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RESUMO

Diversos imunoensaios vem sendo empregados na rotina laboratorial para dosagem das
troponinas cardiacas, devido a sua alta sensibilidade e especificidade no diagnostico do
infarto agudo do miocardio. Entretanto, estes meétodos apresentam significativas
limitacGes para diagnostico a beira do leito de pacientes infartados de modo pratico,
rapido e seguro. Dessa forma, os imunossensores eletroquimicos surgem como uma
importante ferramenta analitica. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
imunossensor eletroquimico baseado em um filme nanoestruturado de pirrol-2-
carboxilico e nanotubos de haloisita para detec¢do de niveis clinicos da troponina T
cardiaca humana. O eletrodo de carbono vitreo foi submetido a eletropolimerizacéo do
pirrol-2-carboxilico (0,01 M). Os grupos carboxilicos derivados do filme de pirrol na
superficie sensora foram ativados e em seguida incubados com uma solugdo de
nanotubos de haloisita funcionalizados com grupos amina (5 mg/mL). Para
imobilizacdo dos anticorpos anti-troponina T, o eletrodo de carbono foi previamente
incubado com uma solucdo de glutaraldeido (5%). Os sitios ativos remanescentes do
eletrodo foram bloqueados com uma solucdo de glicina. A caracterizacdo do
imunossensor foi realizada usando as técnicas de voltametria ciclica e de pulso
diferencial. A eletrossintese do pirrol-2-carboxilico foi otimizada utilizando o perclorato
de litio como contra-ion na eletrossintese do polimero, sob a velocidade de
polimerizagdo de 20 mV/s. O filme nanoestruturado de pirrol-2-carboxilico (0,01 M) e
nanotubos de haloisita (5 mg/mL) apresentou uma estabilidade cinco vezes maior
qguando comparado ao estudo controle (sem pirrol-2-carboxilico). Ensaios para
padronizacdo da concentracdo do anticorpo anti-troponina T imobilizado e tempo de
interacdo antigeno-anticorpo foram realizados e otimizados na concentracdo de 5 pug/mL
e 60 min, respectivamente. Uma curva de calibracdo foi obtida para as diferentes
concentragcbes de cTnT utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada. O
imunossensor proposto apresentou uma boa linearidade com r=0,996 (p << 0,001; n =
6) e limite de deteccdo de 0,008 ng/mL. O filme nanohibrido de pirrol-2-carboxilico e
nanotubos de haloisita para detec¢do eletroquimica da troponina T demonstrou
propriedades desejaveis, tais como estabilidade, reprodutibilidade e sensibilidade.

Palavras-chave: pirrol-2-carboxilico; nanotubos de haloisita; imunossensor
eletroquimico; troponina T cardiaca humana; infarto agudo do miocardio.



ABSTRACT

Several immunoassays have been employed in laboratorial routine for measurement of
the cardiac troponins due to their high sensitivity and specificity in the diagnosis of
acute myocardial infarction. However, these methods have significant limitations for
diagnosis at bedside of infarcted patients of a practical, rapid and secure way. Thus,
electrochemical immunosensors emerge as an important analytical tool. The aim of this
work was to develop an electrochemical immunosensor based on a nanostructured film
of pyrrole-2-carboxylic acid and halloysite nanotubes for detection of clinical levels of
human cardiac troponin T. Glassy carbon electrode was submitted to
electropolymerization of pyrrole-2-carboxilic acid (0.01M). The carboxylic groups
derivate of the pyrrole film on the sensor surface were activated and then incubated with
a solution of halloysite nanotubes functionalized with amine groups (5 mg/mL). To
immobilization of anti-troponin T antibodies, the carbon electrode was previously
incubated with a solution of glutaraldehyde (5%). The remaining active sites of the
electrode were blocked with a solution of glycine. The characterization of the
immunosensor was performed using the cyclic voltammetry and differential pulse
techniques. The electrosynthesis of pyrrole-2-carboxilic acid was optimized using
lithium perchlorate as counter-ion in the electrosynthesis of the polymer, at scan rate of
20 mV/s. The nanostructured film of pyrrole-2-carboxilic acid (0.01 M) and halloysite
nanotubes (5 mg/mL) showed a five-fold greater stability when compared to control
study (without pyrrole-2-carboxylic acid). Assays for standardization of concentration
of immobilized anti-troponin T antibody and antigen-antibody interaction time were
carried out and optimized at the concentration of 5 pg/mL and 60 min, respectively. A
calibration curve was obtained to different concentrations of cTnT using square wave
voltammetry technique. The proposed immunosensor showed a good linearity with
r=0,996 (p << 0,001; n = 6) and limit of detection of 0.006 ng/mL. The nanohybrid film
of pyrrole-2-carboxylic acid and halloysite nanotubes for electrochemical detection of
troponin T demonstrated desirable properties, such as stability, reproducibility and
sensitivity.

Keywords: pyrrole-2-carboxilic acid; halloysite nanotubes; electrochemical

immunosensor; human cardiac troponin T, acute myocardial infarction.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é um campo da ciéncia em rapida progressdo, com grande
impacto nas areas de materiais, eletrbnica e medicina (ZHANG et al., 2009).
Particularmente, a utilizacdo de nanomateriais, obtidos em escala de 1-100 nm, tem
despertado grande interesse nos ultimos anos no desenvolvimento de nanossensores e
imunossensores (JIANRONG et al., 2004). Esses nanomateriais permitem o aumento da
area reativa e da transferéncia de elétrons na interface sensora, contribuindo,
consequentemente, para uma maior estabilidade do elemento bioldgico e quantidade de
moléculas imobilizadas (JUBETE et al., 2009; LUO, MORRIN & KILLARD, 2006).
Diversos tipos de nanomateriais tém sido utilizados para o aperfeicoamento dos
imunossensores, incluindo nanotubos de carbono, nanoparticulas metélicas e
poliméricas (LEE et al.,, 2007; LIU & LIN, 2007). Neste trabalho, nanomateriais
derivados de minerais, tais como nanotubos de haloisita, foram empregados para
construcdo da plataforma sensora, a haloisita € um argilo mineral semicondutor que tem
sido amplamente utilizado em biossensores, podem ser facilmente funcionalizados com
grupos carboxilicos, aumentam a resposta catalitica (PRICE & GABER; PRICE et al.,
2001).

Um dos grandes desafios na construcdo dos imunossensores consiste na fixacdo
dos nanomateriais na interface sensora. Assim, filmes poliméricos funcionalizados tém
sido uma alternativa para construcdo de plataformas mais estaveis e reprodutiveis, o que
ainda tem sido um fator limitante no desenvolvimento de imunossensores. Devido a
facil sintese de preparacdo e reatividade redox, o polimero polipirrol tem recebido
grande atencdo, principalmente quando funcionalizado, permitindo a utilizacdo de
grupos reativos estratégicos na modificacdo da interface sensora (GRIESHABER, 2008;
AHUJA et al., 2007). Em meio aos derivados do pirrol funcionalizado, o pirrol-2-acido
carboxilico vem se destacando como material eletroativo para utilizagdo em
imunossensores.

O desenvolvimento de imunossensores para 0 diagnostico de doencas
cardiovasculares, tais como o infarto agudo do miocardio (IAM), tem despertado o
interesse de pesquisadores. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam
que até 2020 o IAM pode se tornar a principal causa de morte nos paises em

desenvolvimento (OMS, 2013). O diagndstico rapido e pratico do infarto € considerado
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um fator fundamental para a reducdo da mortalidade e das possiveis sequelas para o
paciente (MANSUR et al., 2006). A demora na sua confirmagdo pode aumentar 0s
riscos de complicagOes associadas a condicdo e o atraso para descartar o infarto pode
contribuir para superlotacdo das emergéncias hospitalares, resultando em maiores custos
para os sistemas de satde (MENDIS et al., 2011). Dentre os marcadores cardiacos para
identificacdo do 1AM, as troponinas cardiacas sdo consideradas “padrdo-ouro” na
pratica clinica, devido a sua alta sensibilidade e cardioespecificidade (ACHAR,
KUNDU & NORCROSS, 2005).

Neste trabalho, um imunossensor empregando filme nanohibrido de pirrol-2-
carboxilico (Pi-2-COOH) e nanotubos de haloisita funcionalizados com grupamentos
amina (HNTs-NH;) foi desenvolvido para detec¢cdo eletroquimica da troponina T

cardiaca humana, visando contribuir no diagndstico do IAM.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infarto Agudo do Miocardio (IAM)

Sindrome coronariana aguda (SCA) é o termo designado a um amplo espectro de
manifestacdes clinicas causadas pela isquemia do mdusculo cardiaco (BERTON &
PALATINI, 2003). Entre as diversas manifestacfes clinicas que compreendem estas
sindromes, o IAM tem se destacado como principal causa de hospitalizacdo e
atendimento em emergéncias cardiologicas (ALPERT et al., 2000).

O IAM também pode ser provocado por uma ruptura subita de uma placa
aterosclerdtica ou pela formacéo de um trombo arterial (Figura 1) (DAVIES, 2000). O
IAM ocorre focalmente em regides inespecificas do coracdo, porém existe uma maior
incidéncia no ventriculo esquerdo e no septo interventricular (LOPES, 2006). Também
ocorre quando ha& morte do musculo cardiaco, resultante da oferta inadequada de
oxigénio para o coragdo. Geralmente isso decorre da interrupcdo abrupta do fluxo
sanguineo nas artérias corondrias, que Sdo0 vasos sanguineos que transportam sangue
para o musculo cardiaco (BASSAN et al., 2002).

Figura 1 — Esquema do processo fisioldgico, que levam ao 1AM, nas artérias coronarianas.

Ruptura da placa com trombo

Vasoespasmo ou disfungdo
endotelial

@

Formacgao de placa aterosclerotica

Desequilibrio no fornecimento
sanguineo

(Fonte: THYGESEN, 2012)
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O sintoma mais importante e tipico do IAM é a dor precordial ou desconforto

intenso retroesternal que é muitas vezes referida como aperto, opressdo, peso ou
queimacdo, podendo irradiar-se para pesco¢o, mandibula, membros superiores e dorso.
Frequentemente, esse sintoma vem acompanhado por nausea, vomito, sudorese, palidez
e sensacdo de morte iminente (PESARO, SERRANO JR. & NICOLAU, 2004).
O IAM tem seu desenvolvimento acelerado pelos chamados fatores de risco
cardiovasculares. Entre eles, os mais importantes séo a idade (homens a partir dos 55
anos, mulheres apos os 60 anos), diabetes, tabagismo, hipertensdo arterial, altos niveis
sanguineos de colesterol, historico familiar, obesidade e sedentarismo (ANTMAN et al.,
2008).

O eletrocardiograma (ECG) é um método diagnéstico bastante utilizado na
avaliacdo inicial de paciente com IAM. Uma analise criteriosa do segmento ST e da
onda T, no tracado eletrocardiografico, representa um caminho para a tomada de
decisdo sobre como conduzir o raciocinio clinico. Adicionalmente o ECG, também
prove informacOes relevantes para a melhor opgdo terapéutica e a estratificacdo
prognostica do paciente (HOLMVANG & LUSCHER, 1998).

Para o diagnostico do IAM, os pacientes precisam apresentar pelo menos duas
das trés condicOes estabelecidas pela OMS: dor precordial forte, alteragdes no registro
eletrocardiografico e elevacdo dos marcadores cardiacos (YANG & ZHOU, 2006).
Embora a investigacdo do ECG tem sido mais usual para diagnéstico do IAM, €
crescente o percentual de pacientes infartados que ndo apresentam alteracdes no tracado
eletrocardiografico (SUPRUN et al., 2010; MENDIS et al., 2011). Técnicas de imagem,
como a angiotomografia computadorizada, também vem sendo utilizadas para
diagnostico do 1AM, porém encontram-se disponiveis apenas em poucos 0S Orgaos
publicos devido ao seu alto custo, dificultando, assim, o acesso da populacdo.
Atualmente, marcadores cardiacos sdo considerados importantes indicadores do 1AM,
pois possuem especificidade e sensibilidade para detec¢do de lesbes no miocardio
(THYGESEN, 2012).

2.1.1 Marcadores cardiacos

Marcadores cardiacos sdo descritos como elementos proteicos da estrutura
celular que séo detectados na circulagdo sanguinea quando ocorrem les6es no miocérdio
(ALPERT et al., 2000; APPLE & MURAKAMI, 2005). Quando combinados a outros
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métodos diagndsticos, como o ECG, os marcadores cardiacos podem resultar na efetiva
determinacéo e triagem de pacientes infartados (ALPERT et al., 2000).

A concentragdo plasmatica do marcador bioldgico de injaria cardiaca pode variar
dependendo da cinética de sua liberagédo, tempo transcorrido desde o inicio do processo
isquémico e do método analitico utilizado para sua deteccdo (RAMASAMY, 2011).
Esses fatores justificam, assim, a medicéo seriada do marcador de necrose miocardica
que pode variar de uma dosagem para outra, sendo negativo na primeira e,
posteriormente, ter um resultado positivo (SANTALO,GUINDO & ORDONEZ, 2003).

Os marcadores cardiacos mais utilizados na clinica médica incluem a
mioglobina, a fragdo miocérdica da isoenzima creatinoquinase (“chreatine kinase
mioglobin”’- CK-MB) e as troponinas cardiacas, com cardioespecificidade variavel entre
elas (ACHAR, KUNDU & NORCROS, 2005). Contudo, o uso de alguns desses
biomarcadores cardiacos tem sido discutido, ja que podem ser encontrados em outros
tecidos e estarem elevados em respostas a determinadas doengas ou condigdes,
consequentemente comprometendo a sua especificidade para o diagnostico do 1AM
(GODOQY et al., 2007).

A determinacdo da mioglobina no soro possui um elevado valor preditivo
negativo sendo (til para descartar o diagndstico do IAM, devido seu baixo peso
molecular e distribuicdo citoplasmatica. A mioglobina é liberada para a circulacdo
rapidamente ap6s lesdo isquémica da fibra miocardica. Concentracdes elevadas sdo
observadas 1 a 2 horas apds o inicio da dor precordial, atingindo o pico em 12 horas e,
em geral, normalizando em 24 horas (ALPERT et al., 2000; MORROW et al., 2007).

A isoenzima CK-MB possui elevadas sensibilidade e especificidade para o
diagnostico de lesdo do musculo cardiaco (ALPERT et al., 2000). Em geral, na rotina
clinica sdo realizadas trés dosagens seriadas da CK-MB num periodo de 9 a 12 horas
ap6s admissdo do paciente infartado. Se as trés dosagens estiverem dentro dos
intervalos de referéncia, o diagnostico de 1AM pode ser excluido. Preferencialmente,
deve-se realizar a dosagem da massa de proteina correspondente a isoenzima (CK-MB
massa) e ndo da atividade enzimatica. A concentragdo da CK-MB se eleva de 3 a 8
horas apds o processo lesivo, atinge um pico em 24 horas e normaliza em 72 a 96 horas
(KARRAS & KANE, 2001). O intervalo de referéncia para confirmagdo do infarto
através da dosagem da CK-MB é de até 5,0 ng mL™ (ANTMAN et al., 2008).

Com a redefinicdo de 1AM proposta por um comité formado em 2000 pela

European Society of Cardiology e pelo American College of Cardiology, as troponinas
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cardiacas T (cTnT) e I (cTnl), tem sido recomendadas como marcadores “padrdo ouro”
para o diagnostico de IAM (ALPERT et al., 2000).

As troponinas cardiacas permitem cobrir uma parte importante das necessidades
clinicas para avaliacdo diagnostica e estratificacdo do risco de IAM em relacdo aos
demais marcadores cardiacos. Visto que, na auséncia de necrose miocardica aguda ou
subaguda, as concentra¢fes das troponinas cardiacas no plasma sdo indetectaveis.
Consequentemente, sua medida é absolutamente cardio-especifica, permitindo
reconhecer a necrose miocardica de tamanho reduzido e a existéncia de IAM até mesmo
em pacientes com angina instavel, que ndo seriam reconhecidos utilizando-se outros
marcadores (PLEBANI & ZANINOTTO, 1999; HERKNER et al., 2001).

2.1.2 Troponinas

As troponinas sdo um complexo de proteinas regulatérias que agem no processo
de contracdo muscular por meio da interacdo calcio-dependente da miosina com a
actina. Sao constituidas de trés diferentes subunidades proteicas (troponina C, T e I)
existentes no musculo esquelético e cardiaco, sendo codificadas por diferentes genes
(Figura 2). A troponina C (TnC) é co-expressa nas fibras musculares esqueléticas de
contracdo lenta e ndo é considerada como um marcador especifico cardiaco (NICOLAU
et al., 2007).

As cTnT e cTnl apresentam sequéncias de aminoacidos individuais e especificos
ao tecido cardiaco (COLLINSON & GAZE, 2005), permitindo a confec¢do de ensaios
imunolégicos por meio de anticorpos monoclonais para deteccdo de necrose do musculo
cardiaco com alta especificidade (ALPERT et al., 2000; ACHAR, KUNDU &
NORCROSS, 2005; CAMERON et al., 2007).
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Figura 2 — Complexo troponina composto pelas subunidades T, C e I.

. Complexo troponina T %
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(Fonte: http://www.ich.ufmg.br/labs/Ibcd/prodabi4/grupos/grupol/outras.htm)

Estruturalmente, as troponinas cardiacas encontram-se vinculadas ao aparato
contréatil miofibrilar, entretanto, aproximadamente 7% da cTnT e 3 a 5% da cTnl estdo
livres no citoplasma (WU & FENG, 1998). Apds o dano e rompimento da membrana
celular dos cardiomidcitos em eventos de necrose, ha um aumento bifasico das
concentragfes de troponinas no soro que correspondem a liberacdo inicial das proteinas
livres no citoplasma, seguido da gradual dispersdo das troponinas ligadas ao complexo
miofribilar. Assim, de acordo com a cinética de liberacdo, os niveis séricos das cTnT e
cTnl podem ser mensurados ap06s 2 a 4 horas do inicio dos sintomas clinicos do infarto e
manter-se elevados por cerca de 4 a 7 dias para a cTnl, e 10 a 14 dias para a cTnT
(JAFFE, BABUIN & APPLE, 2006; MORROW et al., 2007).

Alguns autores atribuem a cTnl e cTnT a mesma especificidade e importancia na
avaliagio dos danos cardiacos (PENTTILA et al., 1999; PLEBANI & ZANINOTTO,
1999). Entretanto, para avaliar a extenséo da lesdo e tamanho do infarto, os valores de
cTnT, quando quantificados entre 72 e 92 horas apds o evento isquémico, fornecem
informacBes mais fidedignas do que a cTnl (LICKA et al., 2002; STEEN et al., 2006).

A c¢TnT é uma proteina de baixo peso molecular, aproximadamente 36 kDa, e é
produzida pelo gene TNNT2 (26875 bp). A sequéncia produzida por esse gene
compreende 288 aminoacidos contendo regides ricas em residuos de acido glutamico e
lisina (LOWBER, 2007).

Diversos imunoensaios tém sido atualmente disponibilizados no mercado para
dosagem da cTnT, utilizando anticorpos monoclonais dirigidos contra sitios antigénicos
especificos. Imunoensaios enzimaticos (ELISA, do inglés, Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay), tipo "sanduiche", foram inicialmente descritos por KATUS e
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colaboradores (1989) para detec¢do da cTnT, o Cardiac T Enzymun- Test® (Boehringer
Mannheim GmbH, Alemanha). Anticorpos monoclonais anti-cTnT conjugados a enzima
peroxidase s&o utilizados nestes ensaios para deteccdo quantitativa da interacdo
antigeno-anticorpo. Outros imunoensaios empregam reacoes de
eletroquimioluminescéncia (ECLIA, do inglés, Electrochemiluminescence Immunossay)
para dosagem da cTnT, como o teste Elecsys® Troponin T STAT (Roche Diagnostics
Mannheim, Alemanha). O principio da técnica consiste na determinacdo de
imunocomplexos, através da luminescéncia produzida por anticorpos monoclonais anti-
cTnT conjugados ao ruténio, composto fotomultiplicador, quando aplicada uma
determinada voltagem (TATE & PANTEGHINI, 2008). Estes métodos convencionais
para diagndstico da cTnT envolvem procedimentos complicados, diversas etapas
bioquimicas e equipamentos relativamente caros (GILL, BEAVEN & COOK, 2006).

Sistemas mais praticos e portateis, baseados no principio dos testes
imunocromatograficos, para determinacdo da c¢TnT tem sido aplicados na pratica
clinica, tais como o Cardiac Reader® (Roche Diagnostics Mannheim, Alemanha). Este
método baseia-se na interacdo da cTnT circulante na amostra do paciente com
anticorpos anti-cTnT conjugados a particulas de ouro coloidal em uma membrana de
nitrocelulose (CHRISTENSON & AZZAZY, 2009). Entretanto, 0S ensaios
imunocromatograficos apresentam apenas informacdes qualitativas, impossibilitando
inferir sobre o dano e a extensdo da lesdo cardiaca. Portanto, faz-se necessario o
incentivo ao desenvolvimento de novas tecnologias mais praticas e rapidas para o
diagnéstico do 1AM, com o objetivo de diminuir o tempo de execucdo e o0s custos do
ensaio, sem perda da especificidade e sensibilidade dos métodos convencionais.
Diferentes moléculas bioldgicas podem ser empregadas como elementos de
biorreconhecimento em biossensor, tais como enzimas, receptores celulares, acidos
nucléicos e micro-organismos para reconhecer diferentes analitos em suas respectivas
amostras (GRIESHABER et al., 2008).

2.2 Biossensores

Biossensores, por definicdo, sdo dispositivos que tém a propriedade de detectar
uma espécie quimica ou bioldgica (analito), qualitativamente ou quantitativamente

(ROSATTO et al., 2001), sendo composto por um elemento biologico e um transdutor
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(Figura 3). O elemento biologico tem a propriedade de reconhecer seletivamente e
interagir com o analito. A resposta bioquimica desta interagdo, entdo, é convertida pelo
transdutor num sinal elétrico passivel de ser quantificado (LOUZADA, LUCCAS &
MAGALHAES, 2004; FERREIRA & YAMANAKA, 2006).

Figura 3 — Representacdo esquematica de um biossensor.
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CLARK & LYONS (1962) demonstraram o primeiro biossensor desenvolvido
para determinacdo da glicose. A tecnologia desse trabalho foi transferida e
industrializada pela Yelow Spring Instrument Company levando ao langamento
comercial do primeiro biossensor de glicose em 1975. A partir dai, diversas formas de
biossensores para glicose foram desenvolvidas (RICCI & PALLESCHI, 2005), assim
como muitas outras tecnologias de dispositivos (ARYA, DATTA & MALHOTRA,
2008).

Os biossensores continuam se destacando como uma 4&rea atrativa e bastante
promissora no mercado. Investimentos de aproximadamente 13 bilhdes de dolares
foram contabilizados em 2009, e até 2016 os investimentos estdo projetados para
ultrapassarem os 14 bilhGes de dolares (TANG, 2010; THUSU, 2010). Na éarea
académica, em 2009, as publicaces envolvendo biossensores ultrapassaram os 6.000
artigos. As previsdes até 2016 sugerem que esta tendéncia de crescimento ira continuar
com destaque para os biossensores do tipo pronto-atendimento (point-of-care) (THUSU,
2010). A tecnologia dos biossensores vem sendo desenvolvida para deteccdo de
importantes biomoléculas com o objetivo de transmitir informacg6es rapidas e precisas
sobre amostras de interesse no campo da medicina, agricultura, segurancga alimentar,

bioprocessamento, monitoramento industrial e ambiental. A classificagdo dos
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biossensores pode variar de acordo com o elemento biolégico de reconhecimento e o
tipo de transdutor empregado (LUONG, MALE & GLENNON, 2008). De acordo com
o0 principio de energia envolvida na transducdo, os transdutores podem ser classificados
em: eletroquimicos (amperométricos, condutimétricos, potenciométricos e
impedimétricos) (WU, YAN & JU, 2007), eletromagnéticos (acusticos ou piezoelétricos
- microbalanca de cristal de quartzo, QCM, do inglés Quartz Crystal Microbalance)
(PAVEY, HUNTER & PAUL, 2003), 6pticos (por fluorescéncia ou luminescéncia —
ressonancia de plasmon de superficie, SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance)
(TANG et. al., 2006) e os calorimétricos (CHAUBEY & MALHOTRA, 2002) (Figura
3). O transdutor a ser utilizado juntamente com o material bioldgico, deve detectar
apenas um reagente ou produto especifico, ndo respondendo a outras substancias
presentes na amostra a ser analisada. A escolha de um determinado transdutor nao
depende apenas do tipo elemento de reconhecimento selecionado, ja que este determina
quais variagOes das propriedades fisico- quimicas ocorreriam em funcdo da interacao,
mas depende também de outros fatores como tempo de resposta, seletividade e
sensibilidade (RICCARDI, COSTA & YAMANAKA, 2002).

2.2.1 Imunossensores

Os biossensores sdo denominados imunossensores quando anticorpos ou antigenos
sdo utilizados como elementos de bioreconhecimento para seus analitos especificos
(CONROY et al., 2009). Os imunossensores podem monitorar as reages imunolégicas
na superficie sensora com alta confiabilidade devido a especificidade e seletividade da
interacdo anticorpo-antigeno, sendo uma importante ferramenta analitica (CHEN et al.,
2009).

De acordo com o envolvimento de marcadores conjugados aos imunorreagentes,
0s imunossensores podem ser classificados como marcados e ndo-marcados (label-free).
A maioria dos imunossensores marcados, descritos na literatura, exploram o principio
dos imunoensaios tipo competitivo e sanduiche utilizando enzimas, fluoroforos e
nanoparticulas metalicas e magnéticas como marcadores. Apesar de seletivos, 0s
imunossensores marcados implicam em elevados custos operacionais, incluindo
aumento das etapas de processamento da amostra. JA nos ensaios ndo marcados, a
resposta do imunossensor é obtida diretamente ap6s o evento de biorreconhecimento
(RAPP, GRUHL & LANGE, 2010; QIU et al., 2009; ZHANG et al., 2009). Para
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construcdo do imunossensor, € essencial a incorporacdo estavel do elemento de
reconhecimento bioldgico. Anticorpos ou antigenos, quando imobilizados, precisam
reter a maior parte de sua atividade bioldgica, para que 0 imunossensor possa apresentar
sensibilidade significativa para o analito alvo (CHEN & DONG, 2003). Uma
caracteristica desejavel do método de imobilizacdo escolhido é que ele resulte em um
anticorpo imobilizado orientadamente, ou seja, com o minimo de impedimento estéreo,
para interagir favoravelmente com seu antigeno alvo. Evidentemente, esta caracteristica
tem uma influéncia direta sobre o nivel de sensibilidade do imunossensor (FOWLER et
al., 2008). Varias substancias tém sido utilizadas como materiais para matriz de
imobilizacdo, tais como: polimeros, sol-gel, nanoparticulas e nanotubos (SHI et al.,
2007).

2.3 Transdutores em imunossensores

De acordo com o principio de energia envolvida na transducéo, os transdutores
em imunossensores podem ser classificados em: eletroquimicos (amperométricos,
condutimétricos, potenciométricos e impedimétricos) (WU, YAN & JU, 2007),
eletromagnéticos (microbalanca de cristal de quartzo, QCM, do inglés Quartz Crystal
Microbalance) (PAVEY, HUNTER & PAUL, 2003) e opticos (ressonancia de plasmon
de superficie, SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance) (TANG et. al. 2006)
(CHAUBEY & MALHOTRA, 2002). O transdutor a ser utilizado, juntamente com o
material biol6gico, deve detectar apenas um analito ou produto especifico, ndo
respondendo a outras substancias presentes na amostra a ser analisada. A escolha de um
determinado transdutor ndo depende apenas do elemento de reconhecimento
selecionado, ja que este determina quais variacGes das propriedades fisico-quimicas
ocorreriam em fungdo da interacdo, mas também de outros fatores como tempo de
resposta, seletividade e sensibilidade (RICCARDI, COSTA & YAMANAKA, 2002).

2.3.1 Transdutores Eletroquimicos

Recentemente, 0s imunossensores eletroquimicos vém ganhando crescente
atencdo, uma vez que combinam a alta especificidade dos tradicionais métodos de

imunoensaio, com os limites de detecgéo baixos e custo reduzido do sistema de medicao
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eletroquimica (HE et al., 2009). Os transdutores eletroquimicos oferecerem vantagens
como: simplicidade, rapidez na resposta, menor custo, alta sensibilidade e
compatibilidade com as tecnologias de micro fabricagdo de sensores portateis (JIN et
al., 2006).

Os imunossensores eletroquimicos tém como principio basico a deteccdo de
espécies eletroativas consumidas e/ou geradas durante o processo de interacdo do
elemento bioldgico com seu substrato especifico (MEHRVAR & ABDI, 2004). Esses
sensores sdo projetados através do acoplamento de moléculas bioldgicas a superficie
eletrodica (por exemplo, eletrodos de platina, ouro, prata, a base de carbono, grafite ou
outros materiais condutores), que respondem ao aplicar impulsos elétricos (SADIK,
ALUOCH & ZHOU, 2009).

Em geral, os sistemas eletroquimicos sdo constituidos por um eletrodo de
referéncia, um eletrodo auxiliar e um eletrodo de trabalho (Figura 4). Esses eletrodos
sdo conectados a um potenciostato e imersos em uma célula contendo a solucdo da
espécie eletroativa de interesse com um excesso de um eletrélito inerte (eletrélito
suporte), responsavel por garantir o controle difusional das espécies (GANDRA et al.,
2004). O eletrodo de referéncia, normalmente de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl),
mantém o potencial de trabalho estavel. O eletrodo de trabalho funciona como elemento
transdutor da reacdo biogquimica, enquanto o eletrodo auxiliar estabelece uma conexao
com a solucdo eletrolitica (GRIESHABER et al., 2008).

Figura 4 — Sistema eletroquimico constituido por trés eletrodos: um eletrodo de trabalho, um eletrodo de

referéncia (Ag/AgCl) e um eletrodo auxiliar (fio de platina).

Eletrodo de referéncia \ /_

Eletrodo Auxiliar \

Eletrodo de Trabalho

(Fonte: http://web.mit.edu/kjhuang/www/Literature/Templates/PAA/NonJournal%20References/cell-
types.pdf)
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2.3.2 Técnicas Eletroquimicas

A eletroquimica refere-se a fendbmenos quimicos associados a transferéncia de
elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solucdo, ou heterogeneamente na
superficie do eletrodo. A eletroquimica pode favorecer opgdes vidveis para mediar
problemas na construcdo de novos métodos para o diagnostico clinico. Uma das vantagens é
a nao utilizacdo de grandes quantidades de reagentes nas analises eletroquimicas, além do
facil controle de varidveis que combinadas de formas diversas levam a técnicas
eletroquimicas particulares, tais como: voltametria ciclica (VC), voltametria de onda
quadrada (SWV), voltametria de pulso diferencial (VPD) (BRETT et al., 1996). Dentre
estas, a voltametria ciclica teve destaque neste trabalho.

2.3.3 Voltametria Ciclica

A VC um grupo de métodos eletroanaliticos nos quais as informacg6es sobre o
analito sdo mensuradas através de variacGes de corrente resultantes de reaces de
reducdo e oxidacdo durante a aplicagcdo de uma diferenca de potencial sobre o eletrodo
de trabalho. Nesse processo, uma corrente capacitiva € gerada, relacionada a alteracdes
na dupla camada do eletrodo ap6s aplicacdo do potencial, que decai rapidamente.
Adicionalmente, correntes faradicas podem ser mensuradas atraves da transferéncia de
carga de reacOes redox de espécies eletroativas (BARD & FAULKNER, 2006; BRETT
& BRETT, 1993). Este processo obedece a lei de Faraday, a qual determina que a
quantidade de reagentes formados ou consumidos na interface do eletrodo ¢é
proporcional a corrente (LOWINSOHN & BERTOTTI, 2006).

A VC é uma das técnicas mais utilizadas para adquirir informacdes qualitativas
sobre processos eletroquimicos. A resposta em corrente, neste método, pode ser obtida
quando o eletrodo de trabalho é submetido a uma onda triangular de potencial, no qual o
mesmo é linearmente variado com o tempo, partindo de um valor inicial até um final.
Como resultado, € gerado um gréafico de corrente em funcdo da variacdo do potencial,
denominado voltamograma ciclico (Figura 5). Os principais parametros analisados no
voltamograma ciclico sdo: os potenciais de pico catddico (Epc) e anddico (Epa), e as
correntes de pico catddico (Ipc) e anddico (Ipa) (HOLLER, SKOOG & CROUCH,
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2009). Esses dados oferecem informacgdes importantes quanto a reversibilidade da
transferéncia de elétrons. Para uma reacgdo reversivel, as Ipa e Ipc sdo aproximadamente
iguais em valor absoluto, a diferenca entre os Ep é aproximadamente 59 mV e Ep é
independente da velocidade de varredura. Ja nos sistemas irreversiveis observa-se uma
completa auséncia de picos de oxidacdo e reducdo reversos e deslocamentos do Ep em
relacdo a velocidade de varredura (BRETT & BRETT, 1993; BARD & FAULKNER,
2006).

A VC pode ser utilizada para caracterizacdo de estudos de modificacdo da
superficie sensora, detalhando importantes informagdes do sistema, tais como potencial
de oxidacdo e reducdo da espécie, numero de elétrons transferidos, reversibilidade da
reacao, coeficiente de difusdo, etc (BRETT & BRETT, 1993).

Figura 5 — Representacdo grafica da técnica de VC: (a) variacdo linear do potencial vs. tempo e (b)

voltamograma ciclico.
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(Fonte: BRETT & BRETT, 1993; BARD & FAULKNER, 2006)

2.4 Modificacdo Eletrodica

O desenvolvimento de técnicas de modificacdo da superficie eletrodica tem sido
importante por aumentar a estabilidade e reprodutibilidade do imunossensor (FREIRE,
DURAN & KUBOTA, 2001; WANG et al., 2002). As modificagbes superficiais de
eletrodos visam pré-estabelecer e controlar a reatividade da interface para imobilizagédo
de antigenos ou anticorpos, originando frequentemente respostas mais confiaveis do que
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na auséncia do modificador (VENDRAME, 2004). Na modificacdo eletrodica, a
superficie do eletrodo pode ser propositadamente alterada por adsorcdo irreversivel
direta, por ligacdo covalente a sitios especificos da superficie do eletrodo, por
recobrimento com filmes poliméricos e nanomateriais (PEREIRA, SANTOS &
KUBOTA, 2002).

2.4.1 Polimeros

Polimeros sdo compostos que possuem alta massa molar formado pela repeticao
de muitas unidades quimicas. Os polimeros podem ser organicos ou inorganicos, mas 0s
mais estudados e importantes comercialmente sdo 0s organicos. Existe uma diferenca
entre macromolécula e polimero que consiste no fato de que a alta molaridade dos
polimeros ¢ devido a repeti¢do de unidades estruturais simples (poli “muitos”, meros
“partes”) e na macromolécula ¢ consequéncia da complexidade molecular, como as
macromoléculas presentes nos organismos vivos. Os mondmeros sdo substancias que
dédo origem aos polimeros por meio de reacdo quimica (AKCELRUD, 2007).

Os polimeros tem atraido muito interesse como matriz para imobilizacdo de
biomoléculas. Estes podem servir como intermediarios na interacdo entre o bioreceptor
e o0 eletrodo, bem como auxiliar na transducdo do sinal elétrico com o objetivo de
melhorar o tempo de resposta, a sensibilidade e o limite de detec¢do de biossensores em
diversas areas, desde o diagnostico de doencas até determinacdo de contaminantes em
agua. Dessa forma, muitas revisdes ja foram publicadas sobre o uso de polimeros na
construcdo de biossensores (GERARD, 2002; VIDAL, 2003; BOROLE, 2006;
ARREDONDO, 2012; PAROLO, 2013).

Além disso, os grupos funcionalizados dos polimeros permitem que essa
imobilizacdo seja feita de forma simples e especifica na superficie do eletrodo
(COSNIER, 2003). Dessa forma, é possivel controlar a distribuicdo espacial das
espécies imobilizadas, assim como a espessura do filme, pela modificagdo nas
propriedades do polimero (GERARD, 2002; DEEPSHIKHA, 2011). Portanto, o
desenvolvimento de tecnologias nesse campo de conhecimento depende da
compreensdo das interagfes a nivel molecular entre a matriz polimérica e a espécie
bioldgica (OLIVEIRA, 2013).
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2.4.1 Polipirrol

Sintetizado pela primeira vez por A. ANGELI e L. ALESSANDRO (1996), o
polipirrol (PPi) foi fruto da oxidacdo quimica do pirrol (Pi). Porém, o primeiro artigo
publicado que descreveu sua sintese e as propriedades condutoras desse polimero foi no
ano de 1968. O PPi é um dos polimeros mais conhecidos, além de ser tema de diversos
estudos, devido sua alta condutividade elétrica, boa estabilidade quimica, devido ao seu
baixo potencial de oxidacéo e versatilidade de sintese. Adicionalmente o PP1 é um dos
polimeros mais utilizados em aplica¢cfes industriais devido sua longa estabilidade e sua
condutividade, e a possibilidade de formacdo de compoésitos com propriedades
mecanicas excelentes (SAUNDERS, 1995).

O PPi pode ser obtido em solugdo pelo uso de um oxidante quimico, através da
polimerizacdo quimica, ou por oxidacdo em um substrato condutor, na polimerizacédo
eletroquimica (NALWA, 1997). Na sintese eletroquimica, conhecida também como
eletropolimerizacgdo, pode se ter um maior controle dos pardmetros de produgdo dos
polimeros, podendo depositar filmes finos com espessuras na faixa entre 5 a 5000 nm.
Nessa técnica, ocorre inicialmente a oxidacdo do mondmero Pi, o que leva a formacao
de um intermediario cation-radical, pela aplicacdo de uma diferenca de potencial. Nesta
etapa, contra-ions séo incorporados ao cation-radical para neutralizar a carga do sistema
(GUIMARD, 2007; SADKI, 2000). Em seguida, ocorre o acoplamento de dois cations-
radicais, e através de uma transferéncia de carga, acontece a eliminacéo de dois prétons
com a formacdo de um dimero neutro. Essa propagagdo ocorre na mesma sequencia:
oxidacdo, acoplamento e liberacdo de prétons (WALLACE, 1985). Desse modo, as
cadeias de oligdbmeros védo sendo formadas e posteriormente as cadeias poliméricas, de
forma que estas cheguem ao ponto de se tornarem “pesadas demais” e insoliiveis no
meio do eletrolito, precipitando sobre a superficie do eletrodo (SADKI, 2000).

Muitos autores buscam funcionalizar a estrutura do anel heterociclico do pirrol,
usando seus derivados e copolimeros, na intencdo de usar esses grupos quimicos na
imobilizagcdo do biorreceptor na matriz polimérica. Em meio aos derivados do Pi
funcionalizados, encontra-se o Pi-2-acido carboxilico (Pi-2-COOH) que vem se
destacando como material eletroativo com interessantes propriedades para utilizagdo em
biossensores (Figura 6). FOSCHINI e colaboradores (2013), desenvolveram estudos
demonstrando experimentalmente a influéncia do solvente empregado na solucéo dos

mondmeros de Pi-2-COOH, sobre as propriedades dos filmes produzidos por
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voltametria ciclica. Entretanto, temas como o mecanismo de eletropolimerizacao,
propriedades eletrdnicas e estruturais, graus de conjugacdo de espécies intermediarias
formadas apds a oxidagdo do Pi-2-COOH até esse momento, ndo foram abordadas.

Figura 6 — Estrutura quimica do (a) mondémero de Pi-2-COQOH, (b) dimero e (c) oligdmeros com 16 anéis

conjugados apos a eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH.
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(Fonte: FOSCHINI et al., 2013)

2.4.2 Nanotubos de Haloisita

Nanomateriais diversos, tais como nanoparticulas, nanofios, nanotubos, e
nanoesferas, tém sido utilizados para confeccdo de biossensores e imunossensores. Os
dispositivos baseados em nanomateriais apresentam bom desempenho, pois podem
oferecer uma nova oportunidade para amplificar o sinal da interacdo antigeno-anticorpo
em imunossensores, mediante incorporagdo de moléculas imunorreativas aos
nanomateriais (FENG et al., 2003).

Um ramo da nanotecnologia que se encontra em desenvolvimento é
principalmente focada em nanomateriais a base de carbono e inorganicos, como
nanotubos de carbono, grafeno e nanofios de metal (IIJIMA, 1991; TENNE et al.,
1992;. ENDO et al., 1996;. DRESSELHAUS et al. , 2001). Porém, outros sistemas que
nanoestruturados derivados de aluminossilicatos estdo sendo investigados. Essas
estruturas tem ganhado destaque na literatura e surgem como um campo emergente na
pesquisa, podendo ser usadas como nanorreator de catalisadores seletivos, adsorvente,
encapsulamento, condutor i6nico e suporte para imobilizacdio (NAKAGAKI &
WYPYCH, 2007; KUC & HEINE, 2009).

Haloisita (halloysite), um argilomineral do grupo da -caulinita, ¢ um
nanomaterial economicamente viavel, que ocorre amplamente em solos de regides
tropicais e subtropicais e rochas desgastadas, sendo formado pelo intemperismo de

muitos tipos de rochas. As particulas de haloisita podem adotar uma variedade de
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morfologias (ex.: tubular, esférica, pseudo-esférica, prismatica, etc.), conforme as
condicBes de cristalizacdo e ocorréncias geoldgicas, dentre as quais a forma tubular
denominada de nanotubo de haloisita (halloysite nanotube — NTH) é a mais encontrada
(NAKAGAKI & WYPYCH, 2007; LVOV et al., 2008; SANTOS et al., 2009). Apenas
se conhece a ocorréncia natural dos NTHs, sendo que este nanomaterial ainda ndo foi
sintetizado em laboratorio (WHITE et al., 2012). Atualmente, o maior pais exportador
de NTH é a Nova Zelandia, mas existem depdsitos expressivos também em outros
paises, como por exemplo: Australia, Franca, Marrocos, Filipinas, Coréia do Sul, China,
Japdo, USA, Guiana, México e Brasil (JOUSSEIN et al., 2005; COELHO et al., 2007).

Os NTHs apresentam na configuracdo de folha octaédrica gibsite (Al(OH)3),
modificado por grupos siloxano na superficie externa. Os tubos de haloisita possuem
tamanho que varia de 500-1000 nm de comprimento, e diametro interno de 15-100 nm
dependendo do substrato. Os NTHs possuem duas faces diferentes, sendo uma
composta por uma superficie de silicato tetraédrico Si-O-Si, enquanto a outra superficie
tem uma camada octaédrica gibsite AI(OH)3; (Figura 7). As cargas que 0s NTHSs
possuem dentro e fora, estdo relacionadas com sua estrutura e propriedades de adsorcao
(GUIMARAES et al., 2010), sendo a carga da parede interna do tubo carregada
positivamente, enquanto que a superficie exterior tem uma carga negativa (LVOV et al.,
2008).

Figura 7 — Representacdes esquematicas da (A) estrutura cristalina da haloisita (10 A) e da (B) estrutura
de um NTH.
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Em virtude do expressivo progresso alcancado através da nanotecnologia, 0s
NTHS, recentemente, tém recebido atengéo de pesquisadores, sendo investigados como
materiais promissores para aplicacbes em diversas areas, tais como na formacdo de
nanocompositos com matrizes poliméricas (YANG et al., 2010), imobilizacdo de
enzimas (SUN et al., 2010; ZHANG et al., 2011) e complexos metélicos (NAKAGAKI
e WYPYCH, 2007), liberacdo controlada de farmacos (LVOV et al., 2008), remocéo de
metais (WANG et al., 2010), suporte para nanoparticulas metalicas (LIU e ZHAO,
2009;) e construcdo de sensores e biossensores (SUN et al., 2010; ZHANG et al., 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma plataforma sensora nanoestruturada empregando pirrol carboxilico
e nanotubos de haloista para detec¢do de niveis clinicos da c¢TnT, um importante

marcador do IAM.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar e otimizar o método de eletropolimerizag&o eletroquimica do Pi-2-
COOH;

- Desenvolver uma plataforma sensora empregando Pi-2-COOH e NTHs-NH,,
visando a aplicacdo em imunoensaios eletroquimicos;

- Realizar testes de imobilizagdo dos anticorpos anti-cTnT, para a avaliagdo da
funcionalidade do filme formado;

- Estabelecer as respostas do imunossensor para determinacao eletroguimica da
cTnT, empregando as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada ;

- Caracterizar 0 imunossensor proposto para cTnT quanto a sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade e estabilidade operacional;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Troponina cardiaca humana (cTnT) e anticorpos monoclonais anti-troponina T
cardiaca humana (anti-cTnT) foram adquiridos da Calbiochem (EUA). Ferricianeto de
potéssio (Ks[Fe(CN)g]), ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]), acetonitrilina (ACN),
glutaraldeido (50 % v/v) (Glut), N-hidroxi succinimida (NHS), N-etil-N"-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e glicina foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(EUA). Pirrol-2-acido carboxilico (Pi-2-COOH) e nanotubos de haloisita (NTHs-NH,)
modificados com aminopropiltrietoxisilano (0,5-5% wt) e octadecilamina (15-35% wt)
também foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Perclorato de litio (LiClO4) e
cloroférmio foram obtidos da VETEC (Brasil).

O tampdo fosfato salino (PBS) (0,01 M; pH 7,4) foi utilizado em todos 0s
experimentos para diluicdo das amostras bioldgicas. Este foi preparado dissolvendo-se
0,2 g de cloreto de potéssio (KCI), 8 g de cloreto de sddio (NaCl), 0,24 g de fosfato de
potassio monobésico anidro (KH,PO,4) e 1,44 g de fosfato de sédio dibasico anidro
(Na;HPQ,), todos obtidos da VETEC (Brasil), em 1000 mL de agua deionizada.

Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua deionizada ultra pura obtida
através de sistema Millipore Milli-Q® (EUA) com resistividade maior que 18 MQ/cm.

Os reagentes quimicos utilizados em todos os experimentos foram de grau analitico.

4.2 Equipamentos

As analises eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato modelo Ivium
Compact Stat (lvium Technologies, Holanda) conectado a um microcomputador
utilizando o software Ivium Soft, para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de
dados (Figura 8). Para tais experimentos, foi empregada uma célula eletroguimica
convencional de vidro, sem compartimento divisério, com capacidade de 20 mL e
tampa de policloreto de vinila. O sistema eletroquimico foi composto por: um eletrodo
de carbono vitreo (ECV) com &rea de 0,7 mm? como eletrodo de trabalho; um eletrodo

helicoidal de fio de platina como auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl, com solucdo
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interna de KCI saturado (3,0 M) como referéncia, sendo todos adquiridos da

Microquimica (Brasil).

Figura 8 — Potenciostato modelo lvium Compact Stat acoplado ao microcomputador.

4.3 Preparacéo do eletrodo de trabalho

Previamente a sua utilizacdo em ensaios eletroquimicos, o ECV foi submetido a um
procedimento mecanico de limpeza. Esta etapa consistiu no polimento da superficie do
ECV com um tecido aveludado embebido em alumina de granulometria de 0,5 um
durante 3 minutos. Para remocdo de particulas de alumina e outros contaminantes, o
ECV foi submetido a duas agitacGes, em banho ultrassdnico por 1 minuto, em agua
ultrapura e etanol. Analises por VC em Kj[Fe(CN)g /K4[Fe(CN)s] (0,005 M) preparado
em KCI (0,1M) foram realizadas ap6s o procedimento de polimento do ECV para
caracterizacdo do perfil dos picos redox do eletrodo. Esses voltamogramas foram entéo
utilizados como linha de base para as leituras subsequentes, verificando assim as
modificagdes da interface sensora através das variagdes das correntes de oxidacdo e

reducdo.

4.4 Eletropolimerizagdo do Pi-2-COOH

Para eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH a técnica de VC foi selecionada. Em
uma célula eletroquimica contendo a solucdo de monémeros de Pi-2-COOH, o ECV
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previamente limpo, foi submetido a 20 ciclos voltamétricos na faixa de potencial de -0,1
a1,0 V vs. Ag/AQCI ke sat), Sob velocidade de varredura de 20 m\V/s para eletrossintese
do polimero. A solugdo monomérica de Pi-2-COOH (0,01M) foi preparada em ACN
contendo 0,1 M de LiClO4,

Outras metodologias de eletropolimerizacdo também foram realizadas:

a) Eletropolimeriza¢do do Pi-2-COOH (0,01 M) em uma solucdo aquosa de H,SO,4
(0,5 M) durante 20 ciclos voltamétricos na faixa de potencial de 0 a 1 V vs.
AJ/AQCI (kcisat), @ taxa de varredura de 20 mV/s (JANMANEE, 2012);

b) Eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH (0,01 M) em uma solucdo aquosa de KCI (0,1
M) durante 20 ciclos voltamétricos na faixa de potencial de -0,8 a 0,8 V vs.
AY/AQCI (kcisar) a velocidade de varredura de 20 mV/s (TRUONG, 2011).

4.5 Construcéo do filme de Pi-2-COOH/ NTHs-NH,

O ECV eletropolimerizado com PPi-2-COOH foi modificado com filme de
NTHs-NH, preparado em cloroférmio. Os grupamentos carboxilicos terminais do filme
de Pi-2-COOH foram previamente ativados com uma solugéo de EDC (0,002 M) e NHS
(0,005 M) preparada em agua deionizada durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Apos este procedimento, 3uL da solugdo de NTHs- NH, em cloroférmio foi depositado
sobre 0 ECV. O eletrodo foi mantido por 10 minutos em uma estufa ajustada para
temperatura de 40°C para evaporagdo do solvente. Curvas de concentracdo do Pi-2-
COOH e de NTHs-NH, foram obtidas para otimizacéo da plataforma sensora.

4.6 Imobilizacéo dos anticorpos anti-cTnT

Para imobilizacdo do anti-cTnT a superficie do ECV modificada com o Pi-2-COOH/
NTHs-NH; foi incubada com uma solucgdo aquosa de GLUT (5 %) durante 60 minutos.
Em seguida, uma aliquota de 5 uL da solugdo de anticorpos anti-cTnT foi pipetada
sobre o0 ECV e mantida durante 60 minutos em camera umida a temperatura ambiente.
Os sitios livres ndo-especificos do anti-cTnT foram bloqueados utilizando uma solugéo
de glicina (0,005M) durante 30 minutos. Apos esta etapa, os ECVs foram incubados

com solucdes de diferentes concentragbes de cTnT diluidas em PBS (pH 7,4; 0,01 M)
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(Figura 9). Entre as etapas do imunoensaio a superficie eletrodica foi lavada

cuidadosamente com tampéo PBS (pH 7,4; 0,01 M).

Figura 9 — Etapas de construgdo do imunossensor.
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4.7 Imunoensaio eletroquimico

Para caracterizacdo das etapas de modificacdo do ECV analises por VC foram
realizadas em Kj3[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] (5 mM) preparado em KCI (100 mM). Os
voltamogramas do ECV foram obtidos na faixa de potencial de -0,2 a 0,7 V vs.
AQ/AQCI (ke sa), a velocidade de varredura de 100 mV/s. A interagdo antigeno-
anticorpo na superficie do eletrodo foi monitorada em tempo real, utilizando a técnica
eletroquimica de voltametria de onda quadrada (SWV). O pulso diferencial foram
registrados de 0 V a 0,6 V vs. Ag/AQCI ci sat), com amplitude de pulso de 10 mV,
largura de 10 ms e potencial de 100 mV/s. A resposta analitica para cTnT foi obtida
pela diferenca entre a altura dos picos de corrente (Al) da VPD do ECV com a cTnT em

relagdo ao branco, ou seja, antes da incubacgéo cTnT.
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4.8 Otimizacao dos parametros experimentais

4.8.1 Influéncia da velocidade de varredura na eletropolimerizagdo do Pi-2-COOH

A taxa de varredura do processo de eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH foi
investigada para otimizar as condi¢des de formacao do filme polimérico em relacdo ao
consumo de mondmeros na interface. O ECV limpo foi submetido a diferentes taxas de
eletropolimerizacdo e o perfil voltamétrico em Kjs[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] (0,005 M)
preparado em KCI (0,1M) foi subsequentemente registrado para avaliacdo da

polimerizagéo do Pi-2-COOH.

4.8.2 Estudo de estabilidade do filme de Pi-2-COOH/NTH

A estabilidade do filme de Pi-2-COOH e NTHs-NH, foi estudada, realizando-se
20 sucessivas varreduras do mesmo eletrodo, na janela de potencial -0,2 a 0,7 V vs.
AJ/AQCl (ke sa), sob velocidade de varredura de 100 mV/s, em solugdo de
KsFe(CN)e/K4Fe(CN)g (0,005 M) preparada em KCI (0,1 M). A estabilidade do Pi-2-
COOH/NTH no ECV foi avaliado a partir do conhecimento do coeficiente de variagdo
(CV) obtido entre os experimentos. Como controle, foram usados ECV apenas com o
filme de NHT;.

4.8.3 Influéncia da velocidade de varredura

Para investigar os mecanismos eletroquimicos envolvidos na resposta analitica
do imunossensor, 0 ECV/Pi-2-COOH/ NTHs-NH, foi submetido analises por VC a
diferentes velocidades de varredura (10; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175 e 200 mV/s), em
solugdo de Kjs[Fe(CN)el/K4[Fe(CN)s] (0,005 M) preparada em KCI (0,1M). O
comportamento eletroquimico do filme nanoestruturado foi avaliado através da relacéo

dos Ipa e Ipc vs. a raiz quadrada da velocidade de varredura (v'2).
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4.8.4 Influéncia da concentracéo de anticorpo e tempo de imunorreagio

A influéncia da concentracdo dos anticorpos anti-cTnT sobre o desempenho do
imunossensor foi investigado. Neste estudo, 0 ECV/Pi-2-COOH/ NTHs-NH,/GLUT foi
incubados durante 60 minutos com anticorpos anti-cTnT a diferentes concentragfes
0,1; 0,5; 1; 2,5; 5, 7,5 e 10 pg/mL). Os VCs foram registrados na mesma faixa de
potencial dos estudos anteriores e conduzido em Kjs[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] (0,005 M)
preparado em KCI (0,1 M). Para analisar o efeito do tempo de interacdo antigeno-
anticorpo na interface sensora, 0 ECV/Pi-2-COOH/NTHs-NH,/Glut/Glicina foi
incubado com 0,5 ng/mL da cTnT durante 10, 20, 30, 40, 50, 60 min. Em seguida, 0s

eletrodos foram submetidos a analises por VC.

4.8.5 Curva de calibracao

A curva de calibracdo do imunossensor proposto para as diferentes
concentracdes de cTnT foi verificada utilizando a técnica de voltametria de onda
quadrada (SWYV). Para tais experimentos, sucessivas adi¢cfes de amostras de cTnT,
preparadas em tampao PBS (0,01M, pH 7,4), foram pipetadas sobre a superficie do
ECV/Pi-2-COOH/ NTHs-NH,/GLUT/Glicina e mantidas durante o tempo 6timo de
incubacdo. As medidas de corrente do ECV/Pi-2-COOH/NTHs-NH,/GLUT/Glicina

foram consideradas como controle no estudo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da eletropolimerizacao do Pi-2-COOH

As propriedades dos filmes de Pi e seus derivados sdo dependentes de sua
microestrutura, as quais estdo relacionadas ao grau de ordenacdo da cadeia. Estudos
desenvolvidos por LAKHDAR & MAYR (2011) sobre a sintese eletroquimica do PPi
demonstraram que a organizacdo da cadeia polimérica é determinada principalmente
pela escolha do contra-ion e condicGes de sintese. O contra-ion atua para manter a
neutralidade de carga do sistema. No caso do Pi, cuja eletrossintese € iniciada com a
oxidagdo dos mondmeros gerando um composto catiénico. E necessario a incorporagio
de um contra-ion anibnico, equilibrando as cargas para o desencadeamento da
polimerizacdo (SADKI et al., 2000). De maneira geral, 0s contra-ions mais
estabelecidos na literatura para a sintese do Pi sdo os sais com anions fluoratos,
percloratos, sulfonatos e cloretos (TAMM et al., 2002). Entretanto, poucos estudos tém
investigado a acdo destes contra-ions no processo de eletropolimerizacdo de derivados
do Pi.

Com o objetivo de padronizar o método de eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH,
diferentes metodologias de eletropolimerizacdo foram investigadas, nas quais 0s contra-
ions H,SO,4, KCI e LiClO,4 foram utilizados em condicBes experimentais especificas. O
grafico comparativo dos VCs em K3[Fe(CN)g /K4[Fe(CN)s] (0,005 M) do ECV limpo e
eletropolimerizado com as diferentes metodologias pode ser analisado na Figura 10.

Na metodologia empregando o H,SO, como contra-ion, observa-se uma
irreversibilidade dos picos redox com a formacdo de um filme isolante (Figura 10 (b)).
O ECV quando eletropolimerizado em KCI apresentou um suave deslocamento de
potencial e uma reducdo das correntes anddica e catddica em relacdo ao eletrodo nao
modificado (Figura 10 (c)). Estes dados provavelmente indicam a formagdo de um
filme fino de Pi-2-COOH, devido ao pouco consumo de mondémeros durante a
polimerizagdo na interface sensora. O VC do estudo empregando o LiCIO, como
contra-ion apresentou uma redugdo maior dos valores de corrente quando comparado ao
contra-ion KCI, exibindo picos redox definidos e reversiveis (Figura 10 (d)). O perfil
eletroquimico obtido demonstra que o contra-ion LiClIO, influenciou na resposta do

sensor, contribuindo para a formacao de um filme isolante mais uniforme.
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Figura 10 — Influéncia dos contra-ions empregados no processo de eletropolimerizagdo do Pi-2-
COOH: (a) ECV limpo, (b) ECV eletropolimerizado em H,SO, (0,5 M), (c) ECV eletropolimerizado
em KCI (0,1 M) e (d) ECV eletropolimerizado em LiCIO4 (0,1 M). Voltamogramas obtidos em
Ks[Fe(CN)g /K4[Fe(CN)g] (0,005 M) preparado em KCI (0,1 M) a velocidade de varredura de 100
mV/s.
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A influéncia da velocidade de varredura sobre a eletropolimerizacdo do Pi-2-
COOH no ECV foi analisada para padronizacdo da construcdo do filme polimérico.
Para estes ensaios, 0 ECV limpo foi imerso em uma solugéo de 0,01 M de Pi-2-COOH e
0,1 M de LiClO4, ambas preparadas em ACN, e submetido a 20 ciclos voltamétricos
sob diferentes velocidades de varredura (10, 20, 40, 80 e 100 mV/s). O perfil
eletroquimico dos Ipa e Ipc do ECV eletropolimerizado em relagéo as velocidades de
varredura de eletropolimerizacdo pode ser observado na Figura 11.

As variacdes de corrente nos resultados obtidos demonstram que a quantidade de
Pi-2-COOH eletropolimerizado na superficie do ECV foi inversamente proporcional a
velocidade de varredura, ou seja, com o aumento da velocidade de varredura ha uma
diminuicdo da taxa de eletropolimerizacdo do mondmero. Esta relacdo pode ser

evidenciada comparando os voltamogramas do ECV limpo e eletropolimerizado sob os
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maiores valores de velocidade, nos quais houve pouca variacdo de corrente do eletrodo
eletropolimerizado em relagdo ao eletrodo ndo modificado. Reduzindo a taxa de
velocidade de varredura observa-se a formacdo de um filme eletroinativo, ou seja,
caracteristico de um polimero isolante sobre a superficie do eletrodo. Assim, 0s
resultados indicam que o processo de eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH é controlado
pela difusdo de elétrons durante o consumo de mondmeros na interface sensora.

A diferenca entre Ep, e Ep. oferece informagOes importantes sobre a formagéo
do filme polimérico na superficie sensora. Os valores de AEp (AEp= Ep, - Epc)
geralmente aumentam com a quantidade de polimero eletropolimerizado, uma vez que,
nestas condi¢des, ha uma tendéncia a reducdo da transferéncia de elétrons, exibindo
uma maior separacao dos picos anddicos e catodicos (RIBEIRO et al., 2006). Os ECVs
apresentaram um valor maximo de AE quando a taxa de varredura de

eletropolimerizacdo do Pi-2-COOH de 20 mV/s foi empregada (Figura 11, inset).

Figura 11 — Influéncia da taxa de velocidade de varredura no processo de eletropolimerizacéo e
construgdo do filme de Pi-2-COOH: (a) ECV limpo, (b) ECV eletropolimerizado a 10 mV/s, (c) ECV
eletropolimerizado a 20 mV/s, (d) ECV eletropolimerizado a 40 mV/s, () ECV eletropolimerizado a 80
mV/s e (f) ECV eletropolimerizado a 100 mV/s. Inset: Relagéo entre os valores de AE, e velocidade de
varredura de eletropolimerizacdo. VCs realizados em Kz[Fe(CN)g /K4[Fe(CN)g] (0,005 M) preparado em
KCI (0,1 M), sob velocidade de varredura de 100 mV/s.
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Os VCs na Figura 12 apresentam o perfil eletroquimico da eletropolimerizacéo
do Pi-2-COOH (0,01 M) em perclorato de litio (0,1M) preparado em ACN durante 20
ciclos, sob velocidade de varredura de 20 mV/s. Durante as sucessivas varreduras
observa-se uma reducdo dos valores de corrente dos voltamogramas do ECV, indicando
uma queda na concentracdo do Pi-2-COOH devido ao consumo de mondmeros na
interface sensora e formacdo de dimeros e espécies oligoméricas até atingirem um

tamanho critico.

Figura 12 — Perfil eletroquimico do processo de eletropolimerizagdo do Pi-2-COOH (0,01 M) durante
20 ciclos voltamétricos em solucédo de 0,1 M de LiCIO, preparada em ACN, sob velocidade de

varredura de 20 mV/s.
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Apo0s a caracterizacdo eletroquimica da eletropolimerizagdo do filme de Pi-2-
COOH, um estudo de concentracdo do mondmero foi realizado. Diferentes solucGes de
Pi-2-COOH nas concentragdes de 0,001, 0,01, 0,02 e 0,03 M foram eletropolimerizadas
sobre 0 ECV limpo. Os VCs dos ECVs nas concentracfes especificas dos monémeros
em relacdo ao eletrodo limpo podem ser visualizados na Figura 13. Os valores em Ip, e
Ipc exibiram uma resposta méxima na concentracdo de 0,01 M. O eletrodo

eletropolimerizado em concentragdes acima de 0,01 M apresentou uma reducédo da taxa
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de mondmero eletropolimerizado, indicando uma saturacdo do sistema para formagéo
do filme de Pi-2-COOH. Assim, a concentracdo de 0,01 M foi adotada como 6tima para

0s estudos subsequentes.

Figura 13 — VCs do ECVs madificado com diferentes concentraces de Pi-2-COOH: (a) ECV limpo,
(b) ECV/Pi-2-COOH 0,001 M, (c) ECV/Pi-2-COOH 0,01 M, (d) ECV/Pi-2-COOH 0,02 M e (e)
ECV/Pi-2-COOH 0,03 M. VCs realizados em solugcdo de Kj;[Fe(CN)g /K4Fe(CN)s] (0,005 M)
preparada em KCI (0,1 M), sob velocidade de varredura de 100 mV/s.
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5.2 Construcao do filme de Pi-2-COOH/NTH-NH,

Os nanomateriais derivados da haloisita podem ser facilmente intercalados em
sua estrutura cristalina com moléculas de agua, bem como outros compostos organicos e
inorganicos, tais como formamida, etilenoglicol, dentre outros (DEEPAK &
AGRAWAL, 2012). Estudos desenvolvidos por HAROOSH e colaboradores (2011)
demonstram que a intercalacdo desses solventes pode influenciar no espagamento entre
0s tubos, no didmetro do nanomineral e na condutividade do mesmo. Neste trabalho, o

cloroférmio foi escolhido para disperséio do NTH-NH, e obtencdo de filmes
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nanoestruturados sobre a superficie de ECVs. O perfil eletroquimico do estudo de
preparo da haloisita em funcdo do seu dispersante pode ser observado na Figura 14. Os
VCs do ECV limpo (Figura 14 (a)) e modificado apenas com cloroférmio (Figura 14
(b)) foram utilizados como controles para analisar a influéncia do filme de NTHs-NH,
sobre 0 ECV.

A influéncia do filme de NTHs-NH;, em cloroférmio (5 mg/mL) sobre a resposta
eletroquimica do ECV (Figura 14 (c)) revelou uma reducdo acentuada dos valores dos
picos redox quando comparada aos voltamogramas anteriores. Estes dados estdo
relacionados a formacéo de um filme resistivo na interface sensora associado a natureza
semicondutora do nanomaterial, como descrito por CAO et al. (2012) no
desenvolvimento de nanocompdsitos de NTH conjugados a nanoparticulas metélicas.
Assim, o solvente escolhido como dispersante dos NTHs-NH, para o preparo do filme
teve pouca interferéncia na obtencdo do perfil eletroquimico caracteristico do

nanomaterial.

Figura 14 — VCs da influéncia do filme de NTHs-NH, em cloroférmio sobre o perfil eletroquimico do
ECV: (a) ECV limpo, (b) ECV modificado com cloroformio e (c) ECV modificado um filme de NTH-
NH, (5 mg/mL) preparado em cloroférmio. Medidas realizadas em solugdo de 0,005 M de
KsFe(CN)e/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de KCI.
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Para otimizacdo da construcdo da plataforma sensora, a concentracdo dos NTHs-
NH, em relagéo ao filme de Pi-2-COOH foi avaliada. Neste ensaio, o ECV previamente
eletropolimerizado com Pi-2-COOH (0,01 M) e ativado com EDC/NHS foi incubado
durante 10 minutos com diferentes concentragdes dos nanotubos (1 a 10 mg/mL). Os
valores de Ipa do ECV modificado com concentragdes especificas dos NTHs-NH;
podem ser visualizados na Figura 15. Os dados obtidos exibiram uma resposta maxima
de corrente na concentracdo de 5 mg/mL de NHT-NH,, indicando assim, que nesta
concentracdo hd uma proporcionalidade entre a quantidade dos grupos do reativos do

polimero e do nanotubo na interface sensora.

Figura 15 — Influéncia das diferentes concentragdes de NTHs-NH, sobre ECV previamente
eletropolimerizado com o Pi-2-COOH: (a) 1 mg/mL, (b) 2,5 mg/mL; (c) 5 mg/mL, (d) 7,5 mg/mL e (e)
10 mg/mL. Medidas realizadas em solucdo de 0,005 M de KsFe(CN)g/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de
KCI.
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Posteriormente, a estabilidade do filme de Pi-2-COOH/NTHs-NH, foi
investigada submetendo o ECV modificado a 20 sucessivos ciclos voltamétricos em
uma solucdo de Kj;[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] (0,005 M). Paralelamente, um estudo
controle foi realizado adsorvendo os NTHs-NH, diretamente sobre a superficie do ECV
limpo com objetivo de comparar a estabilidade da interagdo do Pi-2-COOH com a
haloisita. Os VCs do ECV modificado apenas com HNTs-NH, (5 mg/mL) na Figura 16
(a) apresentaram um CV de 3,2% e 2,9% para os valores de Ip, e Ip., respectivamente.



47

Comparando com os VCs do eletrodo com Pi-2-COOH e NTH-NH,, Figura 16 (b), as
sucessivas voltametrias exibiram uma maior estabilidade e um decréscimo significativo
das variacgdes de corrente. O CV calculado para as correntes de Ip, e Ip. do ECV/Pi-2-
COOH /NTH-NH, foram de 0,61% e 0,44%, respectivamente. Os dados obtidos
demonstam um aumento de cinco vezes da estabilidade do filme. Os grupos
carboxilicos ativados com EDC/NHS do Pi-2-COOH eletropolimerizado reage com 0s
grupamentos amina da haloisita possibilitando uma maior estabilidade do filme, em
relacdo ao seu estudo controle. O EDC/NHS viabiliza a conversdo dos grupos
carboxilicos em eésteres NHS amino-reativos (PEI et al., 2010). Estes grupos sdo
susceptiveis ao ataque nucleofilico a partir de grupamentos amina da HNT
funcionalizada, resultando na formacdo de um ligacdo covalente e estavel entre os

materiais.

Figura 16 — Estabilidade eletroquimica do ECV modificado com (a) NTHs-NH, e (b) Pi-2-COOH/NTHs-
NH, quando submetidos a 20 sucessivos ciclos voltamétricos. Medidas realizadas em solugdo de 0,005 M
de K3Fe(CN)g/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de KCI.
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A transferéncia de elétrons na interface sensora modificada com o filme de Pi-2-
COOH/NTHs-NH; foi avaliada submetendo o ECV a leituras em diferentes velocidades
de varredura (10 a 200 mV/s). De acordo com os VCs obtidos na Figura 17, os
potenciais dos Ip, e Ip. ndo variaram em funcédo da velocidade de varredura selecionada
para 0 estudo. Estes resultados demonstram que o filme apresentou uma boa
reversibilidade eletroquimica. Os valores em corrente dos picos redox em relacdo a raiz
quadrada das velocidades de varredura, apresentados no inset da Figura 17, variaram
proporcionalmente, sugerindo um processo controlado por difusdio (BARD &
FAULKNER, 2006).
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Figura 17 — VCs do ECV/Pi-2-COOH/HNT-NH, sob diferentes velocidades de varredura (a = h: 10, 25,

50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275 e 300 mV/s). VVCs realizados em K3[Fe(CN)g /K4[Fe(CN)g]
(0,005 M) preparado em KCI (0,1 M).
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5.3 Caracterizacao eletroquimica do imunossensor

A caracterizacdo eletroquimica da imobilizacdo dos anticorpos anti-cTnT na
superficie do eletrodo foi realizada utilizando as técnicas de VC e VPD, Figura 18,
respectivamente. Comparando os voltamogramas do estudo, observa-se uma reducao
proporcional dos picos redox do ECV/Pi-2-COOH (Figura 18 (b)) e ECV/Pi-2-
COOH/NTHs-NH; (Figura 18 (c)) em relagdo ao ECV limpo (Figura 18 (a)). Esse
perfil demonstra a contribuig&o resistiva do filme de Pi-2-COOH e haloisita. As porgdes
terminais aldeido do GLUT foram empregadas para imobilizacdo covalente dos
anticorpos anti-cTnT na superficie sensora (Figura 18 (d)). Os grupos dialdeidos
reagem com as aminas livres tanto da haloisita como do anticorpo, resultando na
formacgéo de uma ligacdo covalente imina, ou base de Schiff (BABKINA, 1994). Uma

reducdo nos valores de corrente também foi observada apds imobilizacdo do anti-cTnT
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(5 pg/mL) e do bloqueio dos sitios livres com a glicina, devido a natureza isolante das

moléculas bioldgicas (Figura 18 (e)).

Figura 18 — (1) VCs e (1) VPD das etapas de construgio da plataforma sensora: (a) ECV limpo, (b)
ECV/Pi-2-COOH; (c) ECV/Pi-2-COOH/NTH-NH,; (d) ECV/Pi-2-COOH/NTH-NH,/GLUT; (¢) ECV/Pi-
2-COOH/NTH-NH,/GLUT/anti-cTnT e (f) ECV/Pi-2-COOH/NTH-NH,/GLUT/Anti-cTnT/Glicina.
Medidas realizadas em solucdo de 0,005 M de K;Fe(CN)g/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de KCI.
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5.4 Otimizacao das condigdes experimentais

Estudos sobre a influéncia da concentracdo de anticorpo imobilizado e o tempo
de interacdo do mesmo com seu respectivo antigeno sdo essenciais para o desempenho
analitico do imunossensor, visto que esses fatores afetam a reacdo de bioafinidade
através da formacéo de imunocomplexos na interface sensora.

Um estudo de concentracdo de anticorpos anti-cTnT foi realizado para
padronizacdo do imunoensaio eletroquimico. A superficie do ECV, previamente
modificada com o filme Pi-2-COOH/NTHs-NH,/GLUT, foi incubado com anticorpos
anti-cTnT sob diferentes concentragdes (0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 pg/mL). Os
valores de corrente do estudo foram analisados através da variacao de Ip, do ECV com
0 anticorpo imobilizado em relacdo ao filme nanoestuturado (Alp;). Como pode ser
observado na Figura 19, os valores de Alp, exibiram uma resposta maxima na
concentracdo de 5 pg/mL de anticorpo, sendo observada uma saturagdo do sistema em
concentragdes superiores. Assim, a concentracdo de 5 pg/mL foi adotada para

realizacdo dos testes seguintes.

Figura 19 — Influéncia das diferentes concentracbes de anti-cTnT imobilizado sobre o ECV/Pi-2-
COOH/NTHs-NH,/GLUT. Medidas obtidas através de analises por VC em solugdo de 0,005 M de
KsFe(CN)e/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de KCI.
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Apos a otimizacdo da concentragdo do Anti-cTnT, o efeito do tempo na interacao
antigeno-anticorpo na interface sensora foi avaliado por meio da incubagdo do ECV
modificado com o filme de Pi-2-COOH/NTHs-NH,/GLUT/Anti-cTnT/Glicina com a
cTnT (0,5 ng/mL) durante o tempo de 10, 20, 40, 60, 80 min. Os valores de corrente
foram obtidos através da diferenca entre Ip, do ECV com e sem c¢TnT em funcéo do
tempo de incubagdo das amostras. Os resultados na Figura 20 apresentaram uma
saturacdo das respostas a partir do tempo de 60 minutos.

Figura 20 — Influéncia do tempo de imunorreacdo para ¢cTnT (0,05 ng/mL) em relacdo ao ECV/Pi-2-
COOH/NTHs-NH,/GLUT/Anti-cTnT/Glicina. Medidas obtidas através de analises por VC em solucéo de
0,005 M de K3Fe(CN)e/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de KCI.
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5.5 Curva de calibracdo para cTnT

Para construcdo da curva de calibracdo do imunossensor proposto, a técnica de
voltametria de onda quadrada foi empregada. As medidas de corrente através da
incubagdo da interface sensora com as diferentes concentragcbes de cTnT foram
correlacionadas através da obstrucdo da cinética de transferéncia de elétrons sobre a
superficie do eletrodo (BARD & FAULKNER, 2006), decorrentes da natureza isolante
do antigeno de cTnT (SILVA et al., 2013). As concentracdes avaliadas foram de 0,01;
0,025; 0,05; 0,075; 0,1 e 0,125 ng/mL de cTnT, todas preparadas em tampéao PBS (0,01
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M, pH 7,4). O imunoensaio eletroquimico foi realizado sob todas as condigcbes
experimentais otimizadas. Os valores de Alp, da curva de calibragdo foram obtidos
através da diferenca entre os voltamogramas de onda quadrada do ECV com e sem
cTnT.

Um aumento proporcional das variacGes de Alp, em relacdo as concentracdes de
cTnT foi observado na Figura 21. O comportamento do imunossensor foi linear nas
diferentes concentragdes de cTnT, com coeficiente de correlacdo linear (r) de 0,996 (p
<< 0,001; n = 6). O limite de deteccdo (LD) do imunossensor foi calculado de acordo
com a seguinte equacdo: LD = 3DV/m, onde DV ¢ desvio padrdo da medida do branco e
m é o coeficiente angular da regido linear da curva de calibragio. O LD do
imunossensor proposto foi 0,008 ng/mL e limite de quantificacdo (LQ) de 0,018 ng/mL.
Segundo os critérios da OMS, o valor clinico discriminativo para a definicdo do IAM
determina que valores de ¢TnT sejam superiores a 0,1 ng/mL (MULLER-BARDORFF et
al., 1997). Assim, o imunossensor baseado no filme hibrido de Pi-2-COOH e NHTs-NH;
mostrou-se sensivel para deteccdo da cTnT em niveis de importancia clinica para

diagnostico do IAM.

Figura 21 — Curva de calibragdo do imunossensor, obtida através da variagdo das concentra¢@es de cTnT.
Varreduras realizadas em solucéo de 0,005 M de Ks;Fe(CN)g/K4Fe(CN)g preparada em 0,1 M de KCI.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foram utilizados Pi-2-COOH e HNTSs para construgdo de um
imunossensor eletroquimico para deteccdo da cTnT. A modificagdo do eletrodo de
carbono vitreo com o filme nanoestruturado de Pi-2-COOH e haloisita funcionalizada
tem contribuido para construcdo de um sensor estavel e reprodutivel
eletroquimicamente. Os grupos livres reativos da haloisita foram explorados para
imobilizacdo do anticorpo anti-cTnT. O filme nanoestruturado de Pi-2-COOH/HNT
mostrou-se bastante estavel e reprodutivel eletroquimicamente, podendo ser empregado
para imobilizacdo orientada dos anticorpos anti-cTnT utilizando seus grupos amino
funcionais.

Espera-se com isso que através da deteccdo da cTnT utilizando diferentes
técnicas eletroanaliticas possam ser desenvolvidos ensaios mais rapidos e simples.
Assim, aliado a plataforma sensora que esta sendo desenvolvida, o sistema representa
uma alternativa vidvel, promissora, de custo reduzido e facil aplicacdo para
determinacédo da cTnT.

A otimizacdo das condic¢des experimentais forneceu uma reta de calibracéo para
as diferentes concentracdes de cTnT do imunossensor proposto, demonstrando que o
sistema apresentou boa linearidade com r=0,996 (p < 0,001; n = 6), apresentando um
limite de deteccdo de 0,008 ng/mL. Como perspectivas futuras deste trabalho, tem-se a
realizacdo de alguns estudos complementares, incluindo os testes com amostras de soro
ou sangue total humano de pacientes sadios e infartados. Estes ensaios irdo permitir a
determinacdo da sensibilidade e especificidade diagnostica do biossensor proposto, sua
confiabilidade e praticidade quando comparado a outros sistemas comerciais usados na

determinacdo dos niveis séricos de troponina cardiaca.
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