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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM), representa um importante problema de
saude publica no Brasil e no mundo, apresentando taxa crescente de incidéncia e
mortalidade. Devido a sua relevancia e magnitude, métodos analiticos de uso point-
of-care vem ganhando destaque a partir do desenvolvimento de imunossensores
eficientes, rapidos e praticos. Aqui, um imunossensor eletroquimico foi desenvolvido
para deteccdo do H-FABP, recentemente apontado como um importante marcador da
isquemia cardiaca. Para construcdo da plataforma sensora, eletrodos de carbono
vitreo foram modificados através do uso de nanotubos de carbono carboxilados e
eletrossintese do polimero condutor PEDOT:PSS, associado ao aminoacido L-
Cisteina (NTC/PEDOT:PSS@Cys). Apés eletrossintese, o eletrodo foi funcionalizado
com grupamento carboxilicos adicionando-se acido oxalico a plataforma sensora. Em
seguida, uma mistura de EDA, EDC/NHS e anti-H-FABP foi adicionada para
exposicao de grupamentos aminas facilitando as ligacbes amidas dos anticorpos a
plataforma sensora. Apds imobilizacdo dos anticorpos, os sitios ativos ndo-reativos do
filme foram bloqueados com uma solucéao dupla de glicina (100mM) em pH 4,0 e pH
8,0. A caracterizacdo do sensor foi realizada utilizando a técnica de voltametria ciclica.
O filme de NTC/PEDOT:PSS@Cys/Ac.Oxalico apresentou boa estabilidade quando
submetido a sucessivas leituras voltamétricas, nédo existindo deslocamento
significativo dos picos (CV% Ipa e Ipc aproximadamente 0,5% e 0,2%,
respectivamente). A resposta analitica em amostras de soro enriquecido foi obtida por
voltametria ciclica. O imunossensor exibiu uma faixa linear de 5,0 a 17,5 ng/mL, limite
de deteccédo em 5,6 ng/mL e limite de reacéo (Cut-off) em 9,62 ng/ml. Apesar de outras
plataformas na literatura apresentarem limites de detec¢ao mais baixos, esta mostrou
excelente estabilidade com o uso de filmes poliméricos utilizando um composto
inovador, o PEDOT:PSS.

Palavras-chave: Imunossensor. Nanotubos de carbono. H-FABP. Infarto agudo do

miocardio.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI), represents an important public health
problem in Brazil and in the world, presenting increasing rate of incidence and
mortality. Due to their importance and magnitude, analytical methods of use point-of-
care has been gaining detaque from development of imunossensores efficient, fast
and practical..Here, an electrochemical immunosensor was developed for the
detection of H-Fabp, recently appointed as an important marker of cardiac ischemia.
For the construction of the sensing platform, glassy carbon electrodes were modified
through the use of carbon nanotubes carboxilados and electrosynthesis driver polymer
PEDOT:PSS, associated with the amino acid L-cysteine (NTC/PEDOT:PSS@CYys).
After electrosynthesis the electrode was funcionalizado with carboxylic grouping by
adding oxalic acid to the sensing platform. Then, a mixture of EDA, EDC/NHS and anti-
H-FABP was added for exposure of clusters by facilitating the links polyfunctional
amines of antibodies to sending platform,. After immobilisation of antibodies, the active
sites non-reactive of the film were blocked with a dual solution of glycine (100mM) at
pH 4.0 and pH 8.0. The characterization of the sensor was performed using the
technique of cyclic voltammetry. The film NTC/PEDOT:PSS@Cys/Ac.Oxalic Acid
showed a good stability when subjected to successive voltametricas readings, there is
no significant displacement of the peaks (CV% Ipa and Ipc approximately 0.5% and
0.2%, respectively). The analytical response in serum samples of enquiguecido was
obtained by cyclic voltammetry. The Immunosensor exhibited a linear range from 5.0
to 17.5 ng/mL detection limit at 5.6 ng/mL and limit of reaction (Cut-off) at 9.62 ng/ml.
Although other platforms in the literature presenting lower detection limits, this showed
excellent stability with the use of polymeric flms using an innovative compound, the
PEDOT:PSS.

Keywords: Immunosensor. Carbon nanotubes. H-Fabp. Acute myocardial infarction.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sao alteracdes que afetam as funcgdes
responsaveis por carrear oxigénio e nutrir os tecidos celulares para o seu pleno
desempenho (COSTA, et al. 2019). Destas, a principal etiologia é o Infarto Agudo do
Miocardio (IAM) que constitui um grande desafio terapéutico, com impacto
consideravel na morbimortalidade e incidéncia anual estimada de 5,0-8,0%, altas
taxas de hospitalizacdo e elevados custos a saude publica mundial (OMS, 2017;
BRAILE-STERNIERI, et al. 2018).

A abordagem emergencial ao paciente com suspeita de IAM, deve ser rapida e
direcionada com o objetivo de facilitar o tratamento imediato e reduzir possiveis danos
permanentes ao individuo (MARTINEZ et al, 2019); todavia, desafios inerentes a
confirmacédo diagnostica da doenca é evidenciada devido a sua similaridade com
outras patologias cardiovasculares.

Atualmente, quando na presenca de quadro clinico sugestivo, o paciente com
suspeita de IAM realiza o exame de eletrocardiograma (ECG) e por meio dos tracados
sugestivos pode-se determinar a probabilidade da ocorréncia do evento isquémico.
Entretanto o ECG por possuir baixa sensibilidade (~50%) ndo é considerado um
exame de confirmacao diagnostica, necessitando da utilizacdo de novos métodos ou
abordagens diferenciais (HARROGATE et al., 2019).

O emprego de biomarcadores cardiacos para auxilio diagnéstico do IAM é
atualmente considerada uma boa estratégia devido a eficacia de diferenciacdo na
indicagcdo de processos patogénicos mediados pela liberacdo de componentes
intracelulares na corrente sanguinea em concentragcées mais elevadas que as usuais,
especificidade e sensibilidade para detectar lesdes miocardicas, reprodutibilidade,
precisdo e limites discriminatorios para distinguir entre niveis patoldgicos e
fisioloégicos. (BENJAMIN; MUNTNER; BITTENCOURT, 2019). Estudos mostram que
pelo menos 4 a 8% dos pacientes com IAM em evolug&o séo erroneamente liberados
das emergéncias sem a analise de marcador em série que possibilitaria um
diagnéstico adequado, resultando em uma maior taxa de mortalidade a curto prazo
(ENGEL; ROCKSON, 2020).

Os altos niveis de biomarcadores cardiacos sao induzidos pelo processo de
ativacado por liberacdo desses componentes estruturais rapidamente apés dano nos
cardiomiécitos e consequente morte celular. Atualmente, o0s importantes

biomarcadores cardiacos para o diagnostico de IAM séo troponina cardiaca | (cTnl) e
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T (cTnT), mioglobina (Mb), creatina quinase-MB (CK-MB) e, mais recentemente, a
proteina de ligacdo a acidos graxos do coracao (H-FABP) (YOUSEFI et al., 2019).

O H-FABP é um tipo de proteina intracardiaca, extremamente sensivel nas
primeiras horas apds a lesdo do miocardio e durante a reperfusdo, que desempenha
um papel essencial no metabolismo de acidos graxos nos cardiomiécitos (YE et al.,
2018). Clinicamente, a elevagdo do H-FABP na circulagéo indica dano histérico ou
continuo aos miécitos e € um marcador util para monitoramento e gerenciamento da
terapia em diversos problemas cardiovasculares (HO et al., 2019). Além disso, podem
ser cruciais na previsdo de risco futuro de eventos cardiacos, e ser Util para monitorar
os danos do miocéardio induzidos pela ablacdo por radiofrequéncia de arritmias e
angioplastia coronariana (DELLAS, et al. 2018).

Sabe-se, hoje, que a cTnT supera ligeiramente o H-FABP, uma vez que apos
as 4 horas do inicio dos sintomas a sensibilidade das moléculas se equiparam,
todavia, a combinacao da elevacdo de ambos marcadores proporciona uma melhora
significativa na sensibilidade, além de melhorar o valor preditivo negativo, a relacéo
de verossimilhanca negativa e a relacdo de risco, resultando em um 6timo
desempenho (OLIVEIRA; SANTOS; HOFFMANN, 2018). Ja a especificidade da H-
FABP é significativamente menor do que cTnT, isso devido a elevacao da H-FABP em
outras condi¢cbes, além do alto nivel das FABPs na musculatura esquelética, que
estruturalmente é igual a cardiaca, podendo resultar em valores alterados deste
marcador (NSABIAMA, et al. 2019). O contetudo miocérdico da H-FABP (0,57 mg =g
de peso Umido) é quatro a cinco vezes menor que o da MB (2,7 mg = g de peso
Uumido), mas a concentracao de referéncia plasmatica do H-FABP € 19 vezes maior
gue o da MB, isso significa que, apds lesdo, o gradiente plasmatico € quase cinco
vezes maior para H-FABP do que para MB, fazendo com que o H-FABP no plasma
suba acima sua concentracado de referéncia apds o inicio do 1AM, permitindo um
diagnostico precoce (WAFA et al., 2018; WILLEMSEN et al. 2019).

Visto que o uso do H-FABP como ferramenta diagndéstica no IAM é uma
aplicacao recente, atualmente os ensaios comerciais existentes no mercado se
baseiam em métodos classicos, por meio do reconhecimento antigeno-anticorpo (AG-
AC), como o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), de fluorescéncia ou
deteccdo radioquimica (GRABOWSKA et al., 2018); e, apesar do abrangente
desenvolvimento de tais métodos, suas principais desvantagens referem-se aos

longos periodos de analise e problemas de reatividade cruzada, sendo assim
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considerados pouco sensiveis e de uso limitado. Tais desvantagens podem ser
superadas pelo uso de dispositivos analiticos portateis, uma vez que esses tém
grande potencial para minimizar o tempo entre o diagndstico e o tratamento
apropriado.

Os dispositivos biossensores eletroquimicos sdo os principais candidatos ao
desenvolvimento de testes de diagnostico baratos, descartaveis e sensiveis, por
possuirem boa resposta, possibilidade de operacdo em temperatura ambiente e
fabricacdo com tecnologias de alto rendimento (DU et al., 2020). S&o configurados a
partir de um componente bioldgico ligado a um transdutor capaz de converter o sinal
gerado pela interacao biolégica entre biomoléculas em um sinal mensuravel (WANG
et al.,, 2020). Quando o reconhecimento da molécula de interesse € dado pela
formacao de imunocomplexos, este biossensor recebe o0 nome de imunossensor que
resultam em respostas altamente seletivas e especificas (OLIVEIRA; SILVA;
COELHO; CORREIA, 2019).

A possibilidade do desenvolvimento de dispositivos a beira do leito, chamados
de “POCT”, do inglés ‘point-of-care testing”, revela vantagens relacionados ao menor
tempo de resposta para o diagnéstico (CECCHETTO et al., 2020), realizando a
quantificacdo baseada na reacdo de interagdo AC-AG como elemento de
reconhecimento em faixas de concentracdbes muito baixas (imuno-POCT’s)
(VASANTHAM et al., 2020). Alguns dos desafios no desenvolvimento de imuno-
POCT'’s praticos, rapidos e efetivamente competitivos a uma tecnologia “a beira do
leito” consiste em concomitantemente: a) alcangar baixos limites de detecgéo; b)
promover uma rapida reposta, ou seja, gerar um sinal elétrico imediato a interacédo
AG-AC, dispensando o uso de marcadores conjugados que se rendem a oxidar ou
reduzir espécies eletroativas para geracdo do sinal elétrico; c) alcancar boa
especificidade; d) fazer uso de tecnologias transdutoras facilmente portabilizadas e
aliadas a um baixo custo, e e) alcancar boa reprodutibilidade (PARLAK et al., 2020;
TSUTSUI, et al. 2020).

Outro aspecto bastante importante na constru¢cdo de um imuno-POCT, se
refere a introducdo de nanomateriais que permitem o aumento da area de imobilizacéao
da molécula, a promocdo da reacdo eletroquimica e o aumento de sinal do
bioreconhecimento, sendo a sensibilidade e alta condutividade por area (alta razao de
aspecto) os maiores atributos que o uso de nanomateriais podem oferecer na

construcdo de um imuno-POCT (KOUR et al., 2020). A conjugacao de nanotubos de
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carbono (NTC) a polimeros condutores (PCs), como os derivados do tiofeno
(VILLEMIN et al., 2019), tem sido bastante utilizada devido propriedades especificas,
como estabilidade, processabilidade e facil preparacdo, ainda permitem controlar as
propriedades das superficies eletrodicas e funcionalizacdo das plataformas. Entre
PCs derivados de tiofeno, o poly(3,4-ethylenedioxythiophene):poly(styrene sulfonate)
(PEDOT:PSS) apresenta como vantagens o fornecimento dos estados dopados
altamente condutores e especialmente estaveis, uma gama de propriedades oOpticas
com intervalos de banda eletrénicos variando em todo o espectro visivel e
propriedades redox aprimoradas, tornando-os Uteis para Varios dispositivos
eletroquimicos (PORCU et al., 2020; CAl et al., 2020).

Todavida, ndo apresenta grupos funcionais amino reativos, impossibilitando ser
utilizado para imobilizacdo covalente de biomoléculas. Desta forma, o uso da L-
Cisteina (Cys), como agente modificadora da estrutura conformacional do filme
polimérico, torna-se importante via de ligacao molecular por meio da interagdo com o
grupamento amina presente na estrutura (ZHANG et al., 2020).

Diante do exposto, este trabalho descreve uma plataforma na qual foi formada
por um filme polimérico condutor de PEDOT:PSS associado a Cys, pela formacéo de
um copolimero, e NTC. O emprego de nanoestruturas aliada a técnicas de
imobilizacéo, favoreceram a seletividade das reacfes entre o0 anticorpo e o antigeno,
resultando em um imunossensor sensivel e estavel. Por fim, um imunossensor
eletroquimico foi desenvolvido para detec¢cdo do H-FABP, sendo um projeto inovador
uma vez que nenhum imunossensor eletroquimico para o H-FABP est4 atualmente
disponivel comercialmente, podendo assim ser Util como uma ferramenta potencial

para testes de diagndéstico precoce do IAM em unidades de saude.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta se¢do encontra-se o referencial tedrico da pesquisa.

2.1  INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a doenca isquémica do
coracao representa uma das principais causas de 0bito em homens e mulheres acima
de 30 anos (Figura 1). A elevada proporcdo de Obitos precoces por doencas
isquémicas do coracdo no Brasil € muito superior a paises como Estados Unidos,
Cuba, Argentina, Dinamarca e Japao. Cerca de 300 a 400 mil pessoas sofrem infartos
todos os anos, sendo fatal em 30% dos casos (SOUZA-SILVA et al. 2019).

Figura 1 — Percentual de acometimento das principais causas de mortes no Brasil
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Fonte: Organiza¢do Mundial de Saude (2017).

Esse fato pode ser justificado tanto pela mudanca da estrutura etaria da
populacdo, quanto pelo aumento da prevaléncia de exposicdo aos fatores de risco
reconhecidamente associados as doencas do aparelho circulatério (BORBA;
HUBERT; GIARETTA; BODANESE, 2016), tais como o sedentarismo, tabagismo,
hipertenséao arterial sistémica, diabetes mellitus tipo IlI, historia familiar de Doenca
Arterial Coronariana precoce (homem < 55 anos e mulher < 65 anos), dislipidemia e
obesidade, além das desigualdades socioeconémicas e de acesso aos servicos de
saude (SANTOS, et al. 2018).

De acordo com o Departamento de Informatica do SUS (DATASUS), até o més
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de setembro de 2019 houve registro de 96.411 internamentos por IAM, com gastos
totais de mais de 300 milhdes de reais e taxa de mortalidade de 10% em relacao ao
total de Obitos anual (DATASUS, 2019).

Estima-se que 4 milhdes de pessoas sao atendidas por dor toracica anualmente
no Brasil, com alto indice de mortalidade, que € atribuida as dificuldades no acesso
do paciente com dor toracica ao tratamento em terapia intensiva, aos métodos de
intervencdo invasiva (reperfusdo de coronarias) e as medidas terapéuticas
adequadas. Nos Estados Unidos da América (EUA) cerca de 5,8 milhGes das 113
milhdes de visitas ao pronto atendimento séo por dor torécica, todavia apenas uma
pequena proporcdo (15% a 25%) desses pacientes apresenta diagnéstico
confirmatério de IAM (ALVES; NASCIMENTO; BARBORANA; CRUZ, 2019). A
reducdo na mortalidade por esse acometimento esta pautada no imediato atendimento
dos pacientes apds o inicio dos sintomas (LEI; BIN, 2019).

A fisiopatologia do IAM ocorre quando nos primeiros 30 minutos apés a ocluséo
coronariana, os cardiomiécitos privados de oxigénio mudam de metabolismo aerdbico
a anaerobico resultando em uma cascata de anormalidades celulares que, quando da
progressao, resultam na irreversibilidade celular, dano e necrose miocardica (NOVO;
NUGARA; LANCELOTTI, 2019). A deplecao de ATP resulta em perda de potencial de
membrana, inchaco celular e, eventualmente, integridade prejudicada da membrana
celular, do influxo de célcio e outros desequilibrios moleculares. O resultado disso é
uma regido de isquemia miocardica, cuja extensao total é geralmente completa dentro
de 6 horas. O diagnostico do IAM, mais comumentemente, requer a apresentacao de
sintomas isquémicos, alteracbes do eletrocardiograma (ECG) e mudanca nos
biomarcadores cardiacos (MOORE et al., 2018).

2.1.1 Diagnaostico do Infarto Agudo do Miocardio

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 numero
de mortes por IAM acontecem fora do ambiente hospitalar, consequentemente
desfavorecidas de um atendimento rapido e especializado que torna-se crucial para
reversao do quadro clinico, uma vez que o efeito deletério da isquemia cardiaca é
dependente da deteccdo rapida do inicio do evento (GREENSLADE et al., 2020) .

Para diagnostico do 1AM, os pacientes devem apresentar pelo menos duas das trés
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condicdes estabelecidas pela OMS: dor precordial caracteristica, alteracdes no ECG
e elevacado dos marcadores cardiacos (PADHY et al., 2020; GRIMM et al., 2020).

A dor precordial peculiar ao IAM, é caracterizada por um forte desconforto
agudo com duracdo meédia de 20 minutos (INGREMEAU et al., 2020). Pode
apresentar-se de forma atipica principalmente no epigastrio (frequentemente
confundido com patologia digestiva), bragos, ombros, mandibula e costas; associados
ou ndo, a dispneia devido a insuficiéncia ventricular esquerda, nausea, vomito,
diaforese ou sincope. A dor se caracteriza por ser geralmente opressiva e ardente,
embora estudos relatem que em 25% dos pacientes infartados os sintomas sao
silenciosos (SILVA; MELO; NEVES, 2019).

O ECG é um método diagnostico bastante utilizado nas emergéncias
cardioldgicas devido seu facil acesso e manuseio. O exame € realizado através de um
aparelho que medira impulsos elétricos do musculo cardiaco, fornecendo um tragado
fisioldgico caracteristico, permitindo assim a identificagcdo de uma possivel cardiopatia
(PEREIRA et al., 2019). Entre os achados eletrocardiograficos do IAM estdo: a
elevacdo do segmento ST superior a 1 mm (0,1 mV) em duas ou mais derivacdes
contiguas (derivagfes V2-V3 = 2,5 mm (0,25 mV) em homens com menos de 40 anos,
= 2 mm naqueles com = 40 anos, e = 1,5 mm (0,15 mV) em mulheres; a depresséo
do segmento ST de V1-V4 e historia sugestiva de IAM que podem corresponder a um
IAM inferobasal (posterior); o aparecimento de ondas T hiperagudas (fase inicial do
IAM), mesmo sem elevacdo do segmento ST (PAZOS et al. 2018) . Apesar disso, um
ECG normal ndo exclui o IAM em presenca de quadro clinico caracteristico, aspecto
de grande importancia na tomada de decisdes no servico de emergéncia, uma vez
gue o paciente sintomatico e apresentando eletrocardiograma negativo (cerca de
50%) deve ser admitido para acompanhamento e confirmacao diagndstica a partir dos
resultados enzimaticos ou alteracdes eletrocardiograficas evolutivas (IBANEZ et al.,
2018). Também €& necesséario levar consideragdo que existem achados
eletrocardiograficos de outros processos patoldégicos que podem confundir o
diagnéstico do IAM.

Diante disso, 0 uso de biomarcadores cardiacos apresenta-se como estratégia
alternativa no diagnostico preciso do 1AM, devido a sua eficacia de diferenciacdo na
indicagcdo de processos patogénicos mediados pela liberacdo de componentes
intracelulares na corrente sanguinea em concentra¢des mais elevadas que as usuais
(BENJAMIN; MUNTNER; BITTENCOURT, 2019). Tais componentes sao
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considerados como potenciais marcadores devido a especificidade e sensibilidade
para detectar leses miocardicas, reprodutibilidade, preciséo e limites discriminatorios
para distinguir entre niveis patoldgicos e fisiolégicos.

O relacionamento entre os altos niveis de biomarcadores cardiacos e danos
nos cardiomiécitos foram descobertos nos ultimos anos, cujo processo de ativacao
ocorre por meio da liberagdo de inimeros marcadores rapidamente apos a morte do
mioécito (FABBRI et al., 2019).

Atualmente, os importantes biomarcadores cardiacos para o diagnostico de
IAM séo as cTnl e cTnT, consideradas o “padrdo-ouro” na confirmagao do 1AM, cujo
aumento acontece ap0s 2 a 4 horas do inicio da injaria, pico em 12 horas e
permanéncia até 4-14 dias em média (WELSH et al., 2019; MORROW, 2018); a Mb,
considerada o biomarcador convencionalmente mais sensivel do 1AM, no entanto,
apresenta menor especificidade para necrose comparada a cTnl; e sua expressao
pode ser identificada com regulagdo positiva em distarbios ndo cardiacos, como
doenca ou lesdo muscular esquelética e insuficiéncia renal crénica, com elevacao
inicial semelhante ao da cTnl, entre 4 a 8 horas, pico de elevacao entre 12 a 24 horas
e permanéncia por até 72 a 96 horas (ZOU; TU, 2019); e, a CK-MB, que é
relativamente especifica para o tecido miocéardico, encontrada dentro de 4 a 6 horas
e raramente as 12 horas apdés o inicio da isquemia, permanéncia dentro de 36 a 48
horas e, portanto, as vezes ainda sdo usados para avaliar o reinfarto apos a
intervencdo (DAMHOFF; HUECKER, 2019).

Embora a combinacdo de deteccdo e monitoramento atento desses trés
marcadores provar ser eficaz na deteccdo do IAM, ainda existe a necessidade de
incorporagao de novos biomarcadores com maiores sensibilidades e especificidades,
especialmente no estagio muito inicial da lesédo do miocéardio (PANDYA; BOLLAPALLLI,
2018).

A proteina de ligacéo a acidos graxos do tipo coracdo (H-FABP) € um tipo de
proteina intracardiaca da classe das FABPs, cujas fungfes fisiologicas facilitam o
transporte de acidos graxos de cadeia longa (AMIRI, et al. 2018), sendo liberadas
rapidamente no intersticio e no plasma apos injuria tecial e danos celulares (XIAO;
LU; FAN; YANG, 2019).

Hoje, reconhecidamente sao classificadas 9 isoformas abundantes em tecidos
especificos, compartilhando niveis variados de sequéncia e homologia estrutural (~30-
70%) (GOLASZEWSKA; HARASIM-SYMBOR; POLAK-IWANIUK; CHABOWSKI,
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2019). Apesar disso, todas as isoformas exibem epitopos Unicos reconhecidos por
anticorpos com alta especificidade e baixa reatividade cruzada (inferior a 5%)
(FALOMIR-LOCKHART; CAVAZZUTTI; GIMENEZ; TOSCANI, 2019).

2.1.2 Proteina de ligacdo a &cidos graxos do coracgédo (H-FABP)

A H-FABP, do inglés Heart-Type Fatty Acid Binding Protein, € uma proteina de
ligacao lipidica ndo enziméatica de baixo peso molecular (15 kDa), composto por 133
aminoécidos, codificada pelo gene FABP3 e localizada no cromossomo 1p32-p35
(ULUKAN, et al. 2019). Encontra-se em abundancia no musculo cardiaco e em menor
proporcao no musculo esquelético e liso, glandulas suprarrenais, testiculos, glandulas
sebaceas, pulmdo, intestino, trato urogenital, glandula maméaria em lactacao, rim,
cérebro e placenta (BACE et al., 2018).

A funcéo fisiolégica do H-FABP é transportar acidos graxos de cadeia longa da
membrana celular para o sistema intracelular, o que o torna um poderoso regulador
do sistema [(-oxidativo mitocondrial de &cidos graxos de cadeia longa no coracao
(MCKILLOP; GIRARDI; THOMPSON, 2019). A expressao de H - FABP é regulada
pelo microRNA miR - 1, que pode desempenhar um papel na progressado da propria
insuficiéncia cardiaca. Como resultado da lesdo miocérdica, o H-FABP é liberado na
circulacdo, onde sdo observados niveis maximos dentro de 1 a 3 horas apés o dano,
podendo ser detectada tdo cedo quanto 30 minutos, retornando normalmente aos
valores basais dentro de 12 a 24 horas (ATAY, 2019).

O H-FABP é expresso mais abundantemente nos ventriculos do coracao (0,46
mg/g de peso umido) e atrios (0,25 mg/g de peso umido) do que nos musculos
esqueléticos (REZAR et al., 2020), constituindo 5 a 15% da proteina citoplasmatica
no coracdo humano. Com uma concentracao de referéncia de cerca de 5 ng/mL, os
niveis de H-FABP geralmente permanecem baixos no plasma (AL-HADI; WILLIAM,;
FOX, 2009). O H-FABP como biomarcador oferece alta sensibilidade em todo o
espectro da SCA. A combinacao de alta sensibilidade, precocidade e especificidade
do H-FABP o torna um biomarcador promissor para diagnostico precoce e tratamento
de IAM e SCA que poderia ser superior ao comumente aplicado (ZHANG et al., 2019).

A eliminacdo do H - FABP ocorre através do rim, ap0s a lesdo miocérdica, o H
- FABP é rapidamente liberado dos miécitos explicando uma janela diagndstica mais
curta em pacientes com funcdo renal normal (LAGERSTEDT, et al. 2018).

Clinicamente, a elevacdo do H-FABP na circulagdo indica dano histérico ou continuo
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aos cardiomiécitos e é um marcador Gtil para monitoramento e gerenciamento da
terapia em diversos problemas cardiovasculares (HO et al., 2019); além disso, podem
ser crucial na previséo de risco futuro de eventos cardiacos, e ser util para monitorar
os danos do miocardio induzidos pela ablacdo por radiofrequéncia de arritmias e
angioplastia coronariana (DELLAS, et al. 2018).

Além da sua utilidade para diagndstico de doengas coronarianas, o H-FABP
pode ser Util para detectar o estado funcional do miocéardio em outras condicdes como
na insuficiéncia cardiaca congestiva, sepse e tromboembolismo pulmonar (DAS,
2016; XU; DIOLINTZI; STORCH, 2019) . Outros beneficios da cinética de liberacao
do H-FABP apo6s o IAM é que, uma vez que retorna as concentracfes basais téo
rapidamente, ele pode ser usado como um biomarcador para reinfarto apés um 1AM

inicial (Figura 2).

Figura 2 - Evolugdo temporal dos niveis medianos de biomarcadores cardiacos.
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Fonte: Muehlschlegel et al. (2010).

Kabekkodu et al. (2016), em estudo relataram que a sensibilidade do H-FABP
na deteccao de IAM em pacientes que se apresentam dentro de 4 horas apos o inicio
dos sintomas foi de 60%, significativamente superior a da troponina (18,8%) e da CK-
MB (12,5%). A sensibilidade do H-FABP na detec¢ao do IAM agudo entre 4 a 12 horas
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apos o inicio dos sintomas foi de 86,96%, comparavel a troponina (90,9%) e superior
a CK-MB (77,3%). Todavia, a especificidade do H-FABP na deteccdo do IAM
apresentou-se menor que a da troponina e da CK-MB. Embora a TnT ofereca também
excelente sensibilidade para o diagnéstico de IAM, é altamente propensa a falsos
positivos devido a elevagdes nao relacionadas a SCA. O H-FABP, por sua vez, oferece
uma sensibilidade similarmente excelente, porém com o beneficio adicional da
reducdo de falsos positivos, especialmente em pacientes que vdo a emergéncia
hospitalar no inicio da injaria miocardica.

Em outro estudo mais recente, Anvari et al. (2018) avaliaram as alteragdes do
H-FABP ao longo do tempo, pelo qual estimou um ponto de corte de 7,15 ng/mli,
com sensibilidade de 51,5%, especificidade de 96,3% e precisdo diagndstica de
68,3%. A area sob a curva caracteristica operacional do receptor para H-FABP em 8
horas foi de 79,4% (intervalo de confianca de 95%: P <0,001). Tal variacdo pode
indicar a influéncia de inimeros fatores, bem como a diversidade de populacdes e
ambientes no estudo. Além disso, a maior sensibilidade foi para H-FABP medido em
4 horas (88%), ratificando os resultados anteriormente publicados em estudos de
avaliacdo enzimatica, sugerindo ainda a utilizacdo do marcador como adjuvante nas
condutas imediatas e reducéo de tempo de internacao de pacientes com suspeitas de
IAM.

2.1.2.1 Métodos diagndsticos do H-FABP

As tecnologias atuais para a deteccao de H-FABP incluem o teste de ELISA, a
quimioluminescéncia, o imunoensaio turbidimétrico e o imunoensaio cromatografico
de fluxo tardio de ouro coloidal (kit comercial). Sendo o teste de ELISA e o Kit
comercial, os mais amplamente utilizados para diagnostico do IAM (ZEBROWSKA et
al., 2019).

Diversos kits comerciais sdo hoje comumente fornecidos, pelos quais
determinam um diagndstico rapido (cerca de 15 a 20 minutos), a exemplo do
MBS020502 Kit Elisa de sanduiche quantitativo (Faixa de deteccdo: 0,5 ng/ml - 16
ng/mL e Sensibilidade: 0,1 ng/mL); Kit humano H-FABP ELISA (ab243682)
(Sensibilidade: 2,4 pg / ml e Alcance: 10,9 pg/ml - 700 pg/ml); e, kit ELISA da
HycultBiotec (Nivel de deteccdo: 102 pg/ml). No entanto, a maioria dos kits de
imunoensaio no mercado possui apenas um Uunico indicador. Apesar da elevada

sensibilidade, esse teste requer um tempo elevado de espera, além de consistir em
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um método de custoso pela necessidade de equipamentos especificos e profissionais
especializados, impossibilitando sua integral disponibilidade em emergéncias de todo
o mundo. O imunoensaio cromatografico de fluxo tardio de ouro coloidal (Medix
Biochemica) é atualmente bastante utilizado para deteccédo quantitativa do IAM, com
um limite minimo de deteccdo de 1,5 mg/ml. Outro teste cromatografico utilizado
refere-se ao CardioDetect®, com sensibilidades entre 76,6% e 94,4% e
especificidades entre 88,2% e 81,7%. Os dados obtidos sdo geralmente simples,
incompletos, com baixa sensibilidade e especificidade de deteccdo e ndo podem
refletir completamente a situacdo do IAM precoce nos pacientes, o que 0 torna
propenso a erros ou atraso no diagnastico.

Além de os testes de imunoensaios cromatograficos terem baixa especificidade
diagnostica (43%) (BANK et al., 2016), os ensaios H-FABP atuais tém uso limitado.
Neste sentido, o desenvolvimento de biossensores é de suma importancia, uma vez

que sao testes rapidos, praticos e quantitativos.

2.2 BIOSSENSORES

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico capaz de
detectar um analito-alvo através da ligacdo ou interacdo especifica um material
biolégico, como enzimas, anticorpos ou sequéncias de acidos nucleicos projetadas
(QIAN et al.,, 2019). Estruturalmente sdo construidos a partir de um sistema de
reconhecimento molecular, um transdutor e uma unidade de processamento de sinal.

Diversas técnicas podem ser introduzidas para a analise de reacfes de
biossensor entre moléculas sensoras e materiais-alvo, incluindo anélises
eletroquimicas, de fluorescéncia e de propriedades Opticas, medi¢cfes de ressonancia
plasmodnica de superficie e espectroscopia Raman aprimorada de superficie (SERS)
(YOON et al.,, 2020). Com base no principio de operacdo, os elementos de
reconhecimento utilizados nos biossensores podem ser, entre outros, antigenos e
anticorpos (DEBNATH; DAS, 2019) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema bésico de um biossensor
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A aplicacdo dos biossensores depende do fen6meno ou propriedade que se
deseja avaliar. Para cada amostra tem-se a combinacdo do material bioldgico a ser
empregado e o transmissor mais apropriado para as condi¢cdes em questdo (GAUDIN,
2017). A classificacdo dos biossensores varia de acordo com o tipo de sistema em
que este é constituido e o elemento de transmissao que é empregado e utilizado de
forma acoplada ao componente biolégico. O emprego de cada tipo de transdutor vai
depender da caracteristica de cada material, como band gap e resposta a interacdo

com outros elementos que constitui o biossensor (SALOMAO, 2018).

2.2.1 Métodos de transducao

O transdutor € o componente do sensor capaz converter oS processos de
biorreconhecimento em sinais mensuraveis, agindo como interface medindo as
mudancas fisicas ou quimicas da reacdo com o biorreceptor (MITTAL; KAUR;
GAUTAM; MANTHA, 2017). Podem ainda ser classificados quanto a sua atividade e
funcionamento, em: a) Piezoelétrico: baseados no acoplamento de um bioelemento
com um piezoelétrico componente, geralmente um cristal de quartzo revestido com
ouro, que produzird uma modificacdo de massa no cristal, perceptivel por meio de sua
frequéncia de oscilacdo; b) Opticos: baseados em métodos como absorgédo de UV-
Vis, medi¢cdes de bio/quimioluminescéncia, fluorescéncia, refletancia e indice de

refracdo, usados para analisar a interagdo do biocatalisador com o analito alvo através
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de alterac6es da radiacdo eletromagnética; c) Calorimétricos: medidos a partir do calor
da reagéo resultante da interagédo do elemento de reconhecimento e analito alvo; e, d)
Eletroguimicos: cuja reacdo quimica entre a biomolécula imobilizada e o analito alvo
produzem ou consomem ions/elétrons, afetando propriedades elétricas mensuraveis
da solucgéo (LI et al.,2019).

2.2.1.1 Trandutores Eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos sao extremamente atraentes quando comparados
a outros, devido a sua detectabilidade Uunica, simplicidade experimental, facil
manuseio, portabilidade e relacdo custo-beneficio. Possuem uma posicdo de
destaque entre os sensores atualmente comercializados e sdo bem reconhecidos pela
ampla gama de aplicac6es na area da biomedicina, além disso esse tipo de sensor
pode funcionar como um dispositivo miniaturizado para testes no ponto de
atendimento (POCT). Geralmente, 0os sensores eletroquimicos compreendem dois
elementos basicos, (a) um sistema de reconhecimento molecular que é a parte mais
significativa de um sensor e (b) um sistema fisico-quimico de transdutores que € um
componente que converte a resposta quimica ou biol6gica em um sinal que pode
detectado por dispositivos elétricos (MANSURIYA et al., 2020).

O transdutor eletroquimico utilizado nos biossensores pode ser distinguido
como: potenciométrico, condutométrico, impedimétrico e amperométrico. Nas
medicdes potenciométricas, a diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o
de referéncia € determinado por um voltimetro quando ndo ha corrente significativa
fluindo através deles. A diferenca de potencial € medida devido a oxidagéo e reducdo
das espécies em uma solucdo de amostra (DAI; ZHANG; HONG; LIN, 2016).

Nas medicdes condutométricas, existe uma relacdo entre um
bioreconhecimento evento e condutancia. Enquanto ocorre uma reagdo, uma
mudanca na concentracdo de espécies idnicas leva a alterar a condutividade elétrica
ou o fluxo de corrente da solugédo. O biossensor condutométrico consiste em dois
eletrodos de metal (geralmente platina ou prata) separados por um certo distancia.
Um ohmimetro (ou multimetro) € usado para medir a mudanc¢a na condutancia entre
os eletrodos de metal (XU, 2016).

Nas medidas impedimétricas, quando o bioreconhecimento pela biomolécula
ocorre na superficie modificada, as propriedades interfaciais mudam. Assim,

biossensores impedimétricos podem ser usados determinar parametros quantitativos
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de propriedades eletroquimicas. Reagfes eletroquimicas envolvem resisténcia a
eletrélitos, adsorcao de espécies eletroativas, transferéncia de carga na superficie do
eletrodo e transferéncia de massa da solucéo a granel para a superficie do eletrodo.
Cada processo de reacdo representado por um circuito elétrico consiste em
resisténcia, capacitores ou elementos de fase constante combinados em paralelo ou
em série (JIN et al., 2017).

Os biossensores amperométricos, por sua vez, medem a corrente ou 0
potencial resultante de uma reacédo quimica de materiais eletroativos na superficie do
transdutor enquanto um potencial ou corrente constante, respectivamente, é
aplicado. A mudanca na corrente esté relacionada a concentragdo das espécies-alvo

(RAMONAS et al., 2019)

2.2.2 Imunossensores

Os imunossensores sao sensores de afinidade baseados na interacao
anticorpo-antigeno (AC-AG), nos quais a deteccdo do antigeno € resultado da ligacao
especifica a determinadas regides do anticorpo na superficie do eletrodo (ZHANG,;
MILLER, 2019). Essa ligacdo compreende uma constante de alta afinidade (Ka =
1012-1014), pelo qual o anticorpo atua como um bioreceptor e antigeno como um
analito alvo, sendo o transdutor capaz de quantificar essa interagdo (BALAHURA,
STADEN; STADEN; ABOUL-ENEIN, 2019).

2.2.2.1 Tipos de detec¢cdo em imunoensaios

O desenvolvimento de um imunossensor requer uma estratégia para
monitoramento da reacdo de afinidade, uma vez que o antigeno e o anticorpo sédo
espécies eletroquimicamente inertes. Dentre os imunossensores eletroquimicos
podem ser citados os marcados e ndo marcados, ou seja, o dispositivo pode detectar
diretamente a interacéo Ag-Ac, ou pode detecta-lo por meio do reconhecimento de um
marcador que ira sinalizar o local de ocorréncia da formagdo do complexo bioldgico
(RAPP; GRUHL; LANGE, 2010).

Os imunossensores do tipo “marcados”, tem por objetivo sinalizar o elemento
de reconhecimento biologico para quantificar o analito detectado durante a fase de
incubacéo, capazes de sofrer oxidacdo e reducgédo (sonda redox), resultando na
geracéo do sinal. Por outro lado, os sensores ndo marcados reconhecem a formacao

do imunocomplexo na superficie do transdutor sem qualquer marcacgéo, apresentando



27

como vantagem crucial a simplicidade de sua operacdo, o fato de dispensarem
reagentes adicionais para a marcacgao e a detec¢cdo em etapa unica (FARIA, 2017).

Ha uma interacdo com o analito (antigeno) formando o imunocomplexo e em
seguida sao adicionados anticorpos marcados por enzimas ou moléculas capazes de
sofrer oxidacéo e reducdo (em sonda redox) que serdo responsaveis pela geracdo do
sinal, como demonstrado na Figura 4 (ZANATO, 2016).

Figura 4 - Esquema demonstrativo de um imunossensor marcado e resposta esperada.
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Fonte: Zanato (2016).

Apesar de seletivo e com grande potencial para deteccdo de baixas
concentracfes, este método resulta em elevados custos operacionais, incluindo
tempo de ensaio mais longo com o0 aumento das etapas de processamento da amostra
(GOPINATH et al., 2014).

2.2.2.2 Imunossensores ndo marcados

Os sensores ndo marcados (label-free), reconhecem a formacédo do
imunocomplexo sem a utilizacdo de anticorpos ou antigenos conjugados a enzimas
ou moléculas eletroativas. A formagédo do imunocomplexo pode ser observada pela
supressdo do sinal em relacdo ao sinal inicial (pico base). Esta supressdo é
proporcional a concentracdo do antigeno que bloqueia parcialmente a superficie
eletroativa do imunossensor (Figura 5) (RAPP; GRUHL; LANGE, 2010; SANG et al.,
2016). Apresentam como vantagem a simplicidade de operacao pelo fato de
dispensarem reagentes adicionais para a marcacao e a possibilidade de detec¢cdo em
etapa unica, favorecendo assim seu uso em testes rapidos e portateis (SYAHIR et al.,
2015).
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A atual tendéncia das técnicas de medigdo 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. Técnicas eletroguimicas, tais como voltametria ciclica, voltametria de onda
quadrada e pulso diferencial para as medidas analiticas que utilizam sondas redox na
geracao de espécies eletroativas, sdo mais comumente utilizadas (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, como apresentado na Figura 5 (a), e, ap6s a incubacado com
o analito uma nova medida é registrada como apresentada na Figura 5 (b). A formacéao
do imunocomplexo pode ser observada pela diferenca do sinal em relacdo ao sinal
inicial (pico base). Esta diferenca de amplitude do sinal é proporcional a concentragéo
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 e resposta esperada.
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2.2.3 Técnicas e andlises eletroquimicas

Como plataforma analitica, sensores eletroquimicos sdo normalmente rapido
(deteccdo em menos de um minuto), menos custosos, possuindo alta sensibilidade e
baixos limites de deteccdo (nM); ideais para miniaturizagdo e analise no ponto de

atendimento. Em sintese, a eletroquimica investiga a transferéncia de carga nas
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interfaces. Considerar uma reagdo redox de um elétron de uma espécie r em sua
forma reduzida (") e formas oxidadas (o"*1) (Equacéo 1),
="t e, (1)

A um potencial (E), pode-se conduzir a reacéo direcionada para oxidar r em o
ou reduzir o em r. Isso resulta em um fluxo de elétrons sob a forma de uma corrente
(). Essa corrente € diretamente proporcional a concentracdo das espécies em
solucgdo, facilitando a quantificacdo (ISLAM et al., 2020).

A configuragdo experimental para este método consiste em um sistema
trieletroédico, que utiliza um eletrodo de trabalho (ET), um eletrodo de referéncia (ER)
e um contra eletrodo (CE) em célula convencional (Figura 6). As informacdes do
analito de interesse sao obtidas por meio da medi¢do 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).

Figura 6 - Configuragdo de célula de trés eletrodos
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Fonte: Bansod (2017)

Esses eletrodos sdo conectados eletricamente a uma estacao de trabalho
incorporados com fonte de energia embutida para fornecimento de sinais excitatorios
a configuracao do eletrodo e medicdo dos sinais de resposta. A estacao de trabalho
eletroquimica € conectada a um computador instalado com plataformas de software a

fim de interpretar e analisar os dados resultantes do experimento (Figura 7).
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Figura 7 - Experimento eletroquimico em sistema trieletrédico
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Fonte: Silva (2015).

Dentre as técnicas eletroquimicas, a voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada séo as mais indicadas para a caraterizacao
das plataformas biossensores pois permitem analisar separadamente cada etapa de
modificacao da superficie eletrodica em resultado dos parametros elétricos.

2.2.3.1 Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

Na VPD, pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial
crescente sdo aplicados ao eletrodo de trabalho. A maior sensibilidade dessa técnica
pode ser atribuida a dois fatores: o aumento da corrente faradaica e a uma diminui¢éo
da corrente capacitiva. A medida que se aplica o pulso, ocorre um aumento na
corrente capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente, assim,
selecionando um tempo determinado para se fazer a segunda leitura, faz-se a medida
da corrente total a um valor de corrente onde a contribuicdo da corrente capacitiva
(ndo faradaica) pode ser desconsiderada. O voltamograma resultante consistitui de
picos de corrente de forma gaussiana, cuja area € diretamente proporcional a
concentracdo do analito (Figura 8). Estas correntes sédo subtraidas e a diferenca das
correntes é plotada versus o potencial aplicado, gerando um voltamograma com a

forma de uma curva gaussiana (ALESSI , 2018).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da aplicagéo de potencial em fungdo do tempo em
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Fonte: Pacheco (2013).

2.2.3.2 Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

A VOQ é uma técnica projetada principalmente para fornecer alta sensibilidade
e velocidade da medicdo analitica. Nesta técnica uma onda quadrada simétrica de
amplitude AEp sobreposta em uma rampa com formato de escada, € aplicada ao ET.
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 minimizacao da contribuicdo da corrente capacitiva sobre a
corrente total medida (Figura 9). O voltamograma resultante consiste da diferenca
entre estas duas correntes versus a rampa de potencial aplicado (MIRCESKI et al.,
2020). Como vantagem, pode ser usada para realizar experimentos de maneira mais

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



Figura 9 - Esquema de funcionamento da voltametria por onda quadrada.
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Fonte: Pacheco (2013).

Voltametria Ciclica

Figura 10 - Representacdo sistematica da técnica de voltametria ciclica

Fonte: Barbosa et al. (2019).
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A Voltametria Ciclica (VC) é a técnica mais usualmente escolhida na &rea de
eletroquimica para obtencéo de informacdes relacionadas aos processos. A eficiéncia
desta técnica é decorrente de sua caracteristica de fornecer rapidamente informacées
sobre a termodinamica de processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas de
transferéncia de elétrons e sobre reacfes quimicas acopladas a processos adsortivos
eletroquimicos (Figura 10) (BARBOSA et al., 2019).
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O processo envolve a aplicacdo de um potencial de varredura linear Ei ao
eletrodo de trabalho até atingir um potencial de comutagéo Er. Quando o valor maximo
do potencial é atingido, a varredura € invertida, retornando aos valores iniciais,
formando o voltamograma. Um parametro instrumental chamado taxa scan A controla
a escala de tempo no experimento e uma derivada atual do potencial aplicado é
registrada (Figura 11). Esses dados oferecem informac¢fes importantes quanto a
reversibilidade da transferéncia de elétrons. Os parametros mais importantes que
podem ser derivados de um CV sao o potencial de pico (caracteristica da espécie em
um meio especifico) e a corrente de pico (corrente faradaica relacionados a
concentracdo de analito), que sdo muito Uteis para identificacdo e determinacéo de
analitos (LOS SANTOS ALVAREZ; ABEDUL, 2020).

Figura 11 - (A) Excitagdo; (B) Resposta do sinal na Voltametria Ciclica.
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Fonte: Los Santos Alvarez e Abedul (2020).

2.2.4 Materiais empregados na superficie sensora

A modificacdo da superficie dos eletrodos € uma importante etapa para
obtencdo de melhores condicdes e resolubilidade no desenvolvimento dos
imunossensores (BEZZON et al. 2019). Diante disso, os nanomateriais (1 a 100 nm)
exibem excelentes propriedades fisico-quimicas, como a alta relacdo
superficie/volume, excelente biocompatibilidade e boa condutividade, tém atraido
grande atencdo devido as possiveis aplicagfes desses materiais no processo de
imobilizagéo, garantindo a atividade catalitica das biomoléculas e o aumento do limite
de deteccdo (ARDUINI et al., 2020).

Com base na constituicdo quimica, os nanomateriais podem ser principalmente

classificados em: nanomateriais a base de alotropos de carbono, constituidos apenas
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por atomos de carbono; nanomateriais inorganicos constituidos por constituintes
metélicos ou ndo metalicos, como ouro (Au), prata (Ag), silicio (SiO2); e,
nanomateriais organicos compreendendo principalmente nanomateriais poliméricos
(PIZARDAS; ALTINTAS, 2019).

A combinacgdo de diferentes nanomateriais reine as vantagens inerentes a
suas individualidades, produzindo um efeito sinergético, resultando no aprimoramento
do sinal e desempenho analitico aprimorado(CARDENAS-BENITEZ et al., 2018). Os
nanomateriais exibem propriedades distintas das formas individuais em termos de
area superficial e predominancia de efeitos quéanticos, enquanto o aumento da area
superficial desempenha um papel na reatividade quimica aprimorada do material; os
efeitos quanticos resultam da alteracdo Optica, magnética ou propriedades elétricas
(KOEHNE, 2019).

Os nanomateriais baseados em alétropos de carbono atrairam nos ultimos
anos bastante interesse de pesquisa no campo da biossensibilidade devido a
presenca de uma grande variedade desse material, como grafite, fulerenos e
diamantes, além de outras formas inovadoras, como grafeno, nanohorns e nanotubos
(NGUYEN et al., 2019) (Figura 12). Esses nanomateriais possuem uma combinagé&o
incomparavel de propriedades O6pticas, elétricas e mecanicas, gerando sensores
miniaturizados com desempenho superior e baixo consumo de energia devido a sua
natureza flexivel e termicamente estavel, com uma relacao forca/peso superior, bem

como alta mobilidade e quantidade de elétrons (MAITI et al. 2019).

Figura 12 - Variedade de al6tropos de carbono. (a) Fulereno; (b) Grafeno; (c) Nanotubo de Carbono;

(d) Nanoonion de carbono; (e) Nanoparticulas de Diamante; (f) nanohorn de carbono.
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Fonte: Pizardas e Altintas (2019).
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Os nanotubos de carbono (NTCs), descobertos em 1991 (LIJIMA, 1991),
demonstraram grande potencial e um crescente interesse nos campos de aplicacao
como nanoeletrénica, biosensoriamento e bioanalise devido a propriedades Unicas
inerentes a sua configuracdo, como rigidez, resisténcia e elasticidade; alto valor de
relagdo de aspecto (relagdo comprimento/diametro); altas temperaturas térmicas e
alta condutividade elétrica.

Os NTCs sado macromoléculas unidimensionais bem ordenadas, podem ser
classificados de acordo com o numero de camadas laminadas em duas categorias:
nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNTs) e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTSs). Os SWCNTs tém uma nanoestrutura cilindrica formado
por uma unica folha de grafeno enrolada em um tubo com didmetros entre 1 a3 nm e
um comprimento de poucos micrometos considerando que os MWCNTS, compostos
de folhas de grafeno multi-aninhados, tém um diametro de 5 a 25 nm e um
comprimento em torno de 10 um. Os NTCs possuem ainda, classificacdes quanto sua
natureza: metalica ou semicondutora; a quiralidade tem efeito significativo nas
propriedades do nanomaterial. Uma Unica camada de grafeno pode ser enrolada de
diferentes formas, possibilitando a classificagdo dos NTC em: ziguezague, poltrona e
quiral, dependendo do nimero de vetores unitarios na estrutura cristalina do grafeno
ao longo de suas dire¢bes (NEGRI et al., 2020).

Estudos atuais demonstram uma excelente combinacdo da morfologia de
nanofios, biocompatibilidade e propriedades eletronicas que tornam os CNTs uma
plataforma ideal para aplicagbes no biossensoriamento. Especificamente, a
combinacdo entre as propriedades intrinsecas dos NTCs e a funcdo de ancoragem
para a imobilizacdo de biomoléculas em sua superficie torna os nanotubos um dos
materiais mais adequados para a transducao de sinais associados ao reconhecimento
de diversos analitos, metabdlitos ou biomarcadores de doencas. Aléem disso, a
capacidade dos NTCs de imobilizar uma grande quantidade de diferentes tipos de
biomoléculas e a correlagdo com o procedimento de funcionalizacéo realizado sugere
0 uso de NTCs como plataforma de imobilizacdo para o desenvolvimento de
biossensores (DI PIETRANTONIO; CANNATA; BENETTI, 2019).

A transducao eletroquimica € provavelmente a técnica mais aplicada para o
desenvolvimento de biossensores com base na combinacéo de NTCs e sado baseadas
em interacdes biologicas (SANCHEZ-MORENO et al., 2018). Devido as suas

propriedades hidrofébicas, os NTCs apresentam baixa solubilidade aquosa, limitando,
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portanto, suas aplicagdes biomédicas. No entanto, sdo realizadas a modificagédo
quimica com grupos hidroxila, carboxila ou amino através de reacdes covalentes ou
nao-covalentes pelas quais aumentam a solubilidade aquosa levando a maior
biocompatibilidade, minimizando danos estruturais e perturbacédo das propriedades
intrinsecas do nanomaterial (CHOW,; GU; XU, 2020).

Os polimeros condutores (PCs) surgiram como um dos materiais mais
promissores em muitas aplicacées biossensoriais, devido a sua biocompatibilidade e
a capacidade elétrica facilmente modificada com o uso de agentes apropriados, pelos
quais podem converter as informacdes bioquimicas em sinais elétricos
(SANDHYARANI, 2019). Além disso, os PCs possuem Varios grupos funcionais, que
fornecem carga enzimatica maxima através da interacdo entre as moléculas
enzimaticas e os grupos funcionais dos polimeros (EL-SAID et al., 2020).

Devido a suas propriedades condutoras, seu uso em aplicacdes
cardiovasculares vem sendo gradativamente utilizado, em particular, na fabricacéo de
biossensores para monitorar o diagnostico e progndstico de DCVs (MAZIUKIEWICZ
et al., 2020). A modificacdo superficial de PCs com moléculas biologicamente ativas
(a exemplo, das proteinas, peptideos ou polissacarideos) foi amplamente realizada
usando varios métodos, como quimisorcao, ligacdo ligante-receptor, ligacédo covalente
quimica e dopagem ou polimerizacdo eletroquimica que podem ser usadas para
projetar e fabricar biossensores para fins biologicamente relevantes, como
desenvolvimento de diagndstico no ponto de atendimento (point-of-care)
(SHANDILYA et al. 2019).

Dentre todos os condutores organicos, o poli (3,4-etilenodioxitiofeno) -poli (4-
estirenossulfonato) (PEDOT:PSS) é o mais promissor devido a sua alta condutividade,
facil processamento e disponibilidade comercial (AHUJ; MIR; KUMAR; RAJESH,
2018). O PEDOT foi desenvolvido como uma alternativa ao politiofeno para reduzir os
acoplamentos a — B e B — B durante a sua polimerizagdo oxidativa. Devido a
substituicdo das posi¢cdes 3 e 4 do tiofeno, o PEDOT é resistente a degradacéo pelo
oxigénio e pela agua. Devido a sua pouca solubilidade, sua conjugacdo ao PSS
tornou-se necessaria, levando ao desenvolvimento do PEDOT:PSS, um complexo de
polieletrolito composto por PEDOT com carga positiva e dopada com p, e PSS com
carga negativa e soluvel em agua (KURALAY et al. 2019).

O PEDOT: PSS tem uma estrutura complexa devido a associacao intima de

dois polieletrolitos. Possui pequenos segmentos de PEDOT em contato préximo com
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agrupamentos de PSS (Figura 13). Esses feixes formam um coldide de particulas de
gel na agua. A densidade do PEDOT é maior no nucleo das particulas, enquanto a
densidade do PSS hidrofilico é a maior na periferia. A morfologia dos filmes e,
portanto, a condutividade, é amplamente influenciada pelo método de processamento
e quaisquer outros aditivos (geralmente chamados de "dopantes secundarios")
incluidos na receita para aumentar a condutividade (ZAMANI et al. 2019). Estudos
apontam condutividades de até 4380 S cm- ! para PEDOT: PSS tratadas com &cido
sulfdrico, em comparacdo com <10 S cm-!sem nenhum dopante secundario
(KAYSER; LIPOMI, 2019).

Figura 13 - Estrutura quimica de PEDOT: PSS, sua formacéao de particulas de gel coloidal quando
dispersas em agua e microestrutura dos filmes resultantes com dominios ricos em PSS (cinza) e
dominios ricos em PEDOT: PSS (azul).
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Fonte: Kayser e Lipomi (2019).

Quando usado em um ambiente biolégico, o PEDOT: PSS oferece diversas
vantagens sobre materiais inorganicos, como suavidade, pela qual reduz a
incompatibilidade mecéanica com os tecidos biolégicos; impedancia mais baixa e uma
maior capacidade de injecdo de carga que 0s metais; além disso, pode ser
quimicamente sintonizado para modular as propriedades mecénicas e eletrbnicas ou
para permitir a fixagcdo covalente de biomoléculas (KIM et al., 2018).

A identificacdo de novos modificadores incorporados a polimeros condutores,
que oferecam vantagens eletrocataliticas e modificacdes estruturais constitui um
desafio importante no que diz respeito a funcionalidade e/ou integracdo a outras
substancias. Muitas abordagens relacionadas aos processos eletroquimicos foram
estudadas para melhoria de controle da condutividade, morfologia e espessura dos
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compositos. O objetivo da preparacdo de substancias compostas € revelar inimeras
novas propriedades que ndo sdo observadas em seus constituintes. Portanto, é
importante utilizar uma técnica sinérgica para criar substancias compostas (ALQARNI
et al., 2020).

A Cys, um pequeno aminoacido contendo tiol, contém carboxil, amino e tiol com
0s respectivos valores de pKa de 1,71, 8,33 e 10,78 (Figura 14) (HAGER; BROLO,
2003) é considerado perfeito em produtos bioquimicos e pesquisa de imunossensores
eletroquimicos por permitirem a exposicdo de grupamento amina para imobilizacéo
de anticorpos (ARYAL et al., 2005).

Figura 14 - Configuragdo estrutural da molécula de L-Cisteina.
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Outro exemplo que atua como agente funcionalizante, € o acido oxalico (nome
IUPAC: &cido etanodidico, formula H2C204) € um acido dicarboxilico com estrutura
(HOOC) - (COOH) (Figura 15)), comumente utilizado como reagente analitico,
consiste em um acido organico saturado, de cadeia normal e relativamente forte,
devido a unido de dois grupos carboxila. Seu uso, dentre outros, condiciona meios a
exposicdo de grupamentos carboxilas em filmes condutores eletroquimicos
(COLMENERO, 2019).

Figura 15 - Configuracgédo estrutural do acido oxalico.
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3 OBJETIVO

Desenvolver uma plataforma sensora nanoestruturada para deteccéo eletroquimica
do H-FABP.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar o estudo do estado da arte para deteccédo do H-FABP, observando
0S avancos obtidos até presente data;

- Desenvolver uma plataforma sensora empregando eletrodo de carbono
vitreo modificado com Nanotubo de Carbono Carboxilado e filme de PEDOT:PSS
associada a L-Cisteina;

- Otimizar os parametros experimentais, tais como velocidade de varredura,
concentracdes e estudos de estabilidade;

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

- Caracterizar as etapas de formacao de filme e imobilizacdo de biomoléculas
por técnicas eletroquimicas;

- Estabelecer uma curva de resposta analitica do imunossensor para

determinacao do H-FABP, empregando a técnica de voltametria ciclica.
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4 RESULTADOS

O resultado desta 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.

4.1 IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO DE NANOHIBRIDO POLIMERICO PARA
DETECCAO DO H-FABP, UM MARCADOR PRECOCE DO INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO
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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM), representa um importante problema de saude
publica no Brasil e no mundo, apresentando taxa crescente de incidéncia e
mortalidade. Devido a sua relevancia e magnitude, métodos analiticos de uso point-
of-care vem ganhando detaque a partir do desenvolvimento de imunossensores
eficientes, rapidos e praticos. Aqui, um imunossensor eletroquimico foi desenvolvido
para deteccéo do H-FABP, recentemente apontado como um importante marcador da
isquemia cardiaca. Para construgdo da plataforma sensora, eletrodos de carbono
vitreo foram modificados através do uso de nanotubos de carbono carboxilados e
eletrossintese do polimero condutor PEDOT:PSS, associado ao aminoacido L-
Cisteina (NTC/PEDOT:PSS@Cys). Apos eletrossintese, o eletrodo foi funcionalizado
com grupamento carboxilicos adicionando-se acido oxalico a plataforma sensora. Em

seguida, uma mistura de EDA, EDC/NHS e anti-H-FABP foi adicionada para
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exposi¢do de grupamentos aminas facilitando as ligacdes amidas dos anticorpos a
plataforma sensora,. Apos imobilizacdo dos anticorpos, os sitios ativos ndo-reativos
do filme foram bloqueados com uma solucéo dupla de glicina (100mM) em pH 4,0 e
pH 8,0. A caracterizacdo do sensor foi realizada utilizando a técnica de voltametria
ciclica. O filme de NTC/PEDOT:PSS@Cys/Ac.Oxalico apresentou boa estabilidade
guando submetido a sucessivas leituras voltametricas, ndo existindo deslocamento
significativo dos picos (CV% Ipa e Ipc aproximadamente 0,5% e 0,2%,
respectivamente). A resposta analitica em amostras de soro enquiquecido foi obtida
por voltametria ciclica. O imunossensor exibiu uma faixa linear de 5,0 a 17,5 ng/mL,
limite de deteccdo em 5,6 ng/mL e limite de reacéo (Cut-off) em 9,62 ng/ml. Apesar
de outras plataformas na literatura apresentarem limites de deteccao mais baixos, esta
mostrou excelente estabilidade com o uso de filmes poliméricos utilizando um

composto inovador, o PEDOT:PSS.

Palavras-chave: Imunossensor. Nanotubos de Carbono. H-FABP. Infarto Agudo do

Miocéardio

1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sao alteracdes que afetam as funcdes
responsaveis por carrear oxigénio e nutrir os tecidos celulares para o seu pleno
desempenho (COSTA, et al. 2019). Destas, a principal etiologia € o Infarto Agudo do
Miocérdio (IAM) que constitui um grande desafio terapéutico, com impacto
consideravel na morbimortalidade e incidéncia anual estimada de 5,0-8,0%, altas
taxas de hospitalizacdo e elevados custos a saude publica mundial (OMS, 2017,
BRAILE-STERNIERI, et al. 2018),

A abordagem emergencial ao paciente com suspeita de IAM, deve ser rapida e
direcionada com o objetivo de facilitar o tratamento imediato e reduzir possiveis danos
permanentes ao individuo (MARTINEZ et al, 2019); todavia, desafios inerentes a
confirmacdo diagndéstica da doenca é evidenciada devido a sua similaridade com
outras patologias cardiovasculares.

Atualmente, quando na presenca de quadro clinico sugestivo, 0 paciente com
suspeita de IAM realiza o exame de eletrocardiograma (ECG) e por meio dos tragcados
sugestivos pode-se determinar a probabilidade da ocorréncia do evento isquémico.

Entretanto o ECG por possuir baixa sensibilidade (~50%) ndo € considerado um


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braile-Sternieri%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29755623
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exame de confirmacao diagnostica, necessitando da utilizacdo de novos métodos ou
abordagens diferenciais (HARROGATE et al., 2019). O emprego de biomarcadores
cardiacos para auxilio diagnostico do IAM ¢é atualmente considerada uma boa
estratégia devido a eficacia de diferenciacéo na indicacdo de processos patogénicos
mediados pela liberacdo de componentes intracelulares na corrente sanguinea em
concentracbes mais elevadas que as usuais, especificidade e sensibilidade para
detectar lesdes miocardicas, reprodutibilidade, preciséo e limites discriminatorios para
distinguir entre niveis patolégicos e fisiologicos. (BENJAMIN; MUNTNER,;
BITTENCOURT, 2019). Estudos mostram que pelo menos 4 a 8% dos pacientes com
IAM em evolucdo sédo erroneamente liberados das emergéncias sem a andlise de
marcador em série que possibilitaria um diagnéstico adequado, resultando em uma
maior taxa de mortalidade a curto prazo (ENGEL; ROCKSON, 2020).

Os altos niveis de biomarcadores cardiacos séo induzidos pelo processo de
ativacao por liberacdo desses componentes estruturais rapidamente apds dano nos
cardiomiocitos e consequente morte celular. Atualmente, 0s importantes
biomarcadores cardiacos para o diagndstico de IAM séo troponina cardiaca | (cTnl) e
T (cTnT), mioglobina (Mb), creatina quinase-MB (CK-MB) e, mais recentemente, a
proteina de ligacao a acidos graxos do coracao (H-FABP) (YOUSEFI et al., 2019).

O H-FABP é um tipo de proteina intracardiaca, extremamente sensivel nas
primeiras horas apés a lesdo do miocardio e durante a reperfusdo, que esempenha
um papel essencial no metabolismo de &acidos graxos nos cardiomiocitos (YE et al.,
2018). Clinicamente, a elevacdo do H-FABP na circulacdo indica dano historico ou
continuo aos midcitos e € um marcador Util para monitoramento e gerenciamento da
terapia em diversos problemas cardiovasculares (HO et al., 2019). Além disso, podem
ser cruciais na previsao de risco futuro de eventos cardiacos, e ser (til para monitorar
os danos do miocardio induzidos pela ablagdo por radiofrequéncia de arritmias e
angioplastia coronariana (DELLAS, et al. 2018).

Sabe-se, hoje, que a cTnT supera ligeiramente o H-FABP, uma vez que apés
as 4 horas do inicio dos sintomas a sensibilidade das moléculas se equiparam,
todavia, a combinacao da elevacdo de ambos marcadores proporciona uma melhora
significativa na sensibilidade, além de melhorar o valor preditivo negativo, a relacao
de verossimilhangca negativa e a relacdo de risco, resultando em um 6timo
desempenho (OLIVEIRA; SANTOS; HOFFMANN, 2018). Ja a especificidade da H-

FABP ¢ significativamente menor do que cTnT, isso devido a elevacédo da H-FABP em
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outras condi¢Bes, além do alto nivel das FABPs na musculatura esquelética, que
estruturalmente é igual a cardiaca, podendo resultar em valores alterados deste
marcador (NSABIAMA, et al. 2019). O conteudo miocardico da H-FABP (0,57 mg =g
de peso umido) é quatro a cinco vezes menor que o da MB (2,7 mg = g de peso
umido), mas a concentracao de referéncia plasmatica do H-FABP € 19 vezes maior
que o da MB, isso significa que, ap0s leséo, o gradiente plasmético é quase cinco
vezes maior para H-FABP do que para MB, fazendo com que o H-FABP no plasma
suba acima sua concentracdo de referéncia apés o inicio do 1AM, permitindo um
diagndstico precoce (WAFA et al., 2018; WILLEMSEN et al. 2019).

Visto que o uso do H-FABP como ferramenta diagnéstica no IAM € uma
aplicacdo recente, atualmente o0s ensaios comerciais existentes no mercado se
baseiam em métodos classicos, por meio do reconhecimento antigeno-anticorpo (AG-
AC), como o0 ensaio de imunoabsor¢cado enzimatica (ELISA), de fluorescéncia ou
deteccdo radioguimica (GRABOWSKA et al., 2018) ; e, apesar do abrangente
desenvolvimento de tais métodos, suas principais desvantagens referem-se aos
longos periodos de analise e problemas de reatividade cruzada, sendo assim
considerados pouco sensiveis e de uso limitado. Tais desvantagens podem ser
superadas pelo uso de dispositivos analiticos portateis, uma vez que esses tém
grande potencial para minimizar o tempo entre o diagndstico e o tratamento
apropriado.

Os dispositivos biossensores eletroquimicos sédo os principais candidatos ao
desenvolvimento de testes de diagnostico baratos, descartaveis e sensiveis, por
possuirem boa resposta, possibilidade de operacdo em temperatura ambiente e
fabricagcdo com tecnologias de alto rendimento (DU et al., 2020). S&o configurados a
partir de um componente bioldgico ligado a um transdutor capaz de converter o sinal
gerado pela interagéo biologica entre biomoléculas em um sinal mensuravel (WANG
et al., 2020). Quando o reconhecimento da molécula de interesse é dado pela
formacao de imunocomplexos, este biossensor recebe o0 nome de imunossensor que
resultam em respostas altamente seletivas e especificas (OLIVEIRA; SILVA;
COELHO; CORREIA, 2019).

A possibilidade do desenvolvimento de dispositivos a beira do leito, chamados
de “POCT?”, do inglés ‘point-of-care testing”, revela vantagens relacionados ao menor
tempo de resposta para o diagnéstico (CECCHETTO et al., 2020), realizando a
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quantificacdo baseada na reacdo de interagdo AC-AG como elemento de
reconhecimento em faixas de concentracdes muito baixas (imuno-POCT’s)
(VASANTHAM et al., 2020). Alguns dos desafios no desenvolvimento de imuno-
POCT’s praticos, rapidos e efetivamente competitivos a uma tecnologia “a beira do
leito” consiste em concomitantemente: a) alcangar baixos limites de detecgéo; b)
promover uma rapida reposta, ou seja, gerar um sinal elétrico imediato a interacéo
AG-AC, dispensando o uso de marcadores conjugados que se rendem a oxidar ou
reduzir espécies eletroativas para geracdo do sinal elétrico; c) alcancar boa
especificidade; d) fazer uso de tecnologias transdutoras facilmente portabilizadas e
aliadas a um baixo custo, e e) alcancar boa reprodutibilidade (PARLAK et al., 2020;
TSUTSUI, et al. 2020).

Outro aspecto bastante importante na constru¢cdo de um imuno-POCT, se
refere a introducéo de nanomateriais que permitem o aumento da area de imobilizacéao
da molécula, a promocdo da reacdo eletroquimica e o aumento de sinal do
bioreconhecimento, sendo a sensibilidade e alta condutividade por area (alta razdo de
aspecto) os maiores atributos que o uso de nanomateriais podem oferecer na
construcdo de um imuno-POCT (KOUR et al., 2020). A conjugacao de nanotubos de
carbono (NTC) a polimeros condutores (PCs), como os derivados do tiofeno
(VILLEMIN et al., 2019), tem sido bastante utilizada devido propriedades especificas,
como estabilidade, processabilidade e facil preparacéo, ainda permitem controlar as
propriedades das superficies eletrddicas e funcionalizacdo das plataformas. Entre
PCs derivados de tiofeno, o poly(3,4-ethylenedioxythiophene):poly(styrene sulfonate)
(PEDOT:PSS) apresenta como vantagens o fornecimento dos estados dopados
altamente condutores e especialmente estaveis, uma gama de propriedades 6pticas
com intervalos de banda eletrénicos variando em todo o espectro visivel e
propriedades redox aprimoradas, tornando-os Uteis para varios dispositivos
eletroquimicos (PORCU et al., 2020; CAI et al.,, 2020). Todavida, ndo apresenta
grupos funcionais amino reativos, impossibilitando ser utilizado para imobilizagéo
covalente de biomoléculas. Desta forma, o uso da L-Cisteina (Cys), como agente
modificadora da estrutura conformacional do filme polimérico, torna-se importante via
de ligacdo molecular por meio da interacdo com o grupamento amina presente na
estrutura (ZHANG et al., 2020).
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Diante do exposto, este trabalho descreve uma plataforma na qual foi formada
por um filme polimérico condutor de PEDOT:PSS associado a Cys, pela formacéo de
um copolimero, e NTC. O emprego de nanoestruturas aliada a técnicas de
imobilizacéo, favoreceram a seletividade das rea¢cdes entre o0 anticorpo e o antigeno,
resultando em um imunossensor sensivel e estavel. Por fim, um imunossensor
eletroquimico foi desenvolvido para detec¢cdo do H-FABP, sendo um projeto inovador
uma vez que nenhum imunossensor eletroquimico para o H-FABP esta atualmente
disponivel comercialmente, podendo assim ser Gtil como uma ferramenta potencial

para testes de diagndstico precoce do IAM em unidades de saude.

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, EUA).
O polimero Poli (3,4- etilenodioxitiofeno) - poli (estirenossulfonato) (PEDOT:PSS), a
L-Cysteine (Cys), N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, (EDC), N-
Hidroxisucccinimida (NHS), etilenodiamina 98% puro (EDA) e o acido oxalico = 99%
foram obtidos da Sigma-Aldrich™ (St. Louis, EUA). Os nanotubos de carbonos
funcionalizados com grupamentos carboxilicos (NTC-COOH), 95% puros, foram
obtidos da Dropsens™ (Oviedo, Espanha). A glicina foi comprada da Fluka Analytical,
0 H2SOu4 e ferricianeto de potassio (Kz[Fe(CN)g]) da Quimica Moderna, e o ferrocianeto
de potassio (K4Fe(CN)s]) da Vetec (Brasil). Os demais reagentes utilizados nao
mencionados foram de grau analitico.

O tampéao de fosfato salino (PBS) (0,01 M, pH 7,4) utilizado em todos os
experimentos para diluicdo de amostras e solucdes foi preparado por dissolucao de
0,2 g de KCI, 8,0 g de NaCl, 0,24 g de KH2PO4 e 1,44 g de Na2HPO4 em 1000 ml de
agua pura obtida de unidade de osmose reversa (Human RO 180). O PBS 0,05%
Tween (pH 7,4), foi preparado usando 1000ml de PBS e 50ul de Tween 20
(Polissorbato) e misturados até perfeita homogeinizacdo (CssH114026) obtidos da
Sigma-Aldrich™ (St. Louis, EUA).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/poly34ethylenedioxythiophenepolystyrenesulfonate1234598765
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/poly34ethylenedioxythiophenepolystyrenesulfonate1234598765
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2.2. Medidas eletroquimicas e equipamentos

As medigBes eletroquimicas foram realizadas utilizando-se o potenciostato
Autolab PGSTAT101 (Eco Chemie, Holanda), controlado pelo software Nova 2.1.3
aguisicao e processamento de dados. Todas as medidas eletroquimicas foram obtidas
a partir de um sistema convencional de trés eletrodos, composto de eletrodo de
carbono vitreo (Glassy Carbon Electrode - GCE) de secéo circular de area de 6 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 5mM de (K;[Fe (CN)¢])/ (Ka [Fe(CN)g]) preparada em 0,1M de KCI.

Para eletrossintese do filme PEDOT:PSS@Cys sobre a superficie do eletrodo
de carbono vitreo (GCE) foi utilizada a técnica de voltametria ciclica com velocidade
de varredura de 50 mV/s, em janela potencial entre -1,5 a 1,5V, durante 20 ciclos. As
respostas sensoras e a caracterizacao eletroquimica das etapas de modificacfes da
superficie sensora foram obtidas empregando-se a técnica de voltametria ciclica (VC),
com janela de potencial de -0,2V a 0,6V a uma velocidade de varredura de 50 mV/s.
Os dados para a construcao dos graficos e as curvas analiticas foram processados

pelo software Origin Lab™, verséo 8.0.

2.3. Preparacao do filme de PEDOT@Cys

Previamente as etapas de montagem do filme, a superficie do CGE foi
submetida a um procedimento de limpeza manual realizado por polimento com pasta
de alumina (0.3 pum) em pano limpo e macio, realizando movimentos em forma de
infinito (=) durante 2 min. Para verificagdo da remogao de residuos da superficie
eletrédica foram registrados voltamogramas ciclicos em sonda redox de
(Ks[Fe(CN)¢])! (Ka [FE(CN)s]) a 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 catodico (Ipa e Ipc, respectivamente).

Apos a etapa de limpeza dos eletrodos, o GCE foi modificado com 1 mg de NTC-
COOH disperso em uma solugdo aquosa de 1mL de dimetiformamida (DMF) a
0,1mM, levada previamente a um banho ultrassénico por 2 horas. Os NTCs-COOH
foram depositados pela técnica “dropcasting”, utilizando-se 3ul da solugcéo sobre a

superficie eletrodica e em seguida levado a estufa a 50 °C para secagem total da
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superficie. A modificagdo com NTCs-COOH, seguida por secagem em estufa foi
repetida por trés vezes consecutivas até total cobertura do eletrodo.

Em seguida, o GCE/NTC foi imerso em uma célula eletroquimica contendo
solucéo de 374,45 mM de PEDOT:PSS e 3,34 mM de Cys em 2M de tampao fosfato
(pH 4,0), e submetido a eletrossintese pela técnica de voltametria ciclica p com
velocidade de varredura de 50 mV/s, em janela potencial entre -1,5 a 1,5V, durante
20 ciclos. Apos o processo de eletrossintese, uma solucdo de acido oxalico (10%) foi
pipetada sobre a superficie eletrédica e deixado sob reacdo por 30 minutos em
temperatura ambiente, na intencdo funcionalizacdo da superficie sensora com

grupamento carboxilico (COOH).

2.4. Imobilizacdo do anti-H-FABP e bloqueio de ligacdes néo especificas
Apo6s formagdo do filme nanoestruturado e funcionalizado com grupamento
carboxilico, iniciou-se o processo de imobilizacdo dos anticorpos na plataforma
sensora. Para isso, uma mistura de EDA (20%), 80mM de EDC e 100mM de NHS
[1:1], com 50 pg/ml de anti-H-FABP foi deixada em repouso por 40 minutos com
temperatura +2 °C a 8°C (geladeira). Em seguida, apds tempo de reacéo, o0 composto
contendo os anticorpos foi depositado sobre a superficie de eletrodo e entao deixado
“overnight”. A proxima etapa do processo, seguiu por meio de lavagem exaustiva do
eletrodo, a fim de remover o excesso de anticorpos nao ligados. Em seguida, o
eletrodo passou pela etapa de bloqueio duplo com glicina (100mM), em meio &cido e
basico de solucdo PBS, pH 4,0 e pH 8,0 respectivamente, sendo posteriormente
incubados por 80 minutos em cada meio. ApOs cada reacgdo, os eletrodos foram
lavados resultando em sucessivas camadas reativas (GCE/NTC-
COOH/PEDOT:PSS@CYS/Ac.Ox./Anti-H-FABP/Glicina).

2.5. Obtencéo de respostas analiticas

O imunossensor nanohibrido foi submetido a prova com amostras de H-FABP
incubadas durante 30 minuntos na concentracao de 2,5 ng/ml a cada leitura. Antes da
leitura da corrente resultante, a superficie do eletrodo foi lavada exaustivamente com
PBS Tween (pH 7,4), a fim de retirar o excesso da amostra ndo ligada aos anticorpos
da plataforma. Um resumo de todas as etapas envolvidas na construgdo do
imunossensor e ensaio de formacdo do imunocomplexo estd esquematizado na

Figura 1.
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Figura 1. Desenho esquematico da montagem do imunossensor e sistema de eletropolimerizacéo do

filme.

DropCasting Eletropolimerizagéo DropCasting

GCE Nao
modificado

DropCasting
NTC-COOH PEDOT@Cys Acido Oxdlico (10%) EDA (20%)/EDC-

NHS/ANTI-H-FABP

Fonte: Elaborado pelo autor

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Eletrossintese do filme de PEDOT:PSS@Cys

A cinética de formacéao do filme sintetizado de PEDOT:PSS@Cys foi observada
a partir estudos voltamétricos em presenca de sonda redox de 5mM de (K3[Fe (CN)g])/
(K4 [Fe(CN)g]) preparada em 0,1M de KCI (Figura 2).

Os VCs exibiram um perfil eletroquimico tipico, mostrando a reducdo dos
potenciais de oxidag&o na faixa entre 0,5V a 1,5 V durante as varreduras (50 mV/s).
A reducdo de potencial pode ser atribuida a oxidacdo dos grupos amino-reativos
presentes na Cys expostos durante a sintese, iniciando a cadeia de polimeracao sobre
a superficie do filme de PEDOT:PSS eletrodepositado. Acredita-se que a ligacdo da
Cys ao filme polimérico é ajudada por uma prévia incubacéo dos dois reagentes por
um periodo de 40 min antes do procedimento eletroquimico. Observou-se também um
aumento progressivo da corrente de reducéo, resultante da modificacéo dos derivados

do PPS em presenca do anion NHa.



49

Figura 2. Voltamograma ciclico de eletrodo de GCE em processo de eletropolimerizacéo para

obtencao de PEDOT@Cys com 20 ciclos sucessivos na presenca de eletrdlito suporte de tampéao
fosfato (pH 4,0).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A eletrossintese PEDOT:PSS@Cys sobre a superficie sensora resultou em
filmes delgados, a qual foi confirmada por alteragdes nas amplitudes dos picos redox
dos VCs (Figura 3). Foi observado um aumento dos picos redox anddicos e catédicos
em 0,2V e - 0,6V, respectivamente, o que caracteriza filme de natureza condutora, e
obtencédo de um aumento de area do eletrodo modificado de aproximadamente 24,4%

em relacao ao eletrodo limpo.
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Figura 3. Estudo de pH do filme PEDOT:PSS@Cys. (a) Voltamogramas Ciclicos do GCE limpo

(curva em preto) e GCE modificado (curva em vermelho).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Um dos importantes parametros que podem influenciar na performance elétrica
de filmes condutores é a natureza do meio em que séo eletrossintetizados. Aqui, foram
testadas eletrossintese em diferentes pHs. Para o meio acido, foi utilizado o Acido
Sulfarico (H2SO4) a 0,1M e a partir do controle de pH, estabeleceu-se o valor de 4.0
como 6timo. Para analise em meio basico, foi utilizado Hidréxido de Soédio (NaOH)
0,1M em pH 9.0. E previamente conhecido que o PEDOT:PSS sintetizado em meios
mais acidos resultam em polimeros mais condutores. Ratificando esse achado,
Biefmann et al. (2018) investigaram a origem da melhoria da condutividade dos filmes
finos PEDOT:PSS em tratamentos com diferentes acidos. Na Figura 4 sao exibidos
os perfis eletroquimicos do filme em diferentes pHs, mostrando que o filme de
PEDOT:PSS@Cys sintetizado em pH acido resultou em maior area eletroativa,
demonstrando melhor condutividade. Desta forma, os experimentos remanescentes
de sintese foram realizados em presenca de 0,1M de Acido Sulfarico (H2SOa4), em pH

ajustado para 4,0.
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Figura 4. Estudo de pH do filme PEDOT:PSS@Cys. (b) Voltamogramas Ciclicos das modificacdes

realizadas em pHs acido, basico e neutro.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A eletrossintese do compésito PEDOT:PSS@Cys renderam filmes firmemente
aderidos a superficie sensora. Esta afirmacao foi apoiada considerando-se ensaios
de VCs sucessivos, no qual os eletrodos modificados foram submetidos a uma
velocidade de varredura de potencial de 50 mV/s (Figura 5(a)). Os coeficientes de
variacdo (CVs) dos picos de correntes redox dos VCs (Figura 5(b)) foram calculados,
sendo obtidos valores similares para IpA e IpC de aproximadamente 3%. Disto,
conclui-se que o composito eletrossintetizado foi eletroquimicamente estavel (XU et
al., 2018).
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Figura 5. Estudo de estabilidade eletroquimica do PEDOT:PSS@Cys, na presenca de (K;[Fe (CN)¢])/
(K4 [Fe(CN)s]) a 0,005 M. (a) Voltamograma Cicliclo da respostas de Ipa e Ipc; (b) Valores de IpA e
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3.2. Montagem da superficie nanoestruturada

A utilizacdo de Nanotubos de Carbono (NTC) em plataformas sensoras
melhoram as respostas analiticas, devido ao aumento de transferéncia eletrénica
decorrente da presenca de ligacdes sp? presentes em suas estruturas (PAMPALONI
et al., 2019). Aqui, o incremento na condutividade advinda da adicdo do NTC
carboxilado foi confirmado pelo expressivo aumento da area eletroativa quando
comparado ao eletrodo ndo modificado, com base na equacao de Randles-Sevick,

equacéo 1.

1 3 1
I, = (2.69x10%) ADznz Vz C (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
numero de elétrons envolvidos na reacgao redox, “V” é a taxa de varredura potencial
(V s1) e “C” consiste na concentragdo da molécula sonda em solugdo (molcm-3)
(RETTER et al., 2003). De acordo com Equacéo 1, constatou-se um aumento médio
de 87,5%, para trés replicatas. Da mesma forma, observou-se um aumento de filmes
de NTC/PEDOT@Cys resultando em um aumento da area eletroativa média, de (b)
com 47,17% e (c) com 90,00%, em relacdo ao eletrodo ndo modificado (Figura 6) e
com relativa disponibilidade de grupos amino reativos para a incorporacdo de
nanotubos de carbono pela formacao de ligac6es amidas com os grupos carboxilicos

presentes em suas estruturas (GOMES et al., 2013).
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Figura 6: Diagrama de barras indicando areas eletroativas normatizadas em relacao ao eletrodo
limpo nos respectivos passos de montagem: a) GCE limpo, (b) GCE/NTC (c)
GCE/NTC/PEDOT:PSS@Cys.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A forma de ligacdo das nanoestruturas de carbono as superficies sensoras
podem afetar as respostas analiticas, uma vez que podem ser lixiviados durante as
medidas. Polimeros tém sido utilizados para ancorar NTCs, dentre eles, aqueles que
apresentam em suas estruturas grupos funcionais reativos as naoestruturas, tais
como —COOH, —SH e —NH2 (WANG et al., 2007;DOHNO; STEMP; BARTON, 2003).
Acredita-se que os NTC foram aderidos ao filme de PEDOT:PSS@Cys por interacdes
-1 que ocorrem com empilhamento dos anéis aromaticos presentes nas suas
paredes laterais e anéis aromaticos, bem como por ligagdes ndo covalentes atraves
de interacOes eletrostaticas entre os grupos carboxilicos com os atomos de enxofre
presentes no PEDOT e na Cisteina (FISCHER et al., 2017). Por outro lado, os grupos
sulfénicos do PSS, também atuaram na interagdo dos grupos amino do PEDOT
facilitando uma outra interacéo eletrostatica com os NTCs (GUIVER; ROBERTSON,;
FOLEY, 1995).
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3.3. Imobilizagdo de Anticorpos

Para imobilizagdo dos anticorpos Anti-H-FABP utilizou-se da estratégia de
ligacbes amidas. Foi usado um agente bifuncional, o EDA, que funcionou como um
extensor a plataforma sensora. Este por ser um composto di-amino formou ligacdes
amida tanto pelos grupos carboxilicos (GCX) presentes na por¢do Fc dos anticorpos,
quanto dos grupos GCX presentes no filme axido oxalico, obtido por dorp-casting
sobre o filme de NTC/PEDOT:PSS, gerando-se assim uma maior estabilidade de
imobilizacdo dos anticorpos a plataforma sensora. Além disso utilizou-se do composto
EDC/NHS. O subproduto EDC é liberado como derivado soluvel da ureia e o NHS é
normalmente usado junto com o EDC para criar ésteres mais estaveis que o
intermediario o-acilisoureia, permitindo o acoplamento da amina ao grupo carboxilico
(LAl et al., 2013).

Previamente a imobilizacdo, estudos de estabilidade do nanofilme composto
por GCE/NTC/PEDOT:PSS@CYS/Ac.Ox. foram realizados submetendo-se os
eletrodos a 20 ciclos consecutivos de voltametria ciclica (v = 50mV/s, janela de
potencial entre -0,2 a 0,6V) (Figura 7). Pode-se observar na Figura 6 um padrao
repetitivo dos picos redox nas sucessivas medidas voltamétricas do eletrodo
modificado, ndo existindo deslocamento significativo dos picos de corrente anddica
(Ipa) e catddica (Ipc). Os Coeficientes de Variacdo (%CV) calculados para Ipa e Ipc
foram de aproximadamente 0,5% e 0,2%, boa estabilidade atribuidas as fortes
ligagdes entre os componentes do filme NTC/PEDOT:PSS@CYS/Ac.Ox.
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Figura 7: Estudo de estabilidade eletroquimica do filme, na presenca de (Kz[Fe (CN)g])/ (Ka
[Fe(CN)s]) @ 0,005 M. Respostas de Ipa e Ipc dos CVs realizados em 20 ciclos sucessivos. (a) VC dos

picos IpA e IpC; (b) Dados em gréfico de pontos dos picos IpA e IpC.
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Estudos de velocidade de varredura foram também realizados com eletrodo
modificado por nanocompdsito NTC/PEDOT:PSS@CYS/Ac.Ox. na presenca de
sonda redox variando-se de 10 a 150 mV/s na presenca de (Kz[Fe (CN)¢])/ (Ka
[Fe(CN)s]) a 0,005 M na janela potencial -0,2 a 0,6 V (Figura 8). Conforme o aumento
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da velocidade de varredura de potencial, foi observado um crescimento proporcional
dos picos anddicos e catddicos (Ipa e Ipc, respectivamente), porém, ndo linear em
relacdo a raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 8 (b)), podendo indagar
um perfil de processo adsortivo ou misto. Apds uma analise mais acurada, extraindo-
se o logaritmo da raiz da velocidade de varredura de potencial versus logaritmo de
correntes de picos redox, indicando um %CV de aproximadamente de 7,8% para IpA
e 7,9% para IpC (Figura 9) .Tais achados, parecem indicar que ha uma possivel
adsorcao de cargas a superficie sensora, provavelmente devido a forte atracao entre
os ions gerados na reacao de 6xido-reducao do compostos férricos e os grupos afins
do &cido oxalico presente no filme nanoestruturado a base de PEDOT:PSS@Cys.

Figura 8: (a) Perfis voltamétricos realizados em NTC/PEDOT:PSS@CYS/Ac.Ox. obtidos sob
diferentes velocidades de varredura na presenca de 5mM de (Kz[Fe (CN)g])/ (Ka [Fe(CN)e)). (b) Plot
da raiz quadrada da velocidade de varredura vs. picos anddicos e catédicos.
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Figura 9: Plot do log de varredura vs. log da corrente.
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Apos a avaliacdo do desempenho do filme A imobilizacdo dos anticorpos foi
confirmada pelos tracados de voltametria de onda quadrada (VOQ), por uma reducéo
nos picos do voltamograma em comparacéo com o perfil do eletrodo sem a presenca

do anticorpo anti-HFABP. (Figura 10). A fim de bloquear as ligacdes néo especificas,
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foi inserida uma etapa de bloqueio com glicina, que também devido & natureza isolante
do filme obtido resultou numa reduc¢éo dos picos de potencial (GOMES-FILHO et al.,
2013). A presenca do anticorpo e sua atividade foi também confirmada pela resposta

sensora na presenca do seu respectivo antigeno H-FABP (2,5 ng/ml).

Figura 10. Curvas representativas das etapas sucessivas de modificacao da superficie sensora,
obtido na presenca de 5mM de (K;[Fe (CN)g])/ (Ka [Fe(CN)g]) , em uma velocidade de varredura de 50
mV/s. (a) GCE/NTC/PEDOT:PSS@Cys/Ac.Ox., (b), (c) GCE/NTC/PEDOT:PSS@Cys/Acido Oxalico/
ANTI-H-FABP (d) GCE/NTC/PEDOT:PSS@Cys/Acido Oxalico/ANTI-H-FABP/ Glicina e)
GCE/NTC/PEDOT:PSS@Cys/Acido Oxalico/ ANTI-H-FABP/ Glicina/HFABP.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4. Estudo daresposta analitica em amostras de soro

Como prova de conceito para fins analiticos, foram realizados testes de
sensibilidade diagndstica com amostras de soro enriquecidas com o antigeno H-FABP
(Figura 7). O imunossensor exibiu uma faixa de resposta linear de 5,0 a 17,5 ng/mL.

A linearidade foi obtida a partir da equacéo da reta (Equacéo 2):

A = slope

B = intercept
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I (LA) = a*[H-FABP](ng/ml) + b (2)

sendo:

| = corrente (HA)

a = inclinacdo da curva analitica (sensibilidade)
X = concentracdo do analito (unidade/ml)

b = intersecdo com o eixo y, quando x =0

O célculo do limite de deteccao (LOD) (WENZL et al., 2016) foi realizado de

acordo com a Equacao 3, obtendo-se um valor de 5,6 ng/ml H-FABP.

LOD = 3+22 3)
O limite de quantificacédo (LOQ) foi definido pela Equacao 4, cujo resultado foi
de 15,07 ng/ml.

LOQ = 10* =~ (4)

Os resultados de respostas de correntes de pico anddicas (IpA) demostraram
um aumento linear concomitante ao aumento de concentracéo, a partir de respostas
de IpA que permaneceram constantes em relagéo a linha de base. Nesse sentido, é
possivel afirmar que o imunossensor foi capaz de distinguir o H-FABP em soro
positivo, com o valor do Limite de Reacgé&o (Cut-off) em aproximadamente 9,62 ng/ml
(demarcado pela linha pontilhada na figura 10), calculado com base nos valores
meédios de resposta de corrente anddica dos VCs para o soro controle acrescidos de
dois desvios padrdes, intervalo de confianca entre 1,0 e 19,9 ng/mL H-FABP (IC =
95%).

Foi possivel afirmar que o imunossensor apresentou um alto poder de
discriminagéo e efeitos a interferentes controlados, com a vantagem de n&o necessitar
de um segundo anticorpo marcado para aumentar a especificidade diagnostica, uma
limitacdo que se faz necesséria nos testes de imunoensaio enzimatico para H-FABP
(KIM et al., 2010).
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Figura 11: 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 50 mV/s.
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Fonte: Elaborado pel autor.

4. CONCLUSOES

Um imunossensor nanohibrido eletroquimico para detec¢cdo do H-FABP foi
desenvolvido indicando boas perspectivas para diagnéstico emergencial do IAM. A
forte estabilidade das biomoléculas ndo marcadas imobilizadas resultou em filme
firmemente aderido a superficie, estavel e reprodutivel, com uma faixa de resposta

linear dentro dos limites clinicos de interesse para o diagnéstico precoce.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados pode-se inferir que o imunossensor nanohibrido
eletroquimico apresentou respostas analiticas satisfatérias por meio de soro humano
enriquecido, com poder discriminatério da condicdo patologica a partir do
reconhecimento da molécula-alvo. A plataforma utilizada rendeu filmes estaveis e com
boa reprodutibilidade por meio da utilizacdo de nanocompadsitos inovadores na area,
como o PEDOT:PSS em sinergismo com nanotubos de carbono e a L-Cisteina. Como
perspectivas deste trabalho, pretende-se ampliar os nimeros de testes e provas
analiticas utilizando amostras reais a partir de soro e sangue de pacientes infartados
e controles. Novos estudos de caracterizacdo morfolégicas por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho pela transformada de Fourier

(FTIR) poderéo consolidar os pressupostos teorizados.
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