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RESUMO

O presente trabalho apresenta a elaboracdo de um biossensor fotoeletroquimico a base
do semicondutor 6xido de cobre (Cu20) e o material bioldgico anticorpo do PSA para detec¢ao
do PSA. O sensor foi caracterizado pela técnica de Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica e as medidas de fotocorrente foram obtidas por amperometria empregando-se
uma lampada de luz LED como fonte de irradiacdo. Apds a otimizacdo dos parametros
experimentais o biossensor apresentou boa resposta para a imunorreac¢ao exibindo uma ampla
faixa linear de concentrag¢do entre 1,0 ng / mL e 1000,0 ng / mL (com 7> = 0,995), com limite
de deteccdo de 1,0 ng / mL. A seletividade do fotosensor foi avaliada frente as espécies, tais
como 4cido drico, dcido ascorbico, BSA e glicose e os resultados demostraram que o biossensor

proposto apresenta uma boa seletividade para a detec¢do de PSA.

Palavras-chave: Biossensor. Oxido de Cobre. PSA.



ABSTRACT

The present work presents the preparation of a photoelectrochemical biosensor based
on the copper oxide (Cu20) semiconductor and the PSA biological antibody material for the
PSA detection. The sensor was characterized by the Electrochemical Impedance Spectroscopy
technique and the photocurrent measurements were obtained by amperometry employing an
LED light as an irradiation source. After optimization of the experimental parameters, the
biosensor presented a good response to the immunoreaction, exhibiting a wide linear
concentration range between 1.0 ng / mL and 1000.0 ng / mL (with 2= 0.995), with a detection
limit of 1.0 ng / mL. The photosensor selectivity was evaluated against the species such as uric
acid, ascorbic acid, BSA and glucose, and the results had demonstrated that the proposed

biosensor presents a good selectivity for the PSA detection.

Keywords: Biosensor. Copper Oxide. PSA.
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1 INTRODUCAO

Nas mais diversas dreas clinica, farmacoldgica, bioldgica, alimentos e ambiental
a necessidade de monitoramento de microrganismos e de substincias bioldgicas ou
quimicas que possam causar algum dano a satude é primordial, nesse sentido a busca por
dispositivos ou técnicas que possam realizar com precisdo e rapidez andlises como, de
farmacos, drogas, andlises de alimentos, diagnostico de doencgas, cresce rapidamente.

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) mostram que o cancer de
prostata (CP) € a neoplasia maligna ndo cutinea mais comum que acomete o homem
brasileiro e a segunda maior causa de mortalidade por cancer masculino, em 2018 pelo
INCA foi constado 68.220 casos de cancer de prostata. Entre a faixa etdria mais acometida
encontram-se os homens com mais de 50 anos, sendo com maior incidéncia na zona
periférica da préstata e, portanto, assintomdtico nas fases iniciais (INCA, 2018). Com o
advento do Antigeno Prostitico Especifico (PSA), tem se mostrado como fator
importante, porém nao exclusivo nesse processo. Isso porque varias doencas como
prostatite cronica, prostatite aguda, CP e outras elevam os niveis sérico dessa proteina.
Através de bidpsias mais precoce e protocolos atuais, permitiu-se o diagndstico mais
precoce da doenga. Atualmente, na tentativa de se diminuir a mortalidade especifica da
doenca, a idade recomendada para a primeira determinagdo sérica do PSA, segundo a
Associagdo de Urologia, € a partir dos 40 anos.

Nesta vertente, o campo dos biossensores tem se mostrado como uma 6tima opgao
sendo empregado na deteccdo e monitoramento em dreas como: ambiental (AMINE,
2006), andlises para a seguranga alimentar (FERRO, 2008), diagnodstico clinico
(RIBOVSKI, 2017) entre outros. Muitas pesquisas constam que sensores € biossensores
estdo cada vez mais frequentes e sao melhores para deteccao de cancer e biomarcadores
cardiacos do que outros meios de anélises (CELINE, 2016).

Sensores sdo dispositivos sensiveis a interagdo com alguma forma de energia do
ambiente podendo ser luminosa, térmica, cinética, entre outras, relacionando informacdes
sobre uma grandeza fisica que precisa ser mensurada, como: temperatura, pressao,
velocidade, corrente, etc. O sinal de saida deve ser manipulado antes da sua leitura no
sistema de controle. A qualidade das informa¢des com um minimo de manipulacdo do
sistema depende da interacao do sensor com o analito, o sensor € unido a um transdutor,
que converte a interacdo analito-sensor em um sinal analitico mensurdvel (RODRIGUES
etal., 2018). Os sensores apresentam boa aceitagao no mercado por ser um modelo limpo

para aplicacdes analiticas, ou seja, ndo produz residuos, sd@o rapidos nas andlises, tem
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baixo custo de producgdo, sdo precisos e seletivos € com uma alta sensibilidade (RUIZ,
2015). Atualmente existem varios tipos de sensores, podendo ser citados os sensores
eletroquimicos, sensores Opticos, amperométricos, piezo elétricos.

Uma classe interessante a ser destacada sdo os biossensores que sao dispositivos
que fazem uso de materiais bioldgicos, tais como, proteinas, enzimas, anticorpos, DNA e
células, acoplados em um transdutor. Em relagdo aos métodos convencionais, 0s
biossensores oferecem vantagens, como baixo custo, resposta rdpida, portabilidade, facil
manuseio e as etapas de tratamentos das amostras ndo sdo tdo complexas, além de
poderem ser miniaturizados. Os biossensores podem ser melhores ainda do que os
sensores, pois apresentam  caracteristicas excelentes como: seletividade,
reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade e linearidade (BHALLA et al., 2016).

Recentemente uma nova classe de biossensores vem ganhando destaque na
literatura sdo os biossensores fotoeletroquimicos, devido apresentarem excelentes
propriedades como boa estabilidade, seletividade e robustez, estes dispositivos combinam
propriedades das técnicas fotoquimica/eletroquimica. Para elaboracao de um biossensor
fotoeletroquimico € de extrema importancia a escolha adequada dos materiais fotoativos
ou as combinagdes destes. Materiais como 6xidos metélicos, nanomateriais de carbono,
quantum dots, halogenetos, complexos inorginicos, sdo exemplos de compostos

fotoativos utilizados no desenvolvimento desses dispositivos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de Prostata

O cancer de prostata é mais frequente em homens de idade mais avancada entre
55 anos em diante, mas também pode surgir por histérico familiar e por problemas de
saide como obesidade e sobrepeso, é uma das principais causas de mortes em homens.
Esse cancer ocorre na préstata, que € uma glandula que estd localizada abaixo da bexiga
juntamente com a uretra, canal que liga a bexiga ao orificio externo do pénis. Estimasse
que em cada 100 mil homens, 66,12 apresentam o cincer de préstata (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019). Algumas células podem se multiplicar muito ripido descontroladamente
formando tumores que podem ser benignos ou malignos, conhecido como cancer, em
alguns casos o cancer de préstata pode crescer sem causar sérios danos e seu crescimento
€ lento, j4 em outros casos seu crescimento € rapido, podendo se espalhar para outros
orgdos causando a morte (VIEIRA, 2012), esse fendmeno € conhecido como metastase.

O diagnostico precoce dessa doenga evita muitas mortes aos homens, aumentando
suas chances de cura antes que se manifeste por outros 6rgaos, levando assim ao ébito
(CASTANHO e BARROS, 2007). A causa de muitas mortes é o diagndstico tardio da
doenca, homens com idade entre 45 e 50 anos tém o preconceito € medo do exame de
detec¢do da doenca, o toque renal. Barros 2007 diz que, a falta de conhecimentos,
preconceito ao exame, a falta de procedimentos tanto sensiveis como especifico que possa
identificar o tumor ainda na sua fase microscopica sao alguns dos motivos do diagndstico
tardio da doenca.

Alguns autores relatam que o exame de toque renal tem uma ideia que pode chegar
a ser uma violacdo e até comprometer a masculinidade dos homens. Independente do
exame ser eficaz, aspectos simbdlicos interferem na decisdo de se fazer o diagndstico
criando assim uma barreira entre os homens (NASCIMENTO, 2000; GOMES, 2018).

O PSA (antigeno especifico da prdstata) € uma molécula produzida na prostata e
tem como principal fungdo liquefazer o codgulo seminal Figura 1, sua presenga no plasma
€ normalmente pequena, quando o individuou estd com CP a produgdo desse antigeno €
maior. Assim foi desenvolvido o exame PSA, um tipo de exame de sangue que analisa a
quantidade de antigeno especifico prostético presente no sangue. A detec¢do do PSA s6
foi possivel apds o isolamento e a purificacdo do mesmo, em virtude disso, foi possivel o
desenvolvimento de métodos imunoldgicos. Esse método tinha uma sensibilidade de

5.000 a 1 ng/mL, atualmente a deteccdo quantitativa do PSA € feita com ajuda de
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computadores que utilizam técnicas imunoldgicas, essas técnicas sdo altamente sensiveis
com pelo menos 0,001 ng/mL, ajudando a andlise do PSA em muitos fluidos biolégicos

extraprostatico (SAWAYA e ROLIM, 2004).

Figura 1- Estrutura tridimensional do PSA.

-

Fonte: WIKIPEDIA, 2019.

O PSA € um excelente e importante marcador para determinar e detectar o estagio
e monitorar o cancer de prostata, ajuda a diferenciar as patologias prostatica benigno e
maligno e descarta as bidpsias desnecessdrias, tendo em mente que com o aumento da
idade seus niveis aumentam (CONTE et al., 2010). A concentracdo de PSA no soro
humano é <4 ng/mL para pessoas saudaveis, sua detec¢do no sangue € importante para o
diagnéstico do CP (LEI et al, 2019).

Exames de prevengdo sdo opg¢des para que no futuro os homens ndo sejam
diagnosticados com essa doenca. Estilos de vida mais sauddveis como: evitar o consumo
exagerado de bebidas alcodlicas, ndo fumar, manter a massa corporal adequada, praticar
exercicios fisicos com frequéncia e sempre ter uma alimentagdo saudavel, contribuem
para evitar o aparecimento da doenca. Os sinais mais frequentes dessa doenca é
dificuldade de urinar, sangramento na urina, necessidade de urinar diversas vezes, entre
outros sintomas. Para a deteccdo sdo feitos exames tanto de sangue PSA como o exame
de toque retal.

Uma maneira de detectar a concentragdo do PSA € realizando ensaios
imunoldgicos com seu anticorpo através de uma reacdo especifica antigeno-anticorpo.
Sendo assim os biossensores s@o uma alternativa vidvel para monitorar esse tipo de

reacao.
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2.2 Biossensores

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) “Um
biossensor é um instrumento integrado que € capaz de fornecer uma informacao analitica
especifica, quantitativa ou semi-quantitativa através do uso de um elemento de
reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico) que estd em contato direto com o
elemento de transdugdo” (THEVENOT et al., 2001). O primeiro biossensor foi
desenvolvido por Leland C. Clark Jr em 1956 ele ¢ conhecido como “pai dos
biossensores” pois criou o biossensor para detec¢cdo do oxigénio, sua invengao ¢ chamada
de Eletrodo Clark. Apenas em 1975 foi desenvolvido o primeiro biossensor cormecial
pela Yellow Spring Instruments (Y SI).

Um biossensor apresenta os seguintes componentes: analito, a substincia a ser
analisada; bioreceptor, tem funcdo de reconhecer o analito, exemplos de bioreceptor sdo:
enzimas, DNA, células, anticorpos entre outros, esse processo gera um sinal (luz,
potencial, calor, carga, corrente, etc), esquema demonstrado na Figura 2, quando ocorre
a interac@o do bioreceptor com o analito esse processo € chamado de bio-reconhecimento;
transdutor, tem o papel de converter um tipo de energia em outra, o transdutor converte o
bio-reconhecimento em um sinal mensurdvel, esse processo € conhecido como
sinalizag¢do, quase todos os transdutores produzem sinais Opticos ou elétricos que sao
proporcionais a interacdo entre o bioreceptor e o analito; eletrbnica, tem a funcio de
traduzir o sinal transduzido, ou seja, condiciona os sinais, ampliando e fazendo a
conversao do sinal analégico para o formato digital, esses sinais sdo quantificados; visor,
nessa parte ocorre a interagdo do software com o hardware que mostra os resultados do
biossensor para os usudrios, esse resultado demonstrado pelo visor pode ser por imagem,

numérico, tabular ou grafico (BHALLA et al., 2016).



18

Figura 2- Esquema geral de um biossensor.
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Fonte: BRAZACA, 2019.

Os biossensores estdo cada vez mais sendo utilizados em vdérias dreas por
possuirem grandes vantagens, eles t€m baixo custo, alta sensibilidade, alta especificidade,
respostas rdpidas entre outras vantagens (RODRIGUES et al., 2018). A seletividade é
umas das caracteristicas mais importante de um biossensor, a seletividade estar
diretamente envolvida na capacidade de um bioreceptor detectar o analito de interesse
tendo na amostra aditivos e contaminantes, um exemplo € a interagdo de um anticorpos
com o antigeno, o processo acontece quando os anticorpos (bioreceptor) sao imobilizado
no transdutor, uma solucao contendo os antigenos € exposta ao transdutor, onde ocorre a
interacdo apenas dos antigenos com os anticorpos. A reprodutibilidade € a capacidade de
precisdo do biossensor que gera respostas idénticas ou semelhantes a cada vez que a
amostra € analisada, tem a capacidade de fornecer um valor médio préximo ao valor real,
levando em conta que a amostra serd analisada mais de uma vez, sinais de
reprodutibilidade fornece altissima confianga para as respostas de um biossensor. A
estabilidade € um recurso crucial quando se usa um biossensor para monitoramento
continuo, a temperatura, a afinidade do bioreceptor e a degradacao do bioreceptor podem
influenciar na estabilidade do biossensor, por isso devem ser feitas algumas medidas,
como, ajuste apropriado de eletrOonica para se ter uma resposta estivel do sensor.
Sensibilidade € a capacidade do biossensor conseguir detectar o analito mesmo em

quantidades baixissimas como ng/mL ou até mesmo fg/mL (BHALLA et al., 2016).
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Existem vdrias classificacdes de dispositivos do tipo biossensores, eles podem ser
classificados de acordo com o material bioldgico especifico, também pode ser
classificado pelo tipo de sinal de transdug@o e até mesmo pela combinagdo dos dois

(THEVENOT et al., 2001).

2.2.1 Tipos de Biossensores

Biossensores por enzimas — esses biossensores foram projetados em 1967 por
Updike e Hicks, esse dispositivo € baseado na imobilizacdo, ou seja, utiliza a adsor¢do de
enzimas por meio de forcas de van der Waals, ligacdes covalentes ou i0nicas. As enzimas
utilizadas sdo do tipo amino oxidases, polifenoloxidases, oxidorredutases e peroxidases.

Biossensores de DNA — sdo baseados na detecc¢io e quantificacao especifica de
DNA, sdo bastante utilizados na drea da saude, esse tipo de dispositivo tem a capacidade
de diagnosticar com mais rapidez quase todas as doencas, tem também a capacidade de
diagnosticar venenos como pesticidas e a resisténcia a antibidticos (BLAIR e
CORRIGAN, 2019).

Biossensores baseados em células — eles foram desenvolvidos por Diviés.
Biossensores baseados em tecido tem como base tecido vegetal e animal, o analito pode
ser um inibidor, os que sdo baseados em organelas foram desenvolvidos utilizando
cloroplastos, membranas, microssomos € mitocondrias.

Imunossensores — foram desenvolvidos com base em anticorpos, pois t€ém uma ata
interagdo com seus antigenos, mesmo que na amostra contenha contaminantes os
anticorpos s irdo reagir com seus antigenos.

Biossensores magnéticos — sdo baseados na deteccdo micro e nanoparticulas
magnéticas, esses tipos de biossensores sdo bastantes sensiveis e tem grande potencial em
termos de tamanho, neles sao utilizados o efeito de magnetorresisténcia.

Biossensores piezo elétricos — utiliza dois tipos de técnicas, uma por meio da
microbalanca de cristal de quartzo e a outra por meio de aparelhos de ondas acusticas de
superficie, sdo baseados na mudanca da frequéncia de ressonancia de um cristal
piezoelétrico.

Biossensores Opticos — sdo feitos por uma fonte de luz, onde gera um feixe de luz
com caracteristicas especificas, utilizando a ajuda de um fotodetector para levar essa luz

para um agente modulador.

2.3 Fotoeletroquimica



20

O Biossensor Fotoeletroquimico (PEC) vem se destacando cada vez mais em
relagdo aos outros biossensores pois eles t€ém uma alta sensibilidade, uma excelente
detec¢do e separacdo de sinais da fonte de excitacdo, sdo altamente sensiveis gracas as
baixas respostas de correntes por causa da excitacdo eletroquimicas com o acoplamento
de luz, em comparacdo aos outros biossensores como o baseado em fluorescéncia o
sistema PEC s3o melhores, pois ndo requerem de imagens O&tica, o método
fotoeletroquimica € muito mais simples, rdpido e econdmico. Esse dispositivo vem
aumentando o interesse na drea das pesquisas tendo o alvo em bio-sistema, como
antigenos, enzimas, DNA, proteinas entre outros (ATCHUDAN et al., 2019).

O processo fotocatalitico tem inicio ao se irradiar o material fotoativo com f6tons
de energia superior ou igual ao band gap (Eg), nesse momento ha promocgdo de elétrons
excitados (e") para a banda de condugdo (BC) e formagdo de lacunas (h*) na banda de
valéncia (BV). E essencial que haja um processo apropriado para suprimir a
recombinacdo do par e’sc/h*gv € assim seja gerada fotocorrente no sistema. A Figura 3,

mostra o processo de fotoexcitacdo em um semicondutor.

Figura 3- Representagdo esquemdtica do mecanismo PEC.
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Fonte: SAKE, 2017.

O sistema PEC tem como base um eletrodo semicondutor fotoativo do tipo-n ou
tipo-p, o eletrodo de trabalho e um contra-eletrodo sao feitos pelo um semicondutor ou
metal (YI-TONG et al., 2019). A interface de um biossensor fotoeletroquimico sio

basicamente compostos de materiais foto-eletroativos e receptores biolégicos, os matérias
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foto-eletroativos servem como um transdutor de energia para gerar fotocorrente apds a
iluminacdo, esse transdutor serve para imobilizar o receptor biolégico, para melhorar o
sensor PEC, podem ser utilizados vérios nanoparticulas semicondutoras, elas t€ém
mostrado um desempenho de detec¢do superior, as nanoparticulas semicondutoras
desenvolvem um papel importante nos biossensores PEC, isso por causa de suas
caracteristicas elétricas e Opticas e por causa de sua estabilidade fisico-quimica
(ATCHUDAN et al., 2019).

A bioandlise fotoeletroquimica (PEC) € baseada na iluminagdo da luz, seu
principio estd relacionado com conversao foto-elétrica das espécies semicondutoras com
um transdutor. A PEC foi recentemente adaptada para deteccdo de biomoléculas
sensiveis, pois a necessidade de se ter bioandlise com grande poder de sensibilidade, que
tenha respostas rdpidas e especificas € de grande importancia para inimeras areas, por
exemplo, seguranga alimentar, diagnosticos de doencas, monitoramento ambiental e
pesquisas de novos medicamentos. A PEC é uma técnica mais simples onde possui
instrumentos simples e modos de detec¢do mais faceis, onde seu custo € barato, possui
alta sensibilidade por causa da energia utilizada como fonte de entrada (excitacdo) e de
saida de sinal (detec¢do). Comparados com bioanélise Optica, os sensores PEC sdo mais
faceis e de baixo custo e eles podem ser preparados com técnicas de bancadas (YI-TONG,
2019).

Para que seja possivel a constru¢do de biosensores fotoeletroquimicos com boa
estabilidade, seletividade e robustez € de extrema importancia a escolha adequada dos
materiais fotoativos ou as combinacdes destes. Materiais como O6xidos metalicos,
nanomateriais de carbono, quantum dots, halogenetos, complexos inorganicos, sao
exemplos de compostos fotoativos utilizados no desenvolvimento de biossensores
fotoeletroquimicos.

Os semicondutores de 6xido de metal em muitos dos casos t€m vantagens de
manipulagdes simples, tem baixo custo e grande estabilidade quimica. O 6xido de cobre
(CuO) € um tipico semicondutor do tipo-p, ele absorve bem a luz visivel do espectro solar
e 1sso tem atraido muito a aten¢do. Os semicondutores do tipo-p tém rdpida transferéncia
de elétrons para a solucgdo eletrolitica onde gera um fluxo de fotocorrente catddica (YI-
TONG, 2019). O 6xido de cobre € um excelente semicondutor com band-gap de 1,34 eV,
alta atividade catalitica, ndo € toxico, e encontra vdrias aplicacdes sendo comumente

usado na preparacdo de catalisadores, sensores de gés, biossensores, semicondutores e
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baterias recarregdveis de fons de litio (CHEN, 2003; CHOWDHURI, 2004; LUQUE et
al.,2005; e SUN, 2013).

Baseado no que foi apresentado o presente trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de um imunossensor fotoeletroquimico a base de 6xido de cobre (Cu20)
modificado com o anti-PSA para determinacao do seu anticorpo. Neste sistema utilizou-

se a luz LED visivel como fonte de energia.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Desenvolver uma nova plataforma para a obtencdo de um biosensor
fotoeletroquimico a base do semincondutor Cu20 e do material bioldgico a anti-PSA para

a determinacdo do PSA.

3.2 Objetivos Especificos

a) Modificar a superficie do eletrodo de ITO com Cu2O por eletrodeposi¢do;

b) Imobilizar o anti-PSA, sobre a superficie do ITO modificado com CuxO;

c) Estudar as resisténcias a transferéncia de carga dos filmes preparados por
Espectrometria de Impedancia Eletroquimica;

d) Verificar a resposta fotoamperométrica do sensor anti-PSA-Cu0O/ITO na
auséncia e presenca do PSA;

e) Otimizar a resposta fotoeletroquimica do biossensor em termos do pH, solu¢do
tampao, tempo de interacio e potencial aplicado;

f) Construir curva analitica para o PSA;

g) Avaliar a seletividade do biossensor frente as respostas fotoeletroquimicas de

espécies interferentes;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Reagente e Solucoes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Sulfato de
cobre  (Sigma), citrato de soédio (Isofar), dcido  4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfonico (HEPES), fosfatos de s6dio monobdsico (Isofar), 4cido citrico
(Synth), sulfato de sédio (Isofar), dcido ascorbico (Isofar), dcido urico (Isofar), glicose
(Isofar), glutraldeido (Sigma), BSA (Sigma), quitosana (Sigma), anti-PSA e PSA
(Sigma). Todas solugdes foram preparadas com dgua purificada num sistema OS100LXE,

obtido da companhia GEHAKA (Gehaka Ltd., Sao Paulo, SP, Brasil).

4.2 Estudos Eletroquimicos e Fotoeletroquimicos

As medidas de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica e as medidas
fotoeletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato PGSTAT204
Methrom controlado pelo Software Nova 2.1 conectada a uma célula contendo trés
eletrodos: Oxido de estanho dopado com indio (ITO) utilizado como eletrodo de trabalho;
um fio de ouro, utilizado como contra-eletrodo e o eletrodo de Ag/AgCl (saturado) como
eletrodo de referéncia.

Os espectros de impedancia foram obtidos em 0,1 mol L' de uma solugio de KCl
contento 5 mmol L' de [Fe(CN)e] ¥ numa faixa de frequéncia de 10 MHZ — 0,1 MHz,
sob amplitude AC de 10 mV.

Para se estabelecer as melhores condi¢des experimentais em relagdo a atividade
fotoeletroquimica do biossensor para determinacdo do PSA estudou-se os efeitos do pH
em diferentes valores (5,0; 5,5; 6,0; 6,6; 7,0; 7,5 e 8,0), solu¢do tampao HEPES,
Mcllvaine e fosfato, potencial nos valores de -0,1, -0,2, -0,3, -0,4 e -0,5 V, e tempo de
incubacdo nos valores de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min.

Os experimentos de fotoeletroquimica iniciais antes da otimizacao dos parametros
operacionais e experimentais foram realizados em 0,1 mol L™! de solucéo tampdo fosfato,
pH 7,0, aplicando-se um potencial ao eletrodo de trabalho de -0,2 V, sob aplicagdo de luz
LED, em uma célula de 5,0 mL. Apds a otimizacdo dos parametros as medidas foram
realizadas em 0,1 mol L' de solucdo tampdo fosfato, pH 5,0, aplicando-se um potencial
ao eletrodo de trabalho de -0,2 V, e tempo de incubagdo de 15 min.

A curva analitica foi construida utilizando solu¢do padrao de PSA numa faixa de

concentracdo de Ing/mL a 1000ng/mL.
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O estudo de possiveis interferentes como BSA, glicose, dcido trico, dcido
ascorbico, foi realizado na presenca do biossensor fotoeletroquimico proposto. Avaliou-
se a resposta fotoeletroquimica de PSA na presenca de cada interferente numa propor¢ao
1:1, 1:10 e 1:100.

Todos os experimentos fotoeletroquimicos foram realizados no interior de uma

caixa para controlar a entrada de luz contendo a célula eletroquimica de trés eletrodos.

4.3 Construcao do sensor fotoeletroquimico anti-PSA/Cu20/ITO

Inicialmente, o eletrodo de ITO foi imerso em uma solu¢do etandlica durante 15
minutos em um ultrassom para remog¢ao de quaisquer espécies adsorvidas e em seguida o
eletrodo foi lavado com &4gua destilada. Posteriormente preparou-se 10,0 mL de uma
solucdo aquosa contendo 0,4 mol L' de Na3sCs HsO7¢ 1,0x 102 mol L' de CuSO4, com
pH em torno de 5,5, sendo corrigido com &cido tartarico para pH 2,5. A eletrodeposi¢ao
de Cux0 foi realizada por amperometria (HOSSAIN et al., 2017), com potencial aplicado
-0,5 V, durante 3600 s. Posteriormente, adicionou-se uma aliquota de 10 puL da solucdo
contendo 250 pg / mL de Anti-PSA, glutaraldéido 1%, quitosana 0,15%, para garantir a
imobilizacdo da enzima sobre a superficie do filme de Cu2O eletrodepositado em ITO,
deixando-o secar a temperatura ambiente, depois o eletrodo modificado foi denominado

anti-PSA/CuO/ITO.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do sensor por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
Com o objetivo de se obter informagdes a respeito do sensor proposto utilizou-se
a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) para avaliar as resisténcias a
transferéncia de carga do biossensor fotoeletroquimico e comparar com a resposta EIS do
eletrodo ITO e do ITO modificado apenas com o CuxO (Figura 4). Com base nos
espectros, ao se comparar a Ri apenas do eletrodo ITO (espectro vermelho) com a
modificacdo CuO/ITO (espectro preto) observa-se que a eletrodeposi¢cdo do Cu,O
melhora significativamente a transferéncia de carga do sistema proporcionando uma
diminui¢do na impedancia quando comparada apenas com a impedancia do eletrodo ITO.
Ao se comparar a modificagdo Cu2O/ITO com a modificacdo completa Anti-PSA/CuxO-
/ITO (espectro azul), verifica-se que o Cuz20O apresenta um semicirculo significativamente
menor que o do material Anti-PSA/CuxO/ITO, mostrando que a imobilizacdo da enzima
aumenta a resisténcia a transferéncia de carga do filme, entretando, valores mais altos de
R ap6s a imobilizagdo de materiais biolégicos podem ser esperados, uma vez que

aumentam a impedancia do sistema (DING, et al., 2005).

Figura 4- Diagrama Nyquist realizados em solugfo 0,1 mol L' de KCl contendo 5,0 x 10~* mol L"!
Fe(CN)s]* ™ para o ITO niio modificado (espectro vermelho), ITO modificado com: CuxO (espectro
preto); anti-PSA/Cu,O (espectro azul).
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Fonte: ARAUJO, 2019.
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5.2 Comportamento fotoeletroquimico do sensor na auséncia e presenca do PSA

A Figura 5 mostra as respostas amperométricas para o biossensor anti-
PSA/CuxO/ITO cujas condi¢des experimentais e operacionais utilizadas foram: 0,1 mol
L' de uma soluciio tampdo fosfato, pH 7,0, com um potencial aplicado de -0,2 V vs
Ag/AgCl. O amperograma em preto apresenta a resposta amperométrica para a
modificagdo Cu2O/ITO, a qual mostra a maior fotocorrente gerada com valor médio de
45 uA, apés a adiciio de uma aliquota de 10 uL de uma solugdo contento 2,5 x 10 mol
L' de anti-PSA, amperograma vermelho, a fotocorrente gerada ficou em torno de 22 p A,
evidenciando que a imobilizagdo da espécie bioldgica ocorreu de forma eficiente podendo
ser comprovada pela diminuicdo nos pares elétrons/lacuna fotogerados e
consequentemente diminuicdo da fotocorrente, resultado que estd de acordo com as
respostas de impedancia. Em seguida adicionou-se uma aliquota de 1,0 x 107 mol L
de PSA a modificacdo anti-PSA/Cu,O/ITO, apds percorrido o tempo de reacdo entre o
PSA e anti-PSA realizou-se a leitura obtendo-se uma fotocorrente no valor de 6 A, esse
menor valor de fotocorrente evidencia que a reacdo ocorreu de forma efetiva
possibilitanto assim monitorar a variagdo da concentracido de PSA através da diminui¢do

no valor da fotocorrente.

Figura 5- Resposta fotoeletroquimica do Cu,O/ITO (amperograma preto), anti-PSA/Cu,O/ITO
(amperograma vermelho) e anti-PSA/Cu,O/ITO ap6s reagdo com PSA (amperograma azul), em tampao
fosfato 0,1 mol L', pH 7,0, potencial aplicado de -0,2 V.
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Fonte: ARAUJO, 2019.

5.3 Influéncia dos parametros experimentais e operacionais na resposta

fotoeletroquimica de HQ sobre o biossensor HRP-CuS/FTO
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Inicialmente estudou-se a influéncia do pH do eletrdlito que por sua vez é
importante para se avaliar o desempenho do biossensor porque a atividade da enzima ¢é
muito influenciada por este pardmetro. Assim, a Figura 6 mostra o efeito do pH sobre as
fotocorrentes do biossensor empregando-se 0,1 mol L' da solucdo tampdo fostato, com
diferentes valores de pH (5,0 a 8,0). De acordo com esta figura observa-se que a resposta
fotoeletroquimica do biossensor sofre uma diminuicao progressiva e significativa do pH
5,0 ao 8,0. Os maiores valores de fotocorrente foram obtidos em meio acido e estdao
relacionados a redugdo das espécies H™ para H» pelos elétrons fotogerados pela
plataforma Cu2O, por outro lado em um meio alcalino predominam as espécies OH™ que
nio consomem os elétrons fotogerados havendo assim consequente diminuicdo da

fotocorrente.

Figura 6- Resposta fotoeletroquimica do biossensor anti-PSA/Cu,O/ITO em tampio fostato 0,1 mol L,
em diferentes valores de pH, potencial aplicado de -0,2 V.
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Adicionalmente, para se averiguar o efeito de diferentes tampdes sobre a
performance fotoeletroquimica do biossensor a base de anti-PSA/Cu>O/ITO, quatro
solucdes eletroliticas na concentraciio 0,1 mol L' e pH 5,0 foram preparadas HEPES,
Mcllvaine — MCV, briton robson -br e fosfato - TF. Dentre os tampdes estudados (Figura
7), observou-se que o tampdo fosfato forneceu as maiores respostas em termos de
fotocorrente quando comparado aos outros tampdes, que apresentaram valores de

fotocorrentes bem préximos. Este resultado pode estar associado a melhor mobilidade
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dos fons que compdem esse tampao, possibilitando assim uma melhor difusdo destes para

a superficie do eletrodo.

Figura 7- Resposta fotoeletroquimica do biossensor anti-PSA/Cu,O/ITO em diferentes tampdes
na concentragdo de 0,1 mol L'}, pH 5,0, potencial aplicado de -0,2 V.
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Como parametro operacional estudou-se o potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho, que também é um dos parametros mais expressivos que pode influenciar
significativamente no desempenho analitico de um sensor, € consequentemente, na
sensibilidade deste. Neste sentido, avaliou-se as fotocorrentes em uma faixa de potencial
de -0,1 a-0,5 Vem 0,1 mol L de solucdo TF (pH 5,0), Figura 8. De acordo com os
resultados apresentados nesta figura, observa-se que a fotocorrente aumenta de -0,1 a -
0,2 V, tendo uma significativa diminui¢do a partir deste potencial até —0,5 V. Este
resultado diretamente relacionado Cu2O que apresenta boa estabilidade e maior geragdo

de pares elétrons/lacunas nesse valor de potencial -0,2 V, em valores de potencial mais

negativos a diminui¢do na geragdo do par elétron/lacuna e o material fica menos estavel.
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Figura 8- Resposta fotoeletroquimica do biossensor anti-PSA/Cu,O/ITO em tampdo fosfato 0,1 mol L,
pH 5,0, em diferentes valores de potencial.
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A Figura 9 mostra os resultados referente ao tempo de imunorreacdo, que afeta
diretamente a sensibilidade do imunoensaio PEC. Geralmente, a taxa de reacdo antigeno-
anticorpo aumenta com o aumento do tempo, para a imunorreacdo antigeno-anticorpo.
De acordo com os resultados obtidos a fotocorrente aumenta de forma progressiva do
tempo de 5 a 15 min, havendo uma estabilizacdo da fotocorrente nos tempos de 15 a 30
min, evidenciando que o tempo maximo para que a reagdo atinja o equilibrio dindmico

seja de 15 min, sendo este tempo escolhido para realizagdo dos experimentos posteriores.
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Figura 9- Resposta fotoeletroquimica do biossensor anti-PSA/Cu,O/ITO em tampdo fosfato 0,1 mol L™,
pH 5,0, para diferentes tempos de imunorreagdo, potencial aplicado de -0,2 V.
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5.4 Desempenho analitico do biossensor fotoeletroquimico para determinacao de
PSA

ApOs a determinagdo das condigdes Otimas em termos dos parametros
experimentais e operacionais, avaliou-se o desempenho analitico do biossensor
fotoeletroquimico anti-PSA/CuxO/ITO, mediante a estratégia desenvolvida baseada na
variacao da fotocorrente de inibi¢do calculada por Al = Ip— I (fotocorrentes antes e apds
a adicdo do PSA, respectivamente), em funcdo de adicdes sucessivas de aliquotas da
solugdo de PSA, em 0,1 mol L' de solugdo TF, pH 5. Os resultados sdo mostrados na
Figura 10 em que hd uma diminui¢cdo da fotocorrente a medida que a concentracdo do
analito ¢ aumentada na célula eletroquimica. A curva de calibragdo referente a este
processo encontra-se na figura inserida a qual mostra uma relagdo linear entre a
fotocorrente e o log da concentracdo de PSA em uma faixa de concentragdo de 1 ng/ mL
a 1000 ng / mL, com limite de detec¢do de 1,0 ng / mL e r’= 0,995. A equagdo de
regressao obtida foi Al / pA =0,96133 —0,12943 log([PSA]) / ng/mL.
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Figura 10- (a) Amperogramas referente a diferentes concentragdes de PSA em tampdo fosfato 0,1 mol L™
pH 5,0. (b)curva analitica. Estudos conduzidos sob condi¢bes experimentais e operacionais otimizadas.
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5.5 Estudo da seletividade do sensor

O estudo de possiveis interferentes presentes em amostras que contem PSA foi
realizado na presencga do biossensor fotoeletroquimico proposto. Neste estudo avaliou-se
a resposta fotoeletroquimica do PSA na presenca de cada interferente numa propor¢ao
1:1 e 1:10 e verificou-se que a variacdo nas fotocorrentes foi inferior a 5%. Também
avaliou-se a resposta do PSA contendo o interferente numa concentracao 100 vezes maior
(Figura 11). De acordo com esta figura foi possivel calcular a percentagem da
interferéncia de cada espécie frente a resposta do PSA. Observou-se que a espécie que
menos interferiu na determinagdo do analito foi a glicose com uma porcentagem de 1,8
%. Os outros compostos apresentaram interferéncia de 10,2 % para acido drico, 14,6 %
para 4cido ascorbico e 15% para BSA, sugerindo que o sensor € influenciado por esssas

espécies numa concentragdo 100 vezes maior.

Figura 11- Efeito de alguns interferentes que podem influenciar na resposta do PSA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

ApO6s a andlise e o estudo de todas as etapas dos experimentos pode-se concluir
que a eletrodeposicdo do 6xido de cobre sobre o eletrodo de ITO mostrou-se ser uma
plataforma adequada para a imobilizacdo do material biolégico anti-PSA, possibilitando
a elaborac@o de um biossensor estavel para realizacao das medidas.

A imobiliza¢do do material bioldgico anti-PSA sobre o 6xido de cobre provocou
um aumento na resisténcia a transferéncia de carga do sistema, assim como diminui o
ndmero de pares elétrons/lacunas fotogerados no processo fotoeletroquimico.

As condi¢des Otimas para se obter as maiores fotocorrentes gerada pelo sistema
proposto foram conseguidas aplicando-se um potencial de -0,2 V, pois pode-se observar
com os experimentos que utilizando de valores potencial mais negativo ocorreu uma
diminui¢do na foto-corrente. Com um tempo de incubacdo de 15 min, para ocorrer a
reacao total do anti-PSA com o PSA em tampao fosfato 0,1 mol L, pH 5,0.

Este trabalho mostrou que o biossensor fotoeletroquimico pode ser utilizado em
amostras bioldgicas para o monitoramento do PSA, facilitando na deteccdo do cancer de
prostata, pois a maioria dos homens tem grande receio em realizar o exame toque retal
para a andlise da prostata.

O biossensor elaborado mostrou-se eficiente e seletivo na determinacdo do PSA,
pois na realizacdo dos experimentos observou-se que alguns possiveis interferentes em
amostras de PSA tem uma interferéncia minima, confirmando assim que o biossensor

elaborado tem grande potencial para aplicagcdo em amostras que contenham o analito.
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