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Lista de abreviaturas e siglas:

HBP — hipertrofia benigna da prostata

INCA — Instituto Nacional de Cancer

DRE - digital rectal exam (exame de toque retal)

PSA — prostate specific antigen (antigeno prostatico especifico)
ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay (arranjo de enzimas imuno-adsorvidas)
PCR — polymerase chain reaction (rea¢do em cadeia da polimerase)
VC — voltametria ciclica

VPD - voltametria de pulso diferencial

MECQ — microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo

EIE — espectroscopia de impedancia eletroquimica

FTO — fluorine doped tin oxide (6xido de estanho dopado com fluor)
K;3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)g — ferrocianato/ferricianato de potassio
KNOj; — nitrato de potéssio

KCI - cloreto de potassio

HCIO4 — 4cido perclérico

H,SO4 — acido sulftarico

FTIR — Fourier transforme infra red (espectroscopia do infravermelho por transformada
de Fourier)

MEYV — microscopia eletronica de varredura

MFA — microscopia de for¢a atdmica

ssDNA — single strand DNA (simples fita do DNA)

dsDNA — double strand DNA (dupla fita do DNA)

7’ —resisténcia

7>’ —reatancia

V —volts

A —ampére

R —resisténcia

Q — capacitancia

W — linhas de Warburg

m — massa

f — freqiiéncia

G, A, T e C — guanina, adenina timina e citosina
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Materiais:

2-aminofenol (C¢H7NO) 99% - Acros Organics. Massa molar: 109,13 g.mol'1
3-aminofenol (C¢H7NO) 98% - Aldrich. Massa molar: 109,13 g.mol'l

Acido nitrico (HNO3) P.A (65%) — Cinética. Massa molar: 63,01 g.mol’

Acido perclérico (HCIOy4) P.A (70%) — A.C.S. Massa molar: 100,46g.m01’1,

1dm’ = 1,675¢

Acido sulfarico (H,SO4) P.A (98%)- Merck. Massa molar: 98,08g.mol™, 1dm’ =1,84g
Acido acético glacial (CH;COOH) P.A. (100%) — A.C.S. Massa molar: 60,05g.mol”’,
ldm’ = 1,05g

Hidréxido de s6dio (NaOH) P.A — Vetec. Massa molar: 40,00g.mol'1

Nitrato de potassio (KNO3) P.A — A.C.S. Massa molar: 101,10g.mol”

Cloreto de potassio (KCI) P.A — Vetec. Massa molar: 74,56g.mol”

Ferrocianeto de potéssio [K4Fe(CN).3H,0] P.A — Vetec. Massa molar: 422,39¢g.mol”!
Ferricianeto de potassio [K3Fe(CN)s] P.A — Reagen. Massa molar: 329,25 g.mol'1
Fosfato de soédio monobésico Anidro (NaH,PO4) P.A — Vetec. Massa Molar:
119,98g.mol”

Fosfato de sodio dibasico Anidro (Na,HPO4) P.A — Vetec. Massa molar: 141,96g.mol”
Acetato de sodio anidro (CH;COONa.) P.A — Vetec. Massa Molar: 82,O3g.mol'1

Eter de petroleo P.A — Biotec. 1dm’ = 0,64g

Acetona (CH;0CH3) P.A — A.C.S. Massa molar: 58,08g.mol”

Guanina (CsHsNsO) 99% - Acros Organics. Massa molar: 151,13g.mol”

Adenina (CsHsNs) 99,5% - Acros Organics. Massa molar: 135,13g.rnol'1

Timina (CsHgN>07) 99% - Acros Organics. Massa molar: 126,11 g.mol'l

Citosina (C4HsN30) 99% - Acros Organics. Massa molar: 111,1 g.mol'1
Ferrocenocarboxialdeido (C;;HgOFe) P.A - Fluka, Massa molar: 214,05 g.mol'1
Metanol (CH;0H) P.A (99,9%) — Merck. Massa molar: 32,04g.m01’1, ldm’ = 0,79¢g
Alcool etilico absoluto (C;HsOH) P.A (99,5%).-A.C.S. Massa molar: 46,07g.mol ™.
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Resumo: O céncer de prostata em estagio inicial é completamente assintomatico, s6
sendo detectado em exames de rotina pelo exame de toque retal. Os diagndsticos pelo
PSA ainda devem ser seguidos de uma ultrasonografia retal, sendo necessario o
desenvolvimento de plataformas diagnosticas que possam gerar resultados com rapidez,
especificidade, sensibilidade e baixo custo, caracteristicas encontradas nos sensores
bioldgicos. Dentre esses biossensores, existem aqueles baseados em DNA. Polimeros,
tais como poli(aminofendis) sdo matrizes suporte ¢ podem ser utilizadas para a
imobilizacdo de biomoléculas devido as caracteristicas que apresentam, tais como,
excelente permeabilidade, seletividade, reprodutibilidade e tempo de resposta rapida.

Foi possivel a eletropolimerizagdo de 2-aminofenol e 3-aminofenol. O polimero
deste apresenta um crescimento auto-limitado e caracteristicas ndo-condutoras,
confirmadas em solucdo contendo o par redox Fe’’/Fe’" enquanto que o polimero
daquele apresenta um filme polimérico com caracteristicas condutoras. Esses dados sdao
corroborados por EIE, através de andlise dos valores de resisténcia, baixos para o
poli(2-aminofenol) e altos para o poli(3-aminofenol). Medidas de massa realizadas por
MECQ indicam uma maior quantidade de filme polimérico formado para o poli(3-
aminofenol) do que para o poli(2-aminofenol). Aumentando o pH das solu¢des ocorre
um deslocamento no potencial de oxidacdo do monOmero para potenciais mais
catodicos e uma diminui¢do nos valores de corrente. MEVs e MFAs mostram filmes
com caracteristicas rugosas e espessuras diferentes, mais finos para o poli(3-
aminofenol). Os resultados por FTIR sugerem possivel polimerizacdo via NH, com
presenga de bandas de -OH livres, pela possibilidade de ligagdes tipo C-N-C de bandas
de aminas aromaticas secundarias. A deteccdo das bases purinicas e pirimidinicas
isoladas e em uma mistura unica foi possivel mostrando que as interagdes entre elas e os
filmes poliméricos ocorrem por um mecanismo similar. Foram realizados experimentos
de imobilizagdo dos produtos de PCR especificos para cancer de prostata, com 277
pares de base, desnaturados e hibridizados, com a utilizagdo do ferrocenocarboxialdeido
como mediador do processo de detecgao.

E possivel a construgdo de eletrodos modificados com filmes poliméricos
derivados de 2-aminofenol e 3-aminofenol, apresentando caracteristicas
espectroscopicas e eletroquimicas distintas. Os polimeros podem ser usados como
matrizes de detecgdes de bases nitrogenadas de DNA e para construgdo de biossensores.

Palavras-chave: eletropolimerizac¢do, aminofendis, biossensores
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Abstract: The prostate cancer in initial stages is completely asymptomatic. It is
detected in routine exams by digital rectal exam. The diagnosis by PSA must be
followed by a rectal ultrasonography being necessary the development of diagnostic
platforms that may generate fast results with specificity, sensibility and low costs,
features found on biological sensors. Among these biosensors, there are those based on
DNA. Polymers as poly(aminophenols) are support matrices and can be used for the
immobilization of biomolecules due to their features such as excellent permeability,
selectivity, reproducibility and fast response.

It was possible the electropolymerization of 2-aminophenol and 3-aminophenol.
This polymer presents a self-limited growth and non-conducting behavior, confirmed in
solution containing the redox pair Fe*"/Fe’” while that polymer presents a polymeric
film with conducting properties. These data are corroborated by EIS through analysis of
resistance values, low for poly(2-aminophenol) and high for poly(3-aminophenol).
Measurements of mass made by MECQ points a greater amount of polymeric film for
poly(3-aminophenol) than for poly(2-aminophenol). Increasing the pH values results in
a shift on the potential of the monomer oxidation to more cathodic potentials and a
decreasing on the current values. SEMs and AFMs show rough films with different
thickness, thinner to poly(3-aminophenol). FTIR results suggest possible
polymerization through NH, with the presence of free -OH bands, due to the possibility
of C-N-C bounds of secondary aromatic amines. The detection of purinic and
pyrimidinic bases, isolated and in a mix, was possible showing that the interactions
between them and the polymeric films occur by a similar mechanism. Experiments of
immobilization of prostate cancer specific PCR products, with 277 base pairs were
performed, denatured and hybridizated with ferrocenecarboxyaldheyde as mediator for
the detection process.

It is possible the construction of modified electrodes with polymeric films
derived from 2-aminophenol and 3-aminophenol, presenting distinct spectroscopic and
electrochemical properties. The polymers can be used as DNA nitrogenated bases
detection matrices and they have the possibility of being used for biosensor
construction.

Keywords: electropolymerization, aminophenols, biosensors
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1) Introducgao

1.1) A prostata

A prostata ¢ um pequeno orgéo situado logo abaixo da bexiga (figura 1), em forma
de uma castanha portuguesa, atravessada pela uretra. E um 6rgdo predominante entre os
homens e o seu desenvolvimento ¢ estimulado pelo horménio sexual masculino, a
testosterona, produzida pelos testiculos [1].

A prostata € um 6rgao glandular que produz uma substancia que, juntamente com a
secrecdo da vesicula seminal e os espermatozoides produzidos nos testiculos, vai formar
o esperma. Sem o liquido produzido pela prostata, os espermatozodides nao viveriam até
atingir o 6vulo no momento da fecundagdo. Além de conferir prote¢do, contém

alimentos para o espermatozoide, na sua caminhada ao encontro do 6évulo.

Illll testiculo
e

Figura 1: esquema do aparelho reprodutor masculino, obtido da referéncia [1]

1.2) Doengas da prostata

Srougi [2] apresentou dois pontos sobre o cancer de préstata. O primeiro ¢ o fato de
que sua incidéncia aumenta com a idade, atingindo quase 50 % dos individuos com 80
anos. Deste modo, um individuo que estiver por volta de 100 anos, provavelmente, ndo
sera poupado por esse tumor. O segundo é que, para a maioria de individuos, o cancer
de proéstata ndo lhes causa nenhum mal perceptivel, ndo apresentando nenhum sintoma,
na sua fase inicial. Numa fase adiantada, comecara a obstruir a urina. As doengas na

prostata podem ser divididas em duas classes: Nao cancerosas e cancerosas.
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1.2.1) Doencas néo cancerosas

Prostatite aguda

E uma infeccdo bacteriana da prostata que ocorre em qualquer idade. Febre,
calafrios, dor perineal, dificuldade e ardéncia para urinar sdo os principais sintomas. O

tratamento ¢ feito com antibidticos especificos e a cura ¢ quase sempre obtida.

Prostatite cronica

E uma infecc¢do bacteriana recorrente. Os sintomas sdo semelhantes aos da prostatite
aguda, porém, sem febre, em menor escala e de duragdo bem mais prolongada. O
tratamento € feito com antibidticos e/ou outros medicamentos de suporte. A condigdo €

de dificil tratamento e pode haver necessidade de massagem prostatica.

Hipertrofia benigna da prostata (HBP)

Também conhecido como adenoma de prostata, consiste em um crescimento das
glandulas prostaticas e, consequentemente, de toda prostata. Suas causas ainda sao
indeterminadas. As estatisticas revelam que geralmente o HBP ocorre dos 40 anos em
diante sendo mais comum a partir dos 60, atingindo 50% dos homens e acomete 90%
dos homens entre 70 e 80 anos. O crescimento da prdstata comprime a uretra
determinando uma série de sintomas urinarios como, por exemplo, levantar varias vezes

para urinar, ardéncia para urinar e diminui¢do da for¢a e calibre do jato urindrio.

1.2.2) Céancer de proéstata

Os tumores malignos da prostata sdo abscessos anormais que se dividem sem
controle ¢ sem ordem. Estas células podem invadir e danificar 6rgdos préximos a
prostata. As células cancerosas também podem desprender-se de um tumor maligno e
entrar na corrente sangiiinea e/ou no sistema linfatico. Assim, a neoplasia se dissemina
desde o seu estagio primario, formando tumores secundérios em outros 6rgaos [3].

O adenocarcinoma da préstata possui a sua etiologia indeterminada. Hering [4]
salienta que o progredir da idade e a presenga de testosterona no sangue sdo os fatores

de risco mais importantes para o seu desenvolvimento. Além disso, a dieta rica em
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gordura animal e a hereditariedade estao envolvidas com a doencga. O risco de cancer de
prostata aumenta 1,5 vezes quando um parente de 1° grau (pai ou irmao) tem o tumor e
5 vezes quando sdao acometidos dois parentes de primeiro grau. Nos casos hereditarios,
o cancer manifesta-se mais precocemente, muitas vezes antes dos 50 anos. Vé-se, entdo,
que os antecedentes familiares tém particular importancia por elevarem o risco de
ocorréncia do carcinoma prostatico.

Segundo Rose [5], os “proto-oncogenes” ddo a ordem para uma célula normal se
transformar em outra maligna. Isto s6 ndo ocorre indiscriminadamente porque a fungao
dos proto-oncogenes ¢ antagonizada por outro grupo de genes protetores, chamados de
“supressores”, dos quais os mais conhecidos sao o p53 e o p21. Estes genes promovem
o suicidio das células toda vez que elas sofrem um processo de degeneracdo maligna,
num fendomeno conhecido como Apoptose. O cancer de prdstata surge porque as
multiplas divisdes celulares que ocorrem em todos os seres vivos acompanham-se de
discreta fragmentacdo dos cromossomos, que vao se privando de parte de seu material
genético. Com o passar dos anos, acumulam-se perdas dos genes supressores,
ocasionando liberagao da atividade dos proto-oncogenes e permitindo a degeneracgao das
células prostaticas.

Pesquisadores [6] da Universidade de Umea, Suécia, em 1996, divulgaram uma das
mais promissoras descobertas na area do cancer de prostata. Estudando 66 familias com
alta prevaléncia deste tipo de carcinoma, os pesquisadores identificaram no brago longo
do cromossomo 1 o local onde, provavelmente, se aloja o principal proto-oncogene
causador do cancer de prostata, que foi denominado cancer de prostata hereditario 1
(HPC1, do inglés, hereditary prostate cancer 1).

O cancer de prostata, quando avanga, pode se disseminar pelo corpo, vindo a atingir
outros 0rgdos e, principalmente, os ossos. Uma dor na coluna vertebral num individuo
na idade de risco pode ser at¢ uma disseminacao do tumor. Pode também atingir as
costelas, bacia, fémures, etc. Muitas vezes o individuo tem uma fratura espontanea do
fémur, sem qualquer trauma, o que podera ser uma fratura patolégica, provocada pela
disseminag¢ao do tumor.

A evolugdo dos pacientes com cancer de prostata depende de algumas variaveis,
destacando-se o grau histologico do tumor e o estagio da doenca no momento do
diagnoéstico e o volume tumoral. Sob o ponto de vista histoldgico, as neoplasias da
prostata costumam ser classificadas em fung¢do do grau da distor¢do glandular. Um

sistema utilizado para esse fim ¢ o estadiamento TNM.
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1.3) O estadiamento TNM

Desenvolvido pelo The American Joint Committee on Cancer [7], o TNM (tabela 1

e figura 2) ¢ um sistema internacional que descreve os estagios da doenga prostatica ¢

os métodos comuns de tratamento. T se refere ao tamanho do tumor primario, N

descreve a extensdo do envolvimento do nddulo linfatico e M se refere a presenga ou

auséncia de metastases.

Tabela 1: estagios do cancer de prostata (TNM) *

Estagio Descrigao
TX O tumor primario nao pode ser avaliado
TO Nao ha evidéncia de tumor primario.

T1 (Estagio A)

O tumor esta limitado apenas a prostata. Nesse estdgio, ndo causa
nenhum sintoma. O tumor ainda ¢ muito pequeno para ser sentido
durante um exame de toque retal ou de ser observado por imagem
durante o processo de varredura. Esses tumores normalmente sdao
encontrados casualmente durante a cirurgia para um tumor benigno
ou para alguma outra doenga da prostata. Os tumores também
podem ser encontrados durante o seguimento dos testes de rastreio
que medem o PSA. Escolhas comuns de tratamento. Em outros
casos, pode ser que nenhum tratamento seja necessario. Nesses

casos, médico e paciente, decidem simplesmente observar o cancer.

Tla (A1) Tumor incidentalmente encontrado em menos que 5% da amostra
de tecido prostatico.

T1b (A2) Tumor incidentalmente encontrado em mais que 5% da amostra de
tecido prostatico.

Tlc (BO) Tumor identificado através de bidpsia por agulha (em casos de PSA

elevado).

T2 (Estagio B)

Um tumor que se encontra em estagio T2, ainda estd limitado
apenas a prostata. O tumor agora ¢ suficientemente grande para ser
sentido durante um exame de toque retal, mas os pacientes

freqiientemente nao experimentam quaisquer sintomas.

T2a (B1)

O tumor compromete menos da metade de um lobo da prostata. O
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tumor pode ser freqlientemente palpado (e ¢ normalmente

descoberto pelo médico durante um exame de toque retal).

T2b (B1) O tumor compromete mais da metade de um lobo da prostata e
normalmente pode ser palpado durante um exame de toque retal.
T2c (B2) O tumor compromete ambos os lobos (o esquerdo e o direito) da

prostata e € palpado durante um exame de toque retal.

T3 (Estagio C)

Neste estagio, o tumor se disseminou da prostata para o tecido

imediatamente adjacente. As vesiculas seminais podem ser

incluidas.

T3a (C1) O tumor se estende além da capsula prostatica em apenas um lado.
Isso as vezes recebe a denominacdo de extensdo extracapsular
bilateral.

T3b (C2) O tumor se estende além da cépsula prostatica em ambos os lados.

T3¢ (C3) O tumor invade uma ou ambas as vesiculas seminais.

T4 (sem | No estagio T4, o tumor ainda esta limitado a regido pélvica, mas

equivalente  no | pode se disseminar para outras areas.

sistema a, b, ¢ e

d)

T4a O tumor se estende além da prostata e invade qualquer uma ou
todas as estruturas a seguir: o colo vesical, o esfincter externo (que
ajuda a controlar a mic¢do), e/ou reto.

T4b O tumor se estende além da prostata e agora pode invadir os
musculos elevadores do reto (os musculos que ajudam a levantar e
a baixar o 6rgdo) e/ou o tumor pode estar aderido a parede pélvica.

NO-N3 A hormonoterapia geralmente ¢ utilizada em primeiro lugar como
tratamento. A quimioterapia pode ser utilizada depois de a
hormonoterapia nao mais estiver dando resultados.

NO Auséncia de metéstases em linfonodos regionais.

N1 O cancer de prostata ¢ descrito como N1 se a metastase for
encontrada em um Unico linfonodo na regido pélvica e medir 2 cm
ou menos em sua maior dimensao.

N2 O cancer de prostata ¢ descrito como N2 se a metastase for

encontrada em um Uunico linfonodo medindo mais de 2 c¢cm, mas
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menos de Scm em sua maior dimensao. O N2 também pode ser
utilizado para descrever as metastases ganglionares multiplas, mas
os linfonodos afetados ndo devem ser maiores que 5 cm em sua

maior dimens3o.

N3 O cancer de prostata € descrito como N3 quando as metastases em

um linfonodo forem maiores que 5 cm em sua maior dimensao.

MO-M1 As escolhas disponiveis de tratamentos para o estdgio M sdo iguais

aquelas para o estagio N.

MO Auséncia de metastases distantes.

M1 (Estagio D2) | Metastases distantes (o tumor se estende além da regido pélvica

para outras partes do corpo), que podem incluir a coluna vertebral.

Dor 6ssea, perda de peso e cansaco sao sintomas comuns.

Dados obtidos da referéncia [8].

._--"'.J"' ) .:-.'- o _" H

) | Vv 3

Tla (A1) T2a (B1) T2e®2) - T3¢ (C3)

Figura 2: estagios do cancer.
1.4) As estimativas para o ano de 2006

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) ¢ o 6rgao do Ministério da Saude, vinculado
a Secretaria de Atencdo a Saude, responsdvel por desenvolver e coordenar agdes
integradas para a prevengdo e controle do cancer no Brasil.

A implementa¢cdo das agdes nacionais voltadas para a prevencdo e controle do
cancer depende diretamente das atividades relacionadas a vigilancia que sao realizadas
com base nas informagdes obtidas dos Registros de Cancer de Base Populacional
(RCBP), supervisionados pelo INCA/MS, e do Sistema de Informacdo sobre
Mortalidade (SIM), do Ministério da Satde, centralizado nacionalmente pela Secretaria
de Vigilancia a Saude - SVS/MS. A partir destas informagdes, desde 1995, o INCA

estima e publica anualmente a incidéncia de cancer que tem sido um recurso
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indispensavel para o planejamento destas acdes. A ultima estimativa realizada mostrou
que o numero de casos novos de cancer de prostata estimados para o Brasil em 2006 foi

de 47.280, valor correspondente a um risco de 51 casos novos a cada 100 mil homens.

Tabela 2: estimativas para o ano 2006 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 e de niimero de casos

novos por cancer, em homens.*

Localizag¢do primaria Estimativa dos casos Novos
Neoplasia maligna Por estado Por capital
Casos | Taxa Bruta (%) | Casos | Taxa Bruta (%)
Traquéia, Bronquio e Pulmao | 17.850 19,41 5.300 26,40
Estomago 14.970 16,30 3.950 19,68
Proéstata 47.280 51,41 13.980 69,74
Colon e Reto 11.390 12,36 4.390 21,78
Esofago 7.970 8,64 1.720 8,47
Leucemias 5.330 5,82 1.570 7,78
Cavidade Oral 10.060 10,91 3.050 15,01
Pele melanoma 2.710 2,92 830 3,80
Outras Localiza¢des 61.530 66,92 18.370 91,45
Subtotal 179.090 194,77 53.160 264,63
Pele ndo melanoma 55.480 60,74 13.680 68,13
Todas as neoplasias 234.570 255,14 66.840 332,62

*Dados obtidos da referéncia [1].

N® de Casos
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Figura 3: tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2006. Grafico obtido da referéncia [1].
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No mundo, o numero de casos novos diagnosticados de cancer de prostata
representa 15,3% de todos os casos incidentes de cancer em paises desenvolvidos e
4,3% dos casos em paises em desenvolvimento. O cancer de prdstata ¢ o mais
prevalente em homens.

Entre todos os tipos de cancer, este ¢ considerado o cancer da terceira idade, uma
vez que cerca de 75 % dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos. O aumento
acentuado nas taxas de incidéncia tem sido influenciado pelo diagnostico de casos
latentes em individuos assintomaticos. As taxas aumentaram especialmente em regides
onde o rastreamento através do diagnostico do Antigeno Prostatico Especifico (PSA, do

inglés, Prostate Specific Antigen) ¢ comum.

1.5) Diagnostico

O cancer de prostata em estagio inicial ¢ completamente assintomatico [9], s6 sendo
detectado em exames de rotina pelo exame de toque retal (DRE, do inglés, Digital
Rectal Exam) [10].

Um segundo diagnostico ¢ feito pelo PSA, uma protease sérica produzida pelo
epitélio prostatico para manter o fluido seminal [11]. E composta de uma cadeia tinica
de glicoproteina que exibe atividade proteolitica similar a quimiotripsina [12]. O
primeiro arranjo imunologico criado para medir o PSA foi de tipo sandwich, um ensaio
por enzimas imuno-adsorvidas (ELISA, do inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay) [13] suficientemente sensivel para detectar PSA no soro de um homem normal e
de pacientes com HBP e cancer de prostata. Os niveis de PSA [14] encontrados no
sangue sao muito baixos, na ordem de 0,4 a 4,0 ng.mL'l. Os niveis de PSA estando
entre 4,0 ¢ 10,0 ng.mL™"' sdo considerados suspeitos ¢ devem ser seguidos de uma
ultrassonografia retal, embora estudos [15] indiquem que a bidpsia ainda pode ser
evitada nesse nivel.

Muitos trabalhos [16-21] estdo sendo realizados utilizando o PSA como marcador
para que se consiga diminuir a sensibilidade de detec¢do e auxiliar no tratamento do
cancer. A maioria dos estudos tem contribuido também para o esclarecimento das
causas ¢ a fun¢do de alguns genes importantes no desenvolvimento desse tipo de cancer,
com diagnostico precoce e tratamento dos pacientes com uma precisdo relativamente

alta, cerca de 97% [22-24]. Ainda, entretanto, 50% dos pacientes com cancer no estagio
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T1 e 40% em T2 ndo sdo detectados por marcadores moleculares em sangue periférico
[25]. Somente pacientes em estdgio avangado (T3 e T4) ¢ que sdo detectados com
micrometastases circulantes em sangue periférico. O monitoramento da terapéutica
adotada ¢ ainda ineficaz, bem como poucos sdo os recursos para o tratamento deste
cancer, culminando geralmente em cirurgia.

Atualmente, os unicos diagndsticos do cancer de prostata baseiam-se no toque retal
e PSA, que levam a ultra-sonografia, porém sem sucesso na deteccdo dos estagios
iniciais. Diante do contexto atual do diagndstico das diversas doengas, propdem-se
desenvolver plataformas diagnosticas que possam gerar resultados com rapidez,
especificidade, sensibilidade e baixo custo, caracteristicas encontradas nos sensores

bioldgicos.

1.6) Biossensores

Um biossensor ou sensor biologico ¢ um dispositivo analitico que contém um
material bioldgico sensivel imobilizado e um transdutor, para produzir um sinal
quantitativo, proporcional a concentracdo do analito em questdo [26]. Biossensores
apresentam trés componentes distintos:

e um elemento biorreconhecedor, para detectar analito(s) de interesse. Podem ser
organelas, tecido animal ou vegetal, microrganismos, células [27], enzimas, antigenos,
anticorpos [28], fragmentos de DNA;

e um elemento transdutor para converter a interagao das biomoléculas (anticorpo a
antigeno) em um sinal quantificavel [29-31]. Os transdutores podem ser classificados
como eletroquimicos (potenciométricos [32], amperométricos [33] e condutimétricos
[34]), térmicos ou calorimétricos [35], Opticos [36], piezoelétricos [37] e baseados em
superficie ressonante de plasma [38];

e um sistema de detec¢do para analise dos dados obtidos pelo transdutor, dispostos em
gréaficos ou dados numéricos.

Os sensores biologicos contribuem para o estabelecimento das técnicas analiticas,
representando uma nova ferramenta para determinagdo de analitos no sangue (glicose,
uréia, lactato, colesterol, DNA, antigenos, anticorpos), screening de bibliotecas de

cDNA (DNA complementar), monitoramento ambiental, andlise em alimentos e
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determinagdo seletiva de doencas. Biossensores sao classificados de acordo com o

analito a ser detectado. Dentre eles, existem os biossensores baseados em DNA.

1.6.1) Biossensores baseados em DNA

1.6.1.1) Métodos de deteccdes

Desde que o conceito de biossensor eletroquimico de DNA foi introduzido por
Millan e Mikkelsen em 1993 [39] varios trabalhos estdo sendo realizados em todo o
mundo [40-43]. O DNA se ajusta muito bem para as aplicagdes dos biossensores porque
as interagoes dos pares de bases de sua estrutura com as seqiiéncias complementares sao
especificas.

A eletroquimica apresenta propriedades interessantes sobre os outros sistemas de
medidas devido a detec¢do dos analitos de interesse utilizando-se biossensores
eletroquimicos ser rapida, simples e de baixo custo, além de servir muito bem para
medir os eventos de hibridiza¢ao usando um intercalador eletroativo [44-47].

Um biossensor de DNA bésico ¢ desenvolvido pela imobilizagdo de um
oligonucleotideo de simples fita, produtos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés, Polymerase Chain Reaction) ou DNA sobre a superficie de um transdutor para
reconhecer a sequéncia de DNA complementar através de hibridizagdo. A dupla fita
formada na superficie do eletrodo ¢ conhecida como hibrida. Este evento ¢ convertido,
como descrito no topico anterior, em um sinal analitico pelo transdutor (figura 4).

Esse método de deteccao ¢ chamado de detec¢do da hibridizacao a partir de sinais de
DNA intrinsecos, onde se analisa a hibridizagdo pelo decréscimo/aumento do pico de
corrente das bases eletroativas do DNA tais como guanina e adenina. Estas bases sdo
mais eletroativas que a citosina ¢ a timina, pois podem ser facilmente adsorvidas e
oxidadas em eletrodos de carbono [48-50]. Sinais de guanina e adenina em eletrodos de

carbono podem ser observados [51].
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Figura 4: esquema geral de um biossensor.
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A oxidacdo da guanina e adenina compreende duas etapas, com a perda de quatro
elétrons e quatro protons [52,53]. Para ambos os casos a primeira etapa ¢ determinante
para a velocidade da reac¢do. A figura 5 ilustra os mecanismos de oxi-redugdo para a

guanina e adenina.
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Figura 5: mecanismos de oxi-reduc@o de guanina e adenina, obtidos da referéncia [41].

A detecgdo eletroquimica pode ser feita utilizando um intercalador. O eletrodo
hibrido modificado ¢ imerso em uma solu¢ao contendo uma molécula redox ativa DNA-
ligante. A seguir, a detec¢do pode ser feita utilizando-se técnicas eletroquimicas como,
por exemplo, a voltametria ciclica e a voltametria de pulso diferencial. A molécula pode
ser inserida entre a dupla hélice do DNA e um aumento no sinal redox ¢ observado. Ao
contrario, se a molécula apresenta uma afinidade através das simples fitas do DNA

entdo um sinal sera observado do eletrodo modificado com a sonda. Estas mudangas no
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potencial do pico de oxidag¢ao para a sonda e moléculas hibridas providenciam a base

para a detecgdo da hibridizacdo baseada em uma intercalagao (figura 6).

DNA Solugdao com
hibridizado o intercalador
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J
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‘ ‘ do sinal do
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Figura 6: detecgdo eletroquimica da hibridizagdo do DNA baseada em um intercalador.

Virios intercalantes como fenantrolina [54], bipiridina de ruténio [55], agentes anti-
cancerigenos tais como equinomicina [56] e epirubicina [57], corantes tais como azul de
metileno [58], além do brometo de etideo [59], foram usados como marcadores para
deteccao da hibridizagao.

Exemplos praticos de biossensores comercializados, utilizando marcadores sdo os
chips de DNA desenvolvidos pela Motorola Life Sciences Inc [60], eSensor' ™ e o
sistema de detec¢do de hibridizagdo eletroquimica do DNA da Toshiba [61], o
Genelyzer' ™.

Uma outra maneira de se detectar a hibridizagdo do DNA ¢ a partir do sinal

eletroquimico gerado de um substrato ap6s a hibridizacdo com uma sonda marcada com
Substrato
@ Produto
‘ Medida direta do
sinal do produto

uma enzima [62,63] (figura 7).
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Hibridizacdo com enzima ligada
a sonda sinalizante
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Figura 7: deteccdo eletroquimica da hibridizagdo do DNA com sonda marcada com enzima.
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O substrato ¢ introduzido a superficie do eletrodo modificado com enzima ¢ a
atividade eletroquimica do produto formada ¢ detectada, simplificando muito a detec¢ao
da hibridizacdo do DNA.

Com o avango das pesquisas em nanotecnologia, um método para deteccdo da
hibridizagao do DNA, analogo ao das enzimas, ¢ a marcagdo de uma sonda com uma
nanoparticula metalica e o monitoramento ¢ feito a partir de trés modos: um sinal
eletroquimico intrinseco da nanoparticula metalica sem dissolu¢ao (figura 8A), com
dissolucao (figura 8B) em meio acido e as nanoparticulas metalicas podem ser
recobertas com uma camada de outro metal (ouro e prata, respectivamente para esse

procedimento) para aumentar o sinal eletroquimico do metal recobridor (prata) (figura

8C) [64].
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Figura 8: detecgdo eletroquimica da hibridizacdo do DNA baseado em nanoparticulas metalicas,

retirado da referéncia [40].

Outros trabalhos [65-68] foram realizados com procedimentos similares ao descrito
acima envolvendo também uma quantificagdo sensivel de pares de base humanas
amplificadas da seqiiéncia do DNA do citomegalovirus [69] (HCMV, do inglés, Human
Citomegalovirus). A hibridizagdo do alvo HCMV ¢ feita com oligonucleotideos

modificados com nanoparticulas de ouro seguida de uma liberagdo do metal por
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tratamento acido e determinacao indireta dos ions de ouro solubilizados por medidas
voltamétricas.

Medidas envolvendo a diminui¢do do sinal eletroquimico podem ser obtidas para a
detecgdo da hibridizagdo do DNA com a utilizacdo de produtos eletroinativos formados
na superficie do eletrodo. Willner [70] utilizou uma produgao biocatalizada de produtos
insoliveis para detectar a hibridizacdo do DNA eletroquimicamente a um eletrodo
modificado com uma sonda. O DNA alvo ¢ capturado em um eletrodo de ouro
modificado com uma sonda, onde um intercalador de DNA redox ativo gera peréxido
eletrocataliticamente, o qual, em retorno, ¢ oxidado por peroxidase de raiz forte (HRP,
do inglés, horseradish peroxidase). Este produto precipita na superficie do eletrodo
bloqueando a reacdo com ferricianeto e fornecendo base para a deteccdo do DNA. De
modo analogo, o fosfato de 5-bromo-4-cloro-3indol ¢ enzimaticamente convertido para
um precipitado insoluvel bloqueando, também, a reagdo do ferricianeto [71].

O problema das deteccoes da hibridizacgdo do DNA sdo os polimorfismos ou
mismatches. Significa a presenca de um par de bases que nao se reconhecem (AT, CG)
ao longo do hibrido. Se o hibrido estd perfeitamente pareado entdo a corrente flui e um
alto sinal de carga é obtido. Porém, se houver um polimorfismo no hibrido, o fluxo de
corrente sera bloqueado e nenhum sinal de carga pode ser monitorado, como ocorre com
os sensores da GeneOhm Sciences Inc, uma das principais companhias de
desenvolvimento de chips de DNA que também apresenta uma tecnologia para detectar
polimorfismos utilizando a habilidade do DNA em transportar corrente elétrica com a
utilizacao de um intercalador [72]. A presenca de polimorfismos na estrutura do hibrido
pode fornecer um sinal de falso positivo em detec¢des utilizando enzimas marcadas,
pois o sinal proveniente dessa deteccdo € a partir do produto gerado por um substrato,
completamente independente dos pareamentos da dupla fita. Deteccdes intrinsecas da
hibridizagao podem ser realizadas antes da modificagao das enzimas para confirmacao

de polimorfismos na estrutura. (figura 9).

|

Figura 9: hibrido polimoérfico bloqueador do sinal de corrente.
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Normalmente, utiliza-se, para aumentar o sinal eletroquimico, um mediador em
métodos que oxidam o DNA alvo indiretamente. Exemplos de mediadores sdo os
complexos de ruténio II e 6smio II além do ferrocenocarboxialdeido usados para mediar
a eletrooxidacdo da guanina (figura 10). O eletrodo ¢ mantido a um potencial que oxida
o complexo metalico reduzido, o qual entra em contato com o DNA. Os residuos de
guanina no DNA podem reduzir o complexo metélico, regenerando o mediador

reduzido. O aumento do sinal reflete a quantidade de guanina disponivel para oxidagao.

Ru(bpy)s”* Ru(bpy)s™*

-

Figura 10: representacdo esquematica da oxidacdo da guanina mediada por um complexo de ruténio

em solucao.

A atividade das moléculas imobilizadas depende da area superficial, porosidade,
carater hidrofilico da matriz da imobiliza¢do, condi¢des da reacdo e a metodologia
escolhida para a imobilizagdo. Um niimero de técnicas tais como adsorc¢ao fisica, Cross-
linking, aprisionamento (entrapment) em gel, ligacdo covalente sdo utilizadas para a

imobilizagdo das moléculas como mostra a tabela 3:
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Tabela 3: procedimentos de imobilizagdo convencionais.

Técnica Vantagens Desvantagens | Exemplos Referéncia
Adsorcao fisica | Nenhuma Forgas de | Adsor¢ao de glicose | Ramanathan
modificacao ligacdo  sdo | oxidase em polimeros | [73-75]
do suscetiveis a | condutores para
biocatalisador. | mudangas no | detecgdo de glicose
A matriz pode | pH,
ser temperatura e
regenerada. forga ionica.
Baixo custo.
Aprisionamento | Apenas Alta barreira | Aprisionamento de | Gambbhir [76]
(entrapment) confinamento | de difusdo. uréase e glutamato
fisico do dehidrogenase em
biocatalisador filmes de sulfonato de
proximo  ao polipirrrol/polivinil
transdutor. para deteccdo de uréia.
Baixo custo.
Cross-linking Perda do | Tratamento Ligagdo entre lactato | Chaubey [77]
biocatalisador | do dehidrogenase para
¢ minima. | biocatalisador | estimativa de lactato
Custo por produtos | mediada por
moderado. quimicos. glutaraldeido.
Ligacao Baixa Tratamento Ligacdo GOD (glicose | Ramanathan
covalente resisténcia por produtos | oxidase) via poli(acido | [78]
difusional. quimicos. A | 0o-amino benzoico)
Estavel sobre | matriz ndo ¢ | para  deteccdo  de
condicdes regenerada. glicose
adversas
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1.6.1.2) Utilizac&o de polimeros para construcéo de biossensores

A utilizagao de polimeros formados eletroquimicamente na superficie do material de
reconhecimento pode aumentar a transdugdo do sinal de hibridizagdo, devido as suas
caracteristicas favoraveis, tais como, resisténcia mecanica dos filmes poliméricos
formados, facilidade no controle de formacdo (quantidade, espessura do filme),
estabilidade ao ar e em solugdes aquosas, condutividade elétrica, maleabilidade para a
imobilizacdo da sonda ou protecdo do eletrodo de adsor¢do de analitos ndo especificos.

Virios estudos foram realizados utilizando matrizes poliméricas condutoras para a
construgdo de biossensores [79-93], embora poucos trabalhos [94-96] sobre a interagao
do DNA com polimeros condutores estejam disponiveis.

Além disso, estudos [97-102] mostram que os polimeros ndo condutores também
podem ser usados para construir sensores biolodgicos tanto quanto os condutores. Suas
propriedades passivantes também sao bastante utilizadas nas industrias eletronicas.

Alguns exemplos de biossensores utilizando polimeros como matrizes suporte sao

mostrados na tabela 4, abaixo:

Tabela 4: sensores e suas aplicagdes

Polimero Campos de | Caracteristicas especiais Referéncias

utilizado aplicacao

Membrana de | Detecgao de | Melhoramento na | Ammon et

celulose de | glicose estabilidade do  sensor | al [103]

origem amperométrico

bactericida

Polianilina Estimativa  de | Deposicdo de polimero e | Sandokhar
glicose, uréia e | imobilizagdo de enzima | etal [104]
triglicerideos feitos eletroquimicamente

Poli(2- Detecgao de | Imobilizacdo em eletrodo | Zhang et al

aminofenol) glicose de carbono vitreo | [105]

platinizado
Polipirrol Detecgdo de | Imobilizagdo do eletrodo | Umana et al

33



glicose com uma enzima por | [106]
eletropolimerizacao do
pirrol
Politiramina Detecgao de L | Imobilizagdo de enzima | Cooper et al
aminoacidos por eletropolimerizacao [107]
Poli(2- Deteccao de | Polimero modificado por | Miland et al
aminofenol) acido urico bioenzima em ecletrodo de | [108]
pasta de carbono
Nafion Deteccao de | Sensor baseado em|Su et al
glicose eletrodo modificado por | [109]
polimero otimizado por
quimiometria
Poli (1,2- | Detecgao de | Poli(1,2-diaminobenzeno) | Barlett et al
diaminobenzeno) | glicose passivante  cresce em | [110]
filmes de polianilina para
variar a sensitividade
Polipirrol Deteccao H,O, | Oligobmeros de polipirrol | Tatsuma et
podem agir como | al [111]
mediadores
Polimero de | Detecgao de | Ferroceno—pirrol conjugam | Foulds et al
polipirrol glicose. eficiente oxidante para | [112]
modificado com glicose oxidase reduzida
ferroceno
polipirrol Detecgao de | Glicose oxidase foi ligada | Lowe et al

glicose

covalentemente ao
polipirrol pelo grupo N-(2-

carboxietil)

[113]
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1.7) Polimeros nao-condutores e condutores

Polimeros ndo-condutores sdo matrizes suporte ¢ podem ser utilizadas para a
imobilizacdo de biomoléculas devido as caracteristicas que apresentam, tais como,
excelente permeabilidade, seletividade, alta reprodutibilidade, tempo de resposta rapida.

Por definicdo, os polimeros ndo-condutores preparados por eletropolimerizagdo
apresentam grande resisténcia. O crescimento desses polimeros ¢ auto-limitado e o
filme formado ¢ muito mais fino do que os filmes poliméricos condutores. Devido a sua
fina espessura, entre 10 e 100 nandmetros, os substratos e produtos difundem-se mais
rapidamente [114,115]. Também, os filmes nao-condutores, por serem permeaveis e
seletivos, podem ser uteis na prevengdo de espécies interferentes de se aproximar do
eletrodo.

Desde a descoberta dos polimeros condutores em 1977 [116] por MacDiarmid,
Heeger e Shirakawa, os estudos sobre suas caracteristicas, formacao e utilizagdo sdo
assunto de varios trabalhos em todo mundo. Os polimeros condutores contém ligagdes ©
entre carbonos conjugados, que sdo os responsaveis pelas suas propriedades eletronicas
incomuns como a alta conducdo eletronica, baixa energia de transi¢do Otica, baixo
potencial de ionizagdo e alta afinidade eletronica, dentre outras. Polimeros condutores
diferem de todos os semicondutores cristalinos inorganicos, por exemplo, o silicio, em
duas importantes formas; polimeros sao moleculares por natureza e pela falta de ordem
de longo alcance [117]. O requerimento essencial para os polimeros se tornarem,
intrinsecamente condutores elétricos ¢ de que deve haver uma sobreposi¢ao de orbitais
moleculares para permitir a formagao de fungdes de onda moleculares deslocalizadas.
Além disso, os orbitais moleculares devem estar parcialmente preenchidos para haver
movimento livre de elétrons [118]. O fendomeno de difusdo nesses polimeros esta
associado a varias aplicagdes, contudo, ¢ importante salientar que tal fendmeno esta
ainda interligado a outros como: condutividade, morfologia, reversibilidade,
permeabilidade, seletividade a ions e tempo de resposta [119].

Foi provado que a eletropolimerizacao envolve uma reacao eletroquimica-quimica-
eletroquimica (ECE, do inglés, electrochemical-chemical-electrochemical). O primeiro
passo (eletroquimico) ocorre com a eletrooxidagdo do mondémero utilizado ao seu

correspondente cation-radical [120]. A parte quimica envolve a polimerizagdo na
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solucdo e, por ultimo, a eletrodeposicdo do polimero formado na superficie do eletrodo

(figura 11).
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Figura 11: esquema geral de uma ECE

Os cations-radicais formados eletroquimicamente no primeiro passo podem,
também, de acordo com as condi¢des experimentais e devido a sua alta instabilidade,
promover outros tipos de reacdo. Nos casos favordveis a uma ECE, a dimerizagdo ¢ o
primeiro passo da etapa quimica. O crescimento da cadeia e, consequentemente,
formagdo do polimero, procede via reagao do dimero resultante com outra molécula
neutra e assim por diante. Porém, reagdes de dimerizagdes paralelas podem ocorrer
levando a produtos diferentes ou a polimeros com estruturas distorcidas. Pode ocorrer,
ainda, a reacdo de terminacdo entre dois cations-radicais gerando um dimero neutro. Os
ions inativos presentes na solugdo podem ainda participar na estabilizacdo dos cations
radicais. Quantidades relativamente altas de cations-radicais e dimeros devem estar
préoximos da vizinhanga do eletrodo devido ao fato deles poderem difundir do eletrodo
facilmente. A agitacdo do sistema da solugdo decresce a quantidade de polimero
formado. Os cations-radicais podem reagir com o eletrodo ou podem promover reagdes
laterais com o solvente ou moléculas presentes na solugao.

Mais importante que a formagao do polimero ¢ a sua caracterizagdo. Varias técnicas
eletroquimicas, espectroscopicas, microscopicas e radioquimicas foram estudadas e
forneceram inumeras informagdes sobre as transferéncias de carga eletronicas e idnicas,
processos de transporte de carga, morfologia, estrutura, estudos de mecanismos, estudos
cinéticos, dentre outros. Porém em muitos estudos, o mecanismo de formagdao dos

polimeros ndo ¢ muito claro. A partir do mondmero inicial e do polimero caracterizado,
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varios caminhos reacionais sdo propostos, mas, por serem deducdes a partir de dados

experimentais, controvérsias sdo encontradas na literatura.

1.8) Técnicas eletroquimicas

1.8.1) Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

Os estudos de formagdo de polimeros ja foram realizados utilizando varias técnicas
eletroquimicas. Uma das mais simples metodologias encontradas ¢ a voltametria ciclica
em que se observa uma relacdo potencial/corrente durante o processo eletroquimico. A
voltametria ciclica ¢ empregada para caracterizar o comportamento redox de compostos
e para elucidar a cinética das reagdes dos eletrodos. A voltametria de pulso diferencial
se baseia na aplicagdo de um pulso de potencial. A corrente antes e apos o pulso de
potencial ¢ amostrada. A diferenca dessas duas correntes ¢ gravada em funcdo do
potencial. E uma técnica mais sensivel que a voltametria ciclica sendo aplicada a
detecgdes eletroquimicas com alta sensibilidade. O eletrodo no qual a reacdo de
interesse ocorre ¢ o eletrodo de trabalho. O eletrodo de referéncia ¢ a referéncia em
rela¢do a qual o potencial do eletrodo de trabalho pode ser medido. O eletrodo auxiliar
(também chamado de contra-eletrodo) ¢ onde ocorre o fechamento do circuito elétrico.
Uma corrente significativa flui entre os eletrodos auxiliar e de trabalho, onde a reacdo
redox ocorre, enquanto que uma corrente desprezivel flui até o eletrodo de referéncia;
seu potencial, portanto, ndo ¢ afetado pelo potencial de queda 6hmica, pela polarizagao
de concentragdo e pela sobrevoltagem, mantendo um potencial de referéncia constante
[121]. O sistema utilizado em uma cela de trés eletrodos auxilia a reduzir mais a

interferéncia do potencial de queda 6hmica na solugdo [122].

1.8.2) Microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo

Outra técnica bastante utilizada para estudo de filmes poliméricos e de aplicagcdo em
biossensores ¢ a microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ). Seu
principio de funcionamento esta relacionado com o efeito piezoelétrico. Esse efeito se
deve a propriedade de certos materiais gerarem um campo elétrico quando sao

submetidos a deformacdes ou pressdes externas. Quando a polaridade da perturbacdo
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mecanica varia, varia também a polaridade do campo elétrico gerado. Este fenomeno ¢
conhecido como efeito piezoelétrico direto e os cristais que exibem este efeito sdo
chamados de cristais piezoelétricos [123]. E utilizado um disco de cristal de quartzo
piezoeletricamente ativo, parcialmente recoberto em ambas as faces com um filme
metalico fino (ouro e platina s3o os mais comuns). As faces desse cristal sdo conectadas
a um circuito elétrico que aplica um sinal de corrente alternada, gerando assim um
campo elétrico que causa vibragdo do cristal em uma determinada freqiiéncia de
ressonancia [124]. Essas variagdes sdo medidas utilizando um frequencimetro
comercial, com o qual, para um tempo de integracdo de 0,01s, é possivel medir
variagcoes de 0,01Hz que superam a sensibilidade real da MECQ. Todo o sistema ¢
conectado a um computador pessoal, permitindo a obtengdo de dados e controle do
experimento.

As variagoes na freqiiéncia que correspondem a uma adi¢do ou subtragdo de massa
podem ser descritas utilizando a equagdo de Sauerbrey [125]:

Af=-(2fs* / ANpepe)Am, [1]

Onde, Af ¢ a variag¢do de freqliéncia de ressonancia em Hz, A ¢ a area geométrica
piezoeletricamente ativa em cm’® definida pela projecio dos filmes metalicos
depositados sobre o cristal, f) ¢ a frequéncia fundamental do cristal, p. ¢ a densidade do
cristal, . ¢ o modulo de cisalhamento do cristal e Am é a variagdo de massa.
Aplicando-se, entdo, um potencial entre os dois depositos metdlicos, havera uma
variagdo de freqiiéncia no sistema, que pode fornecer, matematicamente, o valor da
massa depositada durante o processo eletroquimico.

O desenvolvimento da teoria associada a aplicagdo da MECQ a ambientes liquidos
[126] possibilitou seu uso em caracterizagdo de sistemas biomoleculares, tendo como
propositos, o desenvolvimento de sistemas sensores, bem como a investigacdo de

processos interfaciais para o estudo destes sistemas [127].

1.8.3) Espectroscopia de Impedéancia eletroquimica

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica foi utilizada para
caracterizacdo de eletrodos modificados com polimeros condutores pela primeira vez
por Bull e cols em 1982 [128]. A técnica proporciona informacdes sobre as diferentes

constantes de tempo associadas aos processos eletroquimicos que ocorrem nas
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interfaces de um eletrodo. O principio da técnica consiste em aplicar uma perturbagao
senoidal de tensdo ao sistema, de pequena amplitude e de freqiiéncia ®, gerando assim
uma corrente AC provocada por um potencial descrito como: Esen (ot) que, de acordo
com a Lei de Ohm, origina a impedancia, Z = [AEsen(ot)]/R. E possivel perturbar o
sistema usando diferentes valores de freqii€éncia, pois a onda de potencial ¢ senoidal.
Uma vez que a perturbagdo no sistema sob investigacdo ¢ de pequena amplitude ¢
possivel empregar a técnica para a analise de etapas de um mecanismo reacional.

A obtencao de informagdes a partir dos dados de impedancia eletroquimica pode ser
conduzida mediante a utilizagdo de diferentes modelos de medida, como circuitos
equivalentes ou modelos matematicos. Por este temos um dos modos mais utilizados
para apresentar as medidas de impedancia, através do grafico de Nyquist, no qual se
pode observar os valores da parte imagindria da impedancia (Z”) em fun¢do dos valores
da parte real (Z’). Um diagrama de Nyquist ideal apresenta um semicirculo na regido de
altas freqiiéncias e uma variagdo linear em médias e baixas freqii€éncias. Na regido de
altas freqiiéncias, o efeito da relaxagdo de transferéncia de carga ¢ mostrado através de
um semicirculo, do qual pode-se obter os valores de Re (resisténcia do eletrdlito e
eletrodo), Rtc (resisténcia a transferéncia de carga) e Cd (capacitancia da dupla camada
elétrica) [129]. Uma outra forma de tratar os dados experimentais de impedancia ¢
atribuir aos resultados um circuito equivalente, que possa simular a resposta AC do
sistema eletroquimico. Os componentes do circuito podem ser: resistores que simulam o
comportamento resistivo do eletrodo, eletrélito e polimero; capacitores que simulam o
comportamento capacitivo das interfaces eletrodo/polimero e polimero/eletrolito; linhas
de transmissdo que simulam a impedancia de difusdo i6nica, também conhecida como
impedancia de Warburg (W); elementos de fase constante (CPE) e elementos de difusdo

(T) [130].
1.9) Aminofendis

A anilina [131] e o fenol [132] s3o mondmeros que foram extensivamente estudados
sobre a eletropolimerizacao. Anilinas substituidas normalmente sdo preferiveis devido a
levarem a formacdo de polimeros com maior solubilidade e, assim, melhor
processibilidade em solugdo. Os fendis e seus derivados sdo conhecidos por formarem
polimeros ndo-condutores. Estudos [133-135] tém sido realizados e indicam que

mondmeros contendo grupamentos aromaticos ligados diretamente a oxigénio
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apresentam facilidade de polimerizagdo, além de alta resisténcia mecanica do filme
obtido propiciando maior estabilidade para o eletrodo modificado formado.
Aminofendis sdo estruturas que podem ser classificadas como derivados do fenol e
da anilina por apresentarem os grupos —NH; ¢ —OH ligados a um anel aromatico, ambos
podendo ser oxidados. Um importante fator € a relacdo da posi¢ao desses dois grupos no
anel. As propriedades eletroquimicas dos trés isdmeros de posicdo sdo extremamente

diferentes [136] (figura 12).

NH, NH, NH,
OH
OH
OH
2-aminofenol 3-aminofenol 4-aminofenol

Figura 12: estruturas dos aminofenois

Nosso laboratério ja investiu em uma série de estudos de diferentes estruturas,
dentre eles, a imobilizacdo de bases nitrogenadas do DNA e o estudo de filmes
poliméricos a partir da 4-anisidina [137,138], estudos de formacdo de filmes e
eletrocatalise com a 4-metoxi-fenetilamina, tiramina [139] e 4cido 4-hidroxi-
fenilacético. Atualmente, houve uma maior atengdo na eletropolimerizagdo do 4-
aminofenol, possibilitando a construcdo de eletrodos modificados [140] e a
imobilizagdo de bases nitrogenadas do DNA além da imobilizagdo de substratos
(aminoacidos e a-cetoacidos) [141].

Poucos estudos sdo encontrados na literatura com respeito a eletropolimerizacao do
3-aminofenol. Seu mecanismo de formacgao ainda ¢ desconhecido devido ao fato de
haver controvérsias sobre a formac¢ao do primeiro cétion-radical e, consequentemente,
do inicio do mecanismo [142,143]. O polimero formado ¢ considerado nao-condutor e
foi estudado, co-polimerizado com a anilina [144], utilizado para constru¢ao de sensores

para deteccdo de bactérias [145] e de peroxido de hidrogénio.
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O isomero mais estudado na literatura ¢ o 2-aminofenol. Desde que sua
polimerizacdo eletroquimica foi realizada, por Barbero et al, 1987 ¢ Hunimura et al,
1988 [146,147], varios trabalhos [148-158] foram realizados ao longo dos anos
estudando sua polimerizagdo, co-polimerizagdo com outros monomeros, suas
propriedades eletroquimicas e espectroscopicas além de varias aplicagdes, incluindo
biossensores [146,147]. Do mesmo modo que os outros isdmeros, seu mecanismo de
polimerizacdo ainda ndo foi definido [159] embora o produto ja tenha sido caracterizado

como derivado de anéis de fenoxazina (figura 13).

O M

Ny NH, m |
QLI o
3-aminofenoxazona poli(2-aminofenol)

Figura 13: estruturas da 3-aminofenoxazona e do poli(2-aminofenol). Figuras obtidas da ref [147]

Diversos sdo os materiais de eletrodo que podem ser utilizados para polimerizagao,
tais como mercurio [160], ouro [161], grafite [162], pasta de carbono [163] e carbono
vitreo [164]. Estes materiais podem ser utilizados para a constru¢do de biossensores
eletroquimicos de DNA. Comparativamente, as simples fitas do DNA apresentaram
melhor adsor¢do em eletrodos de grafite [165], facilitando a transferéncia de carga entre
as bases oxidaveis e o eletrodo.

A utilizacdo dos filmes poliméricos funcionalizados, como ¢ o caso dos
aminofenéis, pode facilitar a imobilizagdo das bases nitrogenadas do DNA pelas
possiveis interagdes entre os grupos —OH e —NH,, que podem estar funcionalizados no

polimero, com os grupos ativos das bases nitrogenadas (figura 14).
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Camada de reconhecimento

/ /Dupla fita hibridizada

Matriz polimérica funcionalizada

Figura 14: possivel exemplo de interagdo do grupamento amino funcionalizado de um filme

polimérico com as bases nitrogenadas do DNA.
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2) Objetivos

Devido a necessidade do desenvolvimento de plataformas diagndsticas para a

deteccao do tumor maligno da prostata nos estagios iniciais, propomos nesse trabalho a

construgdo de biossensores baseados em DNA utilizando superficies de carbono grafite

modificadas com filmes poliméricos derivados de 2-aminofenol e 3-aminofenol. A

funcionalizacdo dos polimeros formados apresenta caracteristicas que podem influenciar

positivamente na detec¢do eletroquimica do sensor construido. Dessa forma, os pontos a

serem trabalhados sdo descritos, abaixo:

Produgdo de eletrodos de grafite modificados com matrizes poliméricas a
partir dos mondmeros 2-aminofenol e 3-aminofenol, levando em
consideragao fatores como: pH do meio reacional, eletrélito suporte,
concentragdo da solugdo monomérica, faixa de potencial e nimero de ciclos;
Imobilizacdo de bases nitrogenadas do DNA (guanina, adenina, timina e
citosina) na superficie dos eletrodos modificados e estudo do sinal
eletroquimico em tampao fosfato e acetato;

Imobilizacao e detec¢@o de produtos de PCR de regido conservada de genes

para cancer de prostata.
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3) Materiais utilizados

Toda a vidraria utilizada foi deixada em banho de &4cido nitrico concentrado por
aproximadamente 24 horas e lavada, com agua deionizada. Os reagentes foram
utilizados sem pré-tratamento.

Para os estudos eletroquimicos foi utilizada uma cela eletroquimica de trés
compartimentos (figura 15a). Como eletrodo auxiliar foi utilizado uma placa de platina
de 2cm’ de 4rea aparente (figura 15b). Todos os potenciais sdo referidos a um eletrodo
de referéncia de calomelano saturado (figura 15c). Os eletrodos de trabalho utilizados
foram de carbono grafite (6mm de didmetro), carbono vitreo (3mm de didmetro), ouro
policristalino (3mm de didmetro), ouro a partir de CDs regravaveis tipo (111) e FTO

(6xido de estanho dopado com fluor) (figura 15d). Um sistema montado pode ser visto

na figura 15e:

Figura 15: materiais utilizados para estudos eletroquimicos.

Para os estudos com a MECQ, o eletrodo de trabalho foi um cristal de quartzo de
13,7 mm de didmetro (corte AT), com o recobrimento, em ambos as superficies, com
uma pelicula de ouro com 5,11 mm de didmetro (figura 16C). Um fio de platina de 1cm

de comprimento foi usado como eletrodo auxiliar e um eletrodo de prata/cloreto de

44



prata (Ag/AgCI/KCI 3,5 mol.L™") como eletrodo de referéncia. O sistema foi conectado
a uma célula eletroquimica de teflon com capacidade de 4ml de solugao (figura 16A,
16B). Os eletrodos auxiliar e referéncia foram conectados ao potenciostato e os dois

contatos elétricos do eletrodo de trabalho conectados a um frequencimetro.

Figura 16: sistema utilizado para a microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo.

Para os estudos eletroquimicos foi utilizado um potenciostato PAR 273A (figura
17a). Para as medidas de massa foi utilizada uma microbalang¢a de cristal de quartzo da
CH Instruments Modelo 420A (figura 17b). Medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica foram realizadas utilizando um potenciostato da CH Instruments Modelo
760C. Uma politriz Aropol 2V da Arotec (figura 17¢) foi utilizada para polimento

mecanico dos eletrodos de trabalho.

Figura 17: equipamentos utilizados para os experimentos eletroquimicos e para limpeza dos eletrodos

de trabalho de carbono grafite.

Agua deionizada foi obtida de um ultrapurificador microprocessado Master System
Gehaka (figura 18a). Medidas de pH foram realizadas utilizando pHmetro Digital
PG1800 (figura 18b). Foi utilizado ainda um ultra-som Ultrasonic Cleaner 1450 USC

(figura 18c) para remocao de particulas dos eletrodos e para preparo de solugdes.
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Figura 18: equipamentos utilizados para os o fornecimento de dgua deionizada, medidas de pH das

solugdes e limpeza dos eletrodos por ultra-som.

Espectros de infravermelho das amostras foram obtidos através de FTIR (do inglés,
Fourier Transforme Infra Red) em um Perking Elmer spectrum 1000 (figura 19A),
resolucio de 4 cm™, 32 varreduras em pastilhas de KBr. As superficies modificadas dos
eletrodos foram analisadas em microscopio eletronico de varredura modelo LEO 940A,
marca ZEISS (figura 19B) e em microscopico de forga atomica Nanoscope Illa da

Digital Instruments (figura 19C):

Figura 19: equipamentos utilizados para os experimentos de infravermelho e para analise

morfologica dos eletrodos modificados.
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4) Procedimento experimental

4.1) Pré-tratamento dos eletrodos

Os eletrodos auxiliares de platina foram flambados até sua superficie apresentar uma
coloracdo avermelhada indicando a remog¢do de residuos organicos na sua superficie.

Os eletrodos de trabalho de carbono grafite e ouro policristalino foram polidos
mecanicamente em feltro umedecido com uma suspensdo de alumina 0,30 um e agua
deionizada em politriz e manualmente. Apds esse tratamento, os eletrodos foram
levados a um ultra-som para remogao de particulas residuais de alumina.

Os eletrodos de FTO foram limpos com sucessivas lavagens utilizando éter de
petréleo, acetona e agua deionizada. Posteriormente, foram secos com nitrogénio ultra-

puro.
4.2) Preparo de solugdes:

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua deionizada.

Solugdes padrdo contendo o par redox Fe*"/Fe’” foram preparadas utilizando 5x107
mol.L!' de K;3Fe(CN)g, 5x10™ mol.L! de K4Fe(CN)s e 0,1 mol.L"! de KNO;. Este par
redox foi utilizado para as medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica em
KCI Imol.L™.

Solugdes dos mondmeros 2-aminofenol e 3-aminofenol foram preparadas utilizando
0,5 mol.L™" de 4cido perclorico ou acido sulfiirico como eletrélito suporte . O pH foi
ajustado utilizando hidroxido de sddio e acido perclorico.

As solucdes foram deaeradas cerca de 45 minutos com nitrogénio ultra-puro.
4.3) Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

Medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando a técnica de VC, enquanto que a
VPD foi utilizada para as detec¢des de imobilizagdo das bases nitrogenadas.

Os eletrodos polidos foram transferidos para a cela eletroquimica, previamente
deacrada contendo o par redox Fe*'/Fe*". Foram feitos voltamogramas ciclicos variando

o potencial entre -0,10 V a +0,50 V a uma velocidade de varredura de 100 mV.s™.
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ApOs esse processo, os eletrodos foram lavados, secos e transferidos para uma cela
eletroquimica contendo o eletrolito suporte na auséncia do monomero. A velocidade de
varredura foi de 50 mV.s™ em todos os experimentos.

Os eletrodos foram, finalmente, transferidos para a cela eletroquimica contendo o
mondmero a ser estudado (2-aminofenol ou 3-aminofenol). A eletropolimerizacao foi
realizada alterando-se o pH, o nimero de varreduras e a faixa de potencial.

Ap6s a eletropolimerizagdo os eletrodos foram novamente levados as celas contendo
o par redox F ¢*"/Fe’" e ao eletrolito suporte para se analisar as diferengas eletroquimicas

no eletrodo modificado.

4.4) Microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ)

O eletrodo de trabalho foi limpo eletroquimicamente em uma solu¢cdo de H,SO4
0,25 mol.L™" utilizando-se uma faixa de varredura entre -0,25 & +1,25 V, variando-se a
velocidade de varredura entre 500 ¢ 100 mV.s™.

ApoOs a limpeza, o sistema foi desmontado, lavado e seco novamente € uma nova
solugdo de medida foi transferida para a cela. As medidas eletroquimicas da
microbalanga foram realizadas concomitantemente a voltametria ciclica, 10 varreduras
sucessivas de potencial. Os dados obtidos de freqliéncia pelo potencial foram
convertidos, através da equacdao de Sauerbry, para dados de variagdo de massa por

potencial.

4.5) FTIR (espectroscopia do infravermelho: transformada de Fourier)

As eletropolimerizagdes sobre os eletrodos de FTO tiveram como finalidade
principal as medidas de infravermelho. Isso se deve ao fato de se trabalhar com um
eletrodo com maior area de contato 0,90 cm x 1,10 cm, propiciando aumento na
quantidade de depdsito sobre a superficie. O filme formado foi completa e facilmente
extraido com jato de dgua de uma pisseta. Os filmes assim retirados foram removidos
em um becker, lavado com 4gua em abundancia e secos em dessecador a vacuo antes

das analises por infravermelho.
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Figura 20: eletrodo de FTO modificado com poli(3-aminofenol)

4.6) Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Os espectros de impedancia foram realizados usando-se 0 mesmo sistema numa
cela de trés compartimentos, contendo uma solu¢io de 5x10° mol.L" de K4Fe(CN)s,
5x10> mol.L"! K;3Fe(CN)g e 1,0 mol.L™! KCI como eletrélito suporte. As medidas para
cada eletrodo foram feitas variando-se a faixa de freqiiéncia entre 10 KHz e 0,1 Hz
usando-se um sinal de excitacdo senoidal com uma amplitude de excitagcdo de S mV. Os
espectros de impedancia foram fitados para um circuito elétrico equivalente usando-se

um programa de circuito equivalente da CH Instruments, modelo 760C, versao 6.21.

4.7) Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microscopias eletronicas foram realizadas em eletrodos limpos e modificados

com os filmes poliméricos, alterando as ampliagdes e as regides nos eletrodos.

4.8) Microscopia de forga atdmica (MFA)

As microscopias de for¢a atdmica foram realizadas seguindo procedimento proposto

por Lobo et al [169] para se medir a espessura e a rugosidade dos filmes formados.
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4.9) Dosagem de DNA

Para a dosagem de DNA foram utilizadas cubetas de quartzo, espectrofotdometro
ultravioleta-visivel Shimadzu 1650PC e leituras de absorbancia em 260 nm. No
comprimento de onda de 260 nm, uma unidade de densidade 6ptica (OD) corresponde a
50 pg.mL™" de DNA fita dupla.

A concentragdo do DNA também foi estimada em gel de agarose 0,8% de acordo

com Sambrook et al [166].

Figura 21: Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Raia 1: padrao de peso molecular de 1000 pb. Raia 2:
277 pb (gene DD3).

4.10) Anélise molecular do gene DD3

A seqiiéncia utilizada, com 277 bases, ¢ a seguinte:

CCGAGGGAGACCAGGAAGATCTGCATGGTGGGAAGGACCTGATGATACAGAGGTGAGAA
ATAAGAAAGGCTGCTGACTTTACCATCTGAGGCCACACATCTGCTGAAATGGAGATAAT
TAACATCACTAGAAACAGCAAGATGACAATATAATGTCTAAGTAGTGACATGTTTTTGC
ACATTTCCAGCCCCTTTAAATATCCACACACACAGGAAGCACAAAAGGAAGCACAGAGA
TCCCTGGGAGAAATGCCCGGCCGCCATCTTGGGTCATCGAT

A analise da seqiiéncia nucleotidica foi feita utilizando-se o programa Blast [167].
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Tabela 5: seqiiéncias nucleotidicas feitas utilizando o programa Blast

Sequences producing significant alignments Score E value
(bits)

gb|AY894120.1] Homo sapiens non-coding RNA DD3 230 278

sequence

gb|AF103907.1JAF 103907 Homo sapiens non-coding RNA | 187 2>

DD3 sequence

emb|AL359314.14] Human DNA sequence from clone 153 6™

RP11-108L4 on ...

gb|AF103908.1]AF 103908 Homo sapiens non-coding RNA | 153 34

DD3 gene, exo

gb|DQ374661.1| Homo sapiens non-coding RNA DD3PCA3 | 63.8 2

splice var...

gb|DQ374660.1] Homo sapiens non-coding RNA DD3PCA3 | 52.4 2

splice var...

gb|DQ374659.1] Homo sapiens non-coding RNA DD3PCA3 | 52.4 2

splice var...

gb|DQ374662.1| Homo sapiens non-coding RNA DD3PCA3 | 57.9 g’

splice var...

gb|AF279290.1]AF279290 Homo sapiens prostate-cancer- 50.6 3

specific ...

emb|AM238664.1| Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 | 37.3 0.46

right

emb|BX640414.1| Bordetella pertussis strain Tohama I, 32.7 1.5

complet...

gb|AC105926.5| Homo sapiens BAC clone RP11-801F10 38.2 1.5

from 2, comple

emb|AL389889.11| Human DNA sequence from clone 29.5 1.7

RP11-164D18 on

gb|AC130465.2| Homo sapiens chromosome 16 clone CTA- | 37.7 2.1

962B4, compl

4.11) Imobilizacao e deteccao de bases nitrogenadas e produtos de PCR

Foram feitas imobilizagcdes nos eletrodos, limpos e modificados, com as bases
nitrogenadas do DNA.

As quatro bases nitrogenadas do DNA (guanina, adenina, citosina e timina) foram
imobilizadas nos eletrodos, isoladas e misturadas. 15uL foram adicionados na superficie
do eletrodo modificado com filme polimérico. Os eletrodos foram deixados a
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas ou a vacuo durante 3 horas para que a
adsorcao se completasse. Os eletrodos foram levados a uma cela eletroquimica contendo
tampado fosfato, pH 7,4 ou tampdo acetato, pH 4,5 para as andlises eletroquimicas.

Voltametria de pulso diferencial foi utilizada para esse fim.
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Para as imobilizagdes e deteccdes do produto de PCR, com 277 pares de base
realizamos os seguintes passos:

I) Producao de eletrodo modificado com simples fita do DNA proveniente do

produto de PCR:

a) desnaturou-se o produto de PCR, a 98°C, em banho-maria, por 5 minutos;

b) aqueceu-se o eletrodo modificado, em estufa, a 98°C;

c) gotejou-se 15uL do produto de PCR desnaturado na superficie pré-aquecida do
eletrodo modificado. O sistema foi deixado na estufa (98°C), por 3 minutos;

d) lavou-se o sistema, com agua deionizada, secou-se com nitrogénio ultra-puro.

e) pré-aqueceu-se o sistema, em estufa, a 50°C;

f) imobilizou-se 15 pL de uma solugdo de ferrocenocarboxialdeido dissolvido em
metanol. O sistema foi deixado na estufa, a 50°C, por 3 minutos;

g) repetiu-se o procedimento d;

h) detectou-se eletroquimicamente, em tampao fosfato, utilizando VC.

IT) Deteccao da hibridizagdo com o produto de PCR complementar:
1) repetiu-se as etapas de desnaturaco;

j) imergiu-se o eletrodo modificado contendo o ssDNA complementar;
k) incubou-se por 45 minutos;

1) repetiu-se o procedimento d;

m) repetiu-se o procedimento h.
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5) Resultados e discussoes

5.1) Estudos de formagao de filmes

A primeira medida eletroquimica em um eletrodo de grafite recém-polido foi feita
em solugdo contendo o par redox Fe?/Fe’’ utilizando-se voltametria ciclica. O
voltamograma obtido usado como padrdo para os outros eletrodos pode ser visto na

figura 22, abaixo:

01 00 01 02 03 04 05
Potencial (V) vs. ECS

Figura 22: voltamograma ciclico de um eletrodo de carbono grafite em solugdo contendo 5x107

mol.L" de K5Fe(CN),, 5x107° mol.L" de K4Fe(CN)g e 0,1 mol.L™! KNOs, v =100mV.s™

Estudos iniciais de formagdo dos polimeros foram feitos utilizando-se voltametria
ciclica. Acido perclérico foi utilizado como eletrdlito suporte a uma velocidade de
varredura constante de 50 mV.s'. De inicio, uma varredura foi feita variando o
potencial entre 0,0 e +2,0 V. Pdde-se observar que, para potenciais maiores que +0,8 V
ndo hd nenhuma ocorréncia de picos redox para o 2-aminofenol. A mesma situacdo
ocorre com o 3-aminofenol com potenciais maiores do que 1,0 V. Para o 3-aminofenol,
apenas uma onda de oxidagdo é observada, podendo, assim, limitarmos a um potencial
anddico limite proximo do fim dessa onda. Porém, para o 2-aminofenol duas ondas de

oxidac¢do bem proximas uma das outras sdo observadas (figura 23):
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Figura 23: primeiro voltamograma ciclico de eletrodo de grafite em solugdo contendo 2,5x107 mol.L"

! de 2-aminofenol em 0,5 mol.L"' de HCIO,, variando o potencial anodico limite, v = 50mV.s™.

Na figura 23A, foram observadas duas ondas de oxidagdo e quatro ondas de
redugdo, enquanto que, variando-se o potencial anddico limite até o final da primeira
onda, figura 23B, apenas duas ondas de redugdo aparecem. A primeira onda de
oxidacdo (a,) resulta na aparicdo das ondas a; e d.. As ondas de reducdo b, e by sO
surgem quando a segunda onda (b,) estd presente. A formacgao de outras ondas resulta
em possibilidades de reagdes paralelas com o filme em crescimento, dificultando o
estudo do mecanismo de eletropolimerizacdo e de caracterizagdo do filme. Estes
resultados sugerem que, a primeira onda de oxidacdo ¢ relativa a formacdo de um
cation-radical, responsavel pelo inicio de formac¢do do polimero, ndo necessitando
atingir potenciais mais anodicos.

Dessa forma, utilizou-se para os experimentos de eletropolimerizagdo, uma
varia¢ao de potencial de -0,2 a +0,670 V para o 2-aminofenol e de -0,2 & +1,1 V para o

3-aminofenol. Voltamogramas ciclicos dos mondmeros podem ser vistos na figura 24:
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Figura 24: primeiro ¢ segundo voltamogramas ciclicos obtidos da eletropolimerizagdo de 2,5x107
mol.L"! de 2-aminofenol (A) e 3-aminofenol (B), em meio de 0,5 mol.L!' de HCIO, sobre eletrodos de

carbono grafite, v =50mV.s™.
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O potencial de oxidacao de cada monomero difere em valores de potencial e de
corrente, mesmo sendo estruturas semelhantes, provando-se o fato da posicdo entre os
grupos —OH e —NH, influenciar no processo de eletrooxidacdo. No caso do 2-
aminofenol, observou-se a formag¢ao de uma onda de oxidacdo em torno de +0,572 V e
duas de reducao a +0,262 V e +0,128 V. A partir de uma segunda varredura, surgiram
duas ondas de oxidagdo a +0,134 V e +0,277 V. Essas ondas sdo complementares as de
reducdo sendo considerados pares redox reversiveis. A onda no potencial mais anddico,
que se refere a formagdo do cation-radical, apresenta uma ligeira queda em relagdo a
corrente € ndo apresenta uma onda redox complementar, sendo assim, irreversivel. Para
o 3-aminofenol, o potencial da primeira onda de oxidagdo ¢ mais anodico (+0,892 V).
Uma onda de reducdo acompanha o voltamograma com um valor de corrente muito
pequeno e uma faixa de potencial muito grande, por volta de +0,314 V. O segundo
voltamograma mostra uma onda de oxidacdo complementar a de redugdo em cerca de
+0,375 V. A onda mais anoddica, referente a formacdo do cation-radical sofre um
acentuado decréscimo no valor de corrente. O par redox ndo mostra alteragdes
significantes de corrente a partir desse ponto. Essas caracteristicas eletroquimicas
sugerem a formagdo de um polimero ndo-condutor na superficie do eletrodo, auto-
limitado, fino e com impedimento do aumento dos valores de corrente do par redox.
Estudou-se, entdo, a formag¢do de filmes poliméricos com um nimero maior de
varreduras (25, 50 e 100 varreduras). As ultimas varreduras de cada estudo sdo
visualizadas na figura 25, abaixo:
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Figura 25: voltamogramas ciclicos de eletrodos de grafite contendo 2,5x10~ mol.L™" de 2-aminofenol

(A) e 3-aminofenol (B) em meio de 0,5 mol.L™' de HCIO, sobre eletrodos de carbono grafite, v = 50mV.s"
1
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Esse estudo mostra que, para o 3-aminofenol, a variacdo de nimero de varreduras
faz com que o valor de corrente do pico de oxidacdo do mondmero decresca enquanto o
par redox mostra aumento de corrente pouco significativo. Isso mostra que o eletrodo
estd recoberto com um filme polimérico ndo-condutor. Para o 2-aminofenol, apds 100
varreduras, os dois pares redox mostram um crescimento expressivo nos valores de
corrente. Para analisar a resposta eletroquimica do filme formado, os eletrodos
modificados foram transferidos para uma cela contendo o par redox Fe*"/Fe’” (Figura
26) e, posteriormente, para uma cela contendo apenas a solugdo do eletrdlito suporte,

sem o mondmero (Figura 27).
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Figura 26: voltamogramas ciclicos em solugio contendo 5x10° mol.L™" de K3Fe(CN)g, 5x10~ mol.L”’
de K4Fe(CN)g e 0,1 mol.L"!' KNOs, de eletrodos de carbono grafite e eletrodos modificados com poli-2-

aminofenol (A) e poli-3-aminofenol (B), v =100mV.s™.
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Figura 27: voltamogramas ciclicos em solugdo contendo 0,5 mol.L" de HCIO, de eletrodos de

carbono grafite e eletrodos modificados com poli(2-aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B).

Como se pode ver, o grafico do poli(3-aminofenol) confirma os resultados nao-

condutores obtidos nos graficos de eletropolimerizagdo. O material polimérico na
. . A s p + +

superficie do eletrodo reduziu a transferéncia de elétrons entre o par redox Fe*"/Fe’*. Ao

contrario, o poli(2-aminofenol) auxiliou a transferéncia eletronica com maiores valores
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de corrente que o eletrodo de grafite sem modificagdo. No gréafico 27B, pode-se ver um
voltamograma com um par de ondas redox exatamente onde o filme polimérico foi
formado. No gréafico 27A pode-se observar a presenga de um par redox em uma faixa
de potencial pertencente ao par redox mais catddico, referente ao polimero formado. O
par redox inicial formado no inicio da eletropolimerizagao deve ser relacionado ao
dimero formado na rea¢ao entre um monomero e um cation radical. Com esses estudos,
os trabalhos posteriores utilizaram o estudo de filmes poliméricos formados com 100
varreduras sucessivas de potencial, pois ¢ o valor onde foi observado estabilizagdao do
par redox mais catddico, para o 2-aminofenol, responsavel pela formagao do polimero, e
onde foi estabilizado os voltamogramas do 3-aminofenol. Estudos feitos com mais de
100 varreduras ndo alteraram significantemente os valores de corrente e potencial de

eletropolimerizagao.

5.2) Espectroscopia de impedancia eletroquimica

Medidas de resisténcia em soluc¢io contendo o par redox Fe’'/Fe’” foram feitas
utilizando espectroscopia de impedancia eletroquimica. Um filme formado com 100
varreduras sucessivas de potencial a partir de cada mondmero foi utilizado para esse
experimento (figura 28). Um circuito equivalente foi montado com bases nos espectros
(figura 29). Os valores numéricos para as resisténcias obtidas dos graficos podem ser

vistos na tabela 6:
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Figura 28: diagrama de Nyquist para eletrodo de grafite sem filme (A) e de eletrodos modificados

com poli(2-aminofenol) (B) e poli(3-aminofenol) (C) em solugdo contendo 5x10° mol.L" de K3Fe(CN)s,

5x10~ mol.L"! de K4Fe(CN)g e 0,1 mol.L™" KCL.
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Figura 29: circuito equivalente dos sistemas.
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Tabela 6: dados provenientes dos espectros de impedancia da figura 28.

Re(Q) Rte(Q) Rp(Q2)

Eletrodo limpo 0,21 21,10 -
Poli(2-aminofenol) 0,38 22,31 146,1
Poli(3-aminofenol) 0,29 67,3 18900

Analisando os valores de resisténcia, podemos observar que, em todos os casos,
obteve-se uma resisténcia Re. Essa Re ¢ referente a resisténcia entre eletrodo e o
eletrolito cujos valores sao obtidos do inicio do primeiro semi-circulo e esta presente em
todos os eletrodos. Os valores de Re devem estar bem proximos um dos outros, o que
permite dizer que os eletrodos e suas conexdes estdo em condi¢des similares e podem
ser usados como padrdoes para os proximos valores. O valor de resisténcia
eletrodo/solugdo em relagdo a transferéncia de carga do par redox (Rtc) e os seus
valores sdo obtidos no final do primeiro semi-circulo, subtraido do valor de Re.
Observa-se que a presenca de um material no eletrodo j& afeta esses valores,
principalmente em relagdo ao poli(3-aminofenol). A resisténcia (Rp) ¢ medida no final
do segundo semi-circulo e se refere & resisténcia polimero/solugdo, ja que para o
eletrodo descoberto, esta ultima ¢ inexistente, pela auséncia de um filme polimérico.
Poli(3-aminofenol) apresenta um valor de Rp muito alto em relacio ao poli(2-
aminofenol) o que corrobora os resultados obtidos pela voltametria ciclica, utilizando o
mesmo par redox (ver figura 26). Poli(2-aminofenol) apresenta um semi-circulo em
regido de alta freqiiéncia, seguido por uma linha com um angulo de 43° (referente a
transferéncia de massa) em baixa freqiiéncia, o que ndo ¢ observado para o poli(3-

aminofenol).

5.3) Microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo

Uma medida quantitativa das modificagdes na superficie dos eletrodos foi realizada
eletroquimicamente utilizando um cristal de quartzo ressonante para medir as variagdes
de freqiiéncia com o potencial aplicado. Desse modo, utilizando a equagdo [1], pode-se
criar um grafico de potencial contra a massa depositada no eletrodo. Foram realizadas
10 varreduras sucessivas de potencial. Os graficos obtidos podem ser observados na
figura 30. Os eletrodos foram limpos com uma solugdo diluida de acido sulfurico e,

para evitar a utilizacdo de sais de perclorato e aumentar a forca idnica, utilizamos o
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mesmo acido de limpeza para o estudo de eletropolimerizagdo com uma concentracao

de 0,2mol.L™". Esta concentragio é menor do que a

promover o surgimento de cromo na superficie

utilizada nos outros estudos para ndo

do ouro. Isso porque os cristais de

quartzo utilizados utilizam esse metal para promover a aderéncia do ouro com o

quartzo. A freqiiéncia fundamental foi de 7,987101MHz para os experimentos com o 2-

aminofenol e 7,987100MHz para os com o 3-aminofenol.
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Figura 30: voltamogramas ciclicos; perfil freqiiéncia/potencial; perfil massa/potencial; obtidos

durante eletropolimerizagio em solugdo contendo 2,5x10~° mol.L™ (A) 2-aminofenol e (B) 3-aminofenol

em meio de 0,2 mol.L"' de H,SO,, v=>50mV.s".
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ApoOs sucessivos ciclos, observou-se, que hd o mesmo processo eletroquimico de
formacao do filme polimérico ocorrido nos eletrodos de grafite, com valores de corrente
menores devido a diminuicdo da concentragdo do eletrolito suporte. Os graficos
complementares mostram a diminui¢do de freqliéncia com o aumento de potencial € o
aumento da deposi¢cao de massa no eletrodo.

No primeiro voltamograma ja se observa a diferenca entre os dois mondmeros
estudados. Enquanto que, com o 2-aminofenol a freqiiéncia cai de 0 para 1,224 Hz (A2),
com o 3-aminofenol cai de 0 para 97,040 Hz (B2). Isso significa um aumento de massa
total de 1,73 ng para o 2-aminofenol (A3) e de 137,00 ng para o 3-aminofenol (B3), um
valor maior do que o obtido na décima varredura para o 2-aminofenol (18,00 ng). Em
ambos os casos, o decréscimo dos valores de freqiiéncia ocorre no inicio da formagao
dos cations-radicais, indicando o quanto esses sdo instaveis, promovendo um processo
de eletropolimerizacdo muito rapido na superficie do eletrodo. Pequenos desvios nos
graficos de freqiiéncia e massa ocorrem no potencial de surgimento do par redox do
poli(2-aminofenol), como também pode ser visto pelo grafico Al, onde o processo de
formacgao do polimero ainda € inicial. No caso do poli(3-aminofenol) ¢ de conhecimento
que o os valores de corrente sdo pouco alterados no par redox (B1), e pouca variagdo foi
observada. Devemos levar em consideragao que estamos trabalhando em um sistema
liquido onde o solvente, no caso a 4gua e os contra ions podem estar sendo adsorvidos
juntamente com a polimerizag@o no eletrodo, fazendo com que o valor de massa obtido

ndo seja o valor real, mas um valor aparente.

5.4) Estudos de formacgao de filmes em diferentes valores de pH

Um novo estudo foi realizado alterando-se o pH do meio reacional para valores de
pH mais basicos utilizando-se uma solugdo diluida de hidréxido de sdédio. Os primeiros

voltamogramas ciclicos em cada pH analisado pode ser visto na figura 31, abaixo:
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Figura 31: primeiros voltamogramas ciclicos em eletrodos de grafite obtidos da eletropolimerizagao
em solugio contendo 2,5x10° mol.L™' de 2-aminofenol (A) e 3-aminofenol (B) em meio de 0,5 mol.L" de

HCIO,4 em diferentes valores de pHs, sobre eletrodos de carbono grafite, v = 50mV.s.
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Figura 32: dependéncia do potencial com o valor de pH para poli(2-aminofenol) (A) e poli(3-

aminofenol) (B).

A medida que o pH aumenta ocorre um deslocamento no potencial de oxidagdo do
mondmero para potenciais mais catddicos e uma diminui¢do nos valores de corrente.
Essa facilidade de eletrooxida¢do do mondmero se deve ao fato deste estar cada vez
menos protonado, deixando os pares de elétrons mais disponiveis para a reagdo. O
decréscimo acentuado entre o pH 8 ¢ 10 (+0,46 ¢ +0,03 V) (ver figura 32A) e (+0,89 ¢
+0,36V) (ver figura 32B) pode ser atribuido ao equilibrio fenol/fendxido. Os valores do
pKa dos mondmeros em relagdo ao grupo —OH: 9,83 para o 3-aminofenol e 10,35 para o
2-aminofenol [168]. Na forma de fenoxido a oxidagdo ocorre mais facilmente devido a
um aumento na nuvem eletronica pela presenca de um atomo de oxigénio carregado
negativamente, aumentando o efeito de ressondncia no anel aromatico. Os mesmos
estudos com 100 varreduras sucessivas de potencial e medidas em solucdo contendo o

par redox Fe*"/Fe’” foram realizados, como podem ser vistos na figura 33:
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Figura 33: voltamogramas ciclicos em solucdo contendo 5x10”° mol.L"! de K;3Fe(CN)g, 5x107° mol.L"!
de K4Fe(CN)s e 0,1 mol.L™' KNOs, de eletrodos de carbono grafite e eletrodos modificados com poli(2-

aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B), ap6és 100 varreduras sucessivas de potencial em diferentes
valores de pH, 100mV.s™
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Figura 34: voltamogramas ciclicos em 0,5 mol.L! de solu¢do de HCIO,, de eletrodos de carbono
grafite e eletrodos modificados com poli(2-aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B), apdés 100

varreduras sucessivas de potencial em diferentes valores de pH, v =50mV.s™.

Embora os filmes fossem formados em diferentes valores de pH, o cardter nao-
condutor e os valores de potencial redox no poli(3-aminofenol) ndo foram alterados em
solugdo do eletrdlito suporte. Ja para o poli(2-aminofenol), a partir do pH>1 (figura
34A), ocorre um bloqueio no eletrodo para a transferéncia eletronica. Mesmo assim, um
filme com mesma resposta redox na solu¢do contendo o eletrélito suporte e com valores
crescentes de corrente foi observado com o aumento de pH. O problema com os estudos
em pHs mais béasicos ¢ o surgimento de ondas durante o processo de
eletropolimerizacdo. A presenga de um grupo fendxido, altamente reativo, pode

propiciar reagdes secundarias e paralelas com uma formagdo de um filme de dificil

caracterizagao.
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5.5) Microscopias eletronicas de varredura

A morfologia dos eletrodos modificados foi investigada por MEV.

Figura 35: Microscopias eletronicas de varredura de eletrodos modificados poli(2-aminofenol) (A) e

poli(3-aminofenol) (B).

Na figura 35 pode-se analisar a morfologia de estruturas poliméricas globulares
distribuidas aleatoriamente na superficie do grafite. O nimero de estruturas globulares e
a rugosidade dependem fortemente do mondmero originando a matriz polimérica. No
caso do poli(3-aminofenol) o recobrimento nao ¢ capaz de preencher totalmente as
cavidades do grafite sugerindo a formac¢do de uma camada polimérica que apresenta um
crescimento auto-limitado. Isto € consistente com o comportamento voltamétrico

mostrado na figura 26.

5.6) Microscopia de forca atomica

Medidas realizadas por microscopia de for¢a atdmica (MFA) foram realizadas para

se verificar a espessura das camadas poliméricas no eletrodo de grafite.

Figura 36: microscopias de forga atomica de eletrodos de grafite modificados com poli(2-

aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B).
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As imagens de MFA revelam morfologias de superficie similares, entretanto, o
poli(2-aminofenol) apresenta uma morfologia mais rugosa devido aos glébulos de maior
didmetro. Os valores de rugosidade para poli(2-aminofenol) e poli(3-aminofenol) sdo de
649 nm e 518 nm, respectivamente. A maior rugosidade observada para o poli(2-
aminofenol) estd de acordo com o aumento de corrente do eletrodo modificado na
presencga do par redox K;Fe(CN)g/K4Fe(CN)g.

A espessura do filme polimérico foi medida por MFA seguindo o procedimento
proposto por Lobo et al, 1999 [169]. A espessura do filme foi de cerca de 2200 nm e
180 nm para poli(2-aminofenol) e poli(3-aminofenol), respectivamente. A menor
espessura do poli(3-aminofenol) suporta a observagdo da formagdo de um filme
polimérico de menor condugdo na superficie do eletrodo. Este resultado esta de acordo
com o decréscimo dos valores de corrente do eletrodo modificado observado em

solugdo contendo o par redox Ks;Fe(CN)g/KsFe(CN)g .

5.7) FTIR (espectroscopia do infravermelho: transformada de Fourier)

A caracterizagdo desses filmes poliméricos foi realizada utilizando espectroscopia
do infravermelho. Um eletrodo de FTO foi utilizado para se realizar a
eletropolimerizagdo. Filmes derivados de 2-aminofenol e 3-aminofenol foram formados
com 100 varreduras sucessivas de potencial em pH éacido. O eletrodo foi removido da
solucdo e o filme formado foi removido com o jato de 4gua de uma pisseta. O filme foi
recolhido em um becker, lavado e seco a vacuo por uma semana. Os espectros obtidos

com o mondmero e seu respectivo filme podem ser vistos na figura 37:
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Figura 37: FTIR de 2-aminofenol (Al), 3-aminofenol (B1), poli(2-aminofenol) (A2) e poli(3-
aminofenol) (B2).

Podem-se observar uma semelhanga em ambos, os mondmeros € os polimeros
formados. Na figura 37 (A1), as bandas em 3376 cm™ e 3305 cm™ e na figura 37 (B1),
as bandas em 3364 cm™ e 3296 cm™ sdo referentes aos modos de distorcdo assimétricos
v, e simétricos v3 do N-H. A distor¢ao tesoura fundamental do NH, é observada em
1600 cm™. As bandas em 1287 ¢ 1138 cm™ (A1) e as bandas 1307 ¢ 1178 cm™ (B1) sdo
referentes a distor¢cdo de =C-O- e das ligagdes OH, respectivamente [170]. De acordo
com os valores de fase gasosa [171] para o 3-aminofenol, a banda em 3650 cm™ é
referente ao modo de distor¢ao de O-H.

Nas figura 37 (A2 e B2), as bandas relacionadas a distor¢do assimétrica v, e
simétrica v3 do N-H desaparecem e uma banda larga toma lugar em 3402 cm™ (A2) e
3428cm™ (B2), referentes & distor¢io das ligagdes de hidrogénio intramoleculares de O-
H [172]. As bandas em 2850 cm™ (A2) e 2853 cm™ (B2) (V(C-H)); 750 cm™ (A2) e 770
cm” (B2) (y(C-H)); 665 cm™ (A2) e 668 cm™ (B2) (®(C-C)); 2920 cm™ (A2) e 2923
ecm™ (vV(C=C)) (B2) indicam a presenga de nucleos aromaticos. As bandas referentes a
aminas aromaticas primarias ndo aparecem nos espectros dos polimeros. As bandas em

~1059cm™ podem ser as distor¢des de N-H de aminas aromaticas secundarias
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deslocadas para valores menores no comprimento de onda devido ao aumento das forcas
de ligacao constantes pela ressonancia com o anel aromatico.

Estes resultados sugerem possivel polimerizacdo via NH, com presenca de bandas
de —OH livres, pela possibilidade de ligagdes tipo C-N-C de bandas de aminas

aromaticas secundarias.

5.8) Imobilizagdo e deteccao de bases nitrogenadas do DNA e produtos de
PCR

Apos os estudos feitos sobre a formagdo e caracterizagdo dos filmes, estes foram
utilizados para a etapa seguinte, a imobilizacdo de bases nitrogenadas do DNA. Filmes
poliméricos formados em meio acido, com 100 varreduras sucessivas de potencial
foram preparados. Uma quantidade de 15uL de solugdo de guanina em meio aquoso
basico foi imobilizada, nas superficies dos eletrodos por meio de adsorcao. Os eletrodos
modificados foram secos a temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente
24 horas. A deteccao foi feita através de voltametria de pulso diferencial, em tampdes
acetato e fosfato, 0,1 mol.L"". O mesmo procedimento foi realizado com as outras bases
nitrogenadas do DNA; adenina, citosina e timina. As detec¢des podem ser vistas na

figuras 38 e 39:

Corrente / mA

Corrente / mA

08 10 12 14 08 10 12 14 16
Potencial (V) vs. ECS Potencial (V) vs. ECS

Figura 38: voltamogramas de pulso diferencial para a oxidagdo de guanina (G), adenina (A), timina

(T) e citosina (C) em tamp@o acetato, pH 4,5, de eletrodos modificados com filmes derivados de poli(2-

aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B). As setas indicam formagio de dimeros, v =5mV.s™.
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Figura 39: voltamogramas de pulso diferencial para a oxidag¢do de guanina (G), adenina (A), timina
(T) e citosina (C) em tampéo fosfato, pH 7,4, de eletrodos modificados com filmes derivados de poli(2-

aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B). As setas indicam formagdo de dimeros, v =5mV.s™.

Foi possivel observar que todas as bases nitrogenadas foram detectadas em ambos
os tampoes, isoladamente, em seus respectivos potenciais de oxidagdo. A oxidacdo da
guanina apresenta a formacao de um dimero, a 8-oxoguanina, comum nos experimentos.
Em tampao fosfato, novas ondas puderam ser observadas nas detecgdes de timina e
citosina. Estudos [173] sobre potenciais de ionizagdo e propriedades de doacdo de
elétrons comprovaram que as bases pirimidinicas sdo mais dificeis de serem oxidadas,
sendo piores doadores de elétrons m ¢ menos eletroativas que as bases purinicas, com a
necessidade, entdo de trabalhar com uma concentracao elevada. Os sinais apontados nas
setas nas suas detecgdes sdo referentes aos seus complementares de hibridizagdo,
presentes como impurezas em solu¢do. Desse modo, por apresentar valores de corrente
maiores, com picos de oxidagdo mais bem definidos, sendo assim, mais sensivel as
detecgdes o tampao fosfato foi escolhido, para realizar o estudo com um mix das quatro

bases, como pode ser visto na figura 40, abaixo:
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Figura 40: voltamogramas de pulso diferencial para a oxidagdo da mistura de guanina (G), adenina
(A), timina (T) e citosina (C) em tampao fosfato, pH 7,4, de eletrodos modificados com filmes derivados

de poli(2-aminofenol) (A) e poli(3-aminofenol) (B), v = 5mV.s™.
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A detecgdo das bases purinicas e pirimidinicas em uma mistura Unica foi possivel
mostrando que as interacdes entre elas e os filmes poliméricos ocorrem por um
mecanismo similar dado os resultados obtidos. As matrizes poliméricas podem ser
utilizadas, em uma etapa seguinte, para a constru¢do dos biossensores.

Foram realizados experimentos de imobilizacdo dos produtos de PCR, especificos
para cancer de prostata, com 277 pares de base, desnaturados e hibridizados, com a
utilizagdo do ferrocenocarboxialdeido como mediador do processo de deteccao.
Resultados para a deteccdo da hibridizagdo com o alvo complementar sdo mostrados na

figura 41:
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.8

Figura 41: voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite modificado com poli(2-aminofenol) antes

(

meio aquoso contendo tampdo fosfato, pH = 7.4, 10mV.s™". Sonda utilizada: gene DD3.

) e depois da hibridagdo (——); poli(3-aminofenol) antes ( ) e depois da hibridagao ( ), em

Estes resultados mostram a detec¢ao da oxidagao do ferrocenocarboxialdeido antes e
apos a hibridizacdo do produto de PCR. Pode-se observar diferencas tanto nos valores
de potencial e corrente com as duas matrizes poliméricas. Comparando a mesma matriz,
ha apenas um pequeno desvio no potencial de pico, menor que 10mV, nas duas
hibridizagdes. Contudo, quando comparamos os dois filmes, observamos uma grande
diferenca de potencial antes (+58mV) e apos a hibridizagdo (+47mV), com valores mais
anodico para o poli(2-aminofenol). Isto indica que este filme apresenta maior resisténcia
ao processo oxidativo, sendo necessario um potencial maior para promover a reagdo. Os
valores de corrente decaem com a hibridizagdao dos produtos de PCR. Para o poli(3-

aminofenol) a queda ¢ mais acentuada (41pA), enquanto que para o poli(2-aminofenol)

69



ha um pequeno decréscimo (7uA). Contudo, os valores de corrente de hibridizacao do
poli(3-aminofenol) ainda sdo valores maiores do que o realizado com o poli(2-
aminofenol) em cerca de quatro vezes de ordem de grandeza. Essas diferencas nas
detecgdes sdo devido as diferentes estruturas poliméricas utilizadas. O poli(3-
aminofenol), apresenta valores de corrente mais altos, indicando uma maior quantidade
de produto sendo oxidado em sua superficie. A diminui¢do do sinal de hibridizag¢do ¢
reprodutivel e com valores diferentes, o que permite uma leitura confidvel da medida.
Em comparagdo com o poli(2-aminofenol) o poli(3-aminofenol) ¢ a matriz que necessita
de um potencial mais catédico para promover a oxidagdo, facilitando o processo de
deteccdo, além de se obter um voltamograma bem definido, mostrando um bom

processo difusional no sensor.
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6) Conclusdes

Foi possivel construir eletrodos modificados com filmes derivados de poli(2-
aminofenol) e poli(3-aminofenol). Estudos de -eletropolimerizacdo utilizando-se
voltametria ciclica mostraram uma grande diferenca entre os dois polimeros formados.
Em solugdo contendo o par redox Fe*’/Fe’”. Poli(2-aminofenol) contribui para um
aumento na transferéncia eletronica na superficie do eletrodo, e poli(3-aminofenol)
reduz a transferéncia eletronica.

Com o aumento da basicidade do meio, poli(3-aminofenol) ndo apresenta diferencas
em relagdo a transferéncia eletronica, enquanto que o poli(2-aminofenol), a partir de pH
2, assemelha-se ao poli(3-aminofenol), impedindo a reagio redox do par Fe*'/Fe’".

Poli(3-aminofenol) apresenta um recobrimento com uma menor espessura em
relagdo ao poli(2-aminofenol), devido a ser um filme automontado e fino. Analises de
AFM mostraram a formacgao de glébulos de maior espessura para o poli(2-aminofenol).

Investigacdo de impedancia mostrou que o eletrodo modificado com poli(3-
aminofenol) apresenta resisténcia a transferéncia de carga mais elevada em comparagado
com o poli(2-aminofenol).

Medidas de freqiiéncia utilizando-se microbalanca de cristal de quartzo mostraram
um pequeno aumento de massa durante a eletropolimerizacdo do poli(2-aminofenol)
enquanto que, logo na primeira varredura, um filme de poli(3-aminofenol) foi
depositado com uma grande massa.

Espectros de infravermelho mostram a semelhanca dos polimeros em relagdo aos
grupos funcionais presentes e sugerem que a polimerizagdo esteja ocorrendo via grupo
NH; e ndo via —OH.

As bases purinicas e pirimidinicas foram imobilizadas nos eletrodos modificados e
detectadas separadamente e em uma mistura, escolhendo o tampao fosfato como melhor
eletrdlito para as detecgdes. Eletrodos de grafite modificado com poli(3-aminofenol)
foram eficientes para a imobilizagdo das bases adenina, guanina, citosina e timina, tanto
isoladas quanto simultaneamente. Os picos de oxidagdo das bases apresentam valores de
corrente mais altos com poli(3-aminofenol) do que com poli(2-aminofenol).

As imobilizagdes feitas sobre o poli(3-aminofenol) mostraram melhores resultados
na deteccdo de hibridizacdo, com maiores valores de corrente € menores potenciais de

oxidacao.
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7) Perspectivas futuras

Andlise via ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono para se
caracterizar o filme formado como também para se propor um mecanismo de
eletropolimerizagdo aceitavel para esse sistema.

Melhoramento nas respostas dos biossensores construidos, estudos sobre
hibridiza¢des ndo-complementares para se avaliar a diferenca nos resultados, otimiza¢do
do processo para se obter reprodutibilidade e estudos feitos com amostras reais em
sangue de pacientes infectados com o tumor.

Ainda, estudos utilizando a microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo serdo
realizados para se descobrir a massa molar aparente, utilizando os valores de carga e

freqliéncia, disponiveis no aparelho.
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