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GOMES, M. F. Caracterizacdo estrutural do poli(acido 4-hidroxifenilacético)
eletropolimerizado sobre eletrodo de grafite e sua aplicagdo no desenvolvimento de
imunossensor amperométrico para diagnostico de leishmaniose visceral. Dissertacdo de
mestrado, Instituto de Quimica - UFU, 2011.

Neste trabalho foi desenvolvido um imunossensor eletroquimico capaz de detectar o
anticorpo, livre de marcacdo, especifico para leishmaniose visceral utilizando-se EG
modificado com é&cido poli(4-HFA) como plataforma e VPD como técnica eletroquimica
suporte. Para isso, investigaches das principais caracteristicas estruturais, térmicas e
eletroquimicas do &cido poli(4-HFA), obtido por eletropolimerizacdo do acido 4-HFA, foram
conduzidas utilizando-se as técnicas FTIR, UV-vis e Fluorescéncia. Os espectros de FTIR
mostraram que os grupos funcionais presentes no mondmero sdo preservados e que Novos
grupos sdo formados apds a eletropolimerizacdo, e ainda, que o polimero obtido é tetra-
1,2,4,5-substituido, com fortes indicios de que esses dois novos substituintes sejam éteres
difenilicos e ligacGes anel-anel, justificando o aumento na extensdo de conjugacdo e a
presenca de novos grupos cromoforos observados nos estudos de UV-vis e Fluorescéncia.
Neste sentido, foi possivel iniciar as discussdes sobre a estrutura do acido poli(4-HFA), bem
como, dos possiveis mecanismos de reacdo envolvidos na sua formacdo, e estes estudos foram
de grande importancia na busca de uma melhor compreensdo e discussdo dos resultados
obtidos. A estabilidade térmica do polimero, avaliada por TGA, mostrou que o acido poli(4-
HFA) apresenta estrutura heterogénea e complexa e que este ndo apresenta boa estabilidade
térmica apds 100 °C. Investigou-se também o crescimento do filme polimérico em func¢édo do
namero de varreduras de potencial. Com esta investigacao foi possivel tracar um perfil para o
aumento da resposta eletroquimica desse material em funcdo do tempo de eletropolimerizacao
e, tal perfil, indicou que o nimero de varreduras potenciais utilizados na eletrossintese é um
bom pardmetro a ser empregado na conducdo dos estudos deste material. Para o
desenvolvimento do imunossensor, a imobilizacdo do antigeno rK39, especifico para
leishmaniose visceral, sob EG/poli(4-HFA) foi comprovada por meio dos estudos
eletroquimicos. A deteccéo eletroquimica do 1gG™ foi conduzida por meio das técnicas de VC
e VPD utilizando Coomassie Brillant Blue G-250 e Cloreto de hexaaminruténio Il como
possiveis indicadores da formacdo do complexo Ag-Ac. O Coomassie mostrou-se eficiente
para indicar a modificacdo da superficie do EG/poli(4-HFA) com rK39, entretanto, nao
apresentou sensibilidade satisfatoria para o 1gG*, bem como, seletividade perante o alvo n&o
complementar (IgG", controle negativo). JA& o Cloreto de hexaminruténio Il, além de
apresentar alta eficiéncia para indicar a modificacdo da superficie do EG/poli(4-HFA) com
rk39, também apresentou boa sensibilidade para o IgG* e seletividade perante 1gG’,
possibilitando o desenvolvimento do imunossensor eletroquimico proposto neste trabalho.

Palavras-chave: acido poli(4-hidroxifenilacetico); eletropolimerizacdo; biossensores;
imunossensor; leishmaniose.



GOMES, M. F., Structural characterization of poly (4-hidroxyphenylacetic acid)
electropolymerized on the graphite electrode and its application in the development of
amperometric immunosensor for diagnosis of visceral leishmaniasis. Master’s thesis, Institute
of Chemistry, Federal University of Uberlandia, 2011.

In this work was developed an electrochemical immunosensor that can detect label free
specific antibody for visceral leishmaniasis using graphite electrode modified with poly(4-
HPA) as a platform and DPV as electrochemical technique support. Therefore, investigations
of main structural characteristics, thermal and electrochemical poly(4-HPA), obtained by
electropolymerization of acid 4-HPA, were conducted using the following techniques: FTIR,
UV-vis and Fluorescence. The FTIR spectra showed that the functional groups present in the
monomer are preserved and that new groups are formed after electropolymerization, and the
obtained polymer is 1,2,4,5-tetra-substituted, with strong evidences that these two new
substituents are diphenyl ethers and ring-ring bonds, which justifies the increase in the
extension of conjugation and the presence of new chromophore groups observed in UV-vis
and Fluorescence studies. Thus, it was possible to discuss about the structure of poly(4-HPA),
as well as propose the possible reaction mechanisms involved in its formation. These studies
were of great importance in the search for a better understanding and discussion of the results.
The thermal stability of the polymer, evaluated by TGA shows that the poly(4-HPA) presents
a complex and heterogeneous structure and do not exhibits good thermal stability after 100 °
C. It was also investigated the growth of polymer in function of the number of potential scans.
Through of this investigation it was possible obtained a profile for the increased
electrochemical response of this material in relation to the time of electropolymerization, and
such profile showed that the number of potential scans used in electrosynthesis is a good
parameter to be used at the studies of this material. For the immunosensor development, the
immobilization of the rK39 antigen, specific for visceral leishmaniasis, onto EG/poly(4-HPA)
was confirmed through electrochemical studies. A electrochemical detection of 1gG* was
conducted using CV and DPV techniques, using Coomassie Brilliant Blue G-250 and
ruthenium hexamine Il chloride as possible indicators of the formation of Antigen-Antibody
complex. The Coomassie was efficient to indicate the surface modification of EG/poly(4-
HPA) with rK39, however, did not show satisfactory sensitivity for IgG+, as well as
selectivity for the non-complementary target (IgG’, negative control). However, the ruthenium
hexamine Il chloride, showed high efficiency to indicate the surface modification of EG/poly
(4-HFA) with rK39 and good sensitivity for 1IgG+ and selectivity towards 1gG’; enabling the
development of the electrochemical immunosensor proposed in this work.

Keywords:  poly(4-hidroxyphenylacetic  acid);  electropolymerization;  biosensors;
immunosensor; leishmaniasis.
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1- INTRODUCAO

O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos tem crescido exponencialmente
desde sua primeira aparicdo na literatura, em 1962, devido as vérias potencialidades
apresentadas por estes dispositivos. Dentre estas, pode-se destacar sua aplicacdo no
diagnostico e monitoramento de doencas, principalmente as negligenciadas, como a
leishmaniose. Esta crescente estd diretamente associada ao avango das pesquisas relacionadas
ao estudo e obtencdo de polimeros condutores (PC).

PC sdo materiais que, além de apresentarem boa estabilidade, condutividade e
facilidade de sintese, permitem a modificacdo da superficie de eletrodos para, dentre outras
aplicacdes, incorporacdo de biomoléculas, como antigenos e/ou anticorpos, ss-DNA e/ou ds-
DNA e enzimas, ou seja, permitem a construcdo de biossensores com transducéo
eletroquimica. Desta forma, propor o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico

significa, também, propor o estudo de um eletrodo modificado com um PC.

Desta forma, a plataforma utilizada no desenvolvimento deste trabalho consiste em
eletrodos de grafite modificados eletroquimicamente com PC derivado do acido 4-

hidroxifenilacético (Figura 1).

OH

OH

Figura 1: Representacdo estrutural do &cido 4-hidroxifenilacético (CgHgOs).



1.1 - Polimeros

Polimeros sdo compostos com massa molar da ordem de 10* e 10° formados pela
repeticdo de um grande nimero de unidades quimicas, justificando a origem da palavra (do
grego poli “muitos”; meros “partes”). A elevada massa molar caracteriza os polimeros como
macromoléculas. Existem polimeros organicos e inorgénicos, sendo 0s primeiros 0s mais
estudados e mais importantes comercialmente. As substancias que dao origem aos polimeros
por reacdo quimica (reacdo de polimerizacdo) sdo chamadas de mondémeros (do grego mono
“uma”; meros “parte”)’. Os polimeros podem ser formados por apenas uma espécie de
mondémero (homopolimeros) ou por espécies diferentes (copolimeros), e podem ser de origem

natural ou sintética’.

Polimeros naturais, tais como proteinas, polissacarideos e os acidos nucléicos, estdo
presentes como componentes basicos em sistemas organicos vivos, e outros, como o ambar e
a goma s&o usados pelo homem desde tempos mais remotos®. Os polimeros sintéticos somente
surgiram no Ultimo século. O primeiro polimero puramente sintético surgiu em 1907, quando
resinas de fenol-formaldeido foram produzidas por Baekeland, e, entre elas, o primeiro
polimero sintético de uso comercial: o0 "Bakelite". Desde entdo, os polimeros sintéticos tém
sido desenvolvidos em grande variedade de formas funcionais para atender as aplicagdes

industriais e cientificas®.

Além da classificacdo em homopolimero e copolimero os materiais poliméricos
também sdo classificados quanto ao tipo de reacdo de polimerizacdo, e, neste caso, sdo
divididos em duas categorias: polimeros de condensacdo e de adi¢do. Polimeros de
condensacdo sdo aqueles formados a partir de reacGes entre dois grupos funcionais com
eliminacdo de pequenas moléculas, como agua, &cido cloridrico ou metanol. Polimeros de
adicédo sdo aqueles formados por meio de reagdo de adicdo que ocorrem em compostos que
possuem insaturacdo. Esta classificacdo foi proposta por Carothers em 1929. Na Tabela 1 sdo

apresentados alguns polimeros e suas respectivas aplicagdes comerciais.



Tabela 1: Exemplos de polimeros que apresentam grande importancia comercial.?
POLIMERO MONOMERO(S APLICACAO

HOMOPOLIMEROS DE ADIGAO

Polietileno etileno baldes, sacos de lixo, sacos de embalagens
Polipropileno propileno cadeiras, poltronas, para-choques de automoéveis
cloreto de vinila T
PVC vinila tubos para encanamentos hidraulicos
Isopor estireno isolante térmico
Orlon acrilnitrilo 1& sintética, agasalhos, cobertores, tapetes.
Plexiglas "Vidro — . plastico transparente muito resistente usado em portas
e S A metilacrilato de metila - !
plastico™ Acrilicos e janelas, lentes de 6culos.
Teflon tetrafluoretileno revestimento interno de panelas
Borracha fria isobuteno
Borracha natural .
isopreno
natural R .
pneus, camaras de ar e objetos de borracha em geral
Neopreno ou duopreno cloropreno
1,3-butadieno
Buna .
butadieno

COPOLIMEROS DE ADICAO

1,3-butadieno

Buna-N ou perbuna A
P acrilnitrilo

pneus, camaras de ar e objetos de borracha em geral
Buna-S 1,3-butadieno
estireno

HOMOPOLIMEROS DE CONDENSACAO

Amido alfa glicose alimentos, fabricacéo de etanol
Celulose beta glicose papel, algodao, explosivos

COPOLIMEROS DE CONDENSACAO

Néilon 1,6-diaminoexano acido rodas dentadas de engrenagens, pecas de maquinaria
adipico em geral, tecidos, cordas, escovas
Terilene ou dacron Etllenogllgo_l, acido tecidos em geral (tergal)
tereftlico
Baquelite aldeido férmico; fenol revestimento de moveis (férmica), material elétrico
(férmica) comum (tomada e interruptores)

colchdes e travesseiros (poliuretano espon;joso),
isolante térmico e acustico, poliuretano rigido das
rodas dos carrinhos de supermercados

poliéster ou poliéter;

Poliuretano L .
isocianato de p-fenileno

A estrutura e a organizacao da cadeia polimérica determinam as propriedades fisicas e
guimicas que o polimero apresentard. Neste caso, as diferentes possibilidades de

polimerizacdo somadas aos mais diversos mondmeros que potencialmente podem ser

: Portal Sao Francisco [Citado em: 02 de fevereiro de 2011]
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empregados no processo de polimerizagdo justificam a imensa diversidade e aplicabilidade

desses materiais e, logo, sua grande importancia econdémica e académica.

Contudo, uma nova &rea de pesquisa e aplicagdo de polimeros iniciou-se com a
descoberta dos polimeros condutores. As propriedades condutoras desses materiais
possibilitam sua aplicacdo no desenvolvimento dos mais diferentes sistemas como, por

exemplo, capacitores, diodos emissores de luz, catalise e biossensores.

1.2 - Polimeros Condutores

Desde a década de 60, é conhecido que moléculas organicas que apresentam duplas
ligagbes conjugadas podem exibir propriedades semicondutoras. No comego dos anos 70,
Shirakawa e lkeda®® demonstraram a possibilidade de preparar filmes auto-suportados de
poliacetileno (CH)x pela polimerizacdo direta do acetileno. O polimero produzido apresentou
propriedades semicondutoras que atraiu pouco interesse até 1977, quando MacDiarmid e
colaboradores® descobriram que, tratando o poliacetileno com é&cido ou base de Lewis, era
possivel aumentar a condutividade em até 13 ordens de grandeza. Esses processos envolviam
a remocdo ou adicdo de elétrons da cadeia polimérica (dopagem). A partir de entdo uma nova
classe de polimeros emergiu, os Polimeros Condutores (PC). Desta forma, um PC é um
polimero organico que possui propriedades elétricas, eletrénicas, magnéticas e Opticas de um
metal, mantendo ainda as propriedades fisicas, processabilidade, etc., comumente associada

1”8, Os membros desta nova classe de materiais, chamados de

com um polimero convenciona
“metais sintéticos”, possuem uma caracteristica em comum: longos sistemas n conjugados, ou
seja, uma alternancia de ligacGes simples e duplas ao longo da cadeia. O interesse evidente é
combinar em um mesmo material as propriedades elétricas de um semicondutor ou metal com

as vantagens de um polimero®.

A dopagem de polimeros tem como objetivo criar defeitos (lacunas ou impurezas) ao
longo da cadeia polimérica que possibilitem um aumento na condutividade elétrica do
material. Durante o processo de dopagem, um polimero organico passa de isolante ou
semicondutor (faixa de condutividade de 10™° a 10° S cm™) para condutor metalico (faixa de
condutividade de ~ 1 a 10* S cm™). A condutividade intrinseca é produzida a partir da

formagéo de cargas transportadoras mediante oxidantes (dopagem tipo p) ou redutores



(dopagem tipo n) através da estrutura conjugada ao longo da cadeia polimérica. O processo de
dopagem ¢é aleatorio e ndo altera a estrutura do material. A interacdo impureza-cadeia gera
deformacdes e “defeitos carregados” localizados, responsdveis pelo aumento na
condutividade™® (Figura 2). Os processos de dopagem e desdopagem envolvem contra-ions
responsaveis pela estabilizacdo do estado dopado, e podem ser realizados quimicamente ou
eletroquimicamente™. O processo de dopagem quimica é eficiente, mas pouco reprodutivel
quantitativamente. A dopagem eletroquimica por sua vez, promove um ajuste fino no nivel de

dopagem atraveés do controle do potencial elétrico.
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~ag@umss  MOVIMENTO DOS ELETRONS

Figura 2: Representacdo esquematica do efeito de dopagem ocasionado pela aplicacdo de
uma diferenca de potencial elétrico. A dopagem cria lacunas (defeitos) que

permitem a movimentacao dos elétrons.

A condutividade elétrica de muitos polimeros, que apresentam certo grau de
condutividade, estd na mesma faixa de grandeza da maioria dos semicondutores inorganicos,

como é possivel observar na Figura 3.
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Figura 3: Escala de condutividade.

Os polimeros podem ser sintetizados, quer por adicdo de um agente externo (esta
abordagem é muitas vezes referida como "sintese quimica” do PC) ou por reacdo
eletroquimica. A sintese quimica dos PC é normalmente realizada por oxidantes, tais como:
pirossulfato de aménio ((NH,4).S,07) ou cloreto férrico (FeCls), sendo comumente usada para
a preparacdo de solucdes de PC, enquanto deposicao eletroquimica é utilizada principalmente
para a deposicdo de filmes de PC sobre substratos condutores. Uma vantagem deste Gltimo
método é a possibilidade de controlar a espessura do filme pela quantidade de carga passada
pelo sistema eletroquimico durante o crescimento do filme, permitindo a realizacdo do
processo de geracdo do polimero a temperatura e pressao ambiente. Contudo, a obtencdo de
PC utilizando o método eletroquimico é o mais relatado'®. O mecanismo de polimerizagdo
mais aceito é citado para sistemas aromaticos e prop6e a formagdo de um cation-radical a
partir da oxidagdo do mondmero, seguida do acoplamento de dois cétions radicais, com
desprotonacéo e reconstituicdo do sistema aromatico*™. A reacdo continua com acoplamento
de cations radicais do monémero e cations radicais dos oligdmeros que se formam. As
propriedades elétricas e fisico-quimicas do material eletrossintetizado dependem fortemente
das condicbes de sintese, tais como: concentragdo do mondmero, natureza do meio

eletrolitico, temperatura, etc****. Dentre as familias dos PC o poliacetileno, polianilina,



polipirrol e politiofeno sdo as mais estudadas. A maioria destes polimeros séo sintetizados por T_
modificagdes das estruturas apresentadas na Figura 4.
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Figura 4: Principais classes de polimeros condutores®.

Muitos mondmeros podem ser eletropolimerizados diretamente sobre um metal ou de
eletrodos semicondutores’’, permitindo, assim, uma caracterizacdo in situ dos filmes
poliméricos por métodos eletroquimicos e espectroscopicos'®. E bem conhecido que as
propriedades de polimeros condutores dependem de suas caracteristicas estruturais. Portanto,
muitos esforgos tém sido feitos na sintese de novos mondmeros e polimeros, com o objetivo
de se obter materiais com caracteristicas ajustaveis para aplicagdes em eletroquimica e outras

areas'®?,



A polimerizagdo eletroquimica de novos monémeros com concomitante deposi¢do de
filmes poliméricos tem sido considerada como uma rota efetiva e versatil para a modificacdo

da superficie de um eletrodo por compostos poliméricos organicos®, e representam materiais

23,24

promissores para aplicacdes em eletrocatalise®**, sensores®, transistores de efeito de

27,28

campo®, materiais biologicamente ativos*’*®, separacdo membranas e biomembranas®,

baterias®®>', supercapacitores®, elementos micro e nanoeletrénicos®, visores, espelhos,
janelas®®, diodos emissores de Iuz**, dispositivos fotovoltaicos*®, dispositivos
41,40 42,43,13

44-47

eletrocrdmicos™ ™, camadas protetoras e quimio e biossensores

O grupo de pesquisa do Laboratério de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia (LAFIP/NANOTEC) tém estudado extensamente a
preparacdo eletroquimica de filmes poliméricos derivados de éteres alquil-arilicos e fenois*®
> Geralmente os grupos funcionais presentes nos mondmeros sdo preservados apés a
eletropolimerizacdo. Desta forma, eletrodos modificados com estes filmes encontram-se
funcionalizados e isso favorece, em muito, a interacdo com materiais bioldgicos, justificando
0 interesse do grupo no estudo destes materiais com aplicacdo na construcdo de biossensores

eletroquimicos.

1.3 - Biossensores

Um biossensor é um dispositivo que contém um material bioldgico, tal como enzimas,
anticorpos/antigenos, DNA, bactérias, tecidos, etc. como agente de reconhecimento
interligado a um transdutor que converta o sinal bioldégico num sinal fisico e/ou quimico
(Figura 5)°°. Uma gama de configuracdes destes dispositivos confere grande versatilidade no
desenvolvimento dos biossensores, que podem ter aplicagdes diversas, dependendo das
caracteristicas do elemento bioldgico e do transdutor utilizado. Estes fatores justificam o
crescimento acentuado de pesquisas relacionadas aos biossensores, visto que, desde a sua
primeira aparicdo na literatura cientifica no final de 1970, cerca de 31.900 artigos foram
encontrados na literatura aberta®™. O primeiro biossensor, conhecido como “Eletrodo

Enzimatico”, foi demonstrado por Clark e Lyons em 1962,
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Figura 5: Diagrama esquematico do funcionamento de um sensor quimico. Somente um

componente da amostra é reconhecido pelo biorreceptor. O sinal associado ao

processo de reconhecimento é convertido em sinal elétrico pelo transdutor. Este

sinal € posteriormente amplificado, condicionado, processado e apresentado em

forma de dado. O receptor pode reconhecer o analito mediante mecanismo fisico,

quimico ou biolégico®.

Os biossensores podem ser divididos basicamente em duas classes: os cataliticos, que

utilizam enzimas imobilizadas e os de afinidade, que utilizam anticorpos, DNA ou peptideos,

como moléculas de bio-reconhecimento® 2. Contudo, também podem ser classificados de

acordo com o tipo de transdutor, como mostra a Tabela 2. O tipo de transducdo de sinal esta

diretamente relacionada a caracteristica fisica ou quimica do produto gerado pelo componente

biolégico®" .

Tabela 2: Principais sistemas de transducgéo de sinal fisico-quimico.

Sistema de Transdugdo Medida

Eletroquimico
Elétrico
Optico

Térmico

Piezoelétrico Massa

Amperometria; Potenciometria

Condutividade

Luminescéncia; Fluorescéncia; Indice de Refracio

Calorimetria

Microbalanca de Cristal de Quartzo; Ondas Acusticas de Superficie



A imobilizacdo das biomoléculas € a etapa mais importante na constru¢cdo de um
biossensor. O objetivo de qualquer metodologia de imobilizacdo é reter a méaxima atividade
da biomolécula na superficie do transdutor. Analisando os fatores que influenciam as
biomoléculas, como as condi¢cGes do meio ou o procedimento de imobilizacdo, é possivel
definir a técnica que possui as condicBes mais adequadas ao sistema em estudo®®*. As
técnicas de imobilizagcdo de biomoléculas, assim como as de imobilizacdo de mediadores
(compostos necessarios para assegurar 0 mecanismo de transferéncia eletrénica) com maior
utilizacdo sdo as de formacdo de ligagdo covalente e adsorcdo®. Outros processos como os de
ligacdo cruzada (cross-linking) e oclusdo (entrapment) também sdo utilizadas®™®. As
principais caracteristicas de cada procedimento imobilizagdo sdo descritas abaixo e

representadas esquematicamente na Figura 6.

% Adsorcao fisica: baseia-se na formacdao de forgas atrativas de Van der Waals, ligaces
de hidrogénio e complexos de transicdo de elétrons entre as biomoléculas e o eletrodo.
Este método, ndo exige qualquer modificacdo quimica e possui a vantagem da

simplicidade, requerendo apenas uma solugdo contendo o componente biolgico®” 8,

% Ligacao covalente: esta técnica baseia-se na reagdo entre grupos funcionais terminais
da biomolécula, ndo essenciais a atividade biolégica e grupos reativos da superficie do
transdutor, dentre as diversas superficies pode-se ter um filme polimérico. Embora
esta técnica possua a vantagem de dificilmente o componente bioldgico se desprender
da matriz de suporte, é extremamente relevante que durante a utilizacdo, os sitios
bioldgicos sejam preservados. Varios métodos sdo apontados para a formacgdo da
ligacdo covalente, por exemplo, a formagdo de ligagdes via grupos acila, diazonio e
ti6is®*™,

¢ Oclusdo: esta técnica é utilizada quando o componente bioldgico é preparado em

conjunto com o produto de modificagdo da superficie do eletrodo, deixando assim as

biomoléculas aprisionadas. Um exemplo classico é a preparacdo de filmes poliméricos
em solucdes contendo biomoléculas, onde estas ficam presas dentro da matriz do
polimero, durante a polimeriza¢do. Poliacrilamida, amido ou nylon, podem ser

71,72

empregados para aprisionar biomoléculas Usualmente esta camada de

modificacdo e separada da solugéo teste por uma membrana semipermeavel, de forma

1o|



a retardar a lixiviagdo do componente bioldgico. O processo de interacdo pode ser

puramente fisico ou envolver ligacBes covalentes®.

% Ligacado Cruzada: baseia-se na imobilizacdo como resultado da reagdo do componente
biolégico com um agente bifuncional em que se formam as ligacGes covalentes
intermoleculares . Os reagentes que permitem o uso desta técnica contém grupos
reativos terminais especificos para os grupos funcionais (por exemplo, aminas) que se
encontram nas outras moléculas a imobilizar. A escolha do agente de “crosslinking” ¢
feita, de acordo com os grupos funcionais presentes na biomolécula sendo, no entanto,
a escolha final realizada de maneira empirica. Para a maioria das aplicacbes é
necessario manter a estrutura original da proteina, por isso o “crosslinking” ¢ feito em
condigBes pouco agressivas tanto de pH como de tampdes. E também importante obter
um grau de conjugagdo entre o agente de “crosslinking” e a proteina, pois em alguns
casos (incluindo enzimas em particular) é conveniente que ndo seja muito elevado de
modo a permitir a manutengdo da atividade bioldgica do fixado. A metodologia mais
utilizada na aplicacdo € o mergulhar da superficie de suporte (por exemplo, um
eletrodo) numa solucdo ativa contendo a enzima e o agente bifuncional (por exemplo,
glutaraldeido, carbodiimida, etc.) de forma a cobrir toda a superficie, esperar que se
forme uma pelicula (periodos que variam entre poucos minutos e varias horas,
dependendo do agente) seguindo-se periodos de lavagem e secagem da superficie

tratada®*.

A resposta das moléculas imobilizadas depende da area superficial, porosidade, carater
hidrofilico da matriz imobilizada, condi¢des de reacdo e metodologia escolhida para a
imobilizacdo. A Tabela 3 mostra a comparacdo das vantagens e desvantagens de cada
procedimento de imobilizacdo descrito para as biomoléculas. Observa-se que quando o0s
métodos sdo comparados, a adsor¢do destaca-se pela simplicidade e aplicabilidade esperada
no processo de imobilizacdo, sendo o procedimento mais simples e de fécil execugdo. A
utilizacdo de superficies funcionalizadas para incorporacdo de biomoléculas tem sido

amplamente discutida na literatura™ .

i
i



Componente
& Biolégico

Suporte Poroso
ou Sélido

Matriz polimérica

Agente
Bifuncional

Figura 6: Esquema representativo dos
biomoléculas. (a) adsorcéo,

cruzada®,

quatro principais métodos de imobilizacdo de

(b) ligagdo covalente, (c) Ocluséo (d) ligacéo

Tabela 3: Comparacéo entre as técnicas utilizadas para imobilizac&o de biomoléculas®.

METODO VANTAGENS DESVANTAGENS
Procedimento simples; condic6es Interacdes dependentes do pH,
Adsorcao brandas; menos dano & solvente e temperatura, baixa
biomolécula. estabilidade.
Resisténcia difusional, pode causar
B Procedimento simples, ndo ha desnaturacéo da biomolécula
Ocluséo

problemas com o0 meio.

causando baixa sensibilidade e

limite de deteccdo.

Procedimento simples, ligagoes

Ligacdo Cruzada o
quimicas fortes.

Dificuldade em controlar a reagéo,
grande quantidade de biomolécula,

baixa sensibilidade.

Estavel complexo matriz e
biomolécula. Ligagdo entre grupos
Ligacao Covalente especificos biomolécula e matriz.
Ideal para producéo em massa e

comercializagéo.

Complicado e elevado tempo de
producdo. Possibilidade de perda
de atividade devido a reaces
envolvendo grupos essenciais da
atividade biologica.

12‘



O tipo de biomolécula imobilizada sobre o transdutor determina a classificacdo do

biossensor. Desta forma, tém-se 0s Genossensores (biossensores contendo oligonucleotideos,

produtos de PCR ou fragmentos de DNA) Biossensores enzimaticos (0 componente biolégico

¢ uma enzima) Imunossensores (biossensores contendo um antigeno ou anticorpo

imobilizado) e Biossensores Microbiolégicos (onde o componente biolégico € representado

por fungos, bactérias organelas vegetais e animais dentre outras). O principio de

funcionamento de cada biossensor pode ser entendido como:

X/
L X4

X/
L X4

Biossensores Enzimaticos: baseiam-se na imobilizacdo de enzimas, tendo seu
principio de funcionamento baseado na atividade especifica sobre um composto
(substrato) ou uma determinada classe de compostos. O funcionamento desses
biossensores, pode também envolver a inibi¢do da enzima, pelos referidos compostos,
afetando a quantidade de substrato consumido ou produto gerado, ou pelo
monitoramento direto da espécie eletroativa gerada/consumida na catalise
enzimatica®”"".

Biossensores Microbioldgicos: consiste na imobilizacdo de células microbiologicas
sobre o transdutor. O principio de operacdo destes biossensores é baseado no uso das
funcdes metabdlicas e respiratorias do microorganismo para detectar um analito que
seja 0 substrato ou um inibidor destes processos. Lei e colaboradores’®, reportaram
numa revisdo sobre o assunto, algumas das recentes aplicacbes dos biossensores
microbiol6gicos no monitoramento ambiental e para o uso em alimentos, fermentacao

e campos similares.

Genossensores baseiam-se na imobilizagdo de fragmentos de DNA ou
oligonucleotideos. A chamada simples fita (sSDNA), apés interagdo com alvo
complementar regenera a dupla fita (dsDNA), num processo denominado de
hibridizacdo. Este sinal pode ser detectado por meio de intercaladores como brometo
de etidio, azul de metileno dentre outros compostos a base de cobalto e ruténio, para

reducéo dos potenciais de oxidagdo’®®.

Imunossensores: baseiam-se no uso de um anticorpo que reage especificamente com
uma substancia (antigeno) a ser testada. A imobilizacdo do receptor (i.e., antigeno)
sobre um substrato € conveniente para aplicacGes de reconhecimento bio-molecular

para deteccdo da molécula alvo (i.e, anticorpo) presente na solugdo. A especificidade

13|



da interacdo antigeno-anticorpo permite o desenvolvimento de imunossensores para

diagnésticos clinicos, monitoramento ambiental, dentre outros®".

Contudo, as intmeras possibilidades de configuracbes e a alta seletividade e
sensibilidade destes dispositivos conferem grande versatilidade no seu desenvolvimento, que
podem ter aplicacOes diversas, dependendo das caracteristicas do elemento biol6gico e do
transdutor utilizado. Tais dispositivos sdo importantes ferramentas analiticas, devido ao
crescimento no interesse em deteccdo, diagnostico e determinacdo nas areas de alimentos,

184, Em trabalho

controle da qualidade da agua, saude, seguranca, e monitoramento ambienta
de revisdo recente, Goulart e colaboradores®™ apresentaram comparacdes entre metodologias
de deteccdo convencional e com os biossensores obtidos a partir de peptideos sintéticos,
imobilizados sobre a superficie de eletrodos de grafite modificados com filmes poliméricos. O
potencial de aplicacdo foi verificado para trés doencas utilizadas como modelo, sendo estas a

dengue, a hanseniase e a leishmaniose.

Outros trabalhos do grupo LAFIP/NANOTEC que utilizam fragmentos especificos de

DNA, como o trabalho para diagnéstico da Dengue™?, para o diagndstico da hansenfase®®®

, e
para diagnoéstico do cancer de prostata®’, estdo reportados na literatura e demonstram o
potencial de aplicacdo destas biomoléculas quando imobilizadas sobre superficies
funcionalizadas com filmes poliméricos. Recentemente o grupo iniciou trabalhos e estudos
relacionados a constru¢do de imunossensores eletroquimicos, e o primeiro consiste no

desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para deteccdo de leishmaniose visceral.

Baseado nos trabalhos ja realizados pelo grupo destacou-se, no presente trabalho, a
construcdo de um imunossensor amperométrico livre de marcacdo para o diagnostico de
leishmaniose visceral sobre eletrodo de grafite modificado com filme polimérico derivado do
acido 4-HFA.
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1.4 — Imunossensores

Imunossensores sdo biossensores baseados na reacdo imunoldgica de um antigeno
(Ag) com o anticorpo (Ac), formando o correspondente complexo antigeno-anticorpo®.
Quando o antigeno ou anticorpo é imobilizado na superficie do eletrodo, dependendo do tipo
de resposta de transducdo do sinal, a construcdo de diversos tipos de dispositivos pode ser
obtida®. Os principais transdutores empregados s&o os eletroquimicos (amperométricos,
potenciométricos e condutimétricos), opticos (onda evanescente, ressonancia superficial de
plasma e espectroscopia de interferéncia reflactométrica) e piezoelétriccos (microbalanca
eletroquimica de cristal de quartzo)®®. A especificidade da interacdo antigeno-anticorpo, bem
como, o potencial de modificacdo (insercdo de diferentes marcadores para utilizacdo de
diferentes transdutores) apresentado principalmente pelos anticorpos, permite o0
desenvolvimento de imunossensores para diagndsticos clinicos, monitoramento ambiental,

dentre outros®’.

Os anticorpos pertencem a familia das glicoproteinas denominada imunoglobulinas
(Ig) e sdo produzidos pelos animais em resposta a presenca de substancias estranhas
denominadas imundgenos ou antigenos e funcionam como receptor para os antigenos. Estes
possuem estruturas quimicas que favorecem a complementaridade com o anticorpo através de
ligacbes ndo-covalentes. A maneira mais simples e direta dos anticorpos protegerem o
hospedeiro contra agentes patogénicos ou seus produtos toxicos é através da neutralizacéo.
Nesse mecanismo o anticorpo se liga ao patdégeno (ou toxina) blogueando o acesso destes as
células. Em seguida, o patdégeno neutralizado é fagocitado por macrofagos. Esse mecanismo é
importante, por exemplo, contra patdgenos como 0s virus que, ao serem neutralizados pelos

anticorpos, sdo impedidos de penetrar nas células e replicarem.

Um anticorpo pode ligar-se a um antigeno que ndo seja o de melhor
complementaridade atraves de ligacdes mais fracas formadas por meio de reacGes cruzadas.
Essas ligacbes ndo especificas podem, em sua grande maioria, ser eliminadas durante a

construgdo do imunossensor com a lavagem da superficie.

A Figura 7 apresenta a estrutura basica de um anticorpo e sua especificidade com

determinado antigeno.

LN
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sitio de h%agéo sitio de ligago ANTIGENOS
com o antigeno com o antigeno ' ' -
T
H2N NH2
HaN / NH2 antigeno
p & > sitio de ligacio
N /1 > 0 com o antigeno
HOOC
cadeia leve cadeia leve
cadeia pesada — T cadeia pesada
HOOC COOH =
A ANTICORPO ANTICORPO

Figura 7: Representacdo esquematica de: (A) estrutura basica de uma imunoglobulina do tipo
G. Fab = fragmento que contém o sitio de ligacdo com o antigeno (papaina),
determinante do anticorpo; a parte terminal desse fragmento realiza o
reconhecimento e permite acoplamento com o antigeno. Fc = fracdo constante da
cadeia pesada, cuja funcdo especifica e a regulacdo da imunoresposta frente ao

hospedeiro®. (B) formagao do complexo antigeno-anticorpo em regio especifica.

Em um imunoensaio, o anticorpo combina-se especificamente com o correspondente
antigeno ou hapteno (substancia de baixo peso molecular que por si ndo é imunogénica, mas
pode se ligar ao anticorpo especifico), formando um complexo, conforme a equacao:

Ac + Ag © AcAg

Essa interagdo é caracterizada pela constante de afinidade, Ka, definida pelas concentragdes
do complexo (Ag-Ac), do antigeno livre (Ag) e dos sitios livres dos anticorpos (Ac) no

equilibrio, de acordo com a equecao:

[AgAb]
[Ac][Ag]

Os valores das constantes de afinidade entre 10* e 10" mol™* dm?® resultam na alta

sensibilidade dos imunoensaios. Embora estudos para a determinagdo das constantes tenham

o
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sido realizados, para determinagdo do anticorpo, antigeno ou hapteno, freqlientemente, o valor
da constante ndo é diretamente empregado. Sob o ponto de vista analitico, a formacdo do
complexo pode ser monitorada pelo método direto (sem qualquer marcador), porém grande
parte dos imunoensaios langa mao de marcadores (método indireto). Tanto o antigeno quanto
0 anticorpo podem ser marcados e, entdo, sdo denominados conjugados®. Os primeiros
imunoensaios empregavam marcadores radioativos, mas a restricdo quanto ao emprego de
radioisotopos conduziu ao desenvolvimento de ensaios com compostos fluorescentes ou
enzimas, sendo o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), o mais amplamente

utilizado em analises clinicas e bioldgicas.

Contudo, o desenvolvimento de imunossensores, sobre tudo os eletroquimicos, tem
representado uma importante estratégia para a deteccdo simples, rapida e descentralizada da
formacdo do complexo AcAg. Duas grandes classes destes dispositivos se destacam 0s
imunossensores amperométricos, nos quais enzimas sdo empregadas como marcadores, € 0S
imunossensores impedimétricos, nos quais sao realizadas medidas diretas das propriedades
elétricas da superficie. No presente trabalho utilizou-se a deteccdo amperométrica para
deteccdo do anticorpo especifico para Leishmaniose Visceral, porém, com anticorpo livre de

marcagéao.

1.5 — Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca crbnica, de manifestacdo cutanea ou visceral, causada
por protozoarios flagelados do género Leishmania, da familia dos Trypanosomatidae. Ha
cerca de 30 espécies patogénicas para o ser humano conhecidas atualmente. As leishmania
sdo protozoarios parasitas de células fagocitarias de mamiferos, especialmente de
macréfagos. S&o capazes de resistir & destruicdo apds a fagocitose®. As formas
promastigotas (Figura 8-A) sdo alongadas e possuem um flagelo locomotor anterior que
utilizam nas fases extracelulares do seu ciclo de vida, e esta ¢ a forma infecciosa do
protozoario. O amastigota (Figura 8-B) ndo tem flagelo e corresponde a forma intracelular do
protozoario responsavel pela sua multiplicacdo. A principal forma de transmisséo do parasita
para 0 homem e outros hospedeiros mamiferos € atraves da picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos.

A Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis é a principal espécie transmissora de leishmaniose no
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Brasil (Figura 8-C)*. O calazar ou leishmaniose visceral (LV) e a Ulcera de Bauru ou

leishmaniose tegumentar americana (LTA) sdo as formas da doenca.

Leishmaniose tegumentar ou cutanea (Figura 8-E) é a forma mais comum de
leishmaniose e é caracterizada se por formar Ulceras cutaneas (raramente mdaltiplas),
expansivas e persistentes, frequentemente acompanhadas de lesGes graves da nasofaringe,
podendo também afetar nariz, boca e garganta®’. Sua forma mais agressiva é denominada
leishmaniose mucocuténea (LM) ou ferida brava (Figura 8-F). Muitas espécies de Leishmania
sdo responsaveis pela manifestacdo desta forma da doenca em todo o mundo. No Norte de
Africa, Médio Oriente e Asia Central destaca-se a Leishmania major, cujos principais
hospedeiros sdo roedores. Na Etidpia e no Quénia a Leishmania aethiopica é a principal
espécie do protozoario, e 0 Hyrax (espécie de roedor) é o principal hospedeiro. A L. tropica
existe em paises da costa Sul e Leste do Mediterraneo e no Médio Oriente, e 0s humanos sdo
os principais hospedeiros. A Leishmania mexicana encontra-se no México, na Guatemala e
Belize, e os hospedeiros sdo os roedores e marsupiais. No Brasil e nos demais paises da
América do Sul a Leishmania amazonensis, brasiliensis e peruviana sdo as espécies

causadoras da doenca, e os cées, gambas e roedores sdo os hospedeiros®.

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar e febre negra, é a
forma mais severa de leishmaniose. Os Orgdos viscerais (figado, baco e medula 6ssea) sdo
diretamente afetados pelo parasita (Figuras 8-G e 8-H), dai a sua denominacdo. A LV é uma
doenca crénica grave, potencialmente fatal para o0 homem, cuja letalidade pode alcancar 10%
quando ndo se institui o tratamento adequado, também por isso, € a segunda maior assassina
parasitaria no mundo, depois da malaria, responsavel por uma estimativa de 60.000 que
morrem da doenca a cada ano entre milhdes de infeccdes mundiais®. Leishmania donovani,
infantum infantum e infantum chagasi sdo as trés espécies de Leishmania responsaveis pela
manifestacdo desta forma da doenca em todo o mundo. A L. donovani € a mais freqliente
causa de leishmaniose visceral e existe no subcontinente indiano e na Africa equatorial (rara
em Angola e Mogambique). A L. infantum infantum provoca uma variante menos grave da
leishmaniose visceral e existe na regido mediterranica, incluindo paises do Norte de Africa,
Turquia, Israel, Grécia, Italia, sul da Franca, Portugal e Espanha e ainda nos Balcés, Irdo,
algumas regides da China e Asia central. Seu reservatorio sio os cies, lobos, raposas e 0s
préprios seres humanos. A L. infantum chagasi é considerada uma subespécie de L. infantum

que existe no Brasil e demais paises da América Latina, e os hospedeiros sio cies e gambas®.
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Figura 8: (A) Protozoario Leishmania na forma promastigota (infecciosa); (B) Protozoario
Leishmania na forma amastigota (intracelular); (C) Flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, popularmente conhecido como “mosquito palha” ou “birigui”, principal
espécie transmissora de L. chagasi no Brasil; (D) Cdo com LV apresentando severa
perda de massa muscular; (E) Ulceras caracteristicas de pessoas com LTA; (F)
Ulceras caracteristicas de pacientes com LM, forma mais agressiva da LTA; (G)
Crianca com hepatoesplenomegalia (amento do abdémen ocasionado pelo inchago
do figado e do baco) caracteristico de pacientes com LV; (H) Figado e baco com

tamanho fora do normal caracteristico de pacientes com LV.

Atualmente, a LV é endémica em 62 paises, com um total estimado de 200 milhdes de
pessoas sob risco de adquirirem a infeccdo™. Aproximadamente 90% dos casos ocorrem em
cinco paises: india, Bangladesh, Nepal, Sudéo e Brasil®*.

No Brasil os estudos sobre essa doenca tiveram inicio no século XX com o médico

paraense Gaspar Viana apés a descricdo, em 1913, do primeiro caso de necropsia de um
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paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso. Em 1934, 41 casos foram identificados em
laminas de viscerotomias praticadas post-mortem, em individuos oriundos das Regides Norte
e Nordeste™. Em 1954, o médico sanitarista Thomaz Corréa Aragdo identificou os cies e as
raposas como 0s principais hospedeiros do parasita. A doenca, desde entdo, vem sendo
descrita em varios municipios brasileiros, apresentando mudancas importantes no padrdo de
transmisséo, inicialmente predominando em ambientes silvestres e rurais e mais recentemente
em centros urbanos. De 2000 a 2009 foram registrados 34.583 casos de LV no pais, com
média anual de 3.458 casos confirmados. Nesse mesmo periodo, ocorreram 1.771 Gbitos por
LV, representado por uma letalidade de 5,1% °*. No ambiente doméstico, o co é considerado
um importante hospedeiro e fonte de infecgdo para os vetores (Figura 1-D), sendo um dos
alvos nas estratégias de controle®™. O agente etioldgico é a L. chagasi, espécie semelhante a L.
infantum®. Atualmente sabe-se que a LV classica acomete pessoas de todas as idades, mas na
maior parte das areas endémicas do Brasil, 80% dos casos registrados ocorrem em criangas
com menos de 10 anos. A Tabela 4 mostra os dados do Ministério da Salde referentes ao
numero de casos confirmados e notificados de leishmaniose no Brasil no periodo de 2007 a
2010.

O ministério da saude informou um total de 4 6bitos por LTA em 2010, sendo um no
Tocantins e 3 em Minas Gerais. Para a LV foram 8 06bitos, sendo 5 no nordeste (um no
Maranhdo e no Piaui e 3 no Ceard) e 1 em Tocantins, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. Em
Uberlandia/MG foram notificados 15 casos de LV e 21 de LTA no periodo de 2007 a 2010,
sendo 3 para cada tipo da doenca em 2010, e nenhuma morte foi notificada até janeiro de
2011 segundo informacBes do SINAN/NET.

Dye & Willians®, baseados em dados de areas endémicas do Brasil, concluiram que
criangas sdo mais susceptiveis a leishmaniose visceral quando sdo mais jovens e mais
desnutridas, porém permanece desconhecida se a imunidade a leishmaniose visceral adquirida

com a idade é sempre adquirida com resultado de infeccao.

Loureiro e colaboradores® analisaram, através de revisio da literatura, os diferentes
exames diagnosticos utilizados nas formas cutanea, cutdneo mucosa e cutaneo difusa da
leishmaniose, discutindo sua metodologia e indicagdo no curso evolutivo desta doenca

endémica em muitas areas do Brasil.
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Tabela 4: Casos confirmados de Leishmaniose Tegumentar Americana e Visceral no Brasil

de 2007 a 2010 *2.

UF

Notificagéo

Ronddnia
Acre
Amazonas
Roraima
Para
Amapé
Tocantins
Maranhao
Piaui
Ceara

Rio Grande do
Norte

Paraiba
Pernambuco
Alagoas
Sergipe
Bahia
Minas Gerais
Espirito Santo
Rio de Janeiro
Sao Paulo
Parana
Santa
Catarina
Rio Grande do
Sul
Mato Grosso
do Sul
Mato Grosso
Goias
Distrito
Federal

2007

2009 2010
13 428
40 523
27 757
13 562
100 854
8 258
79 285
90 803
4 21
39 427
3 77
11 61
9 246
6
2 2
109 2892
77 795
44
6 48
30 152
10 119
2 4
1 1
2 51
112 1142
13 266
7 22

10846

Leishmaniose Tegumentar Americana

2008 Total

442
568
785
576
956
267
372
902
25
466

80

72
255
10

3012
876
52
55
186
133

7

2

53

1257
280

29
11722

2007

370

424
301
363
550

234

31
19

57

3562

Leishmaniose Visceral
2008

366

488
404
452
556

252

55
28

61

3990

2009

301

464
370
267
677

195

68
23

59

3892

2010

64

229
137
20
274

108

33
14

26

1630

1101

1605
1212
1102
2057

302

105
275
104
201
967
1790
13
10
913
12

789

187
84

203
13074

Segundo Gontijo e Melo®, diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnéstico

de leishmaniose visceral humana e canina. Muitos avancos tém ocorrido nos ultimos anos,

mas a despeito do grande nimero de testes disponiveis para o diagnostico da LV, nenhum

apresenta 100% de sensibilidade e especificidade.
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As dificuldades encontradas no diagndstico dessa doenca justificam sua maior
incidéncia em regifes mais pobres onde o acesso a métodos avangados para diagnosticos
clinicos é bastante limitado. Segundo Dourado e colaboradores®™ em 4reas endémicas,
afastadas dos grandes centros, ha caréncia de profissionais para a realizacao do diagnostico da
LV e muitas vezes sdo aplicados apenas critérios basicos como caracteristicas clinicas e

aspectos epidemiolégicos.

O diagnéstico clinico é complexo, pois a doenga no homem pode apresentar sinais e
sintomas que sao comuns a outras patologias presentes nas areas onde incide a LV, como, por
exemplo, Doenca de Chagas, Maléria, Esquistossomose, Febre Tifoide e Tuberculose. Com
isso o diagndstico laboratorial torna-se o Unico responséavel pelo diagnéstico da doenga. No
Brasil, os testes mais utilizados no diagnostico de LV humana e canina sdo a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Enzyme Linked Immunossorbent Assay (ELISA),
sendo considerados, sobretudo este Ultimo, testes de escolha para inquéritos populacionais. A
RIFI apresenta baixa especificidade, exige na sua execugdo, pessoal treinado por ser uma
reacao dispendiosa e ainda ndo estd adaptada para estudos epidemiolégicos em larga escala.
Uma das principais limitacbes da técnica é a ocorréncia de reacdes cruzadas com
leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, maléria, esquistossomose e tuberculose
pulmonar®®. O teste de ELISA é o mais utilizado para imunodiagndstico de leishmaniose
visceral. E um teste rapido de facil execucdo e leitura, sendo um pouco mais sensivel e um
pouco menos especifico que a RIFI. O teste é sensivel, permitindo a deteccdo de baixos titulos

de anticorpos, mas é pouco preciso na deteccéo de casos subclinicos ou assintomaticos*®.

A escolha do antigeno é importante porque o uso de antigenos bruto ou de todo
parasitas, muitas vezes resulta em uma baixa especificidade na deteccdo de doenca de
anticorpos anti-Leishmania especificos'®*. Nos Gltimos anos, vérios antigenos de Leishmania
foram caracterizados, a fim de melhorar o potencial de vacinas e métodos de diagndstico da
doenca. A proteina recombinante rK39 contém uma repeticdo de 39 aminoacidos (Figura 9)
que é parte de uma proteina predominante na Leishmania chagasi amastigotas. Os doentes
com LV apresentam elevados niveis de anticorpos para rk39 e tém sido utilizados em varios

formatos de imunoensaio'®? %,
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Leu Glu GIn GIn Leu Arg Asp Ser Glu Glu Arg Ala Ala Glu Leu Ala Ser GIn Leu Glu
Ala Thr Ala Ala Ala Lys Met Ser Ala Glu GIn Asp Arg Glu Asn Thr Arg Ala Thr

Figura 9: Sequéncia de aminoacidos responsal pela formacdo da proteina recombinante rk39

(antigeno especifico para LV).

O SUS oferece tratamento especifico e gratuito para a doenca. O tratamento é feito
com uso de medicamentos especificos a base de antiménio, repouso e uma boa alimentaco.
A droga de primeira escolha para tratamento de casos de LV é o antimoniato de N-metil
glucamina (Glucantime®). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a dose do
Glucantime® deve ser calculada em mg/Sh**/Kg/dia. O esquema de tratamento é de 20
mg/Sh**/Kg/dia por um periodo de 20 a 30 dias. Para as gestantes e pacientes que tenham
contra-indicagdo ou que tenham apresentado toxidade ou refratariedade ao uso dos
antimoniais pentavalentes, a droga de escolha é a anfotericina B, na dose de 1mg/Kg/dia por
um periodo de 14 a 20 dias consecutivo, ndo ultrapassando a dose diaria de 50mg. No caso de
pacientes com mais de 50 anos de idade, transplantados renais, cardiacos e hepéticos, sugere-
se a anfotericina B lipossomal, na dose de 3 mg/kg/dia, durante 7 dias, ou 4 mg/kg/dia,

durante 5 dias.

E importante ressaltar que quanto antes for diagnosticado a doenca maior a
possibilidade de recuperacdo e cura. Isso justifica a constante busca por novos formatos de
imonoensaios, bem como, de novos dispositivos que possam viabilizar o diagndstico e,
consequentemente, o tratamento da doenca. Desta forma, melhores estratégias de prevencao
poderdo ser criadas na busca por uma reducdo no numero de casos confirmados e,

principalmente, no nimero de dbitos ocasionados pela doenca no Brasil e no mundo.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Caracterizar poli(acido  4-hidroxifenilacético) - poli(4-HFA), obtido

eletroquimicamente em eletrodo de grafite (EG), e desenvolver um sistema para detecgédo

amperométrica de Leishmaniose Visceral (LV) utilizando EG modificado com poli(4-HFA) -

EG/poli(4-HFA), como matriz suporte.

2.2 — Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
°

Estudar o crescimento do poli(4-HFA) em (EG) de acordo com o numeros de

varreduras potenciais;

Avaliar o comportamento eletroquimico do poli(4-HFA) em solugbes contendo pares

redox anionicos e catidnicos;

Desenvolver técnicas de extracdo do poli(4-HFA) para estudos de caracterizacdo

estrutural;

Caracterizar a estabilidade térmica do poli(4-HFA) por meio da técnica de Analise

Termogravimétrica — TGA;

Caracterizar a estrutura do poli(4-HFA) por meio das técnicas de Espectroscopia de

Infravermelho (IR), Espectroscopia de UV visivel (UV-vis) e Fluorescéncia;
Imobilizar o antigeno rK39 em EG modificado com poli(4-HFA);

Detectar a formacdo do complexo Ag-Ac através da técnica de Voltametria de Pulso
Diferencial (VPD) utilizando-se o corante Coomassie Brillant Blue G-250 (CBBG-

250) como indicador;

Detectar a formacdo do complexo Ag-Ac através da técnica de VPD utilizando-se

Cloreto de Hexaaminruténio Il como indicador;

Analisar o desempenho do imunossensor (sensibilidade, limite de detecgdo e

seletividade) frente ao analito alvo.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - Materiais e Solugbes

As solugbes estoque utilizadas nos estudos foram preparadas em agua milli-Q, com

resistividade > 18 MQ c¢m, conforme descrito abaixo.

X/
L X4

L)

L)

Solugdo de Acido Perclérico (0,50 mol dm™): pipetou-se 43,20 cm® de HCIO,
concentrado (Merck, 98%) e o volume foi transferido para um baldo volumétrico de

1,0 dm® sendo completado com 4gua deionizada.

Solucdo de ferrocianeto/ferricianeto de potassio (5,00 mmol dm™; contendo 0,10
mol.dm™ de KCI): pesou-se 0,1646 g de KsFe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,2112 g de
K4Fe(CN)g.3H,0 (Vetec, 99%) e 0,7456 g de KCI (Vetec, 99%). As massas foram
transferidas para um baldo volumétrico de 100,0 cm® e o volume completado com

agua deionizada.

Solucéo de cloreto de hexaaminrruténio 11 (5,00 mmol.dm™; contendo 0,10 mol.dm™
de KCI): pesou-se 0,0343 g de [Ru(NHs)g]Cl, (Aldrich, 99,9%) e 0,1864 g de KCI
(Vetec, 99%). As massas foram transferidas para um baldo de 25,0 cm® e o volume

completado com &gua deionizada.

Solugdo Tampao Tris-HCI - TBS (50 mmol dm™ de Tris-HCI; pH 7,50, contendo 150
mmol dm™ de NaCl): pesou-se 3,9410 g de Tris-HCI (Ultra pure, 99%) e 4,3830 g de
NaCl (Vetec, 99%). As massas foram transferidas para um baldo volumétrico de 500,0
cm?®, antes de completar o volume, o pH foi ajustado para o valor de 7,50 com solugéo
de NaOH 0,10 mol.dm™,

Solucdo de Coomassie Brillant Blue G-250 (5,00 mmol dm™ em solugé&o tamp&o TBS):
pesou-se 0,04270 g de CBBG-250. A massa foi transferida para um baldo de 10,0 cm®

e 0 volume completado com &gua deionizada.

Solucéo de BSA 0,5 %: pesou-se 0,0500 g de albumina de soro bovino - BSA (Gold
Lab), transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0 cm?®, sendo o volume ajustado

com solucdo tampéo TBS.
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% Solucdo de rK39 (6,67 ng mL™): as amostras do antigeno rK39 foi preparada a partir
de diluicbes da solucdo estoque fornecidas pelo Laboratério de Nanobiotecnologia -
INGEB/UFU. Desta forma, da amostra dosada como 2,00 pg.mL™, pipetou-se 0,5 mL

e completou-se com solucdo tampéo TBS para o volume final de 150 mL.

X/
°e

Solugdo de IgG+ (66,7 ng mL™) : as amostras do anticorpo IgG+ (Visceral) foi
preparada a partir da diluicdo da solucdo estoque fornecidas pelo Laboratério de
Nanobiotecnologia - INGEB/UFU, contendo 11,8 pg.mL™. Assim, pipetou-se 0,5 mL
do anticorpo positivo para LV, e completou-se com solucdo tampdo TBS para o

volume final de 150 mL.

X/

% Solucdo de 1gG- (66,7 ng mL™) : as amostras do anticorpo 1gG- (controle negativo) foi
preparada a partir da diluicdo da solucdo estoque fornecidas pelo Laboratorio de
Nanobiotecnologia - INGEB/UFU, contendo 6,87 pg.mL™. Assim, pipetou-se 1,5 mL
do anticorpo negativo para LV, e completou-se com solucdo tampdo TBS para o
volume final de 150 mL.

3.2 - ESTUDOS DO ACIDO POLI(4-HFA)

3.2.1 - CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Os estudos eletroquimicos do acido poli(4-HFA) foram conduzidos em célula
eletroquimica de trés compartimentos (Figura 10-A), sendo os eletrodos de grafite (Figura 10-
B), eletrodos de Ag/AgCl em KCI 3,00 mol dm™ e placa de platina com &rea 1,0 cm? (Figura
10-C), utilizados como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. Os
potenciostatos utilizados foram CH Instruments modelo 760C, e EcoChemie modelo 302N
com mddulo FRA2 (Figura 10-D). A técnica eletroquimica utilizada nesses estudos foi a
Voltametria Ciclica (VC).
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Figura 10: (A) Célula eletroquimica de trés compartimentos; (B) Eletrodo de trabalho, sendo

(1) dimensdo do EG comparada a de uma moeda, (2) EG conectado ao suporte
para andlise eletroquimica, e (3) dimensdo do suporte comparado a uma caneta
esferografica comum; (C) Eletrodos de (1) referéncia e (2) auxiliar ou contra-
eletrodo, e (3) dimensdo comparada a uma caneta esferografica comum; (D)
Potenciostatos utilizados, sendo (1) CH Instruments modelo 760C, e (2)
EcoChemie modelo 302N com mddulo GPES.

De todos os métodos disponiveis para estudar os processos eletroquimicos, 0os métodos

de varrimento potencial, como a VC, sdo 0s mais usados. Estes métodos consistem na



aplicacdo, ao eletrodo de trabalho, de um potencial que varia continuamente com o tempo, 0
que conduz a ocorréncia de reacdes de oxidagdo e/ou de redugdo de espécies eletroativas na
solucdo (reacdes faradaicas), possivelmente a adsorcdo de espécies de acordo com o

112 A corrente

potencial, e a uma corrente capacitiva devida a carga da dupla camada elétrica
observada €, portanto, diferente da corrente no estado estacionério. A sua principal utilizagdo
tem sido para diagnosticar mecanismos de reacOes eletroquimicas, para a identificacdo de
espécies presentes em solugdo e para a analise semquantitativa de velocidade de reacdes™.
Essas técnicas tem se tornado importantes ferramentas para eletrossintese de novos materiais
devido, principalmente, a possibilidade de espécies eletroativas serem adsorvidas na

superficie do eletrodo de trabalho.

A eletrossintese do acido poli(4-HFA) foi feita utilizando-se a VC como técnica
eletroquimica suporte®. Nesta técnica o varrimento de potencial é feito em duas direcées
(Figura A-1). Primeiramente o varrimento é feito apenas numa dire¢éo, parando num valor
escolhido, Ef, por exemplo, para t=t;. Em seguida a direcdo de varrimento é invertida e
variada até Enn, € depois invertida e variada até Ema. OS pardmetros importantes sdo: o
potencial inicial, E;; a direcdo de varrimento inicial; a velocidade de varrimento, v; o potencial

mAaximo, Enmax; 0 potencial minimo, Enmin; €, 0 potencial final, Ez.

Uma corrente faradaica, I, devido a reacdo no eletrodo, € registrada na zona relevante
de potencial onde ocorre a reacdo. Ha também uma contribuicdo capacitiva: ao varrer o
potencial, a carga da dupla camada varia; esta contribuicdo aumenta com o aumento da

velocidade de varrimento. A corrente total é:
dE ~
I=I+1p=Cop+1p=vCq+]Ip. Equagéo 1

Assim, I o« v e It o< V2. Isso significa que, para velocidades de varrimento muito elevadas, a
corrente capacitiva deve ser subtraida de modo a obter valores exatos das correntes de
velocidade.

Dentre os aspectos mais importantes dos voltamogramas ciclicos (corrrente versus
potencial), os mais abordados neste trabalho foram a reversibilidade dos sistemas, o
deslocamento das correntes de pico catddica (Ip,c) e anddica (Ip,a), bem como, dos potenciai
de pico catodico (Epc) e anddico (Epa), e a adsorcéo de espécies eletroativas na superficie do

eletrodo de trabalho*2.



Figura 11: Variacdo do potencial aplicado com o tempo em VC, mostrando o potencial
inicial, Ei, o potencial final, Ef, os potencial madximo, Emax, e minimo, Emin. A

velocidade de varrimento |dE/dt| = v **2.

Numa reacdo reversivel, os picos de corrente catddica e anddica sdo aproximadamente
iguais em valores absolutos, mas com sinais opostos. Desde modo para uma reacao reversivel,

a diferenca entre os potenciais de pico AEp é descrita por:

AE,

= |Epa —E

pe| = 2 Equagdo 21

onde n é o numero de elétrons envolvidos na semi-reagao.

A irreversibilidade causada por cinéticas lentas de transferéncia de elétrons resulta em
valores de AEp que excedem os valores previstos, ou seja, maiores que 60 mV/n. Contudo, na

pratica os valores de AE de até 100 mV séo considerados para reagdes reversiveis™2.

Para uma reacdo reversivel, ou seja, uma reacdo que ocorre com Velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico de transferéncia de massa na
interface, a etapa de transferéncia de massa ira governar a velocidade global do processo. A

corrente do pico (em amperes) neste caso é dada pela equacdo de Randles-Sevcik'*:

I q = 2,686 x 105n%/2ACDY/2v1/2 Equagéo 32
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onde n é o nimero de elétrons envolvidos no processo, A é a area do eletrodo (cm?), D é o
coeficiente de difusdo (cm®s™) e C é a concentracio da espécie em solucdo (mol dm)ev éa
velocidade de varredura (V s™). De acordo com essa equacio, para as reacdes reversiveis a

corrente de pico deve variar linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Quanto ao deslocamento nos potenciais e nas correntes de pico, estes sdo ocasionados
devido ao aumento da resisténcia entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia. Quando a
solucdo entre estes eletrodos ndo € alterada, entdo, a adsorcdo de espécies eletroativas na
superficie do eletrodo de trabalho é responsavel por esse aumento na resisténcia que, neste
caso, conduz a um alargamento dos picos, uma maior separacdo entre Ep,a e Ep,c, e a uma
diminuicdo nas correntes de pico. Essas alteracGes sdo tdo maiores quando menor for a

eletroatividade da substancia adsorvida.

3.2.1.1 — Preparacao e construcao dos eletrodos

Os discos de grafite foram obtidos a partir de cortes, feitos com micro-retifica, em
barras de grafite (100 x 0,6 mm; 99,9999% de pureza) da Alfa Aesar, e utilizados para
construcdo dos eletrodos de trabalho. A espessura dos discos de grafite obtidos foi de 1 a 2
mm, com &rea geométrica nominal da superficie de, aproximadamente, 29,7 mm?Z
Posteriormente, o grafite foi colado, com cola de prata 24 h, a uma base de latdo e, em
seguida, encaixado a uma base de teflon. Os espacos vazios entre o teflon e o eletrodo foram
preenchidos com cola Araldite® 24 h apds o tempo de cura da cola de prata. A superficie dos
eletrodos foi lixada com lixa d’agua 200 e 1200 (Marca 3M) para remogdo do excesso de
Araldite® e polimento, respectivamente, ap6s o tempo de cura da cola Araldite®. O
polimento final foi realizado com suspensdo aquosa de alumina 0.30 pm (Micropolish A,
Buehler) sobre feltro e, em seguida, foram limpos em agua com ultrassom por 10 min.,
enxaguados com agua destilada em abundancia e secos com N2 ultra puro. Finalmente estes
eletrodos de grafite foram conectados ao suporte de base para utilizagdo. Apds a utilizacdo os

eletrodos foram desmontados e para reinicio do processo de construcao.

Para construcdo dos eletrodos de referéncia (Ag/AgCl em KCI 3,00 mol dm?),
primeiramente foi feita a deposi¢éo eletroquimica de AgCl, em cerca de 2 cm de uma fita de
prata (5 cm). Cerca de 10 mL de solucdo de HCI 0,1 mol dm™ foram usados nesse
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procedimento. Ponteiras de micropipetas, com capacidade para 1 mL (ponteira azul), foram
preparadas para construcdo dos eletrodos. Esse procedimento consiste em tampar a
extremidade menor dessas ponteiras com pedras semipermeaveis e, em seguia, preenche-las
com solugdo de KCI 3,00 mol dm?. Finalmente, as fitas de prata contendo AgCl foram
colocadas no interior dessas ponteiras, e, cerca de 1 cm, foi deixado na parte externa para
posterior conex@o com o potenciostato.

Placas de platina (4rea 1,0 cm?) foram utilizadas para construcdo dos eletrodos
auxiliares (contra-eletrodos). Um pequeno fio de platina foi fixado, através de furos de
tamanho suficiente, a cada uma das placas utilizadas, em seguida, fios de cobre foram ligados
aos de platina para garantir tamanho satisfatério ao eletrodo. Ponteiras de micropipetas, com
capacidade para 1 mL (ponteira azul), foram utilizadas como revestimento desses eletrodos de
modo a permitir maior robustez e, assim, facilitar o manuseio dos mesmos. Por fim, os
eletrodos foram revestidos com teflon para garantir que apenas a platina mantivesse contato

com a solugéo durante os experimentos.

3.2.1.2 - Condicionamento e Selecéo dos Eletrodos de Trabalho

Os eletrodos de grafite foram avaliados utilizando-se solucdo aquosa do par redox
K,4Fe(CN)e/KsFe(CN)s 5,0 mmol dm™ contendo KCI 0,10 mol dm™ como eletrélito suporte.
A escolha deste par redox se deve ao fato do mesmo apresentar comportamento eletroquimico
muito bem conhecido e definido, sendo considerado, portanto, como um padrdo
eletroquimico®. Nesta avaliagdo todos os parametros da Equacdo 3 sdo constantes
(concentracdo do par redox e concentracao do eletrélito suporte). Neste caso, uma correlacéo
entre as correntes de pico, bem como, entre os AEp, pode ser diretamente relacionada a area
eletroquimica efetiva dos eletrodos de grafite, e este foi o pardmetro utilizado para sele¢do dos

eletrodos de grafite.
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Figura 12: VC do eletrodo de grafite em: (A) solucdo 5,00 mmol dm™ Ks[Fe(CN)g]/
Ks[Fe(CN)s] contendo 0,10 mol dm™ KCI e (B) solugdo HCIO, 0,50 mol dm,
sendo Va=100mV steVb=50mVs™.

A Figura 12-A mostra o comportamento eletroquimico tipico do par redox
ferrocianeto/ferricianeto de potassio sobre os eletrodos de grafite. Observa-se um AE de 70
mV e uma relacdo de Ip,a/lp,c de 1,08, satisfazendo as condi¢Ges do processo reversivel. O
perfil adequado para os eletrodos a serem utilizados foi definido como uma variagdo maxima

de 10% destes dois parametros.
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Com relacdo ao parametro de condicionamento, os eletrodos foram submetidos a
sucessivos ciclos de varredura de potencial na regido de +0,00 a +0,90 V, em solu¢do de acido
perclorico (Figura 12-B) garantindo, assim, uma limpeza eletroquimica da superficie do
eletrodo para melhor utilizacdo no processo de eletropolimerizacdo. Foi verificado um valor
de 177,83 uC na carga envolvida no processo. O perfil adequado para os eletrodos a serem
utilizados, foi definido como uma variagdo maxima de 10% deste valor. O processo redox | e

Il destacado no grafico indica a oxidagéo e a reducdo do EG, respectivamente.

3.2.1.3 — Eletropolimerizacao do acido 4-HFA

A eletropolimerizacdo do acido 4-HFA foi feita utilizando-se VC como técnica
eletroquimica. Foram realizados 100 ciclos de potencial, na faixa de -0,70 a +1,20 V, em
solucdo aquosa de HCIO, contendo é4cido 4-HFA a 2,5x10° mol.L™. A velocidade de
varredura foi de 50 mV s™. Para este procedimento utilizou-se célula eletroquimica de trés
compartimentos, com volume total de trabalho em cerca 25 mL. Apds eletropolimerizacao, o0s
eletrodos contendo os filmes poliméricos foram lavados com agua em abundancia, e secos sob
fluxo de Ny ultra puro. Posteriormente 10 ciclos de potencial foram realizados nas mesmas
condicBes da eletropolimerizacdo, porém, em solucdo contendo somente HCIO,4. Este
procedimento garante melhor remocdo de “monbémeros residuais” que ficam adsorvidos na

superficie dos EG/poli(4-HFA) apos a lavagem.

3.2.1.4 — Influéncia de Pares Redox Cationicos e Anidnicos sob a Resposta Eletroquimica
do Poli(4-HFA)

As propriedades de troca de i6nica foram investigadas pelo estudo da reacdo de
transferéncia eletrénica nas superficies modificadas com poli(4-HFA) utilizando-se solugédo
de ferrocianeto/ferricianeto de potassio (Figura 13-A) e cloreto de hexaaminruténio Il (Figura
13-B) por serem complexos inorganicos anionicos e catidnicos, respectivamente. Medidas por
VC foram conduzidas em K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] na faixa de potencial de -0,20 a +0,80 V
e de [Ru(NH3)]Cl, na faixa de potencial de -0,40 a +0,15V. Estudos também foram

conduzidos somente em solucdo do eletrolito suporte (solugdo aquosa de KCI), na mesma

LN
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regido de potencial utilizada na investigacdo dos pares redox, afim de verificar a contribuicdo

da eletroatividade dos filmes poliméricos no processo de transferéncia eletronica dos pares

redox utilizados.

NH 3
N 3 4 asd. | -3
Ny wl N \ £ _Ru2r
KT St Kt N_—\F{:N 3N Ll
RS VAN
N* LLI N N’/ \;\I cl - el -
NH 3
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1)) @ 3
V v
(&) (B)

Figura 13: Formula estrutural e molecular para: (A) sonda redox aniénica e (B) sonda redox
catidnica; (1) Ferricianeto de potassio, (2) Ferrocianeto de potassio e (3) cloreto

de hexaaminruténio II.

3.2.2 - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Para obtencdo de poli(4-HFA) em quantidade suficiente para que o0s estudos

estruturais  pudessem ser conduzidos seguiu-se 0 mesmo procedimento de
eletropolimerizacdo, porém, sobre eletrodos de trabalho formado por 4 cilindros de grafite (30
x 0,6 mm), com &rea geométrica de aproximadamente 6,21 cm?, e com eletrodo cilindrico de
aco inoxidavel como contra-eletrodo (Figura 14-A). Apos a eletropolimerizacéo os eletrodos
de trabalho foram imersos em acetonitrila (Vetec, UV/HPLC Espectroscépico 99,8 %) e
mantidos em banho-sénico durante 2 h. O material extraido foi, entdo, seco com cristais
Na,SO, anidro e, em seguida, concentrado em rotaevaporador. Durante o periodo de

utilizacdo o material coletado foi mantido protegido da luz e umidade em dessecador a vacuo.
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Figura 14: (A) Célula eletroquimica, barras de grafite, eletrodo auxiliar e eletrodo de
referéncia utilizados para extracdo do poli(4-HFA); (B) Equipamentos utilizados
nos estudos estruturais do poli(4-HFA), sendo (1) SDT da TA Instruments para
estudos termogravimétricos, (2) IR Prestige-21 da Shimadzu para estudos de
Infravermelho, (3) espectrofotdmetro da Shimadzu modelo UV-1650PC para
estudos de ultravioleta visivel, e (4) Fluorimetro Hitachi F-4500 para estudos de

fluorescéncia.

Os estudos estruturais do &cido poli(4-HFA) foram conduzidos utilizando-se as
técnicas de Analise Termogravimétrica, Espectroscopia no Ultravioleta Visivel, Fluorescéncia
e Espectroscopia no Infravermelho. Os respectivos equipamentos sdo apresentados na Figura
14-B.



3.2.2.1 — Andlise Termogravimétrica - TGA

A anélise térmica foi definida por Mackenzie'* como sendo “um grupo de técnicas
nas quais uma propriedade fisica de uma substéncia e/ou seus produtos de reacéo é medida,

enquanto a amostra é submetida a uma programag¢do de temperatura”.

Dentre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas encontram-se a Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), na qual se acompanha a variacdo da energia entre a amostra e
a referéncia, a Analise Térmica Diferencial (DTA), na qual se acompanha a variacdo de
temperatura da amostra em relacdo a um material inerte de referéncia, e a Analise
Termogravimétrica (TGA), na qual se mede a variagdo da propriedade fisica massa, da

amostra em funcdo do tempo (com a temperatura constante), ou em funcdo da temperatura.

No caso particular da Analise Termogravimétrica, o tipo mais comum de experimentos
empregando esta técnica ¢ a “Termogravimetria Dindmica”, em que se submete a amostra a
uma variacdo constante de temperatura (controlada por um programador), em um forno,
enquanto uma balanga monitora sua massa. O aparelho utilizado para a técnica é chamado
“Termobalanga” e para que se tenha resultados, é preciso que se originem produtos de
decomposicdo térmica volateis, ou que ocorra incorporacdo de atomos ou moléculas,
provenientes dos gases da atmosfera do forno, respectivamente aumentado ou diminuindo a

massa original da amostra™™.

Os estudos de estabilidade térmica foram feitos utilizando-se TGA acoplada a DTA
como técnicas termoanaliticas suporte. Todas as medidas foram conduzidas sobre atmosfera

de nitrogénio (70 cm® min™), com taxa de aquecimento de 10 °C.min* de 25 a 600 °C.

3.2.2.2 - Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-vis) e Fluorescéncia

A espectrofotometria na regido ultravioleta visivel do espectro eletromagnético (Figura
15) é uma das técnicas analiticas mais empregadas, em funcdo de robustez, custo

relativamente baixo e grande numero de aplicacbes desenvolvidas, e ainda, devido a
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possibilidade de acoplamento a diversas técnicas ou processos, como cromatografia,
eletroforese e andlises em fluxo (116). Esta técnica é baseada na variacdo da energia total de

uma dada molécula apds absorcéo de radiagdo no UV-Vis.

Espectro visivel a0 Homem

|400nm  |450nm  [500nm  |550nm  [600nm  [650nm  |700nm AL

Raios | Raios Raios X - I Infravermelho | Radar UHF Ondas médias | | Frequéncia
cosmicos | Gama ABIC VHF  Ondascutas  Ondas | extremamente
Uravioleta L Microondas — _ Ridio ——1ong3s] baixa
1fm 1pm 1A 1nm 1pm imm fcm m fkm 1Mm

Comprimento 4015 10 10 102 10™ 10 10° 10 107 10% 10° 10* 10° 107 10" 10° 10" 10 10° 10* 10° 10° 10

Freqiéncia (21102 102 10" 10 10" 10 10" 10" 10" 10™ 10" 10" 10" 10" 10° 10°® 107 10° 10° 10* 10° 10
(1 Zetta-Hz) (1 Exa-Hz) (1 Peta-Hz) (1 Tera-Hz) (1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz) (1 Kilo-Hz)

Figura 15: Representacdo esquematica do espectro eletromagnético.

A energia total de uma molécula é a soma das energias de ligacdo ou energia
eletronica, vibracional e rotacional. A magnitude destas energias diminui na ordem: Ege, E
vib, Erot. A absorcdo de energia da regido do ultravioleta produz modificacdo da energia
eletronica da molécula em consequéncia de transi¢cGes dos elétrons de valéncia da molécula.
As transicdes correspondem a excitacdo de um elétron de um orbital molecular totalmente
ocupado (usualmente um orbital p ndo ligante ou um orbital « ligante) a um orbital de energia
superior (geralmente o primeiro orbital antiligante n* ou o*). Um orbital antiligante é
designado pelo asterisco. Assim, por exemplo, indica-se a transicdo de um elétron de um

orbital ligante 7 para um orbital antiligante ©* por © — "',

Um espectro de ultravioleta visivel (UV-vis) é um grafico de fregiiéncia ou
comprimento de onda de absorcdo versus intensidade de absor¢do (em transmitancia ou
absorvancia). A relagéo entre a energia absorvida em uma transicéo eletronica e a freqiiéncia
(V), comprimento de onda (A) ou nimero de ondas (V) da radiacdo que produz a transicdo é

AE = hv = % = hi, Equagdo 4 Y7



onde h € a constante de Planck e c¢ a velocidade da luz. AE é a energia absorvida por uma
molécula em uma transicdo eletrénica a partir de um estado de menor energia (estado
fundamental) para um estado de maior energia (estado excitado). A energia absorvida
depende da diferenca de energia entre o estado fundamental e o estado excitado. Quanto
menor for essa diferenca, maior serd 0 comprimento de onda de absorcdo. Na pratica, a
espectrometria no ultravioleta é limitada, na maior parte, aos sistemas conjugados, pois, estes
apresentam geometria molecular altamente favordvel a ocorréncia de transigdes eletronicas
(simetria). O excesso de energia acumulado no estado excitado pode provocar dissociacdo ou
ionizacdo da molécula ou pode, ainda, ser reemitido na forma de calor ou de luz. A emissédo

de luz resulta na fluorescéncia ou fosforescéncia®’.

As caracteristicas principais de uma banda de absorcdo sdo a sua posi¢do e a sua
intensidade. A posi¢do da absorcdo corresponde ao comprimento de onda da radiagdo cuja
energia é igual a necesséria para que ocorra a transicdo eletrénica. J& a intensidade de
absorcéo depende de dois fatores: a probabilidade de interacdo entre a energia radiante e o
sistema eletrénico, de modo a permitir a passagem do estado fundamental a um estado
excitado, e a polaridade do estado excitado. Assim, a intensidade de absorgdo é inversamente
proporcional a probabilidade de ocorréncia dessas transicdes. Uma absorgdo com Epay > 10 é
considerada intensa. As absorcdes em que Emax < 10° sdo consideradas de fraca intensidade.

As transicBes de baixa probabilidade sdo chamadas de “transi¢des proibidas™?.

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base matematica
para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras no estado solido, liquido ou gasoso, nas
regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético. Para medidas de

absorcéo de radiagdo em determinado comprimento de onda, tem-se:

A =log (I/1) = €bc Equacéo 5

onde A é a absorvancia, I, é a intensidade da radiacdo monocromatica que incide na amostra e
I € a intensidade da radiacdo que emerge da amostra. A absortividade molar (¢) € uma
grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de
onda da radiacgdo incidente. O termo c é a concentracdo da espécie absorvente e b, a distancia

percorrida pelo feixe através da amostra™®.

A definicdo dos termos utilizados nas discussbes dos espectros eletrénicos

apresentados neste trabalho é dada a seguir.
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% Cromoforo: € um grupo insaturado covalente, responsavel pela absorcéo eletrdnica
(por exemplo, C=C, C=0 ou C=C-O-C=C);

¢+ Auxdécromo: é um grupo saturado que, quando ligado a um cromoforo, altera tanto o
comprimento de onda como a intensidade da absorcdo (por exemplo, OH e
CH,CO,H).

¢+ Deslocamento batocrémico: é o deslocamento de uma absorc¢ao para um comprimento
de onda maior devido a efeitos de substituicdo ou de solvente (isto €, um deslocamento

para o vermelho).

Os espectros de absorgdo na regido do UV-Vis foram obtidos usando
espectrofotdbmetro da Shimadzu modelo UV-1650PC. As medidas foram realizadas em cubeta
de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. Os espectros de fluorescéncia foram realizados a
temperatura ambiente utilizando-se Fluorimetro Hitachi F-4500. Acetonitrila (Vetec,
UV/HPLC espectroscépico 99,8%), foi utilizada como solvente em todas as medidas

espectrofotoquimicas.

3.2.2.3 — Espectroscopia no Infravermelho - IR

A espectroscopia de absor¢do no Infra-Vermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) é uma técnica analitica baseada na freqiiéncia com que ligacdes quimicas vibram

guando submetidas a passagem de radiacdo nessa regido do espectro eletromagnético.

A radiacdo infravermelha na faixa aproximada de 10.000 cm™ a 100 cm™ converte-se,
quando absorvida por uma molécula orgénica, em energia de vibracdo molecular. O processo
também é quantizado, porém, o espectro vibracional aparece como uma serie de bandas em
vez de linhas, porque cada mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série
de mudancas de niveis de energia rotacional'*®. Sao essas as bandas de vibrac&o-rotacdo, em
particular as que ocorrem entre 4.000 cm™ e 400 cm™, que sdo utilizadas para identificar
muitas caracteristicas estruturais de moléculas organicas e inorganicas. A frequéncia ou o
comprimento de onda de uma absorcdo depende das massas relativas dos atomos, das

constantes de forca das ligacdes e da geometria molecular™.
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As vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformacbes axiais e
deformac6es angulares. Uma vibracao de deformacdo axial € um movimento ritmico ao longo
do eixo da ligacdo que faz com que a distdncia interatbmica aumente e diminua
alternadamente. As vibracGes de deformacédo angular correspondem a variagcdes ritmadas dos
angulos de ligacdo em relagdo a um conjunto arbitrério de coordenadas da molécula®®®.
Somente as vibragGes que levam a alteragdo ritmica do momento de dipolo da molécula s&o
observadas nos espectros de FTIR convencionais, tal como fora utilizado neste trabalho.
Grupos funcionais que tém momento de dipolo intenso ddo origem, em geral, a absorcoes
intensas em freqiéncia maiores. Torna-se claro, entdo, que mesmo uma molécula muito

simples pode dar um espectro muito complexo.

Um espectro de infravermellho € caracteristico da molécula como um todo, poréem,
certos grupos de atomos ddo origem a bandas que ocorrem mais Ou Menos ha mesma
freqiiéncia, independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca dessas
bandas que permite, atraves do exame detalhado do espectro, de consulta a tabelas e da
comparacdo do espectro da substancia desconhecia ao de um composto padrao, a obtencdo de
informagdes estruturais (teis para a identificacdo e/ou caracterizagdo de compostos

desconhecidos™*®.

A definicdo dos termos utilizados nas discussbes dos espectros eletrdnicos

apresentados neste trabalho é dada a seguir.

% Bandas de combinacao: corresponde a soma de duas outras vibragdes.

R/
L X4

Vibracbes harménicas: sdo bandas mdaltiplas de uma dada freqliéncia
fundamental. No caso de compostos aromaticos mononucleares essas bandas
aparecem entre 2.000 e 1.600 cm™, e sdo muito utilizadas para identificar o

namero e a posicao de substituintes no benzeno.

Os espectros de FTIR apresentados neste trabalho sdo dados em nimero de onda (v)
em cm™ versus intensidade de absorcdo em transmitancia. E importante lembrar que v é
proporcional a freqiiéncia, logo, a energia de vibracéo das ligagcdes. Todo estudo foi feito em
pastilhas de KBr numa faixa de 600 a 4500 cm™. A resoluco foi de 2 ou 4 cm™ e o nlimero de
ciclos igual 20. Espectros de FTIR também foram registrados apds tratamento do poli(4-HFA)

sob aquecimento em mufla, por 4 horas, em atmosfera inerte de nitrogénio, a 100 °C.



3.3-ESTUDOS DO IMUNOSSENSOR
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Figura 16: Voltametria de Pulso Diferencial. (A) Esquema de aplicagdo de pulso comegando
em Epase. A corrente € medida no inicio (1) e no fim (2) dos pulsos; t =2-4 se (t -
t”) 5-100 ms. (B) Perfil esquematico de um voltamograma de pulso diferencial

(corrente vs potencial)'*2.

Os estudos eletroquimicos do imunossensor foram conduzidos em células

eletroquimicas de um compartimento com capacidade total de 1,0 cm® O processo de



montagem destas células consiste, primeiramente, em envolver o eletrodo de trabalho com um
pequeno copo plastico (obtido a partir de pipetas Pasteur), e, em seguida, vedar toda a

conexdo com teflon. Apds esse procedimento a célula foi montada em um suporte universal.

A técnica eletroquimica suporte utilizada nestes estudos foi a Voltametria de Pulso
Diferencial (VPD). Nesta técnica escolhe-se um valor base de potencial, Epase, € aplica-se ao
eletrodo. A partir deste valor, aplicam-se pequenos pulsos de crescente amplitude, sendo este
aumento sempre igual (Figura 16-A). Depois de aplicar um pulso, a corrente capacitiva
extingue-se mais rapidamente do que a corrente faradaica, assim, a corrente € medida
imediatamente antes e apds a aplicacdo do pulso e registra-se a diferenca entre elas. Desta
forma, a aplicacdo desta técnica permite aumentar a sensibilidade, bem como, obter melhores
caracteristicas para aplicacdes analiticas. Como VPD é uma técnica diferencial, a resposta é
semelhante a primeira derivada de um voltamograma diferencial, isto €, um pico (Figura 16-
B).

Contudo, a VPD foi escolhida por ser uma técnica que apresenta maior sensibilidade
que a voltametria ciclica e, até mesmo, que a voltametria de pulso normal (VPN), se tratando
de eletrodos sélidos como os EG utilizados neste trabalho'*?. Essa diferenca de sensibilidade
ocorre especialmente quando compostos organicos estdo envolvidos nos processos
eletroquimicos. Como estes conduzem freqiientemente a adsorcdo no eletrodo, € possivel que
uma técnica diferencial descrimine os efeitos que s80 mais ou menos constantes antes e

depois da aplicacdo do pulso™*2.

3.3.1 — Construcéo do Imunossensor

Antes da imobilizacdo do antigeno (rK39) obteve-se a linha base do sistema contendo
apenas os EG/poli(4-HFA). Neste procedimento esses eletrodos foram colocados em contato
com a solugdo tampéo TBS por cerca de 30 minutos para garantir maior estabilizagéo da linha
base. Em seguida, registros da linha base foram obtidos até estabilizacdo utilizando-se VPD.
Apos o procedimento os eletrodos foram retirados da solugdo tampdo e secos imediatamente

com fluxo de N ultra puro.

44‘



A 3) .A. ©

—— ()
I (1)

Etapa I: Imobilizacio do anticorpo Etapa IT: Blogueio da superficie
% QS)
.
Etapa IIT: Imobilizacio do alve Etapa IV: Imobilizacio do alvo
complementar (IgG+) nio-complementar (I2G-)

Figura 17: Esquema do procedimento utilizado para construcdo do imunossensor; (1) EG, (2)
poli(4-HFA), (3) antigeno - rK39; (4) BSA; (5) anticorpo especifico - IgG+.

Depois de obtida a linha base para EG/poli(4-HFA) seguiu-se com o procedimento de
construgdo do imunossensor (Figura 17). Primeiramente o antigeno foi imobilizado sobre
EG/poli(4-HFA) (Etapa I). Para este procedimento, 15 pL da solucdo de rK39, foi colocada
sobre a superficie do eletrodo, e 0 mesmo foi mantido a temperatura ambiente até evaporagédo
do solvente. Posteriormente o eletrodo foi lavado em tampdo TBS por 6 s, € seco com Ny
ultra puro. Em seguida gotejou-se 15 pL da solucdo de BSA a superficie EG/poli(4-
HFA)/rK39 (Etapa Il) e, novamente, 0 mesmo foi mantido a temperatura ambiente até a
evaporacdo do solvente. Este procedimento tem como objetivo bloquear a superficie contra
adsorcdes ndo especificas. Apds evaporacao do solvente o eletrodo foi lavado em solucdo de
tampdo TBS por 6 s, e seco com Ny ultra puro. Neste ponto obtém-se o imunossensor.
Posteriormente, realizou-se imobilizagdo dos anticorpos positivo (IgG+) e negativo (1gG-,
controle negativo) para a LV (Etapas Il e IV). Cerca de 15 pL de solucdo de cada anticorpo
foi adicionada sobre a superficie dos imunossensores (EG/poli(4-HFA)/rK39/BSA) e
mantidos a temperatura ambiente até a evaporagdo do solvente para, assim, promover a reacao
de formacdo do complexo Ag-Ac. Finalmente, os sistemas EG/poli(4-HFA)/rK39/BSA/IgG+
e EG/poli(4-HFA)/rK39/BSA/IgG-, foram lavados por 6 s, em tampéao TBS e seco com Ny
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ultra puro. Como o 1gG- ndo possui especificidade com o rK39, espera-se que este ndo seja

imobilizado nos imunossensores (Etapa V).

3.3.2 - Deteccédo do alvo complementar (IgG+)

Dois sistemas de deteccdo do IgG+ foram propostos neste trabalho. No primeiro
utilizou-se o corante Coomassie Brillant Blue G-250 (CBBG-250) como indicador. No

segundo o indicador utilizado foi o complexo inorganico Cloreto de Hexaaminruténio II.
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Figura 18: Representacdo estrutural do Coomassie Brillant Blue G-250 (C47H4307N3S;Na).

O corante CBBG-250 (Figura 18) € um composto derivado de dissulfonato de
trifenilmetano comumente usados como base para a deteccdo e quantificacdo de proteinas em
eletroferese em gel e, também, em imunoensaios, tais como, a Rea¢do de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e o Enzyme Linked Immunossorbent Assay (ELISA). Esses corantes
apresentam grande facilidade de formar ligacGes com proteinas através de seus aminoacidos.
Estas caracteristicas somadas as suas propriedades Opticas justificam a aplicabilidade desses
corantes nos ensaios citados. O fato de o ELISA e o RIFI serem testes laboratoriais padrao

ouro mundialmente indicado como comprovacao final no diagnostico da ocorréncia ou ndo de
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anticorpos de Leishmania sp no homem'®, e ainda, de 0 CBBG-250 ser muito aplicado a ===
essas técnicas, justificam o interesse do grupo LAFIP/NANOTEC em investigar uma possivel <
aplicacdo desse corante como indicador da formacdo do complexo antigeno-anticorpo em

imunossensores eletroquimicos.

NH 3
H3N\ /NH 3 \
AL
H3N s ’ ),
el - clL-
NH 3
2 (' “, oy
Ru(NHskICh 2 ~~' &
() (NHz) 7 (Ru™)
(A) (B)

Figura 19: Cloreto de Hexaaminruténio Il, sendo (A) representacdo estrutural e molecular e

(B) representacdo da geometria molecular (bipiramide tetragonal ou octaédrica).

O cloreto de hexaaminruténio Il é sal de coloracdo preta cujo cation € um complexo
inorganico que possui, no seu centro, um dtomo de ruténio com duas cargas positivas rodeado
por seis grupamentos amina dispostos em uma bipiramide tetragonal (Figura 19). O
comportamento eletroquimico deste complexo € bastante conhecido e faz dessa substancia
uma importante ferramenta no estudo de processos de transferéncia eletronica em eletrodos
antes e ap6s a modificacao de suas superficies por meio da adsorcao de diferentes substancias.
Essa caracteristica despertou o interesse no grupo LAFIP/NANOTEC no sentido de investigar
uma possivel aplicacdo dessa substancia como indicador da modificacdo de eletrodos apds
imobilizagcdo de biomoléculas e, consequentemente, no desenvolvimento de biossensores

eletroquimicos.



3.3.2.1 - Detecgéo usando Coomassie Brillant Blue G-250 - CBBG-250

A resposta eletroquimica do CBBG-250 foi monitorada ap6s cada etapa de
imobilizacdo das biomoléculas, isso significa dizer que, para cada estudo de deteccdo, no
minimo 4 eletrodos foram usados. Neste procedimento, 15 uL da solugdo de CBBG-250
foram gotejadas sobre a superficie dos eletrodos e, posteriormente, esses foram mantidos a
temperatura ambiente até evaporacdo do solvente. Em seguida, essas superficies foram
lavadas em solucéo de tampéo TBS por 6 s e secos com Ny ultra puro. Finalmente, medidas
de VPD foram feitas numa faixa de potencial de -0,6 a 0,3 V/, com velocidade de varredura de
0,4 VIs.

3.3.2.2 - Detecgéo usando Cloreto de Hexaaminruténio |1

A resposta eletroquimica do cloreto de hexaaminruténio Il foi monitorada, assim como
na deteccdo com CBBG-250, ap0s cada etapa de imobilizacdo das biomoléculas, porém, com
procedimento de deteccdo diferente. Neste caso, apds imobilizacdo das biomoléculas os
eletrodos forma imersos em solucdo de cloreto de hexaminruténio Il, na célula eletroquimica
de um compartimento utilizada para medidas de VPD, por 2 minutos. Este procedimento
garante melhor estabilizagdo dos mesmos nessa solugdo. Em seguida, medidas de VPD foram

feitas numa faixa de potencial de -0,4 a 0 V, com velocidade de varredura de 0,4 V/s.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1 -ESTUDO DO POLI(4-HFA)
4.1.1 - CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

4.1.1.1 - Eletropolimerizagdo do acido 4-HFA

A eletropolimerizagdo do éacido 4-HFA foi feita por VC, 100 ciclos, com faixa de
potencial de -0,7 a 1,2 \V** (Figura 20). O primeiro ciclo revela a presenca de um processo de
oxidacdo irreversivel em +0,95 V, atribuida a oxida¢do do mondmero. Este pico diminui com
a ciclagem potencial continua devido a uma limita¢do no acesso do mondmero a superficie do
eletrodo ocasionado pela presenca do filme polimérico formado e, também, ao consumo
constante do mondmero®'. Dois picos redox, +0,59 e +0,32 V, crescem com o nimero de
varreduras. Estes picos sdo atribuidos ao processo de oxidacdo e reducdo do filme poli(4-
HFA)>. As correntes de pico atribuidas ao polimero aumentam rapidamente nos primeiros

ciclos e tendem a ficar constantes nos ultimos ciclos.
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Figura 20: Voltamogramas ciclicos consecutivos (100 ciclos) do EG em solucdo de &cido
perclérico 0,5 mol L™ contendo acido (4-HFA) 2,5x10° mol L™; 50mV/s; (a) 1°

ciclo, (b) do 5° ao 95°, variando a cada 5 ciclos, e, (b) 100° ciclo.



Para investigar o quanto a resposta do poli(4-HFA) aumenta com determinado nimero
de varreduras potenciais, e ainda, se a eletropolimerizacdo deixa de ocorrer ap6s determinado
numeros de ciclos, foi feito o monitoramento nos valores de carga e Ip envolvidos no
processo de oxidacdo do filme até o 4002 ciclo da eletropolimerizacdo. Para este estudo, as
cargas foram monitoradas em potenciais fixos de +0,22 a +0,85 V, a cada 20 ciclos (Figura
21).
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Figura 21: Processo de oxidacdo atribuido ao poli(4-HFA) monitorado, a cada 20 varreduras
potenciais, da 12 a 400% varredura em solugdo de acido perclérico 0,5 mol.L™
contendo &cido (4-HFA) 2,5x10™ mol.L™"; 50 mV/s.

Os resultados obtidos permitiram constatar que nos primeiros vinte ciclos a carga de
oxidagdo aumenta em, aproximadamente, 79,59%. Esse aumento diminui para 36,80% do 202
para o 602 ciclo, e para 16,30% do 60% ao 1002 ciclo. A partir do 1002 ciclo, essa variagdo no
aumento de resposta oscila entre 2% e 3% e mantém-se constante até o 4002 ciclo (Figura 22-
A). Quanto as Ipa’s a porcentagem de aumento de resposta ¢ semelhante ao descrito para as
cargas, porém, com valores consideravelmente reduzidos apds o 2602 ciclo (Figura 22-B).
Essa diferenga de aumento de resposta entre as cargas e as Ipa’s ¢é justificada pelo sutil

alargamento observado para o processo de oxidacdo do filme que provoca um pequeno

51‘



aumento nos valores de carga mesmo ndo ocorrendo aumento significativo das Ipa’s. A "™

AN

Tabela 5 apresenta um resumo dos resultados obtidos. LN
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Figura 22: (A) Monitoramento das cargas de oxidacdo, em potenciais fixos entre +0,22 e
+0,85 V, do poli(4-HFA) em funcdo do namero de ciclagens potenciais, e (B)
monitoramento das Ipa’s do poli(4-HFA) em funcdo do numero de ciclagens
potenciais.

Tabela 5: Monitoramento dos Ep, das Ip e das cargas referentes a oxidacdo do poli(4-HFA)

observados nos VC referentes a sua eletrossintese.

Oxidagéo -

Ciclo Ep (V) Ip (LA) Carga (mC) Ciclo Ep (V) Ip (LA) Carga (mC)
20 0,53 138,01 1,139 220 0,53 390,01 3,011
60 0,53 218,35 1,751 260 0,53 415,57 3,205
100 0,53 269,49 2,155 300 0,53 441,14 3,383
140 0,53 316,96 2,496 340 0,53 463,05 3,532
180 0,53 357,14 2,784 380 0,53 484,96 3,673
200 0,53 371,75 2,891 400 0,53 495,92 3,739

O perfil descrito para 0 aumento das cargas e das Ip envolvidas no processo de
oxidacdo do poli(4-HFA) é consistente com a deposicdo deste na superficie do EG, pois, a



medida com que o filme vai ocupando essa superficie o processo de eletropolimerizacdo €
dificultado devido a um menor contato entre o eletrodo e 0s mondmeros presentes na
solucdo®, levando a valores de carga maiores a cada varredura potencial devido,

principalmente, ao aumento do AEOXi, e a valores de Ipa tendendo a constancia.

Contudo, considerando a porcentagem no aumento de resposta do filme e o tempo
gasto na sua eletrossintese (76 s/ciclo), a realizacdo de 100 ciclos potenciais apresenta-se
como uma boa referéncia, pois, para se obter um aumento de resposta superior a 10% a partir
de entdo, no minimo mais 80 ciclos sdo necessarios, e isso representa um aumento de 104

minutos no tempo de eletropolimerizacéo.

Outra caracteristica do poli(4-HFA) observada nesse estudo foi que os Ep’s ndo
variam significativamente em funcdo do numero de varreduras potenciais durante a
eletrossintese. Esse comportamento indica que o filme polimérico obtido ndo representa uma
resisténcia ao circuito elétrico em questao, e isso esté relacionado com o aumento continuo da
extensdo de conjugacao do filme com o nimero de varreduras potenciais, e, também, justifica
a boa condutividade elétrica apresentada por este material e, conseqientemente, sua

aplicabilidade no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos.

4.1.1.2 — Influéncia de Pares Redox Catiénicos e Anidnicos sob a Resposta Eletroquimica
do Poli(4-HFA)

A adsorcdo de uma substancia eletroativa sobre a superficie de um eletrodo altera as
propriedades de transferéncia eletrdnica do sistema. Essa alteracdo tem sido usualmente
avaliada no estudo das reaches redox de complexos inorganicos como
ferrocianeto/ferricianeto de potassio e cloreto de hexaaminruténio como sondas de
investigacdo anionica e cationica, respectivamente'®*’. Neste sentido, a investigacdo das
propriedades de transferéncia eletrdnica e transporte i6nico do sistema EG/Poli(4-HFA) foram

conduzidos em solucdes contendo o par redox Fe(CN)s*/Fe(CN)s> e 0 Ru(NH3)s>".
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Figura 23: Voltamogramas ciclicos obtidos para eletrodo de grafite: (a) sem filme em solucédo
de ferrocianeto/ferricianeto de potéssio (Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g]) 5 mmol L™
contendo KCI 0,10 mol L?, (b) modificado com poli(4-HFA) em solugdo de
ferrocianeto/ferricianeto de potassio (Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g]) 5 mmol L™
contendo KCI 0,10 mol L™, e (c) modificado com poli(4-HFA) em solucdo KClI
0,10 mol L™

Os estudos com o par redox Fe(CN)s*/Fe(CN)s> mostraram a ocorréncia de um
deslocamento no Epex de +0,24 para +0,42 V (AEpexi = +0,18 V) e no Eprg de +0,19 para
+0,14 V (AEpred = -0,05 V), apos formagdo do polimero. Estes valores de AEp’s indicam que
0 circuito elétrico apresenta maior resisténcia no sistema contendo EG/Poli(4-HFA)
comparado aquele contendo apenas 0 EG. Uma diminui¢do nas Ip’s em, aproximadamente,
35,36% para Ipa e de 28,08% para Ipc, representando valores de Alpa e Alpc de -238,85 e
+197,72 YA, respectivamente, foi observada. Varreduras potenciais conduzidas em solucao
contendo apenas o eletrélito suporte (KCI 0,1 mol L™) mostraram que a interacdo do
EG/Poli(4-HFA) com o par redox em questdo contribui em apenas 19,23% para Ipa e 34,12%
para Ipc. Estes resultados indicam que o sistema contendo apenas EG é melhor condutor
elétrico na solucdo contendo o par redox em questdo, quando comparado aquele contendo

EG/Poli(4-HFA). Tais resultados sdo apresentados na Figura 23 e na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores referentes aos Ep’s e as Ip’s observados nos VC’s em solu¢do de
ferrocianeto/ferricianeto de potéassio (Ki[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s]) 5 mmol.L™
contendo KCI 0,10 mol.L™,

Epoxi (V) Eprea (V) Ipa (HA) Ipc (LA)

EG 0,24 0,19 660,29 -700,11
EG/Poli(4-HFA) 0,42 0,14 421,44 -507,68
EG/Poli(4-HFA)* 0,50 0,23 339,99 -334,60

* valores obtidos em solugdo contendo apenas KCI 0,10 mol.L™.
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Figura 24: VC obtidos para (a) EG em solucdo de cloreto de hexaminruténio Il
([Ru(NH3)s]Cl,) 5mmol.L™ contendo KCI 0,10 mol.L™?, (b) EG/Poli(4-HFA) em
solucdo de cloreto de hexaminruténio 1l ([Ru(NHs)s]Cl>) Smmol.L™" contendo

KC1 0,10 mol.L™, e (c) EG/Poli(4-HFA) em solucéo KCI 0,10 mol.L™.

J& os estudos conduzidos em solugdo contendo o Ru(NHs)s”" apresentaram valores de
AEp de, aproximadamente, +0,03 V e -0,02 V para oxidacdo e reducdo, respectivamente,
indicando, assim como nos estudos com Fe(CN)s*/Fe(CN)s>, que o0 sistema contendo
EG/Poli(4-HFA) apresenta maior resisténcia que aquele contendo apenas EG. Um aumento
nas Ipa e Ipc de, aproximadamente, 20,85% e 27,60%, respectivamente, foi observado. Esse
aumento representa valores de Alp de +38,64 pA para Ipa e -67,46 PA para Ipc, apos a

modificacdo do EG com o filme polimérico. As varreduras potenciais conduzidas em solugéo
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contendo apenas o eletrélito suporte mostram que esse aumento na condutividade elétrica é
inteiramente atribuido a interacdo do filme com o Ru(NHs)s**, j& que estes respondem em

faixas de potencial diferente. Esses resultados sdo apresentados na Figura 24 e na Tabela 7.

Tabela 7: Valores referentes aos Ep’s e as Ip’s observados nos VC’s em solugao de cloreto de

hexaminruténio 11 ([Ru(NHs)s]Cl2) 5 mmol.L™ contendo KCI 0,10 mol.L™.

Epoxi (V) Epred (V) Ipa (LA) Ipc (LA)
EG ' -0,10 ' -0,18 ' 148,69 -182,84
EG/Poli(4-HFA) -0,07 -0,20 187,33 -250,43

EG/Poli(4-HFA)* - - - -

* valores obtidos em soluc&o contendo apenas KCI 0,10 mol.L™.

Comparando os valores de AEp’s obtidos para as sondas redoxes utilizadas (Tabela 8),
pode-se concluir que o complexo catidnico (Ru(NHs)e>") representa uma resisténcia ao
circuito elétrico significativamente menor que o complexo anidnico (Fe(CN)s*/Fe(CN)e>), e
isso reflete diretamente nos valores de Ip’s, pois, quanto menor a resisténcia maior a
condutividade elétrica. Os resultados comparativos indicam que o poli(4-HFA) apresenta
carater anionico por possuir maior afinidade por sondas redoxes positivas. Esta informacao e
extremamente valiosa no que diz respeito a construcao de biossensores eletroquimicos a partir
de EG/Poli(4-HFA), pois, permite uma melhor otimizacdo das estratégias aplicadas para a

imobilizacéo de biomoléculas em sua superficie.

Tabela 8: Porcentagem de aumento dos Ep’s e das Ip’s observados em solu¢do contendo
Fe(CN)s"/Fe(CN)s> e Ru(NHs)s”" para EG/Poli(4-HFA) compara a EG.
Oxidaco ' Reducio ' Oxidacdo ' Reducio
% Ep (V) 43,0 27,0 30,0 10,0
% Ip (LA) 130 23,9 20,8 27,6




4.1.2 - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

4.1.2.1 — Analise Termogravimétrica — TGA

Os estudos térmicos do &cido 4-HFA e do polimero poli(4-HFA) foram feitos
utilizando a técnica de TG descrita acoplada ao DTA (Anéalise Térmica Diferencial).
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Figura 25: Estudo térmico do acido 4-hidroxifenilacético: (a) TGA e (b) DTA.

Nos termogramas do acido 4-HFA (Figura 25) uma endoterma entre 140 °C e 170 °C
foi observada e corresponde a fusdo do material que é reportado na literatura entre 148 e 151
°C'® (evento I). Essa endoterma é acompanhada por uma perda de 0,33% da massa da
amostra, indicando saida de agua de absorcdo. Logo ap6s a fusdo observou-se uma segunda
endoterma entre 149,10 e 292,00 °C (evento Il) que representa a perda de 93,17% da massa
da amostra e € atribuida ao inicio da decomposicdo do material. A segundo etapa dessa
decomposicdo encontra-se entre 292,00 e 479,73 °C (evento Ill), e representa a perda dos
6,52% da massa restante. O aumento da temperatura pode favorecer a ocorréncia de reacoes
entre as moléculas do material, 0 que, conseqlientemente, leva a formagdo de moléculas
maiores. Estas novas estruturas possuem maior massa molar média que o material de partida,
logo, apresentam maior resisténcia térmica justificando os dois eventos observados na

decomposicéo térmica do material em questéo.
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Figura 26: Estudo térmico do poli(4-HFA): (A) antes do tratamento térmico, sendo (a) TGA
e (b) DTA, e (B) ap6s tratamento térmico, sendo (a) TGA e (b) DTA.

O perfil dos termogramas obtidos para o poli(4-HFA) (Figura 26-A) indica que a
perda de massa ocorre preferencialmente devido a decomposi¢cdo do material, pois, esta
ocorre em uma extensa faixa de temperatura, observada entre 22,33 e 442,24 °C, onde um
total de 99,07% da massa da amostra € perdida. Trés endotermas acompanham essa perda de
massa. A primeira (evento I) encontra-se entre 22,33 e 110,99 °C e, provavelmente, esta
relacionada com a saida de solvente remanescente da extracdo (acetonitrila; P.E. 82 °C *®) e
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agua (material hidrofilico), e representa uma perda de 14,62% da massa da amostra. A ™=
segunda (evento Il) indica o primeiro estdgio da decomposi¢do do polimero e encontra-se %
entre 110,99 e 197,80 °C, onde uma perda de mais 68,91% da massa foi observada. Essa
endoterma pode estar associada a decomposicao de oligdmeros de menor massa molar média.

Processos de fusdo e decomposicdo de mondmeros remanescentes da eletropolimerizacéo

também podem estar associados a essa endoterma por esta encontra-se em faixa de
temperatura semelhante aquela observada nos termogramas do mondmero. Os outros 15,54%

da massa sdo perdidos em uma faixa de temperatura consideravelmente maior que as

anteriores, entre 176,00 e 442,24 °C (evento 111), e indicam a decomposicéo de oligdbmeros de

maior massa molar média. Os 0,93% restantes da massa ndo sofrem decomposicéo até os 600

°C analisados.

Considerando esses resultados uma segunda condigéo foi estudada visando eliminar as
respostas que possam estar relacionadas a presenca do solvente usado na extracdo e de agua
hidrofilizada. Para explorarmos tal estratégia, a amostra foi submetida a uma temperatura
constante de 120 °C na estufa durante, aproximadamente, 4 horas. A temperatura foi
escolhida com base na temperatura final da primeira endoterma observada na Figura 26-A.

A decomposicdo do material continua ocorrendo numa extensa faixa de temperatura
apos o tratamento térmico (Figura 26-B), porém, com valores maiores que aqueles observados
antes desse tratamento. Essa faixa de temperatura encontra-se entre 56,41 e 546,57 °C e
representa a perda de 95,65% da massa da amostra. Trés endotermas acompanham essa
decomposicdo. A primeira (evento I) é observada numa faixa de temperatura semelhante
aquela apresentada pelo material antes do tratamento térmico, entre 28,70 e 112,21 °C, e
representa uma perda de 13,91% da massa da amostra. O perfil dessa endoterma indica a
ocorréncia de trés etapas diferente que, provavelmente, correspondem a saida de acetonitrila,
de agua hidrofilizada e/ou de hidratacdo e de contra-ions que, possivelmente, foram
aprisionados no filme durante a eletropolimerizagdo. A segunda endoterma (evento II) é
observada entre 147,39 e 208,24 °C e representa a perda de mais 27,99% de massa. Essa
endoterma pode estar relacionada a decomposicao de oligdmeros de baixa massa molar média
presentes na amostra. E a terceira (evento I11), observada entre 208,24 e 509,50 °C, representa
a perda dos outros 53,75% de massa e, provavelmente, indica a decomposicdo de oligbmeros
de maior massa molar média. Os 4,35% de massa restante, ndo sofrem alteracdo até os 600 °C

analisados.



A Tabela 9 apresenta as principais diferencas observadas nos diagramas de TG do

mondmero e do polimero antes e apos tratamento térmico.

Tabela 9: Principais informac6es observadas nos estudos térmogravimeétricos do acido 4-HFA

e do Poli(4-HFA).

Temperatura (°C)

Mon6mero 148,54
149,10 - 292,00
292,00 - 479,73

Polimero" 22,33 - 110,99
110,99 - 197,80

176,00 - 442,24

Até 600

Polimero® 28,70 - 112,21

147,39 - 208,24

208,24 - 509,50

Até 600

Perda de Massa (%)

0,33
93,17
6,52
14,62
68,91

15,54

0,93

13,91

27,99

53,75

4,35

Eventos relacionados
Agua de absorcéo; Fusao.
Decomposi¢éo
Decomposi¢ao de oligbmeros.

Perda de acetonitrila e agua.
Decomposi¢do de mondmeros remanescentes e
oligdmeros de menor massa molar média.
Decomposi¢ado de oligbmeros de maior massa
molar média.

N&o ocorre decomposicao.

Perda de acetonitrila e 4gua.

Fusdo de monémeros remanescentes e
decomposicao de oligbmeros de menor massa
molar média.

Decomposi¢ado de oligbmeros de maior massa
molar média.

N&o ocorre decomposicao.

! antes do tratamento térmico; * ap6s o tratamento térmico.

Durante o processo de eletropolimerizacdo anions e cations interagem com a estrutura

polimérica no seu estado oxidado e reduzido, respectivamente. Neste sentido, o

aprisionamento de contra-ions na malha polimérica do filme é uma caracteristica inerente a

esse processo. Além destes, moléculas de agua também podem ser aprisionadas formando as

chamadas aguas de hidratacdo. A presenca dessas substancias na estrutura do polimero,

somadas a do solvente utilizado na extracdo do material, justificam as diferentes etapas

observadas no primeiro evento (evento ) de perda de massa o acido poli(4-HFA). Etapas

estas que ficaram nitidas ap6s o tratamento térmico no qual o polimero foi submetido. Os dois

outros eventos de perda de massa ocorrem, também, com diferentes etapas e podem estar

associados a decomposicdo de oligdbmeros de diferentes massas molares médias. Com o
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aumento da temperatura as substancias presentes na estrutura do filme tendem a deixar-la
permitindo que esta melhor se organize proporcionando um aumento na rigidez e
uniformidade do material e, consequientemente, aumentando a possibilidade de ocorréncia de
reacOes de intercruzamento entre as cadeias poliméricas. Estes fatores podem justificar as
diferentes etapas observadas no segundo e terceiro eventos da decomposi¢do do polimero,

bem como, os diferentes termogramas obtidos antes e ap6s o tratamento térmico deste.

Contudo, os resultados obtidos mostram que o poli(4-HFA) possui certa estabilidade
térmica até 110 °C, porém, com perda gradativa de substancias que comp&em sua estrutura e
gue sdo essenciais para as propriedades eletroquimicas do material, e isto foi comprovado
com os estudos termoeletroquimicos discutidos anteriormente. Apds essa temperatura o
material sofre diferentes processos de decomposicdo e de modificagdes estruturais. No
entanto, sua estabilidade térmica ndo € um fator agravante no que diz respeito a sua
aplicabilidade como plataforma para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, pois,
os procedimentos utilizados para construcdo destes ndo requerem temperaturas superiores a
100 °C.

4.1.2.2 — Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-vis) e Fluorescéncia

Apos a polimerizacdo de compostos que apresentam ligacGes conjugadas, como C=C,
C=C-C=0 e Ar-OH, espera-se a formacdo de um material que apresente melhor transicao
eletrbnica que o material de partida devido a obtencdo de uma maior extensdo de conjugacao
dessas ligacOes. Para verificar tal modificacdo estrutural foi feito o estudo de UV-vis e de
fluorescéncia do poli(4-HFA) obtido por polimerizacao via eletroquimica do acido (4-HFA).
Esse estudo permite avaliar, também, se essa eletropolimerizacdo ocorre em diferentes

posi¢des formando, assim, uma estrutura ndo uniforme.

O benzeno produz trés bandas de absorcdo caracteristicas em comprimentos de onda
de 184, 204 e 246 nm. Estas bandas originam-se de transi¢des m — ©*. A banda a 184 nm é
intensa e provém de uma transicdo permitida. J& as bandas mais fracas a 204 e 256 nm

resultam de transicées proibidas na molécula do benzeno, altamente simétrica™'’

. O espectro
de UV-vis para o &cido 4-HFA apresenta apenas as duas ultimas bandas esperadas para o anel

aromatico, porém, com significativo deslocamento para maiores comprimentos de onda. A
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primeira dessas bandas aparece a 223 nm e a segunda a 277 nm apresentando ombro a 284 nm
(Figura 27). A presenca dos grupos substituintes hidroxila e acético no anel benzénico
justificam o deslocamento batocrdmico observado, pois, esse possibilita hiperconjugacao
entre os elétrons 7 ressonantes do anel com os elétrons ¢ da ligagdo C-H do grupo acético, e

117 Os 4cidos carboxilicos saturados apresentam

aquele por ser um grupamento auxocrémico
uma banda de absorc¢éo fraca proxima de 200 nm resultante da transicao proibida n — n* que,

no caso do acido 4-HFA, é sobreposta pela banda de absorcao do anel aromatico em 223 nm.
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Figura 27: UV-vis para o (a) acido 4-HFA e para o (b) poli(4-HFA) em acetonitrila.

O é&cido poli(4-HFA) apresentou bandas de absorc¢do a 251 nm e a 293 nm com ombro
a 342 nm (Figura 27). Essas bandas séo largas, de baixa intensidade e o comprimento de onda
limite de absorcdo estd acima de 450 nm. Comparando o0s espectros do monémero e do
polimero notou-se que esse perfil da-se a um consideravel deslocamento batocromico das
bandas observadas para 0 mondémero ocasionado, possivelmente, pela substituicdo de
hidrogénios do anel aromatico por novos grupos auxocromicos e/ou fortemente indutores de
elétrons durante a eletrossintese. Notou-se ainda que, enquanto 0 mondmero absorve em
comprimentos de onda inferiores a 300 nm, o polimero absorve acima de 450 nm, logo, o
polimero apresenta maior absorcao na regido do visivel (acima de 380 nm) que o monémero e
necessita de menos energia para que transicoes eletrdnicas sejam criadas. 1sso ocorre porque a
eletropolimerizagdo forma uma estrutura com maior extensao de conjugacdo comparada com

a do mondmero e que, essa nova estrutura, possui menor diferenca de energia entre os orbitais

N
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n e w*. Desse modo, espera-se que o acido poli(4-HFA) apresente condutividade elétrica ™=

consideravelmente maior que o mondmero, e esse fato pode ser comprovado pelos estudos ()

eletroquimicos discutidos anteriormente.
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Figura 28: Fluorescéncia para (A) &cido 4-HFA, sendo (a) emisséo e (b) excitagdo, e para o
(B) acido poli(4-HFA), sendo (a) excitacdo, (b) emissdo para excitacdo em 255

nm e (C) emissdo para excitagdo em 317 nm.



O espectro de fluorescéncia para o 4-HFA (Figura 28-A) mostrou uma banda de
excitagdo em torno de 275 nm, e uma emisséo em torno de 300 nm. Essas bandas sdo muito
semelhantes, 0 que indica que 0s grupos que absorvem Sdo 0S mesmos que emitem. Esse

fendmeno é denominado efeito homotético'*’

. Os espectros de UV-vis indicaram que o acido
poli(4-HFA) possui novos substituintes no anel aromético e ainda, que estes contribuem para
0 aumento da extensdo de conjugacdo. Neste sentido, diferentes grupos cromdforos eram
esperados para o polimero, e isso pode ser observado no seu espectro de excitacdo e emissdo
de fluorescéncia (Figura 28-B). Nesse espectro, a excitacao é caracterizada por uma banda em
torno de 240 nm e outra mais intensa em torno de 300 nm. Varios espectros de emissao foram
estudados para excitagdes em diferentes comprimentos de onda, no entanto, as emissoes
obtidas para excitacdes em 255 e 317 nm demonstraram claramente a presenca de cromoforos
diferentes na estrutura do polimero. Ha certa semelhanca entre as bandas de excitacdo e
emissdo, o que indica a existéncia do efeito homotético também no polimero. Comparando 0s
espectros de fluorescéncia do monémero e do polimero (Figura 29), foi possivel notar que o
deslocamento batocrdomico apresentado nos espectros de UV-vis do polimero em relacdo ao
mondmero, também ocorre para 0s maximos de emissdo de fluorescéncia. Este efeito prova,

novamente, que o polimero apresenta melhor deslocalizagdo eletronica dos elétrons 7.
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Figura 29: Comparacdo das bandas de emissdo do (a) &cido 4-HFA e (b) do poli(4-HFA)

excitado em 317nm.
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Contudo, os estudos de UV-vis e de fluorescéncia permitiram comprovar a
condutividade elétrica do acido poli(4-HFA) por meio da diferenca de energia entre 0s
orbitais ¢ w*. Permitiram ainda supor que o anel aromatico possui novos substituintes apos a
eletropolimerizacdo e que estes substituintes contribuem para o aumento da extensdo de
conjugacdo, ou seja, sdo cromoforos. Neste sentido, estudos de FTIR fizeram-se necessarios
para que as discussdes a respeito da identificagcdo desses novos substituintes, bem como, de

suas posicOes no anel aromatico, fossem iniciadas.

4.1.2.3 — Espectroscopia no Infravermelho - IR

Os estudos de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foram realizados
com objetivo de estudar os grupos funcionais predominantes no polimero obtido a partir da
eletropolimerizacdo do &cido (4-HFA). Foram feitas leituras de FTIR para 0 monémero e para
0 polimero, e para este, duas situacdes foram analisadas. Primeiramente o FTIR foi feito
diretamente no material obtido na extracdo, em seguida o acido poli(4-HFA) foi submetido a
temperatura constante de 100 °C durante 4 horas em atmosfera inerte. Essa temperatura foi
escolhida com base no pré-aquecimento no qual alguns eletrodos modificados sdo submetidos
para construcdo de genossensores eletroquimicos, e 0 objetivo desse tratamento térmico foi
verificar se os grupos funcionais sofrem modificacdes nessas condicdes, bem como, de
eliminar possiveis respostas relacionadas a presenca de solvente remanescente da extracdo

(acetonitrila) e de agua de absorcédo e/ou de hidratacao.

A presenca do grupo hidroxila na estrutura do acido 4-HFA é marcante no espectro
(Figura 30), podendo ser identificada pela deformacao axial da ligacdo O-H entre 3500 e 2500
cm™. O tipo de ligacdo de hidrogénio intermolecular difere entre os grupos fenol e &cido
carboxilico, e isso permite diferenciar, no espectro de FTIR, as hidroxilas que caracterizam
esses grupos funcionais''®. Desta forma, o pico bem definido em 3259 cm™ indica que a
deformacéo axial da ligacdo O-H é de &cido carboxilico. As deformacdes angulares no plano e
fora do plano dessas ligacbes também indicam hidroxila de acido carboxilico. Essas
deformacdes aparecem em 1415 e 905 cm™, respectivamente. J4 a hidroxila do grupo fenol é
muito bem evidenciada na banda de deformacéo axial assimetrica da ligacdo C=C-O, pois,



esta se apresenta muito intensa em 1224 cm™ e, nesta posicao, caracteriza grupos fendis que

possuem substituintes levemente indutores de elétrons, como o grupo acético.
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Figura 30: FTIR do acido (4-HFA).

A deformacdo axial da ligacdo C=O aparece na regido caracteristica de carbonila de
4cido carboxilico, em 1700 cm™. E importante ressaltar que as ligagdes de hidrogénio
intermolecular e a presenca de um grupo indutor de elétrons, no caso o fenol, abaixam a
freqUiéncia de absorcdo da carbonila, assim, essa banda encontra-se em nimero de ondas
levemente mais baixo que o esperado para 4cidos alifaticos saturados, que seria em 1760 cm™
118 A deformacdo axial caracteristica da ligacdo C-O em 1318 cm™, apesar de aparecer fraca e

pouco intensa no espectro, também caracteriza o grupo carboxila.

A deformagdo axial das ligacdes C=C aparece em 1605 cm™. Essa deformacio
corresponde ao esqueleto do anel aromatico e melhor evidencia sua presenca na estrutura. A
deformacdo axial das ligaces C=C-H do anel aromético aparece em picos discretos entre
3100 e 3000 cm™. A deformacéo angular no plano dessas ligaces aparece em 905 cm™, e as
fora do plano aparecem discretamente com seu pico duplo caracteristico em 788 e 819 cm™. A
posicdo dessas deformacBes somadas ao perfil observado para as harménicas (ou bandas de
combinagdo), entre 1920 e 1880 cm™ (Figura 31), indicam anel aromatico para-
dissubstituido. A Figura 32 apresenta o perfil esperado para as harmonicas de anéis

aromaticos de acordo com seu nimero de substituintes. E importante ressaltar que

O



substituintes fortemente polares, como a hidroxila, deslocam as harmonicas para maiores
nameros de onda e provocam distor¢des no perfil esperado para essas bandas. A Tabela 10

apresenta os valores esperados para as fungdes organicas presentes no acido 4-HFA.

Transmitancia / %

1915 1910 1905 1900 1895 1890 1885
N° de onda / cm”
Figura 31: (A) ampliacdo da regido das deformacdes harmonicas observada e identificada por

(@) no espectro de FTIR do acido 4-HFA , (B) perfil esperado para deformacdes

harménicas de anéis aromaticos para-dissubstituidos, conforme apresentado na
Figura 15.

Moii6- Tri- Tetra-
1,2,3- 1,2,3,4-
Di- 1,3.5' 132!475_
o ;
m- 1,2,4- 1:2:3,94
o |
p- Penta- \f N Hexa-

Figura 32: Perfil esperado para deformagfes harménicas de anéis aromaticos, entre 2000 e

1660 cm™, de acordo com o néimero de substituintes.
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Tabela 10: Nimero de onda esperado as funcdes organicas presentes no &cido 4-HFA'®.

Funcdo Organica Vibragao A(em™)
C=0, axial saturada 1730-1700
C=0, axial aromatica 1710-1680
Acido Carboxilico €0, axal 1320-1210
O-H axial 3500-2500 (larga e intensa)
O-H angular no plano 1440-1395
O-H angular fora do plano 960-900
O-H, axial 3345 (larga e bem definida)
Fenol O-H, angular no plano 1367
C-C-0, axial assimétrica 1231

Ja no espectro do acido poli(4-HFA), apresentado na Figura 33, a presenca da
hidroxila € muito bem evidenciada pela banda correspondente a deformacéo axial da ligacéo
O-H entre 2507 e 3661 cm™. Essa banda é larga, intensa e bem definida, com pico maximo de
transmitancia em 3406 cm™. Esse perfil indica a existéncia de fortes ligacdes de hidrogénio e
inviabiliza a identificacdo da funcdo organica por ela responsavel, pois, estas podem ser fenol,
4cido carboxilico ou ainda 4gua hidrofilizada e/ou de hidratagdo. A banda em 1700 cm™, que
caracteriza o grupo carbonila de acido carboxilico, aparece com intensidade muito fraca no
espectro do polimero, porém, somada a banda de deformacédo angular fora do plano da ligacdo
O-H de 4cido carboxilico, que aparece em 930 cm™, indica que esse grupo esta presente na
estrutura do polimero. Uma banda forte e muito intensa aparece entre 1011 e 1296 cm™, e
apresenta dois picos com méximo de transmitancia em 1095 e 1148 cm™. Comparando as
varias funcBes organicas que podem apresentar bandas de deformacdo nessa regido (Tabela
11), pode-se afirmar que esses picos sdo muito mais caracteristicos de deformacdes axiais
simétricas e assimétricas, respectivamente, de éteres difenilicos (Ar-O-Ar) que qualquer outra
funcdo. Contudo, ndo é descartada a presenca de alguns grupamentos fenois e ésteres, pois,
estes podem ser formados por meio de reacdes quimicas entre os grupos fenol e acido
carboxilico dos monémeros, e aqueles podem ser preservados em possiveis mecanismos de
eletropolimerizacdo via radicalar. Os possiveis mecanismos de eletropolimerizagdo propostos

indicam que grupos cetona nao estao presentes na estrutura do polimero.
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Figura 33: FTIR para o poli(4-HFA) obtido na extracgéo.

Tabela 11: Deformagdes esperadas entre 1011 e 1296 cm™ (* Aromético)®.

Deformacéo Grupo funcional A (cm™) |
Ar-C(=0)-C, angular no plano* Cetona 1181
Ar-0O, axial* Fenol 1220
C(=0)-C, axial Ester 1223
C=C-0, axial Ester 1200
C-O-C, axial simétrica Eter 1075-1200
C-O-C, axial assimétrica Eter 1275-1200

A deformacdo angular fora do plano das ligagcdes C=C, correspondentes ao esqueleto
do anel aromatico, cuja identificacdo era impossivel no espetro do monémero, tem presenca
marcante no espectro do polimero, aparecendo com forte intensidade em 630 cm™. J4 as
deformacdes axiais dessas ligagdes mostraram-se em uma banda levemente mais larga e
intensa em 1626 cm™. Essas observacdes indicam um aumento na extensdo de conjugacdo do
anel aromatico que pode estar associado com a formacéo de ligacdes anel-anel durante a
eletropolimerizacdo. O perfil apresentado pelas deformacgBes harmonicas (Figura 34)
apresentam mais semelhangas com harmonicas de aneis tetra-1,2,4,5-substituido que com
qualquer outro perfil esperado para anéis substituidos (Figura 32), sugerindo a existéncia de

novos substituintes nas regides orto e meta apos a eletropolimerizagao.

69|



100

98

96

Transmitancia / %

94
2200 2100 2000 1900
N° de onda / cm™

Figura 34: (A) ampliacéo da regido das deformagdes harmonicas observada e identificada por
(@) no espectro de FTIR do acido 4-HFA , (B) perfil esperado para deformacdes
harmonicas de anéis aromaticos para-dissubstituidos, conforme apresentado na

Figura 15.

A Figura 35-A compara os espectros de FTIR do mon6émero e do polimero, mostrando
as principais modificacGes estruturais ocorridas apés a eletropolimerizacdo. Ja a Figura 35-B
compara o0s espectros de FTIR do polimero antes e apds o tratamento térmico. Apds o
tratamento térmico trés mudancas no espectro do polimero foram notadas. A primeira
mudanca é observada na banda de deformacdo axial da hidroxila. O pico méximo de
transmitancia dessa banda em 3406 cm™ prevalece, porém, ha o aparecimento de dois ombros
em 2500 e 3200 cm™, caracteristicos de deformagdes axiais C-H e C=C-H, respectivamente,
indicando que houve uma reducdo no numero de ligacdes de hidrogénio intermolecular
devido, provavelmente, a saida da agua hidrofilizada e/ou de hidratagdo. Em seguida, pode-se
notar que a banda de deformacdo axial da ligacdo C=0 esta sobreposta com a banda de
deformacéo axial das ligages C=C do esqueleto aromatico em 1637 cm™. Entretanto, esta
banda torna-se mais intensa ap0s o tratamento térmico e indica uma maior extensdo de
conjugacao das ligagdes C=C. Finalmente, nota-se que a banda de deformacéo angular fora do
plano das ligagdes C=C do anel aromatico, em 630 cm™, também apresenta um aumento na

intensidade ap6s o tratamento térmico.
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Figura 35: (A) FTIR do (a) monémero e do (b) polimero. (B) FTIR para o &cido poli(4-HFA)

(@) antes e (b) ap0s o tratamento térmico.

Contudo, as informac6es obtidas com os estudos de FTIR (Tabela 12) indicaram uma
grande tendéncia a formacao de grupamentos éteres e, também, de ligacGes anel-anel durante
0 processo de eletrossintese do acido poli(4-HFA), e ainda, que esses novos grupamentos
estejam ligados preferencialmente nas posi¢des orto e meta dos anéis aromaticos. Os estudos
mostraram também que os grupos funcionais presentes no mondmero sao preservados apos a

eletropolimerizacdo. As modificagdes observadas apds o tratamento térmico do polimero
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indicaram que possiveis polimeriza¢cbes quimicas entre mondmeros remanescentes da
eletropolimerizacdo e/ou oligdmeros-mondmeros e/ou oligdbmeros-oligdmeros, ou ainda, entre
as proprias cadeias poliméricas (intercruzamento), podem ocorrer com 0 aumento da
temperatura reforgando, assim, os resultados obtidos nos estudos termogravimetricos do
material. Por fim, possiveis mecanismos de reacdo capazes de explicar os resultados obtidos

nos estudos espectroscopicos do acido poli(4-HFA) foram propostos.

Tabela 12: Principais alteracGes observadas entre o espectro de FTIR do mondmero e do

polimero antes e apds o tratamento térmico.
Ap6s 100 °C

Monomero Polimero

N° de onda . N° de onda . N° de onda .
a Descrigéo " Descrigédo 1 Descricdo
(cm™) (cm™) (cm™)
L; F; picoem
) L; F; pico em L; F; pico em 3406 cm'?;
O-H, axial 2500-3500 L 2500-3500 N 2500-3500
3259 cm’ 3406 cm’ ombros em 2500 e
3200 cm™
N&o aparece ou
C=0, axial 1700 Forte; Intensa 1700 fraca - esta sobreposta
em 1637 cm™®
Sobreposta Sobreposta
Fraca ; pouco .
C-0, axial 1318 . entre 1000 e Forte entre 1000 e Muito Forte
intensa
1200 1200
Sobreposta
C-O-C, axial Sobreposta entre
_ . - - - entre 1000 e -
assimétrica 1000 e 1200
1200
Sobreposta
C-O-C, axial Sobreposta entre
- - - entre 1000 e -
simétrica 1000 e 1200
1200
C=C-H, axial  3000-3100 Discreta - Sobreposta - Sobreposta
C=C-H, .
Muito fraca;
angular fora 788 e 819 . - N&o aparece - N&o aparece
pico duplo
do plano
leve aumento
C=C, axial 1605 média 1626 1637 Forte
na intensidade
Harménica para- tetra-1,2,4,5- .
1800-2000 . o 1800-2000 o - Sem modificagéo
s dissubstituidos substituido
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4.1.2.4 - Mecanismo proposto para eletropolimerizacdo do &cido 4-HFA

A estrutura de um polimero derivado do &cido 4-hidroxibenzdico (4-HBA)™°. As
técnicas espectroscopicas utilizadas nessa investigacdo estrutural foram as mesmas aplicadas
ao estudo do &cido poli(4-HFA). As varias semelhancas entre os espectros desses dois
materiais poliméricos ndo se dao somente pelo fato de seus respectivos monémeros serem
homdlogos, mas, também, devido as condigdes da eletrossintese, bem como, de extra¢do dos
materiais, serem exatamente as mesmas. Neste sentido, os dois mecanismos de
eletropolimerizacdo do acido 4-HFA, propostos neste trabalho, sdo idénticos aos mecanismos
propostos para 0 4-HBA que, por sua vez, sdo baseados no mecanismo proposto recentemente
por Benyoucef e colaboradores™ para o polimero obtido por eletropolimerizacéo, sobre
eletrodo de ouro e grafite em meio aquoso, do acido 2-aminobenzoico (2-AAB) utilizando-se

acido perclorico como eletrdlito suporte e VC como técnica eletroquimica.

Para a primeira proposta mecanistica (Figura 36) levou-se em consideracdo que o
produto é formado preferencialmente por ataque nucleofilico e ndo radicalar conforme
descrito por Benyoucef, e ainda, que reacdes EEC (Eletroquimica/Eletroquimica/Quimica)

e/ou ECE (Eletroquimica/Quimica/Eletroquimica) possam ocorrer durante a eletrossintese.

Etapa 1: Oxidagdo eletroquimica do acido 4-HFA

:OH }OH OH OH OH +OH
- e- * *
CH,CO,H CH,CO.H CH,CO.H CH,CO,H CH,CO.H CH,CO,H

L \ ) —

v

acido 4-HFA Estmitura I

o
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Etapa 2: Caminhos de rea¢do EEC ¢ ECE
Etapa 2.1: Mecanismo EEC

+10H +OH OH OH OH +OH
-e + + r
e - - - -
CH,CO,H CH,CO,H CH,CO-H CH,CO, ,CO, CH,CO,H
L . . ,
Estrutura I Estrutura IT
+6H B :6 + :6 :5 O +6: ]
H * X
— - e - -
CH,CO,H CH,CO,H CH,CO.H CH,CO, CH,CO,H CH,CO,H
L . , _
Estrutura I1 Estrutura 11T
Etapa 2.2: Reacao ECE
10H [ .o o: o 10 10 N
. . Nz
i‘b - - - -
CH,CO,H CH,CO-H H,COs CH,CO,H CH,CO, CH,CO-H
Estrutura I Estrutura TV
O B :(5 + :6 :6 +(3: ]
: . Nz
-
—_— - e e T -
CH,CO,H CH,CO,H CH,CO,H H,CO,H CH,CO, CH,CO,H
L. _
Estrutura TV Estrutura IIT
Etapa 3: Acoplamentos
Etapa 3.1: Formag¢io de Dimeros
5 B CH,CO, CH,CO,H
OH o HO,CCH, HO,CCH,
+ H -2H \©\ +H
—- | —_—~ —
&) N
H
* 0) :9,\1
CH,CO,H CH,CO-H J o
-
acido 4-HFA Estrutura IIT

HO,CCH,

Dimero
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Etapa 3.2: Formacio de Trimeros

— CH,CO,H -
CH,CO,H ‘o™ HO,CCH, ]
HO,CCH, \O\ B
+ +
/ -2H
— ,O 05 — =
o H
07 Lo
= H
:OH CH,CO,H
Dimero Estrutura ITT B’J
L CH,CO,H |
CH,CO,H CH,CO,H
HO,CCH, . HO,CCH,
\Q\ ) \O\
:GJ - .07 :6H
_H Rl
T 5
CH,CO,H Trimero CH,CO-H
Etapa 3.3: Formacio de Tetrameros
B
e - HO,CCH COyH —
(HEC OEH (HQCOQH . 2 2 (H') bl
HO,CCH, J\ L HO)CCHy __ P /
T 7 / ol eSomE
-~ -
l _/j\ /L | /\L ] N N \g/ -
~ o7 :0H + Tf O /FH HD
. ‘0 — A:O
O %L 0 \TV ]\
Trimero [\ J Estrutura IIT “\T/ B
CH,CO,H L CH,CO0.H i
CH,COH  CH,COH CH,CO,H CH,COH
HO,CCH, )\ HO,CCH;

S |
e ek

CH,COH (Hq( O,H

Figura 36: Mecanismo proposto para a eletropolimerizacdo do acido 4-HFA™,

Na etapa I, ocorre a oxidacao eletroquimica do monémero, com a perda de um elétron.

Apoés esta oxidacdo € formado o céation-radical que é estabilizado por suas respectivas



estruturas de ressonancia'®. Esta estrutura é o precursor do processo de eletropolimerizacio
do &cido 4-HFA.

Na etapa 2, a partir da formacdo do cétion-radical, 0 mecanismo pode seguir dois
caminhos, EEC (Eletroquimico/Eletroquimico/Quimico - Etapa 2.1) ou ECE
(Eletroquimico/Quimico/Eletroquimico — Etapa 2.2)**. Para o EEC, ocorrem duas oxidacdes
sucessivas, com perda de um elétron em cada etapa, e posterior retirada de um préton na etapa
quimica, e, para a etapa ECE, ha uma oxidacédo, perda de um proéton e conseqliente oxidagao.
E importante ressaltar que ambos os mecanismos levam a formacio da mesma estrutura. A
estrutura 11l é, portanto, o produto mais estavel da reacdo EEC ou ECE e deve participar no
processo de eletropolimerizagédo do acido 4-HFA. Este intermediario, sendo um cétion, é mais
susceptivel ao ataque eletrofilico do acido 4-HFA do que o céation radical, conforme proposto
por Benyoucef. Desta forma, a proposta mecanistica mais provavel se da pela interacdo do

cation/mondmero e ndo cation-radical/mondmero.

Na etapa Ill, o par de elétrons do oxigénio da hidroxila do acido 4-HFA ataca o
carbocétion, via ataque nucleofilico, formando a ligacdo C-O-C e produzindo um novo
carbocétion intermediério. A perda de dois prétons deste carbocéation origina o produto de
substituicdo (éter aromatico). Devido ao meio fortemente &cido (HCIO, 0,50 mol.dm™) é
pouco provavel a existéncia deste anion no meio reacional**’. Deste modo, o ataque a um
préton é extremamente favordvel formando um dimero com carga neutra (Etapa 3.1). De
maneira anéloga, a hidroxila do dimero ataca outro carbocéation, seguindo o mesmo
mecanismo, levando a formacdo do trimero (Etapa 3.2), e consecutivamente a reacdo se
propaga na formacdo do tetramero (Etapa 3.3) até a formacdo das cadeias poliméricas
maiores™*®. Contudo, esse mecanismo mostra-se bastante plausivel para explicar a formagéo

dos éteres aromaticos observados nos espectros de FTIR do material.

O segundo mecanismo proposto leva em consideracdo a eletropolimerizacdo via
radicalar envolvendo a estrutura 1V. Essa rota de polimerizacéo é idéntica a rota proposta por
Benyoucef e, para melhor compreendé-la, o radical sera considerado conforme apresentado na

Figura 37.

Os encadeamentos possiveis podem ser expressos como: cabeca-cauda; cabeca-cabeca

e cauda-cauda*®

. As estruturas resultantes sdo apresentadas na Figura 38. Observa-se que
para o acoplamento cabeca-cauda, o produto gerado € o0 mesmo da substituicdo nucleofilica.

Ja o acoplamento cauda-cauda forma ligagdes anel-anel e contribuem para justificar o grande
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aumento na intensidade das bandas de deformacdo angular fora do plano das ligagdes C=C
observado nos espectros de FTIR apds a eletropolimerizacdo do &cido 4-HFA. Acoplamentos
cabeca-cabeca podem ocorrer, e, neste caso, grupos funcionais peroxidos sdo formados.
Contudo, essa proposta mecanistica justifica a presenca de diferentes grupos cromoforos na

estrutura do polimero, conforme observados nos seus espectros de fluorescéncia.

H0,CCH, 0.

%_/ %(—/
Cauda Cabega

Figura 37: Estrutura radicalar envolvida no segundo mecanismo de eletropolimerizacédo

proposto para o acido 4-HFA.

CH,CO,H
CH,CO,H
Cabega - Cauda /O/
Nog
OH
CH,CO,H
oz
Cabeca - Cabeca "t
HO,CCH,
HO,CCH, HO
Cauda - Cauda O O
OH CH,CO,H

Figura 38: Possiveis acoplamentos na eletropolimerizagédo do acido 4-HFA via radicalar.
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4.2 -ESTUDO DO IMUNOSSENSOR

4.2.1 - Coomassie Brillant Blue G-250 como indicador da formacédo do complexo

Antigeno-Anticorpo

4.2.1.1 — Comportamento eletroquimico do CBBG-250

240 —————————————————
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o
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—
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o
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»
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o
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Figura 39: (A) VC para EG em solugdo tampao TBS contendo 5,00 mmol.dm™ de CBBG-
250. (B) VPD para EG/poli(4-HFA) em solugdo tampdo TBS contendo 5,00
mmol.dm™ de CBBG-250.
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A resposta eletroquimica do indicador CBBG-250 perante uma varredura potencial em
eletrodo de grafite foi investigada (Figura 39-A). Na faixa de potencial estudada o composto
apresenta dois processos de oxidagdo em, aproximadamente, +0,50 e +1,00 V. E sabido que
grupos metilas sdo indutores de elétrons em sistemas aromaticos conjugados, o0 que, neste
caso, facilita a oxidacdo levando-a para potenciais menores, e isso justifica os valores de

potenciais observados para os processos de oxidac&o do indicador.

O numero de substancias que podem responder eletroquimicamente é proporcional ao
potencial elétrico aplicado, logo, um biossensor eletroquimico sera mais seletivo quanto
menor o potencial utilizado. Desta forma, optou-se pelo monitoramento do processo de
reducdo do corante, observado entre -0,40 e +0,30 V (Figura 39-B), para garantir maior

seletividade ao imunossensor proposto.

As investigagOes foram feitas por VPD com varredura potencial de +0,3 a -0,7 V, com
velocidade de varredura igual a 0,06 V/s.

4.2.1.2 - Deteccdo com Coomassie Brillant Blue G-250

Os resultados da detecgdo com o corante CBBG-250 indicaram duas modificacfes nos
VPD obtidos (Figura 40-A). A primeira foi o aparecimento de um processo de reducdo com
potencial de pico de -0,25 V. Esse processo pode estar relacionado com a formacgédo de
ligacBes do indicador com o antigeno imobilizado. A segunda foi uma reducdo na corrente e
de pico em 3,84%, representando um Alp de -5 pA. Essa redugdo indicam a ocorréncia de
modificacdes na superficie do EG/poli(4-HFA) e podem estar relacionadas com uma reducao
da superficie eletroativa do eletrodo e com o aumento da espessura da superficie. Estes
resultados comprovam a modificagdo do EG/poli(4-HFA) com o antigeno rK39.

Os VPD obtidos apos subtracdo das linhas de base (Figura 40-B) mostram que a
resposta eletroquimica do indicador proposto ndo diferencia o IgG+ do controle negativo
(IgG-). Desta forma, a utilizacdo do corante CBBG-250 como indicador da presenca do
complexo antigeno-anticorpo especifico para Leishmaniose mostrou-se inadequado para o

imunossensor eletroquimico proposto.
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Figura 40: (A) voltamogramas de pulso diferencial obtidos para (a) EG/poli(4-
HFA)/rK39/1gG+ e (b) EG/poli(4-HFA)/rK39. (B) voltamogramas de pulso
diferencial obtidos ap0s subtragdo das linhas de base para (a) EG/poli(4-
HFA)/rK39/1gG+ e (b) EG/poli(4-HFA)/rK39/1gG-.

O fato de a resposta do CBBG-250 estar na mesma regido de resposta do filme
polimérico é, sem davida, uma dificuldade encontrada no sistema de deteccéo proposto, pois,

é esperada uma reducgéo na corrente e no potencial de pico, conforme observado e comentado
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anteriormente, e, neste caso, a resposta do filme sobrepbe a resposta do imunossensor
reduzindo significativamente sua sensibilidade.

A afinidade do CBBG-250 com o0s aminoéacidos que compde uma proteina esta
diretamente ligada ao pH do sistema. Em meio acido esse corante apresenta maior afinidade
por amino&cidos basicos, principalmente, lisina, histidina e arginina, e, em meio basico, por
aminoacidos &cidos, tais como, o0 aspartato e o glutamato. Essa caracteristica favorece, em
muito, sua aplicabilidade em imunoensaios laboratoriais como o ELISA e o RIFI, pois, nesses
sistemas as amostras passam por pré-tratamento que permitem a obtencdo de maior
sensibilidade e seletividade nas respostas obtidas. Contudo, a idéia proposta neste trabalho é o
estudo de um imunossensor cujas amostras sejam submetidas a pouco, ou nenhum, pré-
tratamento, por isso o pH fisioldgico foi escolhido e que, neste caso, foi outra dificuldade
encontrada na detec¢do com CBBG-250.

4.2.2 - Cloreto de Hexaminruténio Il como indicador da formacédo do complexo

antigeno-anticorpo

4.2.2.1 - Deteccdo com Cloreto de Hexaminruténio 11

O estudo das propriedades cinéticas de transporte de troca idnica do poli(4-HFA)
mostraram que este filme é aniénico por apresentar aumento nas correntes de pico em solugéo
contendo o complexo catibnico cloreto de hexaaminruténio Il. Portanto, complexos
cationicos, como o citado, podem atuar como indicadores de modificacbes ocorridas na
superficie de filmes anidnicos. No caso de imunossensores, a imobilizagdo de um Ag e/ou Ac
e/ou do complexo Ag-Ac gera uma nova superficie que pode apresentar maior ou menor

afinidade com esses indicadores levando, portanto, a alteracdo da resposta eletroquimica.

Para verificarmos se a resposta eletroquimica do poli(4-HFA) em solugdo de cloreto
de hexaaminruténio Il € alterada nas diferentes etapas de constru¢cdo do imunossensor
estudado, VC foram obtidos em diferentes eletrodos modificados com poli(4-HFA), apds
imobilizacdo de rK39, na auséncia e na presenca do alvo complementar e ndo complementar.

Os resultados indicaram respostas diferentes, conforme apresentado na Figura 41-A.
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Figura 41: (A) VC em solugéo de cloreto de hexaminruténio Il ([Ru(NHs)s]Cl) 5 mmol.L™
em TBS contendo KCI 0,1 mol.L™ para (a) EG/Poli(4-HFA), (b) EG/Poli(4-
HFA)/rK39/1gG™ e (c) EG/Poli(4-HFA)/rK39/IgG+; 50 mV/s. (B) Processo de
oxidacéo observado entre -4,0 e -1,0 V nos VC apresentados em A.

Um aumento nas correntes de pico dos processos redox | e 111 pdde ser observado nos
VC, bem como, que a resposta do eletrodo contendo o complexo rK39/IgG+ é maior que seu
controle negativo, mostrando que o sistema apresenta potencial para indicar sua formagé&o.

Com a formacdo do complexo Ag-Ab na superficie do eletrodo contendo o poli(4-HFA), a
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distancia entre o EG/poli(4-HFA) e a solucdo aumenta e isso representa um aumento de
resisténcia no circuito. Esse fato também pOde ser observado na Figura 41-A, onde
percebemos um leve deslocamento no potencial de pico dos processos redox | e Il entre as
plataformas contendo o Ag, o complexo Ag-AC e seu controle negativo (Tabela 13). E
importante ressaltar que a diferenca é baixa entre a plataforma contendo apenas o antigeno e a
que contem seu alvo complementar devido a afinidade eletrénica esperada entre o Ac e 0
indicador, conforme citado anteriormente. Contudo, optou-se pelo monitoramento do
processo de oxidacdo I (Figura 41-B), para a conducdo dos estudos do imunossensor por este

ocorrer em menor faixa de potencial.

Tabela 13: Principais diferencas observadas nos VC para deteccdo de IgG em solugdo de
cloreto de hexaminruténio Il ([Ru(NH3)s]Clz) 5 mmol.L™ em KCI 0,1mol.L™
entre -0,4 e -0,1 V.

Detec¢do rk39 1gG+ 19gG-
Corrente de pico (HA) 38,84 49,96 40,20
Potencial de pico (V) -0,229 -0,214 -0,204

O monitoramento do processo de oxidacdo do complexo (Figura 42), mostrou que a
corrente de pico é 16,48% maior para o eletrodo contendo Ag-Ac em relacdo ao controle
negativo, correspondendo a um aumento de 1,2425 C na carga envolvida no processo. A
ligagdo do anticorpo ao antigeno ocorre, preferencialmente, pelas extremidades que contém
grupamentos amina e, neste caso, 0s grupamentos carboxila ficam livres e em contato com a
solucdo. Sabendo que no pH trabalhado essas carboxilas ndo estdo totalmente desprotonadas,
havera, no entanto, uma maior afinidade eletrénica entre esses grupos e o complexo catiénico
em questdo. Contudo, na plataforma contendo Ag-Ac ocorre maior interacdo com o indicador,
0 que ndo é esperado para o controle negativo, e isso pode explicar o aumento na corrente de

pico da oxidac&o observado.

Se a resposta de corrente aumenta com a presenga do complexo Ag-Ac na superficie
do eletrodo, entdo, esse aumento deve ser proporcional a quantidade desse complexo

imobilizado. Desta forma, a resposta no VPD desse sistema foi monitorada para diferentes
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concentracOes de anticorpo imobilizado, e os resultados obtidos comprovaram essa tendéncia ™=

(Figura 42-B). 0
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Figura 42: VPD obtidos em solugdo TBS contendo cloreto de hexaaminruténio I
([Ru(NH3)s]Cl,) 5 mmol.L™" e KCI 0,1 mol.L™ (A) para (a) 1gG- (b) 1gG+, sendo
0,50 ug de rK39 e 5,01 ug para IgG imobilizados, e (B) para as seguintes massas

(em ug) e anticorpo imobilizadas: (a) 1,67; (b) 2,50; (c) 3,34 e (d) 4,17. A massa
de antigeno imobilizada foi de 0,50 ug.



Foi possivel constatar que o deslocamento no potencial de pico € maior para sistemas
com maior concentracdo do complexo Ag-Ac, e isso era esperado devido a maior distancia
entre a superficie dos eletrodos contendo maior concentracdo desse complexo e a solugéo,

conforme citado anteriormente. A Tabela 14 as principais diferencas observadas.

Tabela 14: Principais diferencas observadas nos VPD em solugdo de cloreto de
hexaminruténio 1l ([Ru(NHs)]Cl,) 5 mmol.L™* em KCI 0,1 mol.L? para

deteccdo de diferentes concentracdes de Ac.

Massa de Ag e Ac (ug) 1,67 2,50 3,34 417
Carga (mC) 59,357 64,790 74,292 85,050
Potencial de Pico (V) -0,219 -0,204 -0,201 -0,200

O sistema proposto para a deteccdo de IgG especifico para leishmaniose imobilizado
sobre EG modificado com poli(4-HFA)/rK39 apresenta sensibilidade e seletividade.

4.2.2.2 - Otimizagédo do Imunossensor

4.2.2.2.1 - Concentracdo do Ru(NH3)s>

A seletividade e a confiabilidade de biossensores eletroquimicos estdo diretamente
relacionadas com os valores de Ep e Ip apresentados. Isto porque este pode camuflar possiveis
interferentes quando sua resposta € muito elevada, e aquele pode possibilitar que um maior
namero de substancias responda eletroquimicamente quando seu valor é muito elevado. Neste
sentido, um bom biossensor eletroquimico deve apresentar valores de Ep e Ip tdo menores

guanto possivel.

O imunossensor proposto apresenta Ep satisfatorio, porém, os valores de Ip
apresentados ndao foram consistentes com o0s valores apresentados por biossensores
eletroquimicos. A alta concentracdo da solugdo do indicador (Ru(NHs)s? 5 mmol L™ e KCI
0,1 mol L™) justifica os elevados valores de Ip obtidos. Com objetivo de diminuir a Ip para

valores tdo menores quanto possivel, monitorou-se a resposta do indicador, em EG/poli(4-



HFA), para diferentes concentragdes. As concentracOes investigadas foram obtidas a partir de

sucessivas dilui¢cdes da solucdo do indicador utilizada inicialmente.

Os resultados obtidos mostraram que a Ip decresce quase que linearmente com a
diminuicdo da concentracdo, enquanto o Ep sofre insignificantes variagdes (Figura 43-A). Os
valores de carga envolvidas no processo decrescem de forma semelhante as Ip’s (Figura 43-
B). Quando a concentragdo do indicador foi reduzida a 42,0 pmol L™ a Ip observada foi de
237,6 YA, os valores de Ep e de carga neste ponto foram de -0,28 V e 41,8 uC,
respectivamente. Para o menor valor de concentragdo estudado (12,0 pmol L™) o indicador
apresentou boa resposta, e os valores de Ip, Ep e de carga obtidos nessa concentra¢do foram
de 30,0 pA, -0,30 V e 10,2 uC, respectivamente. Os demais valores de Ip, Ep e de carga
obtidos nesta investigacao sdo apresentados na Tabela 1. O perfil dos voltamogramas também
é um fator a ser considerado, pois, se o pico for pouco definido a sensibilidade para indicar
uma possivel reducdo de resposta diminui consideravelmente. As principais caracteristicas

observadas no estudo da concentracdo do indicador sdo apresentadas na Tabela 15.

250 T T T T T T T T

NS

200

o
o
Carga / puC

-
N}
N

18 24 30 36 42

[Ru(NH,)”] / pmol L"

Corrente / pA
o =
o o

-0, 4 -6,3
Potencial / V vs Ag/AgCI

Figura 43: (A) VPD do EG/poli(4-HFA) em solucdo de Ru(NHs)s? contendo KCI nas
respectivas concentracoes: (a) 42,0 umol L™ e 0,85 mmol L; (b) 34,0 umol L e
0,70 mmol L™ (c) 29,0 umol L™ e 0,58 mmol L™; (d) 25,0 umol L™ e 0,50 mmol
L (e) 16,0 umol L™ e 0,33 mmol L™ (f) 14,0 pmol L™ e 0,28 mmol L™; (g) 12,0
pumol L™ e 0,25 mmol L™ (B) Valores de carga obtidos em funcdo da

concentracéo do indicador.
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Tabela 15: Principais caracteristicas observadas no estudo da concentracdo do indicador.

420 340
Ip (UA) 2376 1063 933 793 500 355 30,0
Ep (V) -028 -028 -028 029 029 -030  -0,30
Carga (uC) 418 335 292 251 166 13,9 10,5

Contudo, a escolha da concentracdo 6tima foi baseada em dois principais aspectos: o
valor de Ip e o perfil do voltamograma obtido. Neste sentido, a concentracio de 12,0 umol L™
de Ru(NHs)s™, contendo KCI 0,25 mmol L™, foi escolhida por apresentar valor de Ip
adequado, e ainda, pelo perfil do voltamograma obtido apresentar boa potencialidade para
indicar tanto um aumento quanto uma diminuicdo de resposta.
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Figura 44: VPD obtidos em solugdo TBS contendo cloreto de hexaminruténio Il
([Ru(NH3)s]Cl,) 12 pumol L e KCI 0,25 mmol L™, sendo (a) EG/poli(4-
HFA)/rK39, (b) EG/poli(4-HFA)/rK39/1gG+, e (c) EG/poli(4-HFA)/rK39/1gG-.

Na concentragdo de 12,0 pmol L™ do indicador os VPD apresentaram o0 mesmo
comportamento observado nos estudos anteriores, porém, com perfil bastante diferenciado
(Figura 44). Monitorando as Ip em potencial fixo de -0,30 V observou-se que esta decresce de
30,0 para 24,7 pA apés imobilizacdo do antigeno rK39, e que, ap6s imobilizacdo de IgG+ e

IgG-, aumenta de 24,7 YA para 34,0 e 30,0 HA, respectivamente. Estes resultados comprovam
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que, na referida concentragdo, o sistema continua apresentando grande potencialidade para
indicar a modificagdo da superficie do EG/poli(4-HFA) com o antigeno, e para detectar
satisfatoriamente o anticorpo especifico para LV, porém, a seletividade perante o controle
negativo reduziu consideravelmente. Contudo, novas estratégias foram tracadas com objetivo
de melhorar a seletividade do imunossensor sem que a concentragdo do indicador fosse

alterada, e a primeira delas foi aumentar o tempo de contato deste antes da detecgéo.

4.2.2.2.2 - Tempo de contato com Ru(NHs)s?

100

A
[N
o
=)

(B) §

[ 3]
==]

]
o
T

N
o

-_’—I/
0 _2 4 6, 8
Tempo / min

Corrente / pn
N

Corrente / pA
5 3

N
o
T

Potencial /V vs Ag/AgClI

Figura 45: (A) VPD para EG/poli(4-HFA) obtidos em solu¢do TBS contendo cloreto de
hexaaminruténio 11 ([Ru(NHs)e]Cl,) 12 pmol L* e KCI 0,25 mmol L™ As
medidas foram realizadas apds os seguintes tempos (em minutos) de contato entre
0 eletrodo e a solucdo: (a) 0; (b) 2; (c) 4; (d) 6; e (e) 8. (B) Valores de Ip obtidos

em funcdo do tempo de contato entre eletrodo e solucdo.

Durante a realizacio dos estudos com Ru(NHs)s"? foi possivel observar que a resposta
eletroquimica obtida é proporcional ao tempo de contato entre o EG/poli(4-HFA) com a
solucdo desse cation. Esse comportamento € explicado pelo carater aniénico apresentado pelo

filme, conforme discutido anteriormente. Desta forma, o0 monitoramento do tempo de contato
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entre a solugdo do indicador e o EG/poli(4-HFA) foi investigado. Nesta investigagdo VPD
foram obtidos para o EG/poli(4-HFA) ap6s tempos de contato com a solucéo de Ru(NHs)s™

entre 0 e 8 minutos, com variacdo de 2 minutos para cada medida (Figura 45-A).

O VPD obtido imediatamente ap6s contato entre o EG/poli(4-HFA) e a solugdo
apresentou Ip de 16,5 PA, e, apos 2, 4, 6 e 8 minutos de contato os valores de Ip obtidos
foram 20,0, 25,5, 55,5 e 100,0 YA, respectivamente. O Alp entre o primeiro e o ultimo
voltamograma investigado foi de 83,5 pA. Conforme esperado, a Ip aumenta quando a
solucdo fica em contato com o eletrodo por tempo maior, porém, esse aumento ndo € linear
(Figura 45-B). Essa ndo linearidade pode estar associada com a porosidade do filme
polimérico, pois, quanto maior o tempo de contato com a solu¢do maior serd o nimero de ions
Ru(NHs)s" que podem penetrar nos poros do filme, e ainda, maior sera o grau de hidratacdo
deste. A soma destes fatores justifica o rapido aumento de resposta da sonda observada entre

os intervalos de 4 a 6 minutos e de 6 a 8 minutos.

Estes resultados mostram gue um monitoramento rigoroso do tempo no qual a solucao
do indicador fica em contato com o eletrodo de trabalho, é extremamente importante para que

0 sistema de deteccdo proposto seja eficiente e confiavel.
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5 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A investigacdo do crescimento do poli(4-HFA) em fungdo do nimero de varreduras
potenciais, mostrou que 100 varreduras ¢ uma quantidade ideal para obtencdo de uma boa

resposta eletroquimica do filme.

Interessantes propriedades de troca catidnica e aniénica foram demonstradas com o
estudo da influéncia que os pares redox Ru(NH3)sCl, e K4(FECN)s/K3(FeCN)g exercem sob o
polimero formado, sendo possivel concluir que o poli(4-HFA) possui caracteristica anibnica,

quanto obtido nas condi¢bes estudadas.

O procedimento de extracdo do poli(4-HFA) foi eficiente para obtencdo do material,
gue mostrou-se higroscopico e com aparéncia de um liquido escuro de alta viscosidade.
Porém, com tratamentos térmicos e armazenamento adequado foi possivel obter esse material
praticamente no seu estado sélido que permitiu uma boa conducéo dos estudos térmicos e

espectroscopicos.

Os resultados das andlises térmicas mostraram que a estrutura do poli(4-HFA) é
heterogénea e complexa. A perda de massa é gradual ao longo de uma larga faixa de
temperatura, sendo a estabilizacdo obtida a 443 °C com um total de, aproximadamente, 99 %
de perda de massa, ao contrario do monémero que sofre processo de decomposi¢do com total
perda de massa a, aproximadamente, 479 °C. Além disso, esta perda de massa gradual para o
polimero sugere que rearranjos na estrutura dos oligdmeros podem estar ocorrendo, levando a

processos de polimerizagdes quimicas adicionais quando submetidos a altas temperaturas.

Os resultados obtidos nos espectros de UV-vis indicaram que o polimero apresenta
melhor deslocalizag¢do dos elétrons © que 0 mondmero, comprovando que esse material possui
maior extensdo de conjugacao, conforme foi notado nos espectros de FTIR e TG. As medidas

de fluorescéncia indicaram que o poli(4-HFA) possui atividade fotoquimica.

Estudos de FTIR sobre a estrutura do polimero mostraram que o material formado
apresenta grupamentos hidroxila fendlica e que a auséncia da banda de deformacdo
caracteristica de carboxila sugere que este grupamento possa nao estar presente na estrutura.
As harmonicas caracteristicas de compostos aromaticos indicam a presenca de mais dois
substituintes no anel, quando comparado ao monomero. A deformacdo angular fora do plano

das ligacbes C=C, correspondentes ao esqueleto do anel aromético, € muito intensas no
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polimero, indicando um aumento na extensdo de conjugacdo da estrutura formada
possivelmente pela presenca de ligagdes Ar-Ar e/ou éter difenilico. As bandas de deformacéo
observadas entre 1011 e 1296 cm™ ndo permitem definir o(s) grupo(s) que as caracterizam,
porém, sugerimos deformacdes axiais de ligacdo Ar-O e axiais simétricas e assimétricas de
ligagBes C-O-C baseados nos possiveis mecanismos de reacdo discutidos para 0 monémero. O
tratamento térmico investigado nesses estudos indicou que os grupos funcionais presentes no
polimero ndo sdo alterados até a temperatura estudada, confirmando a aplicabilidade desse
material como plataforma para desenvolvimento de dispositivos que necessitem de

aquecimento, COmo 0S genossensores.

A utilizacdo do corante Coomassie Brillant Blue como indicador da presenca do
complexo antigeno-anticorpo especifico para leishmaniose mostrou-se inadequado para o
imunossensor eletroquimico proposto. Foi possivel a imobilizacdo de rK39 sobre EG/poli(4-
HFA) bem como a deteccdo do alvo complementar utilizando cloreto de hexaminruténio Il
como indicador da formacdo da interacdo rK39/1gG+. O imunossensor mostrou-se seletivo

frente ao controle negativo (1gG-).

Os estudos de otimizagdo da concentracdo do indicador mostraram que, em
concentracdo de 12 pmol L™ de Ru(NHs)s*, o imunossensor mantém sua sensibilidade para
indicar a formacdo do complexo Ag-Ac, porém, com diminuicdo de seletividade frente ao
alvo ndo-complementar. A investigacdo do tempo de contato do indicador com o eletrodo nas
diferentes etapas de construcdo do imunossensor mostrou a importancia de um monitoramento
rigoroso desse tempo antes de cada medida para que o sistema de detecgdo proposto seja

eficiente e confiavel.

Como propostas futuras tém-se a utilizacdo de anélises de RMN e CG-MS para
esclarecimento das ddvidas geradas nas discussdes sobre a estrutura do material estudado, a
determinacdo de massa molar, estudos tedricos de otimizagdo e estudos fotoquimicos, dentre
outros. Quanto ao imunossensor, estudos de otimizacdo dos paramentos do imunossensor
proposto podem ser conduzidos para garantir melhor performance do mesmo nas medidas de
reconhecimento biologico. Além disso, a determinacdo do limite de detec¢do, bem como, da
estabilidade do imunossensor sdo essenciais para que os estudos de miniaturizagcdo possam ser

iniciados visando uma futura comercializacdo deste dispositivo.
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