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RESUMO

Atualmente, tém-se buscado métodos que viabilizem um diagnostico eficaz,
pratico, rapido e de baixo custo na deteccdo de doencas que se revelem atrativos
para os servicos de saude publica. Nesse contexto, 0s imunossensores tém
apresentado respostas promissoras, revelando-se como métodos analiticos
praticos, rapidos e econdmicos. Recentemente, a utilizacdo de nanomateriais de
alétropos de carbono, destacando-se os nanotubos de carbono (NTC), tém
resultado em melhoria na sensibilidade por aumentar transferéncia eletronica,
sobretudo quando aliados a polimeros condutores. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver plataforma nanoestruturada para aplicagcdo em imunossensores.
Como objeto de estudo, foi detectado anticorpos contra o nucleocapsideo do
virus da hepatite B (HBV), visto que este marcador € 0 mais importante no
controle e vigilancia de bolsas de sangue em servicos hemoterapicos. No
presente trabalho, eletrodos de tinta de carbono serigrafados sobre substrato de
politileno tereftalato (PET) foram modificados por 0,0063% de nanotubos de
carbono (NTC-COOH) e 6% em concentracao de ftalocianina de cobalto (CoPc)
que foram recobertos com filmes de polipirrol (PPi). O filme foi obtido por
cronoamperometria (0,8V, 80s) usando solucdes de 0,1 M de pirrol (Pi) em meio
acido. Foi observada uma boa reprodutibilidade e estabilidade dos eletrodos
sobretudo poés-insercao do filme quando caracterizado eletroquimicamente. Além
disso, as imagens de microscopia eletrdnica mostraram uma baixa producdo de
pirroles. Os sensores desenvolvidos com a associacdo de nanotubos de carbono
funcionalizados apresentaram melhor desempenho analitico em relacdo ao
controle (sem NTC). A imobilizacdo do antigeno do ndcleo capsideo da hepatite
B (HBc-Ag) foi confirmada por decréscimo da area eletroativa dos voltamogramas
ciclicos. A resposta aos anticorpos anti-HBc foi evidenciada por técnica de
voltametria de onda quadrada, mostrando que a plataforma desenvolvida é
promissora para aplicagdo em sensor para hepatite.

Palavras-chave: eletrodos impressos, nanotubos de carbono; polipirrol,
imunossensor eletroquimico; hepatite B; ftalocianina de cobalto.



ABSTRACT

Currently, they have been sought methods that enable effective diagnosis,
practical, fast and low-cost in detecting diseases that may prove attractive to
public health services. In this context, immunosensors have shown promising
responses, revealing himself as analytical methods of practical, fast and
economical. Recently, the use of carbon allotropes of nanomaterials, highlighting
carbon nanotubes (CNT), have resulted in improved sensitivity by increasing wire
transfer, especially when combined with conductive polymers. The aim of this
study was to develop nanostructured platform for immunosensors application. As
study object was detected antibodies against the nucleocapsid of hepatitis B virus
(HBV), as this marker is the most important in the control and surveillance of
blood bags in haemotherapic services. In this study, carbon ink electrodes screen
printed on the substrate polythene terephthalate (PET) have been modified for
0.0063% of carbon nanotubes (CNT-COOH) and 6% concentration of cobalt
phthalocyanine (CoPc) were coated with polypyrrole films (PPy). The film was
obtained by chronoamperometry (0.8 V, 80 s) using 0.1 M solution of pyrrole (Py)
in acidic. Was observed a good reproducibility and stability particularly after
insertion of the film electrode when electrochemically characterized. Furthermore,
electron microscopy images showed a low production pyrroles. The sensors
developed in association with functionalized carbon nanotubes showed better
analytical performance compared to the control (without NTC). The immobilization
of the capsid antigen hepatitis B core (HBc-Ag) was confirmed by decreasing the
area of the electroactive cyclic voltammograms. The response to anti-HBc
antibody was evidenced by technical square wave voltammetry, showing that the
platform is developed promising for application to sensor hepatitis.

Keywords: printed electrodes, carbon nanotubes; polypyrrole; electrochemical
immunosensor; Hepatitis B; cobalt phthalocyanine.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Biossensor de glicose baseado no eletrodo de oxigénio de Clark

(Adaptado de EGGINS,1997) ....cooeiiiiiiiiieee ettt aea s 18
Figura 2 - Elementos de um DiOSSENSOr........ccoovviiiiiiiiiiii 19
Figura 3 - Estrutura quimica do PPi........ccccciiiiiii 23
Figura 4 - Estrutura quimica da COPC.........ccoivviiiiiiiie e 26
Figura5- Virusdahepatite B ..o, 30
Figura 6 - Imagem do eletrodo modificado com tinta de carbono ....................... 34

Figura 7 - Influéncia da quantidade de CoPc sobre a tinta de carbono, em suas
diferentes concentracfes. Os VC foram C obtidos em célula eletroquimica
usando 5 mM de K4[Fe(CN)g]) / (K3s[Fe(CN)s]) como eletrélito suporte, velocidade
de varredura de 100 MV/S ... 36

Figura 8 - Voltamograma ciclicos mostrando (1) em preto, El controle apos a
limpeza e (2) VC em azul, ElI com filme de PPi. Os VC foram obtidos em célula
eletroquimica usando 5 mM de K4[Fe(CN)e]) / (K3[Fe(CN)s]) como eletrdlito

suporte, velocidade de varredura de 100 MV/S ......ccovviviiiiiiiiiee e 38

Figura 9 - VC consecutivos registrados em 20 ciclos a uma velocidade de
varredura de 100 mV/s em solucéo de Ka[Fe(CN)s]) / (K3s[FE(CN)6]) .....ceeveennnnn. 39

Figura 10 - (A) VC sob diferentes velocidades de varredura aumentando de 10 a
120 mV/s do mais interno ao mais externo em solugao de Ka[Fe(CN)g]) /
(K3[Fe(CN)s]). (B) Curvas de Ipa e Ipc em funcéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura em solucéo de Ka[Fe(CN)s]) / (K3[FE(CN)6]) .....vvvvrrrreeeeriiiiiinnennen. 40

Figura 11 - Estudo de reprodutibilidade: Voltamogramas dos eletrodos nao
modificado com o filme de PPi e voltamogramas do eletrodo modificado com o
TN B PP 41

Figura 12 - Imagens de microscopia eletronica de varredura ..............ccoeuvvnnnnnn.. 43

Figura 13 — VC das areas eletroativas das etapas do imunossensor, mostrando

sucessivos decréscimos da area eletroativa. Os eletrodos foram submetidos a



velocidade de varredura de 100 mV/s em sonda redox de Ka[Fe(CN)s]) /
(€ LT (1)) 1 ) RPN 45

Figura 14 A — VOQ das respostas analiticas do imunossensor ao anti HBc. A
indicacao das setas mostra a dire¢cao das sucessivas incubagdes com
decaimentO dE COIMENTE ......cooieieieiie et e e e e e e e e e 46

Figura 14 B — Ajuste linear da resposta de corrente de pico anodico das VOQ
em relacdo a concentracdo de anti HBC (NG/ML) .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiinieees 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Variacédo dos picos anddicos e catédicos em funcdo da concentracéo

de CoCp e sua relagao IPA/IPC ....uveeiee e 37

Tabela 2 - Andlise estatistica da reprodutibilidade em funcéo dos picos anddicos

e catodicos dos El sem PPi € El COM PP, 42



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Ag/AgCl Prata/cloreto de prata

CA Cronoamperometria

DMF Dimetilformamida

E Potencial

EPc Potencial de pico catodico

EPa Potencial de pico anddico

F Frequéncia de excitacao

BSA Albumina Sérica Bovina

I Corrente

CoPc Ftalocianina de cobalto

lpa Corrente de picoanddico

lpc Corrente de picocatodico

NTC Nanotubos de Carbono

NTC-COOH Nanotubos de carbono carboxilados
VOQ Voltametria de onda quadrada

PPi Polipirrol

VC Voltametria ciclica

HBc Ag Antigeno do nucleo capsideo da Hepatite B
Anti-HBc Anticorpos do nucleo capsideo da Anti-hepatite B
PBS Tampao fosfato salino

EDC N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

NHS N-hidroxi succinimida



2.1

211

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

3

3.1

3.2

4

4.1

4.2

4.3

43.1

4.3.2

4.3.3

4.4

4.5

5

5.1

SUMARIO

INTRODUGAO ........oiiieecteeeee ettt 16
REVISAO DA LITERATURA ...oooviieeeeceeee ettt 18
BIOSSENSON ... 18
IMUNOSSENSOL ...eiiiiiiiiiiiiiiie e e 20
Eletrod0S IMPrESSOS ....covvveiiiiiie e et e e e e e e e e e eeees 21
ModificaGao de SUPEITICIE.........uuiiiiiiiiiiiie e 22
0] [0 T o S 23
Nanotubos de Carbon0 ... 24
Ftalocianina de Cobalto (COPC) .......ccvvviiiiiie e 26
Imobilizacdo do Elemento BiolOQICO ...........uuveeieiieiiiiiiiieieieeeeeeeeeee 27
(=T 0= UL (= O 28
OBUJIETIVOS .. 31
ODJELIVO GETal.. ..o 31
ODbjetiVOS ESPECITICOS. ...uiiiiiiiiiieeeiee et 31
METODOLOGIA ...t e e e e e e e e eeaans 32
REAGENTES. ..t 32
o [B1] 0= 1 4[] 0] (01 PSSP 32
Confeccao do eletrodo impresso modificado com CoPC............cccevvvvvvnnnnn.. 33
Obtencao da tinta de carbono modificada com NTC —COOH...................... 33
Preparo do eletrodo impresso modificado com CoPC...........ccccevvvviiieeninnnn. 33
Eletrodeposicao do filme de Polipirrol (PPI)........coovviiiiieieeeeeeeeicee e 34
Imobilizacdo do HBc-Ag e resposta analitica do imunossensor.................. 35
Andlise Morfolégica da Superficie eletrodica............cceeeeeiieiiiieiiiiiiiieeeee, 35
RESULTADOS E DISCUSSAO ....ccviiiiiiisisisisisisieisieieisisisie e 36

Otimizacgéo da concentracdo de CoPc na tinta de impressao..................... 36



5.1.1 Estudo de estabilidade do filme de PPi........oeoei e 38

5.1.2 Estudos de reprodutibilidade..............oovvviiiiiiiiiii e 41
5.2 Analise Morfoldgica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)......... 42
TGN 0o] o]1[ V2= Tot=To e [o I o 1 = oy Y o 44
5.4 Resposta dO IMUNOSSENSON .....ccceeiiiiiiiiiiiiiae e ee ettt e e e e e 45
6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ......ootiiteeteceee ettt 48

REFERENCIAS ....ouiiiiiieieieieeeet ettt 49

ANEXO- AITIgO  oeeeiieieeeeeeee ettt e et e e e e e e e e e r e a e 56



16

1 INTRODUCAO

Biossensores sdo dispositivos que geram uma informacdo analitica
utilizando-se um elemento de reconhecimento bioldgico, o qual, estd em contato
direto com um transdutor acoplado a um sistema.

Os biossensores sdo formados basicamente por dois elementos
intimamente associados, o componente biolégico ou biorreceptor e o transdutor.
Entre as classificacbes existentes, 0s enzimaticos, genossensores e
imunossensores, estdo de acordo com o analito a ser detectado, outro fator de
classificacdo existente é o tipo de transdutor utilizado que podem ser:
eletroquimico, optico, piezoelétrico, térmico, entre outros.

Os eletrodos, que sdo um dos elementos que constituem os biossensores,
tem um papel fundamental, pois sdo sobre os mesmos que ocorrem todos 0s
processos de interface eletroquimica, imobilizacdo de amostras biologicas e
deteccédo de analitos - alvo.

Eletrodos impressos (do inglés — “Screen-printed electrodes”) atualmente
se revelam como uma alternativa de sucesso frente aos eletrodos convencionais,
por apresentarem vantagens como: serem sistemas mais simples, menores,
compactos e descartaveis, gerando diminuicdo das etapas de limpeza entre as
analises eletroquimicas e envenenamento da superficie, viabilizando o
desenvolvimento de sensores portateis para aplicacdo diagnostica em saude.

Além das variadas vantagens acima mencionadas, os eletrodos impressos
(El) suportam varias formas de modificacdo na sua superficie sensora. Nos
altimos anos, a introducdo de nanomateriais e/ou reagentes especificos tem
despertado o interesse para estudos de melhoria da sensibilidade e seletividade
dos EI.

A escolha do material para modificacdo do eletrodo é um aspecto
fundamental para boa eficacia do imunossensor. Esta matriz deve apresentar
caracteristicas eletroquimicas apropriadas como alta taxa de transferéncia
eletrbnica e também ser adequada para o método de imobilizac&do selecionado. A
importancia da escolha do material do eletrodo de trabalho também se deve ao
fato de que as respostas obtidas estdo relacionadas com reacdes redox que
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ocorrem na superficie ou na interface eletrodo - solugéo. Desta maneira, 0 analito
interage com a superficie eletrodica, resultando em menos espécies ibnicas
presentes na amostra que sao oxidadas ou reduzidas, resultando na deteccéo da
interagcdo antigeno-anticorpo livre de interferéncias.

A utilizagdo de nanomateriais na elaboracdo de matrizes sensoras tem
sido amplamente estudada. Dentre os nanomateriais, 0s nanotubos de carbono
sdo amplamente aplicados por apresentarem propriedades eletroquimicas que
auxiliam na melhoria da conducédo da transferéncia eletronica, na estabilidade e
na interagdo entre o analito e a plataforma sensora. Os nanotubos de carbono
sdo conceitualmente constituidos de folhas de grafeno enroladas de formato
cilindrico com arranjos hexagonais de carbono, variando o tamanho de seu
didmetro de nanbmetros a centrimetros.

Na confeccéo de eletrodo modificado, a ftalocianina de cobalto (CoPc),
tem mostrado uma boa transferéncia de elétrons, e assim gerando, uma reagao
ainda mais eletrocatalitica quando em contato com uma sonda redox néo -
tampao.

As hepatites virais sdo causadas por virus hepatotropicos (A, B, C, D, E), e
apresentam amplo espectro clinico, variando desde formas assintomaticas,
anictéricas, ictéricas tipicas, até quadros de insuficiéncia hepatica aguda grave
(fulminante). Na maior parte dos casos, mostram-se assintomaticas
independentemente do tipo de virus, quando apresentam sintomatologia, sao
caracterizadas por fadiga, mal-estar, nduseas, dores abdominais, anorexia e
ictericia. Quando atinge a cronicidade, em geral, decorre de quadro
assintomatico, com manifestacdes clinicas apenas nos estagios mais avangcados
da doenca. O diagndstico para hepatite viral inclui a realizagcdo de exames
laboratoriais demorados, custosos e que requerem muitas etapas, a fim de
caracterizar a doenca e qual a sua gravidade.

A possibilidade de construcdo de sensores com caracteristicas desejadas
como sensibilidade e especificidade diagndstica e reprodutibilidade controlada
tem levado a possibilidade de construir imunossensores para aplicagdo em
amostras reais como soro, sangue total, etc. Neste contexto, qualidade de custo-
efetividade mostram que o diagnostico da hepatite B no Brasil constitui-se em

possibilidade analitica desejada.
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Diante do exposto, esta dissertacao teve por objetivo o desenvolvimento
de uma plataforma sensora com caracteristicas de rapida resposta, baixo custo e
facilidade de producdo em larga escala. Foram utilizados na sua confeccgdao,
eletrodos impressos constituidos de tinta de carbono modificados por NTC e
CoPc, recoberto por polimeros condutores na tentativa de aplicacdo e deteccdo

de anticorpos contra o nucleo capsideo do virus da hepatite B (anti-HBC).

2 REVISAO DA LITERATURA

2. 1 Biossensor

O termo biossensor foi introduzido por Leland C. Clark Jr, em 1956, com a
invencao do eletrodo amperométrico de oxigénio (figura 1). Em seus estudos na
detecgcédo de diferentes analitos pela modificagdo deste eletrodo com enzimas,
Clark e Lyons construiram em 1962, um sensor de glicose, cujo eletrodo era
envolto por uma membrana de dialise com a enzima glicose oxidase imobilizada
(NEWMAN e TURNER, 2007; LOWE, 2007). O oxigénio dissolvido na solucao
entre os eletrodos foi reduzido, e a corrente resultante, proporcional as

concentracOes de oxigénio e glicose simultaneamente.

Figura 1 - Biossensor de glicose baseado no eletrodo de oxigénio de Clark
Adaptado de EGGINS (1997).

Anddo Ag

Catodo Pt GOX

Membrana

. 7
Glicose Acido
glicdnico
0O, H:0,

FONTE: LOWE et al.(2007)
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O termo biossensor, é empregado a dispositivos capazes de fornecer um
sinal analitico usando um elemento de reconhecimento biolégico o qual, estd em
contato direto com o elemento de transducédo (THEVENOTet al.,2001).

O biossensor € formado basicamente por dois elementos intimamente
associados, que sao: o componente biolégico ou biorreceptor e o transdutor
(figura 2).

O componente bioldgico tem a finalidade de detectar a substancia de
interesse (analito) por meio de uma reagéo bioquimica gerando um sinal, que
pode ser uma variacdo na concentracao de ions, liberacdo de gases, emissao
ou absorcao de luz, variacdo de massa, mudanca de estado de oxidacéo,
dentre outros. O transdutor converte este sinal em uma resposta quantificavel

proporcional a concentracédo do analito (SILVA, 2010).

Figura 2 — Desenho esquematico demonstrando os elementos de um biossensor

Analyte Recognition elements Transducer
@ é\f" —
L Optical
Antibody/Protein
. > =
Electric
T Piezoelectric
€ Enzyme |:> signal
ok | |
-] :> Electrochemical
® %’ Microorganism
Calorimetric

FONTE: SILVA et al.(2010)
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O que diferencia os biossensores dos sensores quimicos e dos métodos
analiticos convencionais é a especificidade e a seletividade da analise
(THEVENOT et al.,2001). Isso se deve ao componente bioldgico, onde sua
interacdo com o0 substrato deve ser altamente especifica, evitando interferéncia
com outras substancias (BRUCKNER-LEA, 2004; LIMA e NUNES, 2006); A
seletividade é baseada na habilidade para diferenciar um dentre substratos
variados (DIAS et al. 2013).

O Dbiorreconhecimento resulta em respostas rapidas, combinando
seletividade das reacfes bioquimicas, facil manuseio, deteccdo do analito em
limites baixos, sensibilidade, a qual, varia de acordo com o transdutor
empregado (LIMA & NUNES, 2006; BRUCKNER-LEA, 2004).

2.1.1 Imunossensor

Imunossensor é um tipo de biossensor que se baseia em interacdes
especificas antigeno-anticorpo, onde o antigeno ou o anticorpo é imobilizado na
superficie do eletrodo de trabalho. No processo de transdugéo, também chamado
de imunoensaio nesse tipo de biossensor, o sitio de ligacdo do anticorpo (porcao
Fab), se liga a porcédo superficial do antigeno ou epitopo, assim formando o
complexo antigeno-anticorpo ou imunocomplexo. Essa interacdo que ocorre €
caracterizada atraveés de uma constante de afinidade, onde se relaciona com as
funcdes de concentracdo do supracitado complexo que € formado no meio da
reacdo, em que essa pode ser mantida por ligagcdes de hidrogénio, ligaces
hidrofobicas, forcas eletrodinamicas como a de Van der Waals, por exemplo;
dessa forma garantem a especificidade da reacao (DIAS et al. 2013).

Os imunoensaios sao classificados como homogéneos, quando para a
deteccdo nao se faz necessaria a separacao entre espécies marcadas e livres, e
heterogéneos quando se necessita a quantificacdo precisa, de uma etapa
adicional para separagdo das fracbes livres e ligadas da espécie marcada
(RICCARDI, 2002; MOZAZ, 2004).
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2.2 Eletrodos Impressos

Existem varios tipos de eletrodos de trabalho atualmente, os quais sdo
utiizados em determinagbes analiticas. O avanco tecnoldgico, permitiu a
inovacao de tecnologias a fim de se desenvolver dispositivos com maior robustez
que utilizem metodologias mais préaticas e simplificadas na adaptacdo de arranjos
e tamanhos com intengdo de andalises em campo e andlise e determinagdo de
analito para determinacdes posteriores (TSOUTI, 2011; METTERS, KADARA &
BANKS, 2011).

De tal forma, € esperado que se ofereca ao cientista/operador/profissional
um instrumento sensivel, econdmico, de uso simplificado e que resulte em
respostas rapidas e robustas. Nesse interim, os eletrodos impressos (El) tem-se
mostrado uma boa ferramenta, no que tange a oferecer ao mercado um arranjo
de facil manuseio, produzido de forma econdémica e simples. Séo dispositivos de
baixo custo, de alta versatilidade em aplicacées e funcional, o que os tornam
descartaveis depois de seu uso (ZHANG, 2011).

Os eletrodos impressos sao produzidos sobre um suporte inerte (PET e
ceramicas, por exemplo) com um filme depositado sobre ele e fixado pela técnica
de serigrafia (“silk-screen”) recoberto por material isolante elétrico, esse com
responsabilidade de definir a area do contato elétrico que € interligado a area da
superficie ativa do eletrodo. Entretanto, mesmo com a técnica de serigrafia sendo
definida como a técnica padrdo, alguns autores estdo atualmente testando outras
técnicas, com diversas tintas de alta condutividade que estdo em disponibilidade
no mercado. Dentre essas tintas pode-se destacar a tinta a base de carbono, esta
sem ou com algum metal (Pt, Ag, Au, entre outros), compostos (ftalocianina de
cobalto) ou nanomaterial (nanotubos de carbono) para a producéo dos eletrodos
(TSOUTI, 2011; ZHANG, 2011).

Logo apOs a impressdo dos eletrodos no suporte inerte, o filme é seco,
podendo ser em altas temperaturas controladas em estufa ou em temperatura
ambiente. Os eletrodos impressos, dessa maneira vém sendo empregados como
alternativa ao uso dos eletrodos convencionais como eletrodos de ouro, carbono
vitreo e de mercurio, por exemplo; pois se apresentam face aos supracitados com
sistemas menores, mais simples, descartaveis e compactos. Com tantas

beneficies geram ainda diminuicdo nas etapas de sua limpeza, oferecendo
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facilidade na geracdo de sensores compactos (CAl, 2009; METTERS, KADARA &
BANKS, 2011).

Deste modo, com o objetivo de atender a demanda de testes analiticos
cada vez mais sensiveis, rapidos, simples e econémicos para determinagcdo de
compostos biologicamente e clinicamente importantes além do monitoramento de
compostos importantes em matrizes ambientais, torna-se interessante investigar
a possibilidade de desenvolver sensores eletroquimicos que atendam a essas
exigéncias (TSAI, 2015).

2.3 Modificacao de Superficie

A intencdo com a modificacdo de superficie dos eletrodos de trabalho é ter
um controle entre o eletrodo e o soluto, no ponto de vista fisico-quimico, devendo
as respostas geradas serem mais elevadas do que se o eletrodo n&o estivesse
modificado (VENDRAME, 2004).

Tais respostas devem ser capazes de revelar imunossenrores confiaveis,
pois sdo sensiveis quanto a imobilizacdo de biomoléculas sobre as superficies,
essas se tornando mais estaveis e reprodutiveis do ponto de vista eletroanalitico
(REZAEI, 2011).

Na modificacdo, a superficie do eletrodo de trabalho € alterada de forma
proposital através de uma ligacdo covalente em sitios especificos na superficie
do eletrodo, isso ocorre frequentemente por uma adsorgéo direta ao eletrodo de
trabalho,assim com o recobrimento de toda superficie sensora, a conditividade de
elétrons tende a tornar-se mais facil e de modo a aumentar a superficie sensora.

Pode também ocorrer de modificar o eletrodo ainda em sua confeccéo,
como na caso de eletrodos impressos, em que, na preparacdo do eletrodo de
pasta de carbono, por exemplo, faz-se com um modificador pouco sollvel em
agua para que haja uma adsorcdo correta com o material referido (PEREIRA,
SANTOS & KUBOTA, 2002).

Existe hoje uma gama de materiais que sao capazes de modificar uma
superficie sensora, nhas mais variadas areas da ciéncia, devendo ser escolhido na
modificacdo aqueles materiais e nanomaterias que consigam uma boa interacao

entre si, ndo anulando o potencial do outro ou mascarando a resposta analitica,
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podendo ao invés de auxiliar na transferéncia de eletrons, gerar na verdade um
viés analitico (VENDRAME, 2004; REZAEI, 2011).

2.4 Polipirrol

O Polipirrol é um polimero que apresenta boa estabilidade quimica e
reatividade redox, além disso exibe alta condutividade, além de ter uma facilidade
de sintese (GUIMARD, GOMEZ & SCHIMIDT, 2007).

Sua sintese pode ser gerada de forma eletroquimica e quimica. Na
guimica, sendo mais vantajosa, onde obtém grandes polimeros, pois sua sintese
se baseia na adicdo de um reagente oxidante para ocorrer a polimerizacao.
Porém para que essa polimerizacdo ocorra de forma satisfatoria, o potencial de
oxidacdo tem que ser o mesmo. O método eletroquimico também chamado de
eletropolimerizacéo faz com que haja um controle na hora de se obter um filme
polimérico da espessura que se deseja, pois ao contrario do método quimico, o
eletroquimico se faz necessario em eletrodos, pois nesses ha a formacao do filme
com propriedades condutivas (SLIMANE, 2004).

E um composto heterociclico aromatico e bastante reativo por conta do
anel aromético de sua estrutura (figura 3), onde com a inser¢cao de prétons nos
atomos de carbono, cations sdo produzidos formando assim oligdmeros que
geram a polimerizacdo. Dessa forma, o polipirrol é bastante condutor e
quimicamente estavel, levando de modo atrelado a uma elevada capacidade
condutiva. Além do mais, essa sintese é de procedimento rapido, barato e limpo
onde pode ser feito em meio aquoso ou nao; tornando esse procedimento ainda
mais conveniente (JANG, 2005; BURNS, 2007).

Figura 3 - Estrutura quimica do PPi
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A utilizacdo da eletropolimerizagdo do polipirrol tem como enfoque a
passagem da corrente anddica da solucdo que contém os mondmeros, o eletrolito
e 0 solvente, o que gera um filme condutor em um substrato na superficie
eletrodica (JAKAB, 2007).

Porém para que aconteca a eletropolimerizacdo do polipirrol sé&o
necessarias quatro etapas, das quais no final delas deve acontecer uma
acoplacao das espécies oxidadas. Em ordem as etapas séo as seguintes:

1- Oxidacado do monémero e geracao de um cation;

2- Geragédo de um dimero do mondémero oxidado e inser¢cdo de dois cations;
3
4

Oxidagéo do dimero e reoxidagdo do mondmero, acoplando-se ao trimero;

O cation se torna pouco reativo e a estrutura final da cadeia aromatica é

esterificada.

2.5 Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) despertam interesse desde sua
descoberta em 1991 (IIJIMA, 1991), justamente por conta das diferentes e
diversas aplicagbes que tem; por causa de suas caracteristicas como grande
resisténcia mecanica, propriedade eletrénicas e estabilidades térmica e quimica
(MERKOCI, 2005); assim dependo do diametro, quiralidade dos atomos de
carbono e disposicdo dimensional, os nanotubos de carbono podem revelar
caracteristicas de um material semicondutor e condutor. Se revelando de
excelente condutividade elétrica e térmica, tém uma forca de tensdo cem vezes
maior que a do aco, os nanotubos de carbono, sdo hoje bastante usados no
desenvolvimento da nanotecnologia e tem sido alvo de pesquisas e em alta
tecnologia ao redor de todo o0 mundo (PUNBUSAYAKUL, 2013).

Os NTC podem ser constituidos por uma unica folha de grafeno. Seu
comprimento varia de nandmetros a centimetros, embora que, o diametro em
ordem nanomeétrica varia dependendo do tipo do nanotubo. Em relacdo as suas
camadas, podem ser de multiplas camadas de grafeno, conhecidos por

nanotubos de paredes multiplas (NTCPM) ou com apenas uma unica folha de



25
grafeno, sendo chamada assim de nanotubos de parades simples (NTCPS)
(BAUGHMAN, 2012; PUNBUSAYAKUL, 2013).

Para a sintese dos NTC sdo usados diversos métodos como podemos
destacar alguns comumente utilizados na producdo como deposi¢cdo quimica de
vapor, descarga de arco elétrico e ablacdo por laser. Assim, por produzir uma
guantidade elevada dessa nanomaterial, sendo esses com diminuto teor de
impurezas e boa qualidade de alta eficiéncia, o0 método de deposi¢cdo a vapor
quimico, dentre os trés métodos supracitados, é o eleito dentre eles
(MASHETER, 2007).

Ao se usar um biossensor eletroquimico, acaba-se por aumentar a area de
superficie sensora, 0 que se revela de uma importancia bastante relevante para
esse tipo de biossensor. Assim, as superficies com NTC se mostram com
acentuada propriedade eletrocatalitica e alta condutividade elétrica. Tais
caracteristicas sao importantes, pois podem ser explicadas na relevancia do
aumento da cinética de transferéncia dos elétrons com e ao eletrodo, a
sensibilidade ao biossensor e também na melhoria da reprodutibilidade do
biossensor que foi confeccionado (PUNBUSAYAKUL, 2013).

Uma das caracteristicas atrativas do NTC é que estes séo insollveis e
inertes na maior parte dos solventes organicos, bem como quimicamente,
ocorrendo esse fato por conta das interagbes de Van der Waals entre as
superficies dos nanotubos. De tal maneira, deve-se haver uma funcionalizacéo
com introdugdo de radicais como tiol, hidroxila, carboxila e amina, por exemplo.
Essa funcionalizacdo dos NTC permite uma ligagdo estavel (preferencialmente
covalente) com as biomoléculas. A modificacdo da hibridizacdo de ligacdes entre
0s atomos de carbono gera sensores mais sensiveis e seletivos; tanto a
dispersdo quanto funcionalizacdo sdo etapas importantes para a obtencdo de
sensores mais robustos (CHIANG, 2001; MERKOCI, 2005; PUNBUSAYAKUL,
2013).
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2.6 Ftalocianina de Cobalto (CoPc)

As ftalocianinas foram descobertas acidentalmente em 1907 por BRUN &
TCHEMIAC, na South Metropolitan Gas Company em Londres, sendo um
subproduto da sintese da o-cianobenzamida partindo da ftalamida e anidrido
acetico.

A palavra ftalocianina do grego (ftalo = éleo de rocha e cianina = azul) foi
utilizada pela primeira vez por LINSTEAD & ROBERTSON em 1933 para
descrever uma nova classe de compostos organicos. Na década de 30,
LINSTEAD & ROBERTSON determinaram as estruturas das ftalocianinas de
base livre e ftalocianinas de Ni(ll), Cu(ll) e Pt(ll), utilizando-se apenas analises de
difracdo de raios-X. A regido central da molécula de ftalocianina (figura 4)
geralmente contém uma dupla de hidrogénios e metais (ao todo sdo mais de
setenta diferentes metais). E um material semicondutor (RODRIGUEZ-MENDEZ,
2009; NASCIMENTO, 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica da CoPc
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FONTE: NASCIMENTO (2013)

Como compostos macrociclicos altamente conjugados, as ftalocianinas
possuem propriedades quimicas e fisicas que tém despertado a muitas
pesquisas. Como caracteristicas destacam-se a alta estabilidade, excelente
atividade redox do ponto de vista das voltametrias (0 que ocorre em contrapartida
uma desestabilizacdo do potencial oxidativo) e auséncia de toxicidade (PARRA,
2007).
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A ftalocianina de cobalto é revelada ha muito tempo, para grande parte de
reagfes quimicas como catalisador heterogéneo e homogéneo. Funcionando
assim como um catalisador de potencial redox em que o estado de oxidag&o tem
bastante variacdo do complexo metalico gerando um ciclo catalitico. Essa
atividade catalitica do referido complexo € dependente de um ion metalico no
centro da estrutura quimica e ainda, da oxidacao total do complexo. O uso do
macrociclico na confeccdo de eletrodos de tinta de carbono quimicamente
modificados tem se revelado como uma Otima aplicacdo analitica
(NASCIMENTO, 2013).

2.7 Imobilizagdo do Elemento Bioldgico

Na tecnologia de biossensores, a imobilizacdo do elemento bioldgico é um
dos fatores chave para o desenvolvimento de dispositivos eficientes, com
desempenho apropriado, estabilidade e alta sensibilidade, alta seletividade,
tempo de resposta curto e alta reprodutibilidade (SASSOLAS et al.,2011;
SOTOMAYOR e KUBOTA, 2001).

A imobilizacdo de biomoléculas, em materiais € de interesse ndo somente
na confecgcdo de biossensores, mas também em &reas da industria de
alimentos, farmacéutica, células artificiais e em reacdes (TALBERT e
GODDARD, 2012).

A principal caracteristica do método de imobilizacdo € que o0 mesmo deve
garantir que a biomolécula continue ativa e disponivel para o analito
(SASSOLAS et al.,2011). Desta forma, a eficiéncia do biossensor sera garantida
se a biomolécula for imobilizada por um mecanismo que garanta a orientacao
da biomolécula, ndo interferindo em sua estrutura e conformacgdo (KIM et
al.,2006; ANSARI, 2012). No caso de imunossensores, 0 sitio ativo deve estar
disponivel, devendo ser observada a sua orientacdo e acessibilidade além da
manutencao de sua atividade biolégica (NORDE et al.,2008).

A imobilizacdo ndo sO permite a proximidade necessaria entre o
biomaterial e o transdutor, mas também ajuda a estabilizar o conjunto para

reutilizacdo. Alguns materiais sao utilizados como matriz de imobilizagédo, como
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polimeros condutores, nanomateriais, sol-gel e hidro-gel, membranas, fibras,
vidro e grafite (ARYA et al.,2008).

O método de imobilizacdo afeta a atividade e estabilidade dos
biossensores enzimaticos (SASSOLAS et al.,2011). Desta forma, tem surgido
grande interesse no entendimento dos fatores que afetam a atividade, assim
como estratégias de imobilizacdo de biomoléculas (TALBERT e GODDARD,
2012). Dentre elas, as biomoléculas tém sido imobilizadas principalmente pelas
técnicas de adsorcdo ndo covalente ou ndo especifica, adsor¢cdo covalente e
ocluséo (SASSOLAS et al.,2011).

A imobilizagdo de biomoléculas por ligacdo covalente consiste em ligacdes
de grupos ndo ativos das biomoléculas, ou seja, ndo essenciais para sua
atividade catalitica (no caso de enzimas) e grupos reativos (grupos funcionais
ou espacadores), como hidroxila, carboxila, amino, tiol, glutaraldeido,
carbodiimina, ligados na superficie sélida do suporte insolavel (THEVENOT et
al., 2001). Os suportes podem ser materiais inorganicos, naturais ou polimeros
sintéticos (SASSOLAS et al., 2011). Este tipo de ligacdo é geralmente atingido
pela ativacado iniciada na superficie usando reagentes multifuncionais, como por
exemplo, glutaraldeido ou carbodiiminas. Em seguida € realizado o
acoplamento da biomolécula ao suporte ativado e remocdo do excesso e
biomoléculas nao ligadas (SASSOLAS et al.,2011)

Com este tipo de ligacdo, tem-se biossensores com elevado tempo de
vida, pois ha um aumento da estabilidade e ndo se produz perda da

biomolécula durante a sua utilizacado (GALLI, 2011).

2.8 Hepatite B

As hepatites virais constituem um grave problema de saude publica em
todo mundo, destacando-se sobretudo quando advindos de estoques de sangue
em hemocentros, entre 0s agentes responsaveis pelo desenvolvimento da
doenca destaca-se, o virus da Hepatite B (HBV).

Em 1965, nos Estados Unidos da América (EUA), Blumberg e
colaboradores identificaram em dois pacientes hemofilicos politransfundidos com

anticorpos que reagiam com um antigeno presente no soro de um aborigine
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australiano (Blumberg, 1965). Devido a esta descoberta, este antigeno foi
denominado “antigeno Australia”.

Posteriormente, o antigeno Australia foi encontrado em individuos com
diagnéstico de hepatite. No ano de 1976, Blumberg foi contemplado com o
prémio Nobel de medicina em reconhecimento a sua descoberta (Lee, 1997).

Atualmente, sabe-se que o antigeno Australia corresponde a uma proteina
presente na superficie da particula do HBV, denominada “antigeno de superficie
do virus da Hepatite B” (HBSAQ).

Estima-se que dois bilhndes de pessoas estejam infectadas por este virus
no mundo, e que mais de 350 milhdes tenham hepatite crénica nos seus
diferentes estagios (Lee, 1997; Lin KW, 2004). A infeccdo cronica pelo HBV
representa uma das doencas virais mais importantes dos seres humanos,
evidenciado pelo fato de que mais de um terco da populacdo mundial mostra
evidéncias sorologicas de contato prévio com o virus (Lin KW, 2004).

Entretanto, a incidéncia mundial do anti-HBs (anticorpo de superficie do
virus da Hepatite B) estad caindo e esta queda ndo esta relacionada apenas a
vacinacdo, mas também as melhores condicbes de higiene e a campanha de
combate a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) que enfatiza os
perigos da promiscuidade e do compartilhamento de seringas e agulhas (Lin KW,
2004; Robinson WS, 1976).

O virus da Hepatite B € um virus pequeno de aproximadamente 42 nm de
didmetro (figura 5). A particula viral consiste de uma porcao central de natureza
proteica, o0 cerne, que contém o genoma viral, a DNA polimerase, uma porcao
externa de natureza lipidica, o envelope, com proteinas virais inseridas. A
estrutura do DNA gendmico é de dupla fita circular incompleta com um hiato de
600 a 2.100 nucleotideos (Miller, 1986; Petit, 1990). Ao penetrar na ceélula
hospedeira, a DNA polimerase viral repara este hiato. No envelope viral encontra-
se a proteina chamada de “antigeno do core” (HBcAg). Durante a infecgéo, o
DNA viral encontra-se no nucleo da célula infectada, na forma episomal, e, nos
casos de carcinoma hepatocelular, tem sido encontrado integrado no DNA do
hepatdcito.

O genoma do HBc apresenta quatro fases de leitura aberta (ORFs) que se
sobrepdem, permitindo uma maior capacidade codificadora. A ORF-S ¢é

subdividida em S, pré-S1 e pré-S2, e codifica 0 HBSAg.
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O dominio pré-S1 parece estar envolvido na interacdo do HBV com o
receptor especifico nos hepatocitos (Petit, 1990; Alberti, 1990). Esse efeito pode
ser importante no desenvolvimento da Hepatite B cronica, sendo que o pré-S2
tem comportamento semelhante (Kurai, 1989). A ORF-C/pré C codifica o
antigeno do core (HBcAgQ) e o antigeno “e” (HBeAg). A ORF-P codifica a DNA
polimerase que tem, também, atividade de transcriptase reversa. A ORF-X
codifica uma proteina ativadora da transcricdo de diversos genes que estimulam
a proliferacdo celular, além de interagir com a proteina supressora tumoral p53,
interferindo na sua capacidade de regular negativamente a proliferacao celular
(Haruna, 1991).

Nos pacientes infectados pelo HBV podem ser identificados anticorpos
contra estas proteinas virais (anti-HBs, anti-HBc e anti-HBe). A interpretacdo da
fase clinica da doenca € baseada na analise destes marcadores (antigenos e
anticorpos) (Lin, 2004).

Figura 5 — Virus da hepatite B
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma plataforma sensora de eletrodo impresso para

imunossensor.

3.2 Objetivos Especificos

» Construir eletrodo impresso (com NTC e CoPc) e modifica-lo (com PPi) para

obtencéo de plataforma sensora;

» Caracterizar superficie sensora por técnicas eletroquimicas e

microscopicas;

» Imobilizar o antigeno sobre a plataforma sensora do eletrodo impresso de

tinta de carbono;

» Verificar a resposta sensora frente a anticorpos anti HBc.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes

Tinta de carbono, ferricianeto de potassio (Ks3[Fe(CN)s]), ferrocianeto de
potassio (Ka[Fe(CN)e]), dimetilformamida (DMF), as ftalocianina de cobalto
(CoPc) com grau de pureza de 97%, EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl amino propyl)-
carbodiimide) e NHS (N-Hydroxy succinimide), Albumina sérica bovina (BSA —
do inglés “bovine serum albumin”) e os mondémeros do pirrol (Pi) com grau de
pureza de 98% foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Os nanotubos de
carbono de paredes multiplas funcionalizados com grupos carboxilicos (NTCs-
COOH), grau de pureza de 95%, comprimento médio de 1,5 uym e diametro
aproximado de 10 nm, foram obtidos da Dropsens (ESP). Antigeno e
anticorpos contra o nucleocapsideo da Hepatite B (HBcAg) e (anti-HBc) foram
adquiridos Abcam (Cambridge, UK).

O tampao fosfato salino (PBS) (0,01 M; pH 7,4) foi utilizado para todas
as diluicbes usadas nas amostras biologicas. Todas as solucdes foram
preparadas utilizando agua deionizada ultrapura 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 medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/
galvanostato Metrohm- Autolab®4.9 (Utrecht- theNetherlands), acoplado a um
computador com o programa GPES 4.9 para controle de potencial, aquisicao e
tratamento de dados. Para as analises eletroquimicas, foi utilizado um sistema
tri-eletrédico composto por um eletrodo impresso de tinta de carbono com o
eletrodo de trabalho, um eletrodo de fio helicoidal de platina como eletrodo
auxiliar e um eletrodo Ag/AgClcisay), como eletrodo de referéncia. Todos o0s
experimentos foram realizados em uma célula eletroquimica com volume de 15

mL, a temperatura ambiente (25°C). Os dados para construcédo dos gréaficos e



33

levantamento das curvas analiticas foram processados pelo software
OriginLabTM, verséo 8.0.

4.3 Confecgéo do eletrodo impresso modificado com C  oPc

4.3.1 Obtencéao da tinta de carbono modificadacom N  TC —COOH

Inicialmente, 1 mg NTC-COOH foi disperso em uma solugéo de 5 mL de
DMF. Esta solucéo foi agitada em banho ultrassénico durante 1 hora. Apos
este procedimento, 100 ul da dispersdo de NTC-COOH foram adicionados a
300 mg de tinta de carbono, segundo metodologia otimizada previamente no
nosso laboratoério (DIAS et al. 2013).

4.3.2 Preparo do eletrodo impresso modificado com C  oPc

Considerando que a quantidade de CoPc acrescida a tinta de carbono
afeta as propriedades eletroanaliticas do eletrodo, diferentes concentracfes de
CoPc foram testadas.

Apés a homogeneizacdo manual da mistura de tinta de carbono com
NTC-COOH por 30 minutos, uma quantidade adequada de CoPc foi
incorporada a tinta nanoestruturada. Em seguida, a tinta produzida foi aplicada
com auxilio de uma espatula sobre um substrato retangular (0,5 x 1,5 cm) de
polivinil tereftalato (PVC). Sobre o PET foi colado um adesivo (molde) contendo
o formato do eletrodo de trabalho (figura 6). Apds a impressao, o eletrodo
confeccionado foi levado para estufa a 40 °C por 30 minutos para secagem.

Diferentes percentuais (p/p%) de CoPc misturados a tinta
nanoestruturada foram testados de modo a obter melhor resposta
eletrocatalitica. Esta foi otimizada a partir da analise das amplitudes de
correntes dos picos anadicos (Ipa) e picos catédicos (Ipc) obtidos pela técnica

de voltametria ciclica (VC).
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Figura 6 - Imagem do eletrodo modificado com tinta de carbono

Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)

4.3.3 Eletrodeposicéo do filme de Polipirrol (PPi)

O filme de PPi foi obtido por eletropolimerizacdo utilizando a técnica de
cronoamperometria (CA). Uma solucdo aquosa contendo 0,1 M de monémeros
de Pi foi misturada [1:1] a 0,1 M em H2SOa4. O EI previamente limpo foi imerso
em uma célula eletroquimica (10 mL) e submetido a um potencial 0,8 V durante
80 segundos em CA.

Para limpeza, os El (eletrodos impressos) foram submetidos a um
procedimento eletroquimico que constou de realizacdo de voltametria ciclica,
em solugdo de KCl a 1 M, com potenciais de -2 V a 2 V e velocidade de
100mV/s com 40 ciclos.

Com objetivo de investigar a contribuicdo do filme de PPi, um estudo
paralelo foi realizado utilizando a metodologia camada por camada, onde o Pi
foi inicialmente eletropolimerizado e posteriormente os NTC dispersos foram
adsorvidos sobre a superficie do eletrodo impresso.
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4.4 Imobilizagdo do HBc-Ag e resposta analitica do  imunossensor

Apos a modificacdo da superficie sensora, 5 yl de HBc-Ag (100 pg/ml)
foram depositados na superficie do ElI modificado, mantida em repouso por 1
hora em camera Umida a temperatura ambiente. ApOs esse periodo, foram
realizadas analises por voltametrias ciclicas e de onda quadrada. 5yl de uma
solucdo de BSA (1:1) foi depositada sobre a superficie com o antigeno
imobilizado para bloqueio de ligacdes inespecificas, por 30 minutos. Apds a
caracterizacdo da etapa, 5ul de anti-HBc (1ng/ml) foi depositado na superficie
para analise da reacdo antigeno-anticorpo.

4.5 Analise Morfologica da Superficie eletrédica

Para analise morfolégica da superficie sensora, o El foi utilizada a
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV). O microscopio utilizado
foi 0 modelo SS-550 superscan, (Shimadzu,) instalado no Departamento de
Quimica Fundamental (DQF) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Para as micrografias, os eletrodos impressos em PET foram fixados em porta

amostra utilizando fita de carbono e em seguida foram metalizados com ouro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacgéo da concentracdo de CoPc na tinta de  impressao

Devido as ftalocianinas apresentarem atividade eletrocatalitica e
funcionarem como um catalisador redox das rea¢des quimicas influenciando na
resposta eletroanalitica, um dos primeiros estudos realizados foi otimizar sua
quantidade para obtencdo de uma melhor resposta amperométrica. Aqui, foi
avaliada a influéncia da quantidade de CoPc sobre a corrente e potencial de
pico, utilizando o eletrodo impresso de tinta de carbono contendo nanotubos de
carbono como eletrodo de trabalho e como método eletroquimico a voltametria

ciclica (figura 7).

Figura 7- Influéncia da quantidade de CoPc sobre a tinta de carbono, em suas
diferentes concentracdes. Os VC foram C obtidos em célula eletroquimica
usando 5 mM de Ka[Fe(CN)s]) / (Ks[Fe(CN)s]) como eletrdlito suporte,

velocidade de varredura de 100 mV/s.
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Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)
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Observando-se a tabela 1, verifica-se que 0s picos redoxes apresentam
comportamento de quase reversibilidade. De acordo com as variagdes Ipa/lpc,
a concentracdo de 6% apresenta-se como a melhor em relacdo as demais
pesquisadas baseadas nas condicbes de melhor reversibilidade (Bard, 1988).
Desta forma, optou-se por trabalhar com concentracdes proximas a 6% de
CoPc.

Tabela 1 - Variagdo dos picos anddicos e catodicos em funcdo da

concentracéo de CoCp e sua relacéo Ipa/lpc.

CoPc (%) IPa IPc IPa/IPc
(P/p)
4,00 61,90 66,69 0,93
4,67 46,42 54,15 0,86
5,33 109,87 102,96 1,05
6,00 171,60 169,89 1,01
6,67 188,77 157,50 1,19

Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)

De acordo com a metodologia apresentada, tem-se que a composi¢ao
em massa da tinta modificada produzida é cerca de: 94,5% de tinta de carbono
comercial, 0,0063% de nanotubos de carbono e 5,5% de CoPc.

O percentual de NTC-COOH e CoPc utilizado sédo baixos, comparados
ao percentual da tinta de carbono, indicando que a produgdo em escala deste
eletrodo impresso é economicamente viavel ja que sdo os de mais altos custos.

O filme de polipirrol (PPi) na plataforma sensora, foi obtido por
eletropolimerizagdo utilizando ensaios de cronoamperometria. Os eletrodos
limpos foram submetidos a medidas de potencial fixo 0,8 V durante 80
segundos. A avaliacdo do processo de eletropolimerizacdo foi realizada pela
técnica de voltametria ciclica com faixa de potencial de -0,7 V a 0,7 V em
Ks[Fe(CN)s /K4[Fe(CN)s] (0,005 M), com velocidade de varredura de 100 mV/s.
As areas eletroativas do eletrodo modificado em relacdo ao eletrodo limpo

apresentaram aumento significativo, o que indica um aumento na transferéncia
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eletrbnica demonstrando que a eletropolimerizacdo do PPi foi eficaz (figura 8),

em virtude do polimero utilizado apresentar carater condutor.

Figura 8 - Voltamograma ciclicos mostrando (1) em preto, El controle apés a
limpeza e (2) VC em azul, EI com filme de PPi. Os VC foram obtidos em célula
eletroquimica usando 5 mM de Ka4[Fe(CN)e]) / (K3[Fe(CN)s]) como eletrélito

suporte, velocidade de varredura de 100 mV/s.

] —— EI Controle
3007 |——El + PPi
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Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)

O aumento da area pode ser correlacionado com a oxidacdo do
mondmero de PPi e interacdo deste com os NTC-COOH presentes. Neste
processo, acredita-se que a carga anidnica do PPi oxidado é equilibrada pela
interacdo com os grupos carboxilicos dos nanotubos (TAM & HIEU, 2011).

5.1.1 Estudo de estabilidade do filme de PPi

A estabilidade do filme de PPi sobre a superficie sensora foi estudada
submetendo-se o eletrodo impresso modificado a voltametria ciclica em duas

etapas: 20 ciclos sucessivos com velocidade de varredura fixa (100 mV/s) e
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variacbes de velocidade que foram de 10 a 120 mV/s Os voltamogramas
obtidos para os 20 ciclos estudados n&o apresentaram deslocamentos
significativos de Ipa e Ipc nem dos potenciais de oxida¢ao e redugdo, indicando
que o filme apresenta estabilidade como pode ser visto na figura 9. O
coeficiente de variacdo (CV) também foi calculado. O valor obtido tanto para
Ipa quanto para Ipc foi de 1%. Estes valores estdo dentro do valor 6timo citado
na literatura (CV < 5) (Dias et al.,, 2013). Assim, o filme de PPi sobre o El
modificado com NTCs-COOH e CoPc é estavel do ponto de Vvista

eletroquimico.

Figura 9 — VC consecutivos registrados em 20 ciclos a uma velocidade de
varredura de 100 mV/s em solucdo de Ka[Fe(CN)e]) / (Ks[Fe(CN)g]).

200
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1

-100 H
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-200 +¥—1p—-—-v—T—"-"—"T"—""""—"—"F—"—"F—"T—"T—"—"T—T—"T—T—T—7
-0,8 -06 -0,4 -02 00 02 04 06 08 1,0 1,2

E vs Ag/AgClI

Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)

As reacOes eletroquimicas ocorridas na interface eletrodo-eletrolito
dependem do potencial de eletrodo que a superficie esta submetida. Nesse
trabalho foi realizado o estudo do comportamento eletroquimico do polimero
sobre a superficie de carbono nanoestruturado. Para tal, variou-se as
velocidades de varredura de 10 a 120 mV/s sobre o sistema e obteve-se 0s
VCs (figura 10 A).
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Figura 10 — (A) VC sob diferentes velocidades de varredura aumentando de 10
a 120mV/s do mais interno ao mais externo em solucdo de Ka[Fe(CN)e]) /
(K3[Fe(CN)g]). (B) Curvas de Ipa e Ipc em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura em solugdo de Ka[Fe(CN)g]) / (Ks[Fe(CN)g]).
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Analisando-se as varia¢des dos picos anddicos e catodicos em funcao da
raiz quadrada de velocidade de varredura, observou-se que as duas curvas
obtidas foram lineares, com coeficiente de variacdo para as correntes de pico
de 0,01% e 0,1% respectivamente (anddico e catodico), demonstrando que o
processo eletroquimico é controlado por difusdo. Adicionalmente, observou-se
gue o crescimento dos picos anddicos e catddicos foram proporcionais entre si,
indicando que o sistema filme-eletrodo mostrou comportamento reversivel
(figura 10 B).

5.1.2 Estudos de reprodutibilidade

O estudo de reprodutibilidade foi realizado avaliando-se em triplicata
eletrodos diferentes, na mesma faixa potencial (figura 11). Para analisar a
reprodutibilidade do El sem o filme de PPi, bem como dos El contendo o filme
de PPi os coeficientes de variagcdo para as correntes dos picos anodicos e

catdédicos foram calculados (tabela 2).

Figura 11 - Estudo de reprodutibilidade: Voltamogramas dos eletrodos néo
modificado com o filme de PPi e voltamogramas do eletrodo modificado com o
filme de PPi.
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Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)
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Tabela 2 - Analise estatistica da reprodutibilidade em funcdo dos picos
anddicos e catodicos dos El sem PPi e El com PPi.

Eletrodo M Ipa M Ipc DPIpa DP Ipc CV Ipa CV Ipc
El sem PPi 297,26 298,41 4,434 3,550 3,2% 3,2%
El com PPi 356,56 358,15 0,055 0,034 2% 2%

Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015). M Ipa (média do pico anddico), M Ipc (média do
pico catodico), DP Ipa (desvio padrao do pico anddico), DP Ipc (média de desvio padrao do

pico catddico), CV Ipa (coeficiente do pico anodico), CV Ipc (coeficiente do catddico).

Para o El com o filme de PPi o coeficiente de variacdo tanto para Ipa
quanto para Ipc foi 2%, enquanto que para o El sem o fiime de PPi o
coeficiente de variagéo foi 3,2% para Ipa e Ipc. Estes valores estdo dentro do
limite consideravel adequado na literatura (CV < 5,0).

Com os dados supracitados confirma-se que ha uma boa
reprodutibilidade dos eletrodos, sobretudo pos-insercéo do filme de PPi. Assim
confirmou-se também uma boa estabilidade depois que os eletrodos foram
submetidos a eletropolimerizacéo para obtencéo do filme de PPi.

5.2 Andlise Morfoldgica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas por MEV foram utilizadas para caracterizagéo
morfologica do filme de PPi na superficie do El. Na figura 12 (A), observa-se a
micrografia da superficie do EI com o filme de PPi recobrindo-a. E possivel
verificar que a sintese polimérica foi eficiente através da constatacdo da
estrutura tipica de filmes de PPi. Na figura 12 (B), observa-se pela micrografia
da superficie que houve baixa producéo de pirroles. Os pirroles sdo estruturas
“enoveladas”, advindas de defeitos na formagdo dos polimeros ou ma
distribuicdo dos monémeros do PPi, tais estruturas geram uma diminuicdo da

capacidade de conducao de elétrons pela plataforma sensora (JAKAB, 2007).
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Figura 12 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura.
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Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015). Imagem de MEV com resolucédo de 4000X o
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A baixa concentracao de pirroles formados na superficie do filme de PPi,
indica que o método de eletroplimerizacao aplicado neste trabalho é eficiente e
corrobora com os resultados eletroquimicos obtidos, em que o filme de PPi
apresenta propriedades condutoras desejaveis.
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5.3 Imobilizacdo do HBc-Ag

A utilizacdo de polimeros condutores para modificacdo de superficies
eletrédicas associadas com nanotubos de carbono funcionalizados tem sido
bem relatada; os sensores produzidos com essa associacdo apresentam
melhor desempenho analitico em relacdo aos que séao produzidos apenas com
a presenca do polimero (Yafnez-Sedefio et.al. 2010).

A ativacdo dos nanotubos de carbono com EDC e NHS por 1 hora,
promove a ligacdo amida dos grupos carboxilicos dos NTC com 0s grupos
aminas contidas na cauda de histidina dos HBcAgs permitindo imobilizac&o
estavel da biomolécula de interesse.

No que concerne a esse trabalho, a molécula imobilizada foi o antigeno
HBCAg para captura dos antigenos anti-HBc. ApGs imobilizacdo do HBcAg, foi
realizado um bloqueio de ligagdes nao especificas, incubando-se o eletrodo em
uma solucao de BSA (0,1% p/v) por uma hora. Para imobilizacdo do HBc-Ag a
deteccdo do Anti-HBc, observou-se decréscimo sucessivo da area eletroativa
em relacdo aos voltamogramas do eletrodo modificado, devido a natureza
isolante das biomoléculas (HBcAg, BSA e anti-HBc). Evento explicado pela
continua deposicdo de material na superficie sensora, visto que estes

dificultam a transferéncia eletronica (figura 13).
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Figura 13 — VC das areas eletroativas das etapas do imunossensor, mostrando
sucessivos decréscimos da area eletroativa. Os eletrodos foram submetidos a
velocidade de varredura de 100 mV/s em sonda redox de Ka[Fe(CN)s]) /
(Ks[Fe(CN)s]).
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Fonte: LEITE, Diego Ricardo da Silva (2015)

5.4 Resposta do Imunossensor

Para verificar a eficacia da resposta analitica do imunossensor, este foi
desafiado com amostras de anti-HBc nas concentragdes de 1 ng/mL
preparadas em tampdo PBS incubados sucessivamente por 30 minutos em
uma camara Umida a temperatura ambiente. As medidas de VOQ com
variacdes dos picos de amplitude mostram diferencas significativas apos as
sucessivas incubacbes (Figura 14 A). Foi obtida uma resposta linear
proporcional as concentracdes de anti-HBc (figura 14 B), cuja equacao foi
“IMuA)] = - 2,7 + 19,7 [anti-HBc (ng/mL)]”, alcancando um coeficiente de
correlacao de 0,984 (n=4; p<0,05).
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Figura 14 — (A) VOQ das respostas analiticas do imunossensor ao anti HBc. A

indicagdo das setas mostra a direcdo das sucessivas incubacdes com

decaimento de corrente (1 a 3).
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Figura 14 — (B) Ajuste linear da resposta de corrente de pico anddico das VOQ

em relacdo a concentracdo de anti HBc (ng/mL).
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Este resultado mostra que o0 imunossensor desenvolvido apresenta
sensibilidade diagnostica na ordem de ng/mL, mostrando ser Gtil na deteccéo
soroldgica de anti-HBc, visto que os niveis dos anticorpos em soro para HBV
encontram-se na mesma ordem de grandeza da sensibilidade imunossensora,
assim ndo necessitando de pré-tratamento (concentracdo ou diluicdo) das
amostras, 0 que é vantagem para uma proposta point-of-care. Entretanto, para
aplicacdo do sistema proposto para detec¢cdo em rotina clinica, mais estudos
precisam ser realizados e outras substancias antagonistas precisam ser

testadas para melhor padronizacéo dos ensaios.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que:

1)

2)

3)

O percentual de 6% de ftlaocianina de cobalto sobre a tinta condutora
(contendo nanotubos de carbono carboxilados) foi a ideal em

comparacao as demais estudadas (4%, 4,6%, 5,3% e 6,67%);

A plataforma sensora nanoestruturada baseada em filme de PPi
apresentou uma boa estabilidade e reprodutibilidade eletroquimica,
com CVs para Ipa e Ipc dentro do valor ideal citado na literatura (<
5%), bem como os DP para Ipa € Ipc respectivamente < 5,5 (valores
referidos na literatura);

Com a imobilizacdo com HBCcAg a superficie sensora, foi possivel
detectar anti-HBc na ordem de ng/mL. Esta plataforma sensora
apresenta-se promissora para aplicacdo em imunosensor livre de
marcacao, constituindo-se num método sensivel, simples e pouco

custoso.

Como perspectivas, pretende-se realizar mais estudos para melhor

padronizacdo da plataforma sensora e do filme de PPi para amostras

complexas em soro, sangue e outros fluidos biolégicos, bem como

aplicar o imunossensor para deteccdo de antigenos de superficie para

aumentar a especificidade do diagnostico da infec¢ao por HBc.
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RESUMO

Atualmente, tém-se buscado métodos que viabilizem um diagnéstico eficaz, pratico, rapido e de
baixo custo na detecgdo de doencas que se revelem atrativos para os servigcos de salde
publica. Nesse contexto, 0s imunossensores tém apresentado respostas promissoras,
revelando-se como métodos analiticos praticos, rapidos e econémicos. Recentemente, a
utilizacdo de nanomateriais de al6tropos de carbono, destacando-se os nanotubos de carbono
(NTC), tém resultado em melhoria na sensibilidade por aumentar transferéncia eletrdnica,
sobretudo quando aliados a polimeros condutores. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
plataforma nanoestruturada para aplicacdo em imunossensores. Como objeto de estudo, foi
detectado anticorpos contra o nucleocapsideo do virus da hepatite B (HBV), visto que este
marcador € 0 mais importante no controle e vigilancia de bolsas de sangue em servigcos
hemoterapicos. No presente trabalho, eletrodos de tinta de carbono serigrafados sobre
substrato de politileno tereftalato (PET) foram modificados por 0,0063% de nanotubos de
carbono (NTC-COOH) e 6% em concentracdo de ftalocianina de cobalto (CoPc) que foram
recobertos com filmes de polipirrol (PPi). O filme foi obtido por cronoamperometria (0,8V, 80s)
usando solugdes de 0,1 M de pirrol (Pi) em meio acido. Foi observada uma boa
reprodutibilidade e estabilidade dos eletrodos sobretudo pos-insercdo do filme quando
caracterizado eletroquimicamente. Além disso, as imagens de microscopia eletrGnica
mostraram uma baixa producao de pirroles. Os sensores desenvolvidos com a associacao de
nanotubos de carbono funcionalizados apresentaram melhor desempenho analitico em relagcéo
ao controle (sem NTC). A imobilizacdo do antigeno do nucleo capsideo da hepatite B (HBc-Ag)
foi confirmada por decréscimo da area eletroativa dos voltamogramas ciclicos. A resposta aos
anticorpos anti-HBc foi evidenciada por técnica de voltametria de onda quadrada, mostrando
gue a plataforma desenvolvida é promissora para aplicagdo em sensor para hepatite.

Palavras-chave: eletrodos impressos, nanotubos de carbono; polipirrol; imunossensor eletroquimico;
hepatite B; ftalocianina de cobalto.

ABSTRACT

Currently, they have been sought methods that enable effective diagnosis, practical, fast and
low-cost in detecting diseases that may prove attractive to public health services. In this context,
immunosensors have shown promising responses, revealing himself as analytical methods of
practical, fast and economical. Recently, the use of carbon allotropes of nanomaterials,
highlighting carbon nanotubes (CNT), have resulted in improved sensitivity by increasing wire
transfer, especially when combined with conductive polymers. The aim of this study was to
develop nanostructured platform for immunosensors application. As study object was detected
antibodies against the nucleocapsid of hepatitis B virus (HBV), as this marker is the most
important in the control and surveillance of blood bags in haemotherapic services. In this study,
carbon ink electrodes screen printed on the substrate polythene terephthalate (PET) have been
modified for 0.0063% of carbon nanotubes (CNT-COOH) and 6% concentration of cobalt
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phthalocyanine (CoPc) were coated with polypyrrole films (PPy). The film was obtained by
chronoamperometry (0.8 V, 80 s) using 0.1 M solution of pyrrole (Py) in acidic. Was observed a
good reproducibility and stability particularly after insertion of the film electrode when
electrochemically characterized. Furthermore, electron microscopy images showed a low

production pyrroles. The sensors developed

in association with functionalized carbon

nanotubes showed better analytical performance compared to the control (without NTC). The
immobilization of the capsid antigen hepatitis B core (HBc-Ag) was confirmed by decreasing the
area of the electroactive cyclic voltammograms. The response to anti-HBc antibody was
evidenced by technical square wave voltammetry, showing that the platform is developed

promising for application to sensor hepatitis.

Keywords: printed electrodes, carbon nanotubes; polypyrrole; electrochemical immunosensor; Hepatitis B;

cobalt phthalocyanine.

INTRODUCAO

O termo biossensor, é
empregado a dispositivos capazes de
fornecer um sinal analitico usando um
elemento de reconhecimento biol6gico
0 qual, estd em contato direto com o
elemento de transducdo. Sendo o
biossensor formado basicamente por
dois elementos intimamente
associados, que sdo: 0 componente
biolégico ou biorreceptor e o transdutor
(THEVENOT et al.,2001).

Os eletrodos, que s&o um dos
elementos que constituem 0s
biossensores, tem um papel
fundamental, pois € sobre os mesmos
ocorrem todos 0s processos de
interface eletroquimica, imobilizacéo de
amostras biolégicas e deteccdo de
analitos — alvo (DIAS et al. 2013).

Eletrodos impressos (do inglés
- “Screen-printed electrodes”)
atualmente se revelam como uma
alternativa de sucesso frente aos
eletrodos convencionais, por
apresentar vantagens como: serem
sistemas mais simples, menores,
compactos e descartaveis, gerando
diminuicdo das etapas de limpeza entre
as analises eletroquimicas,
envenenamento da  superficie e
ofertando modos simples, viabilizando
0 desenvolvimento de sensores
portéteis para aplicacdo diagnéstica em
saude (ZHANG, 2011; DIAS et al.
2013).

Além das variadas vantagens
acima mencionadas, o0s eletrodos
impressos (El) suportam varias formas
de modificagdo na sua superficie
sensora. Nos Ultimos anos, a

introducdo de nanomateriais e/ou
reagentes especificos tem despertado
0 interesse para estudos de melhoria
da sensibilidade e seletividade dos El
(TSOUTI, 2011; ZHANG, 2011).

A escolha do material para
modificacdo do eletrodo é um aspecto
fundamental para boa efichcia do
imunossensor. Esta matriz deve
apresentar caracteristicas
eletroquimicas apropriadas como alta
taxa de transferéncia eletronica e
também ser adequado para o método
de imobilizacdo selecionado (REZAEI,
2011).

A importancia da escolha do
material do eletrodo de trabalho
também se deve ao fato de que as
respostas obtidas estdo relacionadas
com reacOes redox que ocorrem na
superficie ou na interface eletrodo -
solucdo. Desta maneira, o analito
interage com a superficie eletrddica,
resultando em menos espécies ibnicas
presentes na amostra que Sao
oxidadas ou reduzidas, resultando
deteccdo de interacdo antigeno-
anticorpo  livre de interferéncias
(GUIMARD, GOMEZ & SCHIMIDT,
2007).

A utilizacdo de nanomateriais na
elaboracdo de matrizes sensoras tem
sido amplamente estudadas. Dentre os
nanomateriais, 0s nanotubos de
carbono sdo amplamente aplicados por
apresentarem propriedades
eletroquimicas que auxiliam na
melhoria da conducédo da transferéncia
eletrbnica, na estabilidade e na
interacdo entre o analito e a plataforma
sensora. Os nanotubos de carbono sdo
conceitualmente constituidos de folhas



de grafeno enroladas de formato
cilindrico com arranjos hexagonais de
carbono, variando o tamanho de seu
didmetro de nandmetros a centrimetros
(BAUGHMAN, 2012;
PUNBUSAYAKUL, 2013).

Na confeccdo de eletrodo
modificado, a Ftalocianina de cobalto,
tem mostrado gerar uma boa
transferéncia de elétrons, e assim
gerando, uma reacdo ainda mais
eletrocataliticas quando em contato
com uma sonda redox nédo — tampéo
(NASCIMENTO, 2013).

As hepatites virais sdo causadas
por virus hepatotrépicos (A, B, C, D, E),
e apresenta amplo espectro clinico,
variando desde formas assintomaticas,
anictéricas, ictéricas tipicas, até
gquadros de insuficiéncia hepatica
aguda grave (fulminante) (Lin, 2004).

Na maior parte dos casos as
hepatites, mostram-se assintoméaticas
independentemente do tipo de virus,
quando apresenta sintomatologia, é
caracterizada por fadiga, mal-estar,
nauseas, dores abdominais, anorexia e
ictericia. Quando atinge a cronicidade,
em geral, decorre de quadro
assintomético, com  manifestacdes
clinicas apenas nos estagios mais
avancados da doenca. O diagndstico
para hepatite viral inclui a realizacdo de
exames laboratoriais demorados,
Ccustosos e que requerem muitas
etapas, a fim de caracterizar a doenca
e qual a sua gravidade (Lin, 2004).

A possibilidade de construcéo
de sensores com caracteristicas
desejadas como sensibilidade e
especificidade diagnostica e
reprodutibilidade controlada tem levado
a possibilidade de construir
imunossensores para aplicagdo em
amostras reais como SoOro, sangue
total, etc. Neste contexto, qualidade de
custo-efetividade mostram que o
diagnostico da hepatite B no Brasil
constitui-se em possibilidade analitica
desejada.

Diante do exposto, este estudo
teve por objetivo o desenvolvimento de
uma plataforma sensora com
caracteristicas de r4pida resposta,
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baixo custo e facilidade de producédo
em larga escala.

METODOLOGIA

Trata-se de um  estudo
experimental no qual se utilizou os
reagentes: Tinta de carbono,
ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g)),
ferrocianeto de potassio (Ka[Fe(CN)g]),
dimetilformamida (DMF), as ftalocianina
de cobalto (CoPc) com grau de pureza
de 97%, EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl
amino propyl)-carbodiimide) e NHS (N-
Hydroxy succinimide), Albumina sérica
bovina (BSA — do inglés “bovine serum
albumin”™) e os monbmeros do pirrol
(Pi) com grau de pureza de 98% foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Os
nanotubos de carbono de paredes
multiplas funcionalizados com grupos
carboxilicos (NTCs-COOH), grau de
pureza de 95%, comprimento médio de
1,5 ym e didmetro aproximado de 10
nm, foram obtidos da Dropsens (ESP).
Antigeno e anticorpos contra o0
nucleocapsideo da hepatite B (HBCAQ)
e (anti-HBc) foram adquiridos Abcam
(Cambridge, UK).

O tampéo fosfato salino (PBS)
(0,01 M; pH 7,4) foi utilizado para todas
as diluicbes usadas nas amostras
biol6gicas. Todas as solugbes foram
preparadas utilizando 4gua deionizada
ultra pura obtida através de sistema
Millipore Milli-Q® (EUA) com
resistividade maior que 18 MQ.cm. Os
reagentes quimicos utilizados em todos
0s experimentos foram de grau
analitico.

As medidas eletroquimicas
foram realizadas em um potenciostato/
galvanostato Metrohm- Autolab®4.9
(Utrecht- theNetherlands), acoplado a
um computador com o programa GPES
49 para controle de potencial,
aquisicao e tratamento de dados. Para
as andlises eletroquimicas, foi utilizado
um sistema tri-eletrédico composto por
um eletrodo impresso de tinta de
carbono com o eletrodo de trabalho,
um eletrodo de fio helicoidal de platina
como eletrodo auxiliar e um eletrodo
AgQ/AgClikcisay, como  eletrodo de
referéncia. Todos o0s experimentos



foram realizados em uma célula
eletroquimica com volume de 15 mL,e
a temperatura ambiente (25°C). Os
dados para construgdo dos graficos e
levantamento das curvas analiticas
foram processados pelo software
OriginLabTM, verséo 8.0.

A obtencdo da tinta de carbono
modificada com NTC —-COOH se deu
da seguinte maneira: Inicialmente, 1
mg NTC-COOH foi disperso em uma
solucdo de 5mL de DMF. Esta solugéo
foi agitada em banho ultrassénico
durante 1 hora.  ApO6s  este
procedimento, 100ul da dispersdo de
NTC-COOH foram adicionados a
300mg de tinta de carbono, segundo
metodologia otimizada previamente no
nosso laboratério (DIAS et al. 2013).

Quanto ao preparo do eletrodo
impresso modificado com CoPc temos
gque considerando que a quantidade de
CoPc acrescida a tinta de carbono
afeta as propriedades eletroanaliticas
do eletrodo, diferentes concentracdes
de CoPc foram testadas.

Apoés a homogeniza¢cdo manual
da mistura de tinta de carbono com
NTC-COOH por 30 minutos, uma
quantidade adequada de CoPc foi
incorporada a tinta nanoestruturada.

Em seguida, a tinta produzida
foi aplicada com auxilio de uma
espatula sobre um substrato retangular
(0,5 x 1,5 cm) de polivinil tereftalato
(PVC). Sobre o PET foi colado um
adesivo (molde) contendo o formato do
eletrodo de trabalho (figura 1). Apos a
impressao, o eletrodo confeccionado foi
levado para estufa a 40 °C por 30
minutos para secagem. Diferentes
percentuais (p/p%) de CoPc misturados
a tinta nanoestruturada foram testados
de modo a obter melhor resposta
eletrocataliica. Esta foi otimizada a
partir da analise das amplitudes de
correntes dos picos anddicos (Ipa) e
picos catédicos (Ipc) obtidos pela
técnica de voltametria ciclica.

O filme de PPi foi obtido por
eletropolimerizacao utilizando a técnica
de cronoamperometria (CA). Uma
solucdo aquosa contendo 0,1 M de
monémeros de Pi foi misturada [1:1] a
0,1 M em HySO4. O El previamente
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limpo foi imerso em uma célula
eletroquimica (10 mL) e submetido a
um potencial 0,8 V durante 80
segundos em cronoamperometria.

Para limpeza, os EI (eletrodos
impressos) foram submetidos a um
procedimento eletroquimico que
constou de realizagcdo de voltametria
ciclica, em solucdo de KCl a 1 M, com
potenciais de -2 V a 2 V e velocidade
de 100mV/s com 40 ciclos.

Com objetivo de investigar a
contribuicdo do filme de PPi, um estudo
paralelo foi realizado utilizando a
metodologia camada por camada, onde
o Pi foi inicialmente eletropolimerizado
e posteriormente os NTC dispersos
foram adsorvidos sobre a superficie do
Eletrodo Impresso.

Sobre a imoblizagdo do HBc-Ag
e resposta analitica do imunossensor
temos que Apds a maodificacdo da
superficie sensora, 5 pl de HBc-Ag
(100 pg/ml) foram depositados na
superficie do EI modificado, mantida
em repouso por 1 hora em camera
Umida & temperatura ambiente. Ap0s
esse periodo, foram realizadas andlises
por voltametrias ciclicas e de onda
guadrada. 5pl de uma solugéo de BSA
(1:1) foi depositada sobre a superficie
com o0 antigeno imobilizado para
bloqueio de ligagbes inespecificas, por
30 minutos. ApoOs a caracterizacdo da
etapa, 5 pyl de anti-HBc (1ng/ml) foi
depositado na superficie para analise
da reagdo antigeno-anticorpo.

Para analise morfologica
sensora, o0 ElI foi submetido a
micrografias por técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). O
microscopio utilizado foi o0 modelo SS-
550 superscan, (Shimadz,) que
instalado no Departamento de Quimica
Fundamental (DQF) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Para
as micrografias, os eletrodos impressos
em PET foram fixados em porta
amostra utilizando fita de carbono e em
seguida foram metalizados com ouro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a Otimizacdo da
concentracdo de CoPc na tinta de



impressdo observou-se que 0Ss picos
redoxes apresentaram comportamento
de quase reversibilidade. De acordo
com as variagbes Ipa/lpc, a
concentracdo de 6% apresenta-se
como a melhor em relacdo as demais
pesquisadas baseadas nas condi¢bes
de melhor reversibilidade. Desta forma
optou-se por trabalhar com
concentracdes proximos de CoPc.

De acordo com a metodologia
apresentada, tem-se que a composicao
em massa da tinta modificada
produzida € cerca de: 94,5% de tinta de
carbono comercial, 0,0063% de
nanotubos de carbono e 55% de
CoPc.

O percentual de NTC-COOH e
CoPc utilizado séo baixos, comparados
ao percentual da tinta de carbono,
indicando que a producdo em escala
deste eletrodo impresso é
economicamente viavel jA& que sdo os
de mais altos custos.

A estabilidade do filme de PPi
sobre a superficie sensora pode ser
descrita por voltamogramas que
indicaram em duas etapas ( velocidade
de varredura e variagdo de
velocidades) desse estudo, que o filme
apresenta estabilidade (figuras 2 e 3).
O coeficiente de variacdo (CV) também
foi calculado. Os valores mostraram
para Ipa 1% e o Ipc foram 1%. Estes
valores estdo dentro do valor 6timo
citado na literatura (CV < 5) (Dias et al.,
2013). Assim, o filme de PPi sobre o El
modificado com NTC-COOH e CoPc é
estavel do ponto de vista eletroquimico.

O estudo de reprodutibilidade foi
realizado avaliando-se em triplicata
com eletrodos diferentes, na mesma
faixa potencial. Para analisar a
reprodutibilidade do El sem o filme de
PPi, bem como dos EI contendo o filme
de PPi o coeficiente de variacao foi
calculado tanto para o eletrodo com
PPi quanto para o eletrodo sem o PPi.
Os valores mostrados foram que, com
PPi o Ipa e o Ipc deram 2%
respectivamente e os valores sem o
filme de PPi resultaram 3,2%. Estes
valores estdo bem abaixo dentro do
valor 6timo citado na literatura (CV <
5,0).
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Com os dados supracitados
confirma-se que ha uma boa
reprodutibilidade dos eletrodos,
sobretudo poés-inser¢cdo do filme de
PPi. Assim confirmou-se também uma
boa estabilidade depois que os
eletrodos receberam por
eletropolimerizacdo o0s polimeros de
PPi.

A utilizagdo de polimeros
condutores para modificacdo de
superficies eletrédicas associadas com
nanotubos de carbono funcionalizados
tem sido bem relatada; os sensores
produzidos com essa associacao
apresentam melhor  desempenho
analitco em relacdo aos que sao
produzidos apenas com a presenca do
polimero (Yanez-Sedefio et.al. 2010).
A ativacdo dos nanotubos de carbono
com EDC e NHS por 1 hora, promove a
ligacdo amida dos grupos carboxilicos
dos NTC com o0s grupos aminas
contidos na cauda de histidina dos
HBC Ags permitindo imobilizacéo
estavel da biomolécula de interesse.
No que concerne a esse trabalho, a
molécula imobilizada foi o antigeno
HBc-Ag para captura dos antigenos
anti-HBc. ApOs imobilizacdo do HBc
Ag, foi realizado um bloqueio de
ligacbes ndo especificas, incubando-se
0 eletrodoco uma solugdo de BSA
(0,1% plv) por uma hora. Para
imobilizacdo do HBc-Ag a deteccdo do
Anti-HBc, observou-se decréscimo
sucessivo da é&rea eletroativa em
relacédo aos voltamogramas do eletrodo
modificado, devido a natureza isolante
das biomoléculas (HBc-Ag, BSA e anti-
HBc). Evento explicado pela continua
deposicdo de material na superficie
sensora, visto que estes dificultam a
transferéncia eletronica (figura 4).

Para verificar a  eficacia
resposta analitica do imunossensor,
este foi desafiado com amostras de
anti-HBc nas concentragcbes de 1
ng/mL preparadas em tampao PBS
incubados sucessivamente por 30
minutos em uma camara Umida a
temperatura ambiente. As medidas de
VOQ com variacbes dos picos de
amplitude mostram diferencas
significativas apdés as sucessivas



incubacdes (figura 5). Foi obtida uma
resposta linear  proporcional as
concentracbes de anti-HBc, cuja
equacéao foi “MpA)] = - 2,7 + 19,7
[anti-HBc (ng/mL)]”, alcancando um
coeficiente de correlacdo de 0,984
(n=4; p<0,05) (figura 6). Este resultado
mostra que o] imunossensor
desenvolvido apresenta sensibilidade
diagnéstica na ordem de ng/mL,
mostrando ser Ut na deteccdo
sorolégica de anti-HBc, visto que o0s
niveis dos anticorpos em soro para
HBV encontram-se na mesma ordem
de grandeza da  sensibilidade
imunossensora, assim nao
necessitando de pré tratamento
(concentracdo ou  diluicdo) das
amostras, 0 que é vantagem para uma
proposta point-of-care. Entretanto, para
aplicacdo do sistema proposto para
deteccdo em rotina clinica, mais
estudos precisam realizados e outras
substancias antagonistas precisam ser
testadas para melhor padronizacédo dos
ensaios.

CONCLUSAO

Diante dos resultados
apresentados pode-se concluir que o
percentual de 6% de ftlaocianina de
cobalto sobre a tinta condutora
(contendo nanotubos de carbono
carboxilados) foi a ideal em
comparacdo as demais estudadas (4%,
4,6%, 5,3% e 6,67%);

A plataforma sensora
nanoestruturada baseada em filme de
PPi apresentou uma boa estabilidade e
reprodutibilidade eletroquimica, com
CV para Ipa € Ipc dentro do valor ideal
citado na literatura (< 5%), bem como
0s DP para Ipa e Ipc respectivamente <
5,5 (valores referidos na literatura);

Com a imobilizacdo com HBc
Ag a superficie sensora, foi possivel
detectar anti-HBc na ordem de ng/mL.
Esta plataforma sensora apresenta-se
promissora  para aplicagdo em
imunosensor livre de marcacao,
constituindo-se num método sensivel,
simples e pouco custoso.

Como perspectivas, sugere-se
realizar mais estudos para melhor
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padronizacdo da plataforma sensora e
do filme de PPi para amostras
complexas em soro, sangue e outros
fluidos biologicos, bom como aplicar o
imunossensor para deteccdo de
antigenos de superficie para aumentar
a especificidade do diagnéstico da
infeccao por HBc.

REFERENCIAS

BAUGHMAN, R. H.; ZAKHIDOV, A. A. & DE
HEER, W. A.; Carbon nanotubes — the route
toward applications.Science , 297: 787, 2012.

DIAS, A. C. M. S. et al. A sensor tip based on
carbon nanotube-ink printed electrode for the
dengue virus NS1 protein. Biosensors and

Bioeletrctronics , v.44, p.216-221, 2013.

LIN KW, KIRCHNER JT. Hepatitis B. Am Fam
Physician .Jan 1;69(1):75-82, 2004.

NASCIMENTO, R. F.; SELVA, T. M. G,
RIBEIRO, W. F.; BELIAN, M. F.; ANGNES, L.;
NASCIMENTO V. B.Flow-injection
electrochemical determination of citric acid using
a cobalt(ll)-phthalocyanine modified carbon
paste electrode. Talanta 105; 354—-359. 2013.

PUNBUSAYAKUL, N.; TALAPATRA, S.; CI, L,;
SURAREUNGCHAI, W. & AJAYAN, P.M.
Double-walled carbon nanotube electrodes for
electrochemical sensing.Electrochem.and
Solid-State Lett ., 10: 13, 2013.

REZAEI, B.; MAJIDI, N.; RAHMANI, H,;
KHAIAMIAN, T.; Eletrochemical impedimetric
immunosensor for insulin like growth factor-1
using specific monoclonal antibody-nanogold
modified electrode. Biossensor and
Bioeletronics , 26: 2130-2134, 2011.

THEVENOT,D.R., TOTH,K.,DURST,R.
A.,etal.,Technical Report
ElectrochemicalBiosensors:Recommended
DefinitionsandClassification, Biosensors and
Bioelectronics ,v.16,n.1-2, pp.121-131, 2001.

TSOUTI, V.; BOUTOPOULOS, C.; ZERGOTI, I,;
CHATZANDROULIS, S. Capacitive microsystem
for biological
sensing.BiosensorandBioeletronics , 27: 1-11,
2011.

YANEZ-SEDENO, P.; PINGARRON, J.M.
Electrochemical sensing based on carbon



nanotubes. TrAC Trends in Analytical
Chemistry , v. 29, p. 938-953, 2010.

ZHANG, X.; CUL, Y.; LV, Z.; LI, M.; MA, S.; CUI,
Z.; KONG, Q. Carbon nanotubes, Conductive

ANEXOS

Figura 1 - Imagem do eletrodo modificado
com tinta de carbono
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Figura 2 - VC consecutivos registrados em
20 ciclos a uma velocidade de varredura de
100 mV/s em solucdo de KiFe(CN)g]) /
(Ks[Fe(CN)e])
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Figura 3 - VC sob diferentes velocidades de
varredura aumentando de 10 a 120mV/s do
mais interno ao mais externo em solucédo de
Ka[Fe(CN)e]) / (Ks[Fe(CN)e])
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Carbon Black and Graphite poweder based
paste electrodes. International Jounal of
Eletrochemical Science , v. 6, p. 6063-6073,
2011.

Figura 4- VC das areas eletroativas das
etapas do imunossensor, mostrando
sucessivos decréscimos da area eletroativa.
Os eletrodos foram submetidos a velocidade
de varredura de 100 mV/s em sonda redox
de KalFe(CNl) / (KalFe(CN)al)
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Figura 5- VOQ das respostas analiticas do
imunossensor ao anti HBc. A indicac@o das
setas mostra a direcdo das sucessivas

incubagbes com decaimento de corrente
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Figura 6- Ajuste linear da resposta de
corrente de pico anddico das VOQ em

relacéo a concentracéo de anti HBc (ng/mL)
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