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RESUMO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer ¢ a segunda principal causa de
morte no mundo, sendo que em mulheres o cancer de mama ¢ o mais incidente totalizando 2,3
milhdes de casos novos a nivel mundial em 2020, principalmente em mulheres entre 50 ¢ 69
anos. Desta forma, estratégias de detec¢do precoce se fazem cada vez mais necessarias, como
por exemplo o desenvolvimento de métodos de deteccdo do biomarcador HER2 (do inglés -
Human epidermal growth factor receptor 2). Valores do antigeno HER2 acima de 15 ng mL"!
sdo considerados acima da normalidade, e o aumento do mesmo pode resultar em um pior
prognostico da paciente portadora. Diante do exposto, o desenvolvimento de dispositivos
analiticos como biossensores, que agregam uma biomolécula com alta sensibilidade e
especificidade a sua estrutura, conjuntamente a transdutores fisico-quimicos, podem fornecer
medicdes bioanaliticas de maneira mais rapida e simplificada. Os imunossensores
eletroquimicos sdo uma classe de biossensores comumente estudados para o diagndstico de
cancer de mama, nos quais a transducdo realizada por um eletrodo, que emprega como
bioreceptor anticorpos especificos, que sdo imobilizados com auxilio de diferentes materiais,
como as nanoparticulas metalicas. Por sua vez, o sinal de incubagdo do analito ¢ obtido por um
transdutor eletroquimico, através de medidas de inibi¢do de corrente voltamétrica associada a
uma sonda redox por voltametria de onda quadrada ou através da resisténcia do filme por
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Visto que polimeros condutores podem modificar
a superficie do eletrodo a partir da formagado de filmes eletropolimerizados e nanocompositos,
neste trabalho realizou-se o estudo da eletropolimerizacdo de um mondmero derivado de uma
base de Schiff a base de fenazina-salen (NH»-01), em que o centro fenazina ¢ obtido a partir da
formacao de cations radicais no processo de oxidagdo do mondmero em potenciais proximos
de 0,9 V vs. Ag/Ag" na superficie de um eletrodo de carbono vitreo modificado com um filme
de nanotubos de carbono, resultando na formagdo do nanocomposito. A partir disto, essa
superficie modificada foi empregada no desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico
para deteccao do biomarcador associado ao cancer da mama, o HER2. Apds formagdo do
nanocomposito uma mistura de nanoparticulas de ouro e anticorpos para HER2 foram
imobilizadas sobre o eletrodo modificado, os sitios de ligagao ndo especificos foram bloqueados
com glicina. Sendo assim foi possivel a constru¢ao de uma curva de calibragao para HER2 nas
concentragdes de 0,01 a 100 ng mL™', com um limite de detec¢io igual a 0,25 ng mL™,
considerando essa faixa suficiente para o diagndstico de cancer de mama.

Palavras-chave: eletropolimerizagao, nanotubos de carbono, nanocompdsito, nanoparticulas
metalicas, imunossensor eletroquimico, cancer de mama.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), cancer is the second leading cause of
death worldwide. In women, breast cancer is the most incident, totaling 2.3 million new cases
globally in 2020, primarily in women aged 50 to 69. Consequently, early detection strategies
become increasingly necessary. For example, the development of methods to detect the HER2
biomarker (Human epidermal growth factor receptor 2) is essential. HER2 antigen values above
15 ng mL™! are considered abnormal, and an increase in these values may result in a poorer
prognosis for the patient. That said, the development of analytical devices such as biosensors,
combining a biological element with high sensitivity and specificity with physical-chemical
transducers, can provide bioanalytical measurements more quickly and simply. Electrochemical
immunosensors, a class of biosensors commonly studied for breast cancer diagnosis, using a
modified electrode as the transduction element. This electrode employs specific antibodies
immobilized with the help of different materials, such as metallic nanoparticles. The analyte's
incubation signal is obtained by an electrochemical transducer through measurements of
voltammetric current inhibition associated with a redox probe by square wave voltammetry or
through film resistance by electrochemical impedance spectroscopy. Conductive polymers can
modify the electrode surface through electropolymerized film formation. In this study,
electropolymerization of a Schiff base derived monomer based on phenazine-salen (NH2-01)
was conducted. The phenazine center is obtained through the formation of radical cations in the
monomer oxidation process at potentials near 0.9 V vs. Ag/Ag" on the surface ofa glassy carbon
electrode modified with a carbon nanotube film, resulting in the formation of the
nanocomposite. Subsequently, this modified surface was used in the development of an
electrochemical immunosensor for the detection of the breast cancer-associated biomarker,
HER2.After nanocomposite formation, a mixture of gold nanoparticles and HER2 antibodies
was immobilized on the modified electrode, and non-specific binding sites were blocked with
glycine. This allowed the construction of a calibration curve for HER2 in concentrations
ranging from 0.01 to 100 ng mL"!, with a limit of detection equal to 0.25 ng mL™'. This range
is considered sufficient for breast cancer diagnosis.

Keywords: electropolymerization, Carbon Nanotubes, nanocomposite, metallic nanoparticles,
electrochemical immunosensor, Breast Cancer.
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1.INTRODUCAO

O cancer de mama se caracteriza por uma divisdo celular desordenada em tecidos do
organismo que resultam em células tumorais, por exemplo no tecido mamario. O numero de
mulheres diagnosticadas com cancer estd cada vez maior, no Brasil, o Instituto Nacional de
Cancer (INCA) estima que no Brasil entre os anos de 2023 a 2025 sejam diagnosticados 73.610
novos casos de cancer de mama, sendo estimados 66,54 casos novos a cada 100 mil mulheres,
sendo na regido Sudeste e Sul as regides com maior estimativa de incidéncia (Instituto Nacional
de Cancer, 2022).

Ademais, a detec¢do precoce do cancer de mama ¢ de suma importancia para o
tratamento eficaz, pois aumenta a possibilidade de tratamentos menos invasivos e agressivos.
Os atuais diagnosticos proeminentes sao o exame clinico, exame de imagem e analise
histopatolégica. No entanto, sabe-se que a deteccao de biomarcadores, estdo relacionados aos
parametros de desregulacao em fluidos biolégicos como plasma, urina ou até mesmo tecidos
invasivos no corpo humano, como células tumorais (Amorim, 2003). Um biomarcador
relacionado aos tecidos mamarios tumorais € 0 HER2 cujo o cuttof (valor limite) estabelecido
¢ de 15 ng mL! (Shamshirian ef al., 2020). Para detec¢io de mulheres portadoras do mesmo
um dos métodos ¢ a presenca da proteina HER-2 no soro que pode ser quantificada pelo ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay) (Nelson; Cox,
2014).

Com isso, atualmente estuda-se como alternativa clinica, o uso de biossensores como
método correto e rapido, como por exemplo os biossensores eletroquimicos, que tem respostas
analiticas obtidas por meio do bioreconhecimento de um analito, que € a substancia de interesse
(Ex.: proteina) da amostra em questao, tal processo ocorre por intermédio de uma superficie de
um transdutor, que identifica e transforma essa interagdo em um sinal mensuravel, que ¢
enviado ao transdutor eletroquimico (Bezerra et al., 2019). Quando deseja-se um
imunodiagndstico, os mesmos sdo classificados como imunossensores, € sio compostos por um
sistema imunocomplexo (anticorpo/antigeno) como biorreceptor (Perumal; Hashim, 2014). O
imunocomplexo utiliza a capacidade do anticorpo de se ligar especificamente ao antigeno, por
meio de efeitos cumulativos de interacdes fracas, como forgas de van der Walls, ligacdo de

hidrogénio ou até mesmo atracdo eletrostatica.
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Imunossensores eletroquimicos baseiam-se na medida de corrente gerada pelas reacdes
de oxidagdo e reducdo nas superficies modificadas de eletrodos, estando as mesmas
correlacionadas com a concentragdo de espécies eletroativas ja presentes ou com sua taxa de
producdo, interligando com o reconhecimento do alvo e analito proporcionalmente a sua
concentragdo (Goud et al., 2019). Isso posto, objetivou-se desenvolver um imunossensor
eletroquimico para detec¢do do biomarcador associado ao cancer da mama, o HER2, a partir de
um elemento de transducao eletroquimico que sera modificado com um nanocompdsito a base
de nanotubos de carbono e o polimero eletrosintetizado de fenazina-salen, capaz de amplificar
a resposta voltamétrica da sonda redox. Essa superficie modificada foi empregada na
imobilizagdo do anticorpo (abHER2), visando a obtengdo de medidas eletroanaliticas
proporcionais a quantidade do antigeno, a partir da exposi¢do do imunossensor a uma amostra

contendo HER2.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CANCER DE MAMA

O Cancer manifesta-se em organismos humanos devido a divisao celular desordenada,
podendo ser gerada por agentes externos e também fatores hereditarios, que sempre requer uma
sequéncia organizada de eventos bioquimicos. Caracteriza-se por um defeito genético causado
pela perturbagdo no equilibrio de formacao e destruigao celular, dessa forma intercorréncias nas
proteinas de regulagdo podem gerar um tumor, € quando o mesmo interfere no funcionamento
dos tecidos do organismo humano pode-se diagnosticar o cancer (Nelson; Cox, 2014).

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) classifica o cancer como a segunda principal
causa de morte no mundo, tendo ocasionado 9,6 milhGes de mortes em 2018. Além disso, dados
mais recentes obtidos pelo Observatorio Global do Cancer (Globocan - Global Cancer
Observatory), elaborados pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (larc -
International Agency for Research on Cancer), revelam que em 2020 houve 19,3 milhdes de
casos novos de cancer, sendo o cancer de mama com 2,3 milhdes (11,7%), tornando o mesmo
o0 mais comum entre as mulheres e o mais incidente (International Agency for Research on
Cancer, 2020).

Por sua vez, em ambito nacional o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que no

Brasil entre os anos de 2023 a 2025 sejam diagnosticados 73.610 novos casos de cancer de



17

mama, sendo estimados 66,54 casos novos a cada 100 mil mulheres, sendo Sudeste e Sul as
regides com maior estimativa de incidéncia. Em termos de mortalidade, o cancer de mama ¢ a
primeira causa de morte por cancer, em todas as regides brasileiras, exceto a regido Norte. No
ano de 2020 foram registrados 17.825 dbitos por cancer de mama, indice crescente desde o ano
de 1979, sendo as mais elevadas taxas de mortalidade entre mulheres de 50 a 69 anos (Instituto
Nacional de Cancer, 2022).

O agravamento do cancer pode ser evitado com a deteccdo precoce, que aumenta a
possibilidade de tratamentos menos invasivos e agressivos. As alternativas de diagnostico
utilizadas atualmente sdo o exame clinico, exame de imagem e analise histopatoloégica como
representado na Figura 1. O exame clinico consiste na avaliacdo da possivel presenca de
nodulos ou suspeita alteracdo fisica nas mamas, de modo que um diagndstico por imagem
(ultrassonografia, mamografia ou ressonancia magnética) auxilia na confirmacdo da presenca
de células tumorais e confirma a necessidade de dar sequéncia a investigacdo. Por fim, a biopsia
¢ um método invasivo que visa analisar as caracteristicas histopatologicas e imuno-
histoquimicas do suposto tumor, possibilitando o planejamento e o tipo de tratamento ao
paciente, podendo confirmar casos malignos ou benignos que relacionam-se com a gravidade e

a possivel presenca do processo de metastase celular (Instituto Nacional de Cancer, 2022).
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Figura 1 — Método diagndstico para o cancer de mama.
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Fonte: INCA (2022).

2.2. BIOMARCADORES

As mudangas ocorrentes no organismo, tal como desenvolvimentos patogénicos ou
qualquer outra alteracao bioquimica e bioldgica esta correlacionada com os biomarcadores, os
quais relacionam e determinam os parametros desregulados em fluidos bioldgicos como
plasma, urina ou até mesmo tecidos invasivos no corpo humano, como células tumorais
(Amorim, 2003). Os biomarcadores também podem ser um tipo de indicador de respostas a
processos farmacologicos e terapéuticos a uma condi¢do de doenca (Cervantes-Diaz; Pifia-
Sanchez; Leal-Herrera, 2020).

Relacionados a aplicagdo em cancer, os biomarcadores tumorais podem ser utilizados
na prevencao, de modo que o diagndstico possa estabelecer a gravidade do tumor presente, bem
como monitorar o estado da doenga em pacientes ja portadores de cancer, e assim detectar
recorréncias. O receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2 - do inglés
Human Epidermal growth factor Receptor-type 2) ¢ um biomarcador localizado na membrana
das células epiteliais, sendo essa proteina responsavel por controlar o crescimento e
desenvolvimento de varias células epiteliais, dessa forma a superexpressdo da proteina, que
pode ser determinada por imuno-histoquimica, pode influenciar o desenvolvimento do cancer
de mama (Cervantes-Diaz; Pifia-Sanchez; Leal-Herrera, 2020). Para Page e colaboradores

(2017) mesmo em uma proporg¢ao relativamente pequena em estagio inicial de HER2 exibe um
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aumento no nimero de copias de gene HER2, e o desfalque em copias de cromossomo 17, uma
vez que o gene esta localizado no brago longo do cromossomo 17.

Tendo em vista que o dominio extracelular do receptor de HER2 pode softrer clivagem
proteolitica e ser liberado como HER?2 circulante na corrente sanguinea, a presenca da proteina
HER-2 no soro pode ser notada e quantificada por métodos imunoenzimaticos, sendo um deles
o ensaio imunossorvente ligado a enzima ELISA, o qual realiza triagem rapida da quantidade
de um antigeno em uma amostra especifica, sendo as mesmas adsorvidas em uma superficie
inerte. O sistema ¢ baseado na aplicagdo entdo de um anticorpo primario (contra proteina de
interesse) e de um anticorpo secundario interligado com uma enzima catalisadora, que catalisa
uma reacao de produto monitorado pela intensidade da cor proporcional a amostra da proteina
de interesse (Nelson; Cox, 2014). Segundo Couto e colaboradores (2011), o nivel sérico acima
do superior desta proteina (15 ng mL™") sdo considerados acima da normalidade e com aumento
do mesmo pode haver um pior progndstico da paciente portadora, esta concentragdo encontrada
em torno de 50-60% de portadores de cancer de mama com metastase.

Para deteccao de mulheres portadoras do biomarcador HER2 em concentragdo acima
de 15 ng mL™" ha a imunohistoquimica da expressdo do receptor HER2 e demonstragio da
amplifica¢do do respectivo gene por hibridizagdo in situ por medidas de fluorescéncia (FISH)
sendo os mesmos invasivos a nivel do tecido tumoral (Carney, 2007). Além destes, podem ser
utilizados como alternativa clinica, imunossensores nao invasivos, como por exemplo os
imunossensores eletroquimicos, que tem respostas analiticas obtidas por meio do
bioreconhecimento de um analito (A), que ¢ a substancia de interesse (Ex.: proteina) da amostra
em questdo, tal processo ocorre por intermédio de uma superficie de um transdutor, que
identifica e transforma essa interagdo em um sinal mensuravel, o qual ¢ enviado ao detector

eletroquimico (Bezerra et al., 2019).

2.3. BIOSSENSORES

Os biossensores podem ser amplamente utilizados em diversas areas tais como médica,
bioquimica e alimenticia (Turner, 2013). Eles sdo instrumentos analiticos que agregam uma
biomolécula a sua estrutura, de tal forma que sua sensibilidade e especificidade sdo extensdes
das propriedades das mesmas, que conjuntamente com transdutores fisico-quimicos fornecem
medic¢des bioanaliticas de maneira simplificada e de facil utilizagdo. Leyland C. Clark em 1962

desenvolveu a ideia de que uma detecgdo eletroquimica de oxigénio poderia ser utilizada em
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dispositivos bioanaliticos, através da imobilizagdo de enzimas apropriadas, por exemplo pela
glicose oxidase em um eletrodo de platina como detector de glicose em pessoas diabéticas.

De acordo com Perumal e Hashim (2014), os componentes principais de um biossensor
sdo o biorreceptor e o transdutor. Um biorreceptor especifico ou fator de bioreconhecimento ¢
o que classifica o sensor como biossensor podendo ser enzimas, anticorpos, acidos nucleicos
entre outros. Os biorreceptores geralmente sdo incorporados ao sistema através de um método
de imobilizagdo, com auxilio de diferentes materiais, como nanoparticulas metalicas (Ex.: ouro,
prata, platina), nanomateriais a base de carbono (Ex.: grafeno, nanotubos), polimeros e
biopolimeros (Ex.: celulose, quitosana) entre outros. Por outro lado, o transdutor ¢ considerado
um conversor de sinal, onde o sinal bioquimico ¢ convertido em um sinal elétrico mensuravel,
o sinal bioquimico por sua vez ¢ resultante de mudangas quimicas ocorridas entre a reacdo do
analito com o biorreceptor. Com isso, considera-se essencial a seletividade e sensibilidade do
biorreceptor em relacao ao analito alvo especifico (Goud ef al., 2019).

Os biossensores importantes até os dias atuais que possibilitam um imunodiagndstico,
sdo classificados como imunossensores, 0s quais sdo compostos por um sistema
imunocomplexo (anticorpo/antigeno) como biorreceptor (Perumal; Hashim, 2014). O
imunocomplexo utiliza a capacidade do anticorpo de se ligar ao antigeno, que ocorre por meio
de efeitos cumulativos de interagdes fracas sendo forgas de van der Waals, ligacdo de
hidrogénio ou até mesmo atragao eletrostatica podendo ser entdo um processo reversivel. Dessa
forma, os anticorpos se ligam aos antigenos de maneira especifica, sendo esta determinada pelos
residuos de aminoacidos presentes nos dominios proteicos do anticorpo (Nelson; Cox, 2014).

O anticorpo ¢ uma proteina especializada encontrada no centro da resposta imune
hormonal, a qual gera uma resposta sinalizadora a infec¢des bacterianas, virus extracelulares e
proteinas distintas e invasoras. A producdo de anticorpo no organismo humano ¢ de mais de
108 anticorpos com especificidades diferentes de ligacdes, por isso a sua grande importancia
mediante a presenga de células prejudiciais a saude, pois ha uma grande chance de
reconhecimento e interacdo das mesmas com os anticorpos (Nelson; Cox, 2014).

A obtencdo de uma resposta imune depende de qualquer molécula ou patdgeno
(antigeno) podendo ser um virus, uma parede bacteriana ou uma proteina isolada.
Abundantemente no soro humano os anticorpos sdo formados por quatro cadeias polipeptidicas
sendo duas pesadas e duas cadeias menores e leves unidas por ligacdes ndo covalentes e de

ligacdes dissulfeto, gerando uma molécula de elevada massa molar, sendo os fragmentos
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responsaveis pela ligacdo ao antigeno Fab (do inglés fragment antigen-bindin. A molécula em
formato de Y ¢ devido as cadeias pesadas interagirem em uma das extremidades e realizarem
uma ramifica¢do para a interagdo separada com as cadeias leves, resultando em dois sitios de

ligagdo ao antigeno, como representado na Figura 2 (Nelson; Cox, 2014).

Figura 2 — Estrutura do anticorpo representando a cadeia pesada (sitio de imobilizacao) e as cadeias leves (sitios
de ligagdo ao antigeno).
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Fonte: Nelson e Cox (2014).

Os métodos de deteccao de transdugdo em imunossensores geralmente podem ser
opticos ou eletroquimicos. O dptico considera diversos tipos de espectroscopia, como de
absorc¢ao, fluorescéncia, fosforescéncia, Raman, refracao e dispersao, sendo a fluorescéncia que
¢ integrada com fibra dptica 0 método mais utilizado para o biossensoriamento Optico. Estes
usam ondas eletromagnéticas para detectar alteragdes quando o analito sofre interagdo como
elemento de bioreconhecimento, visto que o biossensor induzird alteragdes no indice de
refragao medido (Perumal; Hashim, 2014).

Quando o sensor ¢ eletroquimico ha um eletrodo usado como elemento de transdugao,
sendo classificado como um dispositivo integrado autonomo que fornece informacgdes analiticas
quantitativas ao se utilizar um elemento de reconhecimento bioldgico mantido em contato com

o eletrodo. Os mesmos partem de uma medida de corrente gerada pelas reagdes de oxidagdo e
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reducdo, podendo a mesma estar correlacionada com a concentragdo de espécies eletroativas ja
presentes ou com sua taxa de produgdo, interligando com o reconhecimento do alvo e analito
proporcionalmente a sua concentragdo (Goud et al., 2019). Os tipos de imunossensores
eletroquimicos podem ser: amperométricos, potenciométricos, impedimétricos e
condutimétricos (Perumal; Hashim, 2014).

As técnicas de voltametria s3o amplamente utilizadas podendo ser a voltametria ciclica
(CV), em que ha o varrimento de potencial com o tempo, conduzindo a ocorréncia de reagdes
de oxidag¢do ou de reducdo de espécies eletroativas na solugdo e podendo assim, registrar
mudancas nas caracteristicas da superficie do eletrodo. As voltametrias de pulso, como a
voltametria de onda quadrada (SWV) que pode ser utilizada para registrar a resposta do sensor
eletroquimico havendo corrente medida em um potencial correspondente a regido de corrente
limitada por transporte de massa. Assim, um processo que ocorre em um sensor eletroquimico
¢ uma reacao heterogénea que acontece apenas na interface eletrodo-eletrolito, de maneira que
se considera a transferéncia de massa que ocorre para o eletrodo e também gera efeitos na
superficie do mesmo, havendo taxas de reacdo descritas pelas espécies eletroativas do analito

que sao trazidas a superficie (vm), pela Equagdo 1 (Bard; Faulkner, 2001).

[=n.F.A.Um (1)

Sendo a corrente observada (I), o numero de elétrons envolvidos no processo, area do
eletrodo utilizado (A), constante de Faraday (F) e o fluxo de moléculas de analito (V).

Os métodos de impedancia também sdo importantes para estudos de modificacdes
superficiais em eletrodos através de uma perturbacao aplicada que permite a andlise dos
processos de difusao, da cinética envolvida, da dupla camada e das reagdes acopladas. Podendo
ser aplicadas em estudos de corrosao, de membranas, de s6lidos i0nicos, de eletrolitos e também
polimeros condutores (Brett; Brett, 1996). A analise da Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS) envolve um circuito elétrico equivalente que contém as combinacdes de
resisténcias e capacitancias, sendo componentes que representam a impedancia no processo
Faradaico (Zy), a resisténcia ndo compensada (Rq) que € a resisténcia da solucao entre o eletrodo
de trabalho e o de referéncia, a capacitancia da dupla camada (Cq4) e também pode haver uma
impedancia que mede a dificuldade de transporte de massa das espécies eletroativas (Zy), a

impedancia de Warburg.
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Os graficos de impedancia (diagrama de “Nyquist”) como demonstrado na Figura 3 sdo
obtidos por uma curva do negativo da impedancia imagindria (—Z”) em fun¢do da impedancia
real (Z’) através da amplitude de um potencial aplicado.

Figura 3 — Representagido de impedancia no plano complexo de um sistema eletroquimico.
A |
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Fonte: Brett e Brett (1996).

O diagrama de “Nyquist” ¢ caracterizado como uma série de pontos com cada um em
uma frequéncia que representam a grandeza e a dire¢do do vetor de impedancia, dessa forma o
plano complexo ¢ dito como real imagindrio em que na abscissa encontra-se a parte real

(resistividade) e na parte imaginaria (termos capacitivos) (Ribeiro; Souza; Abrantes, 2015).

2.4. MATERIAIS APLICADOS NA CONSTRUCAO DE BIOSSENSORES
2.4.1. Utilizagao de polimeros condutores em biossensores

Materiais organicos bem como os polimeros condutores possuem caracteristicas como
ligagdes alternadas simples (o) e duplas () e estes sistemas conjugados conferem propriedades
opticas, eletroquimicas e eletronicas inerentes. Além disso, possuem vantagens como baixa
densidade, flexibilidade e resisténcia a corrosdo frente aos materiais inorganicos (Le; Kim;
Yoon, 2017).

A caracteristica condutora de polimeros empregados em biossensores tem vantagens
benéficas como formacdo de uma alta area superficial que aumenta as interagdes entre os fatores
de bioreconhecimento e analitos, levando a maior sensibilidade e pequenas dimensdes que
facilitam a cinética de adsor¢do dos analitos ao materiais. Grupos funcionais como —COOH, —
CN, —NH», —SH podem interagir com os sitios doadores (centros metéalicos) com a presencga do

sistema 7 conjugado, de forma a apresentar boa condutividade redox e eletronica sendo aqueles
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que contém atomos de Nitrogénio destaques em polimeros condutores, por exemplo o polipirrol
(PPy), polianilina (PANI) que contém atomos de nitrogénio nos anéis heterociclicos, os quais
sdo responsaveis pela inser¢do de protons ou anions para formar cations radicais e favorecer a
eletropolimerizagdo. Estes polimeros condutores podem ser obtidos através de
eletropolimerizagdo em eletrodos, a qual envolve uma reducdo subsequente de ions metalicos
depositados, partidos de uma solugao polimérica para um substrato eletricamente condutor (Le;
Kim; Yoon, 2017).

Ademais, polimeros condutores obtidos por meio de moléculas de fenazina estdo
intimamente relacionados com o transporte de carga mediadas por centros redox do mesmos,
de modo que os mecanismos de eletropolimerizagcdo envolvem a interagdo entre cations radicais
formados pela oxidacdo do monémero em elevados potenciais acima de 0,9 V. Compostos de
Base de Schiff sdo caracterizadas pela presenca de iminas, sendo uma classe de Base de Schiff
a do salen (N,N-etilenobissalicilidenoamina) como representada na Figura 4. Complexos a base
de Schiff apresentam grande potencialidade para formagao de filmes poliméricos condutores,
visto que podem apresentar centros metéalicos doadores (por exemplo o Niquel) e unidades
redox deslocalizadas em um sistema © conjugado baseado no ligante (Martin; Olean-Oliveira;
Teixeira, 2020).

Figura 4 — Estrutura da Base de Schiff do tipo salen.

R OHHO R,

Rz Rs Rs Rs

M50 5 metal binding pocket
Fonte: Adaptado de Anselmo (2013).

Para Chepurnaya e colaboradores (2020), as vantagens na utilizacdo de polimeros
metal-salen por exemplo, € o fato de serem compostos de sintese facil, apresentam atividade
eletroquimica para o fornecimento correspondente entre os potenciais redox do polimero e
outros compostos do sistema, além da alta estabilidade e elevada condutividade e taxas de
transferéncia de carga. Dentre isso, 0 método caracteristico de acoplamentos de bases de Schiff
com substituintes NH> € que pode haver a formacao de polimero com liga¢do azo ou fenazinas

através de acoplamento -C-N-, nos quais os mesmos podem ser responsaveis pela
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eletropolimerizagdo ocorrente que inicia com a oxidagcdo do mondmero e resulta em um cation
radical, o qual desencadeia a polimeriza¢do (Martin; Olean-Oliveira; Teixeira, 2020).
Considera-se também por isso o desenvolvimento de nanocompositos de polimeros
condutores contendo nano espécies de carbono, como grafeno, nanofibras de carbono e
nanotubos de carbono (NTC), as quais melhoram a ordem estrutural das cadeias poliméricas
condutoras e facilitam a deslocalizagdo dos portadores de carga (Park et al., 2014). Para
formacao de dispersdo de nanotubos de carbono ¢ importante o estudo de estabilidade dos
mesmos, de modo que seja evitada a coalescéncia de NTCs a particulas maiores, causada por
interagdes eletrostaticas e interagcdes m-m entre elas, por isso pode-se empregar a técnica de
oxidacdo da superficie das nanoparticulas para aumentar a dispersibilidade das mesmas nos
solventes polares selecionados e também para atingir um estado de dispersdao estavel de
nanotubo. A desmontagem dos feixes de NTCs necessita uma quantidade de energia externa
para diminuir os tamanhos das particulas e aumentar a area superficial, sendo muito utilizada a

energia ultrassonica que favorece a aplicagao das mesmas (Gao et al., 2023).

2.4.2. Aplicacdo de nanomateriais em biossensores

A nanotecnologia aplicada em processos de construcao de dispositivos biomédicos
consiste no uso de nanomateriais com particulas de menos de 100 nm, os quais podem auxiliar
no diagnostico e monitoramento de doengas, bem como biomarcadores de cancer em baixas
concentragdes. As nanoparticulas (NPs) podem ser tanto organicas quanto inorganicas,
metalicas, magnéticas ou até mesmo poliméricas, sendo as caracteristicas mais favoraveis das
mesmas o tamanho, carga, estabilidade e relagdo com meio aquoso (Perfézou; Turner; Merkogi,
2012).

Para Perfézou, Turner ¢ Merkog¢i (2012), as nanoparticulas de ouro (AuNPs) fornecem
sinais opticos favoraveis para biossensores de células tumorais, bem como em imunossensores
eletroquimicos, nos quais melhoram a capacidade de ligagdo e sinalizacdo a proteinas através
do revestimento com a conjugagdo dos anticorpos especificos ao sistema de andlise por
exemplo. O uso destas nanoparticulas conduz ao aumento na sensibilidade do imunossensor e
amplificacdo de medidas analiticas, com maior exatiddo e precisdo, decorrente do receptor
fixado na superficie do transdutor em tamanho nano que permite uma resposta mais eficiente

com a distancia entre o transporte de massa menor.
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As modificagdes estruturais e quimicas em imunossensores como a deposi¢do a
superficies de eletrodo de monocamadas automontadas de nanoparticulas de ouro relaciona-se
com a imobilizagdo do fator de reconhecimento em questdo do complexo anticorpo-antigeno e
ao elemento transdutor. A ocorréncia da imobilizacdo das proteinas, objetivando manter a
conformagdo e atividade da mesma, é necessaria para que haja o funcionamento e construgao
de um imunossensor, nos quais os transdutores podem ser de metais, materiais semicondutores
ou materiais de carbono (pasta de carbono, carbono vitreo ou grafite), para sistemas
eletroquimicos utilizam-se eletrodos como os meios transdutores (Dorazio, 2011).

Os tipos de imobilizagdo sdo fisica, covalente e orientada. A imobilizagdo fisica
baseia-se na adsor¢do de proteinas direta na area superficial dos eletrodos utilizados, ocorrendo
principalmente interagdes eletrostaticas e ndo covalentes resultando em uma orientagdo pouco
especifica e instavel muitas vezes. Por outro lado, quando ha imobilizacdo covalente parte-se
do principio de uma modificagdo favoravel ao eletrodo, com o qual determinados grupos
funcionais de proteinas podem se ligar irreversivelmente. A imobilizacdo orientada evita a
orientagdo aleatoria e deformacao estrutural de um anticorpo, de modo que ¢ especifica a
disposicao dos locais de reconhecimento do mesmo pelo segmento Fab, o que favorece a

seguida coordenagdo do antigeno e formacao do complexo (Wan et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um imunossensor eletroquimico

para deteccdo do biomarcador associado ao cancer da mama, o HER2, a partir de eletrodos de

carbono vitreo modificados com nanocompoésito de nanotubo de carbono (NTC)

eletropolimerizado com poli(fenazina-salen) (NH2-01), e nanoparticulas de ouro (AuNPs) para

imobiliza¢do do anticorpo (abHER?2).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

R
%

2
°o*

2
°o*

2
°o*

Estudar a formacao de filmes eletropolimerizados a partir do monémero (NH2)2-salen
sobre GCE;

Avaliar a interacao de anticorpos anti-(HER2) com nanoparticulas de ouro estabilizadas
em citrato;

Estudar a formacao de filme nanocomposito de NTC com poli-(NHz)-salen sobre GCE;
Funcionalizar a plataforma com o biofilme de abHER2 e AuNPs-citrato sobre (poli-
(NHz)-salen)-NTC/GCE;

Caracterizagao eletroquimica das plataformas através de medidas de voltametria ciclica,
voltametria de onda quadrada e espectroscopia de impedancia eletroquimica;
Otimizagdao do imunossensor (concentracdo de anticorpo, tempo de incubagdao com o
antigeno e sensibilidade);

Estudo de compostos possivelmente interferentes a resposta do imunossensor;
Aplicagdo do imunossensor na deteccio de HER2 em amostras de soro sanguineo

simulado.

4. METODOLOGIA

4.1. REAGENTES E SOLUCOES

4.1.1. Reagentes e amostras biologicas

As solugdes de anticorpo abHER2 partiram da concentragdo de 1,0 mg mL™ e as do

biomarcador HER2 (antigeno) da concentragdo de 4,4 mg mL™', ambos obtidos da Sigma

Aldrich. O tampao fosfato salino (PBS) 0,01 mol L' em pH 7,4 foi preparado com 0,14 mol L-
! de cloreto de sodio (Alphatec), 0,0027 mol L' de cloreto de potassio (99%) (Lafan Quimica),
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0,01 mol L' de fosfato de sédio dibasico (99%) (Vetec) e 0,0018 mol L™ de fosfato de potassio
monobasico (99%) (Synth), para dilui¢do utilizou-se dgua purificada por 4gua osmose reversa.
Solugio de glicina 0,01 mol L' (99%) da Sigma Aldrich foi preparada em PBS. O soro
sanguineo simulado foi preparado em PBS e foi composto por creatina 10,7 (mg L), creatinina
(4,2 mg L), glicose (200 mg L), 4cido trico (10,0 mg L), 4cido ascorbico (10 mg L) e
albumina do soro bovino (10 mg L™). O eletrélito suporte para as analises foi PBS (0,01 mol
L' (PBS; pH 7,4) na presenca de 5x10° mol L' de hexacianoferrato (III) de potassio
(K3[Fe(CN)g]) como sonda redox, da marca Sigma Aldrich.

4.1.2. Sintese e caracterizacdo do composto poli-(NH:):-(fenazina-salen)

Os mondmeros foram sintetizados e caracterizados em colaboragdo com a discente
Nathalia Biazotto Sa e o Prof. Dr. José Wilmo da Cruz Junior na UFSC-Campus Blumenau. A
caracterizacao foi obtida no Laboratorio de Analises Térmicas e Espectroscopia (LTE) da
UFSC.

Primeiramente sintetizou-se o monomero derivado de base de Schiff contendo
substituinte nitro (NO»-01) a partir da metodologia adaptada de (Martin; Olean-Oliveira;
Teixeira, 2020). O composto NO-01 foi obtido pela adicao de 4-bromo-1,2-fenilenodiamina
(Sigma Aldrich) ao 2-hidroxi-5-nitrobenzaldeido (Sigma Aldrich). Para a sintese do mondmero
contendo amina como substituinte (NH2-01), o composto NO»-01 foi reduzido com SnCl.2H,O
(Alphatec) em solucao etanolica e HCI, a reacao deve ficar em agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 12 h, e a 40 °C por mais 12 h. O precipitado ¢ filtrado e lavado com solugao de
amonia pH = 8,0 e agua destilada, e o s6lido ¢ deixado no dessecador até secagem total. A
sintese foi confirmada por Espectroscopia de infravermelho (FTIR) com intervalo espectral de

4000 a 450 cm’".

4.1.3 Nanotubo de carbono (NTC)

Os NTC foram sintetizados e caracterizados em colaboragao com a Profa. Dra. Daniela
Zambelli Mezalira da UFSC - Campus Floriandpolis.

A dispersdo foi preparada inicialmente com 1 mg de NTC em 1 mL de 4gua com 0,1%
de Nafion 5%, sendo seguidamente dispersada com 600 puL. da mesma para 300 pL de solvente

Dimetilformamida (DMF), o qual garantiu uma dispersao homogénea e estavel apos a aplicagao
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em um ultrassom (Hu; Hu, 2009). Para utilizagdo do nanotubo foi utilizado 2puL na deposi¢ao

no eletrodo de carbono vitreo para cada constru¢ao do imunossensor.

4.1.4. Sintese e caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) estabilizadas em citrato de sdédio (NazCsHsO7)
(Sigma Aldrich - 99%) como agente redutor foram sintetizadas de acordo com Zou e
colaboradores (2021). Para a sintese da solucdo de AuNPs, foi adicionado 1,0 mL de solucao
de citrato trissddico (38,8 mmol L) em 25 mL da solugio de HAuCls (1,0 mmol L) (Sigma
Aldrich - 99,9%) sob aquecimento de 100 °C e agitagdo mecanica. A mistura reacional foi
deixada em agitagdo durante 20 min até que a solucdo mudasse da cor amarelo para vermelho,
indicando formacdo de AuNPs. As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por
Espectrofotometria UV-Vis por meio do Espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu),
considerando a Lei de Lambert-Beer com absorbancia em 525 nm, sendo € = 2,7x10% mol L™!
cm’! obteve-se a concentragido de AuNPs igual a 1,27 nmol L', Em seguida, 1 mL da solugio
foi centrifugada durante 10 min, e o sobrenadante removido, sendo as AuNPs concentradas

utilizadas na constru¢ao do imunossensor.

4.2. EQUIPAMENTOS E MEDIDAS

Os estudos de formagao e caracterizagdo completa do imunossensor eletroquimico com
medidas de voltametria ciclica (CV), voltametria de onda quadrada (SWV) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS) foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato Autolab
da Metrohm (modelo PGSTAT 204) com auxilio do software NOVA (versao 2.1.6) a
temperatura ambiente, mantidos em atmosfera inerte por meio de um cilindro de argdnio, para
as eletropolimerizacdes. Fez-se o uso de eletrodos de trabalho de carbono vitreo (Metrohm -
Switzerland) com didmetro de 2 mm modificados com sistema de NTC-poli-NHz-
01/AuNPs:abHER2/glicina, sendo o eletrodo de referéncia aquoso de Ag/AgCl (3,0 mol L!

KCI) e um fio de Pt como contra-eletrodo.

4.2.1 Eletropolimerizac¢io do filme de poli-(NHz-01)
O estudo de formacao do filme de fenazina-salen foi realizado em uma solugao de
solvente organico dimetilsulfoxido (DMSO) P.A. da marca Anidrol, com a base de Schiff

previamente sintetizada, na concentracio de 0,5 mmol L, como eletrélito de suporte
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adicionou-se 0,05 mol L! de hexafluorofosfato de tetrabutilamdnio (TBAPFs) (Sigma Aldrich)
e 10% (v/v) de éacido sulfurico (P.A.) do fornecedor Isofar.

A eletropolimerizagdo foi realizada em uma célula eletroquimica composta por um
eletrodo de referéncia Ag/Ag* (solugdo 0,01 mol L' (AgNO3)acn), um eletrodo de trabalho de
GCE previamente polido em alumina 0,05 um em uma almofada plana por 3 min e enxaguados
com agua deionizada e etanol absoluto, e um fio de Pt como contra-eletrodo. Sendo assim,
conectados ao potenciostato foi aplicada a faixa de potencial de -0,15 a 1,15 V vs. Ag/Ag" a
100 mV s com 25 ciclos de potenciais e com solu¢do purgada com argdnio por 5 min. A
analise do comportamento eletroquimico do eletrodo de trabalho modificado quimicamente, foi
analisado empregando a CV uma solucio aquosa contendo KCI 0,1 mol L™ acidificada com
HCI (pH 2,0), usando referéncia Ag/AgCl e um fio de Pt como eletrodo auxiliar, a faixa de
potencial foi de -0,152a 1,15 V vs. Ag/AgCla 100 mV s™'. O eletrodo também foi analisado por
EIS, usando frequéncia de 1 MHz a 100 mHz com 10 mV de amplitude senoidal e 11
pontos/década, com potencial DC na faixa de -0,15 a 1,00 V vs. Ag/Ag", conforme o método

adaptado de Martin, Olean-Oliveira e Teixeira (2020).

4.3. DESENVOLVIMENTO DO IMUNOSSENSOR

Apo6s a modificagao polimérica da superficie do eletrodo de carbono vitreo, realizou-
se a nanoestruturagao dos eletrodos na qual foi realizada a deposi¢ao de 2 uLL. em cada eletrodo
da mistura de 6 pL de AuNPs com 6 pL da solug¢do de anticorpo de captura (abHER2) (1000
ng mL™") na superficie do GCE e assim apos 15 min sob vacuo e temperatura ambiente, foram
colocados 2 pL de solucdo de Glicina 0,01 mol L' na superficie para evitar adsor¢des nio
especificas (Figura 5.1). Ap6s 15 min os eletrodos foram lavados com solugdo tampao PBS

(0,01 mol L") pH 7.4.

4.3.1 Construcao e aplicacao do imunossensor

Ap0s a limpeza um eletrodo de GCE foi modificado com 2 pLL de uma solugao dispersa
de nanotubo de carbono (NTC) que foi seca sob vacuo a temperatura ambiente durante 10 min
e em seguida eletropolimerizada com o composto de fenazina-salen (NH2-01). Em uma terceira
etapa em um microtubo misturou-se uma aliquota da solu¢gdo de AuNPs com a solugdo de
anticorpo (abHER2) para imobilizacdo em propor¢do 1:1 (em volume), assim o eletrodo foi

incubado com 2 pL da mistura AuNPs:abHER2 durante 15 min sob vacuo a temperatura
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ambiente. Em seguida, a superficie do eletrodo foi lavada com PBS para remover as moléculas
de anticorpo ndo imobilizadas. O imunossensor foi entdo incubado com 2 pL de glicina (0,01
mol L) durante 15 min para gerar o bloqueio de sitios ndo especificos na superficie do sensor,
lavado com PBS e seco sob fluxo de argonio. Dessa maneira foi possivel realizar a incubagao
do analito (antigeno) durante tempo pré-determinado e determinar a concentracdo do mesmo.
Medidas de SWV, com amplitude de 100 mV, incremento de 1 mV e Frequéncia 40 Hz, foram
obtidas apds cada etapa de construcdo do imunossensor, sendo considerado o decréscimo da
corrente de pico base apos a adi¢do de antigeno ao imunossensor e assim podendo-se calcular
o percentual de inibicdo por meio da Equacdo 2, em que ipico base € 0 pico de corrente medido
por SWV para superficie do imunossensor na auséncia de HER2, e iner2 € 0 pico de corrente
medido por SWV quando a superficie do imunossensor foi incubada com HER2, em solucao

de K5[Fe(CN)s] (5103 mol L) em PBS.

(lpico base ~ 'HER2

lpico base

Inibicao relativa (%) = ) X 100% 2

Esta caracterizagao também foi realizada por CV com faixa de potencial de -0,7 V a
1,15V a 100 mV s e EIS com o OCP inicialmente medido no intervalo de tempo de 60 s e as
leituras realizadas na faixa de frequéncia de 10 mHz a 100 kHz, com 11 pontos por década, e
amplitude de 10 mV aplicada a partir do OCP médio.

Na Figura 5 encontra-se uma ilustragdo esquematica das etapas envolvidas na

constru¢ao do imunossensor proposto.
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Figura 5 — Ilustracdo esquematica da constru¢do do imunossensor.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.3.2 Otimizacao do funcionamento do sensor

4.3.2.1 Quantidade de anticorpo

Com o objetivo de otimizar as concentra¢des dos anticorpos na detec¢do do biomarcador
HER?2, realizaram-se ensaios utilizando as seguintes condigdes: ab-HER2 a 1000; 500 e 50 ng
mL™!, sendo as dilui¢des preparadas em tampdo PBS. De modo que a melhor concentragio
aplicada na construcdo foi 1000 ng mL"' com melhor capacidade de bloqueio da superficie

condutora presente sob o eletrodo e com melhor resposta ao HER2 (antigeno).

4.3.2.2 Tempo de incubagao do antigeno

Visando obter uma detec¢do de antigeno eficaz foram realizados ensaios de incubagao
com a quantidade de anticorpo pré-determinada e em diferentes tempos de incubacdo do
antigeno, sendo em 5, 15, 30 e 60 minutos, de maneira que o tempo selecionado de 15 min foi

de acordo com o maior valor de inibi¢do relativa por meio da Equagao 2.
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4.3.2.3 Interferentes

A fim de avaliar possiveis efeitos de interferéncia sobre as medidas realizadas com o
imunossensor para determinacdo de HER2, testaram-se alguns dos principais compostos
presentes em amostras biologicas (especialmente soro). Os compostos avaliados foram: glicose
(200 mg L), creatinina (4,2 mg L), creatina (10,7 mg L), 4cido ascérbico (10 mg L), 4cido
tirico (10 mg L), BSA (10 mg L™). Obteve-se um baixo nivel de interferéncia (inferior a 10%)
exceto para o 4cido ascorbico (10 mg L) e BSA (40 mg L) o qual foi realizada dilui¢do para
concentragio de 10 mg L™, de modo que as medidas em soro sanguineo simulado pudessem ser

efetuadas sem variagdes significativas no comportamento eletroquimico desejado.

4.3.2.4 Reprodutibilidade
A reprodutibilidade da resposta do imunossensor para medidas de 0,1 ng mL™' de HER2
em PBS foi avaliada com base na determina¢ao individual de sete imunossensores construidos

sob as mesmas condigdes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PROPRIEDADES DO COMPOSTO DE POLI FENAZINA-SALEN (NH>-01)
5.1.1. Sintese e caracteriza¢ao do monémero

Para obtencdo do composto de poli fenazina-salen (NH»-01) foi empregada a
metodologia adaptada da Martin e colaboradores (2020). A metodologia descreve
primeiramente a obtengdao do composto “(NO»)-salen”, seguida da reagao de reducao para
obtengdo do mondmero “(NH»)z-salen” contendo o grupo amina na sua estrutura. A presenga
da amina na estrutura do mondmero ¢ importante, pois a obten¢ao do polimero poli fenazina-
salen se da pela eletropolimerizacdo do mondmero a partir da oxidacao desse grupo. A redugdo
do grupo nitro ligado inicialmente ao composto foi realizada por um cation metalico (Sn*") na
presenca de 4cido concentrado (HCI) em um sistema de refluxo. O mecanismo baseia-se na
formacdo de hidroxilaminas como intermediarios, estas quando submetidas a agentes redutores
em excesso, podem ser isoladas, resultando em aminas (March; Smith, 2007). A obtenc¢do do
composto NH>-01, que foi o composto empregado no presente trabalho, pode ser visualizado

na Figura 6.
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Figura 6 — Representagdo esquematica da obtengdo do composto (NH>),-salen.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A caracterizacdo do mondomero NH»-01 foi feita por espectroscopia de infravermelho
(Figura 7), através da observacdo de uma banda alargada na regido de 3375 cm™ que pode ser
atribuida ao estiramento assimétrico da ligacdo N-H do composto reduzido (NH2) (Martin;
Olean-Oliveira; Teixeira, 2020). A banda da hidroxila do composto fenolico pode ser observada
em 3079 cm™!, que aparece levemente deslocada devido a presenca do anel aromatico extra
ligado a diamina. O estiramento da ligagio C=N foi observado em 1614 ¢cm™', bem como a
presenca de bandas que indicam ligagdo C=C de aromaticos e os dobramentos de N-H (1450 -
1600 cm™) (Pavia et al., 2010).

Figura 7 — Espectro FT-IR para caracterizacdo do mondémero NH»-01.
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Fonte: Elaborado pela autora, (2023).



35

A diferenca de coloragdo entre os monomeros NO»-01 e NH»-01 amarelo para laranja,
respectivamente, pode ser um indicio da redu¢ao do grupo nitro a amino, pois a redugdo altera
a transicao eletronica do grupo cromoéforo (Martin; Olean-Oliveira; Teixeira, 2020). De tal
forma, sdo esperados diferentes comportamentos eletronicos devido o grupo NO> e NH»
poderem ocasionar o diminui¢do ou aumento da extensdo da conjugacdo e com isso interferir
na efetividade da mesma. A presenga do anel aromatico extra e o halogénio (Br), quando
comparada a base de Schiff com cadeia alifatica obtida por Martin e colaboradores (2020),
também podem ocasionar diferengas devido a deslocalizacdo de carga presente devido ao

sistema m-conjugado ao longo da estrutura.

5.2. ENSAIOS ELETROQUIMICOS REFERENTES A FUNCIONALIZACAO DO GCE coM POLI-NH>-01
5.2.1. Eletropolimerizacio do NH»-01

A eletropolimerizacdo do mondmero NH>-01 em GCE foi realizada a partir de uma
solucio contendo 0,5 mmol L™ do monémero em DMSO e H2SO4 (10% v/v). De acordo com
a literatura a eletropolimerizagao de compostos contendo amina sdo favorecidos em meio acido
(Tang; Kitani; Shiotani, 1996). A solucdo de sintese também continha 0,05 mol L de
hexafluorofosfato de tetrabutilamonio como eletrélito suporte. Antes das eletrossinteses a
solu¢do foi purgada com argdénio por 5 min para remoc¢ao do oxigénio dissolvido. Foram
aplicados 25 ciclos a uma velocidade de 100 mV s™! em uma faixa de potencial entre -0,15 e
+1,15 V. A Figura 8 mostra o ciclo de potencial aplicado para formacao eletroquimica do filme

polimérico a seta indica o sentido de varredura.
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Figura 8 — Voltamogramas para o 1° até 25° ciclo de varredura para a etapa de eletropolimerizagdo de 0,5 mmol
L' do mondmero (NH,),-salen dissolvido em DMSO contendo 0,05 mol L™! de TBAPFs e 10% (v;v) de H2SOs.
Em um intervalo de potencial de -0,15 a 1,15 V vs. Ag/Ag*na velocidade de 100 mV s™'.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A Figura 7 mostra dois picos voltamétricos caracteristicos, o processo anodico em +0,90
V referente a formagdo de cation radical e acoplamento carbono-nitrogénio que indica
decréscimo no valor de corrente e um processo eletroquimico irreversivel. Além deste, em Epa
=+0,22 V e Epc =+0,16 V um pequeno crescimento de valor de corrente caracteriza o processo
de oxidacdo/redugdo que determina a deposi¢do de um material eletroativo sobre a superficie
do GCE, o comportamento se assemelha ao encontrado por Martin e colaboradores (2020). Os
eletrodos modificados com poli-fenazina foram avaliados por CV em um solug¢do aquosa de
KCI (0,1 mol L ') em pH 2,0 (saturada com argdnio), conforme Figura 9, no qual o filme

formado apresenta dois processos em potenciais de Ep.=+0,4 V e Epe =+0,3 V.
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Figura 9 — Voltamograma ciclico do poli-NH;-01 em 0,1 mol L' de solu¢do KCI (pH 2,0) a 100 mV s
Eletropolimerizagdo: 25 ciclos de potenciais com velocidade de varredura de 100 mV s™! sob atmosfera de
argonio.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O processo redox encontrado no voltamograma da Figura 8 pode ser atribuido ao par
redox R!-NH-C-R*R!-N=C-R? (Martin; Olean-Oliveira; Teixeira, 2020) (Figura 10), que é o

processo que resulta na formagdo do filme polimérico na superficie do eletrodo.

Figura 10 — Representagio do processo redox atribuido ao par redox R' -NH-CR? /R'-N=C-R?

et
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Fonte: Adaptado de Martin, Olean-Oliveira e Teixeira, 2020.

*

*
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O mecanismo da polimeriza¢do ocorre por acoplamento nitrogénio-carbono (Figura

11), em que o processo voltamétrico de formagao anddica do radical ocorre a partir da amina
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presente na estrutura do mondomero evidenciado pelo decaimento da corrente a cada ciclo em
+0,9 V.

A primeira etapa ¢ a oxidagdo do mondmero e formacdo de um radical, o qual pode
sofrer deslocalizacdo em diferentes posicdes do anel aromatico, a segunda etapa envolve o
cation amino (NH>") e o radical formado na posi¢do mais favoravel da molécula resultando uma
ligagdo (Martin; Olean-Oliveira; Teixeira, 2020). No entanto, conferindo o efeito de densidade
eletronica dos grupos substituintes presentes no monoémero o ataque € preferencial na posigao
para ao grupo —C=N—. Essa posicdo ¢ preferencial comparando com Martin e colaboradores
(2020) visto que o mondomero apresenta maior efeito retirador de elétrons ainda mais intenso
devido o anel aromatico modificado com Br, que possui efeito retirador indutivo e ocasionaria
um radical de maior instabilidade. Por isso, 0 mecanismo proposto considera que o acoplamento
pode formar um polimero com uma cadeia fechada entre os monémeros através de uma ligacao

fenazina, como representado na Figura 11.

Figura 11 — Representagdo esquematica da formagdo do polimero a partir do monoémero NH»-01 através do

acoplamento nitrogénio — carbono formando filme de fenazina-salen.
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+ — —_— + + / i +
HzNWN u—\lf/vz/\fNHz + HaM e MY:{_/NIIQ
Moo HO ™ S e on Ho” S
H 2H*

OH

— —— +
= - .
H2N+ —N N=— NH;HC ™ ou o™ S

‘H-zH+
Br
OH _ _ '
/ L
HoN™ = N=— N OH Ho M
L+2H+: e Br
Br "'li
HoN =N N= hlJ OH HO
H

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
Para investigacdo utilizando EIS (Figura 12), foram aplicados potenciais de -0,15 V,

+0,40 V e +0,9 V (vs. Ag/AgCl) durante a varredura de frequéncias em solugdo aquosa de KClI
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0,10 mol L' (pH = 2,00). Dessa forma, foi possivel complementar a investigagdo sobre os
fendmenos presentes na interface do filme polimérico através dos espectros de Nyquist € com
o modelo de circuito presente na Figura 13. O circuito proposto compreende a resisténcia de
solucdo do eletrolito (Ro) em série com uma combinagdo em paralelo da resisténcia de
transferéncia de carga do filme polimérico (Rfime) € 0 elemento de fase constante (CPE), que
relaciona-se com a capacitancia do sistema, enquanto o elemento aberto de Warburg (W,)
simula a resisténcia difusional de contra-ions através do polimero (Dominguez-Benetton et al.,

2012).

Figura 12 — Espectros de impedéncia de poli(fenazina-salen) registrados em diferentes potenciais aplicados em
KC10,1 mol L! (pH 2,00): -0,15, +0,40 € 0,90 V vs. Ag/AgCl.

210 210
o 015V v 0980V
180 O 040V 180
v
150 + 150 v
120 v
120 120
(o] o v
o X
= = v
AN g0 o Ry 90 v
C g ' v
0 O v
60 - ODD 60 - -
G V3
30 - 30
0 T T T T T T 0 T y T T j 1 ! J T T
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 % _ 120 150 180
Z' (ka2) Z' (kQ)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 13 — Modelo de circuito equivalente proposto para os espectros de Nyquist dos filmes de poli(fenazina-
salen) em potencial de -0,15 V, +0,40 V ¢ 0,90 V (vs. Ag/AgCl).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na Tabela 1 encontram-se os valores de resisténcia total (R;) obtidos pelo modulo de
impedancia na regido de baixa frequéncia (10 mHz) e do valor de CPE encontrado no circuito,
observa-se que no potencial de oxidagdo do monomero (+0,4 V) o valor de resisténcia ¢ menor
que no potencial aplicado com valor suficiente para provocar a redugdo de todos sitios ativos
fenazina (-0,15 V), devido a auséncia do sistema n-conjugado do polimero na forma reduzida
(NH-C-C-NH). O valor da resisténcia ¢ maior também no potencial de forma¢do do cétion

radical (+0,90 V), por isso pode-se considerar que o polimero polimerizado sobre a superficie

210
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do eletrodo gera um sistema capacitivo e semicondutor (Martin; Olean-Oliveira; Teixeira,

2020).

Tabela 1 — Valores de resisténcia total (R;) para o filme formado de poli(fenazina-salen).

Potencial aplicado (V) R¢ (kQ cm?)
-0,15V 113,62
+0,40 V 96,60
+0,90 V 197,301

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

5.2.2. Otimizacao da formacao do filme de poli-(NH»-01)

5.2.2.1 Estudo da concentracdo do mondmero

O estudo da influéncia da concentracdo do monémero NH»>-01 na formacao do filme
eletropolimerizado foi realizado utilizando as concentra¢des de 0,005 mmol L', 0,05 mmol L-
10,1 mmol L e 0,5 mmol L, sendo que, em todas elas, o perfil voltamétrico manteve-se com
um par redox (Figura 13). Os voltamogramas mostrados na Figura 14 demonstram que ha um
favorecimento na formagao de radicais com o aumento na concentragdo do monomero, visto
que ha um pequeno aumento na corrente e também aumento na reversibilidade do processo,
pois os valores de diferenca de potencial (AE = Ep. — Ejc), para os processos do filme, diminuem
proporcionalmente com o aumento da concentragao (Tabela 2). Com esses resultados foi
escolhido a maior concentragdo do mondomero igual a 0,5 mmol L™ para obten¢do de filmes de

poli-NH»-01
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos em KC1 0,1 mol L™! (pH 2,0), com velocidade de varredura de 100 mV s,
para o eletrodo modificado por eletropolimerizagdo em concentragdo de 0,005, 0,05, 0,1 € 0,5 mmol L™ do
mondémero (NH»)-01.
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. ; . : ; : ; ;
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E (V) vs. Ag/AgCI

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Tabela 2 — Comportamento eletroquimico em solug@o aquosa para os filmes poliméricos obtidos em diferentes
concentra¢des do monomero.

Concentracido do monémero

(mmol L) Epa (mV) Epc (mV) AE (mV)
0,005 392,8 265,5 127,3
0,05 415,0 290,5 124,5
0,1 448,1 334,7 113,4
0,5 470,0 359,7 110,3

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2.2.2 Velocidade de eletropolimerizagdo do mondmero

Neste estudo, analisou-se a melhor velocidade de varredura ao processo de
eletropolimerizagdo sob a superficie do eletrodo de carbono vitreo, visto que o método de
eletrolpolimerizagcdo escolhido foi o método potenciodindmico, e a formacdo do filme
polimérico esta relacionado com o efeito de deslocalizagdo da carga do radical do grupamento

amino ao carbono do anel aromatico (Martin; Olean-Oliveira; Teixeira, 2020). Dessa forma,
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considera-se que em baixas velocidades de varredura ha a formacdo de um filme polimérico
mais espesso, devido ao tempo maior em que ha o deslocamento de carga. Enquanto, para as
maiores velocidades de deposi¢do ha favorecimento de filmes poliméricos mais finos (Liu et
al.,2011).

Na Figura 15 verificou-se que o par redox caracteristico do filme eletropolimerizado
na velocidade de 25 mV s est4 mais definido, mas nas trés velocidades as magnitudes de
corrente anodica e catdodica foram proximas como apresentado na Tabela 3. Os parametros
eletroquimicos obtidos nas diferentes velocidades revelaram um sistema reversivel e
termodinamicamente favoravel, com o mesmo comportamento muito similar independente da
velocidade, contudo, a velocidade de varredura de sintese reflete diferentes tempos de
eletrodeposicio, sendo 44 min para 25 mV s, 22 min para 50 mV s e 11 min a 100 mV s,

sendo assim, foi escolhida a velocidade de 100 mV s para obtencio de filmes de poli-NH>-01,

tornando essa etapa mais rapida.

Figura 15 — Voltamogramas em solugdo de KC10,10 mol L' (pH 2,0) e atmosfera de argdnio para os filmes
formados com 25 ciclos de potenciais em velocidades de 25, 50 € 100 mV s em 5x10 mol L' de NH>-01.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Tabela 3 — Comportamento eletroquimico em solugdo aquosa para os filmes poliméricos obtidos em diferentes
velocidades de deposi¢do do mondmero.

Velocidade de

eletropolimerizacio Tpa Ipc (A) Epa (mV)  Epc (mV) AE (mV)
(mV sV (nA)
25 2,07 -2,53 490,1 393,1 97,0
50 1,97 -2,20 462,3 331,9 130,6
100 1,90 -2,40 481,5 346,1 135.4

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.3. MODIFICACAO DA SUPERFICIE DE ELETROPOLIMERIZACAO COM NANOTUBO DE CARBONO

A formag¢dao de um nanocompdsito consiste na utilizacdo de uma fase particulada
dispersa, por exemplo o NTC, com um polimero condutor ou semicondutor, sendo um dos
mecanismos de formagdo a eletropolimerizacao. Os NTC possuem propriedades intrinsecas
para a aplicacdo em compdsitos poliméricos, como o tamanho pequeno de particulas, baixa
densidade e alta condutividade, que propiciam a formacdo de nanocompdsitos com
propriedades importantes (Zarbin; Oliveira, 2013).

A utilizagdo de nanocompoésitos no desenvolvimento de biossensores ¢ destacado
devido as caracteristicas condutoras quando aplicados na modificagdo da superficie do eletrodo.
O transporte elétrico de carga ¢ maior quando um polimero condutor ou semicondutor
polimeriza-se na superficie de um nanotubo de carbono, sendo a resisténcia mecanica e quimica
também maiores € assim tem-se uma superficie estavel e com alta aderéncia ao eletrodo
(Terrones, 2003). Dessa forma, de modo a otimizar a superficie de eletropolimerizagdo do
polimero de fenazina-salen realizou-se a deposi¢ao de uma dispersao de nanotubo de carbono
modificada que configura uma maior area superficial para a formagao do filme polimérico.

A eletropolimerizagdo para formagdo do nanocompdsito encontra-se na Figura 16 em
que o perfil é caracteristico ao filme de poli-NH>-01 com um par redox pronunciado em E,a =
+0,22 V e Epe= +0,19 V relacionado ao do processo de oxidacdo e redugdo do grupamento
fenazina, visto que ha um incremento de corrente e assim um indicativo de material eletroativo
depositado na superficie do GCE modificada com o NTC. Também hé a presenga de formagao
de cations radicais pois no potencial de +0,9 V o decréscimo na corrente a cada ciclo ¢é
verificado, assim considera-se que hd a formacdo do filme polimérico durante a varredura

anodica em que os grupos amino terminais dos mondmeros reagem entre si em meio acido
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formando uma ligagdo carbono-nitrogénio que é seguidamente oxidado, liberando também 2H",

e resultando no composto de azina (Olean-Oliveira; Brito; Teixeira, 2020).

Figura 16 — Voltamogramas para o 1° até 25° ciclo de potencial para a etapa de eletropolimerizacgdo de
0,5 mmol L"! do mon6mero (NHa),-salen sob superficie de NTC/GCE para formagdo do nanocompésito. Em um
intervalo de potencial de -0,15 a 1,15 V vs. Ag/Agna velocidade de 100 mV s,
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O nanocomposito obtido também foi analisado em solugdio de KC1 0,10 mol L' (pH =
2,0) (Figura 17). Apresentou um comportamento eletroquimico caracteristico com E,, = +0,4
V e Epc = 10,2 V, também foi possivel observar um incremento dos valores de corrente em
relacdo ao filme de NH2-01 em GCE, revelando uma influéncia direta da presenca do NTC na
resposta eletroquimica do filme de poli-NH»-01. Apresentou um aumento dos valores de
corrente em 29 vezes, visto que as correntes de pico observadas sdo Ipa = 1,91 pA e Ipa= 54,6
RA para o filme do polimero de fenazina-salen e nanocompdsito formado, respectivamente.
Também foi observado uma maior contribuicdo da corrente capacitiva, que € prevista quando
nanomateriais derivados do carbono sdo empregados na modifica¢do de eletrodos (Huang; Li;

Shi, 2014).
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Figura 17 — Voltamograma ciclico do nanocompésito em 0,1 mol L™ de solugdo KCI1 (pH 2,0) a 100 mV s\,
Eletropolimerizagdo: 25 ciclos de potenciais com velocidade de varredura de 100 mV s™! sob atmosfera de
argonio.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O nanocompdsito formado em GCE foi também investigado por EIS (Figura 18). Foram
aplicados potenciais de -0,15 V, +0,40 V e +0,9 V (vs. Ag/AgCl) durante a varredura de
frequéncias em solucdo aquosa de KC1 0,10 mol L™ (pH = 2,00), considerando os aumentos
significativos nos valores de correntes de pico com a presenga do NTC observados por CV.

Dessa forma, foi possivel complementar a investigacdo sobre os fendmenos presentes
na interface do filme do nanocompdsito através dos espectros de Nyquist (Figura 19) e com o
modelo de circuito equivalente Figura 19-A para os potencias de -0,15 V, +0,40 V e (Figura
19-B para +0,90 V. No circuito proposto para +0,90 V temos a contribui¢do da solu¢do do
eletrolito (Rq) em série com dois circuitos em paralelos, contendo um CPE e uma resisténcia a
transferéncia de carga Rcr cada. Sendo Rnrc a resisténcia de transferéncia de carga para a
interface solucdo/camada de NTC, Rsme a resisténcia de transferéncia de carga para a interface
NTC/poli(NH2-01), CPEfime 0 elemento de fase constante para o comportamento capacitivo do
filme e CPEq o elemento de fase constante para o comportamento capacitivo da dupla camada
elétrica. Para -0,15 V e +0,40 V ha a resisténcia 6hmica da solucdo eletrolitica (Rq), a

capacitancia de dupla camada elétrica (CPEq) e a resisténcia de transferéncia de carga de cada
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filme modificado (Rfime) em série com elemento aberto de Warburg (W,) (Olean-Oliveira;

Brito; Teixeira, 2020).

Figura 18 — Espectros de Nyquist do nanocomposito registrados em diferentes potenciais aplicados em KC1 0,1
mol L' (pH 2,00): -0,15, +0,40, € 0,90 V vs. Ag/AgCl.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 19 — Modelos de circuito equivalente propostos para os espectros de Nyquist dos filmes de
nanocomposito em potencial de (A) -0,15, +0,40 e (B) 0,90 V vs. Ag/AgClL.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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De acordo com Dominguez-Benetton, e colaboradores (2012), eletrodos modificados
com compositos poliméricos condutores apresentam comportamentos impedimétricos com um
semicirculo em regides de alta frequéncia caracteristico do controle de difusdo (Rc).
Corroborando com o comportamento observado na Figura 18 para o nanocompdsito obtido. As
medidas de capacitancia estdo relacionadas a dupla camada na interface do solucao e do filme
formado, bem como ao aciimulo de carga no substrato, dessa forma os valores de capacitancia
maiores para o potencial de -0,15 V frente ao potencial do pico anddico ¢ devido uma maior
area de superficie ativa revestida com o polimero e a difusdo limitada de ions H" na estrutura

do nanocompdsito no potencial de +0,4 V.

2100
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Tabela 4 — Valores de resisténcia total (Rt) ¢ da capacitancia (CPEsime) para o filme formado de nanocomposito.

Potencial aplicado (V) R¢ (Q cm?) CPE (pF cm™)
-0,15V 3031,6 11,34
+0,40 V 2987,2 7,205
+0,90 V 2046,3 16,7

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com os dados da Tabela 4 e por meio dos graficos de EIS observa-se que houve uma
diminuigao significativa dos valores de resisténcia com a presenca do NTC, apresentando um
semicirculo na regido de alta frequéncia e sendo um comportamento interdependente com o
obtido nos dados voltamétricos, de modo que o nanocompdsito forma um filme com
caracteristicas condutoras. Embora o filme apenas de poli(NH>-01) em sua forma reduzida
tenha gerado maiores valores de resisténcia, os dados obtidos mostram que a combinagdo do
filme de poli(NH2-01) com NTC diminui a resisténcia a transferéncia de carga, devido a

conducao de corrente inter e intra cadeias (Olean-Oliveira; Brito; Teixeira, 2020).

5.4. ESTRUTURACAO DOS ELETRODOS E CONSTRUCAO DA FASE BIOSSENSORA
5.4.1. Caracterizacao das Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro apresentaram um papel importante na etapa de imobilizagao
do anticorpo, visto que sdo amplamente utilizadas devido as propriedades aplicaveis ao
encapsulamento e interagdes especificas, além de caracteristicas como a biocompatibilidade e
elevada condutividade (Morel et al., 2011). A conjugagdo da solu¢do de anticorpo com as
AuNPs foi observada por espectrofotometria, tendo em vista que era observado uma alteragao
da cor da solugdo avermelhada para roxo apos adigao de abHER2 em uma proporgao 1:1 (v/v)

de AuNPs com 1000 ng mL"! de abHER2 como na Figura 20.



Figura 20 —

Colorag@o das AuNPs dispersas (A) e Mistura das AuNPs com abHER?2 (B).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Os espectros de absorbancia (Figura 21) foram medidos com varredura entre 800 nm a

300 nm, de modo a conformar a interacao das nanoparticulas com as moléculas de anticorpo.

O espectro da AuNPs antes da conjugacao com abHER2, mostrou uma absor¢ao tipica em 524

nm. ApoOs a misturas com o anticorpo, ¢ observado um deslocamento da banda para 539 nm e

aumento da absor¢cdo em 690 nm, de mais baixa energia, confirmando a adsor¢ao das particulas

de anticorpo na superficie do ouro, formando conjugados estaveis que nao alteram as

propriedades biologicas e permitem a aplicacao no biossensor (Thobhani et al., 2010).

Figura 21 — Espectros de absorco das suspensdes de AuNPs antes e apos a imobilizacdo de abHER2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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5.5. Principio de funcionamento do imunossensor

A estratégia empregada para a aplicacdo do imunossensor proposto foi utilizar o
nanocomposito como plataforma de imobilizagdo covalente da mistura de anticorpo com
AuNPs. A resposta analitica obtida tem origem na interacao entre o antigeno e as moléculas de
de ab-HER?2 imobilizadas na superficie, essa interagdo causa um bloqueio parcial da superficie
do eletrodo resultando na diminui¢do da corrente de pico. Desta forma, a quantificagdo do
antigeno presente na amostra analisada € proporcional ao sinal analitico (corrente elétrica),
representado pelo inibicdo relativa (%). Na Figura 22-A encontra-se a representacao
esquematica da modificagdo do GCE pelo nanocompdsito, mistura de abHER2-AuNPs e
glicina. A Glicina foi utilizada para bloquear sitios de ligagao nao especificos ao antigeno. Essa
superficie antes da incubacao com o antigeno da origem ao pico base, apds a incubagdo por 15
min na presen¢a de HER2 (0,1 ng mL™") podemos observar a reducio na corrente elétrica. As
medidas foram obtidas por SWV em PBS contendo 5 mmol L' de K3[Fe(CN)s] como sonda
redox, dessa forma, a supressao da corrente de pico em relacdo ao pico base, indica que a

imunorreagao ocorreu na superficie do eletrodo (Figura 22-B).
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Figura 22 — (A) Representacdo esquematica do principio de funcionamento do imunossensor. (B) Perfis
voltamétricos de onda quadrada na auséncia (pico base) e presenca de HER2 0,1 ng mL"!
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.5.1 Caracterizacio por CV, SWYV e EIS das superficies modificadas

O efeito de cada etapa da construcdo do imunossensor nas respostas eletroquimicas do
nanocomposito foi analisado por SWV (Figura 23) em PBS na presenga de 5 mmol L' de
K;3[Fe(CN)s]. Para confirmar as observacdes compreendidas a partir das medidas voltamétricas,
também foram realizadas medidas de CV (Figura 24) e EIS (Figura 25) por meio do diagrama
de Nyquist para cada modificagdo da superficie do eletrodo sendo (a) GCE, (b) NTC/GCE, (c)
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poli-(NH2-01)/NTC/GCE, d)abHER2-AuNPs/poli-(NH2-01)/NTC/GCE, (e) Glicina/abHER2-
AuNPs/poli-(NH»-01)/NTC/GCE, f)  HER2/Glicina/abHER2: AuNPs/poli-(NH»-
01)/NTC/GCE.

Figura 23 — Voltamogramas de onda quadrada em solugdo de tamp@o PBS contendo K3[Fe(CN)s]
(5 mmol L ') apds cada etapa de modificacdo do eletrodo: (a) GCE, (b) NTC/GCE,
(c) poli-(NH»-01):NTC/GCE, (d) abHER2-AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE,
(e) glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE, (f) HER2/Glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH>-01)-
NTC/GCE.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A resposta do GCE limpo (voltamograma a) mostra um pico pouco pronunciado,
referente como resposta apenas a sonda redox presente. Apos a modificacdo da superficie do
GCE com o filme de NTC (voltamograma b), seguido da modificagdo com o filme
eletropolimerizado de poli-(NH;-01) resultando no nanocompoésito poli-(NH2-01)-NTC
(voltamograma c) foi observado ume aumento expressivo na medida de corrente para essas duas
modificagdes da superficie, evidenciando a atividade eletrocatalitica dos modificadores. Apds
a deposicao da mistura de ab-HER2:AuNPs (voltamograma d) pode-se notar uma diminui¢do
significativa na corrente de pico em comparagdo com a curva “c”. Isto se deve a presenga de
anticorpos imobilizados que dificultam parcialmente a transferéncia de carga na superficie do

eletrodo, devido a natureza isolante da proteina. Além disso, a presenca de glicina no eletrodo



52

(voltamograma e) resultou em uma pequena diminui¢do na corrente o que indica que as ligacdes
inespecificas foram evitadas. Por fim, ap6s a obtengdo do pico base (voltamograma e¢), o
imunossensor foi incubado durante 15 min com HER2 (0,1 ng mL™) (voltamograma f),
resultando na formagdo do imunocomplexo antigeno-anticorpo que ocorre na superficie do
eletrodo, que foi evidenciado, pela queda proporcional da corrente de pico, como resultado do
impedimento parcial ao fluxo de elétrons atribuido a alteragdes na superficie do eletrodo com a
presenca de uma quantidade crescente de proteina, que ¢ uma molécula com caracteristicas

1solante

Figura 24 — Voltamogramas ciclicos em solucio de tampio PBS contendo K3[Fe(CN)s] (5 mmol L ') apds
cada etapa de modificacdo do eletrodo: (a) GCE, (b) NTC/GCE, (c) poli-(NH>-01):NTC/GCE, (d) abHER2-
AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE, (e) glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE, (f)
HER2/Glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH>-01)-NTC/GCE.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
Desta forma, através dos voltamogramas ciclicos o sinal anddico do par redox em +0,36
V do GCE limpo em K;[Fe(CN)s] sofre um pequeno deslocamento e aumento da reversibilidade
e corrente com o sensor modificado com NTC (b), bem como com a formagdao do
nanocomposito o par redox € caracteristico em +0,28 V devido o potencial de maior
transferéncia de elétrons associado ao aumento no pico da corrente (¢). Com a imobilizagdo das

moléculas de anticorpo com as nanoparticulas de ouro (d) e glicina (e) hd uma corrente menor
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frente a etapa anterior. Além disso, a queda do pico redox e deslocamento apds a incubagdo do

antigeno também foi verificada no voltamograma ciclico (f).

Figura 25 — Espectro de impedancia eletroquimica em solugdo de tampao PBS contendo Ks[Fe(CN)s] (5
mmol L") apds cada etapa de modificacio do eletrodo: (a) GCE, (b) NTC/GCE, (c) poli-(NH,-01):NTC/GCE,
(d) abHER2-AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE, (e) glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE,

(f) HER2/Glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH,-01)-NTC/GCE.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 26 — Modelo de circuito equivalente proposto para os espectros de Nyquist na construcéo do
imunossensor em potencial de circuito aberto (OCP).

CPEdI
R
N 1 _k
Rfilme Warburg

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As medidas de impedancia foram realizadas para corroborar os estudos feitos por meio
de CV e SWV, de tal forma que obtiveram-se informacdes sobre a resisténcia do eletrodo apos
cada modificacdo da superficie. Na Figura 25 demonstra-se os diagramas de Nyquist, obtidos
em regime OCP, cujos valores foram determinados através de um circuito equivalente (Figura
26) incluindo a resisténcia 6hmica da solugdo eletrolitica (Rq), a capacitancia de dupla camada

elétrica (CPEq) e a resisténcia de transferéncia de carga de cada filme modificado (Rfime) em
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série com elemento aberto de Warburg (W,). Os valores de R; (Resisténcia total) obtidos e OCP
estdo representados na Tabela 5. Conforme observado, houve um aumento no valor de
resisténcia com a modifica¢do da superficie com o anticorpo e o antigeno, bem como a menor
medida de resisténcia do filme compreende a etapa de modificagdo com o nanocomposito de
NTC com o polimero de fenazina-salen que reflete ao comportamento voltamétrico dos
sensores. Além disso, o deslocamento nos valores de OCP também pode ser indicativo de

modificagdo de superficie.

Tabela 5 — Valores de resisténcia total (Rt) e do OCP para cada filme modificado na superficie do GCE.

Superficie modificada R¢(2) Og;{g‘g])c‘ljs
GCE 1352 0,273
NTC/GCE 1361 0,249
poli-(NH2-01)/NTC/GCE 1138 0,325
abHER2-AuNPs/poli-(NH2-01)/NTC/GCE 1359 0,218
glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH»>-01)/NTC/GCE 1376 0,221
HER2/glicina/abHER2-AuNPs/poli-(NH2-01)/NTC/GCE 1800 0,259

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.6. AVALIACAO DE PARAMETROS DE CONSTRUCAO E OPERACAO DO IMUNOSSENSOR

Para uma melhor condigdao de operagdo do imunossensor eletroquimico ¢ de extrema
importancia a determinagdo da quantidade de anticorpo a ser imobilizada, bem como o tempo
de incubacdo do antigeno para o resultado de um sistema imunocomplexo mais estavel e
promissor. Considerou-se ainda a possibilidade de interferentes ao biossensor ja presentes no
soro sanguineo, por isso foram analisados compostos que poderiam afetar a funcionalidade e
seletividade do mesmo. Assim, os parametros investigados por meio de SWV com intuito de
otimizar as condi¢des de construgdo e operagdo do imunossensor proposto também foram
otimizados os parametros da técnica de andlise sendo elas: a amplitude, frequéncia e

incremento.
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5.6.1. Otimizacao dos parametros da SWV

A técnica de andlise escolhida foi a SWV, dessa forma foi avaliada a resposta do
eletrodo em diferentes faixas de pardmetros instrumentais, sendo frequéncia (10-100 Hz),
amplitude (20-100 mV) e incremento (1 —10 mV) (Figura 27). Assim sendo, as maiores
respostas foram obtidas em frequéncia de 40 Hz, amplitude de 100 mV e incremento de 1 mV,

e, portanto, foram os parametros selecionados para a aplicagdo nos experimentos subsequentes.

Figura 27 — Parametros de otimizag¢@o das medidas de SWV em Frequéncia (a), Incremento (b) e Amplitude (c).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.6.2. Imobilizacao e otimizacido da concentracio do anticorpo

Com o objetivo de otimizar a concentra¢do do anticorpo na deteccdo do antigeno
HER2, realizaram-se ensaios utilizando as seguintes condi¢des: abHER2 (500, 250 e 25 ng mL~
1. A partir dos resultados determinados, observou-se que quanto maior a concentragdo, maior
o decréscimo de corrente do pico base e consequentemente, maior o bloqueio da superficie
condutora, indicando que ¢ maior a taxa de moléculas de analito imobilizadas no sensor (Figura
28). O bloqueio completo da superficie do eletrodo ndo ¢ interessante para obtengdo do

imunossensor, pois ¢ na etapa de formagdo do imunocomplexo que serd avaliada a inibi¢do da
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corrente voltamétrica, dessa forma com 500 ng mL! acredita-se ter uma quantidade elevada de
abHER?2 na superficie do eletrodo, sem comprometer a condutividade, sendo portanto, essa foi

a concentracdo selecionada para a aplicagdo nos experimentos subsequentes.

Figura 28 — Efeito da concentracao de anticorpo para formacao do imunocomplexo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.6.3. Otimizacao do tempo de incubac¢ao do antigeno

O tempo de incubacdo de HER2 (0,1 ng mL™") foi estudado nas condi¢des de 5, 15, 30
e 60 min, de maneira que pudesse ser analisado o tempo ideal para ocorrer a formagao de ligacao
entre o anticorpo e o antigeno, para isso selecionou-se a concentra¢io 0,1 ng mL™"' de HER2.
Na Figura 29 observa-se que para incubacdo de 15 e 30 min ha proximidade nos valores de
inibi¢do relativa indicando, dessa forma, 15 min ja se mostra suficiente para haver a formacao
do imunocomplexo, com uma inibicao relativa de 22,2%. No tempo de 5 min ndo h4 indicativo
da formacao significativa de imunocomplexo, enquanto o tempo de 60 min gerou uma inibigao
cerca de 50% maior, contudo tornaria o diagndstico muito demorado. Portanto, considerando
que entre 15 e 30 min ha uma saturagdo na resposta de inibi¢do da interacdo entre anticorpo e
antigeno, foi selecionado o tempo de 15 min para a incubacdo do HER2 e aplicagdo do

1IMunoSssensor.
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Figura 29 — Efeito do tempo de incubagdo de HER2 (0,1 ng mL™') na resposta analitica do imunossensor.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
5.6.4. Analise de possiveis interferentes
As solucdes dos possiveis interferentes foram preparadas em tampao PBS (0,01 mol
L pH 7,4), sendo elas de glicose (200 mg L), creatinina (4,2 mg L"), creatina (10,7 mg L),
4cido ascorbico (10 mg L), acido turico (10 mg L) e BSA (10 mg L™). A superficie do
imunossensor foi incubada com cada uma das solucdes, e a mudanca de corrente ocasionada
foi avaliada. De acordo com a Figura 30, com excecdo do 4cido ascorbico que inibiu em 12%
o sinal do pico base, todos os compostos apresentaram interferéncia menor que 5% sobre o pico
base, de maneira que a inibigao relativa média foi baixa e assim pouco influenciaram na medida
de detec¢ao da amostra em soro.
No entanto, a concentragdo de BSA considerada foi 10 mg L' € a mesma interferiu em
2,4%, porém em soro sanguineo a concentracio desta proteina ¢ de 40 mg L™ (Gydri; Fabian;
Lazar, 2017) e assim considerou-se a diluicdo da mesma para diminuir os efeitos interferentes
no sensor.
Embora o nivel de interferéncia do 4cido ascorbico tenha sido superior a 5%, o
mesmo pode ser minimizado com estratégias analiticas utilizando o método de adi¢do de padrao

na etapa de quantificagdo, minimizando os efeitos de matriz.
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Figura 30 — Analise dos possiveis compostos interferentes ao imunossensor.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.6.5. Estudo da repetibilidade do imunossensor

A precisao dos dados obtidos foi avaliada por ensaios de repetibilidade, a média foi
considerada a partir de sete eletrodos construidos independentemente sob as mesmas condigdes
experimentais e empregados na medida de 0,1 ng mL™"' de HER2, sendo o desvio padrio relativo
obtido entre os ensaios igual a 3,2%, mostrando que o imunossensor proposto apresentou baixa

dispersao dos resultados, e, portanto boa precisao.

5.7. CURVA DE CALIBRACAO E DETERMINACAO DE HER2
5.7.1. Curva de Calibragao

A Figura 31-B mostra a curva de calibragcdo construida sob as condi¢cdes otimizadas
para diferentes concentra¢des de HER2 em PBS (0,01 mol L™ pH 7,4), as quais foram incubadas
na superficie do imunossensor na faixa de 0,01 a 100 ng mL™'. Conforme observado na Figura
30-A a inibicdo do sinal de corrente aumentou proporcionalmente com o aumento da
concentragdo de antigeno. Os pontos da curva foram obtidos em triplicata. A regressdo linear
obtida foi: ires = 11,73 (£ 0,68) log [HER2] + 36,13 (£ 0,96) e o coeficiente de correlagio (R?)

de 0,987, sendo irel a inibi¢do relativa média obtido pela supressdo do valor de corrente em
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relagdo ao pico base apds a incubagdo da amostra e [HER2] a concentracdo de biomarcador
HER2 em ng mL™.

Figura 31 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em: (a) PBS (pico base) contendo Ks[Fe(CN)s] (5
mmol L) e apés incubagido do imunossensor com: (b) 0,01, (c) 0,1, (d) 1,0, (e) 10,0 e (f) 100,0 ng mL"! de
HER2. (B) Curva de calibragdo para o imunossensor proposto na faixa de 0,01 a 100 ng mL"! de HER2 (n = 3).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na Tabela 6 estdo indicadas as caracteristicas da curva de calibracdo para a andlise de

HER2.
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Tabela 6 — ParAmetros analiticos de desempenho do imunossensor proposto para a analise de HER2.

Parametro Valor

Faixa de concentragao (ng/mL) 0,01 - 100
Coeficiente de correlacao (r) 0,987
Coeficiente angular (m) 11,73
Desvio padrdo do coeficiente angular (Sm) 0,68
Coeficiente linear (a) 36,13
Desvio padrao do coeficiente linear ao (Sa) 0,96
Limite de detec¢do (LOD) (ng mL™) 0,25

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O limite de detec¢do calculado (com base na Equacdo 3 foi 0,25 ng mL™!, assim ¢é
possivel concluir que o intervalo de concentracao e o limite de detec¢ao sao adequados para a
deteccdo de HER2 no soro humano, visto que o cuttof (valor limite) estabelecido ¢ de 15 ng
mL! (Shamshirian et al., 2020). Também é valido ressaltar que o imunossensor proposto possui

uma faixa de detec¢ao que possibilita uma detec¢ao de cancer de mama precoce.

3X desvio padrio intercepto

LOD =

coeficiente an (3)

gular

5.7.2 Determinacao de HER2
A resposta analitica do imunossensor foi analisada em um imunoensaio em duplicata,

no qual foram incubadas duas concentragdes de amostras de soro simulado contendo HER2 a 1

ng mL! e 15 ng mL. Os resultados destas determinagdes encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de HER2 obtidos na determinaco de solugdes em soro sanguineo simulado.

[HER2] esperada [HER2] detectada Erro relativo  Recuperacao

Amostra (ng mL") (ng mL") (%) (%)
Soro simulado 1,0 0,80+0,03 -19,9 80,0
Soro simulado 15,0 12,8+1,5 -15,0 85,3

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na Tabela 8 encontram-se caracteristicas de imunossensores propostos para analise de

HER2 em amostras de soro sanguineo. De acordo com o trabalho de Freitas, Nouws e Delerue-
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Matos (2018), em que o método de deteccdo eletroquimico através de uma modificacdo da
superficie de um eletrodo com AuNPs para conjugacdo do anticorpo, o limite de deteccao
encontrado foi 0,16 ng mL™! e a recuperacio para amostra de 15 ng mL™! foi de 83% analisada
em soro humano, e também em outro método de detecg@o por Amir et al (2024) foram obtidos
bons resultados com um LOD de 4,8 pg mL™! em que os resultados foram obtidos por alteragio
de corrente apos incubag¢do de amostra de soro com HER2 em um eletrodo de grafite (GS)
modificado quimicamente, em que nao sdo utilizadas nanoparticulas para conjugacdo do
anticorpo.

A modificacdo de eletrodo impresso de carbono ativado (SPCE) com nanoparticulas
metalicas (AuNPs) apresenta um menor tempo de ensaio, bem como limites de detec¢ao baixos
que favorecem uma deteccdo precoce. Além disso, na metodologia proposta por Lah e
colaboradores (2019) e Amir et al (2024) utilizam-se pontos quanticos (QDs) ou pontos
quanticos de carbono (CQDs) modificados que ligam-se covalentemente a biomolécula de
anticorpo com seletividade. Nestes, obtiveram-se recuperagdes acima de 90% para a detecgao

de amostra de HER2.

Tabela 8§ — Comparag@o com outros Imunossensores eletroquimicos propostos para detec¢do de HER2.

Faixa de

ici i A ~ LOD Tempo o .
Superficie modificada Método detecciio (0g mLY) ensari)o Referéncia
(ng mL™)
SPCE/QDs/ »

abHER2 Voltamétrico  1,0-100 0,28 4h Lah et al (2019)

SPCE/abHER?2 Voltamétrico 5200 4.0 6h Tallapragada et a/
(2017)

SPCE/AuNPs/ D .

abHER2 Impedimétrico  0-40 6,0 2h  Ravalli et al (2015)

GS/QDs/ o ‘

abHER2 Voltamétrico  0,1-1,0 0,005  2h  Amir et al (2024)

Freitas, Nouws e

Ry Voltamétrico  7,5-50 0,16 21€20 " Delerye-Matos

abHER2 min

(2018)

GCE/ NTC-poli-NH> / o he 06
AuNPs:abHER?2 Voltametrico  0,01-100 0,25 o Este trabalho.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Tendo isso em vista, considera-se que o sistema proposto apresentou resultados
esperados frente aos imunossensores eletroquimicos comparados, mesmo que os erros relativos
obtidos foram maiores que 10% devido a possivel efeito de matriz, a qual refere-se ao conjunto
dos constituintes da amostra que foram adicionados para simular o ambiente do analito (Skoog

etal.,2014).

6. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos e metodologia propostos, pode-se considerar que os
mesmos foram alcangados. O estudo de formagado do filme da base de Schiff (NH»-01) sobre a
superficie de carbono vitreo garantiu que a eletropolimerizacdo pela técnica de voltametria
ciclica em meio acido ¢ favoravel para aplicagdo eletroanalitica em concentracao de 0,5 mmol
L' a 100 mV s'. Foi verificada uma melhora no desempenho eletroquimico apods a
incorporagao do nanotubo de carbono na metodologia de construg¢ao do sensor, visto que houve
aumento dos valores de corrente de pico do par redox e consequentemente diminui¢ao dos
valores de resisténcia de transferéncia de carga do filme garantindo a amplificacdo da resposta
eletroanalitica da sonda redox.

Além disso, foi promissora a interagao entre anticorpos abHER2 com as nanoparticulas
de ouro estabilizadas em citrato como agente redutor, sendo a conjugacao verificada por
espectrofotometria UV-VIS. Portanto, a superficie do eletrodo modificada com o
nanocomposito foi funcionalizada com a mistura de abHER2 e AuNPs-citrato, garantindo uma
plataforma estavel e sensivel a incubacdo do biomarcador HER2 para a sua detec¢do. Para
avaliar o comportamento e constru¢do do imunossensor foram realizadas medidas de
voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e espectroscopia de impedancia
eletroquimica, as quais obtiveram boa concordancia entre os comportamentos observados.

Portanto, pela otimizagao da sensibilidade do imunossensor considerou-se que a
concentracdo de anticorpo de 500 ng mL™! e tempo de incubacio com o antigeno em 15 min
foram eficazes para melhor aplicagdo do imunossensor proposto. No entanto, os estudos de
interferéncia realizados demonstraram que o acido ascorbico ¢ um potencial interferente as
medidas do imunossensor nas condigdes analisadas, pois apresentou uma inibigdo relativa de
12% € 0 BSA a solugdo de 10 mg L™! j4 interferiu com 2,4%, de maneira que em soro sanguineo

a concentragdo da mesma é de 40 mg L™ e por isso uma diluigdo da mesma se fez necessaria.
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Através disso, foi possivel a construgdo de uma curva de calibracdo em tampao PBS pH
7,4 com uma faixa de detec¢io de HER2 entre 0,01 ng mL™! a 100 ng mL™!, garantindo que
valores acima de 15 ng mL"! do biomarcador pudessem ser detectados, e consequente
diagnosticar o cancer de mama. O limite de detecgdo encontrado foi 0,25 ng mL™! contribuindo
para uma deteccdo precoce do cancer. Todavia, a determinagdo em amostras em soro sanguineo
simulado com 1 e 15 ng mL™! apresentaram uma recuperacio de 80 e 85 % respectivamente,
demonstrando que ha efeito de matriz devido as interferéncias presentes no soro simulado. Por
fim, apesar dos resultados obtidos neste trabalho indicarem que o sistema do imunossensor
proposto ¢ util no diagndstico de cancer de mama, estudos futuros deverao ser realizados para

validar a sua utilizagao.

7. ESTUDOS FUTUROS E PERSPECTIVAS

De maneira a funcionalizar o nanocomposito formado na superficie do eletrodo com a
eletropolimerizacdo de NH»-01 considera-se importante realizar um estudo da melhor
velocidade de eletrodeposi¢dao e a quantidade de ciclos de deposi¢do do mondmero sobre a
dispersao de NTC sobre o eletrodo, bem como caracterizar o comportamento eletroquimico por
meio de EIS e CV utilizando uma sonda redox. Além disso, estudar estratégias para diminuir a
interferéncia dos compostos interferentes na resposta do imunossensor de maneira a diminuir o
efeito matriz obtido na deteccao da amostra e podendo assim obter resultados mais precisos e
exatos na etapa de determinacao do antigeno HER2. Por fim, para também contribuir com uma
deteccao de cancer de mama mais eficaz seria importante construir uma curva de calibracao
com solugdes preparadas em soro simulado, de modo a complementar o estudo e diminuir os

desvios presentes na determinagao.
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