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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM) representa hoje um dos maiores problemas de
saude mundial prevalecendo sobre doengas como cancer, AIDS e doencgas
respiratorias. Em virtude da relevancia, métodos cada vez mais eficientes para auxilio
no diagnostico do IAM vem sendo desenvolvidos. Um destes métodos, os
aptassensores, chegam como ferramenta analitica alternativa para deteccdo de
marcadores de necrose miocardica. Neste trabalho um aptassensor simples e livre de
marcagao foi desenvolvido para detecgao de troponina T cardiaca (cTnT), para isto,
nanoparticulas de prata foram sintetizadas eletroquimicamente sobre eletrodos
impressos de tinta de carbono. Em seguida, 5 uL de cisteina foi adicionada a
superficie sensora com intuito de servir de braco quimico e possibilitar a imobilizagcao
do aptémero. O aptadmero usado consiste em DNA fita simples modificado com grupos
amino (NH2-ssDNA) e especifico para o analito em questao. As condigdes ideais para
imobilizagdo do aptamero e reconhecimento da molécula alvo, assim como a
caracterizagao eletroquimica do aptassensor, foram investigados através das técnicas
de voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial (DPV). A especificidade
do aptassensor foi investigada utilizando para isso moléculas alvo especificas e
inespecificas. O reconhecimento do alvo apresentou alta sensibilidade com limite de
detecgdo em 0,1 ng mL™" de cTnT e uma boa reprodutibilidade (CV = 4%). O sensor
também foi testado com amostras de soro humano, apresentando étima concordancia
(95% de nivel de confianga) com o padrdao ouro, o método ECLIA. Neste trabalho
pOde-se constatar que as nanoparticulas de prata incorporadas a superficie eletrodica
melhoraram a reprodutibilidade, a condutividade e, consequentemente a resposta
sensora, enquanto os aptadmeros asseguraram a sensibilidade e especificidade do
aptasensor, apresentando, este modelo, grande potencial para uso no monitoramento

dos niveis séricos de troponina cardiaca.

Palavras-chave: Aptameros; Nanoparticulas de prata; Troponina T Cardiaca e
Infarto do miocardio.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) it is one of the most serious diseases in the
world responsible for approximately 17 million of deaths in 2012. Therefore, early
diagnosis and prompt medical response are of paramount importance for patient
survival. Aptasensors can be an alternative, which in combination with electrochemical
techniques can provide the simplicity and speed required. A simple and sensitive
label-free aptasensor for cardiac troponin T (cTnT) detection was successfully
developed. For this purpose, it was chosen a DNA aptamers modified with amino
group (NH2-ssDNA) specific to bind cTnT with a high specificity and stability. Herein,
silver nanoparticles electrochemically synthesized and cysteine were used to modify
the electrode, providing binding sites for aptamer immobilization. The optimum
conditions for immobilization of the aptamer and target recognition were investigated
by cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV) technique. The
aptasensor achieved a low limit of detection (0.3 ng mL™") and a linear range between
0.1 and 10 ng mL™" cTnT, significant for acute myocardial infarction diagnosis. Good
reproducibility was obtained by the proposed aptasensor supported by a coefficient of
variation of 4%. The silver nanoparticles incorporated to the electrode surface
improved the reproducibility, while the aptamer secured the sensitivity of the
biosensor. The sensor was also tested for human serum samples presenting a good
agreement with the ECLIA methods at 95% confident level. This point-of-care
approach presents a great potential for use in several situations releasing the

aptasensor for use in the cardiac troponin detection.

Keywords: Aptamer; Silver Nanoparticles, Cardiac Troponin T and Myocardial

Infarction
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1.0 INTRODUGAO

O infarto agudo do miocardio (IAM) habitualmente conhecido como ataque
cardiaco é uma das doengas mais graves do mundo com o numero de mortes
aumentando a cada ano e podendo atingir valores préximos a 23 milhdes até
2030 (QURESHI; GURBUZ; NIAZI, 2012). Portanto, diagndstico precoce e
resposta médica imediata sdo de suma importdncia para a sobrevida do
paciente.

As diretrizes para o diagnéstico do IAM estdo baseadas nos seguintes
critérios: histéria clinica de dor toracica tipica, elevacao/depressdao do
segmento ST no eletrocardiograma (ECG) e um aumento dos marcadores de
necrose cardiaca no exame de sangue (GOMES-FILHO et al., 2013; ZHANG et
al., 2014). No passado, proteinas como a creatina quinase (CK-MB) e
mioglobina (MYQO) eram utilizadas como marcadores para o IAM, hoje em dia,
moléculas mais especificas e sensiveis estdo sendo selecionadas para este
propésito. A Troponina T cardiaca (cTnT) € uma dessas moléculas, com
elevada cardioespecificidade, seus valores de concentragdo no sangue
aumentam rapidamente dentro de 3 a 4 horas apds o inicio do IAM e podem
manter-se elevados até 14 dias apos o episodio agudo (SILVA et al., 2010). Por
razdes oObvias, os niveis séricos de cTnT tém sido utilizados como marcadores
clinicos importantes para dimensionar os dano do miocardico causados pelo
infarto agudo (ASUMDA; CHASE, 2012; THYGESEN et al., 2000; WEI et al.,
2003).

Algumas técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas na detecgéo
de biomarcadores cardiacos, incluindo o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o
ensaio eletroquimioluminescente (ECLIA), no entanto, esses métodos ndo s&o
praticos, envolvem pessoal especializado e n&do podem ser facilmente
miniaturizados. Como alternativa surgem os biossensores apresentando
simplicidade, custo relativamente reduzido e capacidade de adaptacdo a
sistemas portateis, além de fornecerem, quando associados a técnicas
eletroquimicas, especificidade e velocidade necessaria para a detecgao de
moléculas em amostras sorologicas. (ZHAO et al., 2011).
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Aptassensores sdo biossensores que empregam aptadmeros como
elemento de reconhecimento biolégico, os aptameros configuram-se como
moléculas sintéticas de DNA ou RNA cadeia simples que podem se ligar a uma
variedade de moléculas alvo com elevada especificidade e afinidade (MA et al.,
2014; YAN; WANG; CHEN, 2011). Os aptassensores sdo ferramentas
analiticas com elevada especificidade e sensibilidade, sendo utilizadas em
diferentes abordagens para analise de diferentes moléculas (XIAO et al., 2012;
XING et al., 2014).

Atualmente, tém-se observado muitas aplicagdes para o uso de
aptameros na constru¢ao de biossensores. Entre os topicos mais recorrentes
estdo: a detecgao de adenosina, ocratoxina A e trombina humana. Entretanto
nao se verifica aptasensores voltados a deteccdo de biomarcadores cardiacos,
em especial cTnT. O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um
aptassensor para troponina cardiaca utilizando eletrodos impressos de tinta de
carbono, nesta abordagem nanoparticulas de prata e o aptédmero especifico
para o analito em questdo foram depositados na superficie do eletrodo. A
estratégia visou a construgdo de um inovador, simples e rapido método para

auxilio no diagnostico do infarto agudo do miocardio.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doengas Cardiovasculares
2.1.1 Epidemiologia

As doencas cardiovasculares representam um dos maiores problemas
de saude da atualidade (QURESHI; GURBUZ; NIAZI, 2012). De acordo com a
organizacdo mundial de saude (OMS), as doengas cardiovasculares
sobressaem entre as maiores causas de mortalidade e sao responsaveis por
um terco dos obitos no mundo. Os dados apontam que os valores de morte
podem atingir a casa dos 23 milhdes no ano de 2030, sendo 45% por doencgas
isquémicas do coragao e 31% por doengas cerebrovasculares (OPAS, 2003;
WHO, 2014; YAGI, 2010).

1.Doencas isquémicas do coragao
2. Infecgdes respiratorias

3. Acidente vascular cerebral

4. Complicagbes de parto prematuro
5. Doencas diarreicas

6. HIV/AIDS

7. Asfixia e trauma ao nascer

8. Traumas de estrada

9. Doencas pulmonares cronicas
10. Malaria

11. Anomalia congénita

12. Sepsia e infecgoes neonatais
13. Automutilagao

14. Cancer de traqueia e pulmao
15. Diabetes Mellitus

16. Tuberculose

17. Cirrose hepatica

18. Violéncia

19. Meningite

20. Desnutrigao

o
N
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>~
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Figura 1. As 20 principais causas de mortalidade global, dentre as doengas n&o transmissiveis.
Adaptado de: http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2014/en/

Para o Brasil o panorama nao ¢é diferente, 20% de todas as mortes em
individuos acima dos 30 anos foram causadas por doencgas cardiovasculares, o
ministério da Saude aponta que ocorreram 962.931 mortes sé no ano de 2009
(DUNCAN et al., 2009; FAVARATO; MANSUR, 2011). Da mesma forma, em
relacdo a morbidade hospitalar, as doengas do aparelho circulatorio
representam 10,8% das internacdes, destes, 30% possuem faixa etaria

superior a 60 anos. (YAGI, 2010). Apesar de ser ainda hoje uma das principais
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causas de morte, as taxas vem caindo nas ultimas décadas provavelmente em
virtude de melhores progndsticos e da atencdo dedicada a esses pacientes,
salientado a necessidade de servigos e métodos de diagndstico cada vez mais
ageis (FAVARATO; MANSUR, 2011; PESARO, 2004).

2.1.2 Fisiopatologia

O infarto agudo do miocardio foi descrito pela primeira vez em 1912,
considerada uma afecg¢ao isquémica do miocardio acarreta necrose geralmente
secundaria a reducdo do fluxo sanguineo coronario de um seguimento do
miocardio. O coracdo apresenta um metabolismo anaerdbio limitado
dependente de oxigénio para seu pleno funcionamento, durante o infarto agudo
do miocardio (IAM) o suprimento de oxigénio é interrompido e o ATP
(adenosina trifosfato) ndo € mais produzido com o comprometimento da bomba
de sadio e potassio e perda da integridade da membrana com morte da célula.
Apos o evento isquémico inicial, uma intensa resposta inflamatoria é
observada, caracterizada principalmente por infiltragdo de neutréfilos seguidos
por monaocitos/macrofagos e linfocitos. A medida que essas células sanguineas
lideram os eventos inflamatoérios ocorre intenso remodelamento do quadro, os
linfocitos T e T-CD4 embora em pequeno numero iniciam um papel chave para
a resolugdo da inflamagdo (SEROPIAN et al., 2014). Entre os sintomas
observaveis no IAM estdo: dor visceral profunda subesternal intensa com uma
sensacao de pressao ou desconforto, irradiando-se para as costas, mandibula
ou membro superior esquerdo, acrescida de dispneia, fadiga entre outros.

2.1.3 Diagnéstico

Atualmente o |IAM é diagnosticado com base na historia clinica do
paciente e confirmado pelo eletrocardiograma e alteragdes enzimaticas. Neste
contexto o desenvolvimento de biomarcadores sorolégicos mais especificos e
sensiveis, assim como, técnicas de imagens mais especificas permitiram a
determinagcdo cada vez maior de necrose miocardica. Os marcadores para
necrose cardiaca sempre foram objetos de estudo e mudaram ao longo dos
anos a medida que novos e mais especificos surgiam, foi assim com a
transaminase glutamico-oxalacética (TGO) quando substituida pela lactato

desidrogenase (LDH) e mais tarde pela creatina quinase (CK) além da frac&o
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MB da CK, isto é a CK-MB (THYGESEN; ALPERT; WHITE, 2007), atualmente
o marcador preferencialmente utilizado, em virtude de sua especificidade, s&o

as troponina cardiacas.

2.2 Marcadores cardiacos

Os biomarcadores cardiacos sao considerados importantes
componentes moleculares que servem como indicadores do IAM, e contribuem
para o desempenho analitico dos ensaios rotineiramente utilizados em
laboratérios e hospitais. Estes marcadores sdo descritos como elementos
proteicos da estrutura celular que sdo detectados na circulagdo sanguinea
quando ocorrem lesées no musculo cardiaco (HAMM et al., 1997; MURAKAMI,
2005; THYGESEN; ALPERT; WHITE, 2007; THYGESEN et al., 2000).

Os principais marcadores da injuria cardiaca, como mencionado acima,
incluem a mioglobina, a fragdo MB da creatina quinase (CK-MB, do inglés
chreatine kinase-myocardial band) e as troponinas cardiacas T e | (ACHAR;
KUNDU; NORCROSS, 2005). No entanto, o uso de alguns desses
biomarcadores cardiacos tém sido bastante discutido, ja que esses podem ser
encontrados em outros tecidos e estar elevados em respostas a determinadas
doencas ou condi¢des, consequentemente limitando a sua especificidade para
o diagnéstico do IAM (GODOY; BRAILE; NETO, 1998).

A enzima citoplasmatica creatina quinase €& a proteina pioneira nos
estudos sobre marcadores cardiacos (MORROW et al., 2001). Entretanto, esta
proteina apresenta baixa especificidade pelo tecido cardiaco, visto que é
encontrada em todos os musculos estriados e em o6rgdos como ceérebro,
pulméo, rins, e trato intestinal. Podendo estar em niveis aumentados em
eventos nao cardiacos como traumas, insuficiéncia renal, hipertermia e
hipertireoidismo (ACHAR, KUNDU & NORCROSS, 2005).

Desde a descoberta da fragado MB (CK-MB), a qual possui maior afinidade
para o musculo cardiaco, esta isoenzima tem sido utilizada como marcador de
escolha para deteccdo da recidiva de infartos apds dezoito horas do evento

inicial em dosagens repetidas de 6-12h dependendo do ensaio. Contudo n&o
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oferece mecanismo para avaliagdo do tamanho da lesdo (ACHAR; KUNDU;
NORCROSS, 2005; KARRAS; KANE, 2001; MORROW et al., 2007).

Outro marcador, a mioglobina, é a principal proteina responsavel pelo
fornecimento do oxigénio ao musculo estriado. Essa proteina € liberada na
corrente sanguinea por um periodo estimado de 1 hora apés o dano no
miocardio, sendo considerada um marcador sensivel nas primeiras horas do
infarto. Por outro lado, a mioglobina também n&o é totalmente especifica do
tecido cardiaco, e os seus niveis podem estar relacionados com possiveis
danos no musculo esquelético e a diminuicdo da funcao renal. Caso os niveis
mioglobina forem considerados normais num periodo de 10 horas apds o inicio
das dores precordiais (dores no peito), ha uma alta probabilidade do IAM ser
desconsiderado (APPLE; WU; JAFFE, 2002; WU; YAN; JU, 2007). No entanto,
este marcador deve ser sempre utilizado em associacdo com outros
marcadores (BROGAN et al., 1994; OHMAN et al., 1990).

Devido a sua alta sensibilidade e especificidade ao tecido cardiaco, as
troponinas cardiacas (T e |) surgem como a ferramenta diagndstica mais
aconselhada, sendo considerada como o padrao “ouro” para a determinagao da
necrose do miocardio (PANTEGHINI, 2002).

2.3 Troponinas

As troponinas sdo proteinas regulatérias que formam um complexo e
permitem a interacdo calcio-dependente da miosina com a actina. Sao
constituidas de trés diferentes subunidades (troponina |, C e T) existentes tanto
no musculo esquelético quanto cardiaco e codificadas por diferentes genes. A
troponina C é idéntica tanto no musculo esquelético como cardiaco e, por isso,
ndo é usada clinicamente, mas os genes codificadores das troponinas | (cTnl) e
T (cTnT), cardiaca e esquelética, s&o diferentes, reduzindo os casos de falso-
positivos e facilitando o diagnostico do IAM (MORROW et al., 2001).

Orgaos internacionais de pesquisas e associacdes de cardiologia (como
exemplo a Sociedade Européia de Cardiologia) tém frequentemente
recomendado o uso das cTnT e cTnl para a deteccao especifica da lesdo do
miocardio (APPLE; WU; JAFFE, 2002). De acordo com (MURAKAMI, 2005), as
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troponinas cardiacas sao liberadas na corrente sanguinea e tornam-se
mensuraveis num periodo compreendido de 2 a 8 horas apds o infarto, e
permanecem detectaveis em torno de 5 a 10 dias.

As medidas de troponinas tém valores progndsticos e sdo bastante uteis
para a estratificacdo do risco quanto a presenca de doencgas cardiacas e com
isso, direciona as decisbes da terapia que devem ser tomadas (DUTRA;
KUBOTA, 2007). Estas proteinas fornecem informag¢des importantes na
avaliacao da extensao da lesdo do miocardio, o qual é estimado pelos valores
quantificados entre 72-92 horas apds o evento, apontando que a utilizagdo de
cTnT fornece informagdes fidedignas para uso no prognostico e
acompanhamento do individuo (BABUIN; JAFFE, 2005; LICKA et al., 2002;
PANTEGHINI, 2002; STEEN et al., 2006).

Em virtude das caracteristicas apresentadas, incluindo alta especificidade
e sensibilidade, atualmente um numero consideravel de biossensores voltados
ao diagnostico do infarto do miocardio baseiam-se no uso das troponinas
cardiacas e tem sido desenvolvidos por diversos grupos de pesquisa
empregando os mais diversos meétodos e técnicas (QURESHI; GURBUZ;
NIAZI, 2012).

2.4 Biossensores

Nos ultimos anos, tem-se tornado disponivel no mercado um grande
numero de detectores portateis que permitem a reducdo do tamanho da
amostra e economia do tempo de analise. Os biossensores potencializaram o
desenvolvimento de uma série de técnicas eletroquimicas que oferecem
rapidez e simplicidade (GIBSON et al., 1992). Este género de detector permite
realizar as mais variadas tarefas como: efetuar controle em linha a nivel
industrial, analise ambiental em tempo real, automatizacdo de analises
bioquimicas, analise in-vivo, detecgdo de substancias biologicas relevantes,
como hormoénios e drogas (HE et al., 2007; ZHU et al., 2007). Geralmente o
biossensor configura um método simples e de baixo custo, sem a necessidade
de pré-tratamentos demorados e necessidade de grandes volumes de amostra.

O seu uso, na maioria dos casos, ndo demanda de técnicos especializados
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podendo em alguns casos dispensar o uso de reagentes, aparecendo tanto

como aparelhos de uso continuo, como descartaveis.

A area de diagnostico clinico, como um todo, representa um mercado de
grandes proporgdes, bem implementado e em continua expansdo. Neste
ambito encontra-se uma das maiores razées de sucesso e a maior area de
aplicagao dos biossensores. Estimou-se que o mercado global de biossensores
e outros produtos bioeletronicos cresceram de $ 6.1 milhdes de ddlares em
2004 para $ 8.2 milhdes de dolares em 2009, tendo um crescimento anual
meédio da ordem de 6.3%. Os biossensores de glicose constituiram a quase
totalidade das vendas em 2003, no entanto, as vendas de outros dispositivos
bioeletronicos estdo em ascensao. Assim as aplicagdes as ciéncias biomédicas
e as ciéncias da saude dominam o mercado com 99% deixando a

monitorizagdo ambiental num distante segundo lugar.

De acordo com a definicdo proposta pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of Pure and
Applied Chemistry), biossensores constituem um tipo de sensor quimico
composto por um elemento biolégico e um transdutor, capazes de fornecer
informagdes analiticas quantitativas ou semi-quantitativas (D’'ORAZIO, 2011;
RODRIGUEZ-MOZAZ; LOPEZ DE ALDA; BARCELO, 2006). O elemento
biolégico € fixado (imobilizado) na superficie sensora do transdutor, que
converte o sinal da reagdo biolégica ou bioquimica em um sinal elétrico
passivel de ser quantificado (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002; ROSATTO
et al., 2001). Este sinal pode ser resultante de altera¢gées na concentragcdo de
prétons, liberagdo ou captagdo de gases, de ions especificos, calor, massa,

absorbancia, condutancia ou transferéncia de elétrons.
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Figura 2. Desenho esquematico de um biossensor

Atualmente, a tecnologia dos biossensores tem sido desenvolvida para
deteccdo de importantes moléculas, tais como patdgenos e compostos toxicos,
com o objetivo de fornecer informagdes rapidas e precisas sobre amostras de
interesse. Assim, estes dispositivos surgem como uma importante ferramenta
analitca no campo da medicina, agricultura, seguranga alimentar,
bioprocessamento, monitoramento industrial e ambiental (LUONG; MALE;
GLENNON, 2008).

Os biossensores podem ser classificados em varios grupos de acordo
com o elemento biolégico e o tipo de transdutor empregado (LUONG; MALE;
GLENNON, 2008). Os principais materiais biologicos utilizados nestes
dispositivos s&o proteinas, enzimas, anticorpos e acidos nucléicos. Além disso,
microrganismos, células animais, células vegetais e cortes de tecidos também
podem ser usados (VELASCO-GARCIA, 2009). De acordo com o principio de
energia envolvida na transdugao, os transdutores podem ser classificados em:
eletroquimicos  (amperométricos, condutimétricos, potenciométricos e
impedimétricos) (WU; YAN; JU, 2007), acusticos ou piezoelétricos -
microbalanga de cristal de quartzo, QCM, do inglés Quartz Crystal
Microbalance (PAVEY; HUNTER; PAUL, 2003), 6pticos (por fluorescéncia ou
luminescéncia — ressonéancia de plasmon de superficie, SPR, do inglés Surface
Plasmon Resonance) (TANG et al., 2006) e os calorimétricos (CHAUBEY;
MALHOTRA, 2002). O transdutor a ser utilizado juntamente com o material

biolégico, deve detectar apenas um reagente ou produto especifico, n&o
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respondendo a outras substancias presentes na amostra a ser analisada. A
escolha de um determinado transdutor ndo depende apenas do tipo elemento
de reconhecimento selecionado, ja que este determina quais variagdes das
propriedades fisico- quimicas ocorreriam em funcdo da interacdo, mas
depende também de outros fatores como tempo de resposta, seletividade e
sensibilidade (RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002)

2.5 Aptameros como ferramenta diagnéstica

2.5.1 Caracteristicas gerais

Nos ultimos anos uma nova estratégia vem sendo empregada, trata-se
do uso de oligonucleotideos sintéticos na construgdo de complexos ligantes
capazes de interagir seletivamente com moléculas alvos (HU et al., 2014b).
Esses complexos conhecidos como aptameros funcionam como “anticorpos
quimicos”, na realidade trata-se de moléculas de DNA ou RNA que ligam-se
seletivamente a substratos orgénicos de baixo peso molecular, substratos
inorgadnicos ou a macromoléculas como as proteinas. Apresentam alta
afinidade de ligacdo e alta especificidade de reconhecimento ao um alvo
especifico, a constante de afinidade aos seus substratos giram na faixa de
micromolar a nanomolar (JENISON; GILL; POLISKY, 1990; WANG et al., 2014;
YANG et al., 2014).

O interesse nos aptédmeros como agentes ligantes especificos surgiu
como consequéncia da sua relativa facilidade de produgdo. Um processo de
selecdo evolutiva, conhecido como SELEX (systematic evolution of ligands by
exponential enrichment), elimina a necessidade de uma modelagem estrutural
dos sitios receptores. Este processo inicia-se com a constru¢do de um a
biblioteca de acidos nucleicos aleatéria e linear, intercalada em uma sequencia
5’e 3’de acidos nucleicos previamente definidos. Um aptédmero de RNA envolve
um etapa adicional, a transcricdo primaria da biblioteca de DNA em RNA. Em
seguida estes acidos nucleicos passam por uma matriz de separagao que inclui
0 substrato alvo. Os poucos acidos nucleicos que revelam afinidade para o
substrato liga-se a matriz de separagdo enquanto a maioria dos componentes
da biblioteca sdo lavados e eliminados. A eluicdo dos acidos nucleicos ligados

a matriz seguidos por amplificagdo em PCR (reagdo em cadeia da polimerase)
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leva a formagdo de uma mistura de acidos nucleicos com afinidades variaveis
para o alvo. A repeticdo do processo leva ao enriquecimento da mistura de
acidos nucleicos que revelam alta afinidade pelo substrato. Geralmente, com 8
a 15 ciclos de separagao e amplificacdo observa-se a formagao de aptameros
com alta afinidade para um alvo especifico (GOPINATH, 2007; MENCIN et al.,
2014; WANG; JIA, 2009).

Sequéncia o . L. Sequéncia
fixa Sequéncia aleatdria fixa
R —— )
(18-21 nt) (20-80 nt) (18-21 nt)
Biblioteca de
oligonucleotideos
aleatérios (DNA)
Transcrigdo in
vitro
.
. Biblioteca de
‘A*. al, ~ RNA
anad 77/—\ ax /
a RNA *
- A* A: Enriquecimento da biblioteca\ .Ou*..:]o.ﬁp .A*
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s Waegieat® Avo &
¥ _»_,—»"'-‘: ,AJ
-

Condicionamento

Reparticdo
P \
X — Amplificagao S
2 PCR Eluicdo *
REPCR N
3 ok

Clonagem

Do aptéamero selecionado
na biblioteca

Figura 3. Esquema da selecao de aptameros usando a tecnologia SELEX. Adaptado de:
MASCINI, M. Aptamer in bioanalysis. Italia: Universidade de Florenga, 2009.

2.5.2 Vantagens

Quando comparados aos anticorpos, disparam uma lista de vantagens
apreciaveis na construcdo de meétodos analiticos para sensoriamento de
moléculas alvo. A selegado in vitro de aptdmeros elimina a necessidade da
imunizacdo de animais vivos, o qual € requerido na produgao de anticorpos,

isto permite a fabricacdo de aptameros especificos para compostos toxicos. No
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geral, s&o menores que anticorpos (massa molecular entre 5 e 15kDa)
portanto, podem acessar regides ndo alcangadas por imunoglobulinas. Sua
modificagdo quimica com grupos funcionais permitem uma modelagem
diferencial para diferentes tipos de transdutores, além de ser mais facil de
realizar do que em anticorpos. Outras caracteristicas como, menores
fendmenos de adsorgéo fisica e estabilidade térmica também s&o observados
(JAYASENA, 1999; MASCINI, 2009) .

Em virtude das vantagens apresentadas, os aptadmeros tornaram-se um
candidato ideal para uso na construgdo dos aptassensores. Estes, sao
biossensores que utilizam aptdmeros como molécula de reconhecimento
biolégico, estdo baseados na interacdo aptédmero-analito, transformando a
interagcdo bioldgica em sinal elétrico passivel de quantificagdo. Diferentemente
do processo de hibridizacdo observado para fitas de DNA/RNA, aptassensores
voltados a captacdo de proteinas e/ou pequenas moléculas, comportam-se
alterando sua cadeia de fita simples e flexivel em estruturas tridimensionais
bem definidas quando complexadas com seu devido substrato (JAYASENA,
1999). Este complexo formado permite a passagem de unidades redox entre a
sonda e o eletrodo, produzindo a corrente que indicara a interacdo aptamero-
alvo (STREHLITZ; NIKOLAUS; STOLTENBURG, 2008).

2.5.3 Aptassensores

As estratégias empregadas para amplificagdo de sinal nos sensores
biolégicos vdo além dos aptassensores, varios biossensores fazem uso de
materiais diversos na tentativa de melhorar seus limites de deteccgao,
sensibilidade e especificidade. A tendéncia atual direciona a utilizagdo de
polimeros condutores como polipirrol, polianilina, poli-L-lisina (LIU et al., 2012c;
MIODEK et al., 2014; ZHU et al., 2012), além dos alétropos de carbono como
nanotubos de carbono, nanofolhas de carbono, grafeno, grafeno oxidado entre
outros (GUO et al., 2011; WANG et al., 2013), isto porque estes, apresentam a
capacidade de melhorar a transferéncia eletronica e consequentemente o sinal
elétrico produzido. Ja no campo dos aptassensores eletroquimicos as
nanoparticulas metalicas lideram o uso como marcadores dos processos de

hibridizagdo, aqui poderiamos citar os quantum dotes e as nanoparticulas
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magnéticas como as de prata e ouro (CHEN et al., 2014b; LI et al., 2014;
WANG et al., 2012), elas também funcionam aumentando a condutividade e
servindo de amplificadores indiretos do sinal produzido na interagcdo aptamero-

analito.

Aptameros podem ser imobilizados sobre suportes solidos através de
varias metodologias, em principio esses métodos s&o similares aqueles ja
empregados na imobilizacdo de moléculas de DNA (PIVIDORI; MERKOCI;
ALEGRET, 2000). Os meétodos empregados para imobilizacdo dos aptameros
que sido baseados na adsorgao fisica, por meio das interagdes eletrostaticas,
nao sao adequados devido a capacidade de dessorcdo do aptamero da
superficie, implicando em baixa estabilidade para o sensor. Os métodos mais
adequados para tal objetivo sdo aqueles baseados na interagdo quimica de
aptameros modificados com grupos tiol sobre superficies metalicas ou aqueles
baseados na interacdo biotina-avidina, para tal os aptameros marcados com
biotina interagem fortemente com a avidina, imobilizada previamente em um

suporte solido.

Diversos ligantes contribuem para o processo de imobilizagao, entre eles
destacam-se estruturas tridimensionais complexas, regulares e ramificada
como os dendrimeros e nanotubos de carbono. Os dendrimeros ja foram
observados na construgcdo de aptassensores como intermediarios entre o
aptdmero e a superficie do eletrodo. Muitos destes dendrimeros s&o
sintetizados a base de poli(aminas), carregando em suas extremidades grupos
terminais amino que podem ser utilizados na imobilizagdo estavel dos
aptameros (MIODEK et al., 2014; YUAN et al., 2014). Principio semelhante
apresentam os nanotubos de carbono, a depender das modificagdes que estes
possuem, sua utilizagdo se faz bastante adequada mediando uma ligagc&o
estavel entre os aptameros e a superficie, além de amplificar a resposta
sensora (ZELADA-GUILLEN et al., 2013; ZHOU et al., 2012).

A interagdo aptamero-ligante pode ser detectada por ensaios
convencionais baseados na marcagao radioativa, cromatografia, eletroforese
capilar entre outros, porém estes métodos tem sido revisados e adequados a

realidade dos aptassensores. Na construcdo dos aptassensores o aptamero &
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imobilizado em uma superficie solida e o sinal apds a ligagdo do ligante,
detectado por varios métodos eletroquimicos, acusticos e opticos. Os métodos
de deteccao eletroquimicos sdo os mais utilizados e bastante eficazes por aliar
relativa simplicidade e baixo custo, ainda mais eficientes quando fazem uso de
mediadores redox, estes funcionam como indicadores eletroquimicos por
apresentar um comportamento transitério de oxidacéo e redugao em funcéo da
transferéncia de elétrons da superficie do eletrodo para a sonda redox
(MERSAL, 2009; YOGESWARAN; CHEN, 2008).

Entre os mediadores eletroquimicos mais utilizados encontra-se o azul
de metileno (MB), molécula de baixo peso molecular carregada positivamente
que pode ser facilmente reduzido por dois elétrons a leucometileno, este
processo pode ser monitorado facilmente por voltametria ciclica (CV) ou
voltametria de pulso diferencial (DPV) e tem sido o principios de muitos
aptassensores desenvolvidos até o momento (CHEN et al., 2013; YANG et al.,
2014). O azul de metileno (MB) apresenta a capacidade de se intercalar as
moléculas de DNA através da interagdo com suas bases guaninas, a auséncia
do ligante permite com que o MB ligue-se com alta eficiéncia ao DNA
produzindo um forte sinal eletroquimico, enquanto que a presencga do ligante
forca a saida do indicador redox ou dificulta a interagdo do mesmo, produzindo
um sinal consequentemente menor (BANG; CHO; KIM, 2005; KHEZRIAN et al.,
2013).

Desde o surgimento do primeiro aptassensor diversas abordagens tém
sido observadas, verificando-se nos ultimos anos uma crescente nos tipos de
transdutores empregados assim como nos tipos de analito investigados.
Moléculas como adenosina e ocratoxina A sao recorrentes nos trabalhos
publicados (JIANG et al., 2014; PRABHAKAR; MATHARU; MALHOTRA, 2011;
XING et al., 2012), mas sem duvida, os aptassensores para trombina humana
ganham destaque especial, grupos de pesquisa ao redor do mudo buscam a
construcao de sensores cada vez mais sensiveis visando a deteccdo rapida
deste analito(SINHA et al., 2014). Entretanto, observa-se pouco empenho na
construcdo de aptassensores voltados para o monitoramento de marcadores
cardiacos e neste campo os imunossensores parecem dominar. Isto deve-se

em parte a natureza da biomolécula analisada, como a maioria dos marcadores
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utilizados até os dias de hoje sao proteinas, a utilizacdo de anticorpos
especificos no monitoramento destes, se apresentam como alternativa de

escolha.

A capacidade que os aptameros apresentam de se ligar a alvos
especificos, incluindo proteinas, fornece uma alternativa na construcdo de
biossensores voltados ao monitoramento dos indicadores de necrose cardiaca.
Devido as suas caracteristicas e vantagens sobre os anticorpos, os
aptassensores sao capazes de competir com os imunossensores na detecgao
de cTnT, atualmente o marcador mais utilizado devido a sua especificidade.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver um aptassensor eletroquimico para deteccao rapida de
troponina cardiaca T.

4.2 Objetivos Especificos

= Modificar o eletrodo de carbono com a finalidade de obter melhor
estabilidade, reprodutibilidade e resposta amperométrica;

= Padronizar as modificagbes realizadas no eletrodo, permitindo a ligagao
do aptamero a superficie de forma irreversivel

= Caracterizar a superficie através do comportamento eletroquimico
observado, assim com através das técnicas de microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

= Testar a viabilidade do aptdamero quanto ao reconhecimento do elemento
biologico

= Estabelecer a curva de calibracado para identificacdo de niveis séricos de
troponina

= Construir comparativos de especificidade com moléculas biolégicas nao
especificas para o aptamero utilizado.
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Abstract

A simple and sensitive label-free aptasensor for cardiac troponin T
(cTnT) detection was successfully developed. For this purpose, it was chosen a
DNA aptamers modified with amino group (NH2-ssDNA) specific to bind cTnT
with  a high specificity and stability. Herein, silver nanoparticles
electrochemically synthesized and cysteine were used to modify the electrode,

providing binding sites for aptamer immobilization. The optimum conditions for
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immobilization of the aptamer and target recognition were investigated by cyclic
voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV) technique. The
aptasensor achieved a low limit of detection (0.1 ng mL™") and a linear range
between 0.1 and 10 ng mL™" cTnT, significant for acute myocardial infarction
diagnosis. Good reproducibility was obtained by the proposed aptasensor
supported by a coefficient of variation of 4%. The silver nanoparticles
incorporated to the electrode surface improved the reproducibility, while the
aptamer secured the sensitivity of the biosensor. The sensor was also tested for
human serum samples presenting a good agreement with the ECLIA methods
at 95% confident level. This point-of-care approach presents a great potential
for use in several situations releasing the aptasensor for use in the cardiac

troponin detection.

Keywords: Aptamer; Silver Nanoparticles, Cardiac Troponin and Myocardial

Infarction

1. Introduction

Acute myocardial infarction (AMI) belongs to a group of heart disorders
commonly known as heart attack. According to the World Health Organization
(WHO) it is one of the most serious diseases in the world responsible for
approximately 17 million of deaths in 2012 (Qureshi et al., 2012; WHO, 2014). It
is known that the survival rate for patients hospitalized with AMI improves if
treatment begins within 1 h after the heart attack (Zhang et al., 2014).
Therefore, early diagnosis and prompt medical response are of paramount

importance for patient survival.
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The new guidelines for diagnosis of AMI are based on the following
criteria: clinical history of ischemic chest discomfort, ST elevation/depression in
electrocardiogram and a rise in blood testing of cardiac necrosis markers
(Gomes-Filho et al., 2013). In the past, proteins such as creatine kinase (CK-
MB) and myoglobin (MYO) were applied to evaluate the levels of cardiac injury.
Nnowadays molecules more specific and sensitive have been proposed.
Cardiac Troponin T (cTnT) is one of theses molecules with high
cardiospecificity, essential for excitation—contraction coupling and regulation of
cardiac output. When the heart cells are damaged their integrities are lost
releasing cTnT into the bloodstream. The cTnT concentration in blood increases
quickly within 3 to 4 h after onset of the AMI and could be elevated up to 14
days after the acute episode (Silva et al., 2010). Theses serum levels of cTnT
have been important as clinical indicator for myocardial damage associated with

the acute infarction (Asumda and Chase, 2012; Thygesen et al., 2000) .

Some methods have been used in the detection of cardiac biomarkers,
including Enzyme  linked immunesorbent  assay  (ELISA) and
Electrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA). However, they involve
several steps and qualified personnel hindering a rapid diagnostic in the cardiac
emergence. Biosensors based on aptamer (aptasensors) can be an alternative,
which in combination with electrochemical techniques can provide the simplicity
and speed required. Including traditional advantages such as high-fidelity,
adaptability to previous portable systems, and its possibility of becoming a

point-of-care testing (Zhao et al., 2011).

Aptamers are synthesized single-stranded DNA (ssDNA) or RNA

(ssRNA) oligonucleotides (typically <100mer) that can bind to a variety of target
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molecules with high specificity and affinity. Their advantages also include
stability and easy chemical modification allowing applications in different
assays. The aptasensors applications have been proposed for different
analytes, for instance, adenosine deaminase (ADA) (Hu et al., 2014); ultratrace
of ochratoxin A (Chen et al., 2014) and human thrombin (Sinha et al., 2014),

though, is not observed aptasensors foucused in cardiac biomarker detection

Recently, many materials for aptamers immobilization have been
reported such as on carbon nanotubes (e.g., single-, double-, and multi-walled);
graphene oxide; carbon microfibers based on the principle of m—1T stacking
interaction between ssDNAs and especially gold and silver nanoparticles (Guo
et al., 2011; Sheng et al., 2011; Yang et al., 2011), these has been widely used
as biosensor support because they are easily synthesized; have large specific
surface area; high chemical stability; favorable biocompatibility; good
conductivity, and high affinity of binding to amine/thiol-containing molecules

(Jiao et al., 2013).

Herein, to construct a cTnT aptasensor, the carbon paste electrodes
screen-printed were electrochemically modified with silver nanoparticles and the
aptamer was immobilized onto nanostructured surface. In order the aptamer
allowed to recognize the human cTnT, providing sensibility and reliable
response. Configuring it as an innovative electrochemical method for early

diagnosis of myocardial infarction.

2. Experimental sections

2.1 Materials and reagents
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Silver nitrate, Sodium citrate tribasic, Cysteine, N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), N-Hydroxysuccinimide (NHS) were
purchased from Sigma-Aldrich (USA). The cTnT was obtained from Calbiochem
(San Diego, USA) whereas Troponin DNA aptamer conjugated with 5’-primary
amine (NH2-ssDNA) from OTC biotech (Texas, USA). The aptamer was
resuspended and dissolved in ultrapure water and kept at 23 °C (room
temperature) for 24 hours. Ultrapure water (18 MQ cm) used to prepare all
solutions was obtained from a Milli-Q water purification system (Millipore Inc.,

Billerica, USA).

The serum samples used in this work consisted of five samples from
voluntary donors, kindly provided by Oswaldo Cruz Hospital of the Pernambuco
University, according to the ethics committee’s recommendations. The serum

samples were collected from venous blood and immediately stored at - 20 °C.

2.2 Apparatus and measurements

The electrochemical analysis was carried out with an Autolab
Potentiostat/Galvanostat (PGSTAT128N) that was equipped with NOVA (1.9)
software. The voltammetry experiments were performed with screen-printed
three-electrode system with a carbon working electrode (surface area of
approximately 5 mm?), a carbon auxiliary electrode and an Ag/AgCl reference
electrode. Differential pulse voltammetry (DPV) and the cyclic voltammetry (CV)
method were used for the electrochemical signal analysis. The DPV
measurement was performed in the Tris-HCI (20 mM, pH 7) buffer for

methylene blue oxidation under the analysis following conditions: a potential
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sweep between -0.8 and 0.0 V with a scan rate of 100 mVs™'. The CV
measurement was performed in 0.2 M phosphate buffer, pH 7.4, containing
0.137 M NaCl (PBS buffer) using the range potential between -0.8 and 1.0 V

with scan rate of 100 mVs™.

2.3 Electrosynthesis of silver nanoparticles

The synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) was carried out
electrochemically onto the surface of the screen-printed electrode (SPE) aiming
to increase the conductivity of system and to provide binding sites to aptamer
immobilization on electrode surface, For this purpose 5 ul of aqueous solution
containing 0.5 mM of silver nitrate and sodium citrate was added upon working
electrode surface. The synthesis with cyclic voltammetry (CV) was performed
employing a potential ranging from -0.5 to 0.0 V at scan rate of 100 mVs™ for 10

cycles.

2.4 Aptamer immobilization

The immobilization process occurred using cysteine as a chemical arm.
For this purpose 5 uL of 10 mM cysteine were added to working electrode
surface for 5 minutes and finally washed with ultrapure water. After that, it was
employed the carbodiimide procedure to activate the carboxyl group of cysteine
that was treated with coupling EDC-NHS for 15 minutes and immediately
washed with ultrapure water. Finally, 5 uL of NH-ssDNA was added onto the

working electrode surface for 15 minutes and washed ultrapure water yielding
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the complex NH2-ssDNA/AgNPs/SPE. An illustrative scheme of the aptasensor

construction process is shown in Fig. 1. All incubations were performed at 23°C.

2.5 Aptasensor performance

The NH2-ssDNA/AgNPs/SPEs aptasensors were incubated with 5 uL of
cardiac troponin for 20 minutes followed by three-washings with ultrapure water.
The electrochemical responses were obtained by methylene blue
electrochemical reduction: 5 uL of methylene blue was dripped onto working
surface for 5 minutes on the complex cTnT/NH2-ssDNA/AgNPs/SPE under the
following conditions: a potential sweep between -0.8 and 0.0 V with a scan rate

of 100 mVs™.

3. Results and discussion
3.1.  Characterization of silver nanopatrticles

The morphology of the AgNP was analyzed by Scanning Electron
Microscope (SEM) and can be seen in Fig. 2. The bare electrode presented a
smooth surface (Fig. 2A), while in the Fig. 2B it is possible observed an irregular
surface, this roughness represents the silver nanoparticles grown on the bare
electrode. An improvement of the electrochemical signal and the stability of

working area have described for silver nanoparticles (Kar et al., 2013).

The electrochemical synthesis of silver nanoparticles was performed in
the presence of sodium citrate as stabilizer, which is necessary to protect the

growth of the silver particles through aggregation. This approach does not
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involve any harmful chemicals, or cumbersome treatments as well as does not
involve external energy input. Herein, the difference of potential applied on the
electrode was used as “reducing agent” promoting the reduction of silver ion
and allowing the formation of nanoparticles, the scan range used possible to
form a uniform and dense coverage, probably due to potential to more negative
values clearly affects the rate of the nucleation process (Cheng et al., 2014;
Khan et al., 2013; Siek et al., 2013)

Based on the Fig. 3, it was possible to observe the electrochemical
behavior promoted by silver nanoparticles. The synthesis of AgNP on the
electrode surface increased the value of currents peaks (Fig. 3A), while this
peak is not observed in the bare electrode (Fig. 3B), this suggests that AgNPs
improves the electron transfer between the metal ion and the electrode
modified, promoting good electrochemical stability and contributing to the
development of sensors more sensitive, stable and reproductive (Taleb et al.,

2013)

3.2.  Electrochemical analysis of the aptasensor

For analysis of the aptasensor, it was tested with regard to the
recognition of their ligand, the cardiac troponin. For this, it was performed, the
process of immobilization of the cardiac troponin T on the NH2-
ssDNA/AgNPs/SPE complex.

The process of immobilization of the NH2-ssDNA onto AgNPs/SPE was
achieved with assistance of the cysteine. The cysteine is a thiolated amino
acid considered as a suitable agent for nanoparticles capping due to the

presence of a thiol group (-SH), which have high affinity for binding to the
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nanoparticle surface, and other free functional groups (-NH2 and -COOH) that
can be used for the immobilization of biomolecules (Upadhyay and Verma,
2014). Herein, the amino groups of the aptamer was able to establish a link
with the cysteine carboxylic acid group, while the cysteine thiol group was
bound to the silver nanoparticle surface via thiolated linkage, providing a
covalent coupling strategy between AgNPs and the NH2-ssDNA (Upadhyay
and Verma, 2014; Zhang et al., 2013). The goal of this procedure was permit a
stable connection of the aptamer upon the electrode surface, thereby ensuring
the veracity of the sensor response.

In addition, it was used cyclic voltammetry (CV) to evaluate the
electrochemical behavior of the working electrode (Fig. 4). The AgNP/SPE
modified electrode presented a current peak at 90 pyA. The great current value
obtained, occurred due to silver nanoparticles (Kar et al., 2013; Kashefi-
Kheyrabadi and Mehrgardi, 2012; Wang et al., 2012). After the immobilization
of the aptamer, the current peak decreased because of the interaction
between the Ag” ions of the nanoparticles and the DNA bases of the aptamer
(Basu et al., 2008; Hossain and Huq, 2002; Liu et al., 2012). The large number
of negative phosphate groups present on the aptamer molecule, hinder the
diffusion of negatively charged redox molecule toward surface, decreasing the
electrochemical signal generated. (Dias et al., 2013; Liu et al., 2011; Shi et al.,
2014).

It is also observed (Fig.4) that the peak potential shifted positively when
the aptamer was immobilized, indicating that the aptamer was interspersed in

the nanoparticles grid (Xu, 2007). The same behavior was seen with the
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cysteine, although does not contribute effectively for an alteration of current
peaks value.

Subsequent, it was tested the target capture experiments with the
specific targets. The electrodes were evaluated using differential pulse
voltammetry (DPV) by methylene blue electrochemical reduction. The DPV
technique was used because it provides lower detection limits than the ones
obtained by potentiometric stripping analysis and square wave voltammetry (Li
et al., 2013). Methylene blue (MB), an aromatic heterocycle molecule, is often
employed as an electrochemical “indicator”. The specific interaction of MB with
DNA guanine bases enables the scanning on the aptamer surface, producing
a large electrochemical signals when the aptamer is free, while the target
interaction led to significant signal attenuation (Khezrian et al., 2013; Pan et
al., 2007; Wang et al., 2010).

In figure 5, it is possible to observe that in DPV analysis, the NH2-
ssDNA/AgNP/SPE electrode presented current peak near 30 uA. When the
cTnT was bound to the aptamer immobilized, there was a decrease of the
current peak to near 15 YA, representing about 50% of reduction on the peak
value observed. This is justified by the complex formed, analyte-aptamer,
which interrupted the electron transfer process, indicated by the decrease of
current peak of DPV signal in the presence of cTnT (Khezrian et al., 2013; Qin

etal., 2012).
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3.3 Optimization of the experimental conditions

Since the maximum loading amount directly influences the aptasensor
sensitivity, the aptamer concentration of the sensing interface must be
optimized. Different concentrations of aptamer (from 0.1 to 2 uM) prepared in
ultrapure water were immobilized on the work electrode surface to evaluate the
optimal concentration, for this, was used the cyclic voltammetry technique. The
aptasensor response showed a maximal concentration at 1 uM aptamer, as a
result of the aptamer-nanoparticles equilibrium required (Fig. supplementary 1).
Thus, this concentration was chosen for the remaining experiments.

Immobilization time also exerts an important influence on the analytical
performance of the aptasensor. Studies of the immobilization time effect (Fig.
supplementary 2) were carried out with the electrode surface incubated in
aptamer solution (1 uM) for 5, 15, 30, 45 and 60 minutes. The analytical
response of the AgNP/SPE was evaluated by cyclic voltammetry technique, a
greater immobilization was obtained at 15 minutes, which was chosen for
subsequent experiments.

As the cyclic voltammetry analysis are based on decrease of the peak
value, for represents a great amount of aptamer immobilized on the electrode

surface, the current values in both figure supplementary are in current delta.
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3.3. Analytical response of the aptasensor
Calibration curve was obtained by using the differential pulse
voltammetry technique. The incubation with different concentrations of cTnT,
was analyzed at potential sweep between -0.8 and 0.0 V, this potential involves
monitoring of the electrochemical reduction signal of MB, which increases in the
presence of DNA aptamer due to the interaction of MB with guanine bases.
When cTnT is linked with aptamer the signal decreases. This reduction is
attributed to the steric inhibition of the reducible groups of MB between the
cTnT-aptamer complex. According to the Fig. 6, it is possible to observe that
with decreasing concentration of the complementary target, there is a
proportional decrement in the current delta value. A linear range between 0.1
and 10 ng mL™" ¢TnT was obtained, indicating a good analytical performance
(R? = 0.99558, n=5, p < 0.0001) (Fig. 6). Limit of detection (LOD) calculated
according to ANVISA was found to be approximately 0.1 ng mL™' c¢TnT. This
aptasensor showed itself capable of evaluating cTnT in the range of the cardiac
infarction myocardial based on the WHO criteria from the 1970s, which the
cutoff value for cTnT is 0.1 ng mL™".
In order to test the specificity of the aptasensor, additional tests were
conducted with non-complementary targets. The Fig. 7 shows that the signal
generated through non-specific target is similar to the signal obtained with only

the immobilized aptamer.
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This fact occurred showing that the aptamer selected is really specific
only for the cardiac troponin T and ensures the quality of the process of
immobilization, thus proving the specificity of the biosensor. The reproducibility
of the aptasensor response was evaluated by using six different electrodes
incubated with 1 ng mL™ cTnT, the best concentration shown above, obtaining

an excellent reproducibility with coefficient of variation CV= 4%.

3.4 Aptasensor response to the human serum samples

To accomplish the cTnT calibration plot in real samples, 5 yL human
serum was pipetted on the electrode surface and the electrochemical analysis
were done. In order to prevent fluctuations on the electrochemical responses
resulting from evaporation of samples, a moist chamber was used in all
incubation procedures. The amount of cTnT in the serum samples was
previously measured by a Roche Elecsys 2010 Immunoassay Analyzer, which
is based on ECLIA method. The cTnT measurements of this aptasensor were
performed with serum samples not diluted, the same, presenting a good
agreement with the ECLIA methods at 95% confident level when the paired t-
test was applied. As shown in Fig. 8, the calibration plot exhibited a good linear
correlation between 1 and 5 ng mL™" ¢TnT (R? = 0.99363, n = 5, p <0.0001).
This method has the advantage of being more practical, more easily portable

and does not require chemical mediators to obtain the response.
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4. Conclusions

A SPE specific to cardiac troponin T detection based on AgNPs was
successfully developed. The designed aptasensor is a simple, efficient and
sensitive method to detection cTnT as it was demonstrated. The incorporation
of the AgNPs onto SPE surface promoted an increase of the electroactive area,
an improved of the kinetic electron transfer, as well as an enhancing stability,
while the aptamer provided the great reproducibility and sensitivity of the tip
sensor. The sensor performance presented in this work emerges as a strategy
suitable for the rapid, on-site and screen-out analysis of the cTnT. This
technology is attractive for mass production, with the advantage of being
relatively cheaper and more practical than others test like ECLIA and RT-PCR,

opening new ways for an early diagnosis of the acute myocardial infarction.
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Legends to Figures

Fig.1. Schematic diagram of the aptasensor in the successive steps. (a) Bare
electrode, (b) Synthesis of silver nanoparticles, (c) Assembly of the cysteine
film, (d) Activation via EDC/NHS, (e) Immobilization of Aptamer

Fig. 2. SEM images of the bare electrode (A) and nanoestructured surface with
silver nanoparticles (B). The a and b images with 6,000 magnification.

Fig. 3. Cyclic voltammograms of the sensor platform modified with silver
nanoparticles (A), compared with bare electrode (B).

Fig. 4. Cyclic voltammograms profile of the screen-printed electrode with
AgNPs (a), Cysteine/AgNP (b) and NH2-ssDNA/Cysteine/AgNP (c). Scans
performed in 0,2M of PBS buffer, pH7.4, at 100 mVs™ scan rate.

Fig. 5. Differential pulse voltammograms profile of the aptasensor without cTnT
(A) and with cTnT (B). Scans performed in 20mM of Tris-HCI buffer, pH7, at 20
mVs™ scan rate.

Fig. 6. Calibration curve of the aptasensor. The measurement was performed in
the Tris-HCI (20 mM, pH 7).

Fig. 7. Differential pulse voltammograms profile of the specificity test. Aptsensor
without the target (a), aptasensor with non-specificity target (b) and Aptasensor
with specificity target (cTnT) (c). Scans performed in 20mM of Tris-HCI buffer,
pH7, at 20 mVs™ scan rate.

Fig. 8. Linear response of aptasensor to the serum samples in different
concentrations of cTnT measured by ECLIA methods.

Fig. supplementary 1. Effect of the aptamer amount immobilized on the
nanostructured surface in the aptasensor response measured

Fig. supplementary 2. Effect of the aptamer immobilization time on the
nanostructured surface in the aptasensor response measured.
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Fig. 5.
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Fig. 7.
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Fig. supplementary 1.
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CONSIDERACOES FINAIS
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Consideragoes Finais

A préxima etapa do nosso estudo sera verificar se o aptasensor
estudado é capaz de detectar troponina T cardiaca em amostras de sangue
total, além de trabalharmos seu limite de deteccdo, visando valores mais

baixos, proximos aos métodos considerados padrao ouro.
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Abstract

An ultrasensitive electrochemical DNA biosensor for Human
Papillomavirus (HPV) type 34 and 73 specific detection was developed and
tested with real samples. For the proposed biosensor, it was synthesized a
conductor nanocomposite with nanofibers of polyaniline self-doped with sulfonic
acid, silver nanoparticles and graphene oxide. The optimum conditions for
immobilization of HPV probe and target recognition were investigated. The
specificity was tested with the complementary (range from 1.0 x 10" up 1.0 x
107® M) and non-complementary targets applying differential pulse voltammetry
method (DPV) and cyclic voltammetry method (CV). The hybridization detection
presented a high sensitivity with a detection limit of 5.967 x 10" M. The
performance of this biosensor was also evaluated with DNA extracted from
samples. The results confirm the specificity and sensitivity of the biosensor to
34 and 73 types and it can be used like portable biosensors to assist in early

detection of HPV infection.

Keywords: Electrochemical biosensor; Human Papillomavirus; Graphene

Oxide; Nanofibers of Polyaniline; Silver Nanoparticles
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Abstract

The marker currently used for prostate cancer (CaP) detection is prostate-
specific antigen (PSA). However, the PSA test that may give false positive or
negative information, is not reliable and does not allow the differentiation of
benign prostate hyperplasia (BPH), non-aggressive and aggressive CaP. Thus,
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there is an urgent to improve the early detection and accuracy of CaP
diagnosis. In this way, the aim of this work was to development a new
biosensor platform for the differential diagnosis of CaP. For this purpose,
polypirrole was first electrodeposited on the gold electrode surface to form film.
Subsequently, 0.5uM CaP-specific probe was immobilized on the electrode
surface with Polypirrol film. The measurement of biosensor was based on the
reduction signals of methylene blue (MB) before and after hybridization between
probe and DNA extracted from clinical samples. The results showed that in the
presence of positive sample of CaP, the electrochemical signal decreased
compared to the CaP probe immobilized on modified-electrode (from 0.96 pA to
0.23 pA), which confirmed the occurrence of hybridization in the proposed
detection system. The specificity of the biosensor was studied by the incubation
of the non-complementary sample and mix-sample (CaP probe and other). On
the other hand, the interaction between the mix-sample and probe modified-
electrode lead to a significant decrease in the current peak (from 0.96 pA to
0.27 pA), indicating that there is hybridization when the CaP is present in the
sample. These results enable the development of the new portable detection
system for CaP, helping in making an affective diagnosis in the early stages of

cancer.

Keywords: Electrochemical DNA biosensor; Prostate Cancer; Screen-printed
electrode; polypirrole
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