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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM) € uma das principais causas de morte no
mundo, sendo responsavel por milhdes de 6bitos por ano. O desenvolvimento de
testes rapidos e quantitativos que auxiliem no diagnostico precoce do IAM
apresenta-se como imperativo. Recentemente, o H-FABP vem sendo apontado
como um eficiente marcador precoce de isquemia miocéardica, 0 que o torna
importante no diagnoéstico precoce do IAM. Nos Ultimos anos, os biossensores tém
se revelado como um dos melhores sistemas de diagnéstico rapido devido sua alta
sensibilidade, praticidade e possibilidade de andlise em tempo real. O uso de
nanomateriais, aliados a polimeros condutores e corantes com propriedades
cataliticas, aprimoram a superficie eletroativa do biossensor, gerando um maior
desempenho de sensibilidade para deteccdo do H-FABP. Nesta tese um
imunossensor eletroguimico baseado em filme de politionina (PTh) e nanotubos de
carbono (NTC) funcionalizados com azul de metileno (MB) foi desenvolvido para
deteccdo do H-FABP, um importante marcador precoce do infarto agudo do
miocardio. O uso combinado destes nanomateriais possibilitou um melhor
desempenho de sensibilidade para deteccdo do H-FABP. Para construcdo da
plataforma sensora, eletrodos de ouro foram modificados através da
eletropolimerizagcdo da PTh. Posteriormente, um filme nanoestruturado foi montado
através da técnica de dropcasting, com uma solucdo de NTCs carboxilados
funcionalizados com o MB (NTC@MB). Os grupos carboxilas dos nanotubos
expostos na plataforma sensora foram explorados para imobilizacdo orientada dos
anticorpos anti-H-FABP. ApOs imobilizacdo dos anticorpos, os sitios ativos néao-
reativos do filme foram bloqueados com uma soluc¢édo de glicina (100mM) pH.7,4. A
caracterizacdo do sensor foi realizada utilizando a técnicas de voltametria ciclica. O
flme de PTh-NTC@MB apresentou boa estabilidade quando submetido a
sucessivas leituras voltametricas, nao existindo deslocamento significativo dos picos
(CV% para Ipa e Ipc de 3% respectivamente). A resposta amperométrica foi obtida
por voltametria ciclica, mostrando respostas lineares e limites de deteccdo para o H-
FABP, respectivamente, entre 2,5 a 25,0 ng/mL e 3,1 ng/mL em amostras
tamponadas; e entre 5,0 a 25,0 ng/mL e 4,5 ng/mL em soro humano. A boa

reprodutibilidade e a faixa clinica obtida com esse imunossensor suportam sua



utilidade como uma ferramenta potencial para testes de diagndstico precoce do IAM,
com a vantagem de ser um método passivel de portabilidade como os testes de tira
lateral.

Palavras-chave: Imunossensor. Nanotubos de carbono. Azul de metileno. H-FABP.

Infarto agudo do miocardio.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) is one of the leading causes of death in
world, being responsible for millions of deaths per year. The development of rapid
and quantitative tests that help in the early diagnosis of AMI is imperative. Recently,
H-FABP has been identified as an efficient early marker of myocardial ischemia,
which makes it important in the early diagnosis of AMI. Biosensors have proved to be
one of the best rapid diagnostic systems due to their high sensitivity, practicality and
the possibility of real-time analysis. The use of nanomaterials, allied to conductors
polymers and dyes with catalytic properties, enhances the biosensors electroactive
surface, generating a higher sensitivity performance for the detection of H-FABP. In
this thesis, an electrochemical immunoassay based on Politionine (PTh) film and
carbon nanotubes (NTC) functionalized with methylene blue (MB) was developed for
the detection of H-FABP, an important early marker of acute myocardial infarction.
The combined use of these nanomaterials enabled a higher sensitivity performance
for H-FABP detection. For the construction of the sensor platform, gold electrodes
were modified by PTh electropolymerization. Subsequently, a nanostructured film
was assembled by the dropcasting technique with a solution of carboxylated NTCs
functionalized with MB (NTC@MB). The carboxyl groups of the nanotubes exposed
on the sensing platform were exploited for targeted immobilization of the anti-H-
FABP antibodies. After immobilization of the antibodies, the non-reactive active sites
of the film were blocked with a glycine solution (100 mM) pH.7.4. The
characterization of the sensor was performed using cyclic voltammetry technique.
The PTh-NTC@MB film presented good stability when subjected to successive
voltametric readings, with no significant displacement of the peaks (CV% for Ipa and
Ipc of 3% respectively). The amperometric response was obtained by cyclic
voltammetry, showing linear responses and detection limits for H-FABP, respectively,
between 2.5 to 25.0 ng / mL and 3.1 ng / mL in buffered samples; and between 5.0 to
25.0 ng / ml and 4.5 ng / ml in human serum. The good reproducibility and the clinical
range obtained with this immunosensor support its usefulness as a potential tool for
early diagnosis tests of AMI, with the advantage of being a portability method such as

lateral strip tests.



Keywords: Immunosensor. Carbon nanotubes. Methylene blue. H-FABP. Acute
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV), destacando-se o infarto agudo do miocérdio
(IAM), representam um relevante problema de saude publica, sendo a principal
causa de morte em todo o mundo (BAENA et al., 2012; WHO, 2017). Diferenciar
com seguranca pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) de pacientes com
dor toracica ndo isquémica, ainda continua sendo um grande desafio, especialmente
gquando o diagnostico precisa ser realizado em pacientes que nao apresentam
sintomas claros ou alteracbes caracteristicas de lesdo miocardica aguda no
eletrocardiograma (ECG). Por mais que o ECG seja a primeira ferramenta diagnostica
para a deteccdo do IAM, este ndo possui uma boa sensibilidade diagndstica (~50%)
e, portanto, ndo pode ser exclusivo no seu diagnéstico (RITA et al., 2016). Varios
marcadores bioquimicos sao utilizados para auxiliar no diagnéstico do 1AM, afim de

estratificar seu risco e auxiliar na escolha do tratamento adequado.

Os biomarcadores cardiacos sdo componentes das estruturas celulares liberadas
na circulagdo quando ocorre lesdo no miocardio, demonstrando a expressao
bioguimica da lesdo das fibras cardiacas (BRIEGER et al., 2004). Os testes para
guantificacdo dessas macromoléculas no soro sanguineo sdo de suma importancia
devido a obtencao de informacdes associadas a severidade e o estagio da lesédo ao
musculo cardiaco (RESENDE et al.,, 2015). A quantificacdo dos marcadores
bioquimicos podem estar relacionados diretamente com a lesdo ao tecido do
miocardio, como as troponinas cardiacas, creatinoquinase fracgdo Mb (CK-Mb),
mioglobina e a proteina de ligacdo de &cidos graxos do coracdo (H-FABP); ou
podem estar relacionadas ao estrese biomecanico, através da deteccdo do peptideo
natriurético do tipo B (BNP) (MIRANDA; LIMA, 2014).

Recentemente, o H-FABP vem sendo apontado como um eficiente marcador
precoce de isquemia miocardica, podendo ser associado com as troponinas
cardiacas (cTnl e cTnT) para um melhor diagnoéstico e desfecho do IAM
(GURURAJAN et al., 2010). O H-FABP ¢ liberado rapidamente apos a lesédo do
miocardio para a corrente sanguinea, anteriormente a troponina cardiaca, e pode ser
atil tanto no diagnostico precoce quanto para exclusdo do IAM (HOFFMANN et al.,

2015a). Dado que o uso do H-FABP como ferramenta diagnéstica no IAM é um teste
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recente, atualmente os ensaios comerciais existentes no mercado se baseiam em
métodos classicos, com baixa sensibilidade no geral, tendo assim seu uso limitado.
Neste sentido, o desenvolvimento de testes rapidos e quantitativos que auxiliem num

diagndstico precoce para uma rapida intervengdo apresenta-se como imperativo.

Nos ultimos anos, os biossensores tém se revelado como um dos melhores
sistemas de diagnéstico rapido devido sua alta sensibilidade, praticidade e
possibilidade de andalise em tempo real. Os biossensores sao dispositivos analiticos
compostos por um componente biolégico ligado a um transdutor capaz de converter
o sinal gerado pela interacao bioldgica em um sinal mensuravel. As biomoléculas
podem ser proteinas, muitas vezes enzimas, ou outras macromoléculas, oligo ou
polinucleotideos, microrganismos, ou mesmo tecidos bioldgicos que exibem
interacdes especificas com uma outra espécie analitica (GUPTA; MURTHY&
PRABHA, 2018). Quando nestes dispositivos séo utilizados antigenos ou anticorpos

como biorreceptores, sao classificados como imunossensores.

Atualmente, a tecnologia oferecida pelos biossensores vem possibilitando o
desenvolvimento de dispositivos do tipo testes de pronto atendimento, do inglés
“point-of-care testing” (POCT), um método analitico que possibilita acelerar o tempo
de resposta do diagnéstico, sendo uma alternativa atrativa para uma tecnologia de
uso a beira do leito (SYEDMORADI et al., 2017). Estes podem realizar a
quantificacdo de moléculas biolégicas, através de elementos de reconhecimento
como enzimas, anticorpos ou antigenos em faixas de concentra¢cdes muito baixas,
denominados nanobiossensores (FARRE; KANTIANI; BARCELO, 2007) . Os imuno-
POCT’s sao assim denominados porque se baseiam na reacao de interacao
antigeno-anticorpo como elemento de reconhecimento. Um dos grandes desafios
no desenvolvimento de imuno-POCT’s praticos, rapidos e efetivamente competitivos
a uma tecnologia “a beira do leito” ou bedside consiste em concomitantemente: a)
alcancar baixos limites de deteccdo, sobretudo quando se pretende detectar em
ordem de nanogramas; b) promover uma rapida reposta, ou seja, gerar um sinal
elétrico imediato a interacdo antigeno-anticorpo, dispensando o uso de anticorpos ou
antigenos conjugados a marcadores que se rendem a oxidar ou reduzir espécies
eletroativas para geracdo do sinal eletétrico; c) alcancar boa especificidade
diagndstica no acoplamento antigeno-anticorpo; d) fazer uso de tecnologias
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transdutoras facilmente portabilizadas, e e) alcancar boa reprodutibilidade aliada a
um baixo custo (KOKKINOS; ECONOMOU; PRODROMIDIS, 2016; WAN et al.,
2013).

Um aspecto importante na construcdo de imuno-POCT relaciona-se a
sensibilidade da resposta sensora, que se deve principalmente a quantidade de
material imobilizado e o modo como 0s anticorpos Sao expostos para 0
reconhecimento dos epitopos dos antigenos. A introducdo de nanomateriais, tais
como os nanotubos de carbono (NTCs) conferem aos imuno-POCT um significativo
aumento de sensibilidade, devido a maior quantidade de biomoléculas imobilizadas
e a facilidade com que estas moléculas podem estar ligadas de modo nao aleatério,
além do aumento de condutividade por area (alta razdo de aspecto)(SILVA et al.,
2014). A conjugacao de nanotubos de carbono a polimeros condutores (PCs) como
a polianilina (KUMAR; KUMAR; AWASTHI, 2018), o polipirrol (AFZAL et al., 2017) e
a politionina (XU et al.,, 2010),) tem sido bastante utilizada devido propriedades
especificas, como estabilidade, processabilidade e facil preparacdo. Os eletrodos
modificados com PCs s&o bastante atrativos no desenvolvimento de biossensores,
pois permitem controlar as propriedades das superficies eletrédicas e funcionaliza-
las. Entre estes, a politionina apresenta grupos funcionais amino reativos,
possibilitando ser utilizada para imobilizacdo covalente de biomoléculas (GHICA,;
FERREIRA; BRETT, 2015).

Recentemente, o dominio das técnicas de modificacdes quimicas de NTCs
por introducdo de diferentes grupos quimicos tem sido exigido pela crescente
demanda dos biossensores. O azul de metileno, no inglés Methylene Blue (MB), é
um corante fenotiazinico que pode atuar como mediador redox, e que quando ligado
aos NTCs, proporciona ao biossensor uma melhoria na transferéncia de elétrons
(CHAGOVETS et al.,, 2012). Complementarmente, grupos funcionais proteina-
reativos (NH2, COOH e outros) presentes no MB, permitem uma imobilizacdo de
biomoléculas de modo mais estavel, obtendo-se sensores mais reprodutivos e
confiaveis (OLIVEIRA et al., 2011).

Diante do exposto, este trabalho descreve uma plataforma na qual foi formada
por um filme polimérico condutor de politionina associado a NTCs conjugado ao MB

com caracteristicas eletrocataliticas. O emprego de nanoestruturas aliada a técnicas
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de imobilizacdo, favoreceram a seletividade das reacbes entre o anticorpo e o
antigeno, resultando em um imunossensor sensivel e estavel. Por fim, um
imunossensor eletroquimico baseado em NTCs funcionalizados com MB foi
desenvolvido para deteccdo do H-FABP, sendo um projeto inovador uma vez que
nenhum imunossensor eletroquimico para o H-FABP estid atualmente disponivel
comercialmente, podendo assim ser Util como uma ferramenta potencial para testes

de diagnostico precoce do IAM em unidades de saude.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo encontra-se o referencial tedrico da pesquisa.

2.1 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

A doenca isquémica do coracéo é a principal causa de morte no mundo, sendo
responsavel por 8,7 milhdes de 6bitos anuais (SANTOS et al., 2018; WHO, 2017).
No Brasil, esta doenca também € a principal causa de 6bito e representa uma taxa
de 31% das mortes de origem cardiovasculares, ultrapassando a taxa de morte por
acidente vascular cerebral, estimada em 19% (Figura 01) (RIBEIRO et al., 2016).
Nos Estados Unidos e Europa, a cada ano aproximadamente 15 milhdes de
pacientes chegam a emergéncia com dor tordcica aguda ou outros sintomas
sugestivos de IAM , porém apenas uma pequena proporcdo desses pacientes
apresenta-o de fato (LEVINE et al., 2016; ROFFI et al., 2016). A alta incidéncia pode
ser justificada pela incapacidade de um controle eficaz dos fatores de risco
classicos, como tabagismo, hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus tipo II,
dislipidemia e obesidade (FORD, 2007; RUFF&BRAUNWALD, 2011).

Figura 1 - Principais causas de morte no Brasil.

HIAM
mAVC
mDPOC
Infec¢Bes Respiratdrias
B Alzheimer e outras

demeéncias
B Neoplasia de traqueias,

bronquios e pulmdes
M Diabetes

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2017).

O |IAM caracteriza-se como a morte celular miocardica e/ou necrose do musculo

cardiaco, representando a evolucédo de uma isquemia miocardica aguda (PESARO;



19

SERRANO JR.; NICOLAU, 2004; THYGESEN et al.,, 2012). Em resultado a
isquemia, a musculatura cardiaca sofre diversas remodelagfes, tais como alteragédo
na conformacédo, no tamanho e na espessura, além do acumulo de tecido fibroso.
Essas alteracfes, nao fisiologicas, alteram e prejudicam a estrutura dos tecidos,
acarretando uma maior rigidez muscular cardiaca, o que influencia diretamente a
fungéo ventricular, elevando significativamente o risco para o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca (AGUERO et al., 2015; GARZA, 2015). O diagndstico é feito
com base no quadro clinico, nas alteracdes eletrocardiograficas e na elevagcao dos

marcadores bioquimicos de injaria cardiaca (IBANEZ et al., 2018).

2.1.1 Diagnéstico do Infarto Agudo do Miocérdio

Sabe-se que a maioria das mortes por IAM ocorrem nas primeiras horas de
manifestacdo clinica da doenca, sendo 40% a 65% na primeira hora do inicio dos
sintomas e cerca de 80% nas primeiras 24 horas. Sendo assim, um grande namero
de mortes por IAM acontecem fora do ambiente hospitalar, consequentemente
desfavorecidas de um atendimento rapido e especializado que torna-se ser crucial
para reversdo do quadro clinico, uma vez que o efeito deletério da isquemia
cardiaca é dependente da deteccao rapida do inicio do evento (FERREIRA MAGEE
et al.; LIBBY, 2013; NICOLAU et al, 2014). Para diagnostico do IAM, os pacientes
devem apresentar pelo menos duas das trés condicdes estabelecidas pela
Organizacdo Mundial de Saude: dor precordial caracteristica, alteracdes no
eletrocardiograma (ECG) e elevagcédo dos marcadores cardiacos (THYGESEN et al.,
2012).

A dor precordial é caracterizada por um desconforto forte agudo com sensacéao
de queimacg&o na regido retroesternal, podendo ter irradiacdo para o ombro e/ou
brago esquerdo. E frequentemente acompanhada com sensacdo de nausea, vomitos
e falta de ar. Entretanto a dor precordial por si s6 ndo € especificamente conclusiva
para o IAM, podendo ser confundida com sintomas musculares, gastrointestinal, ou
até mesmo outras patologias cardiovasculares como embolia pulmonar e
pneumotorax (HERNANDEZ-JIMENEZ et al., 2017; MORRONE; MORONE, 2018).
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O ECG ¢é um método diagndstico bastante utilizado nas emergéncias
cardiologicas devido seu facil acesso e manuseio. O exame é realizado através de
um aparelho que medira impulsos elétricos do musculo cardiaco, fornecendo um
tracado fisioldégico caracteristico, permitindo assim a identificacdo de uma possivel
cardiopatia (MANSUR et al., 2006). Quando h& um evento isquémico alteracdes no
segmento ST, inversdo da onda T e presenc¢a ou ndo de ondas Q patoldgicas podem
ser observadas (RITA et al., 2016). Sabe-se que o0 ECG € uma das ferramentas de
grande utilidade na triagem inicial de pacientes com suspeita de evento coronariano
agudo, porém cerca de 50% dos pacientes com IAM ndo apresentam elevacdo do
segmento ST no primeiro ECG, sendo necessario exames seriados. Portanto, este

também néo pode ser exclusivo ao diagndstico do IAM (IBANEZ et al., 2018).

Assim, a proxima linha de investigacdo normalmente envolve a medicdo de
biomarcadores cardiacos, tradicionalmente focada nas troponinas cardiacas e no
CK-Mb (CORREIA et al., 2012; GODOY; BRAILE; PURINI NETO, 1998), sendo sua
liberacdo na corrente sanguinea resultante da injaria cardiaca ao evento isquémico.
Os marcadores bioquimicos podem ser separados segundo Seu processo
fisiopatoldgico responsavel por sua elevacdo sistémica, dentre elas: a) isquemia
miocéardica ou pré-necrose, como o H-FABP; b) necrose miocéardica, como a
troponina, CK-Mb e mioglobina; c) estresse biomecéanico, como peptideo natriurético
tipo B (BNP); d) ativagcdo de processos inflamatérios endoteliais, como a
cardiotrofina e a endotelina (DISEASE; SITUATIONS, 2015). Muitos destes
marcadores sdo amplamente utilizados na pratica clinica e estabelecem de forma
rapida e efetiva a suspeita diagndstica inicial do IAM. Porém, infelizmente, alguns
ndo sdo tipicamente elevados até pelo menos 6-8 horas apds o inicio da dor
toracica, sendo assim se faz necessario de um biomarcador mais especifico para o

diagnéstico precoce do IAM.

2.1.2 H-FABP

As proteinas de ligacdo de &cidos graxos (FABPs) sdo membros da familia de
proteinas de ligacdo a lipidios, que tem como principal funcdo a regulacdo da

absorcdo de acidos graxos e do transporte intracelular. At¢é o momento, ja foram
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identificados 9 diferentes FABPs, com distribuicdo especifica para tecidos, sendo
eles: Proteinas de ligacdo a lipidios do coracéo, figado, intestino, ileo, adipdcito,
testiculos, cérebro, retina e mielina (CASTRO, 2004; CHMURZYNSKA, 2006).

O H-FABP, sigla para Heart-Type Fatty Acid Binding Protein, € uma proteina
citoplasmatica de baixo peso molecular (15 kDa) extremamente abundante em
células miocardicas, cuja funcao fisiologica é transportar acidos graxos a partir da
membrana celular para as mitocondrias. No IAM o H-FABP comega a ser liberado no
plasma em menos de 30 minutos apés a lesdo do miocardio (HOFFMANN et al.,
2015b), atingindo pico de concentracdo plasmatica entre 6-8 horas do inicio dos
sintomas, e retornando a concentracdo normal dentro de 24-30 horas. Em adultos
saudaveis a concentracao sanguinea do H-FABP pode variar entre 0,0 e 5,5 ng / ml.
(HOFFMANN et al., 2015). Uma vez que sua liberacdo na corrente sanguinea é
rapida, viabiliza seu uso para o diagnostico precoce do IAM (CAVUS et al., 2006).
Além da sua utilidade para diagnostico de doencas coronarianas, o H-FABP pode
ser Util para detectar o estado funcional do miocardio em outras condigbes como na

insuficiéncia cardiaca congestiva, sepse e tromboembolismo pulmonar (DAS, 2016).

Embora o H-FABP tenha cinética de liberacdo semelhante a mioglobina, é
aproximadamente 15-20 vezes mais especifico para o IAM, tornando-o assim um
biomarcador mais eficaz no diagnostico (KAKOTI; GOSWAMI, 2013). Outro
beneficio da cinética de liberacdo do H-FABP ap6s o IAM é que, uma vez que
retorna as concentracdes basais tdo rapidamente, ele pode ser usado como um
biomarcador para reinfarto apés um IAM inicial. Historicamente o marcador de
escolha € o CK-MB devido a sua depuracdo mais rapida do que a Troponina
Cardiaca (3-4 dias e 10-14 dias, respectivamente), porém o H-FABP oferece uso

potencial a partir do segundo dia em diante (COLLI et al., 2007).
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Figura 2 - Gréfico de cinética de liberacdo dos marcadores cardiacos.
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Fonte: H-FABP Biomarker of Myocardial Ischemia (2018).

Em seu estudo, Mc Cann e colaboradores (2008) demonstraram que a avaliacao
do H-FABP dentro das primeiras 4 horas do inicio dos sintomas foi superior a
troponina cardiaca T (cTnT), mioglobina e CK-Mb para detec¢édo do IAM. Além disso,
destacaram que a combinacdo do H-FABP e cTnT juntos no momento da admissao
hospitalar é util e complementar no diagndéstico precoce do IAM (MCCANN et al.,
2008).

Afim de comparar o desempenho diagndstico do H-FABP com a ultima geracéo
de Troponina Cardiaca T (hscTnT), foi realizado um estudo que teve como objetivo
avaliar se o0 H-FABP poderia melhorar ainda mais a sensibilidade da hscTnT, bem
como auxiliar na interpretacdo de hscTnT positivo devido a causas nao-SCA (por
exemplo, insuficiéncia cardiaca, miocardite). Como resultado, descobriram que
embora a hsTnT ofereca excelente sensibilidade para o diagnéstico de IAM, é
altamente propensa a falsos positivos devido a elevagfes néo relacionadas a SCA.
O H-FABP possui sensibilidade similar ao hscTnT, mas com o beneficio adicional da
reducdo de falsos positivos, especialmente em pacientes que vdo a emergéncia
hospitalar nas primeiras horas apos o inicio da dor toracica (MCMAHON et al.,

2012).

Atualmente pacientes com cTnT positiva sdo priorizados para angioplastia e 0s

pacientes cTnT negativos sdo considerados de menor prioridade, podendo acarretar
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em uma triagem errbnea na prioridade. Sendo assim, a adicdo do teste H-FABP
podera ajudar a identificar os pacientes de alto risco, prioritarios aos procedimentos
cirdrgicos. No entanto, podem existir algumas limitacdes no uso desses valores do
H-FABP como ferramenta diagndstica, visto que cirurgias e insuficiéncia renal aguda
podem superestimar seus valores reais. Sendo assim, faz-se necessaria a
associacdo do H-FABP com outros biomarcadores para um diagndstico mais
adequado do IAM (CHAN; NG, 2010).

2.1.2.1 Métodos diagnoésticos do H-FABP

Atualmente no mercado existem kits de imunoensaio cromatografico para testes
rapidos de H-FABP. Estes testes fornecem uma determinacdo qualitativa de
diagndstico, em sua grande maioria o valor de corte € entre 7-10 ng/ml (CAVUS et
al., 2006; HOFFMANN et al., 2015b). Uma das grandes vantagens desse tipo de
teste é a rapidez com que o resultado apresentado, disponiveis cerca de 15-20
minutos (BOUWMAN, 2014). Apesar de serem praticos, rapidos e de custo reduzido,
estes apresentam uma baixa sensibilidade diagnéstica e se limitam a fornecer
resultados apenas qualitativos (sim ou ndo como resposta), o que dificulta
correlaciona a extensdo da lesdo do musculo cardiaco, tornando-se uma anélise de

custo-efetividade desfavoravel.

Outro tipo de teste existente para deteccdo do H-FABP séo os ensaios baseados
em meétodos classicos imunoenzimaticos (ELISA). O método ELISA é uma técnica
imunolégica quantitativa na qual a reacdo Antigeno-Anticorpo (Ag-Ac) é
monitorizada por medicBes enziméticas. E utilizada uma enzima para detectar a
ligacdo Ag-Ac, na qual a mesma convertera o substrato num produto colorido,
indicando a presencga ou ndo da ligagcado Ag-Ac (CAVALCANTE et al., 2017). Estudos
atuais também utilizam um valor de corte de 7 ng / ml, idéntico aos
imunocromatograficos (BANK et al., 2016). Devido ao ELISA ser um método
demorado e o0s imunoensaios cromatograficos terem baixa especificidade
diagnéstica (43%) (BANK et al., 2016; COLLI et al., 2007), os ensaios H-FABP
atuais tém uso limitado (CAVUS et al., 2006). Neste sentido, o desenvolvimento de
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biossensores é de suma importancia, uma vez que sao testes rapidos, praticos e

guantitativos.

2.2 BIOSSENSORES

Avancos recentes no campo do diagndstico em saude estdo ampliando as
possibilidades de uso de biossensores no diagndéstico e na prevencao de doencas.
Desenvolvidos com base em elementos de reconhecimento biolégico, como
antigenos e anticorpos, esses dispositivos podem se tornar aparelhos portateis e
baratos, semelhantes aos utilizados na medicdo das taxas de glicose no sangue
(TELES, 2006).

Os biossensores séo dispositivos analiticos capazes de converter uma reacao
bioldgica ou bioquimica em um sinal elétrico mensuravel e quantificavel (KARUBE;
NOMURA, 2000). Estruturalmente sdo construidos a partir de um sistema de
reconhecimento molecular, um transdutor e uma unidade processadora de sinal
(MIRANDA, 2014), como descrita na Figura 3. A deteccdo do analito-alvo € feita por
um componente biolégico que ird gerar um sinal, o qual sera convertido (transdutor)
e processado (LEE et al., 2008).

Figura 3 - Esquema bésico de um biossensor.

Unidade
processadora
Componente de sinal
biolagico Transdutor |

Analito/elemento de
reconhecimento

-

Entrada da Saida do sinal

amostra

Superficie Sensora

Fonte: A Autora (2019).
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Em sua superficie sensora, os biossensores contém como espécies imobilizadas
elementos de reconhecimentos necessarios para deteccdo do analito alvo. Estas
podem ser: tecidos celulares, microrganismos, organelas, membranas, enzimas ou
anticorpos (WILSON; GIFFORD, 2005). Apds o analito ser detectado, o transdutor
atua como uma interface, mensurando as mudangas fisica ou quimica que ocorre na
reacdo, transformando-a em um produto mensuravel, como massa, carga, calor ou
luz (LEE et al., 2008; MEHRVAR et al., 2000). Existem diversos tipos de
transdutores no qual sdo aplicados aos biossensores, a escolha dependera da
amostra a ser analisada ou do tipo de componente biolégico a ser imobilizado na

superficie sensora.

2.2.1 Métodos de transducao

7

O transdutor é o componente do sensor capaz converter 0s processos de
biorreconhecimento em sinais mensuraveis, agindo como interface medindo as
mudancas fisicas ou quimicas da reacdo com o biorreceptor. Podem ser
classificados de acordo com o principio de energia envolvida na transducéo, sendo:
1) Eletroquimicos, baseados em medidas de variacdo de propriedades elétricas
durante a interacdo analito-biorreceptor, como corrente, potencial, condutividade e
impedancia elétrica 2) Piezelétricos, baseados nas andlises das variacbes de
frequéncia geradas pelas oscilagdes de um cristal (PAVEY; HUNTER; PAUL, 2003);
3) Oticos, baseados na medicdo da luz observada ou emitida como um resultado de
uma reacgao quimica ou biolégica (TANG et al., 2006) e 4) Calorimétricos, que usam
o calor gerado por reacdes catalisadoras de enzimas para medir a concentracao do
analito (CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). Seu mecanismo, juntamente com o material
bioldgico, deve detectar apenas o analito ou produto especifico, ndo respondendo a
outras substancias presentes na amostra a ser analisada. Dentre os transdutores, 0s
eletroquimicos apresentam vantagens, tais como: especificidade, estabilidade,
baixos limites de deteccao, facil manejo e compatibilidade com as tecnologias de
micro fabricacdo de sensores portateis (CORREA et al., 2018; GRIESHABER et al.,
2008).
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2.2.2 Imunossensores

Os imunossensores pertencem a classe dos biossensores eletroquimicos que se
baseiam na reacdo de interacdo antigeno (Ag) e anticorpo (Ac) imobilizados na
plataforma sensora. Esta interacdo forma um complexo Ag-Ac, gerando alteracbes
fisico-quimicas como ligagbes ndo covalentes, ligacdo eletrostatica, ponte de
hidrogénio e ligagdes hidrofobicas (FARRE; KANTIANI; BARCELO, 2007). As
ligacdes ocorrem a curta distancia fazendo com o que s6 as moléculas que contém o
determinante antigénico se liguem ao sitio de antigeno ligante do respectivo
anticorpo (GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999a). A alta especificidade do
acoplamento Ag-Ac fornece um complexo estavel, permitindo assim alcancar baixos
limites de deteccéo (GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999b; SILVA JUNIOR, 2010).

Quanto a especificidade, ha uma estreita relacdo de complementaridade entre os
componentes estruturais tridimensionais das duas moléculas, possibilitando uma
maxima aproximacdo entre os sitios de ligacdo das moléculas de epitopos dos
antigenos. Como vantagem, a dissociacdo do complexo antigeno-anticorpo €
reversivel podendo ser feita por diferentes processos tais como: calor, modificacao
do pH, forca ibnica e solventes organicos (LIN, WEI & CHU, 2012) possibilitando

assim, reutilizar em novos experimentos.

2.2.3 Tipos de deteccdo em imunoensaios

A depender do tipo de resposta desejada, 0s imunossensores sdo classificados
em marcados (medicao indireta) e ndo marcados (medicdo direta), ou seja, O
dispositivo pode detectar diretamente a interacdo Ag-Ac, ou pode detecta-lo por
meio do reconhecimento de um marcador que ira sinalizar o local onde ocorreu a
formacdo do complexo bioldgico (RAPP; GRUHL; LANGE, 2010).

Os imunossensores marcados seguem o principio dos imunoensaios dos tipos
competitivo e sanduiche, tendo como objetivo marcar o elemento de reconhecimento
bioldgico para quantificar o analito detectado durante a fase de incubacao (SYAHIR
et al., 2015). Para isso sao utilizadas moléculas fluorescentes, quimioluminescentes
e nanoparticulas como marcadores. H& uma interagdo com o analito (antigeno)

formando o imunocomplexo e em seguida séo adicionados anticorpos marcados por
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enzimas ou moléculas capazes de sofrer oxidacdo e reducdo que serdo
responsaveis pela geracdo do sinal, como demonstrado na figura 4 (ZANATO,
2016).

Figura 4 - Esquema demonstrativo de um imunossensor marcado.
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Antigeno ——>
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Fonte: Adaptado de Zanato (2016).

Apesar de seletivo e com grande potencial para deteccdo de baixas
concentracbes, este método resulta em elevados custos operacionais, incluindo
tempo de ensaio mais longo com o aumento das etapas de processamento da
amostra (GOPINATH et al., 2014).

2.2.3.1 Imunossensores nao marcados

Os sensores nao marcados (do inglés, label-free), reconhecem a formacao do
imunocomplexo na superficie do transdutor em sonda redox, sem a utilizacdo de
anticorpos ou antigenos conjugados a enzimas, nanoparticulas ou a radiois6topos
(RAPP; GRUHL; LANGE, 2010; SANG et al., 2016). Apresentam como vantagem a
simplicidade de operacdo pelo fato de dispensarem reagentes adicionais para a
marcacao e a possibilidade de detec¢do em etapa Unica, favorecendo assim seu uso
em testes rapidos e portateis (SYAHIR et al., 2015). Neste formato de teste direto, a
resposta do sinal muda no momento em que as moléculas do analito se ligam a
superficie do transdutor, utilizando propriedades biofisicas moleculares, como peso
molecular, indice de refracdo e carga molecular para acompanhar presenca ou
atividade molecular (SOLER; HUERTAS; LECHUGA, 2018). A principal vantagem da
deteccado label-free € a obtencdo de informacbes mais diretas, ja que os métodos
usam apenas proteinas e ligantes nativos (HAJI-HASHEMI et al., 2019; TOMIZAKI,
USUI; MIHARA, 2010).
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Atualmente, a tendéncia das técnicas de medicdo direta tem sido demandada
devido avancos tecnoldgicos destinado aos biossensores (SANG et al.,, 2016).
Assim, 0s imunossensores eletroquimicos ndo marcados surgem como forma de
progresso, permitindo uma melhoria na sensibilidade, baixo consumo de amostras e
baixo dano ao analito. Usualmente sdo utilizadas técnicas eletroquimicas tais como
voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e pulso diferencial para as
medidas analiticas que utilizam sondas redox na geracdo de espécies eletroativas
(PACHECO et al., 2013). Nestas técnicas incialmente é feito a medida do pico base,
referente a resposta eletroquimica da sonda empregando o imunossensor contendo
apenas o anticorpo ou o antigeno imobilizado (Figura 5 (a)), e, apés a incubacédo
com o analito uma nova medida € registrada como apresentada na Figura 5 (b). A
formacdo do imunocomplexo pode ser observada pela diferenca do sinal em relagéo
ao sinal inicial (pico base). Esta diferenca de amplitude do sinal é proporcional a
concentracdo do analito, que em geral, reduz a transferéncia de carga na superficie
sensora (SOLER; HUERTAS; LECHUGA, 2018).

Figura 5 - Esquema demonstrativo de um imunossensor ndo marcado.
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Fonte: Adaptado de Zanato (2016).

Embora este sistema apresente vantagens quando comparado com 0s
imunossensores marcados, entretanto no uso de deteccdo de anticorpos ou
antigenos em amostras complexas, como soro, a simplicidade do formato de teste
direto pode se tornar uma desvantagem consideravel pois alguns componentes néo
analisados na matriz da amostra também podem se ligar a superficie do sensor,

levando a resultados falso-positivos.
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Recentemente, estudos vém sendo focados em plataformas isentas de sonda
redox, nas quais o0s compositos desenvolvidos atuam como sondas redox,
permitindo leituras diretas no sangue ou soro (MOREIRA et al., 2018). Nesse
sentido, moléculas ativas redox, como no azul de metileno, podem ser conectadas a
superficie do sensor como o centro da atividade eletroquimica, dispensando o0 uso
de sonda redox externa (YAMANAKA; VESTERGAARD; TAMIYA, 2016). A
eletroquimica dos corantes fenotiazinicos € bem conhecida, e eles sdo capazes de

fornecer ao sensor uma melhor estabilidade e sensibilidade (ZHANG; XU, 2014).

2.2.4 Técnicas eletroquimicas

Os métodos eletroanaliticos fazem uso de fenbmenos quimicos associados a
transferéncia de elétrons que ocorrem na superficie do eletrodo, possibilitando o
estabelecimento de relagcbes diretas entre a concentragdo do analito alvo e suas
propriedades elétricas como corrente, potencial, condutividade, resisténcia e carga
elétrica (PACHECO et al., 2013). Em geral, as diferentes técnicas eletroquimicas
utilizam um sistema tri-eletrédico, sendo composto por: um eletrodo de trabalho, um
eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar. Estes eletrodos séo submersos em
uma célula contendo a solucdo da espécie eletroativa com um excesso de um
eletrdlito ndo reativo (eletrolito suporte), responsavel por garantir o controle
difusional das espécies (ALEIXO, 2003; ASIF et al., 2018). As informacdes sobre o
analito de interesse sdo obtidas por meio da medicdo da extensdo da corrente
elétrica entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ao se aplicar uma diferenca
de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia (CABRAL et al.,
2003).

Dentre as técnicas eletroquimicas, a voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada s&o as mais indicadas para a
caraterizacdo das plataformas biossensores pois permitem analisar separadamente
cada etapa de modificacdo da superficie eletrédica em resultado dos parametros

elétricos.

Na voltametria de pulso diferencial (VPD), pulsos de igual amplitude sé&o
aplicados sobre uma rampa linear de potencial, onde a corrente é medida antes do



30

pulso ser aplicado e no final do pulso (PACHECO et al., 2013). Estas correntes sao
subtraidas e a diferenca das correntes é plotada versus o potencial aplicado,
gerando um voltamograma com a forma de uma curva gaussiana (DE SOUZA,
MACHADO; AVACA, 2003).

A voltametria de onda quadrada (VOQ) € uma das técnicas voltamétricas de
pulso mais rapidas e sensiveis. Nesta técnica uma onda quadrada simétrica de
amplitude sobreposta é aplicada ao eletrodo de trabalho. A corrente é representada
duas vezes, uma ao final do pulso direto e outro ao final do pulso reverso. Assim
como na voltametria de pulso diferencial, esta dupla amostragem da corrente
garante uma minimizacdo da contribuicdo da corrente capacitiva sobre a corrente
total medida. O voltamograma resultante consiste da diferenca entre estas duas
correntes versus a rampa de potencial aplicado (ALEIXO, 2003). Como vantagem,
pode ser usada para realizar experimentos de maneira mais rapida quando

comparada a técnica de pulso diferencial (PACHECO et al., 2013).

2.2.4.1 Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (VC) é a técnica mais usualmente escolhida na area da
guimica eletroanalitica quando quer se obter informacdes a respeito de processos
eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica é decorrente de sua caracteristica de
fornecer informacdes sobre a termodinamica de processos redox, da cinética de
reacbes de transferéncia de elétrons e sobre reagBes quimicas acopladas a
processos adsortivos (WANG, 2001). Parametros como corrente e potenciais de pico
anodico e catodico, sdo importantes para a caracterizar um sistema quanto a sua
reversibilidade e analisar a ocorréncia de reacbes acopladas ao processo do
eletrodo (BRETT, 1993).

Na VC, as informacgfes obtidas sobre o analito s&o mensuradas através de
variacbes de corrente resultantes de reacdes de reducdo e oxidacdo durante a
aplicacdo de uma diferenca de potencial sobre o eletrodo de trabalho. Nesse
processo, uma corrente capacitiva € gerada, gerando alteracdes na dupla camada
do eletrodo apods aplicacédo do potencial, que declina rapidamente (PACHECO et al.,

2013). Os principais parametros analisados no voltamograma ciclico sdo: os
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potenciais de pico catédico (Epc) e anddico (Epa), as correntes de pico catodico
(Ipc) e anddico (Ipa) e a area eletroativa resultante (SKOOG, D. A.; HOLLER, F. J;
NIEMAN, 2002) , como descritos na Figura 6. Esses dados oferecem informacdes

importantes quanto a reversibilidade da transferéncia de elétrons.

Figura 6 - Representacéo grafica da técnica de VC.
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Fonte: Adaptado de Wang (2001).

2.2.5 Materiais empregados na superficie sensora

A etapa mais importante no desenvolvimento do imunossensor é a imobilizagédo
do analito alvo na superficie do eletrodo. Este processo exige a preservacdo da
estabilidade e da atividade bioldgica das biomoléculas, bem como a sua orientacéao,
distribuicdo, e proximidade com a superficie do eletrodo (ZANATO, 2016). Neste
contexto, um dos grandes desafios no desenvolvimento de imunossensores tem sido
a garantia de reprodutibilidade e aumento da sensibilidade diagndstica.
Recentemente, as excelentes propriedades fisicas do uso de nanomateriais, como a
alta relacdo superficie/volume, excelente biocompatibilidade e boa condutividade,
tém atraido grande atencdo devido as possiveis aplicacdes destas plataformas no
processo de imobilizacdo, garantindo a atividade catalitica das biomoléculas e o
aumento do limite de detec¢cao (AMANI; KHOSHROO; RAHIMI-NASRABADI, 2018).
Processos fisico-quimicos permitem que estes nanomateriais sejam funcionalizados
de modo a introduzir grupos reativos que possibilitem o acoplamento mais estavel de
proteinas, através de ligacbes covalentes (TILMACIU; MORRIS, 2015). Estes

materiais podem promover 0 aumento da area reativa, e, consequentemente, da
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quantidade de moléculas imobilizadas e ampliar a transferéncia de elétrons,
contribuindo para um aumento da sensibilidade na deteccdo do evento de
reconhecimento (LI et al., 2012; MISTRY et al., 2014). Assim, seu uso tem conferido

resultados mais reprodutiveis e sensiveis.

Os NTC, descritos originalmente em 1991 por Sumio lijima, sdo constituidos de
folhas de grafeno enroladas, de formato cilindrico, com arranjos hexagonais de
carbono, variando o tamanho de seu didmetro de nanémetros a centimetros. S&o
divididos em dois tipos, nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT, do
inglés “Single-Walled Carbon Nanotubes” ou mdultiplas camadas (MWCNTs, do
inglés “Multi-Walled Carbon Nanotubes”) (BAUGHMAN; ZAKHIDOV; DE HEER,
2002). Dentre uma variedade de nanomateriais, os NTCs frequentemente se tornam
a escolha para a fabricacdo de biossensores devido as suas qualidades e
propriedades fisico-quimicas. Possuem uma boa estabilidade quimica, resisténcia
mecanica e uma e propriedades de condutividade elétrica (PUMERA, 2007). Devido
sua capacidade de mediar a transferéncia de elétrons, proporcionar aumento da
area de ancoragem de biomoléculas e uma diminuicdo no tempo de resposta do
biossensor (SANCHEZ-MORENO et al., 2018; ZARBIN; OLIVEIRA, 2013).

Para a escolha do suporte de imobilizacdo das biomoléculas devem ser levadas
em consideracdo algumas propriedades, tais como: resisténcia, grau de porosidade,
grupos funcionais suscetiveis a modificacdo e estabilidade mecéanica (YOO; LEE,
2010). Dentre os materiais de estrutura para imobilizacdo destacam-se os PCs, que
integram os sinais quimicos produzidos pelos elementos de detecc¢ao transmitindo-
os na forma de sinal elétrico (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007). Os PCs
possuem propriedades elétricas e Opticas semelhantes as dos metais e
semicondutores inorganicos, mas também exibem as propriedades atrativas
associadas aos polimeros convencionais, como facilidade de sintese e
processamento(ATES, 2013). Essa combinacdo de propriedades deu a esses
polimeros uma ampla gama de aplica¢des na industria de microeletronica, incluindo
seu uso no campo biolégico. Pesquisas com PCs em aplicacdes biomédicas
cresceram com a descoberta, na década de 1980, de que esses materiais eram
compativeis com muitas moléculas bioldgicas, como as usadas em biossensores
(SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).
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A maioria dos PCs apresentam vérias vantagens importantes para aplicacdes
biomédicas, incluindo biocompatibilidade, capacidade de aprisionar e liberar
moléculas bioldgicas controlaveis e capacidade de transferir carga de uma reacao
bioquimica (GRACIA; MECERREYES, 2013).Entre o0os polimeros mais usados
encontram-se a politionina (Pth), polipirrol (Ppy) e a polianilina (PANI). Seu uso
permite controlar as propriedades da superficie sensora e funcionaliza-las, devido
seus grupos funcionais na estrutura do polimero, como por exemplo 0s grupos
aminos nos filmes de politionina possibilitando um melhor acoplamento covalente
com biomoléculas (FERREIRA, 2011).

A tionina (TN) € um corante catiénico derivado de fenotiazina que contém dois
grupos amino nas posi¢gdes a do anel fenotiazinico (Figura 7). Devido ao atomo de
enxofre em sua estrutura, a TN é comumente utilizada para modificacdo de
superficies metélicas em biossensores, pois facilita a eletropolimerizacao através da
interacéo Metal-S (GHICA; FERREIRA; BRETT, 2015).

Figura 7 - Estrutura quimica do monémero de Tionina.
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Fonte: Adaptado de Owino (2008).

Em virtude da presenca de grupos doadores de elétrons, o mecanismo da
eletropolimerizagdo da TN ocorre atraveés da oxidacao irreversivel do mondmero a
valores de potencial elevados, com a formacdo de um radical estavel e
monocarregado (GYORGY INZELT, 2008). A estrutura do polimero resultante (Pth)
tem sido descrita como formada por unidades monoméricas ligadas via pontes
amina secundaria na posi¢cao para e contendo grupos aminas livres na sua estrutura
favorecendo a funcionalizacdo através de substancias organicas (GUIMARD;
GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

Atualmente a tendéncia no desenvolvimento de biossensores mais arrojados,
€ 0 uso de corantes enquanto mediadores de reagdo redox, como o MB, devido

propriedades eletrocataliticas (LI et al., 2012). O MB pode fornecer ao sensor uma
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melhoria na transferéncia de elétrons entre o centro redox de um composto a
superficie do eletrodo de trabalho (OLIVEIRA et al., 2011). Devido suas
propriedades eletrocataliticas, tem sido desenvolvidos estudos visando sua
aplicacdo como sonda na preparacdo de eletrodos quimicamente modificados
(FERAPONTOVA; GOTHELF, 2009; MOREIRA et al., 2018; YANG et al., 2002).

Figura 8 - Estrutura quimica do Azul de Metileno.
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Fonte: Adaptado de Yan (2005).
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3 OBJETIVO

Desenvolver uma plataforma sensora nanoestruturada para detecgao

eletroquimica do H-FABP.

3.1 ESPECIFICOS

- Desenvolver uma plataforma sensora amino reativa empregando eletrodo de ouro
modificado com filme de politionina, nanotubos de carbono e azul de metileno

visando a aplicacdo em ensaios eletroquimicos;

- Imobilizar anticorpos anti-H-FABP sobre a plataforma sensora;

- Caracterizar as etapas de formacao de filme e imobilizacdo de biomoléculas por

técnicas eletroquimicas;

- Otimizar os parametros experimentais para determinacdo do H-FABP, tais como,

concentracéo de anticorpo;

- Estabelecer uma curva de resposta analitica do imunossensor para determinacéo

do H-FABP, empregando a técnica de voltametria ciclica,
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4 RESULTADO

O resultado da pesquisa gerou um artigo a ser submetido ao Research on
Biomedical Engineering (ISSN 2446-4740 /| 2446-4732), jornal oficial da Sociedade

Brasileira de Engenharia Biomédica.
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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM) é uma das principais causas de morte no mundo,
sendo responsavel por 8,7 milhdes de 6bitos por ano. Nos ultimos anos, o H-FABP
vem sendo utilizado como importante marcador no diagnostico do IAM, mostrando-
se superior as troponinas por aparecer mais precocemente, até as duas primeiras
horas do atague cardiaco. A demanda por testes rapidos para H-FABP tem levado,
inicialmente, ao desenvolvimento de testes de tira lateral, comercialmente

disponiveis, e a busca por testes mais acurados e quantitativos, 0s imunossensores.
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O uso de nanomateriais, aliado a polimeros condutores tem resultado numa
performance analitica aumentada, devido a alta transferéncia eletrénica resultante
do sinergismo entre esses materiais. Recentemente, 0 uso de nanomateriais de
carbono funcionalizados por mediadores quimicos de propriedades redox estaveis
tem aperfeicoado as respostas dos sensores eletroquimicos amperomeétricos, por
aumento nas respostas de corrente faradaicas. Aqui, um imunossensor
eletroquimico baseado em filme de politionina (PTh) e nanotubos de carbono (NTC)
funcionalizados com azul de metileno (MB) foi desenvolvido para detec¢do do H-
FABP. A resposta amperométrica foi obtida por voltametria ciclica, mostrando
respostas lineares e limites de deteccdo para o H-FABP, respectivamente, entre 2,5
a 25,0 ng/mL e 3,1 ng/mL em amostras tamponadas; e entre 5,0 a 25,0 ng/mL e 4,5
ng/mL em soro humano. A boa reprodutibilidade e a faixa clinica obtida com esse
imunossensor suportam sua utilidade como uma ferramenta potencial para testes de
diagnostico precoce do IAM, com a vantagem de ser um método passivel de

portabilidade como os testes de tira lateral.

PALAVRAS-CHAVES: Imunossensor, Nanotubos de Carbono, H-FABP, Infarto
Agudo do Miocérdio.

1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares, incluindo o infarto agudo do miocardio (IAM),
representam um importante problema de saude publica, sendo a principal causa de
morte em todo o mundo (BAENA et al., 2012; WHO, 2017). Diferenciar com
seguranca pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) de pacientes com dor
toracica ndo isquémica € o um dos grandes desafios, especialmente quando o
diagnéstico precisa ser realizado em pacientes que nao apresentam sintomas
clinicos tipicos ou eletrocardiograma (ECG) caracteristico de lesdo miocardica aguda
(MIRANDA SILVA; GONTIJO DA SILVA, 2018). Por mais que o ECG seja a primeira
ferramenta diagnoéstica para a deteccdo do infarto agudo do miocéardio (IAM), este
nao possui uma boa sensibilidade diagnéstica (~50%) e, portanto, ndo pode ser
exclusivo ao diagnoéstico do IAM (SANTOS et al, 2018; SBC- SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, [s.d.]). Varios marcadores bioquimicos sé&o
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utilizados para auxiliar no diagnéstico do IAM tendo como funcédo a estratificacdo de
risco e auxilio na escolha do tratamento adequado.

Os biomarcadores cardiacos sdo componentes de estruturas celulares liberados
na circulacdo quando ocorre lesdo no miocardio, sua quantificacdo no soro
sanguineo sao relevantes devido a obtencdo de informacdes associadas a
severidade e o estagio da lesédo cardiaca (BRIEGER et al., 2004; MIRANDA; LIMA,
2014; RESENDE et al.,, 2015). Recentemente, a proteina de ligacdo de acidos
graxos do coracao (H-FABP) vem sendo apontada como um eficiente marcador
precoce de isquemia miocérdica, podendo ser associado as troponinas cardiaca
(cTnl e cTNnT) para um diagnéstico mais preciso do IAM (GURURAJAN et al., 2010).
Apos a lesdo do miocéardio, o H-FABP € liberado na corrente sanguinea entre 20-30
minutos, sendo util no diagndstico precoce do IAM (CAVUS et al., 2006;
HOFFMANN et al., 2015a).

Dado que o uso do H-FABP como ferramenta diagndéstica para o IAM é um teste
recente, a introducdo da sua dosagem na pratica clinica através de imunoensaios
tem possibilitado a deteccdo precoce de alteracdes na corrente sanguinea (REDA;
MOHARRAM; SOLIMAN, 2016). Atualmente no mercado existem ensaios baseados
em métodos classicos, como o ELISA, que sado testes com boa especificidade e
resposta analitica bem estabelecida, porém limitada para aplicacdo como testes a
beira-leito pois necessitam de aparato técnico especifico e demanda certo tempo
para ser revelado além de necessitar de equipe técnica especializada
(CAVALCANTE et al.,, 2017; GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999a). Em contra
partida, sistemas mais praticos e portateis para determinacdo do H-FABP a beira
leito tém sido desenvolvidos empregando testes de tira com fluxo lateral baseados
em imunoensaios cromatograficos (REGAN; O’KENNEDY; COLLINS, 2018).
Embora simples, os testes apresentam apenas informacdes qualitativas, tendo baixa
sensibilidade no geral, tendo assim seu uso limitado (OTAKI; WATANABE;
KUBOTA, 2017). Portanto, o desenvolvimento de testes rapidos e quantitativos que
auxiliem num diagnostico precoce para uma rapida intervencdo apresenta-se como

imperativo.

Nos ultimos anos, os biossensores tém se revelado como um excelente

sistema de diagnéstico rapido devido sua alta sensibilidade, praticidade e
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possibilidade de andlise em tempo real (REGAN; O’KENNEDY; COLLINS, 2018).
Atualmente, a tecnologia oferecida pelos biossensores vem possibilitando o
desenvolvimento de dispositivos do tipo testes de pronto atendimento, do inglés
“point-of-care testing” (POCT), um método analitico que possibilita acelerar o tempo
de resposta do diagnostico, sendo uma alternativa atrativa para uma tecnologia a
beira do leito (SYEDMORADI et al., 2017). Um dos grandes desafios no
desenvolvimento desses sensores consiste em concomitantemente: deteccdo de
analito em baixas concentracdes, promover uma rapida reposta, alcancar boa
especificidade e fazer uso de tecnologias facilmente portabilizadas (KOKKINOS. et
al 2016; REGAN; O'KENNEDY; COLLINS, 2018; WAN et al., 2013).

A etapa mais importante no desenvolvimento do imunossensor é a
imobilizacdo do analito alvo na superficie do eletrodo. Este processo exige a
preservacao da estabilidade e da atividade biologica das biomoléculas, bem como a
sua orientacao, distribuicdo, e proximidade com a superficie do eletrodo (ZANATO,
2016). Recentemente, as excelentes propriedades fisicas dos nanomateriais, como
a alta relacdo superficie/volume, biocompatibilidade e boa condutividade, tém
atraido grande atencdo devido as possiveis aplicacfes destas plataformas no
processo de imobilizacdo, garantindo a atividade catalitica das biomoléculas e o
aumento do limite de deteccdo (AMANI; KHOSHROO; RAHIMI-NASRABADI, 2018).
A conjugacdo de nanomateriais a polimeros condutores (PCs), contribuem e
otimizam a resposta sensora pois fornecem um melhor controle das propriedades da
superficie e funcionalizacdo, como por exemplo os grupos aminas nos filmes de
politionina, tais quais possibilitam um melhor acoplamento covalente a biomoléculas
(FERREIRA, 2011).

A maioria dos PCs apresentam vantagens para aplicacdes biomédicas,
sendo elas: biocompatibilidade, capacidade de aprisionar e liberar moléculas
biolégicas controlaveis e capacidade de transferir carga de uma reacdo bioquimica
(GRACIA; MECERREYES, 2013). Entre os polimeros mais usados encontram-se a
politionina (PTh), polipirrol (Ppy) e a polianilina (PANI). Filmes de politionina (PTh)
tém sido bastante utilizados em sensores eletroquimicos por apresentarem
propriedade atrativas, tais como alta condutividade, estabilidade e facil preparacéo

(XU et al, 2010). Além disso, quando utilizadas superficies metalicas, a
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eletrodeposicéo da tionina é facilitada pela forte interacdo Metal-S devido seu atomo
de enxofre em sua estrutura quimica (GHICA; FERREIRA; BRETT, 2015).
Recentemente, 0 uso de nanomateriais de carbono funcionalizados por mediadores
quimicos de propriedades redox estaveis tem aperfeicoado as respostas dos
sensores eletroquimicos amperométricos, por aumento nas respostas de corrente
faradaicas (LI et al.,, 2012). O azul de metileno (MB) € um mediador quimico
fenotiazinico com propriedades redox, que pode fornecer ao sensor uma melhoria na
transferéncia de elétrons, promovendo consequentemente um aumento substancial
na capacidade de armazenamento de carga (OLIVEIRA et al.,, 2011). Devido tais
propriedades do MB, estudos tém sido desenvolvidos visando sua aplicagdo como
sonda na preparacdo de eletrodos quimicamente modificados (FERAPONTOVA;
GOTHELF, 2009; MOREIRA et al., 2018; YANG et al., 2002).

Atualmente nenhum imunossensor para o H-FABP esta disponivel
comercialmente. Na plataforma proposta, um filme polimérico de politionina e
nanomateriais conjugado a um mediador com caracteristicas redox intrinsecas foi
desenvolvido para deteccdo do H-FABP, um importante marcador precoce do IAM.
O emprego de nanoestruturas aliada a técnicas de imobilizacdo, favoreceram a
seletividade das reagBes entre o anticorpo e o antigeno, resultando em um

imunossensores sensivel e estavel.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Reagentes

As proteinas recombinantes humanas do H-FABP e os anticorpos monoclonais
anti-H-FABP foram compradas da Abcam™ (Cambridge, Inglaterra), bem como as
amostras de soro humana que foram adquiridas da Sigma-Aldrich™ (St. Louis, MO,
EUA). Os monémeros de acetato de tionina, azul de metileno (MB), N-etil-N"-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida, (EDC), N-Hidroxisucccinimida (NHS),
etilenodiamina 98% puro (EDA) e polissulfonato de sodio (PSS) foram obtidos da
Sigma-Aldrich™ (St. Louis, MO, EUA). Os nanotubos de carbonos funcionalizados
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com grupamentos carboxilicos (NTC-COOH), 95% puros, foram obtidos da

Dropsens™ (Oviedo, Espanha).

A solucéao tampéo de fosfato salino (PBS) (0,01 M, pH 7,4) foi utilizada em todos
0s experimentos para diluicho de amostras bioldgicas, sendo preparada por
dissolucéo de 0,2 g de KClI, 8,0 g de NaCl, 0,24 g de KH2PO4 e 1,44 g de NazHPOau,
em 1000 ml de 4gua pura obtida de unidade de osmose reversa (Human RO 180). A
glicina foi comprada da Fluka Analytical, o H2SO4 e ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)¢]) da Quimica Moderna, e o ferrocianeto de potassio (K4Fe(CN)s]) da
Vetec (Brasil).

2.2.Medidas eletroquimicas e equipamentos

As medicOes eletroquimicas foram realizadas utilizando o potenciostato Autolab
PGSTAT204 (Eco Chemie, Holanda), controlado pelo software Nova 2.1.3®
aquisicdo e processamento de dados. Todas as medidas eletroquimicas foram
realizadas utilizando-se um sistema convencional de trés eletrodos, composto de
eletrodo convencional de ouro policristalino (EAu) de secéo circular de diametro de
0,8 mm como eletrodo de trabalho, eletrodo Ag/AgCl (KCI sat) como eletrodo de
referéncia e fio de platina helicoidal como contra-eletrodo numa célula eletroquimica
de 5 mL. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em presenca de sonda
redox, solucdo de (Kz[Fe (CN)g])/ (K4 [Fe(CN)e]) @ 5mM.

Para eletrossintese do filme politionina (PTh) sobre a superficie do eletrodo de
ouro (EAu) foi utilizada a técnica de voltametria ciclica com velocidade de varredura
de 100 mV/s, em janela potencial entre -0,5 a 0,9V, durante 30 ciclos. As respostas
sensoras e a caracterizacao eletroquimica das etapas de modificagBes da superficie
sensora foram obtidas empregando-se a técnica de voltametria ciclica (VC), com
janela de potencial de -0,8V a 0,8V a uma velocidade de varredura de 30 mV/s. Os
dados para a construcéo dos graficos e as curvas analiticas foram processados pelo

software Origin Lab™, verséo 8.0.
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2.3.Preparacéo do filme de PTh

Previamente as etapas de montagem do filme, a superficie do EAu foi submetida
a um procedimento mecanico de limpeza realizado por polimento em pasta de
alumina (0.3ug), realizando movimentos em forma de infinito (=) durante 2 min. Para
verificagdo da remocdo de residuos da superficie eletrédica foram registrados
voltamogramas ciclicos em sonda redox de (K;[Fe(CN)g])/ (K4 [Fe(CN)s]) @ 5mM, no
qual foram analisadas as diferencas entre as voltagens de pico anddico e catddico
(Epa e Epc, respectivamente), bem como comparado o valor da corrente anddico e
catédico (Ipa e Ipc, respectivamente). Apés a limpeza, o EAu foi imerso em uma
célula eletroquimica contendo solu¢do de 0,1 mM de mondmeros de tionina em
10mM de PBS (pH 7,4), e submetido a eletrossintese pela técnica de voltametria

ciclica previamente descrita.

2.4.Montagem de nanoestruturas sobre filme de PTh

Posteriormente, o filme nanoestruturado foi montado por “dropcasting” sobre a
superficie eletrddica, no qual continha NTCs funcionalizados com azul de metileno
(NTC@MB). Para obtencdo do composto NTC@MB, inicialmente, 1 mg de NTC-
COOH foi disperso em uma solugédo aquosa de 1mg/mL de PSS, no qual foi levada a
um banho ultrassénico por 2 horas. Em seguida, esta suspensao foi conduzida a
estufa, em temperatura de 50°C, num periodo de 15 horas (ZHANG; XU, 2014).
Apoés esta etapa, a solucdo contendo NTCs ativados com o PSS foi centrifugada a
uma velocidade de 15000 rpm por 45 minutos. Por fim, foi retirado o sobrenadante e
0s NTCs foram ressuspendidos em 1 mL de MB a 10 mM (YAN et al., 2005). Este
composto formado de NTC@MB foi sonicado por 02 horas e submetido a exaustivas
lavagens em centrifuga a 15.000 rpm, até que o0 sobrenadante estivesse

transparente indicando que o excesso de MB néo ligado foi retirado.
2.5.Imobilizac&o do anti-H-FABP e bloqueio de ligacdes néo especificas
Apds a modificacdo eletrodica obtida pela montagem, inicialmente pelo filme de

PTh seguida da incorporagcdo de NTC@MB (EAU/PTh/NTC@MB), foi realizada a

imobilizagéo dos anticorpos anti-H-FABP. Para tal, uma mistura de 20mM de EDC e
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50mM de NHS [1:1] em tamp&o PBS (pH 7,4) foi deixada em repouso sobre o
eletrodo em temperatura ambiente por 40 minutos afim de ativar os grupos
carboxilicos da plataforma sensora. Concomitantemente, uma mistura contendo 5 pl
de EDA (20%) e 10 pl de anti-H-FABP (20 pug/ml) foi deixada em repouso por 40 min,
sendo posteriormente depositada sobre o eletrodo para imobilizacdo durante 60
minutos. Apos, o eletrodo foi exaustivamente lavado em &gua, para remover o
excesso nao ligado, e passou pela etapa de blogueio com glicina (100mM), em
solucéo PBS (pH 7,4) incubado por 30 minutos e novamente lavados com agua pura
resultando em sucessivas camadas reativas (EAU/PTh/NTC@MB/Anti-H-
FABP/Glicina).

2.6.0btencéo de respostas analiticas

O imunossensor foi submetido a prova com amostras de H-FABP incubadas
durante 30 min, em diferentes concentracdes. Antes da leitura da corrente
resultante, a superficie do eletrodo foi lavada exaustivamente com PBS (pH 7,4),
afim de retirar o excesso da amostra ndo ligada aos anticorpos da plataforma. Um
resumo de todas as etapas envolvidas na constru¢cdo do imunossensor e 0 ensaio

de imunocomplexacéo esta esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Resumo gréafico esquemético da montagem do imunossensor e imunoensaio indicando
medidas analiticas com VC.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Eletrossintese do filme de PTh

A eletropolimerizacéo realizada em solugdo de monoémeros de tionina renderam
filmes de PTh sobre a superficie do sensor firmemente aderidos devido a estrutura
possuir o enxofre ligado ao anel aromatico, favorecendo assim sua adesdo a
estruturas metéalicas (GHICA; FERREIRA; BRETT, 2015). E conhecido que os filmes
finos poliméricos da tionina introduzem centros redox altamente estaveis,
eletroativos e eficientes. Essas propriedades de superficie cataliticas podem facilitar
aplicagcbes em biossensores enzimaticos (TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014), bem
como servir como polimeros ancoras quando sdo explorados 0s grupos amino
reativos livres a superficie polimérica.

De acordo com a Figura 2, a eletrossintese da PTh realizada pela técnica de VC
foi confirmada pelo aumento dos picos andédicos e catédicos em 0,2V e - 0,2V,
respectivamente. Foi observado também um aumento na corrente de reducgdo entre

o potencial -0,4V e -0,5V, como indicativo da participacdo de ambos grupos amino



45

laterais dos mondomeros de tionina envolvidos na formagdo da PTh. Uma das
importantes variaveis que podem influenciar no comportamento eletroquimico de
filmes eletrossintetizado € o meio em que sdo submetidos. Mondémeros de tionina
sintetizados em meios mais alcalinos resultam em polimeros menos condutores
(TOPCU; ALANYALIOGLU, 2014). Owino e cols. (2008) obtiveram filmes de tionina
de natureza multiporosa com alto rendimento quando a eletropolimerizagéo foi
realizada em pH 6,5 em tampdo acetato (0,1M); a reacdo de polimerizacéo
procedeu-se a partir da oxidagdo dos grupos —NH2 das moléculas de tionina em
potencial abaixo 1,1V vs. Ag/AgCl (OWINO et al., 2008). Este alto rendimento pode

ser atribuido ao alto pKa da tionina que se encontra em 11,3.

Figura 2. Voltamograma ciclico de eletrodo de EAu em processo de eletropolimerizacdo para
obtenc¢do de PTh com 30 ciclos sucessivos na presenga de eletrélito de suporte PBS (7,4).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Aqui, os filmes de PTh foram eletrossintetizados em tampdo PBS (pH 7,4),
resultando em um aumento da area eletroativa média de 75%, em relacdo ao
eletrodo limpo (Figura 3), e com relativa disponibilidade de grupos amino reativos
para a incorporacdo de nanotubos de carbono pela formacdo de ligacdes amidas

com os grupos carboxilicos presentes em suas estruturas (Gomes et al., 2013).
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Figura 3. Diagrama de barras indicando areas eletroativas normatizadas em relacédo ao eletrodo
limpo nos respectivos passos de montagem na presenca de eletrdlito suporte, 0,1M de KCI. (a) EAu
limpo, (b) EAU/PTh (c) EAU/PTh/NTC.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.Montagem das nanoestruturas NTC@MB sobre filme de PTh

Sabe-se que a utilizacdo de nanotubos carbono em plataformas sensoras
melhoram a respostas analiticas, devido ao aumento de transferéncia eletrdnica
decorrente da presenca de ligacGes sp? presentes em suas estruturas (PAMPALONI
et al., 2019). Aqui, o incremento na condutividade advinda da adicdo do NTC a
plataforma foi confirmado pelo expressivo aumento (aproximadamente 770 %) da
area eletroativa em relacédo ao eletrodo com o filme de PTh, com base na equacéao
de Randles-Sevick, equagéo 1 (SILVA et al., 2015):

1 3 1
I, = (2.69x10%) ADznz Vi C (Equagdo 1)

onde, Ip é o valor da corrente de pico, A representa a area eletroativa do eletrodo
(cm?), D é o coeficiente de difusdo da solugdo em solugdo (cm? s?), n é o nimero de
elétrons envolvidos na reacdo redox, V é a taxa de varredura potencial (V st) e C é

a concentragdo da molécula sonda em solugéo (BARD et al., 2001).

O modo de ligagdo das nanoestruturas de carbono as superficies sensoras
podem afetar as respostas analiticas. As ligac6es covalentes sédo preferencialmente

usadas (Gomes et al., 2013), entretanto ligagdes néo covalentes por interacbes
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eletrostaticas podem ser atrativas quando fortemente estabelecidas, tendo como
vantagem a facil implementacao e reducado de etapas (GHICA; FERREIRA; BRETT,
2015). Diferentes polimeros tém sido utilizados como ancoras para ligacédo de NTCs,
dentre eles, os que apresentam em suas estruturas os grupos funcionais —COOH,
—SH e —NH2 (WANG et al., 2007)(DOHNO; STEMP; BARTON, 2003). Os polimeros
com grupos —NH:2 de caracteristica catibnica apresentam vantagens devido a f4cil
sintese de estruturas de carbono carboxiladas que garantem cargas opostas,
facilitando tanto ligacfes covalentes quanto ligacdes por interacdes eletrostaticas. A
tionina é uma pequena molécula planar com anel de fenotiazina com dois grupos
aminos simetricamente distribuidos em cada lado, podendo interagir com os NTC de
duas maneiras, ou covalentemente, ou nado covalentemente (ZHOU; FANG,;
RAMASAMY, 2019). Aqui, acredita-se que os NTC se ligaram covalentemente ao
filme de tionina por interagbes TT-T1 que ocorrem com empilhamento dos anéis
aromaticos presentes nas suas paredes laterais e anéis aromaticos fenotiazinicos da
tionina, bem como por ligagdes ndo covalentes através de interacdes eletrostaticas
entre 0s grupos carboxilicos com os atomos de enxofre presentes nas tioninas
(WANG et al., 2007). Por outro lado, os grupos sulfénicos do PSS também atuaram
na interacdo dos grupos amino da PTh facilitando uma outra interacdo eletrostatica
com os NTCs (GUIVER; ROBERTSON; FOLEY, 1995). Um desenho esquematico
das provaveis ligacbes covalentes e nao covalentes entre as estruturas

fenotiazinicas e NTC sao exibidas na Figura 4.
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Figura 4: Representagéo dos processos de ligagcdo que ocorrem no filme nanocompdsito de PTh e

NTC.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma das vantagens do uso de nanoestruturas de carbono é sua facilidade de
funcionalizacdo com diferentes espécies quimicas que podem promover maior
transferéncia eletrénica aumentando a sensibilidade analitica de imunossensores.
Aqui, o MB foi utilizado como mediador quimico, devido sua estavel propriedade
eletrocrémica e por apresentar Potencial Formal (Eo) relativamente baixo (entre 0.08
e -0.25 V) (YAO et al., 2005), impedindo reacdes de oxido-reducdo entre
metabdlitos sanguineos. A presenca do NTC@MB sobre o filme de PTh promoveu
um aumento substancial na capacidade de armazenamento de cargas,
compreendendo um incremento de cerca de 5000 vezes da area eletroativa quando
comparada a area obtida com filme PTh/NTC. Além disso, a estavel propriedade
redox do corante fenotiazinico resultou no aparecimento de picos redox expressivos
que foram confirmados pelos perfis voltamétricos realizados na presenca de
eletrdlito suporte (0,1M KCI), com picos catédico em -0,4V e anddico -0,05V (Figura
5).
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Figura 5. Tipicos voltamogramas ciclicos realizados em EAu na presencga de eletrolito suporte, 0,1M
de KCI com velocidade de varredura de 30 mV/s. (a) EAU/PTh/NTC e (b) EAU/PTh/NTC@MB.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Estudos de estabilidade do nanofime PTh/NTC@MB foram realizados
submetendo-se os eletrodos a 20 ciclos consecutivos de voltametria ciclica (v =
30mV/s, janela de potencial entre -0,8 a 0,8V). Os coeficientes de variagdao (CVs)
dos picos de correntes redox dos VCs foram calculados com o objetivo de avaliar
sua estabilidade e reprodutibilidade operacional. Na Figura 6 observou-se a
repeticdo de um padrdo dos picos redox nas sucessivas medidas voltamétricas do
eletrodo modificado, ndo existindo deslocamento significativo dos picos de corrente
anddica (Ipa) e catddica (Ipc). Os CVs calculados para Ipa e Ipc foram de
aproximadamente 3% para ambos. Esta boa estabilidade alcancada pode ser
atribuida as fortes ligagbes ja descritas entre o filme de tionina e paredes laterais
dos NTCs (ligagBes covalentes e interagfes eletrostaticas), bem como das ligacdes
covalentes ocorridas entre os NTCs e o MB por intermédio do PSS. Acredita-se que
0S grupos sulfonas do PSS promoveram ligagdes m-11, ou seja uma ligagao

covalente entre as estruturas aromaticas presentes (ZHANG; XU, 2014).
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Figura 6: Estudo de estabilidade eletroquimica do filme, na presenca de eletrdlito de suporte, 0,1M
de KCI. Respostas de Ipa e Ipc de CVs realizados em 20 ciclos sucessivos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Do ponto de vista eletroquimico, embora a introducado do PSS tenha facilitado
uma melhor estabilidade na ligagdo entre NTC e MB, o PSS resultou em uma
diminuicdo da é&rea eletroativa do voltamograma de cerca de 40% (Figura 7),
implicando reducdo na transferéncia eletrbnica. Assim pode-se afirmar que o
incremento de corrente faradaica, deve-se principalmente ao mediador MB (Figura
5).
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Figura 7: Perfis voltamétricos realizados em EAu na presenca de 5mM de (Kz[Fe (CN)g])/ (Ka
[Fe(CN)g]) , em uma velocidade de varredura de 30 mV/s. (a) EAU/PTh/NTC e (b) EAu/PTh/NTC/PSS.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A ligacdo do MB a superficie nanoestrutura foi estudada por ensaios
eletroquimicos submetendo-se o eletrodo modificado com filme de PTh/NTC@MB a
diferentes velocidades de varredura em eletrélito suporte (Figura 8). Assim, quando
realizada a andlise dos picos da velocidade de varredura, observou-se aumento
crescente dos picos redox. Foi observado uma curva de comportamento linear
similarmente para de Ipa e Ipc com relacdo a velocidade de varredura ( r = 0,997, n=
15) comprovando que o mediador MB foi confinado a superficie do eletrodo com
sucesso (YAO et al., 2005). Além disso, presumiu-se gque 0 novo compoésito redox
(NTC@MB) apresentou comportamento eletroquimico de um processo quase-
reversivel (slope Ipa/lpc < 0,8) (BARD et al., 2001).



Figura 8. (a) Perfis voltamétricos realizados em EAU/PTh/NTC@MB obtidos sob diferentes
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velocidades de varredura na presenca de eletrdlito suporte (PBS pH7,4). (b) Plot da velocidade de
varredura vs. picos anddicos e catédicos.
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Estudos de velocidade de varredura foram

T
140

—
160

realizados com eletrodo

modificado por nanocompdésito EAU/PTh/NTC@MB na presenca de sonda redox

variando-se de 10 a 150 mV/s na presenca de (Ks[Fe (CN)g])/ (K4 [Fe(CN)s]) a 0,005

M na janela potencial -0,8 a 0,8 V. Conforme o aumento da velocidade, foi

observado um crescimento proporcional dos picos anodicos e catédicos (Ipa e Ipc,

respectivamente) em relacéo a raiz quadrada de velocidade de varredura. (Figura 9
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(b)) exibindo um r ajustado para Ipa = 0,997 e para Ipc = 0,992, sugerindo que as

reacoes no eletrodo ocorreram com base em um comportamento controlado por

difusao.

Figura 9: (a) Perfis voltamétricos realizados em EAu/PTh/NTC@MB obtidos sob diferentes
velocidades de varredura na presenca de 5mM de (K;[Fe (CN)g])/ (Ka [Fe(CN)g]). (b) Plot da raiz
qguadrada da velocidade de varredura vs. picos anodicos e catédicos.
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3.3Imobilizagdo de Anticorpos

A imobilizacdo de anticorpos Anti-H-FABP foi realizada considerando-se os
grupamentos amino reativos presentes no agente bifuncional (EDA) que
possibilitaram uma imobilizacdo covalente com o0s sitios carboxilados tanto
presentes na por¢cado Fc dos anticorpos, quanto nos NTCs, gerando-se assim uma
maior estabilidade para a plataforma. Para este procedimento, o terminal Fc dos
anticorpos anti-H-FABP foi ativado previamente em meio levemente acido por
mistura [1:1] de EDC / NHS (20 mM e 50 mM, respectivamente) e EDA (20%). Uma
reducdo nos picos do voltamograma indicam a presenca dos Anti-H-FABP na
plataforma sensora (Figura 10) (SILVA et al., 2016)(SILVA et al., 2015). A fim de
bloquear as ligacdes nao especificas, foi inserida uma etapa de blogueio com

glicina, também com reducao dos picos de potencial (GOMES-FILHO et al., 2013).

Figura 10. Curvas representativas das etapas sucessivas de modificacdo da superficie sensora,
obtido na presenca de 5mM de (K;[Fe (CN)g])/ (Ka [Fe(CN)g]) , em uma velocidade de varredura de 30
mV/s. (a) EAU/PTh/INTC@MB, (b) EAU/PTh/NTC@MB/Anti-H-FABP, (c) EAU/PTh/NTC@MB/Anti-H-
FABP/Glicina, (d) EAU/PTh/NTC@MB/Anti-H-FABP/Glicina/H-FABP.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para dar inicio aos estudos de simulagdo de modo a otimizar a concentracao
dos anticorpos usados no eletrodo anti-H-FABP foi realizado um estudo piloto de
concentracdo em funcdo das respostas de correntes anodicas (Figura 11 (a)). A

partir da analise estatistica, foi confirmado comportamento exponencial significativo
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em funcdo do aumento das concentragdes de anticorpos imobilizados (p < 0,05,
Teste qui-quadrado, n = 6). A concentracdo 6tima de 20 pg/mL de anti-H-FABP

estabelecida pelo platd da curva (Figura 11 (b)), foi estimada em funcdo da equacéao
2.

Ipa = lo[anti-H-FABP ] (inicial) +Ae™t (Equacéo 2)

onde, Ipa representa a corrente de pico anddico; lo[anti-H-FABP] (inicial), a
concentracdo de anticorpos de partida; A, é a componente dinamica; X, a
concentracdo de anticorpos no instante desejado, t1 € a constante exponencial de
crescimento da concentracdo de anticorpos anti-H-FABP.

Figura 11: (a) Curva de concentrac¢des de anti-H-FABP (1; 3; 5; 7; 9; 11; pg/mL). (b) Curva de

concentracao simulada de H-FABP na presenca de 5mM de (K;[Fe(CN)¢])/ (K4 [FE(CN)e]) , em uma
velocidade de varredura de 30 mV/s.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4Resposta analitica do H-FABP

Observou-se uma correlagdo linear crescente com o0 aumento das
concentracbes de H-FABP presentes nas amostras com o aumento de corrente de
pico anddico. A curva de resposta em relacdo ao pico anddico do VC apresentou um
comportamento eminentemente exponencial crescente (p < 0,05, Teste qui-
quadrado, n = 10), apresentando funcdo conforme ajuste matematico, equacao 2
(Figura 12(a)).

Apoés estudos experimentais com base nas concentracdes inseridas na fase
linear da curva ajustada (Figura 12(a)), foi determinada uma faixa linear de resposta
real do sensor, sendo estabelecida entre 2,5 a 25 ng/mL de H-FABP, superior aos
testes de tira lateral que reconhecem os antigenos de proteina de acidos graxos
entre 7 a 10 ng/mL (BANU; TANVEER; MANJUNATH, 2015; CHAN et al., 2003;
RAMAIAH et al., 2013). Aléem disso, 0 sistema apresentou uma boa sensibilidade
analitica de 1,47 pA.mL/ng e coeficiente de variacdo aproximado de 6,1%, superior
aos testes cromatograficos comerciais (<10%) (BANK et al., 2016). O limite de
deteccdo (LOD) foi calculado de acordo com a recomendagéo da IUPAC (IUPAC,
2009) , sendo encontrado em LOD = 3,0 £ 1,5, alcancando a faixa linear de resposta

de importancia para o diagnaostico clinico.
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Figura 12: (a) Curva de calibracao frente as diferentes concentragées de H-FABP (2,5; 5; 7,5; 10;
12,5; 15; 17,7; 20; 22,5; 25 ng/mL). (b) Ajuste linear da curva de concentracdo do antigeno. Medidas
obtidas na presenca de 5mM de (K;[Fe (CN)¢])/ (K4 [Fe(CN)s]) , em uma velocidade de varredura de
30 mV/s.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.5 Estudo da resposta analitica em amostras de soro

Como prova de conceito para fins analiticos, foram realizados testes de

sensibilidade diagnostica com amostras de soro comerciais enriquecidas com o
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antigeno H-FABP (Figura 13). O imunossensor exibiu uma faixa de resposta linear
de 5 a 25 ng/mL e um limite de deteccdo (LOD) de 4,54 ng/mL H-FABP (IUPAC,
2009), também superior aos limites dos dispositivos de tira lateral (REDA;
MOHARRAM; SOLIMAN, 2016).

Estudos de especificidade diagnéstica foram efetuados comparando-se
amostras enriquecidas com amostras controles de soros comerciais padrbes. Os
resultados de respostas de correntes anddicas demostraram um aumento linear com
aumento da concentracdo, exibindo um coeficiente angular significativamente
superior a aquele obtido de soros controles, com respostas de corrente anddica que
praticamente permaneceram constantes em relagdo a linha de base (Figura 13).
Nesse sentido, é possivel afirmar que o imunossensor foi capaz de distinguir o H-
FABP em soro positivo, a partir de 15 ng/mL, valor estabelecido para o Limite de
Reacao (Cut-off), calculado com base nos valores médios de resposta de corrente
anddica dos VCs para o soro controle acrescidos de dois desvios padrfes, intervalo
de confianca entre 5 e 25 ng/mL H-FABP (IC = 95%). Foi possivel afirmar que o
imunossensor apresentou um alto poder de discriminagcédo e efeitos a interferentes
controlados, com a vantagem de nao necessitar de um segundo anticorpo marcado
para aumentar a especificidade diagnéstica, uma limitacdo que se faz necesséria

nos testes de imunoensaio enzimético para H-FABP (KIM et al., 2010).

Figura 13: Resposta linear do soro enriquecido e ndo enriquecido com o H-FABP na presenca de
5mM de (Ks[Fe (CN)g])/ (Ka [Fe(CN)e]) , em uma velocidade de varredura de 30 mV/s.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4 CONCLUSOES

Uma plataforma sensora eletroquimica composta por um filme polimérico de
politionina e nanomateriais conjugado a um mediador com caracteristicas redox
intrinsecas foi desenvolvido, indicando boas perspectivas para o desenvolvimento de
um imunossensor para deteccao de anticorpos anti-H-FABP do tipo ndo marcado, e
sem a necessidade de uso de solucéao adicional de sondas redox para as medidas
amperomeétricas. Como prova de conceito, o imunossensor foi aplicado para a
quantificacdo do H-FABP. Até a presente data, ndo existe imunossensor, nem
biossensores para deteccdo do referido biomarcador. Os resultados analiticos de
sensibilidade e especificidade diagnostica obtidos de amostras de soro sanguineo
humano mostraram LOD e Cut-off em niveis de relevancia desejaveis para a rotina

clinica, na identificacdo precoce do IAM.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

Um imunossensor eletroquimico com sensibilidade e especificidade
diagnostica suficientes para deteccao do H-FABP em niveis de significancia
clinica foi alcancado;

O estudo com o mediador fenotiazinico (MB) conjugado ao NTC mostrou-se
eficaz na resposta amperométrica por aumentar a capacidade de
armazenamento de carga, bem como amplificacao das correntes faradaicas, e
A estabilidade de ligacdo alcancada entre o PTh e NTC, deveu-se as suas
estruturas quimicas ricas em anéis aromaticos, favorecendo principalmente as
ligacBes covalentes - T e interacdes eletrostaticas. Além disso, a ligacdo
estavel dessas estruturas resultou num efeito sinérgico com aumento de
cerca de 8 vezes maior da area eletroativa em relacdo ao filme isolado de
PTh.

Como perspectivas e desdobramento deste trabalho, pretende-se ampliar os

nameros de testes e provas analiticas com amostras reais, incluindo soro e sangue

de pacientes infartados e controles, assim como desenvolver um protoétipo portatil do

tipo point-of-care. Novos estudos de caracterizacdo morfoldégicas por microscopia

eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho pela transformada

de Fourier (FTIR) poderéo consolidar os pressupostos teorizados.
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