Republica Federativa do Brasil
Ministério da Industria, Comércio Exterior
e Servicos
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

@8R 102016020702-9 a2 [ [ INIHNARILIL

(22) Data do Depésito: 08/09/2016

(43) Data da Publicacao: 20/03/2018

(54) Titulo: DESENVOLVIMENTO DE
IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO
BASEADO EM NANOTUBOS DE CARBONO E
NANOPARTICULAS DE OURO PARA
DETECGCAO DA FOSFATASE ALCALINA

(51) Int. Cl.: GO1N 33/68; GO1N 27/26

(73) Titular(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO

(72) Inventor(es): MARIA DANIELLY LIMA DE
OLIVEIRA; ESTEFANI PONTES SIMAO;
CESAR AUGUSTO DE SOUZA ANDRADE

(57) Resumo: DESENVOLVIMENTO DE
IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO
BASEADO EM NANOTUBOS DE CARBONO E
NANOPARTICULAS DE OURO PARA
DETECGAO DA FOSFATASE ALCALINA O
invento apresentado € caracterizado pela
deteccéo de fosfatase alcalina (ALP) em
amostras biolégicas humanas, esta enzima é de
extrema importancia como auxilio no diagndstico
de diversas doencas, porém os métodos
utilizados atualmente para a identificacdo dessa
enzima exigem varias etapas de processamento
da amostra, além de uma escala de deteccao
limitada. Diante de algumas limita¢des para a
deteccéo da fosfatase alcalina, os biossensores
eletroquimicos sdo uma alternativa para o
diagndstico laboratorial devido a sua capacidade
de miniaturizacdo e baixo custo. Na presente
invencao, foi desenvolvido um imunossensor
eletroquimico nanoestruturado com nanotubos
de carbono decorados com nanoparticulas de
ouro (AUCNT) acoplados quimicamente a
anticorpos monoclonais (Anti-ALP) para a
deteccéo eficaz de pequenas as mais altas
concentracdes de fosfatase alcalina. Algumas
nanoestruturas como as nanoparticulas de ouro,
séo bastante utilizadas na biotecnologia e
principalmente no desenvolvimento de bios(...)
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DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO
EM NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA
DETECCAO DA FOSFATASE ALCALINA

01. Campo da invencao

02. A deteccdo de fosfatase alcalina (ALP) em amostras bioldgicas é de
extrema importancia como auxilio no diagnéstico de diversas doencas, porém
os métodos utilizados atualmente para a identificacdo dessa enzima soroldgica
humana exigem varias etapas de processamento da amostra, além de uma
escala de deteccao limitada. Diante de algumas limitacdes para a detecgédo da
fosfatase alcalina, os biossensores eletroquimicos sdo uma alternativa para o
diagnéstico laboratorial devido a sua capacidade de miniaturizacdo e baixo
custo. Na presente invencéo, foi desenvolvido um imunossensor eletroquimico
nanoestruturado com nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de
ouro (AUCNT) acoplados quimicamente a anticorpos monoclonais (Anti-ALP)
para a deteccdo eficaz de pequenas as mais altas concentracdes de fosfatase

alcalina.

03. As nanoparticulas de ouro sdo bastante utilizadas na biotecnologia e
principalmente no desenvolvimento de biossensores, atuando como suporte
para biomoléculas, sem alterar as suas propriedades biol6gicas e como
adjuvantes em outros nanomateriais. Os nanotubos de carbono sé&o
nanomateriais muito utilizados no desenvolvimento de sensores, devido a sua
elevada éarea especifica de ligacdo e condutividade elétrica, e quando
acoplados a nanoparticulas de ouro, potencializam o desempenho dos
biodispositivos.

04. Sumaério

05. O invento foi desenvolvido por meio da sintese de nanoparticulas de

ouro adsorvidas a nanotubos de carbono, posteriormente modificadas com
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cisteamina. Finalmente, para a obtencdo do dispositivo sensivel a fosfatase
alcalina em amostras de soro humano foram acoplados anticorpos monoclonais
ao nanocomplexo para a deteccdo especifica da enzima. O imunossensor foi
desenvolvido através do uso da técnica de automontagem, que foi possivel
devido as propriedades fisico-quimicas das moléculas utilizadas

proporcionando uma maior estabilidade ao sistema biossensivel.

06. Os nanomateriais utilizados nesse invento possuem propriedades
fisicas proprias como, por exemplo as propriedades elétricas destacadas, que
podem ser modificadas. Os nanotubos decorados com as nanoparticulas de
ouro modificadas com cisteamina (AUCNT) foram capazes de aumentar a area
de ligacdo a anticorpos especificos para a fosfatase alcalina na superficie
nanoestruturada do biossensor. Esse efeito foi observado devido a uma
modificacdo quimica na superficie das nanoparticulas de ouro através do uso
da cisteamina. Desta forma, a cisteamina atuou como braco ligante covalente
entre o ouro e 0s anticorpos aumentando a sensibilidade na deteccdo da

fosfatase alcalina.

07. Anterioridades: Estado da Técnica

08. A fosfatase alcalina (ALP) € uma enzima sorolégica humana
presente em células musculares lisas das artérias e em outros tipos de células.
Esta enzima participa do processo de mineralizagdo Ossea auxiliando na
deposicdo do fosfato de calcio no processo de formacdo dos cristais de
hidroxiapatita (ATSUSHI SHIOI, 2012). Alguns estudos demonstram a relacao
entre o aumento da fosfatase alcalina e o processo de calcificacéo
intravascular, os quais supdem que a inflamacao vascular causada por agentes
mecanicos ou 0 aumento do LDL com a formacéo de placas ateroscleréticas,
pode provocar um estimulo a calcificacdo localizada nos vasos. Esse tipo de
calcificacdo € comum em pacientes portadores de aterosclerose, inflamagéo
vascular e doencgas cardiacas (SONOKO NARISAWA, 2007; ATSUSHI SHIOI,

2012). Os niveis séricos de ALP variam normalmente entre 56 e 156 UI/L em
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adultos entre 13 e 43 UI/L em criancas. Alteracfes nos niveis séricos dessa
enzima podem ser indicadores de diversas patologias como a Doenca de
Paget, osteomalacia, uremia, doenca renal, tumores, doencas hepaticas,
processos de calcificacbes vasculares em pacientes portadores de doencas
cardiacas (HONG-JEONG KIM, 2005; XIAOJING ZHU, 2007; ATSUSHI SHIOI,
2012).

09. A quantificacdo da ALP em liquidos biologicos € atualmente
realizada por algumas técnicas como espectrofotometria, fluorescéncia,
guimioluminescéncia, eletroquimica e imunoensaios enzimaticos, porém a
padrdo ouro € a espectrofotometria (HONG-JEONG KIM, 2005; XIAOJING
ZHU, 2007). A identificacdo da fosfatase alcalina pelo método padrao
apresenta algumas limitacdes, como uso de kits especificos e varias etapas de
processamento da amostra até a identificagdo da enzima, que podem ser
suprimidas com a utilizacao de biossensores nanoestruturados. A tendéncia do
uso da nanotecnologia no desenvolvimento de sensores tem como objetivo

principal promover uma maior sensibilidade e estabilidade ao biossensor.

10. O nanocomplexo formando por AUCNT tém sido bastante utilizados
no desenvolvimento de biossensores (YU SHI, 2009; MEHMET LUTFI YOLA,
2014). Alguns trabalhos presentes na literatura demonstram a eficiéncia deste
nanomaterial no desempenho de diversos tipos de sensores como 0S
eletroquimioluminescentes, amperométricos e eletroquimicos (BEHZAD
HAGHIGHI, 2011; SHIHONG CHEN, 2007).

11. O invento apresentado € exclusivo, pois nenhum outro invento
semelhante foi ainda descrito utilizando o nanocomplexo AUCNT modificados e
acoplados a anticorpos para deteccao da enzima fosfatase alcalina soroldgica

humana.

12. Problemas e Limitacdes do Estado da Técnica

13. Um dos principais problemas no desenvolvimento de
imunossensores é a sensibilidade. Para solucionar a baixa sensibilidade, o

presente invento adicionou uma plataforma nanoestrutura ao imunossensor
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composta por AUCNT, que sédo capazes de aumentar a superficie de ligacdes
para anticorpos monoclonais promovendo uma maior sensibilidade e

especificidade a fosfatase alcalina soroldgica humana.

14. Objetivos da Invencao

15. O presente invento tem como objetivo desenvolver um biossensor
eletroquimico sensivel, especifico, de baixo custo e pequeno volume de
amostra utilizada para auxiliar no diagnostico de diversas doencas, além de
monitorar o processo de calcificacdo vascular em pacientes portadores de
doencas arteriais, através da identificacdo e quantificacdo da fosfatase alcalina

sorolégica humana.

16. O principal objetivo do imunossensor baseado em AuCNT é
promover uma maior sensibilidade na deteccdo de concentracdes de fosfatase
alcalina sorologica quando comparada aos testes de quantificacdo

convencionais.

17. Solucao

18. O biossensor eletroquimico nanoestruturado com AuUCNT ligadas
guimicamente a anticorpos monoclonais apresentado, possui caracteristicas
préprias, que favorecem uma maior sensibilidade ao sensor, sendo assim uma
efetiva alternativa para a deteccao da fosfatase alcalina sorolégica humana,

assim como no monitoramento de processos de calcificacdes vasculares.

19. Vantagens

20. O imunossensor apresenta algumas vantagens comparadas aos
meétodos até entdo desenvolvidos para a deteccdo da fosfatase alcalina

sorologica, uma das vantagens é o melhor desempenho do sistema
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apresentado baseado na utilizacdo dos nanomateriais como plataforma

estrutural do biossensor.

21. Maior estabilidade se deve a plataforma sensora desenvolvida
através do uso dos AUCNT ligados covalentemente a um suporte sélido. Em
adicdo, os anticorpos sdo fortemente acoplados as nanoparticulas de ouro
favorecendo o aumento da estabilidade, e um maior niumero de ligacdes de
anticorpos a plataforma desenvolvida. Essa nova estratégica provoca uma
maior sensibilidade e estabilidade do biossensor.

22. A ligacdo especifica entre o anticorpo monoclonal e a fosfatase
alcalina ocorre através de interacdes quimicas ou fisicas, entre elas as pontes
de hidrogénio, eletrostatica, Van der Waals. A interacao da fosfatase alcalina e
o anticorpo monoclonal é mensurada por alteracdo de corrente gerada no

invento proposto.

23. A novidade e o efeito técnico alcancado

24. O imunossensor eletroquimico nanoestruturado capaz de detectar a
fosfatase alcalina em amostra soroldgica humana e monitorar processos de
calcificacdo vascular, € a novidade proposta. Em adi¢cdo, a sensibilidade do

Nnovo sistema € capaz de superar as técnicas utilizadas atualmente.

25. O biodispositivo desenvolvido é inovador, pois nenhum outro
semelhante foi descrito na literatura para a identificacdo e quantificacdo da

fosfatase alcalina soroldgica.

26. Descricdo Detalhada

27. Inicialmente, para reproduzir a invencéo se faz necessario a sintese
das nanoparticulas de ouro para posterior adsor¢do aos nanotubos de carbono.

A formacdo do nanocomplexo AUCNT se da pela agitagdo da mistura dos
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nanotubos de carbono e nanoparticulas de ouro seguida de lavagens com agua

deionizada e secagem.

28. O processo de montagem no imunossensor foi realizada pelo
processo de automontagem iniciado pela limpeza da superficie do eletrodo de
trabalho, que foi polido em alumina por 1 minuto, enxaguado em &agua
deionizada e secou-se em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado a
superficie do eletrodo 5uL de cisteina a 70mM por 10 minutos para modificar a
superficie do eletrodo. Posteriormente os 5uL AuCNT foram fortemente
acoplados ao sistema. Apds a ligacdo do nanocomplexo, foi adicionado ao
sistema 70mM de cisteamina que foi capaz de modificar quimicamente as
nanoparticulas de ouro para posterior ligacdo dos anticorpos. Para ativar 0s
grupos carboxilicos da cisteamina e promover a ligacdo do anticorpo ao
biossensor, foi adicionado 2 mM de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC)/ N- Hidroxisuccinimida (NHS) 5 mM numa proporc¢éo de 1: 1 em tampéao
acetato (pH 5.0) por 2 horas. Apés a ativagdo foi possivel adicionar 225ug/mL
de anticorpos monoclonais (Anti-ALP) ao sistema sensor e incubado por 10
minutos. ApoOs adicionar o anticorpo se fez necessario a adicdo de soro
albumina bovina (BSA), para bloquear os sitios remanescentes ainda ativos.
Finalmente, o biossensor desenvolvido foi incubado com concentracfes de
ALP (0.5 a 600 UI/L) por 10 minutos. Em adicéo, foi realizado um enxague com

agua deionizada a cada etapa de montagem do imunossensor.

29. Preparacdo das nanoparticulas de ouro

30. A metodologia utilizada para sintese das nanoparticulas foi descrita
por Shi (YU SHI, 2009). Inicialmente, 0,5 mL de uma solugcéo aquosa de 0,01 M
HAUCI4¢3H,0O foi misturado com 0,5 mL de uma solu¢do aquosa a 0,01 M de
citrato trissddico e 18,4 mL de agua deionizada. Essa mistura foi realizada sob
refrigeracdo. Em seguida foi adicionado a mistura 0,6 mL de uma solucdo de

NaBH4 a 0,1 M sob agitacéo. Apds a agitacao foi possivel observar a mudanca
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da coloracédo da mistura se aproximando da cor rosa indicando a formacéo das

nanoparticulas de ouro.

31. Preparacdo das nanoparticulas de ouro ligadas a nanotubos de

carbono

32. A ligacdo dos nanotubos de carbono (CNT) as nanoparticulas
(AUNPS) de ouro foi realizada pela mistura de 9,3 mg de CNT e 10 mL da
solucdo de nanoparticulas de ouro sintetizada. Apds a mistura dos
nanomateriais, foi adicionado a mistura 6 mL de etanol sob agitacdo vigorosa e
posteriormente sonicada por 10 minutos. A adicdo do etanol foi capaz de
diminuir a tensdo superficial entre os nanotubos de carbono e a &gua
favorecendo a adsorcéo fisica das nanoparticulas de ouro aos nanotubos de
carbono. A mistura foi agitada por 10 horas e logo em seguida foi submetida a
5 ciclos de lavagem com agua deionizada, a cada ciclo de lavagem a mistura
foi centrifugada a 10.000 rpm. Apds as lavagens a amostra obtida secou a

temperatura de 70°C.

33. Caracterizacdo do imunossensor para deteccdo da fosfatase alcalina

34. O imunossensor eletroquimico desenvolvido foi caracterizado
atraveés das técnicas eletroquimicas amperométricas e potenciométricas. Todas
as medidas eletroquimicas foram realizadas no PGSTAT 128N
potentiostato/galvanostatato (Autolab, Netherlands) com trés eletrodos e uma
célula eletroquimica convencional, sendo um eletrodo de trabalho de ouro,
outro auxiliar de platina, e um de referéncia Ag/AgCl saturado com KCI. Todos
0os experimentos foram realizados na presenca de 10mM de uma solucéo
eletrolitica de ferro-ferricianeto de potassio. A voltametria ciclica (VC) foi
realizada em um potencial entre -0,2 e +0,7V em uma velocidade de varredura
de 50m.Vs™. A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi realizada a

frequéncia de 100 mHz e 100 kHz com um potencial aplicado de 10mV.
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35. Caracteristicas do imunossensor para deteccao da fosfatase alcalina

36. Durante todas as etapas de desenvolvimento do imunossensor foram
realizadas analises eletroquimicas para avaliar e acompanhar todo o processo

de montagem do biossensor.

37. Na Fig 1 e 2 obtivemos o voltamograma ciclico e o diagrama de
Nyquist respectivamente, de toda a caracterizacdo eletroquimica do
biossensor. Inicialmente, foi demonstrado o eletrodo limpo, em seguida a
cisteina foi adsorvida, provocando uma diminuicdo das correntes de picos
anodicas e catddicas no voltamograma e um aumento no diametro no
semicirculo do diagrama de Nyquist, demonstrando a modificacdo da superficie
do eletrodo. Em seguida, com a ligacdo dos AUCNT ao sistema foi observado
um aumento na resisténcia a transferéncia de elétrons. Posteriormente, a
cisteamina foi adicionada ao sensor, resultando em uma mudanca nas
correntes de pico e no diagrama de Nyquist promovendo em uma maior
condutividade do sistema. Para contribuir com uma maior estabilidade ao
sensor, o EDC:NHS foi adicionado, e por ser um agente ativador houve
aumento adicional na resisténcia elétrica do sistema e possibilitando a ligagédo
do anticorpo a plataforma nanoestruturada. Apés a ligacdo do anticorpo foi
adicionado o BSA que provocou uma discreta diminuicdo das correntes de pico
e um aumento no semi-circulo do diagrama de Nyquist, demonstrando que

ocorreu a inativagdo dos sitios ativos remanescentes.

38. Na Fig 3 e 4 representa o0 voltamograma ciclico e o diagrama de
Nyquist respectivamente, na deteccdo da fosfatase alcalina sintética. Foi
possivel detectar a enzima sorolégica humana em uma escala de concentracdo
de varia de 0.5 a 600 UI/L. Obtivemos uma diminuicdo gradativa das correntes
de picos e um aumento gradativo no semicirculo do diagrama de Nyquist com o
aumento da concentragdo da fosfatase alcalina. Obtivemos resultados
semelhantes nas anadlises de fosfatase alcalina em amostras reais (figura 5 e

6). Esses resultados demonstram que o sensor desenvolvido apresenta
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sensibilidade para a fosfatase alcalina, além de apresentar uma boa escala de
deteccdo, tendo em vista que o0s testes convencionais sé apresentam
linearidade até a concentracao de 400 a 500 UI/L.

39. Na figura 7 e 8 demonstra o teste de seletividade. Observamos que o
invento apresentado ndo demonstrou resposta significante a outro marcador
soroldgico que geralmente se apresenta aumentando juntamente com fosfatase
alcalina. A elevada concentracdo de proteina C reativa (PCR) ndo provocou
mudanca relevante nos padrdes eletroquimicos do imunossensor. Podemos
concluir que o invento apresentado demonstrou ser um dispositivo
nanoestrurado inovador para a deteccdo sensivel e especifica da fosfatase

alcalina sorolégica humana.
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REIVINDICACOES

1. DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO
BASEADO EM NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE
OURO PARA DETECQAO DA FOSFATASE ALCALINA é caracterizada
por um biodispositivo composto por: a) anticorpos monoclonais capazes
de identificar especificamente a fosfatase alcalina, b) nanocomplexo
formado por nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de
ouro (AuCNT) funcionalizadas com cisteamina, c) suporte soélido para
imobilizacdo das biomoléculas, d) fonte de corrente elétrica capaz de nos
fornecer informacfes a respeito das interacbes moleculares entre o

analito e o biossensor desenvolvido.

2. OS NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO
(AUCNT) sao caracterizados por meio da mistura entre nanotubos de
carbono e nanoparticulas de ouro ligados a superficie do eletrodo pelo
processo de automontagem para posterior funcionalizagdo com a

cisteamina.

3. O IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS
DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETEC(;AO DA
FOSFATASE é caracterizado por uma tecnologia inovadora capaz de

utilizar nanoestruturas para otimizar a eficiéncia do biossensor.

4. IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECCAO DA
FOSFATASE ALCALINA é caracterizado por proporcionar uma maior
condutibilidade elétrica ao sistema devido a presenca de uma superficie
de ouro como suporte para a ligacdo e a manutencao da bioatividade do
anticorpo e biomoléculas em geral, prestando-se para uma analise

pioneira de fosfatase alcalina.
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5. OS NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO
conforme as reinvindicacdes 1-4, sdo caracterizados pela adsorcéo fisica
entre 0s nanotubos de carbono e as nanopaticulas de ouro, promovida
pela adicdo do etanol a mistura que € capaz de diminuir a tensdo
superficial entre os nanotubos de carbono e a agua favorecendo a ligacédo

das nanoparticulas de ouro.

6. OS NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO
conforme reinvindicacdo 5, sdo caracterizados por meio da mistura sob
agitacdo de 9,3 mg de nanotubos de carbono e 10 mL da solucédo de

nanoparticulas de ouro com posterior adicdo de etanol a mistura.

7. DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO
BASEADO EM NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE
OURO PARA DETECC}AO DA FOSFATASE ALCALINA é caracterizado
pelo processo de automontagem de camada por camada de cada etapa
do desenvolvimento do sensor, seguido de medidas eletroquimicas de
voltametria ciclica e impedancia para caracterizar cada etapa de

montagem do biossensor.

8. IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECQAO DA
FOSFATASE ALCALINA conforme a reinvindicacdo 7, € caracterizado
pelas técnicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia

eletroquimica (EIE).

9. IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECCAO DA
FOSFATASE ALCALINA ¢é caracterizado pelo nanocomplexo AuCNT
ligado quimicamente a superficie do eletrodo de ouro modificado com

cisteina.
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10.IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECQAO DA
FOSFATASE ALCALINA conforme a reinvindicacdo 6, € caracterizado
pela cisteamina que proporciona a modificagdo quimica nas
nanoparticulas de ouro favorecendo a posterior ligacdo dos anticorpos ao

sistema desenvolvido.

11. IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECQAO DA
FOSFATASE ALCALINA ¢é caracterizado pela presenca do agente
ativador 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ N-
Hidroxisuccinimida (NHS) capaz de ativar os grupos carboxilicos da
cisteamina favorecendo a ligacdo dos anticorpos, conforme a

reinvindicagéo 9-10.

12.IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECQAO DA
FOSFATASE ALCALINA é caracterizado por detectar a fosfatase alcalina
sorologica humana diluida em tampéao fosfato de soédio em uma faixa de

concentracdes que varia de 0.5 a 600 UI/L.

13.NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA
DETECCAO DA FOSFATASE ALCALINA conforme a reinvindicacdo 3,
sdo caracterizados por apresentarem uma excelente alternativa no

melhoramento do desempenho da sensibilidade dos biossensores.

14.IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECQAO DA
FOSFATASE ALCALINA é caracterizado por um meétodo inovador que

utiliza anticorpos para a deteccao da fosfatase alcalina soroldgica.
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15.IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECQAO DA
FOSFATASE ALCALINA ¢ caracterizado por uma ferramenta til para a
analise dos niveis soroldgicos da fosfatase alcalina humana, assim como
no monitoramento de algumas doencas como Doenca de Paget,
osteomalacia, doencas renais, tumores, doencas hepéticas e processos
de calcificagcbes vasculares em pacientes portadores de doencas

cardiacas, como na doenca arterial coronariana.

16.IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE
CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECCAO DA
FOSFATASE ALCALINA é caracterizado por diminuir os custos para
andlise quantitativa da fosfatase alcalina, devido a necessidade de
pequenos volumes de amostra além de dispensar as varias etapas

processamento utilizadas nos métodos convencionais.
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FIGURAS
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM
NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECCAO
DA FOSFATASE ALCALINA

O invento apresentado é caracterizado pela deteccdo de fosfatase alcalina (ALP)
em amostras biolégicas humanas, esta enzima é de extrema importancia como auxilio
no diagnostico de diversas doencas, porém os métodos utilizados atualmente para a
identificacdo dessa enzima exigem varias etapas de processamento da amostra, além
de uma escala de deteccéo limitada. Diante de algumas limitacées para a deteccdo da
fosfatase alcalina, os biossensores eletroquimicos sdo uma alternativa para o
diagnéstico laboratorial devido a sua capacidade de miniaturizacdo e baixo custo. Na
presente invencédo, foi desenvolvido um imunossensor eletroquimico nanoestruturado
com nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de ouro (AUCNT) acoplados
quimicamente a anticorpos monoclonais (Anti-ALP) para a deteccdo eficaz de

pequenas as mais altas concentracdes de fosfatase alcalina.

Algumas nanoestruturas como as nanoparticulas de ouro, sdo bastante
utilizadas na biotecnologia e principalmente no desenvolvimento de biossensores,
atuando como suporte para biomoléculas, sem alterar as suas propriedades biolégicas
e como adjuvantes em outros nanomateriais. Os nanotubos de carbono sao
nanomateriais muito utilizados no desenvolvimento de sensores, devido a sua elevada
area especifica de ligacdo e condutividade elétrica, e quando acoplados a

nanoparticulas de ouro, potencializam o desempenho dos biodispositivos.
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