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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca crénico-degenerativa, sistémica, auto-imune.
Atualmente, o anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (Anti-PCC) é considerado o
marcador mais importante para o diagnostico preditivo e prognéstico da AR. Neste
trabalho, desenvolveu-se um imunossensor eletroquimico para detec¢do do Anti-PCC, a
partir da modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com
nanocomposito de 6xido de grafeno reduzido-polissulfona (Gor-PSF) o qual apresenta
boas caracteristicas de aumento da area eletrocatalitica e imobilizacdo de moléculas
bioldgicas. Foram realizados capturas de imagens micrograficas por microscopia
eletronica de varredura da superficie do eletrodo de trabalho antes e apOs sua
modificacdo, pelas quais foi possivel comprovar uma superficie lisa ndo modificada
sem estruturas adsorvidas apos limpeza fisica, e que a superficie modificada com Gor-
PSF apresentou um recobrimento ideal de toda a superficie com a presenca de uma
estrutura esponjosa comprovando a modificacdo da area de trabalho. Para captura do
Anti-PCC, antigenos citrulina (CCP-Ag) foram imobilizados sobre a superficie
eletrodica do nanocomposito por provavel ligacdo covalente entre 0s grupos amino e
carboxilicos presentes no CCP-Ag e no 6xido de grafeno reduzido, respectivamente. A
técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) foi empregada para detec¢do do Anti-
PCC, produzindo um imunossensor livre de marcacdo. Observou-se que 0 GOR-PSF foi
capaz de aumentar a corrente de pico anddico (Ipa) 2,2 vezes mais, comparado com 0
controle (sem GOR-PSF) demonstrando que o filme proporcionou melhor capacidade
eletrocatalitica, sendo também estavel (coeficiente de variacdo da corrente < 1 %)
avaliado por submeter o eletrodo a 20 ciclos consecutivos de voltametria ciclica. O
imunossensor proposto apresentou uma boa linearidade com r=0,983 (p<0.003; n = 5) e
limite de deteccdo de 0,004 ng/mL de Anti-PCC. A plataforma sensora demonstrou
propriedades desejaveis de estabilidade, sensibilidade e reprodutibilidade na detecgéo de

Anti-PCC com perspectivas de desenvolvimento de dispositivos “point-0f-care”.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. Imunossensor. Anti-Citrulina (Anti-PCC).



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic degenerative disease, systemic, autoimmune.
Currently, the cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) is considered the most important
predictive marker for the diagnosis and prognosis of RA. In this work, we developed an
electrochemical immunosensor for the detection of anti-CCP, from the surface
modification of a glassy carbon electrode with nanocomposite reduced-polysulfone
graphene oxide (GOr-PSU) which has good rise characteristics of electrocatalytic area
and immobilization of biological molecules. of micrographic images catches were
performed by scanning electron microscopy of the surface of the working electrode
before and after modification, by which it was possible to establish a smooth
unmodified without adsorbed structures after physical cleaning, and that the modified
surface with GOr-PSU presented an ideal coating the entire surface with the presence of
a spongy structure confirming the modification of the work area. For capture of anti-
CCP, citrulline antigens (Ag-CCP) were immobilized on the electrode surface of the
nanocomposite probably due to covalent bond between the amino and carboxylic groups
present in the CCP-Ag and the reduced graphene oxide, respectively. Square wave
voltammetry technique (VOQ) was used for detection of anti-CCP producing a
marking-free immunosensor. It was observed that the GOR-PSU was capable of
increasing the anodic peak current (IPA) 2.2 times as compared with the control
(without GOr-PSU) demonstrating that the electrocatalytic film provided better capacity
also being stable (coefficient the variation of the current <1%) evaluated by subjecting
the electrode 20 consecutive cycles of cyclic voltammetry. The proposed immunosensor
exhibited good linearity with r = 0.983 (p <0.003; n = 5) and a detection limit of 0.004
ng / ml anti-CCP. The sensing platform demonstrated desirable properties of stability,
sensitivity and reproducibility in the Anti-CCP detection with prospects of development

of devices "point-of-care."

Keywords: Rheumatoid Arthritis. Immunosensor. Anti-citrulline (Anti-PCC).
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A nanotecnologia € um campo da ciéncia em grande expansdo, com importante
impacto nas areas de materiais, eletronica e medicina. Particularmente, a utilizacdo de
nanomateriais tem despertado grande interesse nos Gltimos anos, no desenvolvimento de
biossensores, particularmente imunossensores. Os imunossensores sdo dispositivos
baseados em reacfes imunologicas, sendo imobilizados antigenos ou anticorpos sobre
uma superficie transdutora. Estes possuem alta confiabilidade, devido a especificidade e
seletividade da interacdo antigeno-anticorpo, constituindo uma importante ferramenta

analitica.

O desenvolvimento de imunossensores para o diagnéstico de doencas
autoimunes como a artrite reumatoide (AR), tem despertado o interesse de
pesquisadores, pela necessidade de testes seguros e de rapido processamento de
resultados. E desta forma escolher a terapéutica adequada e obter um melhor
prognostico do paciente. De acordo com os dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), 0,5 a 1% da populacdo mundial possui AR (OMS, 2013). Assim, o diagnostico
precoce da AR é considerado um fator fundamental para uma evolu¢do menos
incomoda dos pacientes e a redugdo da mortalidade decorrente do agravamento da

doenca.

O anticorpo antipeptideocitrulinado ciclico (Anti-PCC) detectado por ensaio
imunenzimatico (ELISA - do inglés Enzyme linked immunosorbent assay) é
considerado um dos marcadores mais sensiveis para diagnostico e prognéstico da AR.
Este marcador € indicativo de pré-disposicao para desenvolvimento da AR devido a sua
alta especificidade de 90% e sensibilidade de 80%. A deteccdo do Anti-PCC em
imunossensores eletroquimicos se diferenciam do teste de ELISA por permitir a
deteccdo e quantificacdo de niveis ainda mais baixos do anticorpo, o que facilita uma

rapida deteccdo da AR, reduzindo o custo envolvido no processo terapéutico.

Assim, na procura de aperfei¢coar os imunossensores eletroquimicos tém-se
como objetivos melhorar as caracteristicas, tais como: 1) melhor atividade
eletrocatalitica, 2) uma boa imobilizacdo de biomoléculas com a plataforma sensora, 3)
alta sensibilidade e especificidade, varios tipos de nanomateriais tém sido aplicados no
aperfeicoamento destes. Esses nanomateriais permitem o aumento da area reativa e da

transferéncia de elétrons na interface sensora, contribuindo, consequentemente, para
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uma maior condutividade e quantidade de moléculas imobilizadas. Destacando-se:
nanotubos de carbono (NTC), nanoparticulas (NPs), polimeros condutores, grafeno,

entre outros.

Recentemente, o grafeno tem sido usado como plataforma para construcdo de
imunossensores eletroquimicos por suas extraordinarias propriedades tais como: alta
estabilidade mecénica, boa condutividade térmica e elétrica, forte aderéncia com
biomoléculas entre outras. O grafeno é um alotropo de carbono com ligac6es do tipo
sp?, possuindo alta area superficial e espessura atdmica. A modificagio do grafeno com
polimeros pode melhorar e proporcionar novas propriedades. Os polimeros
biocompativeis como a polissulfona (PSF) possui caracteristicas capazes de suportar
variacdes extremas de pH, permite uma boa imobilizacdo de biomoléculas e pode ser
aplicado em imunossensores tipo tatuagem que possam ser aderidos a pele para
monitoramento de patologias, o que torna a PSF atraente para aplicacdo em

imunossensores.

Neste trabalho, desenvolveu-se um imunossensor empregando 0 hanocompasito
de oxido de grafeno reduzido com polissulfona formando uma plataforma sensora
através da técnica de drop casting, para imobilizar o antigeno citrulina (CCP) e detectar
eletroguimicamente o anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (Anti-PCC) e assim
diagnosticar a AR.
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2.1 A Artrite Reumatoide

2.1.1. Conceito

A artrite reumatoide (AR) foi inicialmente conceituada no ano de 1850 como
uma inflamac&o nas articulacdes, porém apenas em 1960 foram desenvolvidos critérios
para seu diagnéstico (SCOTT et al.,, 2010). A AR ¢é definida como uma doenca
autoimune sistémica de etiologia desconhecida, caracterizada por poliartrite periférica,
simétrica, que leva a deformidade e destruicdo das articulagdes em virtude de erosdes
Osseas e da cartilagem, comprometendo as fung¢bes dos movimentos articulares
(BIZZARO et al., 2001).

A AR acomete 0,5 - 1% da populacdo adulta em regiGes desenvolvidas
(CARMONA et al., 2010; CHOY, 2012). Geralmente, esta associada a incapacidade
funcional progressiva, complicacdes sistémicas, morte prematura, isto devido as
complicagdes da clinica do paciente acometido pela AR e a custos socioecondmicos
(MCINNES; SCHETT, 2011). Embora alguns pacientes possam manifestar a doenca de
maneira mais branda, muitos experimentam a destrui¢do articular, com deficiéncias
fisicas graves e multiplas comorbidades. As taxas de mortalidade sdo mais de duas
vezes superiores em pacientes com AR que na populacdo geral e esta diferenca esta
aumentando (CARMONA et al., 2010; CHOY, 2012).

Poucos estudos epidemioldgicos na América Latina, especialmente no Brasil,
estimam a prevaléncia das doencas reumaticas (SENNA et al., 2004). Estudo
multicéntrico brasileiro em amostras populacionais das macrorregides do pais norte,
nordeste, centro-oeste e sul encontrou prevaléncia de até 1% da populacdo adulta,
correspondendo a uma estimativa de 1.300.000 pessoas acometidas (MARQUES et al.,
1993; SENNA et al., 2004). Segundo estudos de DAVID et al. (2013) estima-se que a
incidéncia de AR seja de 13,4 casos/100.000 habitantes/ano. No que se refere ao género
€ mais comum no feminino cerca de 3:1 mulheres em relagcdo aos homens ocorrendo em
todos os grupos étnicos e principalmente na faixa etaria da 4° a 6° década de vida. Ha
evidéncias de fator hereditario o qual varia de 2% a 12% em parentes de primeiro grau

dos pacientes, aumentando para 12 - 30% em gémeos monozigéticos € 5 - 10% em
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gémeos dizigdticos do mesmo sexo desenvolverem a doenca (PERRICONE et al.,
2011).

2.1.2. Desenvolvimento imune da AR

A fisiopatologia da AR caracteriza-se pela proliferacdo da membrana sinovial e
erosdo subsequente da cartilagem articular e do osso subcondral. Embora se desconheca
0 evento desencadeador exato (KINGSLEY, 2009), estd envolvido um processo de
estimulagdo do sistema imune e processos de citrulinacdo de alguns peptideos como
arginina, filagrina, vimetina (MCINNES, SCHETT, 2011), que irdo estimular células de
defesa como os linfocitos T suscetiveis que expressam as moléculas de MHC
apropriadas. Isto resulta em proliferacdo das células T e B, estimulagdo de vasos
sanguineos na membrana sinovial, 0 que caracteriza aquecimento durante 0 processo
inflamatdrio, acumulo de células inflamatorias, incluindo neutrofilos, proliferacdo de
células sinoviais e desenvolvimento do pannus invasivo e de rapido crescimento (figura
1) (SCHETT; GRAVALLESE, 2012). O crescimento do pannuns (infiltrado
inflamatorio), invade a cartilagem sinovial, ativando os condrdcitos e liberando enzimas
proteoliticas que irdo degradar a cartilagem e a matriz 6ssea local, resultando em
erosdes e destruicdo articular (GOLDRING et al.., 2013).

Figura 1: Caracteristicas fisiopatologia presentes na AR.
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Fonte: Adaptado e traduzido de David et al., 2013.
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Evidéncias sinalizam que a presenca do anticorpo antipeptideo citrulinado
ciclico (Anti-PCC) antecede o inicio dos sintomas da AR, e que altas concentra¢Bes na
corrente sanguinea determina uma doenca mais grave com maior desenvolvimento de
erosdes 6sseas (BOISSIER et al., 2012; SCHETT & GRAVALLESE, 2012).

2.1.3 Marcadores da AR

Dentre os marcadores da AR o primeiro a ser descrito foi o Fator Reumatdide
(FR) por Waller em 1940 (SCOTT et al., 2010), porém atualmente o FR ndo é
considerado um marcador especifico para o diagnostico de AR, embora esta
estabelecido como um dos critérios para classificacdo da AR pelo American College of
Rheumatology (ACR). O FR ¢ encontrado em 70% a 90% dos pacientes reumatoides
(INGEGNOLI, CASTELLI, GUALTIEROTTI, 2013). Entretanto, estd presente em,
aproximadamente, 33% dos pacientes na fase inicial da doenca. Sua especificidade é de
59% a 65% podendo ser encontrado em outras condic¢Bes clinicas como a Hanseniase,
Doenca de Chagas, Lupus Eritematoso Sistémico, Esclerose Sistémica, Polimiosite,
algumas neoplasias e em uma pequena parcela de individuos saudaveis, principalmente,
em idosos (MUHAMMAD SAFEER, et al., 2011).

A busca por marcadores diagndsticos alternativos eficazes para o diagnostico da
AR levou também a descoberta dos auto-anticorpos antiperinuclear (APF), antiqueratina
(AKA) e antifilagrina, porém o APF e o AKA nunca se tornaram testes de diagnostico
adotados na rotina dos laboratorios devido a suas baixas sensibilidade e especificidade.
Entretanto, pesquisas demonstraram que ambos auto-anticorpos reconhecem como
antigeno formas de uma molécula intracelular conhecida como filagrina, a qual contém
0 aminodcido citrulina, este que € um aminoacido ndo-codificado, gerado por uma
modificagdo pos-traducdo de proteinas (VOSSENAR et. al., 2003), mediada pela
enzima peptidil-arginina deiminase (PAD) (Figura 2). Este processo ocorre
naturalmente durante uma variedade de processos bioldgicos, incluindo a inflamacéo e a
apoptose (INSTITUTO DE ANALISES CLINICAS DE SANTOS, 2002;
VOSSENAAR e VAN VENROOIJ, 2004).
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Figura 2: Citrulinacdo (deiminagéo) da peptidilarginina pela PAD; O grupo guanidino

da arginina € hidrolisado produzindo um grupo ureido e amoénia.
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Fonte: Adaptado de VOSSENAAR e VAN VENROOIJ, 2004

Com a producéo da citrulina, ha a estimulacéo do sistema imune e producéo de
anticorpos  contra o peptideo ciclico citrulinado (Anti-PCC). Este anticorpo | é
encontrado em 70 a 90% dos doentes com AR e tém uma especificidade elevada para a
doenca (90 a 95%) (SUZUKI, et. al., 2003).

O peptideo ciclico derivado da filagrina é utilizado como substrato antigénico no
teste em alguns outros testes como o peptideo ciclico citrulinado, o qual é derivado de
sequéncias de filagrina (MAJKA et al.., 2008). O Anti-PCC ndo possui apenas alta
especificidade, mas também tém alto valor preditivo para a progressdo erosiva da
doenca e apresentam, portanto, valor de prognostico (VOSSENAAR e VAN
VENROOIJ, 2004).

2.1.4 Diagnostico do Anti-PCC

O diagnostico precoce da AR é muito importante para que o clinico possa
intervir adequadamente evitando os danos irrepardveis na articulacdo e estabelecer
terapias adequadas. S&o claros os beneficios da terapia iniciada no periodo que antecede
as manifestacdes clinicas da doenga, uma vez que a deteccdo precoce da AR e a

intervencgdo terapéutica sdo elementos chave na prevencdo de danos nas articulagdes,
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inclusive nos pacientes que apresentam FR (Fator Reumatoide) negativo, teste este

utilizado como triagem para a doenca (SMOLEN et al., 2010).

Neste contexto, diversos estudos tém relatado a especificidade dos anticorpos
Anti-PCC para o diagndstico da AR em periodos de desenvolvimento da doenca,
inclusive naqueles mais iniciais (ORBACH e FORSLIND et al., 2004). Além disso, a
presenca do anticorpo Anti-PCC com a progressdo erosiva da doenga, ou seja, a
presenca do anticorpo Anti-PCC em titulos altos poderia representar uma forma da
doenca mais agressiva. Este anticorpo, portanto auxilia no planejamento da estratégia
terapéutica (VOSSENAAR e VAN VENROOIJ, 2004).

De acordo com a literatura, anticorpos Anti-PCC podem ser detectados até 14
anos antes do surgimento dos primeiros sintomas da AR. Deste modo, pode-se predizer
que o paciente Anti-PCC positivo ira desenvolver AR em algum estagio de sua vida,
desta forma o Anti-PCC tem capacidade de indicar o desenvolvimento futuro da AR
(SONG & KANG, 2010).

2.2 Biossensores

Biossensores sdo descritos como dispositivos analiticos que integram um
elemento biolégico e um elemento transdutor fisico-quimico. Estes produzem um sinal
elétrico proporcional a presenca e/ou concentracdo de um ou maultiplos analitos
existentes numa amostra (HOLFORD, DAVIS & HIGSON, 2012). Portanto, sdo
dispositivos capazes de detectar a presenca de um analito, gerando um elétrico
mensuravel e quantificavel (figura 3). Um biossensor deve ser um dispositivo de facil

utilizacéo, rapido a fornecer informagdes, sensivel e preciso. (TOTHILL, 2009).
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Figura 3: Esquema béasico de um biossensor: A) Elemento de reconhecimento, B)

Transdutor, C) Unidade de processamento de sinal.

Analito-alvo — - ' (A)

Fonte: Adaptado Calil, 2011.

Os biossensores permitem que 0s procedimentos de imunoensaios alcancem um
novo patamar. Tornando possivel mudancas significativas na forma de realizar as
analises, simplificando o procedimento analitico com resultados seguros e rapidos
(DURAND, et al., 2008).

Silva-Jr (2016) estima que os biosensores irdo movimentar o mercado
financeiro, podendo ultrapassar a marca de US$ 14 bilhGes em sete anos (2015 a 2022)
(Figura 4). Estas receitas foram estimadas a crescer com um CAGR (Crescimento
Composto Anual) de 11,5% entre 2015 e 2022. Grande parte deste crescimento esta
relacionado ao aumento na demanda das areas de seguranca, monitoramento ambiental,
segmento de diagndstico do tipo homecare. Na area académica, até 2015, as publicacdes
envolvendo biossensores ultrapassaram os 14.000 artigos. As previsfes até 2022
sugerem que esta tendéncia de crescimento ira continuar com destaque para 0S

biossensores do tipo pronto-atendimento (do inglés — “ point-of-care” (POC)).
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Figura 4: Expansdo esperada para o mercado de biossensores previsto por CARG de
2015 a 2022 (SILVA-JR, 2016).
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Fonte: SILVA-JR, 2016.

Os biossensores podem ser caracterizados pelo tipo de biomolécula que
identificam e também pelo tipo de transdutor. O transdutor consiste no componente
capaz de gerar um sinal e transforma-lo em um parametro mensuravel. Os transdutores
sdo classificados: 1) Eletroquimicos os quais sdo baseados em propriedades elétricas
como corrente, potencial, condutividade, impedancia elétrica, (amperométricos,
condutimétricos, potenciométricos e impedimétricos); 2) Piezelétricos que sdo baseados
nas andlises das variagdes de frequéncia geradas pelas oscilacdes de um cristal (PAVEY
et al., 2003); 3) Oticos, como os baseados nos fendmenos de ondas evanescentes
(ressonéncia de plasmons de superficie, SPR - SurfacePlasmonResonance) (TANG et
al., 2006) e 4) Calorimétricos que usam o calor gerado por reacdes catalisadoras de
enzimas exotérmicas para medir a concentracdo do analito (CHAUBEY, MALHOTRA,
2002).

Dentre os diversos tipos de transdutores, os eletroquimicos oferecerem
vantagens como: simplicidade, rapidez na resposta, menor custo, alta sensibilidade e
compatibilidade com as tecnologias de micro fabricagcdo de sensores portéateis, tendo

sido bastante explorado para a abordagem “point-of-care” (HE et al., 2009).
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2.2.1 Imunossensores eletroquimicos

Os Imunossensores eletroquimicos séo dispositivos baseados na reagdo de
interacdo antigeno e anticorpo, 0s quais sdo imobilizados sobre a superficie transdutora.

Estes sensores vém ganhando crescente atencdo, por combinarem alta
especificidade dos tradicionais métodos de imunoensaio, com baixos limites de
deteccdo e custo reduzido do sistema de medigdo eletroquimica. O modo mais comum
destes sensores € a configuragdo de um ensaio do tipo “sanduiche”. Este pode ser
realizado pela imobilizacdo do anticorpo (Ac) ou antigeno (Ag) sobre a superficie
sensora e, apds a reacdo especifica com o antigeno ou anticorpo correspondente, e por
fim pode ser adicionado um anticorpo ou antigeno conjugado a uma enzima para que
ocorra 0 monitoramento da reacdo enzimatica ou catalitica com o substrato
correspondente. Estes ensaios sdo conhecidos como do tipo sanduiche e possuem uma
alta sensibilidade e especificidade, uma resposta linear para um intervalo de
concentracdo consideravel (SADIK, ALUOCH & ZHOU, 2009).

A caracteristica principal da reagdo antigeno-anticorpo € a especificidade,
representada por uma estreita relacdo de complementaridade entre 0s componentes
estruturais tridimensionais das duas moléculas. Esta complementaridade concede a
aproximacdo maxima entre os sitios de ligacdo das moléculas de epitopos dos antigenos.
As forcas de interagdo entre as moléculas no complexo antigeno-anticorpo podem ser
por ligacdes ndo-covalentes como Van der Waals, ligacGes eletrostaticas ou pontes de
hidrogénio (LUPPA et al., 2010). A dissociacdo do complexo antigeno-anticorpo é
reversivel podendo ser feita por diferentes processos calor, modificacdo do pH, forca
iGnica e solventes organicos (LIN, WEI & CHU, 2012).

A molécula do anticorpo é composta pelo fragmento F (Ab) que possui 0 grupo
amino terminal, o qual interage com o sitio de ligacdo do antigeno, e uma fracdo
constante (Fc) que ndo interage com epitopos do antigeno. Portanto, ao tornar possivel a
imobilizacdo pela fracdo Fc, permite-se uma orientacdo adequada do anticorpo
imobilizado obtendo-se sitios ligantes direcionados para regides de interacGes

antigénicas, as quais permitem ligacdes bastante especificas (CHAI et al., 2008)

2.2.2 Aplicacao de nanomateriais aos imunossensores
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Os nanomateriais (nanoparticulas metalicas, quantum dots, dendrimeros, entre
outros) sdo capazes de aumentar a area eletrocatalitica dos sensores, proporcionando o
aumento na transferéncia de elétrons. A funcionalizagcdo dos hanomaterias € interessante
para imobilizacdo de biomoléculas (SHI et al., 2007). Diversos tipos de nanoestruturas
de carbono tém se destacadas para aplicacdo em imunossensores, como 0s nanotubos de
carbono, fulerenos, grafite, em particular o grafeno e suas formas modificadas sédo
considerados como um dos nanomateriais mais emergentes na area eletroquimica e
eletroanalitica (GUNLYCKE, et al., 2010), devido as suas excelentes propriedades
fisicas e quimicas, como: alta velocidade de transferéncia de elétrons e facilidade de

sintese sobre inimeras superficies (ATES, 2013).

2.2.3 Grafeno

O grafeno é um material 2D, de espessura atbmica, formado por atomos de
carbono com hibridizagdo sp2, ligados entre si em forma hexagonal (figura 5) em
estrutura similar a uma colmeia (MEHL, et al., 2014). O isolamento, caracterizacdo e
identificacdo do grafeno foi realizado pela primeira vez em 2004, por meio de etapas
sucessivas de esfoliagdo de um pedaco de grafite, utilizando-se fitas adesivas comerciais
(NOVOSELOV et al., 2004).

Atualmente, tem-se utilizado o termo grafeno de maneira ampla, abrangendo néo
s6 o material original (formado por uma unica folha com espessura monoatémica), mas
também a uma familia de materiais formados por duas, trés, quatro folhas de grafeno
empilhadas de forma organizada. O grafeno € o mais novo membro da familia dos
alétropos de carbono (que conta com o diamante, fulerenos, grafite e nanotubos de
carbono, além da grande variedade de materiais conhecidos como carbono amorfo,
vitreo, etc.), com aproximadamente 10 anos de existéncia, e ja é considerado um
material altamente estratégico, com inimeras possibilidades reais de aplicacbes (ZHOU
et al., 2010).

O método mais utilizado para producdo do grafeno na atualidade é baseado na
oxidacdo (quimica ou térmica) de porcdes de grafite formando o 6xido de grafite (GO).

As porcdes oxigenadas presentes nesse material tornam o GO produzido mais facil de
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ser disperso em agua (KRISHNAMOORTHY & VEERAPANDIAN, 2013). Estas
dispersdes posteriormente sdo reduzidas utilizando-se diversos agentes redutores
(hidrazina e o borohidreto de sodio) (SHIN, et al., 2009). Apos a reducdo o produto
formado é denominado grafeno, ou mais especificamente, 6xido de grafeno reduzido
(GOr). O GOr tem sido amplamente utilizado por melhorar condutividade, e devido as
suas caracteristicas estruturais sdo de grande interesse para producdo de
nanocompositos, (YAO et al., 2012) e poder ser utilizado em aplicacfes em sensores
eletroquimicos, tais como sensores ambientais, sensores enzimaticos (CHUNG et al.,
2013) e criagao de dispositivos munossensores “point-0f-care” (ZHOU et al., 2010).
Esta popularidade pode ser atribuida ao GOr possuir maior area superficial que o GO e
0s nanotubos de carbono, o que Ihe proporciona étimas caracteristicas de conducédo
eletrocatalitica e aumento dos picos de corrente (PUMERA et al, 2010).

Segundo a literatura atual o GOr tem sido usado principalmente na criacdo de
imunossensores para a deteccdo de marcadores de cancer e outras doencgas, como
imunossensores para deteccdo de gonadotrofina coriénica humana - um marcador
principal para a gravidez, que também pode indicar alguns tipos de tumores, com um
limite de deteccdo de 0,62 ng mL? (TEIXEIRA et al., 2014), imunossensor para
antigéno carcino embrionario (CEA) com limites de deteccéo de 1,0 pg mL™? (TANG et
al., 2011) e 10,0 pg mL* (ZHANG et al., 2010); sensores biomiméticos para troponina
T, marcador de infarto agudo do miocérdio, com limite de detec¢do de 0,006 ng mL™?
(SILVA et al., 2016) .

Figura 5: Representacdo estrutural do grafeno.

Fonte: Adaptado ANOTA, 2009.
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2.2.4 Polissulfona

A polissulfona [poli(oxi-1,4-fenilenosulfonil)-1,4- feninenooxi- 1,4-fenileno(1-
metiletilideno)-1,4-fenileno] é um polimero de caracteristica predominantemente
amorfa (Figura 6). Possui elevada resisténcia quimica, resistindo aos &cidos, &lcalis e
eletrolitos em variagdo de pH de 2 a 13, mecanicamente, a polissulfona tem alta
resisténcia a compressdo. Este polimero é conhecido por sua robustez e estabilidade a
altas temperaturas, resistente a agentes oxidantes, permitindo ser limpo com
clareadores, por exemplo, cetonas e hidrocarbonetos clorados e arométicos (MISTRY,
1996; PARK, et al., 2005).

Figura 6: Representacdo estrutural da Polissulfona.
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Fonte: Adaptado ANDRADE, 2014.

A polissulfona tem sido utilizada em diversas aplica¢des quimicas (Edwards et
al., 2002), tais como membrana para filtracdo, processos téxteis, producdo de materiais
para construcdo civil, entre outras. Sua primeira aplicacdo no campo dos biossensores
foi em 2007 (SANCHEZ, PUMERA, FABREGAS) em um imunossensor eletroquimico
para deteccdo de imunoglobilinas G (IgG). Neste trabalho, a membrana de PSF foi
agregada a nanotubos de carbono, os quais imobilizaram anticorpos anti-IgG,
possibilitando alcangar limites de detec¢dao na ordem de 1,6 ug/mL de IgG. No mesmo
ano, o0 grupo experimentou a utilizacdo da membrana de polissulfona agregada ao
grafite, resultando em um limite de deteccdo de 0,77 pg/mL, (SANCHEZ, PUMERA,
FABREGAS, 2007).

2.2.5 Grafeno com polissulfona
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Nos ultimos anos, os compositos de polissulfona e nanoestruturas de carbono
tém chamado atencdo por sua alta biocompatibilidade permitindo o desenvolvimento de
novas aplicacGes biomédicas, tais como proteses, entrega de medicamentos, vacinas e
biossensores. Este composito pode prover aos sistemas usados uma grande estabilidade
quimica, térmica, mecanica e hidrofobicidade (NUNES & PEINEMANN, 2006).
Assim, este pode ser usado em altas temperaturas, j& que tem uma temperatura de
transicdo vitrea de 195 °C e tem uma ampla faixa de pH (2 - 13), embora estes sejam
soltveis em solventes organicos pouco polares como dimetilformamida e cloroférmio.
Um esquema provavel do nanocomposito GOr-PSU (Figure7) foi idealizado por JIN et
al. (2013).

Figura 7: Representacdo esquematica de grafeno com polissulfona.

Fonte: Adaptado de JIN et al., 2013.

Devido as ja mencionadas caracteristicas atrativas do nanocampésito GOr-PSU
associadas a alta estabilidade em diferentes condic¢des de pH, atividade eletrocatalitica e
capacidade de imobilizar moléculas biologicas por possuir grupos carboxilicos reativos,

este € ,portanto, interessante para aplicacdo em biossensores eletroquimicos.

2.3- Técnicas Eletroguimicas
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A eletroquimica refere-se a fenbmenos quimicos associados a transferéncia de
elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solugdo, ou heterogeneamente na
superficie do eletrodo. A eletroquimica pode favorecer opgdes vidveis para mediar
problemas na constru¢cdo de novos métodos para o diagnostico clinico. Uma das
vantagens é a ndo utilizacdo de grandes quantidades de reagentes nas analises
eletroquimicas, além do facil controle de variaveis que combinadas de formas diversas
levam a técnicas eletroquimicas particulares, tais como: voltametria ciclica (VC),
voltametria de onda quadrada (VOQ), voltametria de pulso diferencial (VPD) (BRETT

& BRETT, 1993) dentre estas, a voltametria ciclica teve destaque neste trabalho.

2.3.1 Voltametria Ciclica

A VC é um conjunto de métodos eletroanaliticos nos quais as informacdes sobre
o analito sdo mensuradas através de variacfes de corrente resultantes de reacdes de
reducdo e oxidacdo durante a aplicagdo de uma diferenca de potencial. Nesse processo é
gerado uma corrente relacionada a alteracdes dos eletrodos apds aplicacdo do potencial,
que decai rapidamente. Adicionalmente, correntes faradaicas podem ser mensuradas
através da transferéncia de carga de reacdes redox de espécies eletroativas (BARD &
FAULKNER, 2006; BRETT & BRETT, 1993). Este processo obedece a lei de Faraday,
a qual determina gque a quantidade de reagentes formados ou consumidos na interface do
eletrodo é proporcional a corrente (LOWINSOHN & BERTOTTI, 2006).

A resposta em corrente, na VC pode ser obtida quando o eletrodo de trabalho é
submetido a uma onda triangular de potencial, no qual o mesmo € linearmente variado
com o tempo (Figura 8 (A)), partindo de um valor inicial até um final. Como resultado,
é gerado um gréafico de corrente em funcdo da variacdo do potencial, denominado
voltamograma ciclico (Figura 8 (B)). Os principais parametros analisados no
voltamograma ciclico sdo: os potenciais de pico catédico (Epc) e anddico (Epa), e as
correntes de pico catddico (Ipc) e anddico (Ipa) (HOLLER, SKOOG & CROUCH,
2009). Esses dados oferecem informagdes importantes quanto a reversibilidade da
transferéncia de elétrons. Para uma reagdo reversivel, as Ipa e Ipc sdo aproximadamente
iguais em valor absoluto, a diferenca entre os Ep é aproximadamente 59 mV e Ep é

independente da velocidade de varredura. Ja nos sistemas irreversiveis observa-se uma
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completa auséncia de picos de oxidacdo e reducao reversos e deslocamentos do Ep em
relacdo a velocidade de varredura (BRETT & BRETT, 1993; BARD & FAULKNER,
2006).

A VC pode ser utilizada para caracterizacdo estudos de modificacdo da
superficie sensora, detalhando importantes informacdes do sistema, tais como potencial
de oxidacéo e reducdo da espécie, niumero de elétrons transferidos, reversibilidade da
reacao, coeficiente de difusdo, entre outros (BRETT & BRETT, 1993).

Figura 8: Técnica de VC. (a) Relacdo potencial-tempo e (b) Resposta de corrente

obtida da perturbacéo aplicada.
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Fonte: Adaptado de GREEF et al., 1985.

2.3.2 Voltametria de Onda quadrada

Na voltametria de onda quadrada (do inglés, square-wave), uma onda quadrada
simétrica de amplitude AEp sobreposta a uma rampa de potencial na forma de escada
(staircase) caracterizada pela amplitude AEs, largura a e periodo t é aplicada ao eletrodo
de trabalho, como representado na figura 9. A corrente é amostrada duas vezes, uma ao
final do pulso direto, quando a direcdo do pulso € igual a direcdo da varredura, e outro

ao final do pulso reverso (que ocorre no meio do degrau da onda staircase), onde a
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direcdo do pulso é contraria a direcdo da varredura. Assim como na voltametria de pulso
diferencial, esta dupla amostragem da corrente garante uma minimizacdo da

contribuicéo da corrente capacitiva sobre a corrente total medida (SCHOLZ, 2010).

O voltamograma resultante consiste da diferenga entre estas duas correntes
versus a rampa de potencial aplicado. Na figura 9 est4 também representado o pico de
corrente resultante da VOQ, onde o pico é caracterizado por um potencial e largura W.
A sensibilidade desta técnica é comparavel com aquela proveniente da voltametria de
pulso diferencial. A maior vantagem desta técnica é a velocidade de aquisi¢do dos
dados. Frequéncias de ciclos de onda quadrada por segundo permitem o uso de
velocidades de varredura de potenciais extremamente rapidas. Enquanto na voltametria
de pulso diferencial a velocidade de varredura varia de 1 a 10 mV s -1, na VOQ esta
velocidade varia de 100 a 1000 mV s-1, isto diminui o tempo de analise de cerca de 3 a
5 minutos para poucos segundos (3 a 10 s) sem haver perda da resolugdo dos picos
(VASSOS, EWING, 1983).

Figura 9: Representacdo esquematica da voltametria de onda quadrada.
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Fonte: Adaptado de GREEF et al., 1985.

2.4 Caracterizagdo morfologica

2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrénico de varredura (MEV) é um dos mais versateis

instrumentos disponiveis para a observacao e anélise de caracteristicas microestruturais
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de materiais solidos, fornecendo com grande rapidez informacGes sobre a morfologia e
identificacdo de elementos quimicos da amostra. As imagens sdo obtidas com alta
resolucdo, geralmente valores da ordem de 2 a 5 nanGmetros sdo apresentados por
instrumentos comerciais, enquanto instrumentos de pesquisa avangada séo capazes de
alcancar uma resolucdo melhor que 1nm. QOutra caracteristica importante do MEV € a
aparéncia tridimensional da imagem das amostras, resultado direto da grande
profundidade de campo (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007; POWER et al.,
2014). O MEV convencional é basicamente composto por uma coluna dptico-eletrénica
adaptada a uma camara com porta-amostra aterrado, sistema de detectores e sistema de

vacuo (Figura 10).

Figura 10: Esquema de funcionamento do MEV.
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Fonte: Adaptacdo de COLPAERT, 2008.

O principio do funcionamento do MEV consiste na utilizacdo de um feixe de
elétrons de pequeno diametro, produzido na coluna éptico-eletrbnica, para explorar a
superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do
detector a uma tela catddica. O sinal de imagem resulta da interagdo do feixe incidente
com a superficie da amostra. A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um
filamento de tungsténio (W) aquecido, localizado no canhéo eletrénico, operando numa

faixa de tensdes de aceleracdo de 1 a 50 kV. A interacdo do feixe com a amostra produz
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elétrons e fotons, que podem ser coletados por detectores adequados e convertidos em
um sinal de video. A imagem formada a partir do sinal captado na varredura eletronica
de uma superficie pode apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que a imagem
resulta da amplificagdo de um sinal obtido de uma interagdo entre o feixe eletronico e o
material da amostra (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).



3. OBJETIVO
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3.1. Geral:

Desenvolver imunossensor eletroquimico para deteccdo de anticorpo

antipeptideo citrulinado (Anti-PCC),

3.2. Especificos:

e Modificar a superficie do Eletrodo de carbono vitreo com GOr-PSU;
e Caracterizar as respostas eletroquimicas através da técnica de

Voltametria Ciclica e onda quadrada;

e Desenvolver uma plataforma sensora empregando GOr-PSU, visando a

aplicacdo em imunoensaios eletroguimicos;

e Realizar testes de imobilizagdo dos anticorpos Anti-PCC, para a
avaliacao da funcionalidade do filme formado;

e Realizar caracterizacdo morfoldgica das superficies modificadas;

e Estabelecer a curva analitica do imunossensor para deteccdo do Anti-
PCC em amostras preparadas em tampéao;
¢ Avaliar a especificidade do sistema sensor frente a anticorpos policlonais

inespecificos.



4. METODOLOGIA
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4.1 Reagentes

Antigenos de citrulina e anticorpos antipeptideocitrulinado foram adquiridos da
Calbiochem (EUA). Ferricianeto de potassio (Kz[Fe(CN)e]), ferrocianeto de potéssio
(Ks[Fe(CN)s]), glicina adquirida da Sigma-Aldrich (EUA). Grafeno-polissulfona (GOr-
PSU) foi sintetizado pelo método de Hummers. Cloroférmio foi obtido da VETEC
(BRA). O tampéo fosfato salino (PBS) (0,01 M; pH 7,4) foi utilizado em todos os
experimentos para diluicdo das amostras bioldgicas. Este foi preparado dissolvendo-se
0,2 g de cloreto de potéssio (KCI), 8 g de cloreto de sédio (NaCl), 0,24 g de fosfato de
potassio monobésico anidro (KH2PO4) e 1,44 g de fosfato de sdédio dibasico anidro
(Na2HPO4), todos obtidos da VETEC (BRA), em 1L de &gua deionizada. Todas as
solucdes foram preparadas utilizando agua deionizada ultra pura obtida através de
sistema Millipore Milli-Q® (EUA) com resistividade maior que 18 MQ/cm. Os

reagentes quimicos utilizados em todos os experimentos foram de grau analitico.

4.2 Equipamentos

As analises eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato modelo
PalmSens (PalmSens BV, HOL) conectado a um microcomputador com software
PSTrace soft, para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de dados (Figura 11).
Para tais experimentos, foi empregada uma célula eletroquimica convencional de vidro,
sem compartimento divisério, com capacidade de 20 mL e tampa de policloreto de
vinila. Utilizando-se um sistema trieletrodico composto por: um eletrodo de carbono
vitreo (ECV) com éarea de 0,5 mm? um eletrodo de fio de platina helicoidal; um
eletrodo de Ag/AgCl imerso em solucdo de KCI saturado (3,0 M), utilizados como
eletrodo de trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente, adquiridos da Microquimica
(BRA).
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Figura 11: Desenho esquematico do aparatos experimentais utilizados. A —
Célula eletroquimica representando os 03 eletrodos: (a) de Referéncia, (b) de Trabalho e
(c) Auxiliar; B — Potenciostato; C — Microcomputador.

b)”
(a)
A

Fonte: SILVA JR, 2016.

4.3. Caracterizacdo Morfologica

4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Neste trabalho, para caracterizacdo das amostras, foi utilizado o microscopio
eletronico de varredura (MEV), Jeol modelo JSM 5900 com filamento de tungsténio. As
analises morfoldgicas foram realizadas utilizando sinal de elétrons secundarios e tensdo
de 10 — 25 kV decorrente do feixe de elétrons primarios. A superficie dos ECVs foram
previamente polidas com alumina de 0,5 um e 0,3 um. Posteriormente, foi depositado
sobre as superficies do ECV as amostra de GOr-PSU e em outra superficie GOR. E
levadas a um dissecador, durante 24 h para remocdo de umidade e evaporagdo de
residuos do solvente utilizado na dispersdo das amostras. Apos a deposi¢do as amostras
foram metalizadas com ouro, sendo utilizado o Sputter Coater da BalTec modelo SCD-
05, com o qual foi depositado uma camada de 20 nm de ouro, em atmosfera inerte de

argonio por aproximadamente 5 minutos.
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4.4 Preparacao do eletrodo de trabalho

4.4.1 Limpeza da superficie de trabalho

O ECV foi submetido a um procedimento mecéanico de limpeza. Esta etapa
consistiu no polimento da superficie do ECV com alumina de granulometria de 0,5 pum
durante 2 minutos, em seguida repetiu-se o procedimento com alumina de
granulometria de 0,3 um e por fim a superficie foi submetida a lavagem com jato de

agua ultrapura.

Subsequentemente da limpeza, foi analisado o ECV por VC em Kz[Fe(CN)e
IKs[Fe(CN)s] (5 mM) preparado em KCI (0,1 M). Observando o perfil dos picos redox
do eletrodo. O voltamograma resultante foi utilizado como modelo padrdo para as
leituras subsequentes. Assim, verificu-se as modificagbes da interface sensora, através
das variagOes das correntes de oxidacdo e reducdo do ECV (ap6s limpeza) e ECV
modificado com GOr-PSU.

4.4.2 Construcgéo e parametros do filme de grafeno com polissulfona

Trés diferentes solventes foram testados como agente dispersante do GOr-PSU
no intuito de se encontrar o melhor solvente. Logo foram feitas as seguintes dispersoes:
1mg de GOr-PSU em 1 mL de cloroférmio, 1mg de GOr-PSU em 1 mL de agua, 1mg
de GOr-PSU em 1 mL de dimetilformamida. Todas as amostras foram submetidas a

banho ultrassonico por 2h.

A obtencédo do filme de GOr-PSU sobre a superficie do ECV foi realizada pelo
processo de drop coating com 3 camadas (aliquotas de 10 pL) seguidas por secagem em
estufa controlada a 40 °C por 20 min.

4.4.3 Imobilizacéo dos antigenos de citrulina e resposta analitica
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Uma aliquota de 10 pL da solugdo de antigeno citrulina (CCP-Ag) na concentragdo de
10 pg/mL foi depositada sobre a superficie do ECV modificado com GOr-PSU. O ECV foi
mantido durante 60 min em camera imida a temperatura ambiente. Em seguida, 10 pL
uma solucdo de glicina (0,005M) foi utilizada como agente de bloqueio de rea¢es ndo
— especificas, por incubacdo do ECV modificado por 30 min com 10 pL.
Posteriormente, o eletrodo lavado com agua ultra pura para remocao de moléculas ndo

ligadas covalentemente e, entdo, obtido o immunosensor.

A resposta analitica foi avaliada incubando-se o immunosensor com solugdes de
diferentes concentragfes de Anti-PCC diluidos em PBS (pH 7,4; 0,01 M). Entre as
etapas do imunoensaio, a superficie eletrodica foi lavada cuidadosamente com tampéo

PBS (pH 7,4; 0,01 M) para remover antigenos néo ligantes.

4.4.4 Ensaios eletroquimicos

Para caracterizacdo das etapas de imobilizacdo analises por VC foram realizadas
em Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e] (5 mM) preparado em KCI (0,1 mM). Os voltamogramas
do ECV foram obtidos na faixa de potencial de -0,2 a 0,6 V a uma velocidade de

varredura de 50 mV/s.

A interacdo esperada antigeno-anticorpo na superficie do eletrodo foi
monitorada em tempo real, utilizando a técnica eletroquimica de voltametria de onda
quadrada (VOQ) para qual foi utilizado uma faixa de potencial de -0,2 a 0,6 V e
frequencia de 25 hz. A resposta analitica para citrulina foi obtida pela diferencga entre a
altura dos picos de corrente (Al) da VOQ do ECV com a citrulina em relacdo ao branco,

ou seja, antes da incubacgéo do antigeno de citrulina.

4.5 Otimizacao dos parametros experimentais
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4.5.1 Estudo de estabilidade do filme de grafeno com polissulfona

A estabilidade do filme de GOr-PSU foi estudada, realizando-se 20 sucessivas
varreduras ciclicas sob 0 mesmo eletrodo modificado, em uma janela de potencial -0,2 a
0,6 V. Ag/AgClI (KCI Sat.), sob velocidade de varredura de 50 mV/s, em solucdo de
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (50 mM) preparada em KCI (0,1 M) (SILVA et al., 2010). A
estabilidade do GOr-PSU no ECV foi avaliado a partir do conhecimento do coeficiente

de variacdo (CV) obtido entre os experimentos.

4.5.2 Influéncia da velocidade de varredura

Para estudo da resposta analitica do imunossensor na variagdo da velocidade de
varredura, o0 ECV/ GOr-PSU foi submetido a analises por VC a diferentes velocidades
de varredura (10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120 mV/s), em solucdo de
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (50 mM) preparada em KCI (0,1M). O comportamento
eletroquimico do filme nanoestruturado foi avaliado através da relagdo dos Ipa e Ipc vs.

a raiz quadrada da velocidade de varredura (v 1/2).

4.5.3 Influéncia da concentracdo de antigeno citrulina

A influéncia da concentracdo dos antigenos de citrulina sobre o desempenho do
imunossensor foi investigado. Neste estudo, o ECV/ GOr-PSU foi incubado durante 60
minutos com antigeno citrulina com diferentes concentracdes (0,1; 0,5; 1; 10; 50 e 100
pg/mL). Em seguida, os eletrodos foram submetidos a analises por VC na mesma faixa
de potencial dos estudos anteriores e conduzido em Ks[Fe(CN)es]/Ka[Fe(CN)s] (0,005
M) preparado em KCI (0,1 M).
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4.5.4 Curva analitica

A curva de calibracdo do imunossensor proposto para as diferentes
concentracdes de Anti-PCC foi verificada utilizando a técnica de voltametria de onda
quadrada (VOQ). Para tais experimentos, sucessivas adi¢cdes de amostras de Anti-PCC,
preparadas em tampao PBS (0,01M, pH 7,4), foram pipetadas sobre a superficie do
ECV/ GOr-PSU /CCP-Ag/Glicina e mantidas durante 30 min. As medidas de corrente

do ECV/ GOr-PSU /Glicina foram consideradas como controle no estudo.



5. RESULTADOS
E
DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacdo morfoldgica

Pode-se observar as dispersdes do GOr-PSU em diferentes substancias (Figura
12 (A)) em agua (H20), dimetilformamida (DMF) e cloroformio (CH3Cl), nota-se que o
GOr-PSU néo se dispersa em agua devido as caracteriticas hidrofobicas, porém em
cloroformio e dimetilformamida o GOr-PSU se dispersa bem, isso pode ser visualizado
por se apresentarem em uma distribuicdo negra e homogénea. Entéo foi escolhido como
dispersante o cloroformio por ser altamente volatil e ndo deixar residuos no
nanocomposito. Na MEV do GOr-PSU em po6 (Figura 12 (B)) , observa-se uma
distribuicdo uniforme de uma estrutura porosa (ou esponjosa), caracteristica comum ao

polimero polissulfona.

Figura 12: Dispersdao da GOr-PSU e caracterizagcdo da GOr-PSU: A) Dispersdes de
GOr-PSU em &gua, DMF e cloroférmio; B) GOr-PSU em po.

A) Dispersdo G-PSU
CH3Cl DMF H20

Y .

Fonte: SILVA JR, 2016.

As imagens de MEV foram utilizadas para caracterizacdo da superficie do
ECV antes e apds modificagdo com GOr-PSU (Figura 13). A superficie do ECV limpo
foi caracterizada por uma supérficie lisa (Figura 13 (A)) . O GOr-PSU usado neste
trabalho foi comparado com outros nanocompositos (nanotubo de carbono e grafite)
reportados na litertura tais como grafite-polissulfona e nanotubos de
carbono/polisulfona. Observando-se que existe uma melhora no GOr-PSU, porém no
caso do grafite-polissulfona (Figura 13 (B) ( ORDONEZ & FABREGAS, 2006)
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observa-se estruturas na forma de granulos com falta de homogeneidade, diante do que
ocorre no processo da polimerizagdo com polisulfona, ndo é possivel recobrir
completamente o material de carbono tipo bulk (grafite) de forma continua. Para o caso
dos nanotubos de carbono/polissulfona (Figura 13 (C)) (PUMERA, SANCHEZ,
FABREGAS, 2007), estes apresentam estruturas arredondadas e outras esponjosas e
pouco homogéneas, esse arranjo pode se dar pelo fato de que os nanotubos de carbono
tenham sido pouco dispersos ou ndo recobrem toda a superficie pelo processo de
polimerizagéo, assim se atribui que o MEV do GOr-PSU (Figura 13 (D)) utilizado neste
trabalho, apresenta uma distribuicédo regular , devido as folhas de grafeno possuirem alta
area superficial, o que favorece ao processo da polimerizacdo com polisulfona de forma
direta, o que melhora as propriedades de condutividade e atividade eletrocatalica, ja que
no presente conglomerado a difusdo de elétrons pode ser interrompida. Além disso
apresentar nanoestruturas tipo porosas que favorecem a imobilizacdo de biomoléculas,
tornando o nanocomposito por GOr-PSU um nanocompdsito ideal para producdo de
plataformar sensoras, tento em vista o aspectos de uma superficie como atividade

electrocatalitica.

Figura 13: Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie de eletrodo de

carbono vitreo modificado. A) ECV ndo modificado; B) Grafite-polissulfona sobre
ECV; C) NTC/polissulfona sobre ECV; D) GOr-PSU sobre ECV.
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Fontes: A) e D) Fonte: SILVA JR, 2016
B) adaptado ORDONEZ & FABREGAS, 2006; C) adaptado PUMERA, SANCHEZ,
FABREGAS, 2007.

5.2 Limpeza da superficie sensora

A limpeza da superficie do ECV foi confirmada através do perfil eletroquimico
analisado nos quais os picos anddicos (Ipa) e picos catddicos (Ipc) da solucdo aquosa de
(K3Fe(CN)e/KsFe(CN)s) sendo padronizado o AV < 80 mV razdo de Ipa por Ipc de
aproximadamente 1 (Figura 14) por (VC) em um sistema trieletrodico onde para tal foi
realizado testes em triplicatas onde se obteve um desvio padrdo de 2.14% de Ipa e
desvio padréo de Ipc de 2.18%, variacdes que estatisticamente ndo foram significativas
por terem sido menores que 5.00% o que demonstra uma estabilidade na limpeza da
superficie de trabalho do ECV.
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Figura 14: Voltametria ciclica superficie limpa.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

5.3 Modificacéo da superficie de trabalho

Depositou-se GOr-PSU disperso em cloroférmio na concentragdo de 1 mg/mL
pela técnica de deposicdo de camada por camada sobre a superficie do ECV e posto
para secar a 40° C por 20 min e em seguida realizado VC, foi realizado o mesmo
procedimento para analise de GOR e caracterizado por VC e comparados. Observou-se
(Figura 15) que com o0s nanomaterias depositados houve um aumento da area
eletrocatalitica. O GOr-PSU demonstrou um aumento de 146.79% de Ipa em relagdo ao
Ipa do GOR. Este aumento se deve a condutividade do filme, pode ser atribuido a
ressonancia do anel aromatico e suas duplas liga¢fes entre os carbonos (MEDEIROS et.
al, 2012) presente na polissulfona. As respostas descritas foram observadas em solugéo
aquosa de (KsFe(CN)e/KsFe(CN)s), garantindo que os picos de oxidacdo e reducdo

observados em intervalo potencial de - 0.2 e 0.6 V respectivamente, devem-se ao GOr-
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PSU uma vez que a solucéo é considerada inerte eletroquimicamente, por possuir apena

um elétron para troca.

Figura 15: Voltametria ciclica: a) GOr-PSU; b) GOR; ¢) ECV limpo.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

5.4 Caracterizacao eletroquimica do filme de GOr-PSU

5.4.1Estudos de estabilidade e mecanisticos

A partir do grafico de VC formado da anélise do GOr-PSU (Figura 16),
calculou-se o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo do Ipa e Ipc dos 20 ciclos
aplicados a superficie modificada do ECV com GOr-PSU. O coeficiente de variacao
calculado para Ipa e Ipc do ECV/GOr-PSU foi respectivamente de 0.25% e 0.35%,

demostrando que o filme formado por GOr-PSU apresenta-se estavel.
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Figura 16: VCs demonstrando a estabilidade da membrana de GOr-PSU apds 15 ciclos

consecutivos a 50 mV s?.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

5.4.2 Estudo da variagdo de velocidade de varredura

A transferéncia de elétrons na interface sensora modificada com o filme de GOr-
PSU foi avaliada submetendo o ECV a leituras em diferentes velocidades de varredura
(10 a 120 mV/s). De acordo com os VCs obtidos na Figura 16, os potenciais dos Ipa e
Ipc ndo variaram em funcdo da velocidade de varredura selecionada para o estudo e o
coeficiente de correcdo linear de Ipa e Ipc foram 0,9986 e 0,9989 respectivamente,
observou-se ainda média de Ipa/lpc de 1.02uA e coeficiente de variagdo de 2,81% o que
estatisticamente demonstra que o filme apresentou reversibilidade eletroquimica. Os
valores em corrente dos picos redox em relacdo a raiz quadrada das velocidades de
varredura, apresentados no inset (Figura 17), variaram proporcionalmente, sugerindo

um processo controlado por difusdo (SILVA et al., 2014).

Figura 17: (A) VCs do ECV/composito sob diferentes velocidades de varredura (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120 mVs?). Medidas realizadas em
ferrocianeto e ferricianeto de potassio (0,5 mol L-1) preparado em KCI (0,5 mol L-
1); (B) Dependéncia das correntes de pico anddica e catddica com a raiz quadrada da

velocidade de varredura.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

5.5 Caracterizacao eletroquimica do imunossensor

A caracterizacdo da imobilizacdo dos Anti-PCC na superficie do eletrodo foi
avaliada utilizando-se as técnicas de VC e VOQ, Figura 18 (1) e (lI), respectivamente.
Comparando os voltamogramas do estudo, observou-se uma reducdo proporcional dos
picos redox do ECV limpo (Fig 18 (a)) e aumento de Ipa e Ipc em ECV/GOr-PSU (Fig
18 (b)) em relagdo ao ECV limpo (Figl8 (a)). Esse perfil demonstra a contribuicdo do
filme de GOr-PSU com aumento da area eletrocatalitica como descrito anteriormente, e
a caracteristica condutora do nanomaterial. Os antigenos citrulina foram imobilizados
por adsorgdo na superficie do filme de GOr-PSU formada sobre o a superficie de
trabalho do ECV.

Foi possivel observar a reducéo dos Ipa e Ipc apos formacdo das camadas: ECV/
GOr-PSU /CCP-Ag (Fig 18 (c)), ECV/ GOr-PSU /CCP-Ag/GLICINA (Fig 18 (d)), com
a imobilizacdo do CCP-Ag e o bloqueio com glicina, houve a formagdo de uma camada
isolante que dificulta o processo de difusdo de elétrons devido a formacdo de uma
camada isolante na interface sensor/eletrélito. Na imobiliza¢do de 0,3 ng/mL do Anti-
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PCC (Fig 18 (e)), também houve uma diminuicdo da amplitude das correntes redox.
Este fendbmeno pode ser atribuido a obstrucdo da cinética de transferéncia de elétrons
sobre a superficie do eletrodo, decorrente da natureza isolante do anticorpo que impede
a difusdo de cargas para a superficie do eletrodo.

Figura 18:(1) VCs e (Il) VOQ das etapas de construcao da plataforma sensora: (a) ECV
limpo, (b) ECV/GOr-PSU; (c) ECV/GOr-PSU/CCP-Ag; (d) ECV/GOr-PSU/CCP-
AQ/GLICINA; (e) ECV/GOr-PSU/CCP-Ag/GLICINA/ANti-PCC. Medidas realizadas
em solucdo de 0,005 M de K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI.
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5.6 Otimizacgao dos parametros do Imunossensor

5.6.1 Otimizagéao da curva de imobilizagio de Anti-PCC

Estudos sobre a influéncia da concentracdo de antigeno citrulina (CCP-AQ)
imobilizado séo essenciais para o desempenho analitico do imunossensor, visto que esse
fator afeta a reacdo de bioafinidade através da formacgdo de imunocomplexos na
interface sensora. Um estudo de concentracdo de CCP-Ag foi realizado para
padronizacdo do imunoensaio eletroquimico. Diferentes concentracbes de antigeno
foram imobilizadas sobre a superficie ECV/GOr-PSU.

Sobre a superficie do ECV modificado com o filme de GOr-PSU foi imobilizado
diferentes concentra¢fes de CCP-Ag (0.01; 0.05; 0.1; 0.5; 1.0; 5.0; 10; 50; 100 pg/mL).
Os valores de corrente do estudo foram analisados através da variacdo de Ipa do ECV
com o antigeno imobilizado em relagdo ao filme nanoestuturado (Alpa). Como pode ser
observado na (Figura 19), os valores de Alpa exibiram uma resposta maxima na
concentragdo de 10 pg/mL de antigeno, sendo observada a saturacdo do sistema.

Assim, a concentrag@o de 10 pg/mL foi adotada para realizagao dos testes seguintes.
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Figura 19: Influéncia das diferentes concentracbes de CCP-Ag imobilizado sobre o
ECVI/GOr-PSU/CCP-Ag. Medidas obtidas através de analises por VC em solucéo de
0,005 M de K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

5.6.2 Curva de concentracgdo anticorpo antipeptideo ciclico citrulinado (Anti-PCC)

Para construcdo da curva analitica de calibracdo do imunossensor proposto, a
técnica de voltametria de onda quadrada foi empregada. As medidas de corrente foram
obtidas através da relacdo entre a obstrucdo cinética de transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo e as diferentes concentracbes de Anti-PCC (BARD &
FAULKNER, 2006), ap6s processo de biointeracdo com o antigeno de CCP-Ag
(SILVA et al.., 2013). Na superficie do ECV, previamente modificada com o filme
ECV/ GOr-PSU/CCP-AQ/GLICINA, foi incubado com anticorpos Anti-PCC sob
diferentes concentracées (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 ng/mL), todas
preparadas em tampédo PBS (0,01 M, pH 7,4). Os valores de corrente do estudo foram
analisados atraves da variacdo de Ipa do ECV com o anticorpo imobilizado em relagéo
ao filme nanoestuturado (Alpa). Como pode ser observado na Figura 20, os valores de

Alpa exibiram uma resposta maxima de saturacdo do sistema na concentracdo de 0,6
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ng/mL de anticorpo, sendo observada uma saturacdo do sistema em concentracfes

superiores..

Figura 20: Influéncia das diferentes concentragfes de Anti-PCC imobilizado sobre o
ECVI/GOr-PSU/CCP-Ag/GLICINA/ANti-PCC. Medidas obtidas através de analises por
VC em solucgéo de 0,005 M de K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

Os imunoensaios eletroquimicos foram realizados sob todas as condicdes
experimentais otimizadas. Os valores de Alpa da curva de calibragdo foram obtidos
através da diferenca entre os picos dos voltamogramas de onda quadrada da camada
ECV/GOr-PSU/ CCP-Ag/ Glicina/ Anti-PCC subtraindo do mesmo o valor de Ipa da
camada ECV/GOr-PSU/ CCP-Ag/ Glicina tida como branco dos testes. Observando-se
aumento proporcional das variagdes de Alpa em relagdo as concentragdes de Anti-PCC
de acordo com a figura 21. O comportamento do imunossensor foi linear nas diferentes
concentracdes de Anti-PCC, com coeficiente de correlacdo linear (r) de 0,978 (p <
0,001; n = 6). O limite de deteccdo (LD) do imunossensor foi calculado de acordo com
a seguinte equacdo: LD = 3DV/m, onde DV é desvio padrdo da medida do branco e m é
o coeficiente angular da regido linear da curva de calibracdo. O LD do imunossensor
proposto foi 0,004 ng/mL e limite de quantificacdo (LQ) de 0,014 ng/mL.
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Observou-se que comparando-se o coeficiente angular da regido linear da curva
de calibragdo de conjugacdo do Anti-PCC e do IgG, onde o coeficiente angular da
regido linear do Anti-PCC teve um valor de 0,66 e 0,33 para 1gG, demostraram que a
afinidade da plataforma criada foi 2 vezes maior para Anti-PCC que para 1gG, o 1gG por
ser inespecifico tem a capacidade de se conjugar com qualquer antigeno, porém a
plataforma construida para detectar Anti-PCC demostrou maior afinidade para este

anticorpo, sendo sensivel para tal.

Figura 21: Curva analitica do imunossensor, obtida através da variacdo das
concentracdes de Anti-PCC. Varreduras realizadas em solucdo de 0,005 M de
K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI.
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Fonte: SILVA JR, 2016.

O teste laboratorial para deteccdo do Anti-PCC pela técnica de ELISA possui
capacidade de quantificar apenas valores superiores ha 17 U/mL (CONRAD, et al..,
2010). Porém, resultados de testes positivos para Anti-PCC sdo considerados como
risco de desenvolvimento futuro da AR, assim, o imunossensor baseado no filme de
GOr-PSU mostrou-se sensivel para deteccdo da Anti-PCC em niveis de importancia
clinica para diagndstico do AR.



6. CONCLUSOES e
PERSPECTIVAS
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Neste trabalho, foi utilizado o filme de GOr-PSU para constru¢cdo de um

imunossensor eletroquimico para detec¢édo de Anti-PCC.

A modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com o filme
nanoestruturado de GOr-PSU contribuiu para construcao de um sensor estavel

e reprodutivel eletroquimicamente.

O filme nanoestruturado de GOr-PSU mostrou-se bastante estavel e
reprodutivel eletroquimicamente, podendo ser empregado para imobilizacao
orientada dos anticorpos Anti-PCC. Espera-se que através da deteccdo de
Anti-PCC utilizando diferentes técnicas eletroanaliticas possam ser
desenvolvidos ensaios mais rapidos e simples. Assim, aliado a plataforma
sensora que estad sendo desenvolvida, o sistema representa uma alternativa
viavel, promissora, de custo reduzido e facil aplicacdo para determinacédo do
Anti-PCC.

A otimizacdo das condi¢cdes experimentais forneceu uma curva analitica
para as diferentes concentragbes de Anti-PCC do imunossensor proposto,
demonstrando que o sistema apresentou boa linearidade com r=0,996 (p <
0,003; n = 6), e um limite de detecc¢éo de 0,004 ng/mL para o Anti-PCC.

Como perspectivas futuras deste trabalho, tem-se a realizacdo de alguns
estudos complementares, incluindo microscopia de forca atbmica para
caracterizacdo topogréfica do filme e das imobilizacdes e testes com amostras
de soro ou sangue total humano de pacientes sadios e com AR. Estes ensaios
irdo permitir a determinacdo da sensibilidade e especificidade diagndstica do
imunossensor proposto, sua confiabilidade e praticidade quando comparado a
outros sistemas comerciais usados na determinacéo dos niveis séricos de Anti-
PCC.
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Biosensors are analytical devices incorporating a biological element and a
physicochemical transducer element. These produce an electrical signal proportional to
the presence and / or concentration of one or multiple analytes existing in a sample

(HOLFORD, DAVIS& HIGSON, 2012).
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IMMUNOSENSOR BASED ON GRAPHENE-POLYSULFONE FOR DETECTING
RHEUMATOID ARTHRITIS: CYCLIC CITRULLINATED PEPTIDE ANTIBODY.

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic degenerative disease, systemic, autoimmune.
Currently, the cyclic citrullinated peptide antibody (Anti-PCC) is considered the most
important marker for the predictive diagnosis and prognosis of RA. In this work, we
developed an electrochemical immunosensor for the detection of Anti-PCC, from the
modification of the surface of a glassy carbon electrode with nanocomposite
polysulfone graphene-oxide (GO-PSF). To capture Anti-PCC, citrullinated peptides
(CCP-Ag) were immobilized on the electrode surface of the nanocomposite by likely
covalent bond between the amino and carboxylic groups present in the CCP-Ag and
graphene oxide, respectively. The voltammetry technique square wave (VOQ) was used
for detection of Anti-PCC producing a marking-free immunosensor. It was observed
that the GO-PSF was capable of increasing the anodic peak current (IPA) 2.2 times as
compared with control (no GO-PSF) demonstrating that the electrocatalytic film
provided better capacity also being stable (coefficient the variation of the current <1%)
evaluated by subjecting the electrode 20 consecutive cycles of cyclic voltammetry. The
proposed immunosensor exhibited good linearity with r = 0.983 (p <0.003; n = 5) and
a detection limit of 0.004 ng / ml Anti-PCC. The sensing platform demonstrated
desirable properties of stability, sensitivity and reproducibility in the Anti-PCC

detection with prospects of development of devices "point-of-care.”

Keywords: Rheumatoid Arthritis, immunosensor, Anti-citrulline (Anti-PCC).

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca crénica inflamatdria, autoimune, trés vezes
mais frequente em mulheres do que em homens. No Brasil, tem prevaléncia de
aproximadamente 0,46%, e esta aumenta com a idade e é maior em mulheres acima de
65 anos, sugerindo a participacdo de fatores hormonais na patogenia. A AR € uma
doenca multifatorial onde fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos tais como: 0s

genes (HLA-DRB1 e PTPN22), tabagismo, poluentes, fatores dietéticos e infecgdes
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virais. Atualmente, o anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (Anti-PCC) é
considerado o marcador mais importante para o diagndstico preditivo e prognostico da
AR. Esse anticorpo pode ser detectado em cerca de 80% dos soros de pacientes com AR
e com especificidade de 95% a 99% [1,2].

Os testes para deteccdo de anticorpos Anti-PCC tém mostrado excelente
desempenho diagndstico, especialmente 0 ensaio imunoenzimatico. Entretanto, esta
técnica é onerosa, e demanda servicos especializados na determinacdo de Anti-PCC, nos
servicos publicos de saude do Brasil, tornando inviével para o sistema Unico de salde e
inacessivel aos pacientes [3].

Diante da necessidade da realizacdo de métodos de diagnosticos mais rapidos,
praticos e de baixo custo, surgem 0s imunossensores, que sao baseados em reacGes
imunolégicas especificas, tendo antigeno ou anticorpo imobilizado na superficie do
transdutor. Diferentes tipos de transdutores sdo utilizados para imunossensores, tais
como eletroquimico, éptico e piezoeléctrico. Nanomateriais tém sido relatados como
uma melhora na sensibilidade destes transdutores [4]. O grafeno tém atraido grande
interesse devido ao aumento da transferéncia de elétrons, ancoragem de biomoléculas
apos a sua funcionalizacdo, e também para ampliar a superficie ativa. Esta metodologia
tem sido de bastante interesse para pesquisas biomédicas, e podem ser utilizados em
servicos descentralizados, tornando-se ideais para testes tipo “point-of-care” devido a
sua portabilidade, e ainda comparado aos teste de ELISA, estes sensores se destacam
por apresentarem resultados quantitativos e utilizarem quantidades de poucos
microlitros de amostra [5,6].

Nos ultimos anos, varios tipos de imunossensores e suas aplicagdes em diagnosticos
e tratamentos médicos tém sido estudados. Estes dispositivos surgem como ferramentas
promissoras, em especial 0s imunossensores eletroquimicos que combinam a alta
especificidade de métodos imunoquimicos tradicionais empregando sistemas
eletroquimicos sensiveis logo o presente estudo teve como alvo desenvolver um
imunossensor baseado em grafeno-polissulfona para deteccdo da artrite reumatoide
através do Anti-PCC.

EXPERIMENTAL

Materiais
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Antigenos de citrulina e anticorpos antipeptideocitrulinado foram adquiridos da
Calbiochem (EUA). Ferricianeto de potassio (Kz[Fe(CN)e]), ferrocianeto de potéssio
(Ks[Fe(CN)s]), glicina adquirida da Sigma-Aldrich (EUA). Grafeno-polissulfona (GO-
PSF) foi sintetizado pelo método de Hummers. Cloroférmio foi obtido da VETEC

(BRA). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

Aparelhos e Medicdes

Os estudos eletroquimicos foram executados em uma célula de vidro fechada,
contendo um sistema composto por um eletrodo de carbono vitreo (ECV) como eletrodo
de trabalho, um fio de platina helicoidal como eletrodo auxiliar e um eletrodo Ag/AgCl
(sat. KCI) como referéncia, todos conectados a um potenciostato/galvanostato modelo
PalmSens (PalmSens BV, HOL) acoplado a um microcomputador e controlado pelo
software PSTrace soft. As andlises eletroquimicas utilizando as técnicas de VC,
executada em -0,2 a 0,6 V, 50 mV s-1, e VOQ, executada em -0,2 a 0,6 V, 50 mV s-1,
foram realizadas em solucdo de KCI (100 mmol L?) contendo K3Fe (CN)6/K4Fe
(CN)6 (5 mmol L) como sonda redox. A caracterizagdo morfolégica do filme foi
executada pela técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) usando um
microscopio Philips XL-30 FEG, com aceleracdo na voltagem de 10 kV.

Pré-tratamento e modificacdo do eletrodo de trabalho

Apds o polimento mecanico do eletrodo de trabalho em alumina 0.3 um para
remocdo de impurezas presentes na superficie (pré-tratamento), seguida de lavagem
com agua destilada, foi confirmada a limpeza por VC. Em seguida, foi realizada
modificacdo da superficie do ECV, depositando 15 pL de GO-PSF disperso em
cloroférmio por gotejamento, e deixado em temperatura ambiente para evaporacdo do

solvente.

Construgéo da plataforma sensora nanoestruturada
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Previamente as modificacdes da superficie sensora, 0 ECV foi mecanicamente
polido com AI203 (0,5 pm) durante 3 min e lavado com agua com o objetivo de
remover impurezas da superficie, seguida de lavagem com &gua destilada, foi
confirmada a limpeza por VC. Em seguida, foi realizada modificacdo da superficie do
ECV, depositando 15 uL de GO-PSF disperso na concentracdo de 1 mg mL™ submetido
por 2h em banho ultrassdnico em cloroférmio por gotejamento, e deixado em
temperatura ambiente para evaporagdo do solvente. Posteriormente, 0 ECV com o filme
nanoestruturado foi incubado com 10 pL de antigeno citrulina (CCP-Ag) (10 pug mL™)
durante 60 min a 25 °C para imobilizacdo do mesmo. Os sitios livres reativos e
inespecificos da superficie eletrédica foram bloqueados com uma solugéo de glicina (50
mmol L) durante 60 min. Todas as etapas de modificacdo do ECV foram registradas
através da técnica de VOQ.

Deteccdo eletroquimica da interacdo CCP-Ag/Anti-PCC

Ap6s imobilizagdo do CCP-Ag e blogueio dos sitios inespecificos com glicina, o
ECV foi incubado durante 30 min com uma solucdo de Tampéo PBS (0,01M, pH 7,4)
contendo Anti-PCC em diferentes concentracbes. A deteccdo da interacdo CCP-
Ag/Anti-PCC  foi monitorada por VOQ na presenca da sonda redox
K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6.

RESULTADOS

As imagens de MEV foram utilizadas para caracterizacdo da superficie do ECV antes e
apos modificacdo com GO-PSF (Fig.1). A superficie do ECV limpo (Fig. 1S (A)) €
caracterizado por uma supérficie lisa, pode-se observar na MEV do GO-PSF em pd
(Fig. 1S (B)) , distribuicdo uniforme de uma estrutura porosa (ou esponjosa),
caracteristica comum ao polimero polissulfona. Na (Fig. 1S (C)) é demonstrado o
recobrimento da superficie de ECV modificado com GO-PSF, apresenta uma
distribuicdo regular do polimero, possivelmente este fato ocorre porque as folhas de
grafeno provem alta area superficial o que favorece ao processo da polimerizagdo com
polisulfona de forma direta; o que melhora as propiedades de condutividade e atividade

eletrocatalica. Estas caracteristicas demonstradas na MEV favorecem a imobilizacdo de
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biomoleculas, tornando o nanocompdsito por GO-PSF um nanocompdsito ideal para
producdo de plataformar sensoras, tento em vista 0 aspectos de uma superficie como

atividade electrocatalitica.

[Figura 1S]

Caracterizacdo eletroquimica da plataforma nanoestruturada

Cada etapa de modificacdo da superficie de carbono vitreo foi monitorada por
VC, obtendo-se os voltamogramas mostrados na Figura 2S. A adi¢do dos GO-PSF
promoveu um aumento de corrente no par de picos redox, aumentando 132 % a area
sensora. A imobilizacdo de CCP-Ag é representada por uma reducdo na amplitude dos
picos redox, devido a natureza isolante da biomolécula. O bloqueio com glicina foi

registrado por uma pequena reducao nos picos redox.

[Figura 2S]

Modificacdo com GO-PSF

Depois da limpeza do ECV foi formado um filme de GO-PSF sobre a superficie
de trabalho, o qual proporcionou o aumento da amplitude dos picos de oxidagédo e
reducdo conforme perfil voltamétrico, foi comparado a modificacdo do ECV com GO-
PSF com a modificacdo com GOR sem PSF, onde observou-se um aumento pela

modificagdo com GO-PSF de 2,2 vezes dos picos de oxidagédo (Fig. 3S).

[Figura 3S]

Estudos mecanisticos

Este estudo consiste de diversos VCs em diferentes velocidades de varredura (10
a 120 mV/s) (Fig. 4S (a)). Nestes VCs foi observada a variagdo dos picos de oxidacéo e

reducdo de acordo com a velocidade de varredura. Ambos os picos de corrente
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aumentaram linear e proporcionalmente com o aumento da velocidade de varredura,

demonstrando que o processo é reversivel e controlado por difuséo (Fig. 4S (b)).

[Figura 4S]

Estudo de Estabilidade da Matriz Sensora

Foi realizado mantendo-se a velocidade em 50 mV s-1 durante 20 ciclos de VC
(Fig. 5S). O coeficiente de variacdo calculado para Ipa e Ipc do ECV/GO-PSF foi
respectivamente de 0.25% e 0.35%, demostrando que o filme formado por GO-PSF,
demonstrando que ndo houve variagdes significativas, assim, a estabilidade da matriz
ECV/GO-PSF.

[Figura 5S]

Imobilizacdo de CCP-Ag sobre o filme de GO-PSF

Um estudo de concentracdo de CCP-Ag foi realizado para padronizagdo do
imunoensaio eletroquimico. Diferentes concentragcdes de antigeno foram imobilizadas
sobre a superficie ECV/GO-PSF. Os valores do Alpc elevaram-se com 0 aumento da
concentracdo até 10 ug mL™?, a partir da qual a resposta permaneceu quase constante

(Figura 6S), sendo esta concentragéo selecionada para 0s experimentos subsequentes.

[Figura 6S]

Curva de calibragao

A Figura 7S demonstra a curva de calibracdo analitica obtida por VOQ para
deteccdo da interacdo do CCP-Ag e Anti-PCC, respectivamente. Os resultados obtidos

evidenciaram uma redugdo da corrente proporcional em relagdo as concentragGes de
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Anti-PCC (0,1 - 0,6 ng mL™, exibindo uma faixa linear com R de 0,978, p<0,001e
limite de detecgéo de 0,004 ng mLe limite de quantificacdo de 0,014 ng mL™.

[Figura 7S]

DISCUSSAO

A utilizacdo de eletrodos modificados com nanocompdsitos como o GO-PSF tem sido
de grande interesse na eletroanalise. Neste trabalho, a superficie de carbono vitreo foi
revestida com GO-PSF, um polimero rico em anéis aromaticos e modificado com 6xido
de grafeno reduzido, o que permitiu uma interacdo eficaz com as biomoléculas que
interagiram sobre o filme formado, especialmente pela presenca de grupos carboxilicos
nestes nanomateriais, garantindo um aumento da estabilidade do filme na superficie. O
GOR possibilita uma maior transferéncia de elétrons e condutividade, aumentando a
sensibilidade na interface sensora [7]. A reacdo de bioafinidade GO-PSF/CCP-Ag/ foi
quantificada eletroquimicamente através da correlacdo das variagdes de transferéncia de
carga da camada do filme formado na interface do eletrodo e as concentragdes do Anti-
PCC avaliado. A aplicacdo do ECV modificado com o filme de GO-PSF para deteccao
da interacdo entre CCP-Ag e Anti-PCC possibilitou a obtencdo de um baixo limite de
deteccdo, semelhante ao encontrado por De Gracia Villa et al.[8]. Estes resultados
demonstram o potencial uso Go-PSF como ferramenta para estudo e detecgdo do Anti-
PCC expressado no evento fisiopatologico da AR, permitindo assim seu diagndstico e

prognostico.
CONCLUSAO

O imunossensor em desenvolvimento apresenta elevado potencial para
diagnostico da Artrite Reumatoide, podendo contribuir para um diagnostico rapido e

preciso. A matriz de imobilizacdo se mostrou estavel e pode ainda ser usada para

portabilizagéo do sensor para uso point-of-care.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 1S - Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie de eletrodo de
carbono vitreo modificado. A) ECV ndo modificado; B) GO-PSF em p6; C) GO-PSF
sobre ECV

Figura 2S:(I) VCs das etapas de construcao da plataforma sensora: (a) ECV limpo, (b)
ECV/GO-PSF; (c) ECV/GO-PSF/CCP-Ag; (d) ECV/GO-PSF/CCP-Ag/GLICINA; (e)
ECV/GO-PSF/CCP-Ag/GLICINA/ANti-PCC. Medidas realizadas em solugédo de 0,005
M de K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI

Figura 3S: Voltametria ciclica: a) GO-PSF; b) GOR; ¢) ECV limpo

Figura 4S: (A) VCs do ECV/compdsito sob diferentes velocidades de varredura (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120 mVs?). Medidas realizadas em
ferrocianeto e ferricianeto de potassio (0,5 mol L-1) preparado em KCI (0,5 mol L-
1); (B) Dependéncia das correntes de pico anddica e catddica com a raiz quadrada da
velocidade de varredura

Figura 5S: VCs demonstrando estabilidade da membrana de GO-PSF apds 15 ciclos

consecutivos a 50 mV s?

Figura 6S: Influéncia das diferentes concentracdes de CCP-Ag imobilizado sobre o
ECVI/GO-PSF/CCP-Ag. Medidas obtidas através de andlises por VC em solucdo de
0,005 M de K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI

Figura 7S: Curva analitica do imunossensor, obtida através da variagdo das
concentracdes de Anti-PCC. Varreduras realizadas em solucdo de 0,005 M de
K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI.
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