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Resumo

A eletroquimiluminescéncia (ECL) surgiu na segunda metade do século 20, mas s6 foi
abordada no contexto de biossensores décadas depois. As pesquisas voltadas aos biossensores ECL
tem ganhado forga nos ultimos anos com o crescente desejo de realizar a detec¢ao de patogenos e
biomarcadores. O biossensores em sua maioria ainda estdo presentes apenas no ambito académico.
Diante desse contexto, um crescente numero de biossensores estdo sendo desenvolvidos e
reportados, novas abordagens e modificacdes contribuem significativamente para a melhora do
dispositivo diante dos diversos analitos envolvidos como RNA, DNA, enzimas, proteinas ou
antigenos. Portanto, expor brevemente quais sdo os principios gerais que fundamentam os
biossensores ECL, os desafios enfrentados e apresentar alguns exemplos de abordagens relatadas

na literatura sdo comentados nesse trabalho.



Abstract

Electrochemiluminescence (ECL) emerged in the second half of the 20th century but was
only addressed in the context of biosensors decades later. Research focused on ECL biosensors
has gained momentum in recent years with the growing desire to detect pathogens and biomarkers.
Most biosensors are still present only in the academic field. In this context, a growing number of
biosensors are being developed and reported, new approaches and modifications contribute
significantly to the improvement of the device in view of the various analytes involved, such as
RNA, DNA, enzymes, proteins or antigens. Therefore, this work briefly explains the general
principles that underlie ECL biosensors, the challenges faced and presents some examples of

approaches reported in the literature.
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INTRODUCAO

Os biossensores ja fazem parte de dezenas de setores em nosso cotidiano, sendo aplicados
extensivamente para controle de qualidade de alimentos, solos, dguas, para a descoberta de toxinas
e drogas e, principalmente, no diagnéstico de doencas!?. O desenvolvimento de técnicas de
detecgdo de patdgenos/biomarcadores ¢ crucial para atender os pacientes e realizar um diagndstico
mais imediato, nesse contexto, os biossensores no geral vem demonstrando 6timos resultados,
sendo um método pratico, rapido e barato, como ja ¢ relatado na literatura algumas propostas de
biossensores de diferentes tipos para a detec¢io doencas como Covid-193 e cancer* ou infecgdes
como a gripe’.

Os biomarcadores recebem grande destaque quando se trata de realizar o diagndstico de
pacientes, tais compostos biologicos sdo produtos consequentes de processos bioquimicos no
corpo e podem indicar um processo patologico, uma resposta farmacologica ou um processo dentro
da normalidade, a quantificagcdo desses compostos também ¢ fundamental para atribuir um grau
de risco ao individuo, assim auxiliando médicos no dia a dia®.

A introdugdo da eletroquimiluminescéncia no ambito dos biossensores tem se tornado
uma ferramenta adicional para a técnica. Recentemente, Chitra e colaboradores reportaram um
panorama geral das pesquisas na area de biossensores ECL tanto no geral (barra verde) como
alguns envolvendo também a utilizagdo de aptdmeros em sua funcionalidade (barra azul e amarela)

como ¢ exposto na figura 17.
Figura 1 - Publicagdes nas areas de biossensor ECL’
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O niimero cada vez mais crescente de artigos nessa area acarreta diversas abordagens e

modifica¢des para a melhora das técnicas. Muitas das pesquisas relatadas nessa area envolvem a



deteccao de biomarcadores como anticorpos, antigenos, enzimas, proteinas, DNA e RNA sao
exemplos usuais de biomarcadores. Desse modo, desenvolver mecanismos para quantificar
seletivamente esses biomarcadores pode ser peca chave para o diagnostico diferencial. A
quantificagdo de biomarcadores por meio da emissdo de luminosidade em amostras tem se
mostrado com grande potencial, exemplos de biossensores com baixos limites de deteccao ja
podem ser encontrados na literatura, portanto, seus principios gerais e alguns exemplos de artigos

publicados na area sdo abordados nesse trabalho.



ELETROQUIMILUMINESCENCIA

A eletroquimiluminescéncia (ECL) ¢ o processo de geracdo de lumin6foros excitados por
meio da transferéncia eletronica via eletrodos®. O termo foi reportado pela primeira vez na
literatura em meados de 1964, os trabalhos envolviam a aplicagdo de tensdes e correntes nas
superficies de eletrodos em contato com os compostos organicos rubreno (RUB) e 9,10-
Difenilantraceno (DPA) para a geracdo de luz, suas estruturas podem ser observadas abaixo na
figura 2.

Figura 2 - Estrutura do 9,10-Difenilantraceno e rubreno
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Quase 10 anos depois, Tokel e colaboradores notaram que os compostos reportados
possuiam alto grau de conjugacdo eletronica e estudaram a possibilidade de empregar ligantes
(piridinas e triazinas) com essa mesma propriedade em complexos com Ruténio’. Um dos
complexos estudados pode ser visualizado abaixo na figura 3, o complexo [Ru(bpy)s]**
envolvendo ligantes bipiridina (bpy).

Figura 3 - Estrutura do complexo [Ru(bpy)s;]**
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Essas refletiram na geragdao de um grande interesse em entender como esses processos
ocorriam, quais compostos tinham essa capacidade de emitir luz, o motivo pelo qual isso ocorria,

quais eram os mecanismos reacionais envolvidos na ECL bem como poderiam aprimora-los. Com



estudos posteriores, foram desenvolvidos outros diversos luminoforos!® e propostas dos

mecanismos reacionais, desse modo, destaca-se dois mecanismos: Annihilation ¢ Coreactant.

Mecanismo Annihilation para ECL

No mecanismo chamado como  amnnihilation  somente o  composto
eletroquimiluminescente interage com o eletrodo para a excitagdo. Estudos demonstram que a
luminescéncia de DPA, RUB e [Ru(bpy);]*" podem ocorrer via esse mecanismo'!. A partir da
aplicacdo de pulsos alternados de potencial € possivel gerar espécies oxidadas (eq. 1) e reduzidas
(eq. 2) do complexo de ruténio na superficie do eletrodo que, posteriormente, reagiram entre si
produzindo uma espécie no estado fundamental e uma espécie no estado excitado (eq. 3) e, por
fim, a luminescéncia foi notada com o decaimento para o estado fundamental da espécie excitada

(eq. 4). A sequéncia de reagdes envolvidas pode ser acompanhada com a figura 4.

[Ru(bpy)s]*" — [Ru(bpy)s]*" + e, E° = +1,2V (1)
[Ru(bpy)s]*" + e — [Ru(bpy)s] ", E° = —1,4V ()
[Ru(bpy)s]*" + [Ru(bpy)s]” — [Ru(bpy)s]*" + [Ru(bpy)s]*™* 3)
[Ru(bpy);]*™* — [Ru(bpy)s;]*" + foton (Amax = 610 nm) 4)

Figura 4 - Proposta de mecanismo para [Ru(bpy)s;]**
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Estudos complementares estimaram os potenciais de cada uma das reagdes (oxidagdo e

redugdo) com voltametria ciclica.

Mecanismo Coreactant para ECL
Diferentemente do mecanismo anterior, implementa-se aqui a utilizagdo de um

correagente para a transferéncia eletronica na superficie do eletrodo. A tripropilamina (TPA) vem



sendo empregada rotineiramente como um reagente de sacrificio para gerar o estado excitado do

complexo de ruténio como pé apresentado na figura 5.
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Figura 5 - Proposta de mecanismo ECL envolvendo TPA e [Ru(bpy)s]
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A vantagem em utilizar um correagente para promover a ECL ¢, principalmente, realizar
todo o mecanismo no mesmo eletrodo e sem alternar os potenciais aplicados, pois tanto o TPA
quanto o complexo de ruténio oxidam juntos na superficie, outra vantagem ¢ poder realizar o
ensaio em meio aquoso, o que facilita a solubilidade/estabilidade de moléculas bioldgicas 2. Além
disso, vale destacar sobre a energia livre dessas reacdes, as ECLs tendem a serem altamente
exergdnicas, ou seja, liberam energia para o meio reacional, no caso de TPA e [Ru(bpy)s]** o AG
aproxima-se de -2,3 eV, facilita a excitagdo do composto luminescente.

O [Ru(bpy)s]** possui uma propriedade interessante que é a capacidade de transferéncia
de carga metal-ligante (MLCT), a conjugagdo eletronica dos ligantes bipiridina com os orbitais do
ruténio chamou a atenc¢ao de pesquisadores, pois possuem a capacidade de gerar um estado tripleto
e, portanto, promovendo a fosforescéncia como ¢ apresentado na figura 6. Como ha inversdao do
spin do elétron excitado, isso demanda uma nova conversdo interna para finalmente ocorrer a
emissao energética e retornar ao estado fundamental, portanto, todo 0 mecanismo possui um tempo
de vida mais prolongado, isso impacta diretamente na facilidade de realizar a detec¢ao da

luminosidade!?.



Figura 6 - esquema com os mecanismos dos estados singleto e tripleto 4.
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Bhasikuttan e colaboradores desenvolveram um estudo sobre a fosforescéncia desse
complexo em diferentes solventes e comparando parametros como difusdo da luz em diferentes
solugdes'.

Além disso, outros fatores podem impactar diretamente nos mecanismos ECL como, pH
do meio, a concentracdo do correagente e ruténio, composicdo do eletrodo, utilizacdo de

surfactante e hidrofobicidade na superficie do eletrodo'>.

BIOSSENSORES

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que receberam boa atencao nos ultimos anos.
Com grande avango e desejo de combater as doencas da atualidade como as varias doencas
infecciosas, fisiologicas etc., os biossensores prometem ser uma ferramenta para talvez ajudar no
diagnéstico precoce de doengas ou complicagdes e, assim, possibilitando uma triagem mais
imediata '°.

Biossensores podem ser classificados como um subgrupo dos sensores quimicos e sua
principal caracteristica consiste na alta seletividade biolégica que apresentam!’. Os biossensores
sao classificados pelo tipo de elemento de afinidade que possuem para seletividade, por exemplo,
ha biossensores ECL com anticorpo para o caso do analito ser um antigeno ou sondas para a
deteccdo de DNA ou RNA'®.

De modo geral, os biossensores sdo definidos como um dispositivo analitico que converte
um determinado sinal gerado por um evento eletroquimico que foi derivado de um evento
biologico proximo ao eletrodo. O evento eletroquimico ¢ a geracao de um sinal fisico-quimico
que, posteriormente, sera transformada em um sinal mensuravel, em casos de sensores Opticos, a
transformagao da intensidade de luz emitida durante o ensaio para a determinacao da concentracao
do analito. O evento biologico € o analito sendo capturado na superficie do eletrodo pelo elemento
de afinidade.

Dentre as vantagens dos biossensores destaca-se:

e Alta seletividade devido a especificidade do elemento de afinidade (sonda de

imobilizacao/detecgao)



e Baixo custo, nao exigindo centro clinicos avangados
e Portatil
e Baixo ruido de fundo, uma vez que a analise ¢ feita na auséncia de luz no caso de
biossensores Opticos.
De modo geral, um ensaio ECL consiste em uma célula eletrolitica, um bioconjugado
(analito + sondas de captura e detec¢ao) e um transdutor. Um elemento de afinidade ¢ escolhido
de acordo com o analito que se queira determinar como um anticorpo especifico para a detec¢ao
de um determinado antigeno como ¢ apresentado na figura 7. A superficie escura simboliza o
eletrodo onde acontecera a transferéncia de carga e em um caso envolvendo o complexo de ruténio
(particula verde) ele sera oxidado. Tanto o anticorpo fixado na superficie do eletrodo quanto o

anticorpo que estd ligado ao complexo de ruténio interagem com o analito formando um

bioconjugado.
Figura 7 - Esquema de biossensor ECL no formato sanduiche
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De acordo com Wehmeyer e colaboradores, os ensaios sdo divididos em dois formatos:
ensaios homogéneos e ensaio heterogéneos. Os ensaios homogéneos ndo héd processos de
separacao da amostra antes da deteccao ou nao ha suportes solidos para a imobilizacdo da sonda
de captura. Os ensaios heterogéneos, por sua vez, contém etapas de separagdo e até¢ acabam tendo
melhores limites de detec¢do por conta disso, ademais, eles sdo divididos em competitivos ou

sanduiche como pode ser observado na figura 8'°.

Figura 8 - Divisdo esquematica dos ensaios
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Método Competitivo

No método competitivo para o biossensores ECL como ¢ apresentado na figura 9, o
analito de interesse disputa com um analito marcado, ou seja, com um luminoéforo acoplado ao
analito marcado, para se ligar em um elemento de afinidade, assim, durante o ensaio apenas o
analito marcado ira emitir luz e a diferenca de intensidade luminosa do ensaio em relacao ao branco
sera proporcional a concentragdo de analitos. Além disso, a abordagem de competitiva ¢ voltada

para analitos pequenos como estradiol?’.

Figura 9 - Esquema de biossensor ECL competitivo
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Método Sanduiche

O método sanduiche é o mais abordado, baseando-se na utiliza¢do de dois elementos de
afinidade durante o ensaio como € visto na figura 10. Um deles ¢ fixado ao eletrodo para a realizar
captura do analito em solu¢do, um outro fixado ao luminéforo que inicialmente esta em solucao,
mas ird se ligar ao analito que ficou preso e manter o luminéforo proximo a superficie do eletrodo,

consequentemente, a aproximagao do luminoéforo ao eletrodo facilitard a geracao da ECL.

Figura 10 - Esquema de biossensor ECL sanduiche
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A garantia de seletividade dos biossensores esta, principalmente, no elemento de
afinidade bioldgica, pois ¢ ele quem ira interagir com o analito e ndo com outros compostos
interferentes na amostra, por isso, ¢ comum a utilizagao de anticorpos, aptameros, acidos nucleicos

ou peptideos fazendo essa fungio?!.

Aperfeicoando os biossensores ECL

Com o desenvolvimento cada vez mais tecnolégico dos biossensores ECL, novas
artimanhas de realizar os ensaios sdo propostos como algumas estratégias de imobilizagcdo de
elementos de afinidade, nanoparticula de luminoforos e a adi¢ao de surfactantes na superficie do
eletrodo sdao exemplos ja presentes na literatura.

Naimish e colaboradores reportam um estudo de biossensor ECL envolvendo o ensaio
tipo sanduiche para a detec¢do da enzima PSA e a proteina Interleucina-6 (IL-6) que sado
biomarcadores para cancer de prostata. Os autores conseguiram realizar a detec¢do em
concentragdes proximas de 1 pg/mL dos biomarcadores e reportam adaptacdes diferenciais como
¢ visto na figura 11 para obter esse nivel de detecgdo. Os nanotubos de carbono podem ser
funcionalizados e possuem alta area superficial, permitindo facilmente a ligacdo de muitos
compostos de interesse, nesse caso, os anticorpos, além disso, possuem alta condutividade elétrica,
o que facilita a transferéncia de carga e a ECL no meio reacional. O mecanismo reportado para a
ECL envolveu a utilizagdo do complexo de ruténio e tripropilamina, um mecanismo idéntico a
figura 5, entretanto, os autores também sintetizaram nanoparticulas de silica dopadas com
[Ru(bpy)s]*" e as ligaram aos anticorpos secundarios, desse modo, os autores reportam

intensifica¢do do sinal por conta da alta densidade do complexo na nanoparticula®>?>,

Figura 11 - Biossensor para IL-6 e PSA desenvolvido?.
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Frédérique Deiss e colaboradores, por sua vez, desenvolveram um ensaio também no
formato sanduiche para a deteccdo multipla de antigenos: o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), a Interleucina-8 (IL-8) e o inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP-1).
Resumidamente, os autores desenvolveram um microarranjo para microesferas magnéticas e as
funcionalizaram para que seja possivel acoplar os elementos de afinidade, nesse caso, utilizaram
anticorpos biotinados como elementos de afinidade para um ensaio do tipo sanduiche?*. A VEGF
¢ considerada a maior responsavel pela angiogénese, crescimento de vasos sanguineos, nos olhos.
Interleucina-8, por sua vez, ¢ encontrada em regides tumorais e sua concentragdo ¢ proporcional
ao tamanho do tumor por conta da sua funcionalidade sendo na imunobiologia dessas células. Por
fim, TIMP-1 ajuda na regulagem da homeostase tecidual e estd presente diretamente no
desenvolvimento de alguns tipos de cancer. As microesferas sdo feitas de poliestireno e revestidas
com ouro, em sua superficie foi acoplada os anticorpos para a imobiliza¢ao dos analitos, na sonda
de detecgdo os mesmos anticorpos foram novamente utilizados e foram ligadas estreptavidina com

[Ru(bpy)s]** como pode ser obsevado na figura 12.

Figura 12 - Biossensor de microarrajos para VEGF, IL-8 e TIMP-1%*,

sample  biotinylated = SA-Ru l
antigen  detectionAb  complex &Y
- . A 3K
2h 30 min 2 min

Microscope

Em paralelo, um biossensor agora foi desenvolvido para a detec¢do de dietilestilbestrol

(DES), um hormonio sintetizado e utilizado em animais na agropecuaria, portanto, esse hormonio



chega ao ser humano pelo consumo de carne e pode acarretar dano como mutagdes genéticas ou
cancer, portanto, Romana Manzoor e colaboradores relatam um método ECL para realizar a
deteccdo desse hormonio. Diferentemente dos casos anteriores, os autores utilizam luminol, um
reagente quimioluminescente, em toda a area superficial de nanoparticulas de ouro com carbonetos
de molibdénio (Mo02C) sendo carreadores de carga, além disso, reportam o uso de peroxido de
hidrogénio como o responsavel por promover a excitagdo do luminol. A quantificagdo foi com
curvas de calibragdo do analito competitivamente com os analitos marcados 2.

Por fim, Erin e colaboradores realizaram um levantamento bibliografico no ano de 2016
sobre os artigos publicados entre 2012 e 2016, separando os artigos entre os tipos de luminoforos
utilizados e nan propondo o desenvolvimento de biossensores ECL de 2012 até 2016 e as
separaram os artigos conforme os tipos de lumindforo utilizado como ruténio e luminol e
comparando as matrizes biolégicas reportadas®S.

A adigao de surfactante, por sua vez, atua de modo a criar uma superficie hidrofébica no
eletrodo, impedindo assim que a 4gua ou compostos polares interajam com o eletrodo ao invés do
luminéforo ou o correagente, outro impacto gerado pela adicao de surfactante € contribui¢ao para
a solubilidade de compostos bioldgicos como proteinas e membranas. Feng Li e Yanbing Zu
reportam o efeito causado pelo uso dos surfactantes Triton X-100 e Fluorsurfactante Zonyl®

FSP?.

Figura 13 - Esquema de um biossensor uma camada de surfactante por cima do eletrodo.
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De modo geral, os protocolos de ECL possuem algumas limitagdes em comuns,

principalmente, a impossibilidade de evitar falso-positivos ou falso-negativo, portanto, acabam



influenciando a eficiéncia instrumental do dispositivo. Uma boa parte dos exemplos acima
envolveram a utilizacdo de nanomateriais, o que foi fundamental para a amplificagdo de sinal, mas
precisam ter uma boa qualidade, pois podem impactam diretamente na reprodutibilidade dos

biossensores.



CONSIDERACOES FINAIS

Definitivamente, cada vez mais surgem novas propostas de biossensores ECL na
literatura. O amplo desejo de criar esses dispositivos cada vez menores, novas tecnologias sao
necessarias para ajudar no aprimoramento e otimizacdo dos biossensores, a utilizacdo de
nanoparticulas magnéticas ou nanotubos de carbono sdo exemplos para amplificar o sinal fisico-
quimico. Outras pesquisas na area abordam a contextualizagdo de biossensores microfluidicos de
modo a automatizar o processo ¢ diminuir os erros experimentais. Espera-se que muitos dos
sensores que estao sendo desenvolvidos nao fiquem apenas nos laboratdrios de pesquisa e sejam

aplicados diariamente para agregar na area da satde.
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