UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Lucas Puhl dos Santos

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO IMPRESSO EM 3D GALVANIZADO PARA
DETERMINACAO DE TNF-a: UM BIOMARCADOR DE DOENCA
INFLAMATORIA INTESTINAL

Florian6polis

2026



Lucas Puhl dos Santos

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO IMPRESSO EM 3D GALVANIZADO PARA
DETERMINACAO DE TNF-a: UM BIOMARCADOR DE DOENCA
INFLAMATORIA INTESTINAL

Dissertacdo submetida ao Programa de Pods-Graduag@o
em Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
como requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof.? Iolanda da Cruz Vieira, Dr.?

Florianépolis

2026



Santos, Lucas Puhl dos

Imunossensor eletrogquimico impresso em 3D galvanizado
para determinacdo de TNF-alfa: um biomarcador de doenca
inflamatéria intestinal /Lucas Puhl dos Santos ;
orientadora, Iclanda da Cruz Vieira, 2026.

g1 p.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas,
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica, Floriandpolis, 2026.

Inclui referéncias.

1. Quimica. 2. Quimica Analitica. 3. Imunossensor
Eletroquimico. 4. Impressdc 3D. 5. Doenca Inflamatdria
Intestinal. I. Vieira, Iolanda da Cruz. II. Universidade
Federal de Santa Catarina. Frograma de Prﬁs—Gradua;éo em
Quimica. III. Titulo.




Lucas Puhl dos Santos

Imunossensor eletroquimico impresso em 3D galvanizado para determinacio de TNF-

o.: um biomarcador de doenca inflamatoria intestinal

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado, em 01 de dezembro de

2025 pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Maria Luisa Sartorelli, Dr®.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Diego Galvan, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof? Tatiane de Andrade Maranhdo, Dr”.

Universidade Federal de Santa Catarina

Documento assinado digitalmente

Adriana Passarella Gerola

Data: 21/01/2026 09:24:25-0300

CPF: ***.536.269-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.* Adriana Passarella Gerola, Dr.?

Coordenadora do Programa de P6s-Graduagdo em Quimica

Documento assinado digitalmente

Ilolanda da Cruz Vieira

Data: 21/01/2026 10:00:47-0300

CPF: ***.917.633-*

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.? Iolanda da Cruz Vieira, Dr.?

Orientadora

Floriandpolis, 2026



A minha mde, Luciana, aos meus avos, Armindo e

Aparecida e a todos que me mostraram o amor.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de iniciar agradecendo enormemente & minha mae Luciana, meus avos
Armindo e Aparecida, meu pai Claudiomir ¢ meu irmdo Jodo Pedro, sem o amor, torcida e
apoio recebido de vocés seria impossivel ter desenvolvido ndo so este projeto, mas tudo que
realizei até hoje.

Agradecgo a professora lolanda, pela oportunidade de integrar um grupo de pesquisa
tdo comprometido desde a iniciacdo cientifica até aqui.

Agradego muito também aos pos-doutorandos Edson e Jodo por me ensinarem a fazer
ciéncia de qualidade, por me ensinarem a ser um profissional e ndo menos importante pela
amizade e confianca.

Minha gratiddo também aos meus colegas de LaBios: Eduardo, Luan, Guinther,
Nathalia, Diogo, Gabrielle, Thaynara, Larissa, Sofia, Eloisa e Lucas. Além de tudo que aprendi
com voceés, vocés também tornaram essa jornada mais leve.

Minha profunda gratidao aos amigos que a Quimica me deu durante todo esse tempo:
Cinthia, Kaliany, Carol, Voigt e Bia. Vocés foram e continuam sendo familia nessa cidade, a
caminhada até aqui fez sentido por conta de voces.

Aos amigos que trago de mais longa data: Paulo Luciano e Kamille, minha eterna
gratidao pela torcida e todo amor que me deram durante toda a vida. Estarei sempre torcendo e
amando vocés.

Agrade¢o também, ao Laboratério Central de Microscopia Eletronica da UFSC
(LCME-UFSC) e a Dr*. Juliana Priscila Dreyer pelas imagens de microscopia. A Central de
Anadlises do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC pelas medidas de angulo de
contato. Ao Laboratoério de Plasma, Filmes e Superficies da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), campus Joinville pelas analises de XPS.

Gratidao aos oOrgdos de fomento que tornaram a realizacdo do projeto possivel:
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq — Processo
408381/2023-0), Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e
Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Estado de Santa Catarina (FAPESC).

Por fim agrade¢o ao Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, ao Programa de
Graduagdo em Quimica, e a0 Departamento de Quimica da UFSC pelos anos prestados a

fornecer ensino, pesquisa e extensdo de maneira publica, gratuita e de qualidade.



“Foi o tempo que dedicaste a tua rosa que a fez tao importante”
(Antoine de Saint-Exupéry, 1943)



RESUMO

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ uma citocina pré-inflamatoria central na
fisiopatologia das doengas inflamatdrias intestinais e de outras condigdes cronicas de
inflamacdo. Sua quantifica¢do em amostras clinicas apresenta grande relevancia para o
monitoramento da atividade inflamatdria e da resposta a terapias baseadas em anticorpos
monoclonais anti-TNF-a, como o infliximabe. Nesse contexto, o desenvolvimento de
plataformas analiticas sensiveis, seletivas e de baixo custo ¢ essencial para ampliar a
acessibilidade a métodos de acompanhamento clinico. Neste trabalho, foi desenvolvido um
imunossensor eletroquimico miniaturizado, impresso em 3D e galvanizado com ouro para a
determinagdo do antigeno TNF-o em soro sanguineo humano. O dispositivo foi produzido
utilizando trés tipos de filamentos: Cu/PLA-CB, aplicado na construgao do eletrodo de trabalho,
PLA-CB para o contra-eletrodo e o eletrodo de pseudo-referéncia, e o filamento de ABS,
empregado como suporte estrutural. Inicialmente, os sensores foram submetidos a ativacdo
eletroquimica em solucao de KOH 1,0 mol L—1, sob aplicacao de potencial de +1,8 V por 900
s, a fim de expor os sitios condutores de Cu e CB presentes na matriz polimérica. Em seguida,
realizou-se a galvanizagdo da superficie do eletrodo de trabalho com solugcdo de HAuCl4 5,0
mmol L—1 por 5 min, processo espontaneo possibilitado pela diferenga de potenciais padrao
entre Cu e Au. A deposicao de Au viabilizou a formacao subsequente de monocamadas auto
organizadas (SAMs) a partir do acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA), que serviram como
intermediario para a imobilizagdo covalente do anticorpo infliximabe por meio do sistema
EDC/NHS. As caracterizacdes fisico-quimicas e eletroquimicas, realizadas por SEM, XPS, EIS
e voltametria ciclica, confirmaram a deposicdo uniforme de Au, a redugdo da resisténcia a
transferéncia de carga e a eficiéncia da funcionalizacdo da superficie, assegurando maior
estabilidade e seletividade para o reconhecimento biomolecular. Na etapa de otimizagdo
experimental, foram avaliados parametros das técnicas eletroanaliticas, sendo a voltametria de
pulso diferencial (DPV) selecionada como a mais adequada. As condi¢des otimizadas incluiram
velocidade de varredura de 50 mV s—1, amplitude de pulso de 240 mV, tempo de pulso de 10
ms ¢ incremento de 10 mV, resultando em maior intensidade e reprodutibilidade das respostas
de corrente. A curva de calibragdo obtida para concentracdes de TNF-a entre 0,15 ¢ 10 pg
mL—1 apresentou correlagdo linear com coeficiente de correlacio de 0,999. O método
demonstrou alta sensibilidade (0,95 nA mL pg—1) e limites de detec¢ao e quantificagao de 0,04
e 0,15 pg mL—1, respectivamente. Esses parametros permitem quantificar esse biomarcador
dentro da faixa considerada normal em individuos saudaveis (0,20-8,0 pg mL-1). O
imunossensor demonstrou elevada precisdo, com valores de RSD de 3,0% em ensaios intradia
e 14% em ensaios interdias, ambos inferiores aos limites de Horwitz, além de alta seletividade
frente a potenciais interferentes do soro, registrando variagdes de corrente inferiores a 10%.
Nos ensaios de adi¢do e recuperacdo em matriz de soro sanguineo humano, as taxas variaram
entre 97 e 117%, compativeis com os critérios de aceitagdo da literatura para concentracdes
ultrabaixas, que indicam faixa de 40 a 120% de recuperagdo. Os resultados obtidos evidenciam
o potencial do imunossensor eletroquimico impresso em 3D galvanizado como uma plataforma
analitica de baixo custo, reprodutivel e altamente sensivel, apta para aplicagdo em analises
clinicas voltadas ao monitoramento de TNF-a..

Palavras-chave: Imunossensor eletroquimico; Impressdo 3D; Doenga Inflamatoria Intestinal;
Galvanizagao.



ABSTRACT

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is a pro-inflammatory cytokine that plays a
central role in the pathophysiology of inflammatory bowel diseases and other chronic
inflammatory conditions. Its quantification in clinical samples is highly relevant for monitoring
inflammatory activity and the response to therapies based on anti-TNF-o. monoclonal
antibodies, such as infliximab. In this context, the development of sensitive, selective, and low-
cost analytical platforms is essential to broaden access to clinical monitoring methods. In this
work, a miniaturized electrochemical immunosensor, fabricated by 3D printing and gold
electroplating, was developed for the determination of the TNF-a antigen in human blood
serum. The device was produced using three types of filaments: Cu/PLA-CB, employed in the
construction of the working electrode; PLA-CB for the counter electrode and pseudo-reference
electrode; and ABS filament, used as the structural support. Initially, the sensors were subjected
to electrochemical activation in 1.0 mol L—1 KOH solution under an applied potential of +1.8
V for 900 s, in order to expose the conductive sites of Cu and carbon black (CB) present in the
polymeric matrix. Subsequently, the surface of the working electrode was electroplated with a
5.0 mmol L—1 HAuCl4 solution for 5 min, a spontaneous process enabled by the difference in
standard potentials between Cu and Au. The deposition of Au enabled the subsequent formation
of self assembled monolayers (SAMs) from 11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA), which
served as an intermediate for the covalent immobilization of the infliximab antibody via the
EDC/NHS coupling system. Physicochemical and electrochemical characterizations performed
by SEM, XPS, EIS, and cyclic voltammetry confirmed the uniform deposition of Au, the
reduction in charge-transfer resistance, and the efficiency of surface functionalization, ensuring
greater stability and selectivity for biomolecular recognition. During the experimental
optimization stage, parameters of electroanalytical techniques were evaluated, and differential
pulse voltammetry (DPV) was selected as the most suitable method. The optimized conditions
included a scan rate of 50 mV s—1, pulse amplitude of 240 mV, pulse time of 10 ms, and step
increment of 10 mV, resulting in higher current intensity and improved reproducibility of the
responses. The calibration curve obtained for TNF-a concentrations ranging from 0.15 to 10
pg mL—1 exhibited linear correlation with a correlation coefficient of 0.999. The method
demonstrated high sensitivity (0.95 pnA mL pg—1) and limits of detection and quantification of
0.04 and 0.15 pg mL—1, respectively. These parameters allow quantification of this biomarker
within the range considered normal in healthy individuals (0.20-8.0 pg mL—1). The
immunosensor exhibited high precision, with relative standard deviation (RSD) values of 3.0%
for intraday assays and 14% for interday assays, both below the Horwitz limits, as well as high
selectivity toward potential serum interferents, with current variations below 10%. In spike and-
recovery assays performed in human blood serum matrix, recovery rates ranged from 97 to
117%, consistent with literature acceptance criteria for ultralow concentrations, which indicate
a recovery range of 40—-120%. The results demonstrate the potential of the gold-electroplated,
3D-printed electrochemical immunosensor as a low-cost, reproducible, and highly sensitive
analytical platform suitable for clinical analyses aimed at TNF-a monitoring.

Keywords: Electrochemical immunosensor; 3D-printing; Inflammatory Bowel Disease;
Galvanic deposition.
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1 INTRODUCAO

As doengas inflamatoérias intestinais (do inglés, Inflammatory Bowel Diseases - IBDs),
como a Doenga de Crohn e a (reto)colite ulcerativa, estdo associadas a inflamagdo cronica do
trato gastrointestinal, sendo o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-o), uma citocina chave
envolvida na fisiopatologia dessas condi¢des. Neste sentido, a quantificacdo de TNF-o em
amostras clinicas ¢ fundamental para o monitoramento da atividade inflamatoria e da resposta
terap€utica. Dentre os tratamentos disponiveis, destaca-se o uso do infliximabe (IFX), um
anticorpo monoclonal anti-TNF-o que, além de sua fungdo terapéutica, pode ser empregado
para formacao de camada de bioreconhecimento em plataformas analiticas.

Métodos tradicionais de quantificagdo, como o ensaio de imunoabsor¢ao enzimatico
(do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA), embora eficazes, apresentam
limitagdes quanto ao custo, tempo de anélise e necessidade de infraestrutura laboratorial. Nesse
contexto, surge a busca por alternativas capazes de fornecer resultados rapidos, confidveis e de
menor custo. Imunossensores eletroquimicos vém ganhando destaque justamente por sua alta
sensibilidade, seletividade, potencial para miniaturizagdo e uso em dispositivos de analise a
beira do leito (do inglés, point-of-care, PoC). Imunossensores label-free, baseados na detecg¢ao
direta da interagdo antigeno-anticorpo pela supressao da corrente proveniente de uma sonda
redox, dependem de superficies funcionalizadas com estabilidade e reprodutibilidade,
comumente obtidas por monocamadas auto-organizadas (do inglés, Self-Assembled Monolayers
— SAMs) ativadas com EDC/NHS sobre eletrodos de ouro.

Entretanto, o alto custo dos eletrodos metalicos, como o eletrodo de ouro, limita sua
aplicabilidade em larga escala. Neste cenario, a impressao 3D por fabricagcdo por filamento
fundido (do inglés, Fused Filament Fabrication - FFF) surge como uma alternativa promissora
para a fabricacdo de eletrodos de baixo custo e geometrias personalizadas. Filamentos
condutores de 4cido poli-latico (do inglés, polylactic acid — PLA) contendo cobre em sua
composi¢do, embora acessiveis, ainda apresentam condutividade superficial limitada,
requerendo condicionamento ou modificagdes adicionais. Neste campo, a deposi¢do de ouro
por galvanizagdo, mostra-se uma estratégia promissora para combinar a versatilidade da
manufatura aditiva com as propriedades eletroquimicas do ouro, viabilizando o
desenvolvimento de imunossensores mais acessiveis, funcionais e adequados ao

monitoramento clinico do TNF-a.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

As IBDs correspondem a um grupo de doengas caracterizadas pela inflamagao cronica
de tecidos do trato intestinal [1-3]. Essa inflamagdo recorrente dos tecidos pode levar a outras
complicagdes aos pacientes portadores, como fistulas, fissuras, tlceras e até mesmo quadros
que evoluem para tumores [1,2,4,5]. Dentre as IBDs, tem-se a colite ulcerativa (do inglés,
ulcerative colitis — UC) e a doenga de Crohn (do inglés, Crohn’s disease — CD) [1,2,4,5], sendo
o local de inflamag¢do uma das principais diferencas entre a natureza da UC e da CD. Em
quadros de UC, a inflamacao ocorre mandatoriamente no célon do paciente, enquanto que em
quadros de CD, a inflamagao pode ocorrer de maneira mais generalizada, atingindo desde a
boca até o anus [6].

De modo geral, a qualidade de vida dos individuos acometidos por IBDs ¢
significativamente comprometida na auséncia de diagndstico e tratamento adequados, devido a
ocorréncia frequente de sintomas como dores abdominais intensas, diarreia e episodios de
vomito [2,3,7]. Além das manifestacdes gastrointestinais, estudos indicam uma estreita
correlagdo entre esses sintomas e o desenvolvimento ou agravamento de disturbios
psicologicos, como depressdao, ansiedade e estresse, nos pacientes portadores dessas
enfermidades [8].

Um estudo publicado por Kaplan e Windsor (2020) [9] descreve a rapida evolugdo dos
quadros IBDs ao longo do tempo, passando de casos esporadicos em paises do leste europeu
para milhdes de portadores em um intervalo de aproximadamente 250 anos, a partir do periodo
pos-Primeira Revolucdo Industrial. Os autores também destacam o aumento global tanto da
incidéncia quanto da prevaléncia dessas doengas, com crescimento particularmente acentuado
e em paises em processo de recente industrializa¢do, nos quais houve crescente incorporagao
de padrdes alimentares ocidentalizados [9].

No Brasil, em 2012, a prevaléncia de casos era de 30 a cada 100.000 habitantes, tendo
um salto de 100,1 para cada 100.000 habitantes em 2020, como apontado por um estudo
publicado na The Lancet — Regional Health Americas em 2022 [10].

As causas que levam ao desenvolvimento dos quadros de IBDs ainda nao estdo em um

consenso cientifico [1,7,9,11]. Entretanto, alguns fatores aparecem correlacionados ao risco de
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desenvolvimento desses quadros, sendo eles, o estilo de alimentagdo ocidentalizado rico em
ultraprocessados, o tabagismo e fatores genéticos [7,9].

Dessa forma, levando em considerac¢ao o avango do nimero de pessoas acometidas ao
redor do mundo, os estudos voltados ao diagnoéstico e tratamento dessas doencas ganham
atencdo especial da comunidade cientifica. Atualmente, o diagnodstico para IBDs, além da
analise sintomadtica, conta com exames de imagem como ultrassom e necessita também da
realizagdao de endoscopias e ileo-colonoscopias acompanhadas de bidpsias do tecido afetado
[1,7,11]. Tais exames sdo capazes de fornecer informacgdes Uteis para o diagndstico e sobre o
estagio da doenga, entretanto, ainda enfrentam problemas com a inconclusividade sobre o
diagnostico [11,12]. Aproximadamente 10 a 15% dos casos de IBDs sdo inicialmente
classificados como indeterminados entre UC e CD, e, dentro desse grupo, cerca de 75%
permanecem sem defini¢ao diagnostica mesmo apds o acompanhamento clinico [12].

A inconclusividade sobre o subtipo (UC ou CD) de IBD ¢ um fator problematico
principalmente na escolha do tratamento mais adequado [2,4,13,14]. Estudos apontam para
diferenca na resposta para determinados tratamentos em pacientes com diferentes quadros de
IBD [2,4,13,14]. Por exemplo, a abordagem cirurgica da proctocolectomia, muitas vezes
indicada como tratamento em caso de UC, pode ndo ser adequada para quadros de CD, tendo
em vista a heterogeneidade da localizagao e formas da inflamagao nos pacientes [2].

Dentre os tratamentos farmacoldgicos, uma gama de farmacos sao aplicados, variando
entre aminosalicilatos, imunomoduladores e bioldgicos [2]. Apesar da variedade de farmacos,
grande parte deles atua na inibicdo ou atenuacao de producdo de citocinas, como as
interleucinas (ILs) e o Fator de Necrose Tumoral alfa (do inglés, tumor necrosis factor alpha —

TNF-o) [2.4,15].

2.2 TNF-a

As citocinas sdo um grupo de pequenas proteinas produzidas por um vasto grupo de
células, sendo responsaveis pela regulacdo da resposta imune [16]. Essas proteinas podem ser
subdivididas entre as pro e anti-inflamatérias [16]. As pro-inflamatorias, quando liberadas
atuam na ativagdo da resposta imune e as anti-inflamatorias atuam de maneira oposta [16].
Dentre as citocinas pro-inflamatorias, o TNF-o emerge como uma das principais chaves de
ativacdo da resposta pro-inflamatoria no corpo humano [8,15-17]. Quando o TNF-a encontra-
se com seus receptores especificos, uma série de eventos que regulam a resposta pro-

inflamatoria € desencadeada [17]. Alguns dos eventos regidos por esse encontro sdo a liberagao
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de outras citocinas pro-inflamatdrias (em especial IL-1, IL-6 e IL-8) e a estimula¢do de
hepatocitos a producdo de proteinas que sustentam essa resposta inflamatoria de maneira
sistematica [17].

Dado o papel relevante do TNF-a na ativagao e sustentagdo da resposta inflamatoria
no corpo, a sua hiper-regulacao (concentracdo acima dos niveis normais) ¢ observada em
diversas doengas de cunho inflamatério crénico [8,16—18]. Estudos apontam niveis de TNF-
o no soro sanguineo de pacientes sauddveis de grupos controle na faixa de 0,2 a 8,0 pg mL™!
[19,20]. Em pacientes expostos a doencas como a artrite reumatoide, psoriase, artrite psoriatica
e as IBDs (principalmente a UC), esses niveis sdao frequentemente apresentados acima de 8,0
pg mL™' [4,19,20].

Em quadros de IBDs, a hiper-regulacao de TNF-a ¢ amplamente reportada, tanto no
soro sanguineo, quanto nas mucosas afetadas pela inflamacao [1,4,11,15,16]. Alguns estudos
apontam inclusive niveis diferenciados dessa citocina para quadros de UC e de CD [4,18,21,22].
Lacruz-Guzman et al. (2013) [4] observaram niveis maiores de TNF-a sérico em pacientes com
UC em relagdo a pacientes com CD. Nakov (2019) [22], Kourkoulis et al. (2019) [21] e
Lopetuso et al. (2020) [18] registraram a correlagdo direta dos niveis de proteinas como a sTFF3
e a sST2 com os niveis de TNF-a em pacientes também com UC.

Todavia, o interesse na construcao de ferramentas analiticas capazes de determinar
essa citocina, especialmente em pacientes com IBD, ¢ de interesse também para controle do
avango de um dos tipos de terapia mais aplicada a pacientes com esses casos clinicos
[4,8,15,17,23]. A terapia em questdo ¢ a administracdo de farmacos inibidores do TNF-
o [4,8,15,17,23].

Atualmente cinco farmacos com acao anti-TNF-a sdo recomendados para tratamento
de pacientes com quadros de IBD, sendo eles: Infliximabe (IFX), Adalimumabe, Certolizumabe
Pegol, Golimumabe e Vedolizumabe [17]. No Brasil, a Comissdo Nacional de Incorporagdo de
Tecnologias no Sistema Unico de Satde (CONITEC-SUS) em relatério de janeiro de 2017,
reforca a recomendacdo para uso de Certolizumabe Pegol para tratamento de pacientes com
quadros de CD [24]. Ja o relatério de julho de 2019, reporta a recomendagdo de uso de IFX,
Adalimumabe, Golimumabe e Vedolizumabe para tratamento de quadros de UC de moderada

a grave, sendo o IFX, entre os quatro citados, um dos mais proeminentes [25].
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2.2.1 Infliximabe

O IFX ¢ um dos farmacos anti-TNF-a mais amplamente explorados como terapia para
quadros de IBDs, possuindo como diferencial, entre os outros citados anteriormente, sua rapida
capacidade de acdo e alta eficacia no tratamento de fistulas geradas em decorréncia de IBDs
[4,15,17]. Este farmaco ¢ um anticorpo monoclonal (do inglés, monoclonal antibody — mAb)
[4,17]. Entretanto, o IFX possui uma diferencga substancial de outros fAirmacos baseados em
mAbs, uma vez que, trata-se de um mAb quimérico [17,26]. No IFX, a regido variavel (Fab),
responsavel pelo reconhecimento do antigeno (nesse caso, o TNF-a), é composta por
hibridomas anti-TNF-o. A2 de murinos (camundongos). Ja a regido constante (Fc) € baseada na
Fc da imunoglobulina humana do subtipo 1 (IgG1) [17,26]. A Figura 1, representa de maneira

esquematica a estrutura do IFX.

Figura 1. Representacdo esquematica do IFX.

Fonte: O Autor (2025).

O mecanismo de atuagdo do IFX ¢ baseado em reconhecer e ligar-se seletivamente ao
TNF-a criando um complexo antigeno-anticorpo, dessa forma impedindo com que o TNF-
o chegue aos seus receptores especificos, cessando assim a resposta pro-inflamatoria gerada

por essa citocina [17,27].
2.3 METODOS PARA DETERMINACAO DE TNF—-o

Tendo em vista o importante papel do TNF-a na regulacdo de IBDs e outras doengas
de cunho inflamatério, bem como o interesse na avaliagdo do sucesso de terapias anti-TNF-a.,

diversas metodologias analiticas sdo aplicadas para a determinag¢do desta citocina [28].
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Classicamente, o método mais empregado ¢ o ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (do inglés,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA) [29,30].

Esse método baseia-se na imobilizagdo de um anticorpo especifico sobre uma
superficie solida, a qual é posteriormente exposta & amostra contendo, ou ndo, o antigeno de
interesse [31]. Caso presente, o antigeno liga-se aos sitios de reconhecimento dos anticorpos
[31]. Em seguida, adiciona-se uma solu¢do contendo anticorpos secundarios conjugados a
enzimas, geralmente peroxidases, que se ligam ao imunocomplexo previamente formado [31].
Apobs uma etapa de lavagem para remogdo de espécies ndo ligadas, adiciona-se um substrato
especifico da enzima. A reagdo entre a enzima e o substrato gera um sinal mensuravel, como
uma mudanca de coloracdo, permitindo a deteccdo e, por meio da intensidade do sinal gerado,
a quantificacdo do antigeno alvo [31]. A Figura 2 representa o processo de construgao e analise

do método ELISA.

:0 ) 2 )
L X 2 X/ L X X X/ o000
TN "N R AR

Fonte: O Autor (2025).

O ELISA apresenta vantagens como sensibilidade e especificidade adequadas para a
analise de biomarcadores, como o TNF-a, em diferentes matrizes biologicas, tais como sangue,
urina e suor [29-32]. Por outro lado, as multiplas etapas de imobiliza¢do, incubacdo e lavagem
tornam a analise mais lenta e suscetivel a intercorréncias ao longo do processo [29-32]. Além
disso, o0 método requer dois tipos de anticorpos, sendo que um deles deve ser quimicamente

marcado, o que aumenta o custo e a complexidade das analises [29-32].
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A partir do ELISA, derivam-se outros métodos com caracteristicas semelhantes, como
os ensaios de quimioluminescéncia (do inglés, Chemiluminescent Immunoassay — CLIA), cuja
principal diferenca estd na detec¢do por emissdo de luz [33]. H4 ainda uma variante que permite
a determinacdo simultdnea do perfil de citocinas, conhecida como citometria que utiliza
microesferas (do inglés, Cytometric Bead Array — CBA) [34,35]. Esse tipo de ensaio utiliza
microesferas funcionalizadas com anticorpos especificos para diferentes citocinas, cada uma
marcada com fluordforos distintos, gerando sinais fluorescentes diferenciados. Apesar da
vantagem de permitir a constru¢do de perfil de citocinas, o método exige equipamentos
especializados, como o citdometro de fluxo, apresenta elevada complexidade operacional e
demanda construgdo de curvas de calibragdo individuais para cada analito [34,35].

Tendo em vista a necessidade de minimizar as limitagdes dos métodos supracitados,
os biossensores emergem como plataformas sensiveis e especificas, com potencial para redugao

de custos e possibilidade de miniaturizagdo, o que viabiliza sua aplicacdo em PoC [28,36,37].
2.4  BIOSSENSORES

Biossensores, sdao dispositivos analiticos compostos por uma superficie de
(bio)reconhecimento especifica para um determinado substrato, sendo essa superficie
imobilizada sobre um transdutor que fard a conversdo desta interagdo em uma resposta
mensuravel [38]. O tipo de resposta a ser registrada ¢ variavel a depender da escolha do
transdutor, podendo ser aplicados transdutores Opticos, piezoelétricos e eletroquimicos

[28,38,39]. A Figura 3 representa de maneira esquematica um biossensor genérico.

Figura 3. Representac@o esquematica de um biossensor genérico.

Substrato

(bio)reconhecimento

m Resposta
Mensuravel

Fonte: O Autor (2025).
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Além da classificagdo dada em razdo do tipo da resposta gerada pelo transdutor
utilizado, hd também a classifica¢do dada pelo (bio)reconhecimento selecionado [38,40,41]. No
caso dos biossensores enzimaticos, o reconhecimento ¢ composto por enzimas que catalisam
reacdes especificas, como a oxidagdo de compostos fenolicos, amplamente utilizada em
analises ambientais, alimentares e clinicas [38,42]. Outra abordagem envolve o uso de fitas de
DNA, RNA ou mRNA, que atuam como sondas capazes de hibridizar com sequéncias
complementares de acidos nucleicos, possibilitando a detecgdo seletiva de sequéncias genéticas
especificas, como ocorre nos genossensores [43]. De maneira similar, os aptassensores utilizam
aptameros, que sdo sequéncias sintéticas de acidos nucleicos (DNA ou RNA) selecionadas por
sua alta afinidade por um alvo especifico. Esses elementos sdo capazes de reconhecer
seletivamente diversas classes de analitos, como proteinas, toxinas, metais pesados e farmacos
[44]. J& os imunossensores sdo dispositivos cujo o (bio)reconhecimento € composto por
anticorpos, os quais se ligam de forma especifica e seletiva a antigenos, sendo amplamente

utilizados na detec¢ao de biomarcadores em amostras bioldgicas [40,41,45].

2.4.1 Imunossensores Eletroquimicos

Observa-se a relevancia dos imunossensores em diferentes contextos, desde a
rastreabilidade de doengas até o controle de qualidade de alimentos. Esses dispositivos tém sido
amplamente empregados em analises laboratoriais de rotina, como na detec¢do de anticorpos
IgG e IgM em pacientes com suspeita de COVID-19, na determinagdo dos niveis de antigeno
prostatico especifico para o diagndstico de cancer de prostata, bem como na identificagao de
alérgenos em alimentos, como o amendoim [46—48§].

Transdutores eletroquimicos sao uma tecnologia frequentemente adotada para esse
tipo de sensor, devido as suas caracteristicas de sensibilidade adequada, capacidade de resposta
seletiva, baixo custo e especialmente sua portabilidade, tendo atualmente dispositivos capazes

de operar em smartphones como mostra a Figura 4 [41,49,50].
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Figura 4. Potenciostato Sensit Smart acoplado a aparelho smartphone.

Fonte: PalmSens BV. “Sensit Smart.” PalmSens (2025).

Os dispositivos eletroquimicos baseados em reconhecimento imunoldgico operam a
partir do monitoramento das respostas geradas pela interagdo antigeno—anticorpo na superficie
do eletrodo. Essas respostas podem se manifestar como variagdes de corrente elétrica ou como
alteracdes na resisténcia a transferéncia de carga, no caso da espectroscopia de impedancia
eletroquimica (do inglés, Electrochemical Impedance Spectroscopy — EIS) [30,51-53]. Embora
ambas as abordagens preservem as vantagens das técnicas eletroanaliticas, a detec¢ao por EIS
apresenta limitacdes relacionadas a maior complexidade instrumental, maior demanda
operacional e tempos de resposta mais longos [54]. Nesse sentido, os métodos baseados em
variacdo de corrente elétrica configuram alternativas mais atrativas para integragdo em
plataformas de diagndstico PoC [40,55].

De maneira geral, proteinas como antigenos e anticorpos nao apresentam atividade
redox na faixa de potencial tipica de eletrodos convencionais, como os de carbono vitreo (do
inglés, glassy carbon electrode - GCE), ouro ou os serigrafados a base de carbono (do inglés,
screen-printed carbon electrode - SPCE) [56]. Isso ocorre devido a auséncia de centros redox
acessiveis, a estrutura tridimensional complexa dessas biomoléculas e a sua tendéncia a
desnaturagdo apos a adsorcao na superficie do eletrodo [56].

Consequentemente, ¢ necessaria a utilizagdo de sondas redox para viabilizar a detec¢dao
eletroquimica, como enzimas acopladas a anticorpos, em configuragdes andlogas aos
imunoensaios do tipo ELISA (Figura 2) [30]. No entanto, o uso de marcadores adiciona etapas
ao protocolo, o que acarreta aumento de custo, maior tempo de andlise e a necessidade da
formagdo de um complexo anticorpo-antigeno-anticorpo marcado, refletindo limitagdes

semelhantes as observadas nos métodos classicos de imunoensaio [57-59].
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Consequentemente, destacam-se os imunossensores eletroquimicos label-free, nos
quais ndo hé a necessidade de marcagdo quimica de antigenos ou anticorpos, uma vez que a
transducdo do evento de reconhecimento biomolecular ¢ monitorada por sondas redox, em
solugdo ou imobilizadas na superficie do eletrodo [60,61]. Nesse tipo de imunossensor, a
resposta analitica geralmente se manifesta como uma diminuic¢ao da corrente da sonda redox, a
qual se torna progressivamente atenuada ao longo das etapas de modificagdo da superficie e, de
forma mais pronunciada, quando ocorre a ligacdo especifica entre o antigeno e o anticorpo
imobilizado [60,61]. A diminuicdo da corrente ¢ atribuida ao aumento da barreira a
transferéncia de carga, causado pela formacao do complexo antigeno-anticorpo na interface
eletrodo de trabalho (do inglés, working electrode — WE)/solugao, sendo a variagdo de corrente
(Al) o parametro analitico monitorado [60,61].

Tipicamente, inicia-se com a funcionalizagdo da superficie do WE, etapa essencial
para conferir grupos funcionais, como amino (-NHz) ou carboxila (-COOH), que permitirao a
imobilizacao controlada do elemento de (bio)reconhecimento [60,62,63]. Essa funcionalizagao
pode ser realizada por diferentes estratégias, como a adsor¢do de polimeros condutores
funcionalizados [64], a formagdo de monocamadas auto-organizadas (do inglés, self-assembled
monolayers - SAMs) sobre eletrodos metalicos [32,51,65,66], ou ainda por modificacdes
eletroquimicas diretas, como a eletropolimerizacdo de monomeros contendo grupos reativos
[67,68].

Uma vez funcionalizada a superficie, pode-se empregar sistemas de acoplamento
quimico, como o  par 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida ~ (EDC)/N-
hidroxisuccinimida (NHS), que ativa os grupos carboxilicos através da formagdo de um
succinimidil-éster para posterior reagdo com grupos amina presentes na regido Fc dos
anticorpos, promovendo a formacao de ligagdes amidicas covalentes e assegurando sua fixagao
estavel sobre a superficie do sensor [32,49,69]. O processo reacional do par EDC/NHS ¢

demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Processo reacional do par EDC/NHS.
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Dentre as estratégias de funcionalizacao da superficie do WE e de imobiliza¢ao de
anticorpos em imunossensores eletroquimicos, destaca-se a utilizacdo de SAMs de acidos
tiolados sobre superficies metalicas, seguida da ativagdao dos grupos terminais carboxilicos por
meio do sistema EDC/NHS [70-72]. Esta abordagem ¢ amplamente descrita na literatura, sendo
reconhecida por sua eficiéncia, reprodutibilidade e compatibilidade com diferentes plataformas
de sensoriamento [70-72].

A organiza¢ao compacta e altamente ordenada de SAMs possibilita a formagao de
filmes ultrafinos que contribuem para a reducao de interagdes ndo especificas entre o antigeno
e a superficie do eletrodo [70,72—-74]. Além de promover uma funcionalizagao controlada com
grupos carboxilicos terminais (-COOH), essa estratégia também se destaca pela elevada
estabilidade quimica decorrente da forte ligacdo covalente entre os grupos tiol e superficies
metalicas, como ouro, prata, platina e cobre, o que assegura ancoragem robusta e durabilidade
do sensor [70,72].

Apesar da afinidade do grupo tiol com outros metais, frequentemente o ouro € utilizado
como suporte para esses grupos para plataformas de imunossensoriamento. A literatura atual
aponta estudos da aplicagio de ouro como suporte para constru¢io de SAMs em
imunossensores aplicados a determinacdo de biomarcadores de periodontite [69], COVID-19
[75], salmonela [76] e o TNF-a [36]. Frequentemente, a fonte do grupo tiol que possibilitara a
formagdo da SAM ¢ o acido 11-mercaptoundecanoico (do inglés, I /-mercaptoundecanoic acid

- 11-MUA), sendo aplicado principalmente pelo tamanho da cadeia carbonica que possibilita
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maior organizacao e compactagcdo em detrimento de cadeias menores [74]. Recentemente, o 11-
MUA foi aplicado em diversas plataformas de biossensoriamento, tais como na determinagao
de biomarcador de cancer cervical [49], bifenilas policloradas [32], e creatina quinase [77].

A preferéncia pelo uso do ouro na formacdo de SAMs com tidis se deve,
principalmente, a elevada energia de ligagdo Au-S, situada entre 40 ¢ 50 kcal/mol [70,72,74].
Esse valor supera significativamente os observados para metais como prata (30-40 kcal/mol),
platina e cobre (20-30 kcal/mol), refletindo o maior carater covalente da interagao Au-S. Como
consequéncia, a ligacdo entre o grupo tiol e a superficie de ouro € consideravelmente mais
estavel, favorecendo a formagao de filmes organizados, duraveis e reprodutiveis, caracteristicas
essenciais para o desempenho de imunossensores eletroquimicos [70,72,74]. Tal
comportamento ¢ coerente em fungdo da teoria 4cido-base de Pearson [74,78]. Os grupos tiois
sdo bases de Lewis macias (grande nuvem eletronica polarizavel) [74,78]. O atomo de ouro
(Au®) ¢ classificado como um 4cido de Lewis macio e apresenta polarizabilidade mais
expressiva em relagdo aos outros metais em funcao dos efeitos relativisticos que causam a
contragdo dos orbitais 6s e expansao do orbital 5d [78]. Dessa forma, explicando o grau de
covaléncia e for¢a da ligacao Au-S.

Adicionalmente, a elevada estabilidade das SAMs formadas sobre superficies de ouro
esta relacionada também a notavel resisténcia desse metal a oxida¢do. O ouro apresenta um
potencial padrao de redugdo (vs. eletrodo padrao de hidrogénio, EPH) de aproximadamente
+1,50 V, valor superior ao de outros metais frequentemente utilizados, como platina (+1,18 V),

prata (+ 0,80 V) e cobre (+ 0,34 V) [79-81].

2.4.1.1 Imunossensores eletroquimicos impressos em 3D e galvaniza¢do

Embora o uso do ouro proporcione a constru¢ao de imunossensores eletroquimicos
altamente estaveis, robustos e reprodutiveis, sua aplicacdo em larga escala ainda enfrenta
limitacdes significativas, especialmente em dispositivos voltados a andlise PoC. Essas
restri¢gdes decorrem, principalmente, do elevado custo associado aos eletrodos convencionais
de ouro e da sua reduzida flexibilidade em termos de design e integragdo em plataformas
portateis e de baixo custo [82].

Com o objetivo de viabilizar o desenvolvimento de sensores eletroquimicos de baixo
custo e com geometrias adaptadas a dispositivos portateis voltados a analise PoC, a tecnologia
de manufatura aditiva, em especial a impressdao 3D por deposi¢do de filamento fundido (do

inglés, Fused Filament Fabrication - FFF), tem se destacado como uma alternativa promissora
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[83,84]. Essa abordagem permite a producdo personalizada de eletrodos com geometrias
complexas, alta reprodutibilidade e redugdo significativa de custos quando comparada a
métodos convencionais de fabricagdo, como microfabricagdo fotolitografica ou eletrodos
metalicos comerciais [83,84]. Além disso, a impressao 3D favorece a descentralizacdo da
produgdo e a rapida prototipagem desses sensores, fatores particularmente relevantes em
contextos clinicos emergentes e ambientes com recursos limitados [83,84].

A viabilidade técnica e economica da impressdo 3D por FFF estd diretamente
associada a utilizagdo de filamentos poliméricos de baixo custo e facil processamento [55,83—
85]. Nesse contexto, polimeros como o acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) sdo
frequentemente empregados na confec¢ao do suporte estrutural do arranjo eletrodico, enquanto
os eletrodos funcionais sdo tipicamente fabricados a partir de filamentos a base de acido
polilatico (PLA) incorporados com materiais carbondceos condutores, como grafeno ou negro
de fumo (do inglés, carbon black - CB), os quais conferem condutividade elétrica ao compdsito
[55,83-85]. O ABS, por ser um termopléstico, apresenta a vantagem de poder ser reciclado por
fusdo e remodelagem, contribuindo para abordagens mais sustentaveis [55,83-85]. JA o PLA, ¢
um polimero biodegradavel derivado de fontes renovaveis, o que o torna atrativo em aplicagdes
que visam reduzir o impacto ambiental dos dispositivos produzidos [55,83—85]. Um design de
sensor amplamente utilizado, construido a partir desses polimeros via FFF, estd representado

na Figura 6.

Figura 6. Modelo de sensor com arranjo eletrodico integrado a plataforma polimérica produzido via FFF.

Fonte: O Autor (2025).
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Apesar das vantagens econdmicas e ambientais associadas aos eletrodos impressos em
3D, esses dispositivos ainda enfrentam limitagdes relacionadas a sua condutividade
eletroquimica [84,85]. Isso ocorre porque, durante o processo de impressao, a matriz polimérica
do filamento tende a encapsular os sitios condutores, dificultando a transferéncia de carga na
superficie do eletrodo. Como resultado, torna-se necessario aplicar tratamentos de ativacao
superficial que promovam a exposi¢cdo desses sitios condutores. Entre as abordagens mais
comuns estdo os métodos abrasivos, que removem mecanicamente a camada superficial de
polimero, e os tratamentos com solventes capazes de solubilizar seletivamente a matriz
polimérica [84-86]. No entanto, ambas as estratégias apresentam baixa seletividade e podem
comprometer a integridade da fase condutora, reduzindo a reprodutibilidade e a estabilidade do
sensor. Uma alternativa mais controlada e eficaz € o processo de ativagao eletroquimica, o qual
consiste na exposicao do eletrodo a uma solugdo fortemente alcalina, NaOH ou KOH, sob a
aplicacdo de um potencial positivo suficiente para promover a oxidagdo parcial do PLA [84—
86]. Esse processo degrada seletivamente a matriz polimérica na regido superficial, expondo os
dominios condutores e restaurando a atividade eletroquimica da superficie do eletrodo [84—86].

Visando ampliar a condutividade de eletrodos impressos em 3D e viabilizar a
constru¢do de sensores eletroquimicos cada vez mais sensiveis e compativeis com plataformas
PoC, tem-se investigado a utilizagao de filamentos compdsitos a base de PLA/Cu. Esse tipo de
filamento, ainda pouco disseminado comercialmente, representa uma das poucas alternativas
disponiveis que combinam uma matriz polimérica com um metal condutor de forma direta. A
literatura recente tem se concentrado principalmente em estudos fisicos e estruturais voltados a
formulacdo e caracterizagdo desses compositos, utilizando diferentes abordagens para a
incorporagdo do cobre na matriz polimérica [87,88]. No entanto, as aplicagdes eletroquimicas
desses filamentos ainda sdo incipientes, carecendo de investigagdes sistematicas quanto ao seu
desempenho como (bio)sensores [80,89,90].

Apesar da elevada condutividade do cobre, sua baixa estabilidade frente a processos
oxidativos, em fun¢ao do baixo potencial de redugao, limita sua aplicacao direta em sensores.
Para contornar essa limitagdo, diversos autores tém proposto a galvanizacdo da superficie do
eletrodo de cobre com ouro, explorando o potencial dessa técnica tanto em plataformas de
biorreconhecimento [79] quanto na eletrocatalise da redug@o de ions nitrato [80]. A eficacia do
processo decorre de sua espontaneidade, resultante da significativa diferenca entre os potenciais
de reducao do ouro e do cobre [79,80,89].

A deposicao de ouro confere maior estabilidade a superficie, tornando-a menos

suscetivel a formacdo de oOxidos de cobre, que comprometem a condutividade e a
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reprodutibilidade dos sensores a longo prazo [79,80,89]. Nesse sentido, a galvanizagdo de
eletrodos de cobre produzidos por manufatura aditiva (impressdo 3D) desponta como uma
estratégia promissora, pois combina o baixo custo ¢ a flexibilidade dessa tecnologia com o
desempenho eletroquimico superior do ouro.

Além disso, essa modificacdo superficial viabiliza a aplicagdio de metodologias
consolidadas de funcionalizagdo, como a formagdo de SAMs, superando limitagdes inerentes
ao uso de eletrodos convencionais de ouro. Assim, a integragdo entre impressiao 3D e
galvanizagdo se apresenta como um avango significativo no desenvolvimento de
imunossensores eletroquimicos acessiveis, estdveis e adaptaveis a dispositivos PoC,
configurando-se como uma alternativa viavel para futuras aplicacdes clinicas e diagndsticas,

como propde este trabalho.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Desenvolver imunossensores eletroquimicos impressos em 3D, utilizando filamento de

PLA-Cu galvanizado com ouro na regiao do WE, para monitoramento de TNF-o em amostras

de soro sanguineo humano.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir sensores eletroquimicos impressos em 3D, com a base fabricada a partir de
filamento de ABS, os eletrodos de pseudo-referéncia (do inglés, pseudo-reference
electrode — p-RE) e contra-eletrodos (do inglés, counter-electrode — CE) em PLA-CB,
e o0 WE com Cu/PLA-CB;

Realizar a ativagdo eletroquimica da superficie do WE com KOH 1,0 mol L!, aplicando
potencial de +1,8 V durante 900s;

Galvanizar a superficie do eletrodo de trabalho de Cu/PLA-CB com ouro através do
gotejamento de solugdo de HAuCly;

Otimizar os parametros da galvanizagao (concentragao de solucado de HAuCls e tempo
de contato da solugdo);

Caracterizar a superficie do eletrodo galvanizado de maneira fisico-quimica (MEV,
XPS, EIS);

Estudar o comportamento de diferentes sondas redox sobre a superficie galvanizada;
Construir monocamada auto-organizada através do acido 11-mercaptoundecanol sobre
o WE;

Imobilizar o anticorpo Infliximabe (IFX) sobre a monocamada auto-organizada através
da técnica EDC/NHS;

Selecionar e otimizar a técnica voltamétrica (LSV, DPV e SWV);

Otimizar tempo de incubacdo do antigeno (TNF-a) no imunossensor;

Determinar parametros analiticos como faixa linear, limite de deteccdo, limite de
quantificagdo e sensibilidade através da construgdo da curva de calibragdo para o TNF-
a;

Avaliar a estabilidade dos imunossensores através de ensaios de repetibilidade;
Aplicar o imunossensor na determinagdo de TNF-o em amostras de soro sanguineo

humano, avaliando a exatiddo através de testes de adi¢@o e recuperagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  REAGENTE E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e adquiridos da Sigma-
Aldrich/Merck (EUA). As solugdes foram preparadas em agua ultrapura (18,2 MQ cm), obtida
de um sistema Milli-Q (Millipore, EUA). Solugdes de [Ru(NH3)s]Cls 5,0 e 0,50 mmol L};
K4[Fe(CN)g] 5,0 mmol L!; azul de metileno (A.M.) 5,0 mmol L!; albumina de soro bovino
(BSA) 1,0% (m/v); mistura de EDC 2,0 mmol L™! e NHS 5,0 mmol L™!; solu¢do estoque do
anticorpo monoclonal infliximabe (IFX, M.M = 149 kDa) 5,0 mg mL'; e solucdo estoque do
antigeno TNF-a. (=17,4 kDa) 25,0 ug mL™! foram preparadas utilizando solu¢do tampao fosfato
(Na;HPO4/KH,PO4) 0,01 mol L™! (pH 7,4). Solucio de ferrocenocarboxialdeido (Fc-CHO) 5,0
mmol L' foi preparada em solugio tampdo fosfato (0,01 mol L™!, pH 7,4) contendo 10% de
etanol absoluto.

O filamento de acrilo-butadieno-estireno (ABS) foi adquirido da Sethi3D (Brasil). O
filamento de acido polilatico e carbon black (PLA-CB) foi adquirido da ProtoPasta (EUA) e o
filamento de acido polilatico e cobre (PLA-Cu) foi adquirido da The Virtual Foundry (EUA).

A ativagdo dos sensores 3D foi realizada em solugdo KOH 1,0 mol L™! preparada em
agua ultrapura. Para a galvanizacdo do WE foi preparada uma solucao estoque de HAuCls 10
mmol L' em 4gua ultrapura. Para a constru¢io da SAM sobre a superficie de ouro, utilizou-se

solucdo de 11-MUA 5,0 mmol L™! preparada em etanol absoluto.
4.2 IMPRESSAO E ATIVACAO ELETROQUIMICA DOS SENSORES

Para a elaboracao do design do 3D-Cu/PLA-CB, foi utilizado um software livre de
modelagem 3D intitulado Tinkercad (Autodesk, EUA) e a impressao foi feita a partir da FFF
utilizando uma impressora 3D modelo S3X (Sethi3D, Brasil). O sensor conta com uma base
impressa a partir de filamento de ABS com 10 mm de largura, 26 mm de comprimento e 0,3
mm de espessura. O arranjo eletrédico ¢ composto de WE, p-RE e CE impressos sobre a base
de ABS utilizando o filamento de PLA-CB [91].

O WE possui area geométrica de 0,07 cm? e sobre ele foi depositada uma camada de
filamento de PLA-Cu. Os pardmetros de impressao (temperatura de extrusao dos filamentos =
190 °C, nimero de camadas de filamento de PLA-Cu sobre o WE = 1, padrdo de preenchimento

= retilineo e velocidade de extrusdo de 60 mm s~ ') dos sensores foram otimizados previamente
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em trabalho do nosso grupo de pesquisa que esta em processo de publicagdo. O modelo do

sensor estd representado na Figura 7.

Figura 7. Modelo e medidas do sensor 3D construido através do sofiware Tinkercad (Autodesk, EUA).
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Fonte: O Autor (2025).

O processo de ativacdo eletroquimica foi otimizado pelo mesmo trabalho citado
anteriormente, sendo assim foram gotejados 80 pL de uma solu¢io KOH 1,0 mol L™! sobre a
superficie dos eletrodos e, através de cronoamperometria, aplicado um potencial fixo de +1,8

V durante 900 s.
4.3 GALVANIZACAO DO ELETRODO DE TRABALHO

ApoOs a ativagdo eletroquimica do sensor, este foi submetido ao processo de
galvanizacdo que consistiu em gotejar 8,0 uL de uma solucio aquosa de HAuCls 5,0 mmol L™
sobre a superficie do WE, deixando-as em contato durante 5 min. Apos os 5 min, o sensor foi
lavado com 4gua deionizada e seco com auxilio de uma estufa (tempo de secagem = 10 min, e

temperatura da estufa =45 °C) [81].

4.4  CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR

4.4.1 Modificacao da superficie do WE com SAM e EDC/NHS
Apos a galvanizagdo e secagem, o sensor foi imerso em béquer de 5,0 mL contendo

2,0 mL de solugdo etanélica de 11-MUA 5,0 mmol L™!. Em seguida, foi transferido para uma

camara de incubacdo previamente preparada com algoddo embebido em etanol, garantindo
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pressdo de vapor constante ¢ minimizando perdas por evaporagdo. O tempo de incubagdo foi
de 5 h.

Decorrido esse periodo, o sensor foi retirado, seco a temperatura ambiente por 5 min
e lavado com 10 pL de etanol para remo¢ao de moléculas ndo ligadas de 11-MUA, sendo
novamente seco por 5 min. Na sequéncia, foram adicionados 8,0 pL da solu¢ao EDC/NHS (2
nM:5 nM), e o sensor retornou a camara de incubagdo por 30 min, desta vez com algodao
embebido em agua ultrapura, a fim de evitar a evaporagdo da solu¢do de EDC/NHS e assegurar
que as interagdes se restringissem ao reconhecimento especifico entre moléculas de EDC/NHS

e substrato (11-MUA).

4.4.2 Imobilizacdo do anticorpo (IFX) e da albumina do soro bovino

Concluida a etapa de modificagdo da superficie do WE com EDC/NHS, a solucao foi
removida com auxilio de uma pisseta vazia. Em seguida, a superficie foi lavada com 10 pL de
tampao fosfato (0,01 mol L™!, pH 7,4) para eliminar moléculas ndio ligadas e os sensores foram
secos em dessecador a vacuo por 5 min. Sobre o WE, foi adicionado 8,0 uL de solucdo de IFX
1,0 mg mL™!, seguida de incubac¢io em cAmara umidificada por 90 min.

ApoOs esse periodo, repetiu-se a remogdao do excesso de solucdo, a lavagem da
superficie do WE com solucio tampdo fosfato (0,01 mol L™!, pH 7,4) e a secagem a vacuo. Para
minimizar interagdes nao especificas entre TNF-a e IFX, foram adicionados 8,0 uL de solugdo

de BSA 1% (m/v), com posterior incubag¢ao por 45 min na mesma camara.

4.4.3 Incubacido do antigeno (TNF-o)

Concluida a etapa de imobilizacdo de BSA, o sensor foi submetido novamente a
remocdo do excesso de solucdo, lavagem e secagem. Com o imunossensor ja construido,
procedeu-se a otimizagdo do tempo de contato com o antigeno, a fim de favorecer a formacao
do imunocomplexo antigeno (TNF-a.)-anticorpo (IFX). Para isso, 5,0 pg mL ™! de TNF-o. foram
incubados por 30 min em camara de incubacdo, a temperatura ambiente. A Figura 8 ilustra

esquematicamente as etapas de constru¢do do imunossensor e a imobilizacdo do TNF-a.
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Figura 8. Representacdo esquematica do processo de construgdo do imunossensor.
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Fonte: O Autor (2025).

4.5  CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS SENSORES

As analises da superficie do WE por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios
X (do inglés, X-ray Photoelectron Spectroscopy — XPS) foram conduzidas utilizando o
espectrometro ESCA+ (Scienta Omicron, Suécia), equipado com fonte monocromatica de raios
X Al Ka (energia de excitagdo hv = 1486,6 eV) e analisador hemisférico de alta resolucao
(modelo EAC-2000). Para o tratamento dos dados, a corre¢do da linha de base foi realizada por
meio da fung¢do de Shirley, aplicada antes do processo de ajuste dos espectros. A separacdo dos
sinais caracteristicos (deconvolucdo) referentes as regides de ligacdo C 1s, O 1s, Cu 2p e Au 4f
foi efetuada empregando perfis assimétricos com contribui¢do Gaussiana-Lorentziana,
possibilitando a identificacdo dos diferentes estados quimicos presentes nas superficies
avaliadas. Essas analises foram conduzidas pelo Laboratdrio de Plasma, Filmes e Superficies
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), campus Joinville.

As imagens de microscopia eletronica de varredura (do inglés, scanning electron
microscopy - SEM) foram obtidas para a superficie do WE galvanizada utilizando um
microscopio eletronico de varredura modelo JSM-6390LV (JEOL, Japao), operando com
voltagem de aceleracdo de 25 kV. As andlises foram realizadas nas dependéncias do
Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina

(LCME — UFSC).
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As medidas para avaliagdo do angulo de contato utilizando dgua sobre a superficie do
WE, foram realizadas através de um gonidmetro ramé-Hart 250 (ramé-Hart, EUA). O aparelho
fica localizado na Central de Analises do departamento de Engenharia Quimica e Alimentos da

UFSC.

4.6  ANALISES ELETROQUIMICAS

As medidas voltamétricas e de EIS foram realizadas utilizando um potenciostato
PalmSens4 (Palm Instruments BV, Paises Baixos) com modulo de impedancia acoplado.

Durante a otimizacdo do processo de galvanizacdo dos sensores foi utilizada como
sonda redox uma solucio de [Ru(NH3)s]Cls 5,0 mmol L™! em solugio tampdo fosfato 0,01 mol
L' (pH 7,4), sendo a leitura da medida de corrente realizada no sentido catédico de +0,6 a —0,9
V vs. carbon black 3 uma velocidade de 50 mV s~! por voltametria ciclica (do inglés, cyclic
voltammetry — CV). Para realizacao dessas medidas a solugdo foi previamente purgada com N>
durante 5 min para remog¢ado do O dissolvido.

Para os estudos de constru¢ao do imunossensor e¢ ensaios analiticos, foi utilizada a
técnica de voltametria de pulso diferencial (do ingl€s, differencial pulse voltammetry - DPV),
com os seguintes pardmetros otimizados: velocidade de varredura (v) = 50 mV s~!, amplitude
de pulso (Epuiso) = 240 mV e incremento de potencial (AE) = 10 mV. A faixa de potencial em
estudo foide +0,3 Va—0,7 V.

Os espectros de EIS foram obtidos em condigdes de potencial de circuito aberto (do
inglés, open circuit potential - OCP), empregando a sonda redox [Ru(NH3)s]Cls 5,0 mmol L™
em KC1 0,1 mol L™! como eletrolito suporte. As medi¢des foram realizadas com amplitude de
perturbagdo de 5,0 mV, aplicando-se uma faixa de frequéncia que variou de 0,1 Hz a 50.000

Hz.

4.7 PREPARO DA AMOSTRA

A matriz selecionada para os ensaios foi o soro sanguineo humano, considerando a
relevancia do TNF-a como biomarcador nesse meio. Amostras de soro sanguineo humano
sintético foram adquiridas da Sigma-Aldrich/Merck (EUA). A partir delas, preparou-se uma
solucdo estoque por diluigdo de 1 parte de soro em 9 partes de tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH

7,4) (V/V).
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Para avaliacao da exatiddo do método por ensaio de adi¢do e recuperacdo, a amostra
foi fortificada com solugdo padrido de TNF-a em trés niveis de concentracao: 0,5, 5,0 e 8,0 pg

mL L.

4.8 CRITERIOS DE OTIMIZACAO E TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

As etapas de otimizagdo relacionadas a galvanizagdo, selecdo da sonda, selecdo da
técnica voltamétrica, tiveram como critérios principais a obten¢do de maior intensidade de
corrente, aliado ao compromisso com a seletividade, evitando alargamentos de pico
significativos.

Desde a construgao do imunossensor até sua aplica¢do analitica, a resposta considerada
foi a variagdo de corrente (Al), associada a supressao do sinal causada pela adicdo de moléculas
ndo eletroativas sobre a superficie do eletrodo de trabalho (WE).

Para definir a amplitude de pulso (Epuiso) mais adequada, levando em conta o equilibrio
entre sensibilidade e seletividade, utilizou-se a estratégia de combinacao de respostas maximas
e minimas por meio da funcdo desejabilidade de Derringer [92]. Nesse método, a méaxima
intensidade de corrente com o minimo alargamento do pico ¢ convertida em valores entre 0 ¢
1, sendo os mais proximos de 1 considerados os ideais.

A significancia dos dados de otimizacao foi confirmada por meio de andlises de
variancia simples (ANOVA one-way) e testes de Tukey, adotando intervalo de confianga de

95% (dados ndo apresentados).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ATIVACAO ELETROQUIMICA DOS SENSORES

O processo de ativagdo eletroquimica, descrito na Secdo 4.2, tem como principal
finalidade promover a maior exposi¢do dos sitios condutivos de CB e de Cu metalico, sendo
crucial tanto para o aprimoramento da sensibilidade do sensor quanto para viabilizar a etapa
subsequente de galvanizacgao.

A Figura 9 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para a sonda redox
[Ru(NH3)6]Cl3 5,0 mmol L™ em solugdo tampao fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) usando o sensor
(a) antes e (b) apos a ativacio da superficie do WE em solugio de KOH 0,1 mol L~!. Observa-
se um aumento de 1,9 vezes na corrente de pico catodica (/) € 2,7 vezes na corrente de pico
anodica (/pa) antes (a) e apos (b) o processo de ativacdo. Esse aumento nas correntes estd
associado a degradacdo da matriz polimérica isolante (PLA), expondo uma maior fracao de
sitios eletroativos de Cu e CB, o que resulta em uma resposta eletroquimica mais intensa e,
portanto, maior sensibilidade [84—86,93]. Nesse estudo foi observado para os sensores Cu/PLA-
CB, (a) e (b), valores de separagdo entre potenciais de picos (AE; ) de aproximadamente 0,334
V e uma razdo entre /p./I,c diferente de 1,0 o que sugere um comportamento quase-reversivel
da sonda redox [94]. O comportamento da resposta da sonda redox [Ru(NH3)s]Cls apresenta
reversibilidade sobre eletrodos de trabalho como o GCE, entretanto, a ndo-uniformidade da
distribuicao de material condutor em eletrodos impressos via FFF, pode levar a cinéticas de
reacdo mais lentas, o que, por sua vez, causa a observagdo de um comportamento quase-

reversivel [84,85,93].
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos para [Ru(NH3)s]Cl3 5,0 mmol L™! em solugdo tampéo fosfato 0,01 mol L™
(pH 7,4) (v = 50 mV s !) utilizando sensor impresso em 3D a base de Cu/PLA-CB (a) antes ¢ (b) apds passar pelo
processo de ativagdo eletroquimica com KOH 1,0 mol L™, potencial aplicado em +1,8 V durante 900s.
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Fonte: O Autor (2025).

A EIS foi utilizada para avaliar a resisténcia a transferéncia de carga (R¢;) de forma a
complementar os resultados dos estudos voltamétricos expressos pela Figura 9. A Figura 10
demonstra os diagramas de Nyquist obtidos para o sensor Cu/PLA-CB, (a) sem ativar ¢ (b)
ativado eletroquimicamente com solugiio de KOH 1,0 mol L™! e potencial aplicado em +1,8 V
durante 900s.

Os valores de Rc: obtidos foram de 23,68 kQ e 8,53 kQ para os sensores (a) ¢ (b),
respectivamente, o que representa uma diminui¢cdo de aproximadamente 2,8 vezes. Essa
redugdo confirma os resultados voltamétricos apresentados na Figura 9, indicando melhora na
condutividade interfacial e confirmando a efetividade do processo de ativagdo eletroquimica na

remocao da camada isolante de PLA.
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Figura 10. Diagramas de Nyquist utilizando [Ru(NH3)s]Cl3 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L™! para (a) Cu/PLA-
CB sem ativagdo ¢ (b) Cu/PLA-CB ativado eletroquimicamente. Inset: Circuito de Randles proposto para o
sistema, onde R representa a resisténcia a transferéncia de carga, R; a resisténcia da solucdo, CPE ¢é o elemento
de fase constante (Constant Phase Element - CPE) e Zw ¢ a impedancia de Warburg,
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Fonte: O Autor (2025).

O mecanismo responsavel por essa transformagao envolve a hidroélise alcalina eletro-
assistida do PLA, conforme dados reportados na literatura que empregam metodologias
similares [85,86,93]. A aplicagdo de potencial positivo em meio fortemente alcalino favorece a
quebra das ligacdes éster da cadeia polimérica, levando a formagao de oligdmeros e
monomeros, como o acido latico. Como resultado, a matriz polimérica superficial ¢ degradada,
expondo os materiais condutores anteriormente recobertos por essa matriz (Cu e CB).
Adicionalmente, a formagdo de uma superficie rugosa e mais porosa contribui para o aumento
da area eletroativa, o que também favorece os processos de transferéncia de carga nas etapas

subsequentes [85,86,93].
5.2 GALVANIZACAO DA SUPERFICIE DO WE

A reagdo de galvanizacdo empregada neste trabalho pode ser representada pela
seguinte equagdo global: 3 Cugs) + 2 AuCls (ag)— 2 Augs) + 3 Cu** (aq) + 8 Cl (ag). Com 0 objetivo
de otimizar o processo de galvanizac¢do da superficie do WE, foi inicialmente avaliado o efeito
da concentragio da solu¢do de HAuCls (2,0 a 10,0 mmol L") durante 5 min. A escolha dessa

faixa de concentragdo e tempo baseou-se em estudos reportados na literatura [81,90].
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A Figura 11A mostra os voltamogramas para o estudo da concentragdo da solucao de
HAuCly utilizada na galvanizacdo. Os valores de intensidade de corrente catodica (Figura 11B)
e anddica (Figura 11C) apresentam um ganho quando se observa o aumento da concentragao
de HAuClsaté 5,0 mmol L™!, em seguida ha uma reducio dessas intensidades em concentracdes
maiores. Dessa forma, a concentragdo de HAuCls adotada na sequéncia dos estudos foi a de

5,0 mmol L'

Figura 11. (A) Voltamogramas ciclicos para [Ru(NH3)s]Cl; 5,0 mmol L™ em solugio tampdo fosfato 0,01 mol
L' (pH 7,4) (v = 50 mV s') sobre CwW/PLA-CB galvanizado com Au (Au-Cu/PLA-CB) nas seguintes
concentra¢des de HAuCly: (a) 0,0, (b) 2,0, (c) 5,0, (d) 8,0 e (¢) 10,0 mmol L', Graficos de barra contendo os dados
de correntes de pico (B) catddicas e (C) anddicas.
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Fonte: O Autor (2025).

A Figura 12A apresenta os voltamogramas obtidos para a sonda redox [Ru(NH3)s]Cl3
5,0 mmol L™! em solugio tampdo fosfato 0,01 mol L' (pH 7.4) para o estudo do tempo de
galvanizagdo, variado entre 1 a 15 min, conforme descrito na literatura [81,90]. Os resultados
obtidos indicaram um aumento progressivo da intensidade de corrente entre 1 € 5 min, com
ganho expressivo em 5 min, seguido de decréscimo para tempos superiores.

As Figuras 12B e 12C evidenciam o comportamento dos valores de I € Ip. em funcdo
do tempo de galvanizacdo, onde a maior intensidade obtida foi com o tempo de 5 min, sendo

assim o tempo selecionado para os estudos posteriores.
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Figura 12. (A) Voltamogramas ciclicos para [Ru(NH3)s]Cl3 5,0 mmol L™ em solugdo tampéo fosfato 0,01 mol
L' (pH 7,4) (v =50 mV s !) sobre Cu/PLA-CB galvanizado com Au (Au-Cu/PLA-CB) nos tempos: (a) 1, (b) 3,
(¢) 5,(d) 10 e (e) 15 min. Graficos de barra contendo os dados de correntes de pico (B) catddicas e (C) anoddicas.

0 08 -06 04 02 00 02 04 06
E vs. carbon bé{&ck A"

C

=~ -
1l 1
304
g &
<<
3 3
— — 204
|

f/ min.

Fonte: O Autor (2025).

As Figuras 13A e 13C mostram os graficos de Nyquist obtidos para os sensores
galvanizados com diferentes concentragdoes de HAuCls4 ((a) 2,0, (b) 5,0, (¢) 8,0 e (d) 10 mmol)
e em diferentes tempos galvanizacao ((a) 1, (b) 3, (¢) 5 e (d) 15 min), respectivamente,
utilizando uma solu¢do de [Ru(NH3)s]Cls 5,0 mmol L™! em KC10,1 mol L™! como sonda redox.

Os dados apresentados nas Figuras 13B e 13D mostram que os valores de Rt
acompanham o comportamento observado nas analises voltamétricas: redugdo na faixa de 2,0
a 5,0 mmol L}, seguida de aumento em concentragdes superiores, tendéncia que também se
repete no estudo do tempo de contato. Ao final do processo de galvanizagado, o sensor otimizado
apresentou Rct de aproximadamente 2,10 k€, evidenciando a facilitagao da transferéncia de
elétrons entre a sonda redox e a superficie do WE, com desempenho superior em relagdo ao

eletrodo nao galvanizado.
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Figura 13. Diagramas de Nyquist utilizando uma solu¢do de [Ru(NH;3)s]Cl; 5,0 mmol L™! em KC1 0,1 mol L™!
sobre Au-Cu/PLA-CB em condigdes de (A) concentragdes de HAuCls de: (a) 2,0, (b) 5,0, (c) 8,0 e (d) 10 mmol
L ! com tempo fixo de 5 min de reagio ¢ (B) tempos de reagdo de (a) 1, (b) 3, (c) 5 e (d) 15 min com concentragdo
de 5,0 mmol L', Graficos de barra representando os valores de R, obtidos para (B) diferentes concentragdes de
HAuCl4 e (C) diferentes tempos de reagéo.
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Fonte: O Autor (2025).

53 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS SUPERFICIES DOS SENSORES
GALVANIZADOS

Os sensores Au-Cu/PLA-CB galvanizados em diferentes concentragdes de HAuCls e
em diferentes tempos, foram caracterizados por SEM para acompanhar as modificacdes
morfologicas na superficie do WE.

Na Figura 14A observa-se a rugosidade resultante da ativacdo eletroquimica e
pequenas protuberincias associadas as particulas de cobre. Apds galvanizacdo com a solucao
de HAuCls 2,0 mmol L™! (Figura 14B), ¢é possivel observar particulas de ouro distribuidas de
forma irregular, formando pequenos aglomerados. Em 5,0 mmol L™ (Figura 14C), essas
particulas passam a se organizar em aglomerados maiores e mais uniformes, ampliando a
condutividade e a 4rea superficial disponivel, favorecendo a adsor¢do de moléculas e a futura
formagao da SAM.

Em solug¢do de HAuCls 10 mmol L™! (Figura 14D), nota-se crescimento em formato

de agulhas, que reduz a area efetiva de contato e a rugosidade da superficie, tornando a adsor¢ao
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menos eficiente. Esse comportamento morfologico estd de acordo com os resultados

eletroquimicos que indicaram diminui¢ao da intensidade de corrente nessa condigao.

Figura 14. Imagens de SEM da superficie de trabalho dos sensores Au-Cu/PLA-CB galvanizados com: (A) 0,0,
(B) 2,0, (C) 5,0 ¢ (D) 10,0 mmol L' de HAuCl, durante 5 min.
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A morfologia da superficie também foi avaliada em funcao do tempo de galvanizacao
(1, 3 e 15 min.), conforme apresentado na Figura 15. Apos 1 min de galvanizacgao (Figura 15A),
observa-se uma baixa quantidade de particulas depositadas, em comparacido com a Figura 14C,
que apresenta recobrimento mais evidente. No tempo de 3 min (Figura 15B), nota-se um
aumento aparente no numero de particulas em relacdo a Figura 15A, embora sem diferenca
significativa, o que estd em concordincia com as respostas de corrente obtidas. Em 15 min
(Figura 15C), ha um incremento expressivo na deposicdo de particulas em comparagdo as
Figuras 15A e 15B, resultando em uma cobertura mais uniforme da superficie, porém com
formagao de mais aglomerados de particulas, o que também leva a queda na area superficial do
eletrodo. Vale destacar que o aumento do tempo de galvanizacdo ndo promove mudangas
morfolégicas no formato das particulas, ao contrario do observado quando se varia a

concentracao.
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Figura 15. Imagens de SEM da superficie de trabalho dos sensores Au-Cu/PLA-CB galvanizados durante: (A) 1,
(B) 3 € (C) 15 min com HAuCl4 5,0 mmol L.
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Fonte: O Autor (2025).

Espectro Survey (Figura 16A) e espectros de XPS de alta resolugado (Figuras 16B, 16C,
16D e 16E) da superficie do WE apds galvanizacao foram obtidos a fim de se comprovar a
natureza quimica das espécies presentes.

O espectro Survey (Figura 16A) indica a presenca de Cu 2p (pico em 932,8 eV), O 1s
(534,7 eV), C 15 (289,5 eV) e Au 4f (89,3 eV). A presenca e alocamento dos picos observados
no espectro Survey corroboram os estudos eletroquimicos (CV e EIS) e de microscopia (SEM)
em relacdo a deposi¢do do Au sobre o WE, bem como se aproximam de resultados reportados
na literatura [81,93]. Ao realizar a analise da faixa de energia em alta resolug¢do para o C 1s
(Figura 16B), ¢ possivel observar o desdobramento de trés picos, sendo um em 287,7 eV
atribuido a ligagdes do tipo O—C=O0 referente a cadeia polimérica e oligomérica do PLA nao
removido pelo tratamento eletroquimico [84,93]. O pico em 284,9 eV ¢ atribuido a ligagdo
C=0, advinda da estrutura do PLA, seja na forma de ésteres ou dos mondémeros (4cido latico)
[84,93]. Por fim, h4 presenca de um pico de alta intensidade em 284,0 eV, atribuido a liga¢des
do tipo C=C, caracteristicas do material carbondceo exposto apds o processo de ativagdo

eletroquimica realizado [84,93].
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Figura 16. (A) Espectro Survey e espectros de XPS de alta resolucdo para (B) C 1s, (C) O 1s, (D) Cu2pe (E) Au
4f para 0 WE ap6s galvanizagdo com solugdo de HAuCls5 mmol L™! durante 5 min.
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O desdobramento do pico de energia de ligacdo observado para o O Is em alta
resolucao (Figura 16C) apresentou picos de energia em 537,2 eV e 535,48 eV, que corroboram
a presenca dos grupos funcionais observados em relagdo ao espectro do C 1s [84,93].

A Figura 16D corresponde ao espectro de alta resolug¢do para o Cu 2p, onde € possivel
observar multiplos picos de energia, sendo eles em: 961,8, 954,6, 952,1, 943,6, 939,7, 9339 ¢
932,1 eV. O par de picos de energia de 952,1 e 932,1 eV correspondem, respectivamente, aos
orbitais 2pi2 € 2p32 do cobre metalico remanescente na estrutura do eletrodo galvanizado
[80,81,99]. O par 954,6 e 933,9 eV sao atribuidos aos orbitais 2pi2 € 2p32 do cobre em seu
estado de oxidagdo 2+, gerado pelo processo de galvanizagdo [80,81,99]. Os demais picos, sdo
chamados de picos satélites, caracteristicos da analise de Cu®* via XPS [80,81,99]. Esses picos
podem ser gerados por processos conhecidos como shake-ups energéticos, onde parte da

energia do fotoelétron excitado ¢é revertida para a excitagdo de um elétron da camada de valéncia
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para a banda de conducdo [99]. Bem como, podem ser gerados por processos de transferéncia
de carga do ligante para o metal, gerando uma vacancia no ligante, observado especialmente
em espécies de CuO [99]. Vale ressaltar que estes efeitos tém forte correlacdo com a
configuracdo semipreenchida (d°) do Cu?**, uma vez que, ambos levam a um preenchimento
total dos orbitais d, minimizando assim a energia destes [99]. Por isso, ndo foi observado os

mesmos efeitos para o Cu’ que ja possui configuracio d'°.

54  SELECAO DA SONDA REDOX

As (bio)moléculas alvo dos imunossensores eletroquimicos ndo sofrem processos
redox na faixa de potencial da maioria dos eletrodos utilizados em eletroanalises (—2,0 a +2,0
V) [56,94]. Sendo assim, em sistemas label-free, ha a necessidade de selecdo de uma sonda
redox para que se faga o monitoramento da resposta eletroquimica. Para isso, foram estudadas
quatro sondas redox ([Ru(NH3)s]Cls (a), A.M. (b), Fc-CHO (c) e Ki[Fe(CN)s] (d)) na
concentragio de 5,0 mmol L ™! através da técnica de CV (Figura 17).

Figura 17. (A) Voltamogramas ciclicos para solugdes 5,0 mmol L' de: (a) [Ru(NH:)]Cls, (b) A.M, (c) Fc-CHO

e (d) K4[Fe(CN)s] em tampao fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4). (v =50 mV s"); (B) Gréfico de barras representando
as respostas de corrente anddica (/,a) € catodica (Ipc).
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Fonte: O Autor (2025).

A partir da Figura 17A é possivel observar que o sensor apresentou respostas
expressivas de corrente para sonda redox de [Ru(NH3)s]Cls, seguida de uma queda consideravel
da resposta (cerca de 3,7 vezes) para a sonda redox de A.M., bem como nao houve resposta
para Fc-CHO e Ku4[Fe(CN)s], ambas as sondas com centro redox baseado em Fe?" que geram
espécies de Fe*" durante o ciclo voltamétrico. Como abordado anteriormente, o ouro é um metal

caracterizado como um acido mole de Pearson devido a alta polarizabilidade proveniente dos
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efeitos relativisticos, enquanto o par de ions Fe?'/Fe*" sdo tidos como duros, pela sua menor
polarizabilidade, dessa forma diminuindo a efetividade da transi¢do eletronica em relacdo a
centros metalicos mais compativeis com a maciez do ouro como o Ru** [74,78].

Alternativamente pode-se explicar a ndo obtengao de resposta para o Fc-CHO, devido
a baixa polaridade da sonda quando nao modificada com grupos nitro ou tiol que interagem
fortemente com o ouro, logo, sem esses grupos, o acoplamento dessa espécie a superficie do
eletrodo pode ser limitada [100].

Dessa forma, como a maior resposta de corrente observada foi com a sonda redox de

[Ru(NH3)6]Cl3, esta foi selecionada para estudos posteriores.

5.5  SELECAO E OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA
VOLTAMETRICA

Foram selecionados trés diferentes técnicas voltamétricas: a voltametria de onda
quadrada (do inglés, square wave voltammetry — SWV) (Figura 18A, voltamograma a),
voltametria de varredura linear (do inglés, /inear sweep voltammetry — LSV) (Figura 18A,
voltamograma b), e a voltametria de pulso diferencial (do inglé€s, differential pulse voltammetry
— DPV) (Figura 18A, voltamograma c). Para os experimentos utilizou-se a sonda redox
[Ru(NH3)6]Cl3 0,05 mmol L ™! em solugdio tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4), e velocidade

de varredura de 50 mV s\,

Figura 18. (A) Voltamogramas para [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™! em solugio tampao fosfato 0,01 mol L™! (pH
7,4) utilizando as técnicas de: (a) SWV, (b) LSV e (c) DPV; (B) Grafico de barras representando as correntes de
pico obtidas para cada uma das técnicas avaliadas.
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Fonte: O Autor (2025).
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O estudo demonstrou uma intensidade de corrente maior para a LSV em relacdo a
SWV (Figura 18B). A SWV ¢ uma técnica com rapida aplicagdo de potencial, favorecendo
reacdes de cinética rapida [94]. Porém, a ndo-uniformidade da distribui¢ao dos sitios condutores
na matriz polimérica, pode levar a processos redox mais lentos quando comparados a eletrodos
convencionais como o GCE [101]. Sendo assim, a aplica¢ao de potencial rapido da SWV pode
desfavorecer o registo da corrente. Por outro lado, a DPV registrou a maior corrente, uma vez
que, a aplicagao de potencial na DPV ¢ mais lenta em relacdo a SWV, favorecendo reacgoes de
cinéticas mais lentas, sendo a técnica selecionada para os demais estudos.

Com a técnica selecionada (DPV), foram otimizados os seguintes parametros:
velocidade de varredura (v), amplitude de pulso (Epuiso), tempo de pulso (tpuiso), € incremento de
potencial (AE). A v foi variada de 30 a 70 mV s~!. Como apontado na Figura 19A e 19B, nio
houve variagdo significativa na intensidade de corrente, sendo selecionada, assim, a velocidade

intermediaria de 50 mV s /.

Figura 19. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™! em solugdo tampdo
fosfato 0,01 mol L' (pH 7,4) para v: (a) 30, (b) 40, (c) 50, (d) 60 e (¢) 70 mV s'; (B) Grafico de barras
representando as intensidades das correntes de pico registradas para cada uma das v.
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Fonte: O Autor (2025).

A Epuiso foi entdo estudada na faixa de 10 a 280 mV (Figura 20A e 20B). A Epuiso
constitui um fator determinante na razao sensibilidade/seletividade do método, pois o aumento
desse parametro tende a elevar a resposta de corrente em fungdo da maior diferenca de potencial
aplicada. No entanto, a ampliacdo dessa faixa pode também resultar no registro de correntes
associadas a processos ndo relacionados ao analito de interesse, ocasionando o alargamento do
pico [94]. Assim, a fun¢do de desejabilidade de Derringer foi empregada para otimizar

simultaneamente a maximizagao da corrente e a minimizagao do alargamento do pico [92].



53

Pode-se notar que o ponto de desejabilidade mais proxima a 1, ou seja, mais proxima
do comportamento ideal entre intensidade de corrente de pico e alargamento do pico, foi o ponto

onde Epuiso = 240 mV (Figura 20C), sendo esse parametro adotado para as medidas seguintes.

Figura 20. (A) Voltamogramas de pulso diferencial realizados em [Ru(NH3)6]Cl3 0,05 mmol L' em solugdo
tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) nas seguintes Epuso: (a) 10, (b) 30, (¢) 50, (d) 80, (e) 110 € (f) 140 mV; (B)
Voltamogramas de pulso diferencial realizados em 0,05 mmol L™! [Ru(NH3)6]Cl; em tampdo fosfato 0,01 mol L™
(pH 7,4) nas seguintes Epuiso: (a) 200, (b) 220, (c) 240, (d) 260 e (e) 280 mV; (C) Grafico de barras construido a
partir da aplicac¢do da fungdo desejabilidade aos dados obtidos de (A) e (B).
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Fonte: O Autor (2025).

O seguinte parametro a ser otimizado foi 0 tpuiso, variando-o de 5 a 40 ms (Figura 21A).
Observando a Figura 21B, ¢ possivel verificar variagdes muito sutis entre as intensidades de
corrente entre 5 ¢ 20 ms, com um decréscimo mais acentuado em 30 e 40 ms, ndo havendo
diferenca significativa entre si. Tempos de pulso mais longos, podem gerar decréscimo na
corrente faradaica, devido a limitagcdo por difusdo, como proposto pela Equacdo de Cottrell
[94].

Dessa forma, o tempo selecionado como 6timo foi o de 10 ms, sendo utilizado para o

restante dos estudos.
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Figura 21. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em [Ru(NH3)s]Cl3 0,05 mmol L™! em solugdo tampdo
fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4) nos seguintes tpuso: (2) 5, (b) 10, () 15, (d) 20, (e) 30 e () 40 mV s™!; (B) Grafico
de barras representando as correntes de pico obtidas para cada um dos tpuiso.
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Fonte: O Autor (2025).

Por fim, o tltimo parametro analisado foi o AE, estudado de 2 a 20 mV, onde observou-
se um ganho na intensidade da corrente de pico entre 2 ¢ 10 mV, acompanhado de um

decréscimo nos valores acima deste, como apresentado na Figura 22A e 22B.

Figura 22. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em [Ru(NH3)6]Cl3 0,05 mmol L™! em solugdo tampdo
fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4) nos seguintes AE: (a) 2, (b) 5, (c) 10, (d) 15 e (¢) 20 mV ; (B) Grafico de barras
representando as correntes de pico obtidas para cada um dos AE.
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Dessa forma, para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados os seguintes

parametros otimizados da DPV: v= 50 mV s, Epuiso = 240 mV, tpuso = 10 ms e AE =10 mV.
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5.6 CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR

5.6.1 Modificacdo da superficie do WE com a SAM

Para a imobilizagdo das moléculas do anticorpo sobre a superficie do WE, necessita-
se da constru¢do de uma superficie adequada, dessa forma, inicialmente foi estudada a
constru¢do da SAM usando o 11-MUA. O tempo de contato da solugdo etandlica de 11-MUA
5,0 mmol L' [32,69,77] com a superficie do WE foi avaliado em uma faixa de 1 a 24 h. A
Figura 23 A mostra uma representacdo esquematica da superficie do WE apds o processo de
formagdo da SAM com 11-MUA.

A Figura 23B mostra os voltamogramas obtidos ao imobilizar 11-MUA sobre a
superficie do sensor Au-Cu/PLA-CB na faixa de tempo de 0 (controle) a 24 h, utilizando a
sonda redox [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™ em solugio tampao fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4).
O grafico de barras (Figura 23C) representa a variagdo de corrente (A/) registrado para cada
tempo de imobilizacdo em relacdo a corrente registrada no voltamograma controle.

E possivel identificar um comportamento de decaimento crescente na intensidade de
corrente ao longo do tempo, tendo como voltamograma de controle, ou seja, sem o agente de
modificagdo, a curva (a) da Figura 23B. Isso indica que com o aumento do tempo de contato
do 11-MUA com a superficie de Au do WE, mais ligagdes Au-S se formam, o que torna esses
sitios metalicos menos disponiveis, bem como adicionam-se mais cadeias carbonicas longas,
pouco condutivas e que dificultam a difusao da sonda redox até a superficie do WE [49,65,102].

Medidas de EIS também foram realizadas para obter informagdes relacionadas ao
valor de R¢: da superficie do sensor, para que se complementem os estudos voltamétricos. A
Figura 23D mostra os graficos de Nyquist obtidos utilizando uma sonda redox de
[Ru(NH3)6]Cl5 5,0 mmol L' em KCl1 0,1 mol L™! para cada um dos tempos de imobilizagdo do
11-MUA, incluindo o sensor controle. Os valores de R obtidos, representados na Figura 23E,
demonstram um perfil semelhante aos valores de intensidade de corrente o que indica a
congruéncia entre os dados acerca da deposi¢dao de uma espécie ndo-eletroativa e resistiva,
nesse caso, o 11-MUA.

Apesar da indicag@o de que o tempo favorece a ligagdo de mais moléculas de 11-MUA
a superficie de Au, o tempo selecionado como otimo foi de Sh. Isso se deve aos seguintes
fatores: o perfil voltamétrico observado na Figura 23B (d) e (e), apresenta alargamento e perda
de defini¢do do sinal analitico, o que poderia prejudicar a seletividade do método nas etapas

subsequentes; tendo em vista que as proximas etapas levam a diminui¢do da intensidade de
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corrente e um decaimento muito abrupto logo na primeira etapa poderia comprometer o registro

de corrente.

Figura 23. (A) Representagdo do processo de imobilizagdo do 11-MUA; (B) Voltamogramas de pulso diferencial
obtidos em [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™! em solugio tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) nos seguintes tempos
de imobilizagdo de 11-MUA: (a) 0 (Voltamograma controle), (b) 1, (c) 5, (d) 12 e (e) 24 h; (C) Grafico de barras
representando o decréscimo de corrente (Al) registrado para cada tempo de imobilizagdo em relagdo a corrente
registrada no voltamograma controle; (D) Graficos de Nyquist obtidos para cada tempo de imobilizacdo: (a) 0
(controle), (b) 1, (¢) 5, (d) 12 e (e) 24 h; (E) Grafico de barras representando os valores de R observados em cada
tempo de imobilizagao.
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Fonte: O Autor (2025).

Além da caracterizacdo eletroquimica (DPV e EIS), medidas de angulo de contato
foram realizadas para confirmacdo da imobilizagdo da SAM sobre a superficie do sensor. As
Figuras 24 A e 24B sao imagens de uma gota de dgua sobre a superficie do sensor Au-Cu/PLA-

CB, antes e apds o processo de imobilizagdo do 11-MUA, respectivamente. A partir destas
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imagens, € possivel identificar um achatamento da gota depositada, apontando para um aumento
da molhabilidade da superficie com a SAM. A inser¢do de grupos carboxilados, como os
presentes no 11-MUA, tendem a aumentar a molhabilidade da superficie (diminuindo o angulo

de contato, 0) [32,49,72]

Figura 24.Imagens obtidas com gonidometro para gota de agua sobre a superficie do eletrodo (A) Galvanizado e
(B) com a SAM imobilizada; (C) Grafico de barras representando os valores de angulo de contato obtidos para
cada um dos eletrodos de trabalho.
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Au-Cu/PLA-CB 11-MUA SAM
Sensor

Fonte: O Autor (2025).

O valor de 0 para o eletrodo galvanizado foi de 123,51 (+8,81) (Figura 24C) e apos a
imobilizacio da SAM, foi de 95,48 (+0,94) (Figura 24C), indicando o aumento na

molhabilidade da superficie como indicado pela literatura [32,49,72].

5.6.2 Formacao do par EDC/NHS

A fim de criar grupos carboxilicos reativos o suficiente para a posterior formagao de
ligagdo amida com o anticorpo (IFX), foi otimizado o tempo de contato da solu¢do do par

EDC/NHS na propor¢ao de 2nM:5nM com a superficie do eletrodo modificado com a SAM de
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11-MUA. A Figura 25A mostra um esquema dos grupos carboxilicos do 11-MUA ativados pelo

EDC/NHS a partir do mecanismo descrito na Figura 5.

Figura 25. (A) Representagdo do processo de reacdo com EDC/NHS; (B) Voltamogramas de pulso diferencial
obtidos em [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™! em solugdo tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) nos seguintes tempos
de reagdo com EDC/NHS: (a) 0 (Voltamograma controle), (b) 15, (¢) 30, (d) 60 e (e) 90 min; (C) Grafico de barras
representando o decréscimo de corrente (Al) registrado para cada tempo de reacdo em relagdo a corrente registrada
no voltamograma controle; (D) Graficos de Nyquist obtidos para cada tempo de reagdo: (a) 0 (controle), (b) 15,
(c) 30, (d) 60 e (e) 90 min; (E) Grafico de barras representando os valores de R observados em cada tempo de

reacao.
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Fonte: O Autor (2025).

As Figuras 25B e 25C demonstram uma variagdo de corrente (A/) consideravelmente
menor em relacdo aos observados para o processo de imobilizagdo do 11-MUA.

Comportamento semelhante foi reportado na literatura [32,49,69] e se deve principalmente ao
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tamanho consideravelmente menor das moléculas adicionadas e também ao fato de que ndo se
ligam diretamente aos sitios condutivos da superficie do WE.

O tempo de 15 min apresentou baixo A/ sem diferenca significativa também de R
(Figuras 25D curva (b) e 25E), o que indica que este tempo de reagdo ndo ¢ o suficiente para
que os sitios de 11-MUA reajam com o par EDC/NHS de maneira efetiva. Com 30 min ou mais,
percebe-se que nao ha diferenca significativa entre os valores de Al e Rt (Figuras 25D curva
(c) e 25E), sendo um indicativo de que no tempo de 30 min hé saturacio da SAM com o
EDC/NHS nas condigdes experimentais avaliadas, sendo entdo adotado esse tempo como

parametro otimizado.

5.6.3 Imobiliza¢ao do anti-TNF-a, Infliximabe

Apds a modificacdo da superficie do WE com 11-MUA e otimizacdo do tempo de
reacdo do par EDC/NHS, a etapa seguinte consistiu na avaliagdo dos pardmetros de
concentracdo e tempo de imobilizacdo do anticorpo, IFX. Inicialmente, foram analisados
tempos de imobilizagdo entre 30 e 120 min, utilizando uma concentracdo de IFX de 0,5 mg L.
A Figura 26A mostra uma representagao esquematica da formagao da ligacdo amidica a partir
da reacdo entre os grupos amino do anticorpo e os grupos carboxilados da SAM previamente
ativada.

Os resultados, apresentados nas Figuras 26B e 26C, demonstram que A/ (variagao de
corrente) aumenta de forma progressiva ao longo do intervalo estudado, refletindo maior
quantidade de anticorpo imobilizado na superficie. Entretanto, a auséncia de diferenga
significativa das respostas nos tempos de 90 e 120 min sugere que, a partir desse ponto, o
processo tende a saturacdo, indicando que ndo ha ganho expressivo ao prolongar o tempo de
reacdo. Dessa forma, a escolha de 90 min como parametro 6timo representa um equilibrio entre

eficiéncia de imobilizagdo e economia de tempo experimental.
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Figura 26. (A) Representagdo esquematica da imobilizagdo do IFX; (B) Voltamogramas de pulso diferencial
obtidos em [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™! em solugdo tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) nos seguintes tempos
de imobilizagdo do IFX: (a) 0 (Voltamograma controle), (b) 30, (c) 60, (d) 90 e (¢) 120 min; (C) Grafico de barras
representando os valores de A/ obtidos a partir de (B); (D) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em
[Ru(NH3)6]Cl; 0,05 mmol L™! em solucdo tampdo fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4) nas seguintes concentragdes de
IFX: (a) 0 (Voltamograma controle), (b) 0,05, (c) 0,1, (d) 0,5, (e) 1,0 e (f) 1,5 mg mL'; (E) Grafico de barras
representando os valores de A obtidos a partir de (D).
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Fonte: O Autor (2025).

ApoOs a otimizacao do tempo de imobilizagdo, foram avaliadas concentragdes de IFX
na faixa de 0,05 e 1,5 mg mL'. Os resultados obtidos foram de acréscimo nos valores de Al
entre 0,05 ¢ 1,0 mg mL ™!, e manteve-se constante em concentragdes superiores como observado
na Figura 26D e 26E.

Foram realizadas também medidas de EIS durante a otimizacdo de ambos os

parametros, onde os graficos de Nyquist obtidos estio demonstrados nas Figuras 27A e 27B. E
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possivel notar que o comportamento dos valores de R¢: corrobora o padrdo observado nas

medidas voltamétricas (Figuras 27C e 27D).

Figura 27. (A) Graficos de Nyquist obtidos para: (a) 30, (b) 60, (c) 90 e (d) 120 min. de imobilizagdo de IFX. (B)
Graficos de Nyquist obtidos para: (a) 0,05, (b) 0,1, () 0,5, (d) 1,0 e (¢) 1,5 mg L™" de IFX. (C) Grafico de barras
representando os valores de R observados em cada tempo de imobilizagdo de IFX. (D) Grafico de barras
representando os valores de R observados em cada concentragdo de IFX.
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Fonte: O Autor (2025).

A diminuicao da corrente, acompanhada pelo aumento nos valores de R, pode ser
atribuida a imobilizag¢ao do IFX, uma molécula de elevado peso molecular (= 149 kDa) e baixa
condutividade. Esse recobrimento na superficie do WE atua como uma barreira fisica,
dificultando a difusao da sonda eletroquimica até o eletrodo e, consequentemente, reduzindo a

resposta obtida. [45,60,103].

5.6.4 Imobilizacio da albumina do soro bovino (BSA)

Apbs a imobilizacdo do IFX, foi realizado o estudo de imobilizagdo da BSA, técnica

amplamente utilizada para bloqueio dos sitios ndo ocupados da superficie do WE (Figura 28A),
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evitando assim “falsos-positivos” de interagdes nao especificas do antigeno (TNF-a.), ou seja,
interagdes que ndo correspondem a formagao do imunocomplexo com o IFX [51,65,66].

O parametro otimizado foi o tempo de contato da solucio de BSA em uma
concentragdo de 1% (m/v). A faixa estudada foi de 15 a 60 min, onde os resultados obtidos
estdo expressos pela Figura 28B e 28C. Nota-se um ganho nos valores de A/ entre 15 a 45 min,
seguido de um decréscimo em 60 min. Essa perda no valor de A/, pode ser associado um
possivel processo de dessor¢do da proteina ao longo do tempo nos parametros experimentais
adotados, levando a uma desocupagao de sitios condutores da superficie do eletrodo [104]. Os
resultados obtidos via EIS (Figura 28D e 28E), novamente, corroboram o comportamento

voltamétrico observado.

Figura 28. (A) Representacdo esquematica da imobilizacdo da BSA; (B) Voltamogramas de pulso diferencial
obtidos em [Ru(NH;)]Cl; 0,05 mmol L™ em solugdo tampdo fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4) nos seguintes tempos
de imobilizagdo da BSA: (a) 0 (Voltamograma controle), (b) 15, (c) 30, (d) 45 e (e) 60 min; (C) Grafico de barras
representando o decréscimo de corrente (A/) registrado para cada tempo de reacdo em relacdo a corrente registrada
no voltamograma controle; (D) Graficos de Nyquist obtidos para cada tempo de imobilizagdo: (a) 15, (b) 30, (c)
45 ¢ (d) 60 min ; (E) Grafico de barras representando os valores de R observados em cada tempo de imobilizagao.
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5.6.5 Incubacio do antigeno, TNF-a

O tempo de incubacdo ¢ importante para avaliar o tempo de analise necessario para o
diagnostico do TNF-o usando o imunossensor. Assim, a fim de otimizar a formagdo do
imunocomplexo sobre a superficie do WE, 5 pg mL ™! de TNF-a. foram incubados por tempos
variando de 10 a 50 min. A Figura 29A representa de maneira esquematica a imobilizagdo do
TNF-a sobre o anticorpo (IFX). A Figura 29B mostra os voltamogramas obtidos para cada
tempo de imobilizagdo, sendo importante frisar que quando ndo ha diferenca significativa entre
a resposta do voltamograma controle (Figura 29B - (a)) e a resposta de uma medida (Figura
29B - (b)) nao ¢ possivel detectar TNF-o. usando o imunossensor proposto, pois admite-se que
o tempo nao foi suficiente para a formag¢ao do imunoclomplexo.

Conforme mostrado na Figura 29C, com o aumento do tempo até 50 min, observa-se
um incremento progressivo nos valores de Al. Dessa forma, considerando a frequéncia
analitica, o tempo de 30 min foi escolhido como parametro 6timo, uma vez que ndo houve
diferenca significativa entre as respostas obtidas em 30 e 50 min.

Medidas de EIS também foram realizadas, sendo os graficos de Nyquist representados
na Figura 29D. Os valores de R, mostrados na Figura 29E, apresentam comportamento
consistente com os dados voltamétricos, corroborando a tendéncia observada.

De maneira semelhante ao observado para o IFX, a reducao da corrente € o aumento
da resisténcia a transferéncia de carga podem ser atribuidos a imobiliza¢ao de uma proteina nao
eletroativa de alto peso molecular sobre a superficie do WE do imunossensor. Essa cobertura
atua como uma barreira fisica, dificultando a aproximagdo da sonda redox e impactando

diretamente a resposta eletroquimica.
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Figura 29. (A) Representagao esquematica da formag@o do imunocomplexo IFX-TNF-a; (B) Voltamogramas de
pulso diferencial obtidos em [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™! em solugdo tampao fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) nos
seguintes tempos de incubagéo de 5 pg mL ™! de TNF-a.: (a) 0 (Voltamograma controle), (b) 10, (c) 20, (d) 30 e (e)
50 min; (C) Grafico de barras representando o decréscimo de corrente (Al) registrado para cada tempo de reagdo
em relagdo a corrente registrada no voltamograma controle; (D) Graficos de Nyquist obtidos para cada tempo de
incubagdo: (a) 10, (b) 20, (c) 30 e (d) 50 min; (E) Grafico de barras representando os valores de Ry observados
em cada tempo de incubagio.
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Fonte: O Autor (2025).

5.7 CURVA DE CALIBRACAO PARA O TNF-a

Com os pardmetros de construcdo do imunossensor otimizados, foi construida uma
curva de calibragdo externa na faixa de 0,15 a 10 pg mL™' de TNF-a., abrangendo o intervalo
de concentragdes normalmente encontrado no soro de individuos saudaveis (0,2 a 8 pg mL ™)
[19,20].

A Figura 30A mostra os voltamogramas de uma sonda redox de [Ru(NH3)6]Cl3 0,05

mmol L' em solu¢do tampdo fosfato 0,01 mol L' (pH 7,4), onde observa-se que com o
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aumento da concentragdo de TNF-o (0,15 — 10 pg '), h4 uma diminuigio na intensidade de
corrente em relagdo ao voltamograma controle (Figura 30A, curva a).

A partir dos dados apresentados na Figura 30A foi construida uma curva de calibragio
para o TNF-a. (Figura 30B) e foi obtido a seguinte equagdo linear: Al [uA] = 0,95 (£1,1x107?)
[MA mL pg '] + 0,67 (£1,4x1072), que apresentou coeficiente de correlagio r = 0,999 e uma
sensibilidade de 0,95 (£1,1x107%) [uA mL pg '], evidenciando a correlagdo dos resultados

experimentais com o método proposto.

Figura 30. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em [Ru(NH;3)s]Cl; 0,05 mmol L™ em solugdo tampao
fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4) para as seguintes concentra¢des de TNF- ai: (a) 0 (controle), (b) 0,15, (c) 1, (d) 2,
(e) 5, (f) 8 e (2) 10 pg mL'; (B) Curva de calibragdo para TNF-a. (n = 3).
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Fonte: O Autor (2025).

Com os dados da equacao da reta obtida, pode-se calcular também os valores de limite
de deteccgdo (do inglés, Limit of Detection — LOD) e limite de quantificagdo (do inglés, Limit of
Quantification — LOQ). O LOD foi calculado a partir de 3xSD/S e o LOQ com 10xSD/S, onde
SD representa o desvio padrao do intercepto e S representa a inclinacao da curva de calibracao
[105]. Logo, o valor obtido para o LOD foi de 0,04 pg mL ™' e 0,15 pg mL ™! para o LOQ. Esses
valores evidenciam a aplicabilidade do imunossensor proposto na determinagdo de TNF-a,

dada a faixa de concentragdo de pacientes saudaveis (0,2 a 8 pg mL™).

5.8 REPETIBILIDADE E SELETIVIDADE

Para atestar a repetibilidade do método proposto, foram feitos estudos voltamétricos

intradia utilizando 5 imunossensores diferentes e realizando medidas em triplicata em um
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mesmo dia, e medidas interdia utilizando um imunossensor por dia durante 5 dias realizando
medidas em triplicata. As Figura 31A e 31B mostram os voltamogramas e dados de A/ intradia
e as Figuras 31C e 31D os resultados interdia. Os dados foram obtidos com uma sonda redox
de [Ru(NH3)s]Cl3 0,05 mmol L™! em solugdo tampdo fosfato 0,01 mol L™! (pH 7,4) utilizando
5 pg mL ™! de TNF-a.

Os valores de desvio padrao relativo (do inglés, Relative Standard Deviation — RSD),
foram de 2,96% para as medidas intradia e 14,27% para as medidas interdia. A adequacao da
repetibilidade de um método pode ser obtida a partir da comparacao do RSD com o RSD de
Horwitz, onde um método com repetibilidade adequada possui RSD abaixo de 2/3 x RSD de
Horwitz [106]. O valor de RSD de Horwitz para métodos que trabalham com analitos em
concentragdes massicas (g/g) abaixo de 1077 é de 22% [106], logo, 2/3xRSD de Horwitz ¢é igual
a 14,67%, valor este que ¢ acima de ambos os valores encontrados nos estudos conduzidos e
apresentados nas Figuras 31B e 31D, indicando assim que o imunossensor proposto apresenta

repetibilidade adequada dentro dos padrdes de Horwitz.

Figura 31. (A) Voltamogramas de pulso diferencial btidos em [Ru(NH3)6]Cl; 0,05 mmol L™ em solugio tampdo
fosfato 0,01 mol L™ (pH 7,4) utilizando 5 pg mL™' de TNF-a para 5 sensores diferentes em um mesmo dia; (B)
Grafico de barras representando os resultados de A/ obtidos a partir de (A); (C) Voltamogramas de pulso diferencial
obtidos em [Ru(NH;)s]Cl; 0,05 mmol L™ em solugdo tampdo fosfato 0,01 mol L™' (pH 7,4) utilizando 5 pg mL™
de TNF-a para medidas realizadas ao longo de 5 dias diferentes; (D) Grafico de barras representando os resultados
de Al obtidos a partir de (C).
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Fonte: O Autor (2025).
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Além da repetibilidade, a seletividade do imunossensor também foi testada. Foram
realizados ensaios utilizando 5,0 pg mL ™' de TNF-o. acompanhados de 5000 pg mL™! de
possiveis interferentes organicos como acido urico (AU), glicose (Gli), creatinina (Cre) e
hemoglobina (Hb) e possiveis interferentes inorganicos como os cations K*, Na*, Fe** e anions
CI” e SO4%, que sdo espécies encontradas frequentemente em matrizes provenientes do sangue
humano [107,108]. A Figura 32 mostra os resultados obtidos em fun¢ao da razdo Al/Aly, onde
Al ¢ a variagdo de corrente ocasionada na presenca do analito+possivel interferente e Alp € a
variagdo somente do analito.

Figura 32. Grafico de barras representando a correlagdo Al/Aly para diferentes interferentes na proporgdo de
1:1000.
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Fonte: O Autor (2025).
As variagdes encontradas do valor de Al foram entre 3 e 10%, indicando baixa
interferéncia dos compostos avaliados sobre o método proposto.

5.9 DETERMINACAO DE TNF-a

A exatiddo do imunossensor proposto foi avaliada por meio de ensaios de adigdo e
recupera¢do em trés niveis de fortificagdo com TNF-a. (0,5; 5,0 e 8,0 pg mL™"), utilizando como

matriz soro sanguineo humano previamente diluido dez vezes em tampao fosfato 0,01 mol L™
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(pH 7,4). Os resultados estdo apresentados na Figura 33, onde N1, N2 e N3 correspondem as

curvas obtidas nos niveis de recuperacio de 0,5; 5,0 e 8,0 pg mL~! de TNF-a, respectivamente.

Figura 33. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em [Ru(NH3)s]Cl; 0,05 mmol L™ em soro sanguineo
humano diluido 10 vezes em solu¢do tampdo fosfato 0,01 mol L' (pH 7,4) para adi¢des de TNF-o de: (a)
Voltamograma Controle, (b) 0,5, (¢) 1,0, (d) 2,0, (e) 3,0, (f) 5,0, (g) 5,5, (h) 6,5, (1) 7,5, (§) 8,0, (k) 8,5, () 9,5, (m)
10 pg mL!; Graficos de recuperagdo para cada um dos 3 niveis (N1 — 0,5 pgmL™!, N2 — 5,0 pg mL e N3 - 8,0
pgmL™).
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As faixas de recuperagdo obtidas estdo representadas pela Tabela 1. Sendo o valor de
recuperacao calculado a partir da razdo entre o TNF-a adicionado e o TNF-a encontrado,

multiplicado por 100 [109].



Tabela 1. Resultados do ensaio de adi¢do e recuperagdo de TNF-o. em amostra de soro sanguineo humano.
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Nivel de Adicao de Adicionado Encontrado® Faixa de
TNF-a (pg mL™) (pg mL™) recuperacio
(%)
1 0,5 0,56 (+0,02) 106-114
2 5,0 4,90 (+0,08) 97-100
3 8,0 8,85(+0,48) 105-117

2 Valores encontrados com n = 3.
Fonte: O Autor (2025).

Ao observar as faixas de recuperacdo expostas na Tabela 1, € possivel observar que

para os trés niveis foi obtido uma faixa de 97-117% de recuperacdo. Para analitos na ordem de

concentragio de pg mL™!, as faixas de recuperacio adequada sio entre 80-120% atestando

assim a exatiddo do imunossensor desenvolvido dentro da faixa de concentragdo sérica de

pacientes saudaveis, garantindo assim a possibilidade de sua aplicacao analitica [109].
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou o potencial da integragdo entre manufatura aditiva e
técnicas classicas de modificagao superficial na construcao de plataformas analiticas avangadas.
O imunossensor eletroquimico impresso em 3D e galvanizado com ouro desenvolvido neste
estudo evidenciou que a combinagdo entre impressdao 3D e galvanizacdo espontinea constitui
uma rota eficiente, reprodutivel e economicamente viavel para a fabricacdo de dispositivos
eletroquimicos. A deposi¢ao de ouro sobre a superficie condutiva de compositos a base de PLA-
CB conferiu ao sensor propriedades aprimoradas de condutividade, estabilidade e area ativa,
superando limitag¢des inerentes ao uso isolado desses materiais.

A caracterizagdo morfologica e eletroquimica confirmou a formagdo de superficies
homogéneas e altamente estdveis, adequadas a ancoragem de SAMs e a subsequente
imobilizacdo de biomoléculas. A eficiéncia da rota de galvanizacdo, aliada a simplicidade
operacional, refor¢a sua aplicabilidade em protocolos de funcionalizagdo voltados a sensores €
biossensores de baixo custo. O emprego do IFX como elemento de (bio)reconhecimento
destacou-se como um aspecto inovador do estudo, explorando a dualidade dessa molécula como
farmaco e componente ativo de uma plataforma analitica voltada a deteccao do TNF-a..

Os resultados obtidos nas etapas de calibragdao e validacdo demonstraram excelente
sensibilidade, linearidade e reprodutibilidade dentro da faixa de concentragdo fisioldgica do
TNF-0, validando a aplicabilidade do sensor para analises em matrizes bioldgicas complexas.
Além disso, os testes de recuperacao em amostras de soro evidenciaram desempenho analitico
adequado (97-117%), confirmando a viabilidade pratica do sistema proposto.

Portanto, o imunossensor desenvolvido representa uma alternativa promissora para o
monitoramento de biomarcadores inflamatorios, especialmente em doengas inflamatodrias
intestinais, e oferece perspectivas concretas para aplicagdo em dispositivos portateis e sistemas

PoC.
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