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RESUMO

Antigeno CarcinoEmbrionario (CEA) destaca-se como um dos mais importantes
biomarcadores usados no diagndstico e controle de neoplasias, sendo Util também no
prognostico de pacientes submetidos a tratamentos cirdrgicos de remocdo de tumores. O
desenvolvimento de teste de rastreio de baixo custo para o CEA, que conserve suas
propriedades analiticas de alta sensibilidade e especificidade diagndstica, € desejavel. A
proposta de superficies biomiméticas, aplicadas a sensores eletroquimicos capazes de detectar
seletivamente biomoléculas, tem sido amplamente investigada por atender as demandas
citadas. No polimero de impressdo molecular (MIP), mondmeros funcionais sdo associados as
moléculas molde para a construgdo das cavidades poliméricas de reconhecimento. Neste
estudo, o acetato de tionina, um derivado organico da fenotiazina, de natureza cationica, que
apresenta grupos funcionais tiois foi utilizado a fim de construir cavidades de reconhecimento
seletivas as biomoléculas. Além disso, o grafeno, um nanomaterial de facil sintese, foi
incorporado a superficie de reconhecimento como estratégia de expandir a area eletrocatalitica
e aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons. O MIP foi obtido através da
eletropolimerizacdo em Unica etapa de uma solucdo de tionina, grafeno e CEA usando a
técnica de voltametria ciclica (-0,5 a 1,4 V durante 20 ciclos a 50 mV/s). A molécula molde
de CEA foi removida através de sucessivas lavagens com solucdo de acido acético (10%).
Posteriormente, o sensor biomimético foi submetido a prova contra amostras enriquecidas
com CEA. As respostas analiticas foram obtidas até 30 ng/mL e o sensor apresentou um
limite de deteccdo de 3,1 ng/mL. Os testes de especificidade foram realizados com o polimero
ndo impresso molecularmente (NIP), controle negativo, o qual ndo demonstrou resposta
significativa as concentragdes de CEA testadas. O sensor biomimético desenvolvido mostrou-
se capaz de reconhecer o CEA em niveis de referéncia clinica desejaveis, com perspectivas de
aplicacdo em ensaios eletroquimicos de rastreio de neoplasias diversas, uma vez que este
antigeno é responsivo em diversos canceres.

Palavras-chave: Sensor biomimético. Antigeno carcinoembrionério. Tionina. Grafeno.
Nanocompdsito.



ABSTRACT

CarcinoEmbryonic Antigen (CEA) stands out as one of the most important biomarkers used
in the diagnosis and control of neoplasms, being also useful in the prognosis of patients
submitted to surgical treatment of tumor remotion. The development of a low cost screening
test for CEA that retains its analytical properties of high sensitivity and diagnostic specificity
is desirable. The proposal of biomimetic surfaces, applied to electrochemical sensors capable
of selectively detecting biomolecules, has been extensively investigated for meeting the
aforementioned demands. In molecular imprinting polymer (MIP), functional monomers are
associated with template molecules for the construction of the polymer recognition wells. In
this study, thionine acetate, a phenothiazine derivative of cationic nature, which has functional
thiol groups, was used in order to construct selective recognition cavities for the
biomolecules. In addition, graphene, an easily synthesized nanomaterial, was incorporated
into the recognition surface as a strategy to expand the electrocatalytic area and increase the
electron transfer rate. The MIP was obtained through one-step by electropolymerizing a
solution of thionine, graphene and CEA using the cyclic voltammetry technique (-0.5to0 1.4 V
for 20 cycles at 50 mV / s). The template molecule of CEA was removed by successive
washes with acetic acid solution (10%). Subsequently, the biomimetic sensor was tested
against samples enriched with CEA. The analytical responses were obtained up to 30 ng / mL
and the sensor had a detection limit of approximately 3.1 ng / mL. Specificity tests were
performed with the non-molecularly imprinted polymer (NIP), negative control, in which
have not showed responses at equivalent concentrations. The developed biomimetic sensor
was able to recognize the CEA at desirable clinical reference levels, with perspectives of
application in electrochemical tests of diverse neoplasms, since this antigen is responsive in
several cancers.

Key words: Biomimetic sensor.Carcinoembryonic antigen. Thionine. Graphene.
Nanocomposite.
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1 INTRODUCAO

O céancer esté relacionado a uma classe de doengas que envolveo crescimento anormal
e perda de controle na divisdo celular com o potencial de invadir tecidos e drgaos adjacentes
(SOBIN, GOSPODAROWICZ&WITTEKIND, 2011). Segundo dados na Organizacdo
Mundial de Saiude (OMS), em 2015, 8,8 milhGes de pessoas morreram de cancer, sendo esta a
segunda maior causa de morte no mundo, com expectativa de que este nimero aumente em
70% nas préximas duas décadas. Desta forma, o diagndstico precoce de cancer e rastreio da
doenca séo as principais estratégias para evitar maiores taxas de mortalidade e morbidade,
possibilitando maiores chances de tratamento e cura (WHO, acesso Dez. 2017). Neoplasias
sdo capazes de produzir e liberar na circulacdo sanguinea, diversas substancias chamadas
marcadores tumorais, destacando-se o antigeno carcinoembrionario (CEA) que tem grande
importancia no monitoramento de recidivas, suporte ao diagnostico e controle de neoplasias
(GRUNNET &SORENSEN, 2012).

Os métodos mais utilizados por laborat6rios para detectar e dosar niveis sanguineos do
CEA incluemo imunoensaioenzimatico (ELISA)e Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) que
apesar de seremconsiderados sensiveis e especificos estes requerem transporte da amostra ao
laboratdrio, demorando o tempo de analise e limitando o uso em ambulatérios ou areas
remotas(DAI et al., 2005). Deste modo, os biossensorestém cada vez mais atraido o interesse
de pesquisadores por serem dispositivossimples econémicos e de resposta rapida para
aplicacdo em imunodiagndstico. Estes dispositivos bioanaliticos utilizam componentes
biolégicos como elementos de reconhecimento, ligados a um sistema de detec¢do, transducao
e amplificacdo do sinal gerado proporcional a reacdo com o analito-alvo podendo ser
classificados de acordo com o tipo de analito ou transdutor envolvido no sistema, destacando-
se 0s transdutores eletroquimicos que apresentam baixo custo, estabilidade e envolvem
eletrbnica simples na obtencdo de reposta analitica(MEDEIROS et al., 2012; CHAUBEY &
MALHOTRA, 2002).

A proposta de sensores biomiméticos tem sido amplamente empregada na deteccdo de
biomoléculas devido ao facil preparo, baixo custo, possibilidade de sintese em situa¢des onde
nenhuma biomolécula (receptor ou enzima) se encontra disponivel ou quando elas possuem
um alto preco eresisténcia a ambientes adversos. Os sensores biomiméticosbaseados em
polimero molecularmente impresso (MIP) sd&o um tipo diferenciado de biossensores de

afinidade que envolve a construcdo de cavidades miméticas em uma matriz polimérica



15

utilizando uma biomolécula molde. Estas cavidades sdo complementares as biomoléculas
moldes ndo apenas em formato e tamanho, mas também em relacdo aos pontos de interagcdo
(UZUN & TURNER, 2015).

Nos ultimos anos, novas perspectivas no preparo de superficiesbiomiméticas sugiram no
intuito de aprimorar a execucdo dos procedimentos e garantir um aumento da sensibilidade
analitica do sensor.Deste modo, a eletropolimerizacdo de monémeros funcionais juntamente
com a molécula moldena superficie de suporte, permite a construgdo de cavidades mimeticas
dentro de filmes poliméricos finos, facilitando a remocéouniforme da biomolécula molde e
obtencdo de MIP mais seletivos e reprodutiveis (VOLKERT & HAES, 2014).A aplicacdo de
nanomateriais tem contribuido grandiosamente para acinética de ligagdo, bem como o
desempenho geral dos MIPs em comparacdo com 0s materiais tradicionais, pois estes,

geralmente apresentammelhor afinidade e seletividade na deteccdo molecular.

Nanomateriais de carbono, tais como nanotubos, fulereno e grafenotem se destacado na
ultima década no desenvolvimento de sensores eletroquimicos biomiméticos por dispor de
uma alta area superficial e excelentes caracteristicas elétricas e mecéanicas especialmente o
grafeno(VASHIST & LUONG, 2015). Entretanto, devido aos desafios ainda existentes na
producdo de MIPenvolvendo estes nanomateriais, como a baixa dispersdo em meio aquoso, a
utilizacdo de nanocompositosapresenta-se como uma metodologia capaz de cessar estas
dificuldades de maneira simples e em Unica etapa (HU et al., 2014).Nanocompdsitos
formados a partir de 6xido degrafenoapresentam um alto desempenho funcional que melhora
a sensibilidade da plataforma, devido asua facilidade de conducéo de elétrons, facil dispersédo
em agua eresistividade baixa em temperatura ambiente (VASHIST & LUONG, 2015).

A sensibilidade biomimética é atribuida aos mondmeros envolvidos, e dentre os
derivados de fenotiazina, a tionina mostra-se como um material bastante promissor para
aplicacdo em sensores por ser um excelente mediador de elétrons e apresentar atividade
eletrocatalitica significante quando polimerizado em meio neutro (DAI et al., 2016).A
interacdo entre os componentes do nanocomposito € possivel devido aos grupos funcionais
disponiveis em cada material utilizado. Deste modo, a escolha minuciosa de cada material € a
chave para construgdo de uma excelenteplataforma sensora. Neste trabalho, uma superficie
biomimetica baseada em um filme nanocompdsito de oxido de grafeno e tionina sera
desenvolvida em uma Unica etapa de sintese para deteccdo eletroquimica de antigeno

carcinoembrionario.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Céancer como problema mundial de satde publica
2.1.1 Conceito e epidemiologia da doenca

O termo cancer vem do grego karkinos que significa caranguejo, primeiramente usada
pelo pai da medicina Hipocrates (cerca de 460 A.C - 370 A.C), devido a aparéncia da
superficie de corte de um tumor sélido. Durante o século XVIII, um patologista Italiano
Giovanni Morgagni foi responsavel por caracterizar o cancer como uma unidade especifica
localizada em uma parte do corpo, e a partir da colaboracdo de Marie Bichat chegou-se a
conclusdo de que os érgdos tinham diferentes tecidos e que estes poderiam ser afetados por
diferentes tipos de cancer. O primeiro caso de metastase foi descoberto ainda nesta época pelo
médico Joseph Recamier, sugerindo que a corrente sanguinea e linfatica contribuiam para o
direcionamento do cancer para outros tecidos (HAJDU et al., 2011).Nos dias atuais,o termo
cancer é comumente utilizado para referir-se a um conjunto que inclui mais de 100 doengas
relacionadas a perca de controle de divisdo celular. A maioria das células multiplica-se e
morre de forma ordenada, entretanto as células cancerosas ndo sofrem morte programada e
continuam crescendo incontrolavel e rapidamente, dando origem a outras células anormais
que tem a capacidade de invadir também tecidos e 6rgaos adjacentes (INCA, 2011; WHO,
2015).

Segundo dados na OMS, em 2015 8,8 milhGes de pessoas morreram de cancer, sendo
esta a segunda maior causa de morte no mundo, com expectativa de que este nimero aumente
em 70% nas proximas duas décadas. O cancer de pulmao apresenta-se como mais prevalente,
seguido pelo cancer de figado, colo retal, estbmago e mama, de acordo com OMS
(2015).Dados epidemioldgicosde 2014 sobre o perfil de mortalidade do céncer no
Brasil,indicaram um total de 119.600 mortes de pacientes do sexo masculino e 104.100 do
sexo feminino, onde o cancer de prostata apresenta-se em primeiro lugar (14,9%) com
incidéncia de 72.536 casos em homens, enquanto o cancer de mama representa (16,8%), com
um total de 67.316 casos (figura 1). Outros diagndsticos de canceres também apresentam um
perfil de alta prevaléncia no pais destacando-se: pulméao, colo do Utero, colo retal, estbmago,
esodfago e tireoide (WHO, 2015).
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Figura 1: Incidéncia de cancer no Brasil de acordo com o sexo no ano de 2014.
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Fonte: OMS, 2015
2.1.2 Fisiopatologia do cancer

O céncer é uma classe de doengas que envolve o crescimento anormal e perda de
controle na divisdo celular com o potencial de invadir tecidos e 6rgdos adjacentes. Esta
divisdo celular pode ocorrer de forma controlada ou ndo controlada, a primeira trata-se de
reacOes reversiveis apds termino do estimulo de proliferacdo celular podendo ser classificadas
como metaplasia, hiperplasia e displasia; enquanto na reagdo de divisdo celular ndo
controlado ha crescimento de tecido anormal e de maneira exacerbada classificando-se como
neoplasias que podem ser in situ ou invasivas(SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND,
2011). O carcinoma in situ é o estagio inicial do cancer quando este atinge apenas camadas
superficiais do tecido afetado, porém quando as células cancerosas se disseminam e sdo
capazes de atingir outras camadas teciduais, outros 6rgaos ou corrente sanguinea este quadro

é considerado carcinoma invasivo (WHO, 2015).

O processo de formacdo do cancer chamado de oncogénese pode acontecer lentamente
em trés estados denominados de iniciacdo, quando genes sofrem acdo de agentes
cancerigenos, posteriormente o estado de promog¢do, quando oncopromotores atuam
diretamente nas células lesadas e o estado de progressdo que € caracterizado pela proliferacdo
desenfreada e irreversivel das células (KUMAR et al., 2015). O processo de oncogénese
acontece quando células passam a receber informagdes erradas de funcionamento
devidoamutagdo em genes especiais chamados proto-oncogenestransformando-se em
oncogenes (figura 2). Esta mutacdo pode ser desencadeada por a¢do de agentes cancerigenos

ou até mesmo por mutacdo espontanea. Este processo complexo é responsavel por originar
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neoplasias que podem afetar células de diversos tecidos e Orgdos, capazes de liberar
hormonios e células que servem como marcadores de tumor (SOBIN, GOSPODAROWICZ,
WITTEKIND, 2011; INCA, 2011).

Figura 2: Esquema mostrando a fisiopatologia envolvida na formacéo do cancer
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Fonte: Adaptado do Instituto Nacional do Cancer (INCA)

2.1.3 Prevencao e diagndstico precoce do cancer

Os principais fatores de risco diretamente relacionados ao desenvolvimento de
patologias oncéticas sdo: sedentarismo (27,2%), obesidade (20,1%) e fumo (17,3%). Porém
existem diversos outros fatores secundarios que podem contribuir para o desenvolvimento de
mutacdes e posteriormente surgimento de neoplasias, dentre estas praticas comuns de risco
destacam-se: o uso abusivo de alcool, doencas infecciosas, exposi¢do a radiacdo, alimentacao
inadequada, poluicdo ambiental, exposi¢cGes ocupacionais e comportamento sexual (INCA,
2011).

A OMS publicou, recentemente,um plano de fortalecimento da rede de prevengédo do
cancer destacando a vacinagdo contra viroses como a hepatite e HPV, campanhas de
conscientizacao, diminuicdo de riscos ocupacionais e toxicos e também reducao da exposicao
a raios ultravioleta bem como, radiacdo ionizante (WHO, 2015). Apesar de existirem fatores
inevitaveis como idade, raca, etnia, género e hereditariedade, a prevengdo tem se mostrado
como medida eficaz contra o surgimento de mais casos principalmente relacionados a
atividades ocupacionais (INCA, 2011).
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O diagndstico precoce de cancer e o rastreio da doenca sdo as principais estratégias de
deteccdo para evitar maiores taxas de mortalidade e morbidade, possibilitar chances maiores
de tratamento adequado e maior possibilidade de cura. O diagnéstico precoce deve ser sempre
levado em consideracgdo, principalmente quando ha exposicdo aos fatores de risco, para isto, 0
programa nacional de controle do cancer da OMS sugere componentes que envolvem
esclarecer informacdes para a populagdo e profissionais de sadde. Além disso, o rastreio de
novos casos deve ser realizado em pessoas saudaveis que ndo apresentam sintomas mas que
apresentem chances de desenvolver a patologia ou que obtenha resultados alterados em
exames, devendo ser investigado a partir de exames complementares de imagem e

endoscédpicos, histopatolégicos e marcadores tumorais (INCA, 2011; WHO, 2015).
2.1.4 Marcadores tumorais

Neoplasias ndo capazes de produzir e liberar na circulacdo sanguinea, diversas
substancias chamadas marcadores tumorais Uteis no manejo clinico de pacientes com
cancer,contribuindo no diagndstico, monitoramento, rastreio de resposta terapéutica e eficacia
de tratamento. Os testes comumente empregados na deteccdo destes marcadores sdo de
natureza bioguimica, histoquimica e genética no qual os resultados obtidos sdo comparados

aos valores de referéncia de cada marcador (ALMEIDAet al., 2007).

Dentre os principais marcadores tumorais na clinica laboratorial destacam-se:
Alfafetoproteina (AFP), Antigeno mucoéide associado ao carcinoma (MCA), Cromogranina A,
Antigeno tumoral da bexiga (BTA), Telomerase, Proteina da matriz nuclear (NMP22), Cyfra
21.1, Fosfatase Acida Prostatica (PAP), CA 72.4, Gonadotrofina coriénica humana (R-HCG),
CA 125, CA 153, CA 19.9, CA 27.29, CA 50, Calcitonina, Catepsina D, C-erbB-2
(oncogene), Desidrogenase latica (LDH), K-ras, Enolase Neurbnio-Especifica (NSE),0
Antigeno prostatico especifico (PSA), P53, 2-Microglobulina e Antigeno carcinoembrionario
(CEA) (ALMEIDA et al., 2007).

Nos ultimos anos, a pesquisa cientifica elucidou alguns marcadores 6rgdo-especificos
que contribuem sugestivamente no diagnéstico do tumordo 6rgdo afetado. Porém, para um
teste de rastreio e monitoramento de processos metastaticos, marcadores celulares
inespecificos mostram-se mais interessantes, pois podem indicar sinais de alerta na
diferenciacdo celular, e ainda estagios precoces de neoplasias, como o0 caso do

AntigenoCarcinoembrionario (CEA) (figura 3).



Figura 3: Principais marcadores tumorais e respectivos 6rgéos aos quais estao relacionados
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Fonte:ALMEIDA et al., 2007

O CEAé um marcador tumoral inespecifico capaz de contribuir no monitoramento,
diagndstico e controle de neoplasias devido sua importancia clinica, atil para avaliar
prognostico de pacientes submetidos a tratamento cirirgico para remocdo de tumores
(GRUNNET & SORENSEN, 2012). Além disso, também ¢é recomendada a determinacdo dos
niveis desta biomolécula durante tratamentos quimioterapicos (HASANZADEH etal., 2017)
comparando os niveis obtidos do paciente com o valor de referéncia, que segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) é de 3.5 ng/mL em ndo-fumantes e de 7 ng/mL em fumantes.

CEA é uma glicoproteina de aproximadamente 200 kDa normalmente produzida
durante o periodo fetal sofrendo uma pausa apds o nascimento.Encontra-se em niveis
elevados nos adultos portadores de alguns tipos de carcinomas, principalmente do trato
gastrointestinal, pancreas, ovarios, pulmdo e mama,e pode apresentar-se levemente elevado
também em pacientes fumantes, bem como, em algumas reagdes inflamatdérias como:
pancreatite, doenca de Crohn, infeccGes pulmonares, doencas hepéticas e ulceras. Deste
modo, apesar de ndo ser um marcador especifico, altos niveis de CEA séo fortemente
sugestivos de malignidade (GRUNNET & SORENSEN, 2012; DAI et al.,, 2005;
GOLDENBERG et al., 1981).
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2.1.5 Ensaios para deteccdo de CEA

Ensaios imunoldgicos mostram-se bastante sensiveis por dependerem especificamente
da capacidade de reconhecimento do anticorpo pelo antigeno correspondente evitando que
antigenos, anticorpos inespecificos ou interferentes apresentem resultados falso positivo (DAI
et al., 2005).0s métodos atualmente utilizados por laboratérios para determinacdo do
CEAbaseiam-se emimunoensaios por método enzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-
LinkedImmunosorbentAssay), ou eletroguimioluminescencia(ECLIA, do inglés

Electrochemiluminescenceimmunoassay) (CHEN et al., 2012).

O principio desses métodosse baseia na deteccdo indireta da reagdo antigeno-anticorpo
através de anticorpos secundarios conjugados a enzimas ou compostos quimioluminescentes,
gue promovera a reacdo com seu substrato produzindo cor, ou luz, respectivamente (Figura
4). A intensidade da coloracdo ou luz esta diretamente relacionada a quantidade de
imunocomplexos formados(DAI et al., 2005; CHEN et al., 2012).Entre os métodos
citados,recentemente a técnica de ECLIA tem se destacado na pratica laboratorial para
deteccdo de marcadores tumorais, por ser esta mais rapida e sensivel.Apesar de serem testes
considerados sensiveis e especificos,os ensaios de ELISA e ECLIA requerem transporte da
amostra ao laboratério, demorando o tempo de analise e limitando o uso em ambulatérios ou
areas remotas, podendo ser uma desvantagem para o diagnéstico em larga escala (rastreio) ou

controle terapéutico.
Figura 4:llustracdo das etapas de teste de ELISA para detec¢do de CEA.
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22

Devido ao CEA ser encontrado em niveis séricos humanos também em estados nédo
neoplasicos, porém em um nivel mais baixo que na doenga, um teste qualitativo
imunocromatografico que apresenta um Sim/N&o como resposta, de acordo com uma banda
colorida, ndo se mostra apropriado. Neste sentido, novas tecnologias que possam se utilizar de
dispositivos analiticos que fornecam resultados quantitativos sdo mais atrativas. Nas ultimas
décadas, o desenvolvimento de dispositivos eletrdnicos biossensores tem sido largamente
pesquisado, e ja se tem frequentemente citados exemplos destes para medidas point-of-care.
Rotineira e comercialmente encontram-se biossensores portateis para determinacdo de
glicemia. Porém, no caso de testes para imunoensaios, como por exemplo, para determinacéao
do CEA, os biossensores ainda ndo apresentam sensibilidade e especificidade diagndstica

acuradas,sendo ainda considerados como uma tecnologia incipiente e de vanguarda.
2.2 Biossensores

O desenvolvimento de dispositivos bionaliticostem despertado grande interesse de
pesquisadores na deteccdo de componentes bioldgicos de importancia clinica e ambiental
(BERTOK et al., 2013).Esta perspectiva de criacdo de biossensores iniciou-se a partir de
estudos realizados por CLARK & LYONS (1962) para determinacdo de glicose, e desde
entdo esta tem sido uma ferramenta amplamente estudada para aplicacGes em diversas areas e
de modo especial nas analises clinicas, principalmente para facilitar a deteccdo de
biomoléculas e o diagndstico de patologias de importancia clinica.

Biossensores séo dispositivos bioanaliticosque utilizam componentes biol6gicos como
elementos de reconhecimento, ligados a um sistema de deteccdo, transducdo e amplificacdo
do sinal gerado proporcional a rea¢do com o analito-alvo (Figura 5). Em vista dos elementos
que compdem os biossensores, 0 receptor € capaz de ligar-se ao analito e as interacdes
bioguimicas que ocorrem na superficie sensora resultam em um sinal quantificavel que é
convertido e amplificado em sinal elétrico pelo transdutor, possibilitando que estes dados
sejam convertidos e processados para um parametro significativo de referéncias a partir um
software (LUZ, IOST & CRESPIHO, 2013). Dependendo da natureza da reacdo envolvida no
evento de bioreconhecimento, os biossensores podem ser classificados como: i) cataliticos,
que utilizam reacGes enzimaticas para quantificagdo do analito de interesse e ii)de
bioafinidade, que dependem da ligagdo seletiva do analito-alvo ao elemento de
bioreconhecimento, por exemplo, anticorpo, sonda oligonucleotidica, lectina, moléculas
biomiméticas(CALIL, 2011).
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Figura 5: Esquema basico dos principais componentes de umbiossensor: A) elemento de bioreconhecimento, B)

elemento transdutor e C) Unidade de conversao e processamento do sinal elétrico.
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Fonte: Adaptado de Calil, 2011.

Quanto ao tipo de transdutores os biossensores podem ser classificados como
eletroquimicos (movimento de ions, difusdo de espécies eletroativas), dpticos (alteracdo nos
indices de absorcdo ou emissdo de ondas eletromagnéticas), piezoelétricos (alteracdo de
massa e/ou microviscosidade) e termomeétrico (alteracdo na transferéncia de calor). Os
eletroquimicos tém se destacado entre os tipos de transdutores dos biossensores, sendo alguns
bastante populares como o biossensor utilizado por diabéticos para acompanhar os niveis de
glicemia no sangue (WANG, 2008).

2.2.1 Transdutores empregados em biossensores

A escolha do transdutor dependera do material biolégico imobilizado na superficie
sensora e das propriedades da amostra de interesse. O transdutor age como uma interface,
medindo a mudanca fisica ou quimica que ocorre na reacdo com o biorreceptor,
transformando essa energia em um produto mensuravel, como massa, carga, calor ou luz
(MEHRVAR et al., 2000).

Transdutores acusticos ou piezelétricos: sdo baseados em variacdes das frequéncias de
ondas acusticas a partir de cristais piezelétricos como resultado da interacdo entre o analito-
alvo e o elemento de reconhecimento biologico (PERUMAL & HASHIM, 2014), enquanto 0s

Transdutores Opticos: apresentam resultados da interacdo com analito partir de
estimulos de luz através de medidas de indice de refracdo, quantidade de luz absorvida e
propriedades fluorescentes e fosforescentes (ABDULHALIM, ZOUROB & LAKHTAKIA,
2007).
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Transdutores eletroquimicos: este tipo de transducdo explora propriedades elétricas
resultante da reacdo ente analito e bioreceptore dependendo da propriedade considerada pode
sersubclassificados como:i) amperométrico, baseada na medicao de corrente elétrica enquanto
mantém um potencial controlado; ii) potenciométrico, medindo a diferenca de potencial
através de uma corrente constante ou zero; iii) condutimétrico, medindo a mudanca da
conduténcia resultante de reacfes cataliticas e iv) impedimétrico, medindo variacdes de
impedancia do meio seja através da corrente ou de potencial na superficie
sensora(STRADIOTTO, YAMANAKA, & ZANONI, 2003; CHAUBEY & MALHOTRA,
2002).

Os transdutores eletroquimicos apresentam diversas vantagens quando comparado aos
transdutores Opticos e piezelétricos, tais como baixo custo, estabilidade, envolvem eletrdnica
mais simples e sdo capazes de produzir sensores livre de marcadores bem como sensores
marcados(MEDEIROS et al., 2012; CHAUBEY & MALHOTRA, 2002). Sensores label-free
ou livre de marcadores a partir de transdutores eletroquimicos tem sido amplamente
investigados e empregados na deteccdo de biomoléculas. Este formato de testes € realizado
sem compostos marcados e podem ser de deteccdo direta e indireta, nos de deteccdo direta a
resposta é obtida no momento que osanalitos se ligam a superficie sensorasem uso de sonda,
por deteccdo direta e de menor custo (RAPP, GRUH, LANGE & 2010).

2.2.2 Imunossensores eletroquimicos

Os biossensores baseados na interacdo antigeno-anticorpo como elementos de
reconhecimento sdo chamados de imunossensores. Estes essencialmente combinam a
sensibilidade e especificidade dos imunoensaioscom baixos limites de deteccdo e custo
reduzido do sistema de medicdo eletroquimica. Na interacdo antigeno-anticorpo envolvida
neste tipo de plataforma sensora ha formacdo de um complexo que envolve ligacBes nédo
covalentes como forcas Van der Waals, ligacéo eletrostatica, pontes de hidrogénio e ligacGes
hidrofobicas. Estas ligacOes relativamente fracas ocorrem a curta distancia, de modo que s6 as
moléculas que contém o determinante antigénico interagem de forma complementar com o
sitio ligante especifico do respectivo anticorpo, esta complementaridade concede a
aproximacdo maxima entre os sitios de ligacdo das moléculas de epitopos dos
antigenos(VESELOVSKY et al., 2002).
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Diversos tipos de imunossensores tém sido estudados no intuito de produzir ferramentas
de deteccdo cada vez mais simples, com curto tempo de andlise e com alta sensibilidade
(KONGSUPHOL et al., 2014). Entretanto, apesar de exibirem caracteristicas ideais para a
construcdo de biossensores, nos ultimos anos, quando ha dificuldade de obtencdo de
anticorpos, resisténcia a ambientes diversos ou até mesmo pelo alto custo de producao, tem-se
investigado a utilizacdo de sensores biomiméticos como alternativa aos imunossensoresno
intuito aprimorar ensaios e superar problemas associados as moléculas biologicas, sejam
proteinas ativas, enzimas ou anticorpos (DING & HEINDEN, 2014).

2.2.3 Sensores biomiméticos

Sensores biomiméticos baseiam-se no principio de teorias bioquimicas, que defendem
gue moléculas alvos exibem padrdo de modelagem para novas biomoléculas com
configuracBes complementares altamente seletivas, a exemplo do modelo encaixo induzido
entre enzima e substrato (IRSHAD et al., 2013; VOLKERT & HAES, 2014).A proposta de
sensores biomiméticos surgiu nas ultimas décadas e sua aplicacdo tem sido amplamente
empregada na deteccdo de biomoléculas, devido ao baixo custo na producdo e a facil
execucdo da plataforma. Além disso, as superficies biomiméticas em sensores exibem
caracteristicas de durabilidade, excelente propriedade mecénica e térmica e possibilitam
interacbes com o analito dentro de condi¢des adversas (pHacidoou basico) (HUANG et al.,
2011).

Os sensores  biomiméticospodem ser construidos através de  diversas
metodologias,destacando-se as plataformas formadas a partir de polimero molecularmente
impresso (MIP, do inglés, “MolecularlylmprintedPolymer’)que de modo geral trata-se de um
tipo diferenciado de biossensores que envolve a construcdo de cavidades miméticas em uma
matriz polimérica utilizando uma biomolécula molde. Estas cavidades sdo complementares as
biomoléculas moldes ndo apenas em formato e tamanho, mas também em relagdo aos pontos
de interacdo (UZUN & TURNER, 2015). A interacdo biomolécula-mondémero pode ser
mediada por ligagcbes covalentes ou ndo covalentes, esta ultima através de pontes de
hidrogénio, interagdo dipolo-dipolo, interacdo ibnica ou interacdo hidrofobica (IRSHAD et
al., 2013).

Alguns elementos sdo indispensaveis para construcdo das cavidades reagentes que

facilitam a deteccdo da molécula alvo através do formato de encaixe: a molécula alvo, que
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servird como molde na impressdo; monémeros funcionais complementares; um reagente de
ligagdo cruzada, para formacéo e reticulacdo da cadeia polimérica; e um solvente, capaz de
solubilizar a biomolécula molde da matriz polimérica complementar a sua estrutura (IRSHAD
et al., 2013). Na preparacdo da camada sensora a base de MIP, a biomolécula interage com os
mondmeros e a polimerizacgdo é feita através do reagente de reacdo cruzada, que permite que
0s mondmeros formem um complexo polimérico em torno da molécula molde (figura 6). Esta
¢ posteriormente removida da matriz, resultando em cavidades bioativas, estaveis e resistentes
(MUJAHIND, IQBAL & AFZAL, 2013).

Figura 6: Formac&o de polimeros molecularmente impresso
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& Formacdo do complexo . molécula molde
o polimerico Polimerizacdo
0 =) — -3

A

Reconhecimento l
do analito

° & A ”

Monomeros funcionais Molécula molde

Fonte: Adaptado de HUYNH & KUTNER, 2015.

2.2.4 Superficies biomiméticasnanoestruturadas

A escolha da biomolécula molde é fundamental para que seja possivel criar cavidades
reativas, por isso elas precisam ser compativeis com o0s processos de polimerizacao
eletroquimica, além de serem quimicamente inertes, estaveis e resistentes a mudancas de
temperatura ou radiacao e apresentarem grupos funcionais que contribuam nas ligacbes com a
cavidade polimérica (CHIMELLO, 2017).

Sensores biomiméticos de proteinas podem ser produzidos a partir do alvos impressos,
seja a proteina total ou apenas uma regido. Existem diferentes técnicas que podem ser
aplicadas na construcdo de MIPs a partir da impressdo em superficie, tais como “in bulk”,
“stamp-coating”, “polymerbrushimprinting”, ‘“surfacegrafting” (SCHIRHAGL, REN &
ZARE, 2012). Nos ultimos anos, novas perspectivas no preparo de MIPs sugiram no intuito

de aprimorar a execucdo dos procedimentos e garantir um alto desempenho de resposta da
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plataforma sensora.Deste modo, a eletropolimerizacdo de mondmeros funcionais juntamente
com a molécula molde diretamente na superficie de eletrodos, permite a remog&o uniforme da
biomolécula e construcdo de cavidades complementares seletivas e reprodutiveis dentro de
filmes finos poliméricos (VOLKERT & HAES, 2014).

A técnica de polimerizacdo eletroquimica envolve reacfes de oxidagdo e reducdo dos
mondémeros funcionais sobre potenciais especificos, possibilitandoo estudo de parametros
convenientes para desenvolvimento de uma plataforma estavel e homogénea podendo-se
controlar o numero de ciclos, velocidade de polimerizacdo e potencial aplicado (SHARMA et
al., 2012). Buscando melhorar ainda mais as caracteristicas sensorasdos MIPs, a introducéo
denanomateriais pode contribuir para 0 aumento da area reativa para formacao dascavidades
biomiméticas, melhoramento da transferéncia de elétrons e aumento da sensibilidade do
reconhecimento (LI et al., 2012; MISTRY et al., 2014).

2.2 .5Nanomateriais

Nanomateriais possuem pelo menos uma de suas dimensdes inferior a 100 nm e devido
ao seu tamanho reduzido, estes apresentam caracteristicas atrativas para aplicacdes em
diversas areas relacionadas a tecnologia, em especial o diagnéstico a partir da utilizacdo de
biossensores(SANTOS et al., 2014). Os principais nanomateriais envolvidos na construgéo de
sensores destacam-se 0s nanocristais semicondutores (pontos quanticos), nanoparticulas
metalicas, nanoparticulas de silica, nanotubos de carbono, pontos quénticos de grafeno,
nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas poliméricas e dendrimeros que tem a capacidade de
expandir a area eletrocatalitica destes dispositivos, o que resulta no aumento da
disponibilidade de transferéncia de elétrons (SHI et al., 2007; SANTOS, et al., 2014).

Nanomateriais de carbono (figura 7) destacam-se por apresentarem caracteristicas
interessantes como: baixa densidade, excelente propriedades mecanicas térmicas,
condutividade elétrica, facilidade de sintese sobre inUmeras superficies e inércia quimica
estavel (HU et al., 2014; ATES, 2013). Porém, a utilizacdo de nanoestruturas de carbono em
plataformas sensorasainda é um grande desafio devido a baixa dispersibilidade em solventes
hidrofilicos, formagdo de agregados de material em superficie de trabalho, custo elevado e
dificuldade de interagdo com alguns tipos de polimeros, por isso a utilizacdo de
nanocompositos tem se mostrado cada vez mais viaveis na intencdo de cessar estas

dificuldades(HU et al., 2014). O oxido de grafeno tem sido um dos mais influentes
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nanomateriaisinseridos na proposta de nanocompoésito para MIP, principalmente devido
aosseus grupos funcionais disponiveis e sua facilidade de dispersdo em meio neutro
comparado aos outros alétropos de carbono evitando aglomerados (HU et al., 2014; KONG,
etal., 2012).

Figura 7: Representacdo esquematica de diferentes al6tropos de carbono; a) grafite, b) diamante, c) fulereno, d)

nanotubos de carbono de parede simples, €) nanotubos de carbono de multiplas paredes, f) grafeno.

Fonte: Adaptada de ZARBIN & OLIVEIRA, 2013.

2.2.6 Oxido de grafeno

O oxido de grafeno(OG) é um dos mais importantes alotropos de carbonogeralmente
obtidos a partir da esfoliacdo do grafite e tem causado uma grande revolugdo na ciéncia de
materiais devido as suas propriedades elétricas, mecanicas e Opticas (EDA&
CHHOWALLA, 2010). Este material tem sido amplamente estudado para aplicacdes em
plataformas sensoras por exibir algumas caracteristicas além de grupos disponiveis capazes
de ligar-se a mondmeros funcionais (KONG et al., 2012). Apesar do 6xido de grafeno ndo
apresentar tanta condutividade quanto sua forma reduzida, uma vantagem do OG sdo 0s
grupos de oxigénio presentes que facilitam sua dispersdo em agua e em outros solventes

formando uma solugdo mais homogénea (HUet al., 2014; KONGet al., 2012).

O grafeno(figura 8) possuipropriedades elétricas que o situam entre 0s metais e 0s
semicondutores, por ter sua banda de conducdo (do inglés- “bandgap”) proxima a zero, ou
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seja, a movimentacdo dos elétrons ocorrelivremente entre a banda de valéncia e a banda de
condugdo sem passar por nenhum “gap” deenergia, no entanto possui caracteristicas
semicondutores. O grafeno apresenta uma resistividade baixa em temperatura ambiente (108
Q/m) e alta condutividade elétrica (>6.000 S/cm). Estas propriedades quandoaplicadas ao
desenvolvimento de sensores eletroquimicos facilitam a conducdo de elétronsentre as
biomoléculas e a superficie do grafeno, consequentemente contribuindo para asensibilidade da
plataforma sensora. Além disso, apresenta uma elevada area superficial, com limitetedrico de
2630 m?/g para uma Unica folha, caracteristica esta, que possibilita um aumento da éarea
reativa paraimobilizacdo de biomoléculas (GAO & DUAN, 2015; VASHIST & LUONG,
2015).

Figura 8: Representagdo da estrutura do grafeno:A- Gruposepdxidos, B - Grupos hidroxila eC -
Gruposcarboxilo.

Adaptado: HE, FORSTER &LERF, 1998.

2.2.7 Superficies biomiméticasbaseadas em nanocompositos de grafeno

Polimeros sdo utilizados em nanocompositos para atribuir versatilidade, elasticidade,
estabilidade e forca fisica entre os componentes usados para producdo do filme. Outros
componentes podem ser adicionados também para reforgar a matriz, destacando-se 0s
materiais pertencentes a nano escala capazes de atribuir mais interagdo interfacial (HUet al.,
2014).0s materiais de grafeno e derivados tém mostrado um excelente potencial no suporte a
plataformas sensoras, porém é fundamental um estudo prévio para que o haja afinidade entre
0S componentes e organizacdo espacial para atribuir rigidez e estabilidade (DIKIN et al.,
2007).
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A escolha dos mondmerosdo MIP deve ser avaliada de acordo com tipo de plataformaa
ser construida. No caso da construcdo de superficies paraum sensorbiomiméticoeletroquimico,
deve-se idealmente buscar monémeros que formem polimeros com alta condutividade elétrica

e estabilidade térmica, de facil sintese, e baixo custo.

Polimeros conjugados sdocada vez mais utilizados devido a sua disponibilidade,
diversidade e também pelas caracteristicas elétricas, eletroquimicas e dpticas através da
interacdo com o ambiente e da mudanca de propriedades podendo ser convertido em

informacdes quimicas mensuraveis analiticamente (MEDEIROS et al., 2012).
2.2.8Acetato de tionina

Mondmeros do grupo das fenotiazinas tém recebido uma consideravel atengdo em
relacdo a possibilidade de estudos no ambito da eletropolimerizacdo, em decorréncia de sua
enorme variedade de aplicacdes, incluindo a construcdo de sensores quimicos e bioguimicos,
eletrocatalise e dispositivos de conversao de energia(WEI et al., 2010).Dentre estes, a tionina
mostra-se como um grupo bastante promissor sendo um excelente mediador de elétrons e que
apresenta atividade eletrocatalitica significante quando polimerizado em meio neutro (YANG
et al., 1999; DAl et al., 2016). A tioninadestaca-se pela simetriae apresentagrandes vantagens
naeletropolimerizacdo por voltametria ciclica devido a sua capacidade de formar filmes
estaveis,atravésda relacdo entre seus grupos aminos e o crescimento de sua cadeia polimérica
(GRANQVIST; HULTAKER, 2002; TOPCU & ALANYALIOGLU, 2014).

Tionina (figura 9) contém dois grupos aminos (-NH.) na posicdo alfa, podendo ser
facilmente eletropolimerizadamesmo utilizando meios acidos, neutros e alcalinos através da
utilizacdo de diferentes substratos seja ouro, platina ou carbono. A obtencdo de politionina
(PTh), em concordancia com suas caracteristicas eletroativas, é determinada pela manutencéo
de seu sistema eletronico m deslocado e favorecimento de acimulo de carga pela extensao
polimérica (GRANQVIST; HULTAKER, 2002). Apesar da estrutura da politionina ainda ndo
ser muito conhecida, alguns estudos de espectroscopia apontam uma ponte secundaria entre
dois mondmeros a partir do grupo amina (FERREIRA; TENREIRO; ABRANTES, 2006).

Figura 9: Representacéo da estrutura do monémero tionina
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Um estudo de Kong et al. (2012) utilizando nanocompositos de TH-OG, evidenciou

HoN

Fonte: YANG et al., 1999

resultados a partir da técnica de FT-IR que a tionina é capaz de ligar-se as folhas de grafenoe
sugere que este é capaz de contribuir ativamente para a polimerizacdo da tionina através da
formacdo de dimeros. Apesar de pouco reprodutivel e de dificil de controle, os
nanocompositos formados a partir de grafeno sdo fortes e flexiveis, apresentando alta

performance funcional melhorando as propriedades mecéanicas (HU et al., 2014).
2.3 Técnicas de caracterizacdo de plataformassensoras
2.3.1Caracterizacdo Eletroquimica

Técnicas eletroquimicas apresentam inUmeras vantagens quando aplicadas na
construcdo de plataformas de diagndstico, umas das maiores vantagens trata-se da economia
adquiridas pela utilizacdo de pequenas quantidades de reagentes nas andlises, além disso, é
possivel manipular e combinar diversas variaveis a partir das diversas técnicas tais como:
voltametria ciclica (VC), voltametria de onda quadrada (VOQ), voltametria de pulso
diferencial (VPD), impedancia e cronoamperometria (BRETT & BRETT, 1993).

2.3.1.1 Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (VC) é uma técnica eletroanalitica capaz de mensurar
informagdes sobre o analito através de variagdes de corrente resultantes de reagdes de reducao
e oxidacdo quando aplicado um potencial diferente. Nesse processo é gerado uma corrente
relacionada a alteracfes dos eletrodos apos aplicacdo do potencial, que decai rapidamente.
Adicionalmente, correntes faradaicas podem ser mensuradas atraves da transferéncia de carga
de reagdes redox de espécies eletroativas (BARD & FAULKNER, 2006; BRETT & BRETT,

1993). Este processo obedece a lei de Faraday, a qual determina que a quantidade de
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reagentes formados ou consumidos na interface do eletrodo é proporcional a corrente
(LOWINSOHN & BERTOTTI, 2006).

A VC pode ser utilizada para caracterizacdo estudos de modificacdo da superficie
sensora, detalhando importantes informacgdes do sistema, tais como ndmero de elétrons
transferidos, coeficiente de difuséo, os potenciais de pico catddico (Epc) e anddico (Epa), e as
correntes de pico catddico (Ipc) e anddico (Ipa) mostrando detalhes e informacdes
importantes sobre reversibilidade da transferéncia de elétrons (HOLLER, SKOOG &
CROUCH, 2009). Quando se trata de uma reacdo reversivel, as Ipa e Ipc séo
aproximadamente iguais em valor absoluto, onde a diferenca entre os Ep é aproximadamente
59 mV independente da velocidade de varredura. J& nos sistemas irreversiveis existe auséncia
completa de picos de oxidacdo e reducdo reversos engquanto o deslocamento do Ep tem
relacdo direta com a velocidade de varredura (BRETT & BRETT, 1993; BARD &
FAULKNER, 2006).

2.3.1.2Voltametria de onda quadrada

Voltametria de onda quadrada (SWV do inglés — “squarewavevoltammetry”) é uma
técnica mais sensivel que a VC e que possibilita também a avaliacdo cinética e mecanistica do
processo eletrddico do sistema estudado. A SWV é capaz de formar uma curva de corrente-
potencial que é proveniente da aplicacdo de potenciais na forma de ondas quadradascom
duracdo e amplitudes definidas e que variam linearmente a um periodo de determinadoAs
correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos diretos e reversos e o sinal € obtido como
uma intensidade da corrente resultante de forma diferencial apresentando boa sensibilidade e
alta rejeicdo a correntes capacitivas.(SOUZA, MACHADO, AVACA, 2003).

2.3.2 Técnicas de caracterizacdo estrutural e topografica

As técnicas de caracterizacdo estrutural e topografica tem sido de grande importancia
em estudos de superficie de SPEs, sendo utilizadas por alguns autores na tentativa de
encontrar relacbes entre a morfologia superficial dos eletrodos e seu desempenho
eletroquimico (MARTINEZ-PAREDES, GONZALEZ-GARCIA & COSTA-GARCIA,
2009).
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2.3.2.1Microscopia eletronica de forga atbmica

As analises por Microscopia de Forga Atdmica (AFM) permitem obtencdo de imagens
em duas e trés dimensdes e que sdo capazes de representar a topografia da superficie
analisada, com uma resolucdo espacial que se aproxima das dimensdes atdmicas. Os
componentes essenciais de um AFM sdo uma cerdmica piezelétrica (scanner), um cantilever
acoplado a uma a ponteira na sua extremidade, um fotodetector, um sistema de realimentagéo
e um computador, que armazena e processa as diferentes deflexes da sonda (FERREIRA &
YAMANAKA, 2006).

O sistema do AFM opera sobre o controle de moduladores piezelétricos que permitem a
movimentacdo vertical e horizontal da ponteira a medida que a mesma se aproxima da
superficie da amostra, causando uma deflexdo do cantilever. Esta deflexdo é mensurada
através da mudanca de direcdo (angular) de um feixe de laser colimado, emitido e refletido
sobre a superficie superior do cantilever. As variagdes de posicao e de intensidade da luz do
feixe laser refletido sdo entéo captadas por um fotodetector. Durante o deslocamento da ponta
pela superficie o computador analisa, em cada posicao, a forca de interacdo entre a ponta e a
amostra e traca um diagrama de alturas, reconstruindo a topografia da amostra. Assim, a
técnica de AFM dispensa a etapa de preparacdo da amostra com recobrimento por materiais
condutores, permitindo a analise da mesma sem perda das suas propriedades(MORITA,
WIESENDANGER & MEYER, 2002; PAQUIM & BRET, 2009).
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30BJETIVO
3.1 Geral

Desenvolver um sensor biomiméticonanoestruturado baseado em um nanocompdsito
polimérico de Oxido de grafeno e politioninavisando a deteccdo eletroquimica do antigeno

carcinoembrionario.
3.2 Especificos

- Caracterizar eletroquimicamente a construcdo do hanocomposito de politionina de e 6xido

de grafeno;

- Aplicar o filme nanocompdsito padronizado para obtencdo de superficie biomimética,
empregando o CEA como molécula molde;

- Otimizar as condicGes experimentais de sintesebiomimética (concentra¢do do monémero,

numero de ciclos, velocidade de varredura, etc.);

- Aplicar as técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica e de onda quadrada para

caracterizacdo do sensor biomimético formado;

- Caracterizar morfologicamente o sensor utilizando a técnica de Microscopia de Forca

Atodmica

- Avaliar o desempenho analitico do MIP e seu controle (NIP) para detec¢édo eletroquimica do
CEA.



35

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Reagentes

Acetato de Tionina salina (Th), Carcino Embryonic Antigen (CEA), Ferricianeto de
potassio (Ks[Fe(CN)g]), Ferrocianeto de potassio (Ki[Fe(CN)s]) e o oxido de grafeno
(GO) adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. Louis,USA). Para diluicdo das amostras bioldgicas e
dissolugéo do polimero foi utilizado, tampéo fosfato salino (PBS) (0,01 M; pH 7,4) preparado
dissolvendo-se 0,2 g de cloreto de potassio (KCI), 8 g de cloreto de sodio (NaCl), 0,24 g de
fosfato de potassio monobasico anidro (KH2PO4) e 1,44 g de fosfato de sodio dibasico anidro
(Na2HPO4), todos obtidos da VETEC (BRA), em 1L de agua deionizada. As solucdes
utilizadas foram preparadas a partir de 4gua deionizada ultra pura obtida através de sistema
Millipore Milli-Q® (EUA) com resistividade maior que 18 MQ/cm.

4.2 Equipamentos

Para realizacdo das andlises eletroquimicas foi utilizado um potenciostato/galvanostato
modelo AUTOLAB PGST12/30/302 conectado a um microcomputador com software GPES
manager soft, para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de dados. Durante a
realizacdo dos experimentos em laboratério, utilizou-se uma célula eletroquimica
convencional de vidro, com capacidade de 10 mL e tampa de policloreto de vinila. Foi
utilizado também um sistema trieletrédico composto por: um eletrodo de ouro (EAu)
(trabalho); um eletrodo de fio de platina helicoidal (auxiliar) e um eletrodo (referéncia) de

Ag/AgCl imerso em solucdo de KCI saturado (3,0 M).
4.3 Preparo da superficie de trabalho

Previamente as etapas de construcdo do sensor biomimético, a superficie do EAu foi
submetida a um procedimento de limpeza mecénica com alumina de granulometria de 0,5 e
0,3 um sequencialmente durante 5 minutos através de movimentos circulares em um tecido
macio. Apos a limpeza, o eletrodo de trabalho foi submetido a analises por voltametria ciclica
em uma janela de potencial de -0.2 a 0.6 V, velocidade de varredura de 50 mV/s e potencial
de passo de 10 mVsem sonda de Ks[Fe (CN)s /Ks[Fe(CN)s] (5 mM) preparado em KCI (0,1
M), para obtencéo dos perfis dos picos de oxidacédo e reducdo. O voltamograma resultante foi

utilizado como padréo ideal de limpeza para as modificagdes subsequentes.
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4.4 Polimerizag&o eletroquimica da Tionina

Preparou- se uma disperséo de tionina 1 mM em solugdo tampéo pesando-se 0.014g do
mondmero para 5 mL de PBS, em seguida foi sonicado durante 10 minutos em banho de
ultrassom. O filme de politionina foi construido facilmente sobre eletrodo de ouro com auxilio
de sistema trieletrodico através de voltametria ciclica sobre potencial de -0.5 e 1.4, velocidade
de varredura de 50 mV/s™ a 10 mVs durante 25 ciclos, uma adaptacdo da proposta de YANG,
et al (1999).

4.5 Otimizacao experimental
4.5.1Concentracdo do monémero

Teste de concentragdo do mondmero Th foram realizados com o objetivo de definir os
parametros ideais para aplicacdo no sensor proposto. Para tal, diferentes eletrodos foram
submetidos a eletropolimerizacdo, nos padrdes ja descritos, na presenca de solucbes de Th nas
concentragdes de 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 5 mM e 10 mM. Todas as solugdes de monémeros
foram previamente dispersas em PBS (10 mM, pH 7.4).

4.5.2Influéncia do nimero de ciclos

Para definicdo de ciclos usados na polimerizacdo do nanocomposito, foram realizado
diferentes experimentos de eletropolimerizagdo de tionina sobre superficie de EAu, variando a
quantidade de ciclos. Neste estudo, 0 EAu na presenca da solu¢do de Th foi submetido a
testes com 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ciclos de eletropolimerizacdo, através de técnica de
voltametria ciclica. Apos a formacdo de cada filme foi realizada a leitura em solucdo de
K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s (5 mM) preparada em KCI (0,1 M).

4.6Caracterizacao eletroguimica do nanocomposito
4.6.1 Construcdo do nanocomposito de OG e PTh

Trés configuracbes de montagem do filme nanocomposito superficie do EAu foram
investigadas com o objetivo de avaliar a contribuicdo dos diferentes materiais. No primeiro
estudo foi avaliada a contribuicdo apenas do mondémero de Theletropolimerizado sobre o
EAu; no segundo estudo, apés eletropolimerizacdo da Th, um filme de OG foi depositado

sobre o eletrodo modificado usando o método “layer-by-/ayer”’; no terceiro estudo o foi feito



37

apenas a deposicdo do OG sobre eletrodo limpo e por fim, no quarto estudo um
nanocomposito de Th e OG foi eletropolimerizado sobre EAu em uma Unica etapa. Apds cada
procedimento foi feita leitura em sonda de Ks[Fe(CN)e/Ka[Fe(CN)e] através de VC num
potencial de -0.2 a 0.6 V, velocidade de varredura de 50 mV/s'no potencial de passo de 10

mVs.
4.6.2Estabilidade eletroquimica do nanocompdésito de PTh-OG

Apdbs remocdo da molécula molde da superficie biomimética de PTh e OG um estudo de
estabilidade foi realizado. O MIP preparado foi entdo submetido a 20 sucessivas varredura
ciclicas em uma janela de potencial -0,2 a 0,6 V. Ag/AgCI (KCI Sat.), sob velocidade de
varredura de 50 mV/s, em solugdo de KsFe(CN)s/KaFe(CN)s (5 mM) preparada em KCI (0,1
M) (SILVA et al., 2010). A estabilidade deste filme biomimético no EAu foi avaliado a partir

do conhecimento do coeficiente de variacdo (CV) obtido entre 0s experimentos.
4.6.3Influéncia da velocidade de varredura

A superficie biomimética sobre o EAu foi submetido as analises por VC empregando
diferentes velocidades de varredura (10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 130; 140;
150 mV/s), em solucdo de Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e] (5 mM) preparada em KCI (0,1M). O
comportamento eletroquimico do MIP foi determinado medindo-se as amplitudes de corrente
em relacdo aos potenciais de picos anddicos e catddicosvs. a raiz quadrada da velocidade de

varredura ( v*/?).
4.7 Construcao do sensor biomiméticoa partir de nanocompoésito de OG e PTh

Para construcdo das cavidades biomiméticas, uma solucdo de Th (2 mM), preparada em
tampdo PBS (10 mM, pH 7.4), e OG (0.2 mg/mL), disperso em &gua, na proporcao de 1:1 foi
eletropolimerizada sobre a superficie do EAu na presenca do CEA. Para este procedimento
uma mistura de Th e OG foi previamente homogeneizada durante 10 min em banho de
ultrassom. Em seguida, 20 puL de CEA (100ug/mL) foram adicionados a solugédo de Th-OG,
deixando-o interagir por 2 h na temperatura de 4° C. A solucdo de Th, OG e CEA foi entéo
polimerizada eletroquimicamente sobre EAu através da técnica de voltametria ciclica no
potencial de -0,5 a 1,4 V, velocidade de varredura de 50 mV/s?, durante 25 ciclos(figura 11),

uma adaptacao da proposta de YANG et al. (1999).
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A remocdo da molécula de CEA do filme de politionina (PTh) e OG foi realizada a
partir da imersdo do eletrodo de trabalho em um solugdo de &cido acético (10%), durante 5
min sobre agitacdo magnética. Este procedimento foi realizado trés vezes, de maneira a
garantir a remocao da molécula de CEA. Ao final de cada procedimento foi realizada leitura
da superficie do eletrodo em sonda de ferri/ferrocianeto de Potassio, e apos a remogdo do
template a superficie do eletrodo foi testada com solucgdo de CEA.

Figura 10: Representacdo esquematica do processo de obtengdo do MIP de CEA por polimerizagdo

eletroquimica a partir de uma matriz de Th e OG.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.7.1 Construcdo do controle negativo N-MIP

O controle negativo construido para avaliar incapacidade do CEA se ligar a superficies
sem cavidades foi construido a partir de um nanocompdsito semelhante ao de construcdo do
sensor. Utilizou-se uma solugdo de Th (2 mM) e OG (0.2 mg/mL) na auséncia da molécula
molde CEA. A solucdo [1:1] de Th e OG foi agitada em banho de ultrassom por 10 min,
porém nenhuma biomolécula foi adicionada. O EAu modificado o filme de PTh-OG foi

mantido em repouso por 2h na geladeira na temperatura 4° C.
4.8Desempenho analitico do sensor biomimético de CEA

Para testar a funcionalidade das cavidades biomiméticasformadas sobre o de PTh-OG, o
eletrodo de trabalho foi incubado com sucessivas injecdes de CEA (10 ng/mL). Entre cada
etapa de incubacéo, deixou-se as cavidades biomiméticas interagirem com a molécula de CEA
durante 30 min em cdmara umida. Apds o tempo de espera, a superficie do eletrodo foi lavada

com 1 mL agua ultrapura e realizada leitura em sonda de Ks[Fe (CN)s /Ks[Fe(CN)s] (5 mM).
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Este procedimento foi repetido diversas vezes para avaliar a eficiéncia do MIP na detecgéo
eletroquimica do CEA. A curva analitica do MIP e NIP foi construida em software Origin
versdo 8.0 usando uma tabela com as concentracdes testadas vs. valores de delta de corrente

obtidos das leituras voltamétricas apds cadaincubacao.
4.9 Caracterizacdo morfoldgica do sensor biomimético

Para analise morfoldgica da estrutura do sensor biomimético realizou-se a técnica de
microscopia de forca atdbmica (AFM — do inglés “Atomic force microscopy”). O
nanocomposito de PTh-OG-CEA foi primeiramente eletrodepositado por VC em superficie do

disco de ouro e em seguidas os discos foram submetidos a analise.
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5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Polimerizacéo eletroquimica da Tionina

A eletropolimerizacdo dos mondmeros de Th sobre a superficie de um EAu foi
inicialmente padronizada com o objetivo de definir os parametros ideais de formacao do filme
polimérico com caracteristicas desejaveis para constru¢do do sensor biomimético. A Figura
11 apresenta o perfil eletroquimico da polimerizagdo da Th sobre a superficie de ouro durante
20 ciclos voltameétricos num potencial de -0.4 a 1.4V, sob velocidade de varredura de 50
mV/s. A reacdo de eletropolimerizacgéo teve inicio a um potencial de aproximadamente 0,9V e
e pico maximo num potencial elevado de 1,1V, determinada pela formacdo de radicais
catibnicos reativos. Os mondmeros de tionina constituem polimeros através de pontes
formadas a partir das ligacbes NH2nas posi¢des a ou B dos anéis aromaticos (YANG et al.,
1999).

Durante o processo de eletropolimerizagdo da Th, as amplitudes de corrente dos picos
de oxidacdo e reducdo nos potenciais de 1.1V e -0,2V, respectivamente, alteram-se
gradualmente e tendem a estabilidade com o aumento do nimero de ciclos, confirmando
assim a eletrodeposicao do filme polimérico. Neste caso, ocorre a diminuicdo dos potenciais
de oxidacdo indicando a catalise e formacdo do polimero.Os potenciais dos picos
evidenciados no voltamograma coincidem com os resultados de Yang et al. (1999) que sugere
que a formacdo de PTh é obtida quando o potencial do eletrodo é maior do que o potencial de
oxidacdo dos grupos NH2 da molécula de tionina, e ndo deve-se ser aplicado um potencial

menor que 1.1 V.

Figura 11: Voltamogramas ciclicos dos sucessivos ciclos de polimerizagdo eletroquimica da Th sobre a

superficie do EAu. Medidas realizadas em solugdo de 1mM de Th.
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Os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada na Figura 12(A e B, respectivamente)
apresentam o perfil do EAu em solucdo de (KsFe(CN)s/KsFe(CN)s) (5 mM) apds
eletropolimerizacdo da Th. Nos resultados observa-se uma reducdo dos picos redox em
relacdo ao eletrodo limpo. O valor médio calculado em triplicata a partir de analises de
VCsevidenciaram uma diminui¢do da corrente em + 19 A dos picos de oxidacdo apos a
formagdo do filme de PTh, confirmando sua caracteristica semicondutora na superficie do

eletrodo.

Figura 12. Voltamogramas ciclicos (A) e de onda quadrada (B) do EAu limpo e eletropolimerizado com PTh.
Medidas realizadas em (KsFe(CN)s/KaFe(CN)g) (5 mM) preparados em solucéo de KCI (0,1 M).
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.2 Otimizacao experimental
5.2.1Concentracdo do mondmero de Th

Um estudo sobre a influéncia da concentracdo do mondmero de Thfoi realizado,
inicialmente, para otimizacdo da resposta eletroquimica do filme polimérico para o sensor
proposto. No ensaio, 0 EAu foi imerso em solugfes com diferentes concentraces de Th e
submetidos & eletropolimerizagdo. Os valores das areas dos voltamogramas obtidos apds o
registro do perfil dos eletrodos em sonda redox de 5mM de ferri/ferrocianeto de potassioem
0,1 M de KCI foram plotados em relacdo as concentragdes dos mondmeros (Figura 13 (a)).
Observou-se uma reducdo da &rea eletroativaproporcional ao aumento da concentragdo de
monémeros daTh(Figura 13 (b)). A concentragdo intermediaria de 1 mM de Th mostrou-se

como recomendada para prosseguimento deste estudo, do capaz de ofertar grupos aminas



42

suficientes para interagir com 0s outros componentes da plataforma, sem
formarnecessariamente um filme de condutividade comprometida. Valores préximos a esta
concentracdo foi também selecionados por prévios autores. Em estudos similares, KONG et al.
(2011) usou 1 mM para formar um nanocomposito baseado em Oxido de grafeno e
nanoparticulas de ouro; SUN et al. (2012) utilizou 0.2 mM de Th para construir um

nanohibrido de folhas de grafeno e mondmeros derivados de fenotiazina.

Figura 13. A) Voltamograma ciclico registrados em sonda de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (5 mM) do
EAueletropolimerizado com diferentes concentragdes de Th: 1) eletrodo limpo, I1) 0,1 mM, 1I1) 0,5 mM, V)1
mM, V) 5 mM e VI) 10 mM; B) Area eletroativa dos voltamogramas ciclicos versus concentragio do monémero
de Th.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.2 Influéncia do numero de ciclos de polimerizacao

A gquantidade de potencial aplicado no processo de polimerizacdo eletroquimica deve
ser uma das caracteristicas otimizadas para reduzir o tempo de fabricagdo, com melhor valor
de condutividade elétrica pela formacao das cadeias poliméricas. Neste estudo, utilizando-se a
VC, a quantidade ideal de ndmeros de ciclos foi determinada, utilizando diferentes
experimentos de eletropolimerizagcdo de Th sobre superficie de eletrodo de ouro. Na Figura
14 (a) sdo mostrados os voltamogramas ciclicos realizados em presenca da sonda redox apés
a formacao de cada filme utilizando a quantidade de ciclos de polimerizacgéo de 5, 10, 15, 20,
25 e 30 ciclos voltamétricos. A Figura 14 (b)mostra a correlacdo dos valores da area dos
voltamogramas versus numeros de ciclos de polimerizagdo, demonstrando uma reducdo
proporcional desta de acordo com o aumento do nimero de ciclos. Deste modo, através deste

resultado estabeleceu-se 20 ciclos como ideal para prosseguimentos das etapas subsequentes,
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visto que polimerizacOes realizadas acima de 20 ciclos resultam em filmes de PThmais
isolantedevido a caracteristica porosa do polimero.

Resultados similares foram alcancados por AHAMMAD et al. (2013), no qual além do
numero de ciclos, os autores concluiram que o pH tem grande importancia no processo de
eletropolimerizacdo de Th. Neste estudo, observou-se que os potenciais de pico de oxidagéo
foram deslocados negativamente com o aumento do pH da solugdo de monémeros, indicando
fortemente o papel significativo dos protons no processo de eletropolimerizacédo, definindo o

pH de 6,5 como valor otimizado e o tamp&o PBS como solucéo ideal.

Figura 14: A- Voltamograma ciclico demonstrando perfil do eletrodo de ouro ap6s formagdo de filme de PTh
variando o nimero de ciclos: 1) 10 ciclos, 1) 15 ciclos, I11) 20 ciclos, 1V) 25 ciclos e V) 30 ciclos; B) Namero de
ciclos versus area dos voltamogramas ciclicos correspondentes. Leituras realizadas em sonda de
K3Fe(CN)e/KsFe(CN)g (5 mM) preparados em solucédo de KCI (0,1 M).
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5.3Caracterizacdo eletroquimica do nanocompdsito
5.3.1 Construcdo do nanocompdsito de OG e PTh

Os estudos iniciais de construgdo da matriz polimérica, base para formacdo do MIP,
avaliaram a presenca daPTh e do OG nas suas respectivas contribui¢fes. Os voltamogramas
ciclicos da Figura 15 mostram o perfil eletroquimico da contribuigdo dos componentes sobre
0 EAu, em varreduras lidas na presenca da sonda redox de (KzFe(CN)e/KsFe(CN)s) (5 mM).
A formacdo do filme de PTh (ImM) (curva Il) sobre a superficie do EAuresultou numa
reducdo significativa dos valores de corrente de pico anodico e catodico (Ipa e lIpc,
respectivamente) em relacdo ao eletrodo limpo (curva 1), confirmando a sua caracteristica de
semicondutor. Utilizando o método de construgdo de filme de camada por camada (“layer-by-

layer”), o OGfoi depositado sobre o filme de PTh previamente eletropolimerizado no EAu.
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Nos resultados obtidos (curva I11), observou-se um aumento dos valores de corrente em
relacdo aos estudos controle, caracteristica que pode ser atribuida ao melhoramento da
mobilidade de elétrons do filme nanocompdsito associada a propriedade condutora do
nanomaterial. Quando os monémeros de Th e 0 OG foram eletropolimerizados em conjunto,
em uma Unica etapa, um filme com valores de corrente intermediarios, a partir das
caracteristicas de cada material foi obtido (curva 1V). Ooxido de grafenofoi
eletropolimerizado conjuntamente com mondmeros de Them solucdo, foi capaz de formar
umnanocompositopolimérico a partir das duas ligacdes -NH, presentes no monbémero
derivado de fenotiazina justamente com grupos carboxila (COOH) disponiveis no 6xido de
grafeno. (KONG et al., 2012).

Nesta perspectiva, sabendo-se que o sinergismo entre o filme polimérico de PTh e do
OG foi capaz de resultar em um nanocomposito funcional com boa condutividade construido
em apenas um passo de sintese, estes estudos preliminares indicaram boas perspectivas para
emprego deste no sensor proposto baseado em MIP para rastreio de CEA. Apesar de muitos
sensores eletroquimicos para deteccdo de biomoléculas utilizarem o método layer-by-layer
para confeccdo das plataformas, principalmente com o objetivo de explorar as propriedades de
cada componente, este método ndo despertou interesse para aplicacdo neste sensor
biomimético devido as desvantagens que possuem, incluindo fragilidade do filme e as vérias

etapas de construcéo.

Figura 15. Voltamogramas ciclicos demonstrando o perfil eletroquimico da contribui¢do de cada componente do
filme nanocomposito de PTh-OG: (I1) PTh; (1) EAu limpo; (111) PTh/OG e (IV) PTh-OG. Medidas realizadas em
K3sFe(CN)e/KaFe(CN)g (5 mM) preparados em solugdo de KCI (0.1 M).
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5.3.2 Estabilidade eletroquimica do nanocomposito de PTh-OG

Para avaliar a estabilidade eletroquimica do nanocomposito de PTh-OG, o filme sobre a
superficie do EAu foi submetido a 20 sucessivos ciclos voltamétricos em
(KsFe(CN)e/KsFe(CN)s) (5 mM). A partir dos valores de Ipa e Ipc nos voltamogramas da
Figura 16, calculou-se o desvio padréo e o coeficiente de variagdo dos 20 ciclos aplicados a
superficie modificada do EAu com PTh-OG. O coeficiente de variagdo calculado para Ipa e
Ipc do EAU/PTh-OG foi de aproximadamente 2.2% e 3,3%, respectivamente, demostrando
que o filme formado apresenta-se estavel (CV <5.0%) (GOMES et al., 2014).

Figura 16: Estudo de estabilidade do filme de PTh-OG realizado a partir de VC, demonstrando as sucessivas
varredura durante 20 ciclos. Medidas obtidas através de equipamento AUTOLAB com software NOVA 2.1
usando célula eletroquimica com sonda de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (5 mM) preparada em solucdo de KCI (0,1 M).
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.3 Estudo da velocidade de varredura sobre nanocomposito de PTh-OG

Os processos difusionaise detransferéncia de massa sobre superficie interface
biomiméticae eletrolito foram estudados a luz da VVCalterando-se as velocidades de varredura
(10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 130; 140; 150 mV/s),em solucéo ionica de
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (5 mM) preparada em KCI (0,AM)(Figura 17 (a)). O
comportamento eletroquimico do MIP foi avaliado atraves da relagdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura (v¥?) vslpas e Ipcs.
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De acordo com os VCs obtidos na Figura 17 (b), foiobtido um incremento nos picos
catodicos (IpC) e anodicos (IpA) com relacdo ao aumento da velocidade de varredura (10 —
150 mVs™), com as seguintes equacdes de regressao linear Ipa (LA) 2,179 x — 3,5435 (r =
0.99) andlpc (MA) y =-1,9676 x -3,7595 (r = 0.99). Tais resultados sugerem que as reacdes na
interface do sensor biomimético exibiram um processo de difusdo controlada com o aumento
da velocidade de varredura de potencial(SILVA et al., 2010). Além disso, 0s aumentos dos
picos anodicos e catodicos foram proporcionais entre si, indicando um carater de

reversibilidade nas reac6es redox, indicando estabilidade eletroquimica do nanocompasito.

Figura 17: (A) Voltamogramas ciclicos do EAU/PTh-OG sob diferentes velocidades de varredura (10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120 mV s). Medidas realizadas em ferrocianeto e ferricianeto de potassio (0,5 mol
L-1) preparadoem KCI (0,5 mol L-1); (B) Dependéncia das correntes de Ipa e Ipc em relagéo a raiz quadrada da

velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.4 Construcdo do sensor biomimético de CEA a partir de nanocompdsito de OG e PTh

As etapas de construcdo do sensor biomimético de CEA a partir do nanocompasito de
PTh-OG foram caracterizadas eletroquimicamente pelas técnicas de voltametria ciclica e de
onda quadrada. Os voltamogramas ciclicos e onda quadrada na Figura 18 (A e B,
respectivamente)  apresentam o perfil eletroquimico obtido em sonda de
KsFe(CN)e/KsFe(CN)s (5 mM). A eletropolimerizacdo da PTh juntamente com o OG e a
molécula molde de CEA resultou em uma reducdo de aproximadamente 40% e 35% nos
valores de Ipa e Ipc, respectivamente (Figura 18(A)). Apos a remocdo da molécula de CEA,

com 4cido acético (10%), observou-se um aumento nos valores de corrente, indicando a
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liberacdo do CEA do filme polimérico e formacdo de cavidades reativas pelo aumento em
cerca de 30% e 28% nos valores de Ipa e Ipc, respectivamente. Posteriormente, quando a
superficie biomimética é submetida a um teste com CEA (10 ng/mL) evidencia-se uma
reducdo dos valores de pico anodicos e catddicos, indicando o preenchimento das cavidades
biomiméticas no evento de re-ligacdo, devido a dificuldade de passagem de elétrons. Na
figura 18(B), os perfis dos potenciais de picos anddicos da SWVs correlaciona 0s mesmos

achados tambem descritos, comprovando o principio de formacéo do MIP.

Figura 18. Voltamograma ciclicos (A) e de onda quadrada (B) da construcdo do sensor biomimético de PTh-
OG-CEA: () EAu limpo; (II) apos eletropolimerizagdo da Th-OG-CEA; (l11) remocéo da biomolécula e (IV)
apos incubacéo com 10 ng/mL de CEA. Todas as medidas foram realizadas em KsFe(CN)e/KsFe(CN)s (5 mM)
preparados em solugéo de KCI (0.1 M).
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.4.1 Otimizacdo daslavagens para remocao da biomolécula

A remocdo da molécula de CEA do filme de PTh com OG foi realizada a partir da
imersdo do eletrodo de trabalho modificado em solugdo de &cido acético (10% em solugdo
aquosa) sobre agitacdo magnética. Para padronizacdo da formacéo da superficie biomimética,
um estudo avaliando a eficiéncia do numero de lavagens do filme na remocdo do CEA foi
realizado. Os voltamogramas ciclicos na Figura 19evidenciaramum aumento dos valores das
correntes de pico de oxidacdo e reducdo apos a primeira e segunda lavagem. Entretanto, os
valores de correntelpa e Ipc mostraram-se estaveis na terceira lavagem, sugerindo a remocao
total de biomolécula e possivel formagdo das cavidades de biorreconhecimento. Assim, o
namero de lavagens para remocgdo do template, foi mantido em trés lavagens. Zhang et al.

(2011) e Foguel et al. (2015) em seus estudos, utilizaram o &cido acético na mesma
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concentracdo(10%), entretanto napresenca de metanol, e encontraram que 3 lavagens era

também um namero suficiente para remo¢do dotemplate.

Figura 19.(A)Voltamogramas ciclicos mostrando a influéncia do nimero de lavagens com &cido acético (10%)
sobre a eficiéncia de remocdo da molécula de CEA do filme polimérico: 1) EAu limpo, I1) PTH-OG-CEA, III)
apos 12 lavagem, 1V) ap6s 22 lavagem e V) apds 3?2 lavagem. Medidas realizadas em KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (5

mM) preparados emsolucdo de KCI (0.1 M), (B) 4ivs nimeros de lavagens com &cido acético 10% em agua.
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5.4.2 Construcdo do controle negativo (NIP)

Para confirmar a capacidade de resposta da superficie biomimética, foi realizada um
polimero ndo molecularmente impresso (NIP), que foi obtido dispensando-se o uso de CEA e
a plataforma foi construida apenas com PTh-OG (Figura 20). Neste estudo, o perfil
eletroquimico do nanocompésito formado em relacdo ao EAuU apresentou-se como descrito
anteriormente, no qual observa-se a formacdo de um filme com caracteristicas
semicondutoras. Apés construcdo do filme, o mesmo foi submetido a lavagem com solucéo
aquosa de &cido acético (10%), mesma metodologia definida para constru¢do do MIP, no qual
resultaram em um discreto aumento da corrente, indicando que ap0s a incubagédo na superficie
do N-MIP com CEA néo houve variagdo de corrente, confirmando a incapacidade de resposta

do estudo controle.

Figura 20: Voltamogramas ciclicos (A) e de onda quadrada (B) das etapas de construcdo do controle negativo
(NIP) do sensor biomimético: (1) EAu limpo; (11) ap6s eletropolimerizacdo do Th-OG; (I11) ap6s lavagem com
acido acético 10% e (IV) incubacdo com 10 ng/mL de CEA. Medidas realizadas em KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (5
mM) preparados em solugdo de KCI (0.1 M).
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5.5 Desempenho analitico do sensor biomimético de CEA

O desempenho analitico do sensor foi avaliado através de sucessivas injeces de CEA
(10 ng/mL) sobre a superficie sensora. Afigura 21exibe um tipico perfil da resposta analitica
ao CEA curva adquire ponto de saturagcdo com aproximadamente 30 ng/mL e um limite de
deteccdo de 3,1 ng/mL. A capacidade de resposta do sensor foi avaliada usando o percentual
de diminui¢do de corrente (IA%) através de medida de voltametria ciclica em sonda de

KzFe(CN)e/KsFe(CN)s (5 mM) preparados em solugdo de KCI (0,1 M).

Figura 21: Curva de detec¢do de antigeno carcinoembrionario sobre a plataforma de PTh-OG com valores de

concentragdo de 10; 20; 30; 40; 50 ng/mL™.
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5.6 Comparagcao entre a plataforma MIPe o NIP

Neste estudo, o desempenho analitico dosensor a partir de superficie biomimética com
MIP moldado a partir do nanocompdéstode PTh-OG foi avaliado em relacdo ao NIP de acordo
com diferentes concentracdes de CEA. O NIP formado a partir da PTh-OG na auséncia da
molécula de CEA foi usado como controle do ensaio. A comparagdo entre MIP e N-MIP e
seus respectivos valores de delta de corrente anddica esta ilustrada na Figura 23. O MIP
construido a partir do nanocompositoPTh-OG apresenta boa sensibilidade analitica para
deteccdo de concentracdes de CEA, enquanto o NIP ndo apresentou variacdes significativas
de correnteas mesmas concentraces de CEA, sendo praticamente constante. Estes resultados
indicam que o sensor biomimético desenvolvido foi capaz de identificar antigenos do CEA de

modo sensivel.
Figura 22: Comparacao entre as curvas de MIP(linha preta) e NIP (linha azul).
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v
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.7 Caracterizagdes morfoldgicas do sensorbiomimético

A caracterizacdo morfologica da superficie biomimética de CEA impressa
molecularmente no nanocomposito de PTh-OG foi realizada pela técnica de AFM. Todas as
micrografias foram tratadas e analisadas em suas respectivas rugosidades médias pelo
software Gwyddion (versdo 2.5). A imagem daFigura 22(a), exibe a AFM obtida do disco de
ouro limpo, usada como controle para avaliar a formacdo do MIP de CEA. O disco de ouro
limpo apresentou um valor médio de rugosidade de aproximadamente 114 nm. Embora tenha

sido utilizado um eletrodo de ouro policristalino de superficie aparentemente regular, a AFM
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revelou uma rugosidade média relativamente alta, atribuida provavelmente ao desgaste e
danos a superficie causados pelos processos de limpeza mecénica e eletroquimica. A Figura
22 (b) apresenta micrografia da superficie de ouro apo6s eletropolimerizacdo do
nanocomposito de PTh-OG-CEA. Um aumento na rugosidade média foi observada atingindo
valor 197nm. Isto pode ser atribuido a formagdo do filme polimérico PTh-OG-CEA,
preenchendo deformidades do disco. Apds remocdo da biomolécula de CEA do filme PTh-
OG-CEA na Figura 22 (c), uma nova anéalise demonstrou uma na rugosidade do filme para
185nm, uma diferenca significativa de 12 nm em relacdo a medida anterior sugerindo uma
remocao bem sucedida da molécula de molde da matriz de PTh-OG, visto que uma molécula
de CEA tem uma massa de aproximadamente 200 kD(GRUNNET & SORENSEN, 2012;
GOLDENBERG et al., 1981).

Figura 23. Microscopia de forga atdmica da superficie do disco de ouro nu (A); Disco de ouro com

nanocomposito TH-OG-CEA (B), Disco de ouro ap6s lavagem de remocéo da molécula de CEA (C).
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6 CONCLUSAO

A modificagéo do eletrodo de ouro com o filme nanoestruturado de PTh-OG contribuiu
para construcdo de um sensor eletroquimicamente estavel ereativo-funcional, podendo ser
empregado na construcdo de cavidades de biorreconhecimento para detectar oantigeno
carcinoembrionério de maneira rapida e simples. As respostas analiticas obtidas foram de até
30 ng/mL e o sensor apresentou um limite de deteccdo de 3,1 ng/mL. Além disso, 0 sensor
biomimeético desenvolvido mostrou desempenho satisfatorio na detec¢cdo do CEA em niveis
de referéncia clinica similares, abrindo perspectivas para aplicacdo em ensaios eletroquimicos
de rastreio de neoplasias diversas, uma vez que este antigeno é responsivo em diversos

canceres.

Neste estudo, constata-se que o emprego de nanomateriais em conjuncdo a monémeros
possibilita eletropolimerizacaoin situ de modo mais simples e com Unica etapa, de modo mais
controlado. Atribui-se ao sinergismo do éxido de grafeno com o polimero enxertado, sendo

um bom candidato para desenvolvimento de MIPsnanoestruturados.
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7 PERSPECTIVAS E CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectivas futuras deste trabalho, tem-se a realizagdo de alguns estudos
complementares, incluindo microscopia eletronica de varredura (MEV) e Fourier-

TransformiInfraredspectroscopy (FTIR) para caracterizacdo topografica e quimica do filme.

Adicionalmente, evidencia-se a importancia de expandir a curva analitica e realizar
testes com amostras de soro humano com diferentes concentra¢fes do antigeno, bem como
empregando soro enriquecido com outras biomoléculas para testes de seletividade. Estes
ensaios irdo permitirdeterminacdo da sensibilidade e seletividade diagndstica do sensor
biomimético proposto, além de sua confiabilidade e praticidade quando comparado a outros

sistemas comerciais usados na determinacdo dos niveis séricos de CEA.
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