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RESUMO

No Brasil cerca de 15% da populagdo sofre com disfun¢des na glandula tireoide, apesar da
metade desconhecer de tal condicdo (IBGE). Os hormonios tireoidianos sintetizados pela
glandula tireoide s@o excretados na corrente sanguinea, no entanto, por serem altamente
hidrofébicos, eles circulam ligados a proteinas plasméticas, tornando-os inativos, dessa forma,
a porcdo livre desses hormoOnios para atuacdo no metabolismo das células € muito baixa.
Dentre as metodologias que podem ser utilizadas para deteccdo de distiirbios tireoidianos
estdo os biossensores, 0s quais se apresentam como uma alternativa promissora, apresentando
a vantagem de um diagnostico simples, rdpido e de baixo custo. Em imunossensores o sucesso
da reacdo imunoldgica depende da etapa de imobilizacdo da biomolécula sonda, onde o
desenvolvimento de copolimeros pode apresentar um diferencial, por meio da combinacdo das
propriedades de diferentes mondmeros. Neste trabalho, o copolimero poli(anilina-4-
aminofenol) (razdo molar 1:1) foi eletropolimerizado sobre a superficie de eletrodos de
grafite, utilizando solu¢io monomérica (1,0 mmol L7). Polianilina e poli(4-aminofenol)
também foram eletropolimerizados nas mesmas condigdes para comparacdo. Para a
imobilizacdo da biomolécula sonda, visando o desenvolvimento de um biossensor, o
anticorpo Anti-T3 foi incorporado a superficie dos eletrodos modificados com os diferentes
filmes poliméricos. Em sequéncia, os eletrodos modificados contendo a sonda foram
colocados em contato com soro contendo o alvo Ti. Medidas de Voltametria de Pulso
Diferencial (VPD) foram realizadas para deteccdo das diferentes superficies, por
monitoramento do pico de oxida¢do de Fe?* proveniente do K4Fe(CN)e. Foi obtido sucesso na
imobilizacdo do anticorpo Anti-T3, com a utilizacdo de EDC-NHS, sobre a superficie do
copolimero poli(anilina-4-aminofenol), assim como na deteccdo do alvo T3 presente no soro,
evidenciado pela diminuicdo da intensidade de corrente de pico de oxidacdo do Fe®* a cada
etapa de biofuncionaliza¢do, sendo uma reducao de 25% na presenca da sonda e de 23% apds
a interacdo sonda-alvo. Este fato foi bem mais pronunciado sobre o copolimero poli(anilina-4-
aminofenol), que apresentou a maior reducdo de corrente de pico, quando comparado aos
demais: polianilina e poli(4-minofenol) sugerindo que foi imobilizado uma maior quantidade
de anti-T3 na superficie do eletrodo de poli(anilina-4-aminofenol). O efeito sinérgico no
copolimero mostrou ser promissor para aplicagdo do material no diagndstico quantitativo do
alvo T3 em soro de pacientes, visto que nao foi necessdria a adi¢do de reagentes de ligacdo
cruzada para promover a imobilizacdo do anticorpo, € de nenhum outro nanomaterial para
alcance da concentragdo do hormonio T3 na amostra de soro, que normalmente se encontra na
ordem de picogramas/mL. A caracterizacdo morfologica do imunossensor apresentou
alteracdes significativas nos valores de rugosidade, concordantes com os estudos
eletroquimicos.

Palavras-chave: Triiodotironina — T3; Imunossensor; Polianilina; Poli(4-aminofenol);

Voltametria ciclica; Copolimero.



ABSTRACT

In Brazil about 15% of the population suffers from dysfunctions in the thyroid gland,
although half are unaware of this condition (IBGE). Thyroid hormones synthesized by the
thyroid gland are excreted in the bloodstream, however, because they are highly hydrophobic,
they circulate bound to plasma proteins, rendering them inactive, so that the free portion of
these hormones for action on the metabolism of the cells is very low. Among the
methodologies that can be used to detect thyroid disorders are biosensors, which are presented
as a promising alternative, presenting the advantage of a simple, fast and low-cost diagnosis.
In immunosensors the success of the immunological reaction depends on the immobilization
step of the probe biomolecule, where the development of copolymers may present a
differential, by combining the properties of different monomers. In this work, the
poly(aniline-4-aminophenol) copolymer (1:1 molar ratio) was electropolymerized on the
surface of graphite electrodes using monomeric solution (1,0 mmol L). Polyaniline and
poly(4-aminophenol) were also electropolymerized under the same conditions for
comparison. For the immobilization of the biomolecule probe, aiming the development of a
biosensor, the Anti-T3 antibody was incorporated to the surface of the electrodes modified
with the different polymeric films. In sequence, the modified electrodes containing the probe
were placed in contact with serum containing the T3 target. Differential Pulse Voltammetry
(DPV) measurements were performed to detect the different surfaces by monitoring the Fe**
oxidation peak from K4Fe(CN)s. Anti-T3 antibody immobilization with the use of EDC-NHS
on the surface of the poly(aniline-4-aminophenol) copolymer, as well as the detection of the
T; target present in the serum, evidenced by the decrease of the intensity of Fe** oxidation
peak current at each biofunctionalization stage, with a 25% reduction in the presence of the
probe and 23% after the target probe interaction. This fact was much more pronounced on the
poly(aniline-4-aminophenol) copolymer, which presented the greatest reduction of peak
current when compared to the others: polyaniline and poly(4-aminophenol) suggesting that a
higher amount of anti-T3 on the surface of the poly(aniline-4-aminophenol) electrode. The
synergistic effect on the copolymer was shown to be promising for application of the material
in the quantitative diagnosis of the T3 target in patient serum, since the addition of
crosslinking reagents was not required to promote immobilization of the antibody, and no
other nanomaterial to reach the target concentration of the hormone T3 in the serum sample,
which is usually in the order of picograms/mL. The morphological characterization of the
immunosensor showed significant changes in the roughness values, consistent with the
electrochemical studies.

Key words: Triiodothyronine - T3; Immunosensors; Polyaniline; Poly(4-aminophenol); Cyclic

voltammetry; Copolymer
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de sensores vem sendo estudado para aplicacdes em diversas
dreas, podendo-se destacar a sua utilizacdo na medicina, em diagnésticos de distirbios em
evolucdo; em questdes ambientais, para detec¢do de poluentes como pesticidas, compostos
fendlicos, metais pesados, entre outras dreas (RIBOVSK, 2015).

Atualmente, tem-se uma ampla comercializacdo de alguns desses dispositivos, como
por exemplo, sensores para o monitoramento do nivel de glicose no sangue, principalmente
por pacientes diabéticos e, sensores para medi¢do da quantidade do hormdnio gonadotrofina
coridnico humano (do inglés Human Chorionic Gonadotropin - HCG) na urina, utilizado no
teste de gravidez (PAULI, 2014).

Tais dispositivos apresentam algumas vantagens, como a possibilidade de constru¢do
de sistemas miniaturizados, a utilizacdo de fragdes reduzidas de amostras para andlises, baixo
custo de producdo, além de permitirem andlises com alta sensibilidade e especificidade
(CECCHETTO, 2014).

Os sensores sdo dispositivos analiticos capazes de converter uma resposta de um
analito presente na amostra em um sinal analitico mensurdvel. Quando o receptor € um
elemento bioldgico, tais como anticorpos, enzimas, proteinas, dcidos nucleicos, organelas e
células, onde o processo bioquimico € a fonte do sinal analitico, os sensores sdo definidos
como biossensores (SEGATTO, 2017). A configuracdo esquemdtica de um biossensor esta

ilustrada na Figura 1.

Figura 1- Configuracio esquematica dos componentes basicos de um biossensor.
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Como observado na Figura 1, os biossensores sdo dispositivos constituidos por um
elemento de biorreconhecimento (receptor), no qual uma biomolécula (sonda) esta

14



imobilizada sobre a interface que serd colocada em contato com o analito de interesse (alvo)
para geracdo de um sinal; um transdutor fisico-quimico, capaz de transformar o sinal
produzido pela interagdo bioldgica em um sinal elétrico, determinando consequentemente a
presenca, atividade e concentragdo do analito de interesse; e um sistema de saida, que fornece
uma resposta analitica util (SEGATTO, 2017).

Portanto, sabendo-se da ampla aplicacdo dos biossensores eletroquimicos na
medicina, como por exemplo, no diagndstico de tuberculose, maldria, HIV, cincer, doencas
cardiacas, e, devido as suas caracteristicas de baixo custo de fabricacdo , deteccdo ripida e
facil (RIBOVSK, 2015), a elaboragcdo de um biossensor para deteccdo de distdrbios
tireoidianos surge como uma alternativa promissora, pois a confec¢io do mesmo,
modificando a superficie do eletrodo com o copolimero poli(anilina-4-aminofenol), pode
levar a0 aumento da sensibilidade e um ambiente favordvel para a imobilizagdo de
biomoléculas.

Conhecendo-se tais vantagens e o mecanismo de funcionamento desses sistemas, este
trabalho teve como enfoque a caracterizagdo eletroquimica e morfologica do copolimero
poli(anilina-4-aminofenol) e a construcdo de uma plataforma de imunossensor para a detec¢dao
do hormdnio da tireoide triiodotironina (T3). Esta plataforma € baseada na utilizacdo do
copolimero poli(anilina-4-aminofenol) sobre eletrodo de grafite, que serviu como matriz para
a 1imobilizacdo do anticorpo especifico anti-triiodotironina (anti-T3). As técnicas
eletroquimicas utilizadas para o desenvolvimento desse trabalho foram voltametria ciclica

(VC) e voltametria de pulso diferencial (VPD).

1.1. Hormonios Tireoidianos

Os hormonios tireoidianos (HT) desempenham a importante fun¢do de manter o
metabolismo funcionando de forma regular em todos os vertebrados, sendo crucial nas etapas
do crescimento e desenvolvimento do organismo (MESSIAS et al., 1999). O pré-hormonio
tiroxina ou 3,5,3’,5’-tetraiodo-L-tironina (T4) € sintetizado e secretado pela glandula tireoide
junto com uma pequena quantidade do hormoénio ativo, a triiodotironina ou 3,5,3’-triiodo-L-
tironina (T3) (WAJNER et al., 2008), cujas féormulas estruturais estdo apresentadas na Figura

2.
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Figura 2- Representagao estrutural da triiodotironina ou 3,5,3’-triiodo-L-tironina (T3) e da
tiroxina ou 3,5,3°,5 -tetraiodo-L-tironina (T4).
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FONTE: SEGATTO, 2017

O 10do € essencial na sintese desses hormonios, sendo quatro dtomos de iodo por
molécula de T4, correspondendo 66% de sua massa molar e, trés dtomos de iodo por molécula
de T3, equivalente a 58% de sua massa molar, como observado na Figura 2. O iodo é obtido
por meio de dieta, sendo absorvido no trato gastrointestinal na forma de iodeto (I') para o
sangue, sendo capturado pela glandula tireoide, uma das maiores glandulas do sistema
endoécrino (LUNARDELLI, 2007).

Apesar de T4 ser produzido e secretado em quantidade significativamente maior que
T3, o responsdvel pela maioria, ou até mesmo todas as fungdes tireoidianas no organismo € o
T3, devido a maior afinidade dos receptores celulares a ele. Além disso, as proteinas
plasmdticas se ligam a T4 mais fixamente que em Ts. Acredita-se que o T4 sofre uma
desiodagdo para a forma de T3 ao entrar em contato com os receptores celulares presentes nos
tecidos-alvo (Figura 3), ou até mesmo durante o processo de carreamento pelo sangue

(CARRAZZA, 2012).
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Figura 3- Representacio basica da ativagdo das células alvos por horménios tireoidianos.
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FONTE: SEGATTO, 2017

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no Brasil cerca de
15% da populacio sofre com disfun¢des na glandula tireoide, como por exemplo,
tireotoxicose autoimune, Cretinismo - hipotireoidismo na crianca, Mixedema -

hipotireoidismo no adulto, Tiroidite de Hashimoto - hipotireoidismo autoimune, Bécio,

Tumores da tireoide, neoplasias e cancros da tireoide, apesar da metade desconhecer tal

condi¢do. Dentre as diversas disfungdes causadas quando os hormonios tireoidianos
encontram-se em niveis alterados, pode-se destacar o hipotireoidismo e o hipertireoidismo.

O hipotireoidismo resulta da deficiéncia de iodo, gerando a reprodugdo diminuida
dos hormonios tireoidianos e levando a manifestacdes clinicas caracteristicas de insuficiéncia
da glandula tireoide, tais como, baixo indice metabdlico, intolerncia ao frio, fraqueza
muscular, fadiga e depressdo. Ja o hipertireoidismo € caracterizado pela secre¢do aumentada
dos hormdnios da tireoide e que ndo se encontra mais sob o controle regulador dos centros
hipotalamicos e hipofisarios, levando as manifestagdes clinicas de um estado hipermetabdlico,
tais como perda de peso, fraqueza muscular, irritabilidade, ansiedade, tremores e distirbios do
sono (LUNARDELLLI, 2007).

O método mais utilizado para o diagndstico de T3wiwe), empregando marcadores,

I'®, é o enzima-imuno-fluorimétrico ou quimiluminescéncia, onde os niveis

geralmente o
normais de L-triiodotironina (T3) estdo na faixa de 80 a 200 ng/100ml. Este método € muito
utilizado devido a alta sensibilidade, porém demanda aquisi¢do de aparelhos de alto custo e

pessoal especializado. Nos laboratérios, os exames clinicos devem ser altamente especificos e
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sensiveis para a forma livre, que apresenta uma faixa de concentragio de 2,30 a 3,90 pg mL"!
de soro, em pacientes adultos com funcionamento normal da glandula tireoide (LARSEN et
al., 2010), porém, como a quantidade de T3(Livre) N0 sangue € baixa se comparada a quantidade
de Ts ligado a proteinas plasmdticas, € problemdtico garantir o equilibrio T3(Livre)/ T3(Ligados a
proteinas) € Minimizar a diluicao dos soros de pacientes, fazendo com que os resultados obtidos
dos imunoensaios sejam, ainda, muito suscetiveis as variagdes, gerando resultados falso-
positivo quando em soros de pacientes que ndo apresentam disfuncdes tireoidianas, mas tem a
presenca de certos farmacos, niveis elevados de &4cidos graxos, anticorpos heterdfilos ou
inibidores de ligacdo hormonal. (GOUVEIA et al., 2016).

Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas de dosagem especificas, envolvendo
sensores torna-se promissor para a utilizacdo e comercializacdo dos mesmos para o
diagndstico de Tsgiviey de forma rdpida e facil, j4 que sensores de tamanho reduzido, baixo
custo, elevada sensibilidade e deteccdo em tempo real sdo desejados na andlise clinica e
biomédica, particularmente em diagndsticos proximos aos pacientes, onde a andlise deve ser
rapida e pequeno volume de amostras € requerido, ndo demandando pessoal especializado

(TYMECKI et al., 2006, CHEN et al., 2005, LI et al., 2005).

1.2. Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos que utilizam reacOes bioldgicas para deteccdo de
analitos-alvo (WANG, 2000). Tais dispositivos combinam um componente biolégico, que
interage com um substrato alvo, a um transdutor fisico, que converte os processos de
biorreconhecimento em sinais mensuraveis (WANG, 2000; PATHAK et al., 2007).

Os biossensores sdo construidos a partir de um componente que introduz a amostra,
um sistema de reconhecimento molecular, um transdutor e uma unidade processadora de
sinal, conforme apresentado na Figura 1 (LEE et al., 2008).

Desta forma, o receptor € responsédvel pelo reconhecimento do analito e também pela
especificidade e sensibilidade do biossensor. J4 o transdutor € o elemento que percebe as
alteracdes causadas pela interacdo entre o receptor biolégico e seu analito e as converte num
sinal analiticamente mensurdvel, ou seja, que pode ser eletronicamente visualizado,

amplificado e armazenado (CASTILLO et al., 2004; MEHRV AR, 2004).
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O elemento biolégico de reconhecimento deve apresentar uma elevada
especificidade, estabilidade em condi¢des normais de armazenamento e ensaios com pequena
ou nenhuma alteracao entre si (RIBOVSK, 2015).

Segue algumas das exigéncias da escolha de um biocomponente para atuar como
elemento de reconhecimento bioldgico:

e Disponibilidade de um sitio reativo que possa reagir/interagir com o analito;

e Estabilidade frente ao meio e as condi¢cdes de medi¢ao;

e Possibilidade de modificagdo/imobilizacdo sobre suporte por métodos quimicos

sem afetar o seu desempenho.

Alguns biocomponentes sao adequados para o uso na composicdo dos biossensores,
entre eles: enzimas, cofatores, receptores, anticorpos, células de micro-organismos, organelas
e tecidos (vegetais, animais e fingicos) (SILVA, 2011).

Assim, de acordo com o elemento bioldgico utilizado para a sua construgdo, os
biossensores podem ser divididos em vdrias classes (Figura 4). Dentre elas, as classes mais
desenvolvidas sdo: biossensores enzimdticos, microbiolégicos, 0s quimiorreceptores € 0S

1IMunossensores.

Figura 4- Classifica¢do dos biossensores de acordo com o elemento bioldgico sensivel.
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FONTE: SILVA, 2011
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Como observado na Figura 4, um exemplo de biossensores sdo 0s imunossensores.
Estes dispositivos, desenvolvidos no presente trabalho, sdo capazes de detectar a interac@o
entre um antigeno e um anticorpo e cujo sucesso da reacdo imunoldgica depende da etapa de
imobilizacao da biomolécula sonda, onde o desenvolvimento de copolimeros pode apresentar
um diferencial, por meio da combinacdo das caracteristicas de diferentes mondmeros

(MARQUES, 2013).

1.3. Polimeros

Polimeros consistem de cadeias longas formadas pela repeticdo de unidades mais
simples, chamadas mondmeros. Estes polimeros sdo em geral materiais organicos, conhecidos
principalmente por serem excelentes isolantes térmicos e elétricos. No entanto, uma nova drea
de polimeros organicos tem sido desenvolvida, cuja importancia estd relacionada a
possibilidade de conduzir corrente elétrica (ROCHA, 2000)

Os polimeros condutores sdo formados por cadeias contendo duplas ligacdes,
permitindo assim o fluxo de elétrons em condi¢des especificas de dopagem. Esse fluxo de
elétrons pode ser considerado como resultado de defeitos estruturais na cadeia polimérica,
originados durante o processo de polimeriza¢do. Assim, os polimeros condutores apresentam
propriedades elétricas, magnéticas e Opticas semelhantes as propriedades dos semicondutores
e até mesmo de alguns metais, sendo capazes de conduzir eletricidade (AUGUSTO, 2009).

Entre os polimeros condutores mais conhecidos destacam-se o poliacetileno, o

polipirrol, o politiofeno e a polianilina, cujas estruturas estao representadas na Figura 5.

Figura 5- Estrutura de alguns polimeros condutores.
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FONTE: AUGUSTO, 2009
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Estes polimeros podem combinar as propriedades mecénicas e de processabilidade
dos polimeros convencionais com um comportamento elétrico, éptico e magnético semelhante
ao dos metais e semicondutores inorginicos. Esta caracteristica faz com que estes materiais se
enquadrem na categoria dos chamados “metais sintéticos” que possuem diversas aplicagdes
tecnoldgicas, como em baterias recarregdveis, dispositivos eletronicos, sensores quimicos e
térmicos, biossensores, janelas inteligentes, diodos emissores de luz, eliminacdo de carga
estitica em microeletronica, protecdo contra corrosdo e recobrimento de materiais
(REZENDE et al., 2000).

Dessa forma, assim como os biossensores, os polimeros conjugados tém atraido
muito interesse como matriz para imobilizacdo de biomoléculas, pois podem servir como
intermedidrios nos processos de interag@o entre o receptor e o analito e na transducao do sinal,
com o objetivo de melhorar o tempo de resposta, a sensibilidade e o limite de deteccdo de
biossensores para diversas aplicacdes, que vao desde o diagndstico de doencas até
determina¢do de contaminantes em dgua (FERREIRA er al., 2014).

Polimeros condutores elétricos também apresentam grande versatilidade em sua
estrutura quimica. Por meio de modelagem quimica e novas rotas de sintese, alguns grupos de
pesquisa vém reportando a possibilidade de se modular as propriedades eletronicas e
mecanicas dessa classe de materiais poliméricos (DEEPSHIKHA, 2011). Outra vantagem
atribuida aos polimeros conjugados reside na possibilidade de sua sintese eletroquimica
permitir a imobilizagdo de biomoléculas de forma simples na superficie do eletrodo
(COSNIER, 2003). Com isso € possivel o controle da distribui¢io espacial das biomoléculas
imobilizadas, a espessura do filme e a manutencdo da orientacdo da biomolécula pela

modificagc@o nas propriedades do polimero.

1.3.1. Polianilina

A polianilina (PANI) € um dos polimeros condutores mais promissores para
aplicacdes e, portanto, um dos compostos mais estudados. Foi sintetizado pela primeira vez
por Lethby em 1862, por meio da oxidacdo eletroquimica da anilina em meio de 4cido
sulfarico (SYED et al., 1991).

Este especial interesse, se deve por sua forma dopada possuir excelente estabilidade

quimica combinada com niveis altos de condutividade elétrica que podem ser controlados, e
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seu mondmero, anilina é relativamente de baixo custo com polimerizacdo a partir de uma
reacdo direta de alto rendimento (PRON et al., 2002)

As polianilinas representam uma classe de polimeros, cuja composi¢do é dada por y
e (y-1) unidades repetitivas das espécies reduzidas e oxidadas respectivamente, como

observado na Figura 6.

Figura 6- Estrutura molecular da polianilina.
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FONTE: MATTOSO, 1996

O valor de y pode variar continuamente entre 1 para o polimero completamente
reduzido (contendo somente nitrogénios amina) e zero no caso do polimero completamente
oxidado (contendo somente nitrogénios imina). Os diferentes graus de oxidacdo da polianilina
sdo designados pelos termos leucoesmeraldina, protoesmeraldina, esmeraldina, nigranilina e
pernigranilina quando y for igual a 1; 0,75; 0,5; 0,25 e O respectivamente (Figura 7)
(MATTOSO, 1996).

Figura 7- Diferentes formas da anilina.
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A primeira etapa de polimerizacdo envolve a oxidag@o da anilina formando o cétion
radical (cdtion nitrenium) pela transferéncia de elétrons do nivel de valéncia do 4tomo de
nitrogénio da anilina, sendo independente do pH do meio. O cétion radical da anilina possui
trés formas de ressonancia, porém a forma com o elétron na posi¢ao para € a mais reativa
devido ao efeito indutivo no substituinte e a auséncia de impedimento estérico. A Figura 8

mostra a formagdo do cétion radical e suas estruturas de ressonancia.

Figura 8- Formacao do cdtion radical e suas estruturas de ressonancia.
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FONTE: RATES, 2006

Na sequéncia do mecanismo de reacdo o dimero formado sofre oxidagao e forma um
novo cdtion radical que pode reagir tanto com um mondmero cétion radical ou com um
dimero cation radical para formar respectivamente um trimero ou um tetramero. O mecanismo

geral de polimerizacdo oxidativa da anilina estd representado na Figura 9.
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Figura 9- Mecanismo de polimerizag¢do oxidativa da anilina.
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1.3.2. Poli (4-aminofenol)

Os aminofendis (AMF) sdao compostos interessantes por apresentarem dois grupos
substituintes diferentes (-NHz e -OH) expostos em sua estrutura aromaética, que podem servir

como sitios de ligacdo de biomoléculas (VIEIRA et al., 2006). Durante o processo de sintese
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de polimeros, os mondmeros sdao oxidados para formarem cations e, em seguida, reagem
formando oligdmeros que se depositam na superficie do eletrodo na forma de polimero.

A eletro-oxidacdo do 4-aminofenol (4-AMF) de acordo com Hawley e Adams
(HAWLEY et al., 1965), envolve a saida de dois elétrons e dois prétons, produzindo a 4-
benzoquinona (Figura 10). Os autores sugerem também que uma segunda reacdo quimica
entre 4-benzoquinona e 4-AMF se torna importante a medida que o valor de pH aumenta,
fazendo possivel a ocorréncia da reacdo de acoplamento 1,4 e a geracdo de filme sobre a

superficie do eletrodo.

Figura 10- Reacao de eletrooxidagdo do poli(4-AMF).

=
=
o

H Qe ‘ ‘ hidrdlise “ H
— e -
| - -2 protons . ) -

FONTE: AUTORA, 2018

Um fator interessante relatado sobre alguns polimeros eletroativos € a influéncia do
meio reacional em sua resposta eletroquimica, devido a diferenca na protonacdo dos grupos -
OH e -NH: influenciado pelo pH, podendo ser obtidos diferentes filmes poliméricos na
superficie do eletrodo.

Estudos demonstraram que o polimero formado em meio 4cido é eficiente na
imobilizacdo e deteccdo de material genético, sugerindo uma plataforma para a construcao de
biossensores de DNA. Nesse sentido, a combinacdo do mondmero 4-AMF com a anilina para
o presente estudo se mostra bastante promissor, dando origem ao copolimero poli(anilina-4-

aminofenol) (CASTRO et al., 2014).
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1.3.3. Copolimeros

Os polimeros que contém apenas uma unidade monomérica sdo chamados de
homopolimeros, por exemplo, o PEG (polietileno glicol), enquanto os que contém duas ou
mais unidades monoméricas diferentes sao conhecidos como copolimeros (MAURANO et al.,
1998).

De acordo com a disposicdo de seus mondmeros, os copolimeros podem ser
divididos em quatro classes: em bloco, alternado, aleatério, e enxertado (YOKOYAMA,

1992), como mostra a Figura 11.

Figura 11- Classificacdo dos copolimeros.
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Nos copolimeros, cada arranjo dos mondmeros, juntamente com a natureza dos
mesmos, conferem propriedades e caracteristicas que atendem as condi¢Oes desejadas. Assim,
conhecendo-se as propriedades dos mondmeros constituintes do copolimero, no caso em
especifico, do 4-aminofenol e anilina, mencionado anteriormente, observa-se que o
desenvolvimento do copolimero poli(anilina-4-aminofenol) como estratégia para imobilizacdo
pode apresentar um diferencial, pela possibilidade de combinacdo das propriedades desses
monomeros, como a fécil polimerizagdo e boa estabilidade da polianilina, e considerdvel
biocompatibilidade com diferentes tipos de biomoléculas por conter grupos amino e

hidroxilas, no caso do poli(4-aminofenol).
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1.4. Eletrodos quimicamente modificados

Com o intuito de obter uma maior sensibilidade na deteccao de analitos-alvo e uma
melhor ambientacdo de biomoléculas, seja para proporcionar um ambiente mais adequado ou
uma maior facilidade durante a imobilizac¢do, a modifica¢c@o dos eletrodos de trabalho torna-se
essencial e mostra-se promissor para aplicagbes em biossensores eletroquimicos
(NASCIMENTO e ANGNES, 1998).

H4 diversos métodos de modificacdo disponiveis para os diferentes tipos de
eletrodos, entre os quais estdo inclusos a modificacdo quimica, a modificagdo por adsor¢do e a
modificac@o por eletroadsor¢do, sendo a metodologia por adsorcdo muito empregada, devido
principalmente a sua simplicidade e eficiéncia em muitos casos.

Na modificacdo quimica, a imobilizacao de espécies eletroativas ocorre na superficie
do eletrodo por reagdo quimica. Este método tende a formagdo de monocamadas, com
excegdo da ligacdo quimica de polimeros. A modificagdo por adsorcdo envolve o contato de
espécies eletroativas com a superficie do eletrodo por determinado tempo para que ocorra
interacdo, seja eletrostdtica, por for¢as de London ou ligagdes de hidrogénio, na interface.
Esse método pode ser irreversivel ou reversivel, podendo haver perdas do material por
lixiviamento. A modificacdo por eletroadsorcdo envolve e aplicacdo de um potencial ao
eletrodo, onde a quantidade do material depositado pode estar em fun¢do do tempo, nos
métodos cronoamperométricos, ou em funcdo do numero de ciclos, nos métodos
voltamétricos. Este método € muito utilizado no desenvolvimento de polimeros em superficies
eletrodicas (PUTZBACH, 2013).

Em suma, independente do método de modificacdo, os eletrodos com espécies
quimicamente ativas (por exemplo: polimeros, nanoparticulas metdlicas, nanocompdsitos,
liquidos 16nicos, entre outros) convenientemente imobilizadas em suas superficies, tem como
objetivo pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucao.
Além disso, os eletrodos quimicamente modificados (EQM) também apresentam
caracteristicas vantajosas como baixo custo, facilidade na construcdo e possibilidade de
miniaturizacdo, o que os difere de instrumentos utilizados em outros métodos como os

cromatograficos e espectrofotométricos, por exemplo (MORILLO, 2017).
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1.5. Imunossensores eletroquimicos

Dentre os diferentes tipos de sensores eletroquimicos, os imunossensores, cuja
resposta bioquimica estd ligada a interacdo antigeno-anticorpo, representam uma categoria
que merece especial atencdo, no que se refere a uma deteccdo sensivel e seletiva
(MARQUES, 2013).

Um imunossensor é definido como um dispositivo sensorial constituido por um
anticorpo (ou antigeno) acoplado a superficie de um transdutor, que converte o sinal bioldgico
de imunoafinidade em um sinal mensurdvel. As jun¢des desses componentes desencadeiam a
deteccdo especifica e até, quantificacdo de moléculas alvos em amostras complexas
(SANTANA, 2016).

Os dois tipos de transdutores mais utilizados em imunossensores sdo 0 Optico € o
eletroquimico. Os transdutores 6pticos, quando acoplados aos imunoensaios, tem apresentado
sensibilidade limitada. No entanto, imunossensores eletroquimicos superam este problema e
sdo rapidos, simples e econdmicos, além de terem a vantagem de poderem ser miniaturizados,
tornando-se portateis. Os imunossensores eletroquimicos, em conjun¢cdo com a
nanotecnologia, apresentam também a possibilidade de detectar analitos em volumes muito
pequenos (ROCHA, 2014).

A metodologia de andlise com imunossensor amperométrico, cuja interacdo
antigeno-anticorpo € convertida em um sinal eletroquimico e a resposta é dada pela diferenca
significativa em magnitude da corrente elétrica do imunossensor na auséncia do alvo, envolve
etapas de lavagem apds as interacdes do antigeno e anticorpo. Dessa forma, a imobilizacao do
anticorpo especifico na superficie do eletrodo constitui uma das etapas criticas do
desenvolvimento do imunossensor. Em geral, a superficie sélida deve apresentar algumas
caracteristicas fundamentais como alta capacidade para ligacdo de imunorreagentes; ligacdo
estavel e ndo causar desnaturagdo da molécula imobilizada (RICCARDI et al., 2001).

A associacdo de anticorpos com antigenos se dd de forma nao covalente, denominada
imunocomplexo e uma vez que ele se forma, ndo permite a reutilizacdo do imunossensor, 0
que faz com que a maioria seja de uso unico. Assim, devido as diversas caracteristicas
relacionados a utilizacdo do imunossensor eletroquimico, como alta especificidade, baixos
limites de detecgdo, aliados ao fato de serem compactos, permitindo o uso de amostras em
microlitros, fazem com que os mesmos sejam promissores na utilizacdo de diagndsticos de

inimeros distirbios (OLIVEIRA, 2014).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um imunossensor eletroquimico

para o diagndstico do hormonio tireoidiano triiodotironina — T3 a partir de eletrodos de grafite

modificados com o copolimero poli(anilina-4-aminofenol).

2.1.

Objetivos especificos

Preparar o copolimero poli(anilina-4-aminofenol) na propor¢do 1:1 das solucdes
monoméricas € os polimeros poli(4-aminofenol) e polianilina por via
eletroquimica sobre eletrodos de grafite, utilizando as seguintes concentra¢oes
dos mondmeros 0,1 mol L' e 1,0 mmol L';

Caracterizar eletroquimicamente os eletrodos de grafite modificados com o
copolimero pela técnica de voltametria ciclica e compara-los com o eletrodo de
grafite modificado apenas com os mondmeros, utilizando a mesma técnica;
Imobilizar o anticorpo Anti-triiodotironina como sonda na superficie do eletrodo
de grafite modificado com o copolimero;

Detectar o hormonio triiodotironina como alvo;

Avaliar a resposta eletroquimica do eletrodo modificado com o poli(anilina-4-
aminofenol) contendo a sonda e sua interacio com o alvo, pela técnica de
voltametria de pulso diferencial;

Caracterizar morfologicamente a superficie do eletrodo de grafite modificado

com o copolimero contendo as biomoléculas sonda e alvo;

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.

Solucoes preparadas para o desenvolvimento do trabalho

Solucio estoque de 4dcido sulfirico (H2SO4) 0,1 mol L;

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

Solucdo de ferro/ferrocianeto de potéassio (K4Fe(CN)6.3H20, 99,5%, Fluka
Analytical e KsFe(CN)e, 99,0%, Acros Organics) 5 mmol L' em meio de solugio
de KC10,1 mol L'!;
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e Solug¢do monomérica de anilina nas concentracdes de 0,1 mol L' e 1,0 mmol L
em meio de 4cido sulfirico (0,1 mol L);

e Solu¢io monomérica de 4-aminofenol nas concentracdes de 0,1 mol L' e 1,0
mmol L' em meio de 4cido sulftrico (0,5 mol L);

e Solugdes do copolimero poli(anilina-4-aminofenol) nas concentra¢des de 0,1 mol
L' e 1,0 mmol L, em meio de H,SOs4 (0,1 mol L), na proporcio dos
monomeros 1:1 para anilina:4-aminofenol;

e Solucdo estoque de tampao fosfato (monohidrogenofosfato, Na:HPO4, 98%,
Neon, e dihidrogenofosfato, NaH>PO4, 98%, Neon) 0,1 mol L, pH 7.4;

e Solugdo estoque de NHS 100 mmol L

e Solugio estoque de EDC (98%, Sigma Aldrich)100 mmol L!;

e Solugdo de anticorpo anti-T3 1,0 pg mL! em tamp@o fosfato 0,1 mol L', pH 7,4;

e Solugdo de etanolamina (C2H7N) 0,1 mol L'!;

e Solucdo estoque de glicina (C2HsNO) 50,0 mmol L

Observagdes:

Todas as solu¢des mencionadas acima foram preparadas com dgua deionizada. Para
o preparo da solugdo tampao, a 4gua utilizada foi previamente autoclavada.

Todas as solugdes foram preparadas no momento da utilizacdo, exceto as solugcdes
descritas como estoque, que foram mantidas sob resfriamento (-12° C para as solugdes de

biomoléculas e 4° C para as demais solucoes).

3.2. Materiais e equipamentos utilizados para o desenvolvimento do trabalho

e Autoclave modelo Vitali 21 L;

e Deionizador;

e (Capela de fluxo laminar;

e Balanca Analitica modelo Shimadzu AY?220;

e Sonicar Ultrassonico, modelo Maxclean 1600;

e Baldes volumétricos de volumes apropriados;

e Eppendorf de volume apropriado;

e Micropipetas volumétricas de diferentes volumetrias;

e Béqueres;

30



e Espatulas;

e Pisseta;

e (élula eletroquimica de trés compartimentos com capacidade de 25 mL;

e Eletrodo auxiliar de platina;

e FEletrodo de referéncia de Ag/AgCl/Cl (3,0 mol LY,

e Base condutora de latdo;

e Discos de grafite;

e Lixas d’agua 400 e 2000;

e Peca de latdo de formato cilindrico;

e (ola adesiva epoxi;

e (Colade prata;

e Suporte de Teflon;

e Espectrofotometro FT-IR Frontier Single Range - MIR da PerkinElmer;

e Microscopio eletronico de varredura (MEV) Tescan modelo Vega3 LMU de
emissao de campo;

e Metalizador Quorum, modelo Q150ES;

e Microscopio de forga atomica (AFM) Hitachi modelo 5100N;

e Potenciostato CH Intruments modelo 760C;

3.3. Meétodos

3.3.1. Preparagdo dos eletrodos utilizados e da célula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato CH Instruments
modelo 760C (Figura 12) localizado no LAFIP/BIOSENS (Laboratério de filmes poliméricos
e nanotecnologia/ Laboratdrio de biossensores). O potenciostato € acoplado a um computador
contendo softwares especificos para o controle dos parametros durante a realizagdo dos
experimentos e aquisi¢cdo de dados. As respostas eletroquimicas foram obtidas por meio das

técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.
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Figura 12- Potenciostato CH Instruments modelo 760C.

(7 CH instruments S ‘]
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FONTE: SEGATTO, 2017

O sistema eletroquimico foi composto de uma célula eletroquimica de trés eletrodos

com capacidade de 25 mL (Figura 13).

Figura 13- Modelo da célula eletroquimica de trés compartimentos.

FONTE: SEGATTO, 2017

O eletrodo de referéncia foi um eletrodo de Ag/AgCl, onde o sal insolivel de AgCl
foi eletrodepositado sobre a prata. A placa foi, entdo, imersa em solu¢do de KCI 3 mol L
contida em uma ponteira azul, revestida em sua ponta com uma membrana semipermedvel de
bateria, Figura 14(a).

Com o objetivo de revestir o material do contra-eletrodo e facilitar o0 manuseio do
mesmo, o contato elétrico foi feito por um fio de cobre e os mesmos foram colocados no
interior de uma ponteira de capacidade de 1 mL (ponteira azul). O mesmo foi constituido de

uma placa de platina, 2 cm? de 4rea geométrica Figura 14 (b).
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Figura 14- Eletrodo auxiliar de platina (b) e eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (a).

(@)

FONTE: SEGATTO, 2017

O eletrodo de grafite (EG) (eletrodo de trabalho) foi fabricado artesanalmente, a
partir de discos de grafite de 6 mm de didmetro e espessura entre 1 — 3 mm, previamente
cortados de uma barra de grafite. 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. Apds 24 horas da fixacdo da cola
de prata, os espacos entre o disco de grafite, o latdo e o teflon foram preenchidos, com auxilio
de uma agulha, com cola adesiva epdxi e esperado mais 24 horas para secagem da mesma,

como representado na Figura 15.

Figura 15- Representacdo esquematica das etapas de preparagdo dos eletrodos de grafite.
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FONTE: SEGATTO, 2017

A fim de uniformizar e melhorar a superficie de contato do eletrodo de trabalho, os
eletrodos de grafite foram polidos manualmente em lixas d’agua 400 e 2000, seguido de

polimento em feltro com suspensdo de alumina 0,3 pm.
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Por fim, com o objetivo de eliminar resquicios de alumina ou outros interferentes, os
eletrodos de grafite foram lavados trés vezes com dgua destilada em banho de ultrassom por 1
minuto cada. Finalmente, os EG prontos para serem utilizados, foram secos sob fluxo de
nitrogénio e rosqueados em uma base condutora de latdo envolvida com teflon, como

mostrado na Figura 16.

Figura 16- Eletrodos de grafite devidamente preparados acoplados a uma base condutora de
latdo.

FONTE: SEGATTO, 2017

Dessa forma, a fabricagdo desses eletrodos tem como vantagens a reutilizagdo do
latdo disponivel para colagem de novos discos de grafites, uma vez que os mesmos podem ser
desmontados com facilidade, além de apresentar baixo custo de fabricagdo quando
comparados a aquisi¢do de eletrodos comerciais.

Assim, em todas as analises realizadas nesse trabalho, foi utilizado o sistema de trés

compartimentos e os eletrodos de grafite produzidos artesanalmente, mencionados acima.

3.3.2. Selecgdo dos eletrodos de grafite

Os eletrodos de grafite foram condicionados eletroquimicamente por meio de
varreduras de potencial em solugdo do eletrélito suporte HoSOs 0,1 mol L, na qual sdo
realizados ciclos de voltametria até estabilizagdo da corrente ndo-faradaica, na faixa de
potencial de -0,1 V a +1,2 V, com velocidade de varredura de 50 mV s’'. Os eletrodos foram
lavados em dgua destilada e secos em fluxo de nitrogénio.

Foi estabelecido, por meio de estudos realizados pela equipe LAFIP, que para a
obtencdo de resultados eletroquimicos reprodutiveis, os valores de corrente entre diferentes
eletrodos devem ser proximos a 25 pA. Dessa forma, EG que apresentaram diferengas

significativas de correntes foram descartados dos testes futuros.
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3.3.3. Eletropolimerizacio da polianilina

Os eletrodos de grafite devidamente preparados e selecionados de acordo com o
critério estabelecido no item 3.3.2, foram imersos na célula eletroquimica contendo a solucao
de anilina (0,1 mol L'! e 1,0 mmol L), ambas concentracdes preparadas em solucio de
H>S04 (0,1 mol L!) em uma baldo volumétrico de 25 mL. A eletropolimerizagio foi realizada
em um potenciostato CH Instruments modelo 760C com velocidade de varredura de 50 mV s

! na faixa de potencial de -0,1 V a +1,2 V. Foram realizadas as leituras em triplicatas.

3.3.4. Eletropolimerizacdo do poli(4-aminofenol)

Os eletrodos de grafite devidamente preparados e selecionados foram imersos na
célula eletroquimica contendo a solucao de 4-aminofenol (0,1 mol L'e 1,0 mmol L), ambas
concentracdes preparadas em solugio de H>SO4 (0,1 mol L) em uma baldo volumétrico de
25 mL. A eletropolimerizagdo foi realizada em um potenciostato CH Instruments modelo
760C com velocidade de varredura de 50 mV s, na faixa de potencial de 0,0 V a +0,8 V.

Foram realizadas as leituras em triplicatas.

3.3.5. Eletropolimerizacio do copolimero

Os eletrodos de grafite aptos para trabalho foram imersos na célula eletroquimica
contendo a solucdo do copolimero na proporcdo 1:1 das solugdes monoméricas, na
concentragio de 1,0 mmol L.

Com o objetivo de caracterizar morfologicamente o material, o copolimero também
foi eletropolimerizado na proporcdo 1:1, nas concentragdes de 0,1 mol L' de cada mondmero.
Essas solucdes do copolimero foram preparadas em meio de HoSO4 (0,1 mol L'') em uma
baldo volumétrico de 25 mL.

A eletropolimerizacdo foi realizada em um potenciostato CH Instruments modelo
760C com velocidade de varredura de 50 mV s’!, na faixa de potencial de -0,1 V a +1,2V.

Foram realizadas as leituras em triplicata de cada concentracao.
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3.3.6. Caracterizacdo eletroquimica do copolimero poli(anilina-4-aminofenol)

e dos polimeros polianilina e poli(4-aminofenol)

Apés cada etapa de modificacdo (Figura 17), os eletrodos de grafite foram
submetidos a varreduras de potencial em H2SOs (0,1 mol L) fazendo-se ciclagens até a
estabilizacdo da corrente, na faixa de potencial inicialmente realizada no EG antes da
modificacdo (-0,1 V a +1,2 V). 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 um
perfil distorcido foram descartados.

Também foi realizada voltametria ciclica em solu¢do de KC1 0,1 mol L' contendo
K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s 5 mmol L' apés cada etapa de modificagio da superficie com os
filmes. Os parametros como faixa de potencial, velocidade de varredura e nimero de ciclos

sd0 os mesmos utilizados nos estudos com o eletrodo de grafite sem modificacao.

Figura 17- Esquema representativo da modificacdo do EG com os filmes polimérico.
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3.3.7. CaracterizacOes estruturais e morfoldgicas do copolimero poli(anilina-4-

aminofenol) e dos filmes polianilina e poli(4-aminofenol).

A leitura das medidas de infravermelho foi realizada em um espectrofotdmetro FT-
IR Frontier Single Range - MIR da PerkinElmer (Figura 18), pertencente ao Grupo de
Materiais Inorginicos do Tridngulo (GMIT) localizado no Laboratério de Fotoquimica e
Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Quimica da UFU. As analises das
amostras foram feitas no estado sélido, com a utilizagdo do acessorio de Reflectancia Total
Atenuada (ATR) com cristal de diamante. Foram obtidos espectros na regidao compreendida

entre 2200 e 400 cm’’.

Figura 18- Espectrofotdmetro FT-IR Frontier Single Range - MIR da PerkinElmer.

FONTE: AUTORA, 2018

Andlises da morfologia do copolimero e dos polimeros, na concentragdo de 1,0 mmol
L', foram efetuadas utilizando o microscépio eletronico de varredura Tescan modelo Vega3
LMU de emissdo de campo, Figura 19 (a), do Laboratério Mulitiusudrio do 1Q-UFU, onde
ampliacdes de 30 000 vezes foram registradas. As amostras foram metalizadas com ouro por

um revestidor de pulverizagdo Quorum 150 R, Figura 19 (b).

37



Figura 19- MEV Tescan modelo Vega3 LMU (a) e revestidor de pulverizacdo Quorum 150
R (b).
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FONTE: SEGATTO, 2017

Para realizar a andlise de microscopia eletronica de varredura, os EG modificados
foram armazenados em atmosfera de nitrogénio até o momento da andlise. A andlise foi
realizada no microscépio de forca atdmica Shimadzu modelo SPM 9600, Figura 20, do
Laboratério Multiusuario do Instituto de Fisica da UFU. Os valores de altura média (Rz),
rugosidade média (Ra) e rugosidade média quadritica (Rq) foram calculados usando o

software SMP Offline — HeightTrac.

Figura 20- AFM Shimadzu modelo SPM 9600.

FONTE: SEGATTO, 2017

3.3.8. Imobilizacdo das biomoléculas na superficie do eletrodo modificado
com o copolimero poli(anilina-4-aminofenol) e com os polimeros

polianilina e poli(4-aminofenol) para a constru¢cdo do imunossensor.

Inicialmente, com o objetivo de comparar a etapa de imobiliza¢do utilizando o EG

modificado com o copolimero e com os polimeros polianilina e poli(4-aminofenol), 10 uL da
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solucdo do anticorpo anti-T3 foram gotejados sobre a superficie dos eletrodos modificados
com cada filme e foram deixados em contato por 30 minutos. Em seguida, com o intuito de
remover os anticorpos ndo ligados, foi efetuada a lavagem com tampao fosfato 0,1 mol L,
pH 7,4, por 10 s.

Posteriormente, foram gotejados 10 uL. de uma solucdo bloqueadora de glicina (50
mmol L) sobre os eletrodos contendo a biomolécula do Anti-T3, ficando em contato por 1
hora, seguido de lavagem com tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,4, por 10 s. Esses eletrodos,
prontos para deteccdo do alvo, foram denominados EG/poli(anilina-4-aminofenol)/SONDA,
EG/polianilina/SONDA e EG/poli(4-aminofenol)/SONDA.

Por fim, 10 uL de soro contendo o alvo T3 foram gotejados sobre a superficie dos
eletrodos modificados contendo a sonda e deixado em contato por 30 minutos, para permitir a
interacdo sonda-alvo. Posteriormente, 0 mesmo foi lavado em tampao fosfato 0,1 mol L™, pH
7,4, por 10 s, para remog¢do das biomoléculas de T3 que ndo interagiram. Apds esse contato as
plataformas passaram a ser denominadas EG/ poli(anilina-4-aminofenol)/ALVO,
EG/polianilina/ALVO e EG/ poli(4-aminofenol)/ALVO. Um esquema representativo das
etapas de preparacdo do imunossensor utilizando os eletrodos modificados com os filmes

acima mencionados € representado na Figura 21.

Figura 21- Esquema representativo geral das etapas de preparacdo do imunossensor para
diagnostico do hormoénio tireoidiano T3 com EG modificado.

EG/ FILME POLIMERICO/ALVO EG/FILME POLIMERICO /SONDA - com blogueio

FONTE: AUTORA, 2018
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Para promocgdo de ligacdo quimica e, consequentemente, uma ligacao orientada dos
anticorpos, foi utilizada a solu¢do equimolar de EDC-NHS para a ativagdo dos grupos
funcionais expostos do copolimero. Para tanto, foi definido uma nova rota de preparacao do
mesmo, sendo gotejados 10 uL da solugdo de EDC-NHS sobre a superficie dos eletrodos
inicialmente, para que fosse intensificado a potencialidade no eletrodo modificado. A solucao
ativadora ficou em contato com a superficie por 10 min e, posteriormente, os eletrodos foram
lavados com dgua destilada por 10 s, para remoc¢do do excesso de reagente.

Em seguida, 10 pL da solu¢do do anticorpo anti-T; foram gotejados sobre a
superficie ativada dos eletrodos e foram preparados da mesma forma inicialmente
mencionada.

A etapa seguinte e inovadora em relacdo ao primeiro teste relatado acima (Figura
22), consistiu no gotejamento de 10 uL da solucdo de etanolamina (EA) 0,1 mol L!. Essa
solucdo ficou em contato com a superficie por 5 minutos e, depois os eletrodos foram lavados
em 4gua destilada por 10 segundos.

Posteriormente, a solucdo de glicina e a solu¢do do alvo T; foram gotejadas na
superficie do eletrodo, seguindo 0 mesmo procedimento descrito no inicio desse topico. Segue
0 esquema representativo das etapas de preparacdo do imunossensor para diagnéstico do

hormonio tireoidiano T3, com o EG modificado com o copolimero na presenca do EDC-NHS.

Figura 22- Esquema representativo das etapas de prepara¢do do imunossensor para
diagnéstico do hormonio tireoidiano T3, com o EG modificado com o copolimero na presenca
do EDC-NHS.
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FONTE: AUTORA, 2018
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3.3.9. Caracterizagdo eletroquimica do imunossensor

A fim de evidenciar e justificar algumas etapas da constru¢do do imunossensor,
foram realizados estudos eletroquimicos referente ao EG/poli(anilina-4-aminofenol)/SONDA,
EG/polianilina/SONDA e EG/poli(4-aminofenol)/SONDA (1 ug mL!) no processo oxidativo
do Fe?* a Fe** em solugdio de K4Fe(CN)s 5 mmol L! contida na solucdo de KC1 0,1 mol L™,
utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial, com amplitude de 50 mV, na faixa de
potencial de 0,0 a +0,5 V e velocidade de varredura de 20 mV sl

O estudo visou avaliagdo da presenca da sonda biologica sobre a plataforma
construida, comparado com EG sem modificacdo. Assim, foram utilizados os sinais de
resposta dos eletrodos sem a sonda como referéncias para comparacdo dos sinais apos
interacdo com a sonda. Foi avaliada a resposta eletroquimica de interacdo sonda-alvo com e
sem a presenca do EDC-NHS no copolimero.

Por fim, para verificar o quanto foi eficiente a utilizacdo da plataforma modificada
com o copolimero para detec¢do do alvo T3 presente no soro foi realizado o monitoramento
do valor de Ip, referente ao EG/poli(anilina-4-aminofenol)/ALVO, EG/polianilina/ALVO e
EG/poli(4-aminofenol)/ALVO, utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial

(VPD).

3.3.10. Caracterizacdo morfoldgica das etapas de constru¢do do imunossensor

Cada etapa de modificagdo do EG com os filmes poliméricos, tanto com o
copolimero quanto com a polianilina e poli(4-aminofenol), foram caracterizadas
morfologicamente por andlises de MEV e AFM. J4 as etapas de biofuncionalizagdo, ou seja,
imobilizacdo de biomoléculas sonda e alvo e adicdo de molécula bloqueadora, foram

analisadas por AFM.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecao dos eletrodos de grafite

Como descrito no procedimento 3.3.2, para que os EG estejam aptos para trabalho é

necessario que os valores de corrente entre diferentes eletrodos sejam proximos a 25 pA.
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Assim, a Figura 23 mostra o comportamento eletroquimico tipico dos eletrodos de
grafite submetidos  voltametria ciclica em solu¢do do eletrélito suporte H2SO4 (0,1 mol LY.

A utilizag@o de tal procedimento tem por objetivo avaliar o perfil eletroquimico dos
eletrodos, bem como eliminar possiveis interferentes, como impurezas que eventualmente
possam estar adsorvidas nas superficies dos eletrodos e que sejam eletroativas na faixa de
potencial trabalhada e que possam, de alguma forma, comprometer os resultados do presente

trabalho.

Figura 23- Exemplos de voltamogramas ciclicos ideais dos eletrodos de grafite em solugdo de
H2S04 (0,1 mol L), velocidade de varredura de 50 mV s™.
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E observado pela Figura 23 que as diferencas entre os valores de corrente dos
eletrodos sdo inferiores a 25 pA. Dessa forma, ao longo do desenvolvimento do trabalho, os

EG que apresentaram esse perfil eletroquimico foram escolhidos para a realizag¢do dos testes.

4.2. Caracterizacao eletroquimica do copolimero poli(anilina-4-aminofenol) e

dos polimeros polianilina e poli(4-aminofenol)

Foi realizada a eletropolimerizacao dos trés filmes diferentes em triplicatas, sendo o
primeiro partindo do mondmero de 4-aminofenol 1,0 mmol L'!, o segundo a partir da solucio
monomérica de anilina (1,0 mmol L) e o terceiro a partir da mistura das solugdes anteriores,
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utilizando as mesmas concentra¢des citadas, numa propor¢cao molar de 1:1, utilizando como
eletrélito suporte 4cido sulfiirico 0,1 mol L' e 10 ciclos de varredura, cujos perfis
eletroquimicos de todos os ciclos de potenciais durante o processo de eletropolimerizagcao

estdo representados na Figura 24.

Figura 24- Eletropolimerizacio de poli(4-aminofenol) (a) polianilina (b) e poli(anilina-4-
aminofenol)(c) por VC em meio de 4cido sulfirico 0,1 mol L! e 10 ciclos de varredura na
faixa de potencial de -0,1 a +1,2 V, 20 ciclos e velocidade de varredura de 50 mV sl
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A Figura 24(b) mostra um pico em +1,0 V, referente a oxidac¢do da anilina, sendo o
potencial deslocado para valores mais anddicos quando comparado a literatura (ZARAGOZA
et al., 2006). A polianilina apresentou picos caracteristicos, com pares oxi-red em +0,4 V e
+0,1 V e pico largo e de baixo valor de corrente centrado em +0,6 V. Sendo o pico em +0,4 V
descrito como a degradacdo de intermedidrios durante a eletropolimeriza¢do. A Figura 24(a)
apresenta os picos caracteristicos da eletropolimerizacdo do poli(4-aminofenol), sendo o par
em torno de +0,5 e +0,4 V, referentes ao processo reversivel de oxirredu¢do do 4-aminofenol

e em aproximadamente +0,5 V e +0,3 V, referentes a formac¢ao do poli(4-aminofenol).
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Quanto ao copolimero, o mesmo apresentou um perfil de eletropolimerizacao
bastante similar ao da polianilina, diferenciando apenas pelo leve alargamento e deslocamento
dos picos e apresentando um pequeno aumento no valor de corrente, como é melhor
observado na Figura 25, onde estdo relacionados os perfis de cada filme em um mesmo
voltamograma, considerando apenas o décimo voltamograma ciclico de eletrodo de grafite em

H>S04 0,1 mol L.

Figura 25- Voltamogramas ciclicos em H2SO4 0,1 mol L, 50mV s dos eletrodos de grafite
modificados com poli(4-aminofenol) (1,0 mmol L), polianilina (1,0 mmol L!) e poli(anilina-
4-aminofenol) proporcao molar 1:1 (1,0 mmol L.
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Estas diferencas referentes ao copolimero estdo em concordancia com a ideia de
modificacdo e potencializacdo da superficie do eletrodo utilizando a jun¢do dos mondmeros,
indicando que a presenca da anilina e do 4-aminofenol na proporcao 1:1 favorece o processo
de eletropolimerizacao do filme poli(anilina-4-aminofenol), além de propiciar um aumento da
area superficial, como mostra os aumentos nas intensidades de corrente, significando a
formacdo de uma maior quantidade de filme polimérico.

Por fim, para avaliar o processo de transferéncia de elétrons foram obtidos por
voltametria ciclica, os voltamogramas em K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de
KCl 0,1 mol L', para os EG/polianilina, EG/poli(4-aminofenol) e EG/poli(anilina-4-

aminofenol) que sdo mostrados na Figura 26.
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Figura 26- Ultimos ciclos de voltametria dos EG contendo os filmes polianilina, poli(4-
aminofenol) e poli(anilina-4-aminofenol), em solucdo de K4sFe(CN)s/K3Fe(CN)s 5,0 mmol L
em meio de KC10,1 mol L', 50 mV s'.
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A avaliacdo do processo de transferéncia eletrOnica utilizando a sonda anibnica
Fe**** mostrou que a combinacio dos mondmeros no copolimero leva a um estado
intermediario de resisténcia elétrica aos dois filmes isolados, ocorrendo um aumento na
resisténcia quando comparado ao poli(4-aminofenol) devido a presenca de maior quantidade
de material polimérico na superficie do eletrodo e, uma melhora na transferéncia quando
comparado a polianilina, que é caracterizada como um material mais passivante.

Este pequeno aumento na resisténcia eletronica causado pela presenca de grande
quantidade de filme na superficie do eletrodo, ndo compromete a resposta do imunossensor,
uma vez que a resisténcia € aumentada pela maior quantidade de grupos funcionais expostos.
Visando a etapa de biofuncionalizagdo, o aumento da quantidade de grupos funcionais

aumenta a possibilidade de imobilizacdo de biomoléculas, sendo um aspecto favordvel para

constru¢do do imunossensor.

4.3. Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho (IV) do
Copolimero poli(anilina-4-aminofenol) e dos filmes polianilina e poli(4-

aminofenol).

Com o objetivo de verificar as informagdes estruturais dos filmes em questdo,

principalmente seus grupos funcionais, foram realizadas andlises por espectroscopia
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vibracional na regido do Infravermelho e foram obtidos para o copolimero poli(anilina-4-
aminofenol) e para os filmes polianilina e poli(4-aminofenol), ambos na concentracdo de 1

mmol L', os respectivos espectros que estio mostrados na Figura 27, possibilitando assim,

em partes, identificar a estrutura do copolimero formado.

Figura 27- Espectro de infravermelho para polianilina (a) poli(4-aminofenol) (b) copolimero
(¢) poli(anilina-4-aminofenol).
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Para a melhor compreensao da Figura 27, nas Tabelas 1, 2 e 3 estdo apresentados as

principais absor¢des do espectro da polianilina, poli(4-aminofenol) e poli(anilina-4-

aminofenol), respectivamente.
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Tabela 1- Atribui¢des das principais absor¢des do espectro da polianilina.

Banda (cm™) Atribuicdo
Anel aromético (deformacgao angular de 5 H adjacentes (anéis
Pl monossubstituidos)
895 HC=CH
952 Anel aromatico (estiramento de baixa intensidade)
1094 N-H
1203
Vibracdes de desdobramento C-H
1216
1377 C-N (aromaticos)
1442 C=C de aromaticos
1559 N-H (Banda fraca de deformag¢do angular)
1741 Estiramento N-H

FONTE: AUTORA, 2018

Tabela 2- Atribui¢des das principais absorcdes do espectro do poli(4-aminofenol).

Banda (cm™) Atribui¢do
633 Anel aromadtico ( 2 H adjacentes (anéis para-
674 substituidos)
760 Estiramento N-H
954 O-H (Banda larga (deformagado angular) de média intensidade,
devido a deformacdo angular)
1089 Estiramento C-O
1204 C-0 de fendis
1366 C-N (aromaticos)
1406 Estiramento forte de N=0O
1565 C=C de aromaticos
1739 Estiramento N-H

FONTE: AUTORA, 2018
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Tabela 3- Atribui¢des das principais absorcdes do espectro do copolimero poli(anilina-4-

aminofenol).
Banda (cm™) Atribuigdo

630 Anel aromético

Anel aromdtico (Deformacao angular de 3 H adjacentes (anéis
710 meta-substituidos e 1,2,3-trissubstituidos).
827 Estiramento N-H

O-H (Banda larga (deformagdo angular) de média intensidade,
. devido a deformagdo angular)
1019 Estiramento C-O
1079 Estiramento C-O
1151 Estiramento C-O
1230 C-O de fendis
1365 Estiramento forte de N=O
1498 N-H (Banda fraca de deformac¢do angular)
1740 Estiramento N-H

FONTE: AUTORA, 2018

No espectro do copolimero, da polianialina e do poli(4-aminofenol) mostrados na
Figura 27, € possivel perceber a similaridade dos mesmos no que se refere aos grupos
funcionais. Em ambos os espectros, os niimeros de onda em 1739 cm’!, 1366 cm™, 1216 cm™,
1089 cm™, 954 cm™ e 710 cm™! estdo presentes nos filmes, no entanto com caracteristicas
diferentes, por exemplo, em aproximadamente, 1089 cm’!, em que estd localizado o
estiramento C-O no poli(4-aminofenol) e o estiramento N-H na polianilina, observa-se uma
diminui¢do de intensidade do pico no filme do copolimero nessa regido, fato esse que pode
ser devido a unido dos mondmeros e a reducdo desses grupos funcionais.

E observado também que nos espectros, tanto da polianilina [Figura 27(a)] quanto do
poli(4-aminofenol) [Figura 27(b)], regides caracteristicas de nimeros de onda ndo sdo
identificados, como € o caso do estiramento O-H na regido entre 3.600 - 3.200, que ¢é
caracterizado como uma banda forte, larga, resultante da associagcao polimérica, e a presenca
do estiramento na regido compreendida entre 3.400 - 3.100, caracteristica de NH> livre em

aminas primdrias, como ¢ mostrado na Figura 28, em que estdo mostrados os espectros da
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polianilina e poli(4-aminofenol) retirados de trabalhos cientificos (RODRIGUES, 2004 e

SANTOS et al, 2009).

Figura 28- Espectros da polianilina (a) e do poli(4-aminofenol (b).
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Dessa forma, tais auséncias desses estiramentos caracteristicos podem ser explicadas

pela relacdo direta entre a intensidade da banda e a concentragdo, uma vez que a concentragao

utilizada para a sintese eletroquimica desses filmes foi de apenas 1,0 mmol L'!, formando

assim, pouco material na superficie do eletrodo e consequentemente, dificultando a realizagcao

das andlises por espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho.

No entanto, mesmo com a auséncia dos estiramentos caracteristicos mencionados

acima, no espectro do copolimero [Figura 27(c)], em comparagdo com os outros filmes, é

perceptivel o aumento dos grupos funcionais presentes na estrutura do mesmo. Dessa forma,

os resultados apresentados se mostraram interessantes para a aplicacdo em imunossensores,

pois a existéncia de diversos grupos funcionais expostos pode servir como sitios de ligacdo de

biomoléculas.
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4.4. Microscopia de Forca Atomica (AFM) e Microscopia eletronica de
varredura (MEV) do copolimero poli(anilina-1-aminofenol) e dos filmes

polianilina e poli(4-aminofenol)

A Figura 29 mostra as imagens obtidas por AFM para o EG modificado com cada
filme com concentracio de 0,1 mol L', a fim de permitir uma melhor visualizacio da
morfologia, enquanto que a Tabela 4 mostra os valores de altura média, rugosidade média e
rugosidade média quadratica das medidas de AFM, calculados pelo software SMP Offline —

HeightTrace do instrumento.

Figura 29- Imagens de AFM para EG (a) poli(4-aminofenol) (b), polianilina (c) e para o
copolimero (d).

FONTE: AUTORA, 2018
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Tabela 4- Valores de altura média (Rz), rugosidade média (Ra) e rugosidade média
quadratica (Rq) dos eletrodos analisados por AFM.

Modificagdes Rz (nm) Ra (nm) Rq (nm)
EG 500 32 42
EG/polianilina 989 66 85
EG/poli(4-aminofenol) 982 60 89
EG/copolimero 1007 90 120

FONTE: AUTORA, 2018

Observa-se que o EG, Figura 29(a), apesar de se caracterizar como um material
poroso apresenta uma estrutura mais plana com relacio aos demais. E possivel visualizar que
os eletrodos de grafite modificados tanto com a polianilina quanto com o poli(4-aminofenol)
ndo tiverem diferencgas significativas de valores de altura média (Rz), rugosidade média (Ra) e
rugosidade média quadratica (Rq), por mais que no poli(4-aminofenol) a estrutura € mais
plana e na polianilina existe a presenca de particulas agregadas de tamanhos diferentes
espalhadas sobre a superficie. J4 para o copolimero, ao contrario do que foi observado nos
outros filmes na superficie do EG, os valores tanto de Rz, Ra e Rq foram ligeiramente
maiores, possibilitando assim, notar a diferenca da sintese quando se tem a juncdo dos
monodmeros anilina e 4-aminofenol.

Quanto a morfologia do copolimero, é observado um aumento da rugosidade média
da superficie do mesmo de uma forma mais uniforme quando comparada a morfologia da
polianilina, resultando no aumento da drea superficial observada também nos estudos
eletroquimicos que serdo discutidos posteriormente.

Para melhor compreender a morfologia dos filmes sobre os eletrodos de grafite,

imagens de MEV sdo mostradas na Figura 30.
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Figura 30- Imagens de MEV com amplia¢des de 10.000 e 30.000 vezes para EG/poli(4-
aminofenol) (a), EG/polianilina (b) e EG/poli(anilina-4-aminofenol) (c).
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SEM MAG: 30.000 kx

FONTE: AUTORA, 2018

A Figura 30(a) permite a visualizagdo de uma superficie razoavelmente plana para
EG/poli(4-aminofenol), apesar da presenca de “escamas” e alguns fragmentos do proprio
grafite, como por exemplos, pequenos buracos, que podem ser resultantes do processo de
polimento. A Figura 30(b) revela a distribuicao uniforme de polianilina pela superficie do EG,
com recobrimento com pequenas estruturas globulares, como também observado nas imagens
de AFM.

A imagem de EG/poli(anilina-4-aminofenol), Figura 30(c), apresenta um
recobrimento com estruturas interligadas umas nas outras na forma de cadeia, mostrando
assim que no processo de eletropolimerizacdo do copolimero, a anilina e o 4-aminofenol se
ligam, possivelmente, por interacdes de van der Waals e ligacdo de hidrogénio, devido aos
grupos funcionais presentes em ambos 0os mondmeros, formando consequentemente um filme
com uma morfologia altamente compacta, resistente € com uma alta drea superficial.

Dessa forma, de uma maneira geral, o copolimero apresentou caracteristicas
interessantes para a aplicacdo no desenvolvimento de imunossensores, como, elevada

quantidade de grupos funcionais expostos e grande superficie de contato.
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4.5. Caracterizacao eletroquimica do imunossensor

As curvas referentes aos testes de imobilizacdo da sonda Anti-T3 diretamente sobre
EG e EG/polianilina, EG/poli(4-aminofenol) e EG/poli(anilina-4-aminofenol) e posterior

interacdo com o alvo—T3 estdo mostradas na Figura 31.

Figura 31- Comportamento eletroquimico de EG/poli(4-aminofenol) (a), EG/polianilina (b) e
EG/poli(anilina-4-aminofenol) (c) frente as etapas de imobiliza¢do da sonda e interagao
sonda-alvo, obtidos por VPD em solu¢do de K4Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de KCI1 0,1
mol L', com velocidade de varredura de 20 mV s
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Pelos resultados obtidos na Figura 31 € perceptivel que o filme poli(4-aminofenol)
[Figura 31(a)] apresenta boa resposta para a imobilizacdo da sonda, devido a maior
diminui¢do do sinal de corrente de pico, porém deve levar a uma imobilizacio aleatéria dos
anticorpos, possivelmente dificultando o acesso aos sitios ativos, 0 que ndo gera uma boa

interacdo sonda-alvo, observado pelo valor maior de corrente, sendo que o esperado era a
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diminui¢do da mesma, j4 que na superficie do eletrodo estaria presentes grandes quantidades
de grupos funcionais expostos.

J4 a polianilina [Figura 31(b)] apresentou melhores resultados, apesar sugerirem que
a incorporacao das biomoléculas sonda ndo foi adequada, observado pela pouca diferenca
entre os sinais filme-sonda, podendo ser explicada pela presenca de poucas biomoléculas
expostas presentes na camada na interface eletrodo-solug¢do, acarretando uma menor
dificuldade a transferéncia eletronica com relagdo ao EG/polianilina sem sonda. Assim, &
esperado que a interacdo entre os dois mondmeros para a formacdo do copolimero, leva a
combinacdo de ambas as propriedades para melhora da resposta eletroquimica.

E observado também para o copolimero [Figura 31(c)] que a resposta eletroquimica
utilizando o mesmo foi melhor quando comparada a dos outros filmes isolados, devido a
reducdo significativa da corrente, tanto na adi¢cdo da sonda quanto na do alvo, significando
uma boa incorporacao das biomoléculas.

Visando potencializar os resultados obtidos com o copolimero, foi utilizado EDC-
NHS, de suma importincia para imobilizacdo do anticorpo Anti-T3, para ativacdo da
superficie de EG/poli(anilina-4-aminofenol).

Essa imobilizacdo do anticorpo Anti-T3, na presenca de EDC-NHS, tem por objetivo
evitar uma adsor¢do aleatdria ou a aglomeragdo das moléculas do anticorpo sobre o eletrodo,
que pode ocasionar repulsdes eletrostdticas entre grupos expostos e, consequentemente,
enfraquecer a interacdo, comprometendo assim, os resultados ao longo da realizacdo dos
ensaios.

Outra etapa indispensdvel, quando utiliza-se a imobilizacdo do anticorpo Anti-T3 na
presenca de EDC-NHS, € a etapa de lavagem com solu¢do de etilenodiamina, que tem como
finalidade, desativar os grupos funcionais ativados inicialmente e que ndo se ligaram a
nenhum anticorpo.

E por fim, com o objetivo de bloquear a superficie do eletrodo, para evitar a
ocorréncia de reacdes ndo especificas ou ndo desejdveis € utilizado a imobilizacdo da
molécula de glicina sobre a superficie do eletrodo.

A Figura 33 mostra os voltamogramas obtidos por VPD em K4Fe(CN)s 5,0 mmol L
em meio de KC1 0,1 mol L', do copolimero submetido a interacio com alvo T3 presente no
soro sem a molécula sonda e do mesmo, submetido a imobilizacdo da sonda utilizando EDC-
NHS, com o intuito de verificar a possivel melhora na resposta eletroquimica durante a

deteccao do alvo, o que € esperado.
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Figura 32- Voltamogramas obtidos por VPD em K4Fe(CN) 5,0 mmol L' em meio de KCl
0,1 mol L', de EG/poli(anilina-4-aminofenol) submetido a intera¢io com alvo T3 presente em
soro na auséncia da molécula sonda (a) e de EG/poli(anilina-4-aminofenol) submetido a
imobilizacdo da sonda utilizando solucdo equimolar de EDC-NHS (5 mmol L) (b).
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E observada na Figura 32, que a detec¢io do alvo, sem a imobilizacio da
biomolécula com sonda, ocorre a interacdo de outras espécies presentes no soro na superficie
do copolimero, devido a diminui¢do significativa do sinal de resposta, ficando assim evidente
que a imobilizacdo da sonda Anti-T3 € crucial para a interacdo especifica com o alvo Tj,
evitando a ocorréncia de reagdes inespecificas na superficie do eletrodo.

Na Figura 32(b), a etapa de imobilizagdo do anticorpo Anti-T3, na presenca de EDC-
NHS, nao apresentou diferencas significativas nos sinais quando comparados a imobiliza¢do
sem a utilizacdo de EDC-NHS [Figura 32(a)]. Porém € perceptivel uma melhora nos desvios-
padrdo (de + 17,8 para + 9,4), o que indica que a utilizacdo de EDC-NHS para a imobilizacao
promove uma orientacdo das biomoléculas sonda, deixando o sitio de ligacdo do antigeno
mais exposto e disponivel para interacdo com o alvo.

Esta pequena diminuicdo da intensidade de corrente, quando é empregado o EDC-
NHS para a imobilizacdo do anticorpo Anti-T3, pode ser explicado pela presenca das
biomoléculas que causam um impedimento da superficie polimérica do eletrodo, dificultando
a chegada das espécies eletroativas em solug¢do. Outra possivel explicagdo é que as
biomoléculas podem estar causando alguma modificagdo nos grupos funcionais dos filmes
poliméricos, seja uma oxidacdo ou reducao, que dificulta o processo de transferéncia de carga
no eletrodo.

A interacdo sonda-alvo foi mais pronunciada sobre o copolimero poli(anilina-4-
aminofenol), como é mostrado na Figura 32, que apresentou a maior redu¢do de corrente de

pico, quando comparado aos demais: polianilina e poli(4-minofenol) sugerindo que foi
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imobilizado uma maior quantidade de anti-T3 na superficie do eletrodo de poli(anilina-4-
aminofenol).

Dessa forma, pode-se dizer que esta diferenca foi decorrente do efeito sinérgico dos
dois mondmeros utilizados e se mostra bastante promissor para aplicacio do material na
interacdo imunoldégica com o alvo T3, visto que a imobilizacio de maior quantidade de

biomolécula sonda aumenta a quantidade de sitios de ligacdo do antigeno.

4.6. Microscopia de Forca Atomica (AFM) das etapas de construcio do

imunossensor

A Figura 33 mostra as imagens obtidas por AFM para EG modificados a cada etapa
de construcdo do imunossensor. A Tabela 5 mostra os valores de altura média (Rz),

rugosidade média (Ra) e rugosidade média quadratica (Rq) das medidas de AFM.

Figura 33- Imagens de AFM para EG/copolimero (a), EG/ EG/copolimero/sonda (b),
EG/copolimero/sonda/glicina (c), EG/copolimero/alvo (com bloqueio) (d).

FONTE: AUTORA, 2018
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Tabela 5- Valores de altura média (Rz), rugosidade média (Ra) e rugosidade média
quadrética (Rq), obtidos por AFM dos eletrodos analisados em cada etapa de construg@o do

1munossensor.
Modificagdes Rz (nm) Ra (nm) Rq (nm)
EG/copolimero 1007 90 120
EG/copolimero/sonda 853 51 69
EG/copolimero/sonda/glicina 902 53 73
EG/copolimero/sonda/glicina/alvo 503 43 55

FONTE: AUTORA, 2018

E possivel visualizar que o EG/copolimero, Figura 33(a), cuja morfologia ji foi
discutida no item 4.2, em conjunto com a andlise de MEV, é o material com o maior valor de
altura média (Rz), rugosidade média (Ra) e rugosidade média quadrética (Rq), comparado
com os demais.

Na adi¢ao de sonda Anti-T3, Figura 33(b), percebe-se uma diminuicao na rugosidade
da superficie, quando comparado ao EG/copolimero, Tabela 5, sugerindo que o Anti-T3 age
no preenchimento de espagos entre o grafite e a superficie polimérica, encobrindo alguns
grupos expostos. Ja na adicdo da glicina, Figura 33(c), houve um aumento de todos os
parametros avaliados, em relacdo a adicdo da sonda, fato esse que é evidenciado pela
formacdo de picos mais pontiagudos e maiores.

Por fim, apds interacdo com moléculas alvo T3, Figura 33(d), € possivel visualizar
que os vales pontiagudos antes observados, agora apresentam uma morfologia mais globular,
com uma superficie mais uniforme, sugerindo a formagdo de imunocomplexos. A diminui¢ao
da rugosidade observada, também evidencia a presenca de ligacdes fortes e um acoplamento

orientado do alvo a superficie modificada do eletrodo.
5. CONCLUSOES

As andlises obtidas por espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho, para
o copolimero poli(anilina-4-aminofenol) e para os filmes polianilina e poli(4-aminofenol),
serviram para evidenciar a formacdo do filme proveniente da jun¢do dos dois mondmeros,
bem como observar um aumento em quantidade dos grupos funcionais na superficie dos

eletrodos de grafite.

57



Por meio dos estudos eletroquimicos dos filmes polianilina, poli(4-aminofenol) e
poli(anilina-4-aminofenol) utilizando as técnicas de voltametria ciclica, foi possivel conhecer
o perfil eletroquimico dos mesmos em solucdo de HoSO4 0,1 mol L', bem como verificar a
eficiéncia da modificacdo dos eletrodos de grafite com a unido dos mondmeros anilina e 4-
aminofenol, comparativamente aos eletrodos com a presenga dos outros filmes, bem como
conhecer o perfil eletroquimico dos mesmos em solucdo de H2SO4 0,1 mol L.

A eficiéncia da modificacao dos eletrodos de grafite com o copolimero, observada ao
longo dos experimentos, se deve a formacdo de uma maior quantidade de filme, cujas
propriedades eletroquimicas sdo superiores as dos polimeros polianilina e poli(4-aminofenol)
isolados, aumentando consequentemente, a possibilidade de que mais material bioldgico seja
imobilizado sobre a superficie do imunossensor, devido ao aumento de grupos funcionais do
filme. Além de evidenciar um aumento na resisténcia elétrica, quando comparado ao poli(4-
aminofenol) e uma melhora na transferéncia eletrénica quando comparado a polianilina,
resultando assim, em um estado intermediario de resisténcia aos dois filmes isolados.

Quanto as caracterizagOes eletroquimicas do imunossensor, foi possivel notar o
sucesso na imobilizacdo da biomolécula, por meio da utilizagdo do EDC-NHS sobre a
superficie do copolimero, quando comparado aos outros filmes (polianilina e poli(4-
aminofenol), evidenciado pela diminui¢do na intensidade da corrente de pico de oxidagdo do
Fe?* quando comparado ao seu respectivo filme na auséncia da sonda.

Foi observado também que o copolimero se mostrou bastante promissor para
aplicacdo do material na interacdo imunoldgica com o alvo T3, visto que a imobilizagdo de
maior quantidade de biomolécula sonda aumentou a quantidade de sitios de ligacdo do
antigeno, diminuindo a intensidade da corrente de pico de oxidag¢do do Fe?* e melhorando a
sensibilidade de imunossensor.

Por fim, a caracterizacdo do imunossensor por imagens de microscopia de forca
atOmica apresentaram alteracdes significativas nos valores de rugosidade média a cada etapa
de constru¢dao do sensor, que estdo concordantes com o aumento considerdvel de sinais de

resposta do eletrodo no estudo eletroquimico por voltametria de pulso diferencial.
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