH.
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