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INTRODUCAO

Como o diagnéstico de algumas doencas de cunho maligno ocorre de modo tardio, e a
acessibilidade dos exames é limitada ao custo, a proposta da utilizacdo e aplicacdo de
biossensores tém sido bastante estudada, com o desenvolvimento de dispositivos que utilizam
um sistema de identificacdo do analito-alvo, que dispensa a preparacao de amostras e métodos
laboratoriais de provas bioquimicas tradicionais, através de um reconhecimento bioldgico
(sensor) e um eletronico (transdutor). Havendo, de modo quantitativo e/ou qualitativo, um

acoplamento intimo entre estes dois componentes (BHALLA et al., 2016).

Ha trés componentes principais no corpo do biossensor, por meio dos quais o0 processo de
reconhecimento das espécies quimicas ou bioldgicas ocorre em tempo real, com 0 minimo de
intervencdo humana, de forma sinérgica, rapida e eficaz (KAVITA, 2017). Assim, composto
pelo receptor que podem ser anticorpos, acidos nucleicos, enzimas ou células inteiras
integradas ao transdutor, por intermédio de imobilizacdo por adsorcdo, ligacdo covalente ou
reticulagdo. O transdutor se comporta como uma interface, que perfaz a leitura do sinal
bioldgico de acordo com o parametro de medicao, ou seja, afere a mudanca quimica ou fisica
durante a resposta com o biorreceptor, convertendo o sinal em elétrico (eletroquimico) ou em

um sinal de outra natureza, como os do tipo piezoelétrico, amperométrico, térmico ou 6ptico.
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Ja o processador ou unidade processadora, filtra, expande e analisa o sinal transduzido,

transferindo-o para um monitor ou outro dispositivo (CALIL et al., 2011).

Um tipo de biossensor muito estudado, o imunossensor, funciona de modo que o sinal
elétrico gerado por meio da imobilizagdo de anticorpos na superficie transdutora, derive da
interacdo e acoplamento antigeno-anticorpo no inicio do processo (AZAM et al., 2014), assim
0 anticorpo se liga as toxinas ou especificamente ao patdgeno causador da doenca, devido a
sua alta afinidade pelo antigeno correspondente (MEHROTRA, 2016).

Atualmente, o emprego de biossensores no ambito da salde se mostra necessario, com
resultados estaveis no que diz respeito a aplicacdo de tecnologias de uso mais eficaz, menos
invasivas, com tempo de trabalho otimizado em comparacdo as utilizadas tradicionalmente,
visto que possuem maior sensibilidade e afinidade, bem como sua construgdo a base de

nanomateriais e polimeros mais sofisticados, com o intuito de se obter melhor feedback sensor.

O objetivo deste trabalho é construir e caracterizar uma plataforma sensora de feltro de
fibra de carbono (FC) modificada com quitosana e nanotubos de carbono para desenvolvimento
de um imunossensor na forma de swab, baseado na reagdo antigeno-anticorpo e transducgéo
eletroquimica. Os materiais foram escolhidos e testados com o propésito de aumentar o
desempenho da conducao do sinal elétrico, de modo a tornar a plataforma viavel para o auxilio

no diagnostico de doengas como o cancer.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Para a construcdo dos eletrodos de fibra de carbono (CFE) swab, utiliza-se 0s seguintes
materiais: feltro de fibras de carbono; haste de plastico; conector elétrico Niquel-Cromo; fio de
aco; resina composta microhibrida 3M ESPE Z100® e fotopolimerizador Biolux Standard
BIOART®. Os nanotubos de carbono (NTC) funcionalizados com grupos aminados (NTC-
NH2) foram adquiridos da (1/DropSens®). A Quitosana (CHIT) foi adquirida da Sigma-
Aldrich®. J& o Dimetilsufoxido (DMSO) foi obtido da ISOFAR®. As solugdes de acido acético
(CH3COOHys)) foram preparadas em laboratorio.
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Métodos

Os testes eletroquimicos foram realizados em um sistema trieletrédico contendo um
eletrodo auxiliar (EA) helicoidal de platina, um eletrodo de referéncia (ER) de Ag/AgCl (sat.
KCI) e um eletrodo de trabalho de feltro de fibra de carbono (CF), em uma célula de vidro
fechada, conectados a um potenciostato/galvanostato HAUTOLABIH® (Compact Design)
acoplado a um microcomputador e controlado pelo software Autolab NOVA 2.0. Testes de
Voltametria Ciclica (VC) foram aplicados, com os potenciais de -0,6 a 1 V, para acompanhar
cada etapa de modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho. As medicdes de voltametria
sdo efetuadas em duas concentragdes de solugdo: uma de KCI (1 mmol L*e 5 mmol L) e 5
mmol L™ de ferricianeto de potassio e ferrocianeto de potassio (Ka[Fe (CN)s]* /Ks[Fe (CN)s ]*

como sonda redox.
DESENVOLVIMENTO

Os CFE’s foram construidos como eletrodos de trabalho com o feltro de fibra de carbono,
no formato de swab, com funcdo similar ao empregado em coletas de amostras clinicas, a fim
de suportar e contribuir para a formacdo de filme polimérico e imobilizacdo da proteina
estudada.

O acido acético foi utilizado para a limpeza e tratamento do feltro de fibras de carbono, de
maneira que, em um Becker, ferveu-se 100 ml do acido e logo ap6s o inicio da fervura, colocou-
se o feltro de fibras de carbono, deixando-o durante 20 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida imergiu-se a CF em 50 ml de acetona em temperatura ambiente, durante 20 segundos.
Retirou-se, entdo, o material deixando-o descansar por 24 horas, em temperatura ambiente, em
uma placa Petri. No passo seguinte, foi utilizado 0,002g de CHIT diluido em 1ml de solucéo de
acido acético (2%), solucdo de a.a. composta por 20 ml de acido acético (a.a.) + 80 ml H.O de
uma solugdo previamente preparada (20%). Colocou-se no agitador, durante 30 minutos e apds,
diluiu-se a concentragéo de 0,002g de NTC-NHzem 1ml de DMSO e 0,002g de NTC-NHzem
a.a. (1%), permanecendo no sonicador durante 2 horas, obtendo-se entdo duas solucdes de

nanotubos.
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Sobre a superficie do CFE previamente limpo, utilizou-se por meio da técnica de dip
coating, método o qual foi efetuada a imersdo de 300uL de 0,001 g NTC-NHz e 300 uL 0,001g

de CHIT em &cido acético. O eletrodo permaneceu na estufa a 50°C, durante 1 hora, deixando-

o esfriar a temperatura ambiente. Este processo foi executado em cada etapa de imersdo de

CHIT e NTC-NH2em a.a., para cada triplicata de eletrodos.

Procedeu-se a VC para cada etapa de imersdo citada anteriormente, o que mostra diferentes
voltamogramas, de acordo com os testes realizados no software, ou seja, testes de velocidade

padréo, velocidade de varredura e estabilidade.

A escolha da CHIT, apesar de sua resistividade, foi baseada em sua biocompatibilidade e
propriedades como biopolimero que dispde de hidrofilia, estabilidade e capacidade de
modificacdo quimica, além de sua solubilidade, viscosidade, multiadesividade e porosidade do
material que aumenta a area de superficie dos sensores, amplificando o grau de resposta do sinal
(JIANG et al.,, 2019). Os grupos amino permitem ligagbes quimicas covalentes em
biomoléculas (KOEV et al., 2010), bem como uma alta permeabilidade e forca mecanica, que
facilitam a formacéo do filme e por conseguinte, a etapa de imobilizacdo (CAVALCANTI et
al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Posteriormente a todas as etapas de imerséo, por meio do uso de CHIT e NTC’s, foi
formado um filme polimérico de cor esbranquicada, o qual ap6s voltametria ciclica, analise e
interpretacdo dos dados, percebeu-se evolucdo e aumento nas diferencas de medida de corrente,
durante a leitura do eletrodo “limpo” e “modificado”, submetidos aos mesmos parametros no
software empregado. As leituras variaram em uma area de aproximadamente 5,80 V/mA
(limpo) para 90,45 V/mA (modificado), sem picos perceptiveis, em KCI, e area de 735,12
V/mA (limpo) para 1334,82 (modificado) em sonda redox.

Com o intuito de observar a diferenca da porcentagem de adsorcdo e difusdo das
moléculas no filme de CHIT em KCI, no estudo de velocidade de varredura de 10mV/s a
150mV/s, com imersao de 0,02 mg NTC-NH2 em 1mg/ml de a.a., o eletrodo modificado foi

submetido a ciclos de velocidade crescente com area de aproximadamente 51,02 V/mA e
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variacdo em torno de 33% no pico anddico e 16% no pico catddico. J& na leitura em sonda

redox, com area de 548,71 VV/mA, houve uma diferenca de 20% no processo de oxidag&o e 19%
na reducdo, ou seja, o filme demonstrou estar adsorvendo em maior quantidade, talvez devido
a acdo da CHIT ou bolhas de ar que porventura possam ter surgido.

Acerca do teste de estabilidade, o qual aplicou-se 30 ciclos sucessivos com velocidade
invariavel, foi possivel verificar o quanto o sinal elétrico variou na superficie sensora. A
diferenca no eletrodo limpo de 130,61 VV/mA para 2800,70 V/mA no modificado, com variacédo

obtida de 0,54%, para este, confirma o0 aumento da corrente gerada.

CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se no trabalho aumento da resposta analitica da superficie sensora do
eletrodo, devido ao arranjo das fibras de carbono de forma cilindrica e ranhuras que colaboram
para a formac&o do filme polimérico, assim como a composi¢do da quitosana, com seus grupos

amino, e a estrutura multilaminada dos nanotubos de carbono aminados.

O eletrodo mostrou-se eficiente e promissor, com relacdo ao design e estrutura de swab,
com intengéo de aplicagdo como imunossensor. Pretende-se, corrigir a questdo da adsorgéo do
filme nas proximas etapas e proceder a imobilizacdo do componente bioldgico de escolha, para

fins de reconhecimento.

Palavras-chave: Biossensor, Imunossensor, Fibra de carbono, Quitosana, Nanomateriais.
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