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Objetivos

Este projeto propde a fabricagcdo de eletrodos
carbonizados com laser de CO, a partir de um
substrato de poliimida (fita Kapton) para
aplicacdo como biossensor eletroquimico na
deteccado de biomarcadores de cancer, como a
proteina HER-2. O uso do laser de CO, permite
a conversao de substratos ndo condutores em
condutores, o que permite a fabricacdo de
eletrodos de forma simples, rapida e escalavel
[1. Os parametros do laser, tais como
velocidade de varredura e distancia de linhas,
influenciam as propriedades quimicas do
material carbonizado e, consequentemente,
seu desempenho eletroquimico [2]. Com o
intuito de investigar a relagdo entre os
parametros do laser de CO, e as propriedades
dos eletrodos carbonizados, caracterizagdes de
seu desempenho eletroquimico e de sua
organizacdo estrutural foram realizadas
utilizando voltametria ciclica e espectroscopia
Raman. Além disso, uma estratégia de
imobilizagdo do  anticorpo  empregando
EDC/NHS (crosslinker) foi estudada.

Métodos e Procedimentos
Os eletrodos foram fabricados empregando um
laser de CO,, conforme imagem a seguir:
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Figura 1: Esquema representativo da fabricagédo dos
eletrodos carbonizados por laser de CO,.

Apos a fabricagao, os eletrodos foram ativados
eletroquimicamente em meio de tampao PBS
0,1 mol L™ (Phosphate Saline Buffer, pH 7,2)
utilizando cronoamperometria, aplicando-se
potenciais de -1,8 V por 30 s, e em seguida
+1,8 V por 30 s. O biossensor eletroquimico foi
montado a partir da modificacdo da superficie
dos eletrodos com uma solu¢cdo de EDC/NHS
(25 molLY 50 molL") em seguida foi
imobilizado o anticorpo especifico (50ug/mL)
para ligagdo com a molécula HER-2, o agente
de bloqueio foi o BSA 1%. As medidas
correlacionando a concentragdo de HER-2 com
o sinal de corrente foram realizadas utilizando

as sondas redox [Fe(CNg)]** 5 mmolL™.

Resultados
A carbonizagdo dos eletrodos foi realizada
utilizando uma poténcia de 1,4 W e distancia
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focal de 13 mm. Os parametros otimizados
foram a distancia de linhas (0,005 a 0,1 mm),
que define a proximidade das linhas
percorridas pelo laser e a velocidade de
varredura (80 a 120 mm/s), que controla a taxa
de passagem do feixe de laser na superficie.
As tabelas 1 e 2 apresentam os resultados
obtidos a partir dessas condicoes.
Tabela 1. Avaliagado da distancia entre linhas.

Distancia entre | Resisténcia Q | Distincia p Corrente de | Corrente de
linhas mm de picos mV oxidagdo pA | redugio uA
0,005 NA NA NA NA
0,01 198 =175 NA NA NA
0,02 9725 NA NA NA

0,03 86 =26 320£235 13+10 -13£10

0,04 91=8 130 =62 108 £95 -102+91

0,05 89=1 276 =32 12=1 -10=1

0,08 1187 205+8 8x7 -8+6

0.1 13512 19732 115 -10£5

Tabela 2. Avaliagao da velocidade de varredura.

Velocidade de | Resisténcia Q | Distanci:

é Corrente de | Corrente de
queima mm/s de picos mV

oxidagdo pA | redugio pA

80 918 13062 108 =95 -102=91

100 541+223 1614 39,06+0,75 | -38,72 £ 0,52

120 1246 =434 22428 3310 -32x10

A resisténcia variou conforme os parametros,
sobretudo a velocidade, mas n&o ha influéncia
significativa no perfil voltamétrico do par redox
[FE(CNg)I®*. As condigbes escolhidas de
fabricacdo dos eletrodos foram a distancia
entre linhas de 0,04 mm e velocidade de 80
mm/s, pois apresentaram separag¢des entre os
picos de oxidagdo e redugdo menores e
maiores sinais de corrente, 0 que indica uma
melhor reversibilidade eletroquimica.

A imobilizagdo das biomoléculas foi realizada
com EDC/NHS, que ativa grupos carboxila e
reage com amina, seguida pelo anticorpo de
captura e bloqueio com BSA, por incubagio
durante a noite em camara umida a 4°C. A
proteina HER-2 foi estudada nas
concentragdes de 10", 102 e 10™"° mg/mL por
voltametria de onda quadrada (SWV).
Observou-se a diminuigdo do sinal de corrente
da sonda redox [Fe(CNg)®** em 5 mmollL™,
conforme o aumento da concentracido da
HER-2 (Figura 2). Esses resultados mostram
que houve o reconhecimento (ligagcdo) entre o
anticorpo e a molécula alvo e que o bloqueio
(BSA) foi efetivo para as ligagbes néo
especificas.
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Figura 2: SWV registradas no eletrodo carbonizado
de poliimida utilizando [Fe(CNg)]** em 5 mmol-L™"
em meio de KCI 0,1 mol-L" em diferentes
concentragdes da proteina HER-2.

Conclusodes

A fabricagdo de eletrodos carbonizados por
laser de CO, foi uma estratégia eficiente a partir
das estratégias de otimizagdo, evidenciando
condicbes que favorecem a cinética de
transferéncia de elétrons. Com a ativagao e as
etapas posteriores de modificagdo, a
imobilizagdo dos anticorpos anti-HER-2 por
EDC/NHS demonstrou ser promissora, sendo
confirmada pela diminuicdo do sinal de
corrente da sonda redox a medida que as
concentragdes da molécula alvo (HER-2) foram
aumentando. Vale destacar que ainda séao
necessarios estudos para melhorar a
modificagdo, tais como a faixa de concentragéo
da molécula-alvo e as condig¢des de incubagao,
para obter um biossensor com uma resposta
mais reprodutivel. Os testes iniciais indicam
que o biossensor de baixo custo apresenta
potencial promissor para a detec¢gao de HER-2.
Os autores declaram nao haver conflito de
interesses.
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