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RESUMO

A deteccdo eletroquimica da interacdo antigeno-anticorpo nos imunossensores nao marcados,
convencionalmente, utiliza-se espécies eletroativas de sondas redox para realizacdo das
leituras amperométricas. O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico baseado em um filme nanocompoésito com propriedades redox
para deteccdo direta do peptidio natriurético do tipo B (BNP), importante marcador da
insuficiéncia cardiaca (IC). A presenca de mediadores de elétrons ancorados intrinsecamente
no filme nanocomposito permite que estes sensores sejam operados em um potencial menor,
reduzindo a possibilidade de interferéncias nas analises. Dentre os diferentes nanomateriais
utilizados, os nanotubos de carbono (NTCs) tém se destacado devido a sua elevada relacao
razdo de aspecto e reatividade quimica com diferentes mediadores redox. Para construcao da
plataforma sensora, eletrodos impressos foram modificados com uma solucdo de NTCs
carboxilados funcionalizados com Ftalocianina de cobalto (NTCs-FtCo), utilizando a técnica
de “dip-coating”. Em seguida, os eletrodos com filme nanocomposito foram modificados
com uma solucdo de etilenodiamina (EDA) para imobilizacdo dos anticorpos anti-BNP via
porcdo Fc. Os grupos ndo-reativos da superficie apos a imobilizacdo foram blogueados com
uma solucdo de glicina. A caracterizagdo eletroquimica do sensor foi realizada usando as
técnicas de voltametria ciclica e voltametria linear. Analises por Espectroscopia por
Transformada de Fourier (FTIR) foram empregadas para avaliacdo do processo de formacéo
do nanocomposito de NTC-FtCo-EDA. O filme obtido sobre a superficie dos eletrodos
impressos apresentou boa estabilidade quando submetido as sucessivas leituras voltamétricas.
Ensaios para padronizagdo da concentragdo do anticorpo anti-BNP imobilizado e tempo de
interacdo antigeno-anticorpo foram realizados e otimizados. A resposta analitica do
imunossensor para as diferentes concentracées do BNP (10 — 1000 pg/mL) foi obtida atraves
do método de voltametria de varredura linear em solucdo de KCI (0.1 M), dispensando o0 uso
de sonda redox na solucéo eletrolitica. O dispositivo proposto apresentou boa linearidade ( r =
0,9966; p < 0,01; n = 6) para determinacéo eletroquimica do BNP, apresentando um limite de
deteccdo de 3 pg/mL. O imunossensor desenvolvido apresentou sensibilidade para a deteccdo
livre de sonda redox do BNP, representando uma potencial ferramenta para aplicagdo como
teste rapido no diagnostico das doencas cardiovasculares.



Palavras-chave: Ftalocianina De Cobalto. Imunossensor Nacompdsito Eletrocatalitico.
Insuficiéncia Cardiaca. Peptideo Natriurético Do Tipo B.



ABSTRACT

Electrochemical detection of the antigen-antibody interaction in unlabeled immunosensors
conventionally uses electrode redox probes to perform the amperometric readings. The
invention describes the development of an electrochemical immunosensor based on a
nanocomposite film with redox properties for the direct detection of type B natriuretic peptide
(BNP). The presence of electron mediators anchored intrinsically in the nanocomposite film
allows these sensors to be operated at a lower potential, reducing the possibility of
interferences in the analyzes. Among the different nanomaterials used, carbon nanotubes
(NTCs) have been outstanding due to their high ratio of aspect ratio and chemical reactivity
with different redox mediators. For the construction of the sensor platform, printed electrodes
were modified with a solution of carboxylated NTCs functionalized with FtCo (NTCs-FtCo),
using dip-coating technique. Then, the electrodes with nannocomposite film were modified
with a solution of ethylenediamine (EDA) to immobilize the anti-BNP antibodies via the Fc
portion. The non-reactive groups of the NTC-FtCo-EDA film were blocked with a glycine
solution (100 mM) prepared in PBS buffer (10 mM, pH.9.0). The electrochemical
characterization of the sensor was performed using the techniques of cyclic voltammetry and
linear voltammetry. Fourier Transform Spectroscopy (FTIR) analyzes were used to confirm
the NTC-FtCo-EDA nanocomposite construction process. The film obtained on the printed
electrode surface showed good stability when subjected to successive voltammetric readings.
Assays for standardization of immobilized anti-BNP antibody concentration and antigen-
antibody interaction time were performed and optimized. The analytical response of the
immunosensor to the different concentrations of BNP (10 - 1000 pg / mL) was obtained by
the linear scanning voltammetry method in KCI solution (0.1 M), avoiding the use of redox
probe in the electrolyte. The proposed device presented good linearity with r = 0.9966 (p
<0.01; n = 6) for the electrochemical determination of BNP, with a detection limit of 3 pg /
mL. The developed immunosensor presented excellent sensitivity for the free detection of
BNP redox probe, representing a potential tool for application as a rapid test in the diagnosis

of cardiovascular diseases.

Keywords: Cobalt Phthalocyanine. Carbon Nanotubes. Polyethylenediamine. Cardiac
Insufficiency. Type B Natriuretic Peptide.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) permanecem como a principal causa de
mortalidade no mundo, sendo responsaveis por cerca de 30% de todas as mortes. Dentre as
diferentes apresentagdes das DCVs, a insuficiéncia cardiaca (IC) tem importante destaque na
sua contribuicdo para a morbimortalidade do paciente, sendo a via final de todas as injurias
que acometem o coracdo (WHO, 2017). De acordo com as projecdes da “American Heart
Association” (AHA), a prevaléncia da IC aumentara 46% de 2012 a 2030, resultando em mais
de 8 milhGes de pessoas maiores de 18 anos com IC. Esse aumento na prevaléncia deve-se
provavelmente ao aumento da expectativa de vida, uma vez que a IC acomete de forma
preponderante faixas etarias mais elevadas (HEIDENREICH et al., 2013).

A IC é uma sindrome de alta complexidade, caracterizada pela reducdo do débito
cardiaco, devido as alteragdes na estrutura e funcdo do coragdo que dificultam o
bombeamento sanguineo suficiente para atender as necessidades metabolicas dos tecidos. O
diagnostico da IC ocorre na maioria das vezes baseado na histéria clinica do paciente, na
sintomatologia e no exame fisico. Dessa forma, reconhecer os sintomas e fatores de riscos da
IC sdo essenciais para garantir o diagnéstico precoce e tratamento adequado.

Para diagndstico da IC sdo realizados exames como a radiografia de torax,
eletrocardiograma (ECG) e exames laboratoriais para dosagem do peptideo natriurético do
tipo B (BNP). A associacdo da dosagem do BNP ao exame clinico aumenta a acuracia
diagnostica, de modo que, em situacdes de davida no exame clinico, o BNP pode ser utilizado
para descartar a IC. O BNP é um importante biomarcador da funcdo cardiaca, sendo um
preditor independente de eventos cardiovasculares e de mortalidade em diferentes populages.
Em pacientes com fracdo de ejecdo normal, valores do BNP acima de 100 pg/mL indicam
forte predicdo de disfuncgdo diastolica grave (JORGE et al., 2014).

Na busca de desenvolver novas tecnologias para diagnéstico da IC, os biossensores
surgem como importantes ferramentas analiticas, por sua alta sensibilidade, praticidade,
possibilidade de analise em tempo real, resposta rapida e compatibilidade com as tecnologias
de producgdo de sensores em larga escala. Biossensores sdo dispositivos analiticos compostos
por um componente bioldgico conectado a um transdutor, sendo este capaz de converter o
sinal bioquimico gerado pela reacdo com o analito de interesse em um sinal elétrico
mensuravel. Quando nestes dispositivos sdo utilizados como biorreceptores antigenos ou

anticorpos, 0s mesmos séo classificados como imunossensores.
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Diferentes tipos de transducdo podem ser utilizadas em imunossensores (6tica,
piezoelétrica, térmica, eletroquimica), na qual sua escolha depende da natureza das reagdes
entre o biorreceptor e o analito. Devido as reacGes antigeno-anticorpo nao gerarem especies
eletroativas, muitos imunossensores eletroquimicos utilizaram a estratégia de quantificar os
imunocomponentes, a partir das reagdes bioquimicas decorrentes de anticorpos ou antigenos
conjugados as enzimas. Entretanto, estes imunossensores apresentam limitagdes semelhantes
aos imunoensaioenzimaticos, tais como demora no tempo de anélise, envolvimento de varias
etapas de incubacdo e custos elevados. Na tentativa de superar tais limitacGes, 0s
imunossensores ndo marcados substituiram os conjugados por solucdes redox, sendo esses
baseados na diminuicdo da difusdo das espécies eletroativas na superficie sensora, decorrente
das biomoleculas identificadas, visto que estas sdo de natureza isolante. Esta diminuicdo da
difusdo pode ser detectada por técnicas amperomeétricas ou impedimétricas, por exemplo.

Apesar de grandes avancos, uma das limitaches desses imunossensores
eletroguimicos ndo marcados estd na impossibilidade de medida em tempo real,
principalmente em amostras biologicas (soro, sangue total, urina, etc), uma vez que ha
necessidade de retirad-las para realizacdo das leituras na presenca de espécies eletroativas
(sonda redox) para geracao do sinal elétrico. Nas ultimas décadas, os nanotubos de carbono
(NTCs) tém sido um importante agregado no desenvolvimento de imunossensores, sobretudo
os eletroquimicos. Por apresentarem excelentes propriedades eletroanaliticas, tais como alta
condutividade elétrica, estabilidade quimica, elevada razdo de aspecto e grande area
superficial, os NTCs podem contribuir para o aumento sensibilidade e especificidade
diagnédstica. Quando adequadamente funcionalizados, os NTCs permitem imobilizacdo de
biomoléculas de modo orientado e mais estavel, além de promoverem uma maior quantidade
de anticorpos ou antigenos por area eletrodica. A possibilidade de utilizacdo dos NTCs, agora,
com propriedades redox, apresenta-se como uma interessante estratégia para superar as
limitagdes dos sensores ndo marcados. As ftalocianinas metélicas tém sido bastante estudadas
na eletroquimica por suas interessantes propriedades redox. Estas atuam como mediadores de
elétrons para algumas moléculas, funcionando como catalizadores ativos em diversas reacdes
de modo rapido e com pouco gasto de energia. Diante do exposto, nesta tese foi proposto o
desenvolvimento de um imunossensor ndo marcado, livre de sonda redox para detecgédo
eletroquimica direta do BNP. A plataforma sensora foi baseada em um filme de
nanocomposito formado por NTCs funcionalizados com ftalocianina de cobalto (FtCo) e

anticorpos anti-BNP imobilizados via etilenodiamina. As respostas da interagdo do anticorpo
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com as moléculas de BNP detectadas nas amostras foram medidas por alteracdo direta da
corrente elétrica ao potencial de pico catodico decorrente da redugdo da FtCo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver imunossensor eletroquimico livre de marcacéo (label-free) para deteccéo
do peptideo natriurético tipo — B (BNP) baseada em um filme nanocompésito de NTC-FtCo

por medida amperométrica que dispense o uso de solucao de sonda redox.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver uma plataforma sensora empregando eletrodos impressos modificados
com um filme de nanotubos de carbono-ftalocianina de cobalto e etilenodiamina, visando a
aplicacdo em ensaios eletroquimicos;

- Realizar a caracterizacdo quimica do filme utilizando a técnica de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier;

- Imobilizar anticorpos anti-BNP na plataforma sensora;

- Otimizar os parametros experimentais para determinacdo do BNP, como,
concentragdo de anticorpo.

- Estabelecer curvas analiticas do imunossensor para determinacdo do BNP em

amostra padrdo e de soro enriquecido com BNP.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 INSUFICIENCIA CARDIACA (IC)

As DCVs encontram-se entre as principais causas de morte no mundo. Dentre as
DCVs a IC, tem papel importante para a morbimortalidade, sendo a via final de todas as
injurias que acometem o coracdo. A IC caracteriza-se como uma sindrome de alta
complexidade devido ao progressivo aumento do dano do musculo cardiaco e consequente
perda da funcdo de bombeamento por parte dos ventriculos (figura 1) (BOCCHI et al., 2009;
HUNT et al., 2009; BOCCHlI et al., 2013).

Figura 1 - Representa¢do de um coracdo normal (a) e um coracdo com insuficiéncia cardiaca (b).

FONTE: Google imagens (2018).

Cerca de 23 milhGes de pessoas sdo portadoras de IC, a cada ano 2 milhdes de novos
casos sdo diagnosticados, tornando-se a primeira causa de internacdo hospitalar em pacientes
acima de 60 anos de idade no Brasil. Nos ultimos anos, a prevaléncia da IC vem aumentando
em todo o mundo (BOCCHI et al., 2012). Isso ocorre devido ha alguns fatores, como o
envelhecimento da populagdo e os avancos terapéuticos no tratamento do Infarto Agudo do
Miocéardio (IAM), da Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e até mesmo da IC, que
melhoram a sobrevida e, consequentemente, promovem 0 aumento em sua prevaléncia
(BOCCHI et al., 2009). Segundo dados do Departamento de Informética do Sistema Unico de
Saude (DATASUS), em 2012 foram realizadas cerca de 238 mil internacdes por IC, com
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notificagdo de 26 mil 6bitos durante as internagdes (BRASIL, 2017). As projecdes apontam
que a prevaléncia da IC deve aumentar em até 46% de 2012 a 2030, o que resultard em mais
de 8 milhdes de pessoas com IC (NOGUEIRA et al., 2010; BOCCHI et al., 2012). De acordo
com 0 “Brazilian Registry of Acute Heart Failure” (BREATHE), algumas comorbidades
associadas a IC pioram seu prognostico, tais como: i) a fibrilagdo atrial (FA), que atinge cerca
de 20 a 30% dos pacientes com IC aguda; ii) a insuficiéncia renal, que pode chegar a 29,6%,
sendo um marcador de mau progndstico; iii) hiponatremia; iv) niveis elevados de Peptideo
Natriurético Tipo B (BNP); v) mudltiplas internacdes e vi) doenca pulmonar associada
(YANCY etal., 2013; FEOLA et al., 2016).

A IC pode ser dividida em aguda e cronica, a fase aguda esta relacionada ao
parecimento de insuficiéncia inaugural e subita, e a fase crénica da doenca caracteriza-se por
sintomas como fadiga e a dispneia, que tem origem nas alteracGes do musculo esquelético. No
processo fisiopatoldgico da IC inicialmente, o coracdo ndo responde de forma suficiente ao
exercicio, o que levara a uma hipoperfusdo dos tecidos periféricos, consequentemente, o
sangue ndo chegara em quantidade suficiente ao musculo em exercicio, devido ao
bombeamento ineficiente do mesmo. Entdo, na tentativa de manter o debito cardiaco, é
necessario o aumento da pressdo de enchimento ventricular. Este aumento podera levar a
transferéncia de liquido para os alvéolos, o que levard a dispneia. Inicialmente na IC, a
dispneia ocorre apenas em resposta ao esfor¢co, mas com a evolugdo da doenca, ela podera se
manifestar até em repouso. Edemas periféricos surgem como resultado da retencdo de
liquidos, o que pode ser interpretado como um sinal da IC (CLARK, et al, 2005; BOCCHI et
al, 2009).

A IC cronica pode ser classificada em 4 classes, de acordo com a intensidade de
sintomas, como proposto pela “New York Heart Association”. Nessa classificacdo é possivel
analisar o grau de limitacdo imposto pela doenga em relacdo as atividades cotidianas do
individuo. E uma classificacdo de caréater funcional e possibilita avaliar a qualidade de vida do
paciente frente a sua doenca. Na primeira classe, o paciente ndo apresenta sintomas durante as
atividades cotidianas, ou seja, as limitacGes que podem aparecer sdo semelhantes as esperadas
em individuos normais. Na segunda classe, o individuo apresenta sintomas que sdo
desencadeados a partir da execucdo de atividades cotidianas. Na terceira classe, 0s sintomas
ficam evidentes mesmo em atividades menos intensas que as cotidianas, ou seja, apresenta
sintomas ao realizar pequenos esforcos. Na quarta e ultima classe, os sintomas estardo

presentes ainda que o individuo esteja em repouso (SCRUTINIO et al, 1994).
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Além dessa classificagdo funcional, também é possivel classificar a IC com base na
progressdo da doenga, de acordo com dados clinicos e histérico do paciente. Dessa forma, é
possivel avaliar, alem do momento evolutivo da doengca em que o0 paciente se encontra, a
qualidade de vida e o progndstico, estabelecendo prioridades e linhas terapéuticas (BOCCHI
et al, 2009). O nimero de adultos em idade produtiva acometidos pela IC tem crescido nos
ultimos anos, o que tem causado grande 6nus a sociedade, principalmente pelo aspecto
limitante dessa doenca. Com isso, a IC desencadeia grande impacto socioeconémico, podendo
se tornar ainda maior nos proximos anos. A conduta da equipe de saude logo na chegada do
paciente & emergéncia e o tratamento precoce tem papel fundamental na sua recuperacao e
impacto direto sobre a morbidade e mortalidade. Dessa forma, o diagndstico realizado de
forma rapida é essencial para auxiliar na tomada de decisdo por parte da equipe médica
(BOCCHlI et al., 2009).

2.1.1 Diagnostico da Insuficiéncia Cardiaca

O diagnostico clinico da IC pode ser realizado através da utilizacdo dos critérios
clinicos de Framingham, apresentados em 1971, e que atualmente ainda sdo bastante
utilizados. O mesmo visa identificar sinais e sintomas numa classificacdo de critérios maiores
tais como: dispneia paraxistica noturna, turgéncia jugular, creptacdes pulmonares,
cardiomegalia, edema agudo de pulmdo e critérios menores como: edema de tornozelo
bilateral, tosse noturna, dispneia aos esforcos ordinarios, hepatomegalia e derrame pleural.
Para uma confirmacao clinica do diagnostico da IC é necessario a presenca simultanea de pelo
menos dois critérios maiores ou um critério maior e dois critérios menores (MCKEE et al.,
1971; BOCCHl et al., 2012).

Embora o exame clinico seja uma ferramenta bastante usada para um diagnéstico
inicial da IC, o mesmo apresenta uma acuracia intermediaria, uma vez que aos sinais e
sintomas ndo sdo especificos apenas da IC. Isso pode ocorrer devido ao aparecimento de
sintomas isolados, pois 0s mesmos podem ser atribuidos a outras patologias ou até mesmo a
idade avangada do paciente (BOCCHI et al., 2009; BRAUNWALD, 2013).

A avaliacdo inicial do paciente com IC é importante para confirmar o diagndstico,
além de buscar identificar a etiologia e possiveis fatores precipitantes da doenca. Quando
existe a suspeita clinica de IC, ap0s a realizacdo do exame clinico € importante recorrer a

outras formas de diagnostico para assegurar, em definitivo, a presenca da lesdo cardiaca. Os
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exames de primeira linha s@o: o eletrocardiograma, o raio-X e a dosagem do BNP
(BRAUNWALD, 2013).

Pacientes com suspeita de IC, comumente apresentam alteracbes no
eletrocardiograma, tais como fibrilacdo atrial e sobrecarga atrial e/ou ventricular esquerda.
Quando o eletrocardiograma se apresenta completamente normal torna a presenca de IC
provavelmente negativa, principalmente se a presenca da IC tiver origem na disfuncdo
sistélica do ventriculo esquerdo (BOCCHlI et al., 2012; BRAUNWALD, 2013).

O valor preditivo do Raio-x na IC esta associado a sintomatologia tipica da IC ou
guando se tem um eletrocardiograma com alteragcbes. Nesses casos, a presenca de
cardiomegalia e congestdo pulmonar séo achados importantes (BOCCHI et al., 2012).

A utilizacdo de biomarcadores para o diagnostico da IC tem sido amplamente
difundida, como consequéncia surgiram novas pesquisas em busca do biomarcador ideal para
IC. Os biomarcadores podem ser utilizados com a fun¢@o de auxiliar no diagnostico e avaliar
0 prognostico clinico em conjunto com uma analise individual do contexto de cada paciente
(OMLAND, 2009).

A dosagem do BNP é um exame importante no diagndstico da IC, podendo apresentar
pequenas variagfes nas concentracdes séricas nas primeiras horas do aparecimento da lesdo
cardiaca. Embora em pacientes muito idosos é necessario um acompanhamento mais
cuidadoso para verificar alteracdo em exames anteriores, uma vez que 0s niveis de BNP
podem aumentar de acordo com a idade. Em individuos acima dos 75 anos e sem a presenca
de IC, os niveis de BNP sdo duas vezes mais concentrados que a populacdo mais jovem
(BOCCHl et al., 2012; BRAUNWALD, 2013).

2.1.2 Peptideo Natriurético do tipo - B

Atualmente, os peptideos natriuréticos fazem parte dos testes diagndsticos auxiliares
na tomada de decisdo clinica em pacientes que sofrem de IC, os mesmos passaram a ser
estudados na década de 1980, mas s6 foram precisamente descobertos no ano de 1988, em um
tecido cerebral suino. A producdo do BNP ocorre em ambos os atrios e ventriculos por meio
de estimulos de dilatacdo cardiaca, isquemia do miocardio ou pela ativagdo simpatica e do
sistema renina-agiostensina-aldosterona (SILVA et al., 2014). O BNP possui 0 potencial de
apontar o aumento de pressdes elevadas intracardiacas, o que reflete no estiramento das fibras
miocérdicas devido a congestdo (NETO et al., 2004; FRANCIS et al., 2016). Existem duas
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fracBes que podem ser dosadas no sangue, 0 NT-pro-BNP que ¢ a fracdo inativa e 0 BNP que
é a fracdo ativa (VILLACORTA et al., 2007).

O BNP € um polipeptidio com 32 aminoacidos que possui na sua estrutura quimica um
anel peptidico com 17 aminoacidos comuns a todos os peptideos natriuréticos (Figura 2). A
preservacdo desse anel ocorre filogeneticamente e constitui a por¢do onde estdo os hormonios
peptidicos que sdo responsaveis por se ligar aos seus receptores especificos. Além desse anel
peptidico, existem dois bragos projetados cada um com um terminal especifico, no qual em
um esta o terminal NH2 (amina) e o outro COOH (carboxila) (KAWAKOSHI et al., 2004).

Figura 2 - Estrutura do peptideo natriurético do tipo B.

FONTE: (KAWAKOSHI et al., 2004).

O BNP ¢ liberado em resposta ao aumento da pressdo de enchimento do ventriculo
esquerdo e ao estresse parietal diastolico final desse ventriculo. Niveis séricos de BNP séao
Uteis tanto para o diagndstico, como para prognostico da IC. Quanto mais elevados os niveis
do peptideo, pior sera a evolucdo do paciente, maior o tempo de internacdo e maior o indice
de mortalidade da doenca (JORGE et al., 2013).

A dosagem de BNP ¢ potencialmente capaz de excluir um diagnostico quando a causa
ndo for cardiaca, o que contribui para uma melhor investigagdo, bem como reducgéo de custos
com exames adicionais como o eletrocardiograma e a ecocardiografia em pacientes com
niveis de BNP abaixo do limiar de corte (ROBERTS et al., 2015). A detec¢do deste marcador
vem sendo amplamente utilizada ao longo dos ultimos quinze anos, tanto para diagnosticar,
quanto para monitorar pacientes com IC, tal aplicagdo tem revolucionado os cuidados clinicos
destes pacientes. 1sso se deve ao fato do tratamento ser melhor direcionado pelo uso de testes
diagnosticos mais sensiveis e especificos, de modo que consequentemente a equipe medica

pode viabilizar a terapia apropriada (SILVA, 2014).
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O BNP possui alta especificidade para o diagnostico da IC. A agencia reguladora dos
EUA (FDA —do inglés “Food and Drug Administration ) determinou um limite de BNP para
decisdo de exclusdo no diagnéstico de IC; assim, pacientes com niveis menores que 100
pg/mL tem o diagndstico da IC descartado. Valores entre 100 e 200 pg/mL de BNP estariam
em uma zona cinza, sugerida como um valor intermediario e de precisdo diagndstica para IC,
nesta situacdo, um ponto crucial sera o julgamento da historia clinica do paciente que
assumird um importante papel na tomada de decisdo pela equipe de saude. A partir de 400
pg/mL servem como confirmacdo de diagnostico, com excecdo dos pacientes acima de 75
anos nos quais o diagnostico é provavel devido ao aumento normal nos niveis de BNP devido
a idade avancada (COSTE et al., 2006; MAISEL et al., 2008; CHOUDHARY et al, 2013).

Os primeiros métodos para determinacdo do BNP plasmatico foram disponibilizados
no ano de 1990, no qual eram usados dois métodos, primeiro, 0 imunoensaio competitivo,
empregando radioimunoensaio (RIA) e, segundo, o imunoensaio de fluorescéncia.
Atualmente, na pratica laboratorial, a deteccdo do BNP é realizada por
imunoensaioenzimatico (ELISA — do inglés “enzyme linked immunosorbent assay”), porém
este é ainda um método demorado e necessita de profissionais capacitados para realizacdo dos
ensaios (AHMED et al., 2014).

Portanto, diante das evidéncias, é possivel identificar que a dosagem desse
biomarcador é determinante para o diagnéstico e prognostico de pacientes com IC, mas ainda
é necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para quantificacdo do BNP em tempo
real, com o objetivo de reduzir o tempo de execucao desses ensaios, sem que haja perda da

especificidade e a sensibilidade dos métodos convencionais.

2.2 BIOSSENSORES

Os biossensores sdo um dos mais atrativos métodos analiticos no ramo da deteccéo
imunoldgica. Destacam-se nas mais diferentes areas como ciéncia forense, industria de
alimentos, diagndsticos clinicos e monitoramento ambiental, por apresentar importantes
caracteristicas, como rapidez, facilidade na execucdo, baixo custo e praticidade (OSMA &
STOYTCHEVA, 2014; HASAN, 2014).

CLARK & LYONS (1962) demonstraram o0 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
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desenvolvidas (RICCI & PALLESCHI, 2005), assim como muitas outras tecnologias de
dispositivos sensores (ARYA et al., 2008; SILVA et al., 2013).

A industria de biossensores tem crescido muito nos altimos anos, bem como o0s
grandes avancos destes dispositivos em aplicagdes clinicas e ndo clinicas. Segundo pesquisas,
em 2013 o mercado de biossensores estava avaliado em 11,39 bilhdes de ddlares e estima-se
que até 2020 possa alcancar 22,68 bilhdes de dolares. O crescimento desse mercado deve-se,
principalmente, ao aumento na demanda dos testes diagndsticos de pronto atendimento ou a
beira do leito, devido ao aumento na prevaléncia de diversas doencas, tais como diabetes,
DCVs, envelhecimento da populagdo e a crescente busca por tecnologias de suporte a salde
(MARKETS & MARKETS, 2015).

Segundo definicdo da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), um
biossensor é um dispositivo analitico capaz de fornecer informacdes quantitativas ou
qualitativas especificas através do uso de um elemento de reconhecimento biol6gico
(biomoléculas) conectado a um transdutor que € capaz de reconhecer o sinal bioldgico e
converter em um sinal mensuravel (HERNANDEZ & OSMA, 2014). Dessa forma, ele é

constituido pelo componente bioldgico e um transdutor como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica dos elementos de composicdo de um Biossensor.
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FONTE: (préprio autor)

A biomolécula € um elemento de reconhecimento do analito de interesse, responsavel
pela seletividade e especificidade dos biossensores. O transdutor é responsavel pela conversao

do sinal bioguimico, resultante da interacdo da biomolécula com o analito alvo, em um sinal
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quantificavel . O nivel de sinal gerado esté relacionado proporcionalmente a concentracdo do
analito (DIAS, 2015).

Em relacdo ao transdutor utilizado, os biossensores podem ser classificados como
eletroquimicos, acusticos ou piezelétricos, opticos e térmicos. O transdutor eletroquimico é
um dos mais utilizados e baseia-se na medicdo das variacdes de uma propriedade elétrica
resultante da interacdo do analito com o biorreceptor. De acordo com a propriedade elétrica
explorada, a deteccdo eletroquimica pode ser podendo ser: amperométrico, condutimétrico,
potenciomeétrico e impedimétrico (STRADIOTTO et al.,, 2003; RABA et al., 2013). O
principio dos transdutores Opticos baseia-se nas variagdes de resposta aos estimulos da luz
como resultado da interacdo do biorreceptor com o analito de interesse. Diversos sistemas
oOpticos utilizam esse tipo de transducdo, tais como os diferentes tipos de espectroscopias,
sistemas de ressonancia de plasmon de superficie (SPR, do inglés “Surface Plasmon
Resonanse”) e interferometria (ABDULHALIM et al., 2007; ABDULHALIM et al., 2008).

Os transdutores piezelétricos detectam variaces de vibracdo dos cristais piezelétricos
em resposta a intera¢do da biomolécula com o analito alvo. Neste tipo de transducéo, o cristal
piezelétrico comporta-se como uma microbalanca que detecta a interacdo biomolécula-
analito. As variacOes de vibracdo dos cristais sdo proporcionais a quantidade de material
adsorvido no evento de bioreconhecimento (PERUMAL & HASHIM, 2014).

Os biossensores também sdo classificados de acordo com o elemento de
biorreconhecimento, pois diferentes moléculas bioldgicas podem ser utilizadas como
biorreceptores em biossensores, tais como enzimas, anticorpos ou antigenos, lectinas, DNA
ou RNA, dentre outros, pode-se subdividi-los em enzimaticos ou de afinidade de acordo com
o tipo de biomolécula empregada e a natureza da interacdo bioquimica que ocorrera com 0
reconhecimento do analito alvo (RABA et al., 2013; BERTOK et al., 2013; PERUMAL &
HASHIM, 2014).

2.2.1 Imunossensores

Os biossensores sdo denominados imunossensores quando anticorpos ou antigenos sao
utilizados como elementos de bioreconhecimento para seus analitos especificos (CONRQY et
al., 2009). O desenvolvimento de imunossensores com boa seletividade e sensibilidade é
possibilitado pela alta afinidade de interacdo do anticorpo com seu alvo antigénico, associada
aos sistemas transdutores (L1 et al., 2013; GOPINATH et al., 2014)
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Os imunossensores podem detectar a formagdo de imunocomplexos na superficie
sensora com alta confiabilidade devido a especificidade e seletividade da interacdo anticorpo-
antigeno (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, fluoréforos 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. J& nos ensaios ndo marcados, a resposta do
imunossensor é obtida diretamente ap6s o evento de biorreconhecimento (QIU et al., 2009;
RAPP et al., 2010; GOPINATH et al., 2014).

2.2.1.1 Técnicas de imobilizacdo dos anticorpos

Na construcdo do imunossensor, uma das etapas essenciais € a incorporacdo estavel
dos antigenos ou anticorpos, pois quando imobilizados, precisam reter a maior parte de sua
atividade bioldgica, fazendo com que o imunossensor possa apresentar sensibilidade
significativa para o analito alvo (CHEN & DONG, 2003).

A técnica usada para imobilizacdo desses anticorpos pode interferir diretamente na
capacidade de reconhecimento antigénico podendo influenciar na sensibilidade analitica do
dispositivo. Como demonstrado na Figura 4, é possivel perceber como a organizacdo dos
anticorpos sobre a superficie sensora afeta diretamente no processo de biorreconhecimento
antigénico, pois a imobilizacdo de modo aleatorio desses anticorpos interfere na interacdo
antigeno-anticorpo-(TRILLING et al., 2013).



26

Figura 4 - Representagdo esquematica da imobilizagdo de anticorpos sobre a superficie sensora.
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FONTE: (SILVA, 2016).
Uma caracteristica desejavel no método de imobilizacdo escolhido é que ele resulte

em um anticorpo imobilizado orientadamente, ou seja, com o minimo de impedimento
estérico, 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).

Na imobilizacdo de anticorpos dois métodos sdo bastante empregados, 0s quais
empregam ligacOes covalentes e ndo covalentes. O método de imobilizacdo ndo covalente é
realizado por adsorcdo fisica, através de ligacOes idnicas, interagdes eletrostaticas, forcas de
Vander Waals e interacdes hidrofobicas. A utilizacdo desse tipo de imobilizacdo é bastante
comum devido a sua simplicidade, embora 0 mesmo tenha um baixo controle sobre a
disposicdo dos anticorpos na superficie sensora, alem de sofrer influéncias devido mudangas
de pH, temperatura e forca idnica do meio (JUNG et al., 2008).

Por outro lado, a imobilizacdo covalente € um método mais estdvel devido a
possibilidade de se controlar a disposi¢cdo dos anticorpos através da utilizacdo de grupos
quimicos mutuamente reativos. Diversos trabalhos na literatura exploram grupos funcionais
presentes no anticorpo, tais como 0s grupos aminos (—NH,), carboxilicos (—~COOH),
hidroxilicos (—~OH) e tidis (—SH). Estrategicamente, a por¢do Fc do anticorpo pode ser usada
para imobilizacdo covalente e orientada, pois os grupos carboxilicos podem interagir com
superficies amino funcionalizadas formando ligagGes amidas (REDEKER et al., 2013).

Alguns compostos quimicos séo utilizados para imobilizagdo de biomoléculas atraves
da exploragéo de seus grupos funcionais, ressalto aqui a utilizacdo da etilenodiamina (EDA),
de formula C,H4(NH>),, a qual é um liquido volatil incolor com odor semelhante a aménia. A

utilizacdo de EDA no desenvolvimento de filmes poliméricos através da deposicdo quimica
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tem sido aplicada em diversas areas como aplicacdo em membranas, sistemas de eletrodos
enzimaéticos, dentre outras aplicacbes (BIEDERMAN et al., 2001; CHOUKOROV et al.,
2004).

Portanto, para o desenvolvimento de tecnologias nesse campo de conhecimento é
essencial a compreensao das interacdes a nivel molecular entre o elemento de modifica¢do da

superficie sensora e a biomolécula utilizada (OLIVEIRA, 2013).

2.2.1.2 Transdutores em Imunossensores

De acordo com o principio de energia envolvida na transducédo, os transdutores nos
imunossensores podem ser classificados em: eletroquimicos, eletromagnéticos: oOpticos e
piezelétricos. O transdutor a ser utilizado, juntamente com o material bioldgico, 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 variacBes das
propriedades fisico-quimicas ocorreriam em funcdo da interacdo, mas também de outros
fatores como tempo de resposta, seletividade e sensibilidade (CHAUBEY & MALHOTRA,
2002; TANG et. al., 2006; WU et al., 2007).

2.2.1.3 Transdutores Eletroquimicos

Os transdutores eletroquimicos oferecerem vantagens como simplicidade, rapidez na
resposta, menor custo, alta sensibilidade e compatibilidade com as tecnologias de micro
fabricacdo 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 da imobilizacdo 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 et al., 2009).

Em geral, os sistemas eletroquimicos séo constituidos por um eletrodo de referéncia,
um eletrodo auxiliar e um eletrodo de trabalho (Figura 5). Esses eletrodos séo conectados a

um potenciostato e imersos em uma célula contendo a solucdo da espécie eletroativa de
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interesse com um excesso de um eletrdlito inerte (eletrolito 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 antigeno-anticorpo,
enquanto o eletrodo auxiliar estabelece uma conexdo com a solucdo eletrolitica
(GRIESHABER et al., 2008).

Figura 5 - Sistema eletroquimico constituido por trés eletrodos: um eletrodo de trabalho, um eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl) e um eletrodo auxiliar (fio de platina) em uma célula eletroquimica com um eletrolito

suporte.
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FONTE: (Proprio autor).

2.3 NOVAS TENDENCIAS EM PLATAFORMAS SENSORAS

No processo de desenvolvimento de imunosensores, aspectos como a adaptacao
qguanto ao tamanho e configuracdo, de modo que facilitem a coleta e analise do analito em
campo, tem atraido bastante interesse. Outro aspecto que também tem chamado atencédo é o
desenvolvimento de plataformas sensoras descartaveis, devido a restricdo ao uso prolongado
de eletrodos a base de carbono convencionais e metalicos, que consequentemente levam a
passivacdo ou degradacdo da superficie sensora necessitando de procedimentos de limpeza

laboriosos. Dessa forma, é importante adaptacdo dos métodos tradicionais a sistemas



29

miniaturizaveis, de modo a facilitar o monitoramento remoto e diminuir os custos do
diagnostico (TSOUTI et al., 2011).

Atualmente, o uso de eletrodos impressos (SPEs, do inglés “Screen-Printed
Electrode”) tem crescido e tornado-se popular por atender as demandas do mercado dos
biossensores, particularmente devido a sua simplicidade e baixo custo (BERGAMINI et al.,
2005; METTERS et al., 2011)

2.3.1 Eletrodos impressos

Diferentes tipos de eletrodos tem sido usados como suporte de imobilizacdo em
imunossensores eletrogquimicos. Dentre os quais, os eletrodos impressos (Els) tem sido
considerados como promissores devido a vantagens atrativas como possibilidade de
miniaturizacdo e facilidade de comercializacdo em larga escala. A tecnologia de confeccédo
dos Els é baseada na impressdo de diferentes tintas condutoras sobre um suporte inerte. A
praticidade em imprimir eletrodos com diferentes areas e espessuras, aliada a facilidade para
modificacdo da superficie sensora, podem promover o aumento na condutividade, area
superficial e transferéncia de elétrons. Gracas a essas vantagens, os Els tem se destacado
como uma das tecnologias mais vantajosas para elaboracdo de testes diagndsticos com
dispositivos portateis (WANG et al., 2008; TALEAT et al., 2014).

O uso de eletrodos impressos (EI) tornou-se bastante atraente para aplicacdes
eletroanaliticas devido a incorporacao do sistema convencional de trés eletrodos: eletrodo de
trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e eletrodo auxiliar (EA), utilizado em diversas
medidas eletroquimicas em um dnico suporte (Figura 6). Essa adaptacdo gerou um dispositivo
com indmeras vantagens em relacdo ao sistema convencional, tais como: dimensdes
reduzidas, portabilidade, de baixo custo e de mono-uso, 0 que evita problemas de
contaminagéo da superficie (TALEAT et al., 2014).
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Figura 6 - Partes constituintes de um eletrodo impresso.
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Os Els comerciais podem possuir diferentes formatos e configuragdes, de acordo com
o fim pretendido. Alguns possuem modificacdo da superficie com nanoparticulas de ouro,
nanoparticulas de prata, nanotubos de carbono (NTCs), grafeno, mediadores redox e fixacao
de enzimas. Essa modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho é realizada com o objetivo
de aumentar a sensibilidade e conseguir obter limites de deteccdo cada vez menores (L1 et al.,
2012).

2.4 MODIFICACAO ELETRODICA

O desenvolvimento de técnicas de modificacGes de superficies eletrodicas tem sido
importante por aumentar a estabilidade e reprodutibilidade dos imunossensores. Estas visam
pré-estabelecer e controlar a reatividade da interface para imobilizacdo de antigenos ou
anticorpos, originando, frequentemente, respostas mais confidveis do que na auséncia do
modificador (VENDRAME, 2004). Na modificacdo eletrodica, a superficie do eletrodo pode
ser propositadamente alterada por adsorcéo irreversivel direta, por ligagdo covalente a sitios
especificos da superficie do eletrodo, por recobrimento com filmes poliméricos e
nanomateriais (PEREIRA et al., 2002).

Filmes nanocompdsitos tém atraido bastante interesse devido a sua capacidade de
apresentar tanto propriedades pertencentes aos seus compostos isolados, como propriedades
unicas, que ndo sdo observadas em seus componentes separadamente. Diversos materiais
podem ser usados no desenvolvimento de filmes nancompositos, tais como: nanofios,

nanoparticulas, NTCs, nanoargilas, polimeros e etc (MEHL, 2011). Dentre os quais destacam-
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se 0s NTCs, por apresentarem maior praticidade no processo de obtengdo destes

nanocompositos.

2.4.1 Nanotubos de carbono

Os NTCs sdo nanomateriais excepcionais para aplicacdo nas mais diversas areas de
pesquisa, isso se deve as suas propriedades como condutividade elétrica, estabilidade quimica,
resisténcia mecanica e alta area superficial (ZAGAL et al., 2012).

Os NTCs (Figura 6) sdo nanomaterias formados a partir de folhas de grafeno que
podem se apresentar como:

1- nanotubos de paredes simples (SWCNTs, do inglés “Single-Walled Carbon
Nanotubes’) quando sdo formados por apenas uma folha de grafeno e apresentam
0,75 a 3 nm de diametro e cerca de 50 um de comprimento.

2- NTCs de paredes multiplas (MWCNTSs, do inglés “Multi-Walled Carbon Nanotubes”)
formado por multiplas camadas de grafeno, exibindo um diametro médio de 2 a 100
nm, com uma distancia entre as camadas concéntricas de grafeno de 0,42 nm. De um
modo geral, os MWCNTs tém sido bastante utilizados no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos do que os SWCNTS, isso se deve ao alto custo de obtencéo
dos SWCNTs e sua dificil manipulacdo (GAO et al., 2012; YANG et al., 2015).

Figura 7 - Estrutura dos nanotubos de carbono (a) Nanotubo de paredes simples (b) Nanotubo de paredes

maltiplas.

0.5to 1.5nm >100nm

Fonte: (MACHADO et al., 2014) Adaptado.
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Na eletroquimica, a utilizagdo dos nanotubos é bastante difundida devido a suas
propriedades eletrdnicas que auxiliam nos processos de transferéncia de elétrons na superficie
do eletrodo de trabalho. Quando funcionalizados, através de tratamento em meio acido, para
formacéo de varios grupos funcionais, tais como hidroxila, carbonila e carboxilas, passam a
obter um aumento na estabilidade da suspensdo, uma vez que 0s nanotubos de carbono
apresentam dificuldades para dispersdo em agua ou solventes organicos (HAIDER et al.,
2007; MORAES et al., 2009). Dessa forma, € possivel assegurar maior reprodutibilidade na
preparacdo do eletrodo de trabalho modificado, aléem de que, a funcionalizacdo dos NTCs
melhora a atividade catalitica e auxilia no processo de imobilizacdo de biomoléculas para o
desenvolvimento de diversos biossensores (ZHANG et al., 2008).

Diferentes espécies tém sido empregadas na modificacdo das propriedades dos
nanotubos, essas modificacbes sdo utilizadas com a finalidade de ancorar biomoléculas,
outros compostos, etc. Uma das possibilidades eletroquimicas para utilizacdo de
imunossensores sem a introducdo de sondas redox, ¢ a modificacdo de nanoestruturas com
compostos que apresentem atividade catalitica. Neste trabalho, nanotubos de carbono foram
conjugados a fitalocianinas de modo & explorar a atividade redox destas porfirinas,
melhorando a atividade catalitica das nanoestruturas de carbono sobre a superficie sensora,
bem como dispensando a necessidade da introducdo de solucBGes contendo sondas redox,

quando os imunossensores livres de marcacdo séo desenvolvidos.

2.4.2 Ftalocianina de Cobalto

A combinacdo de ftalocianinas de cobalto (FtCo) com NTCs tem sido investigada no
campo eletroanalise, principalmente pela possibilidade de associar propriedades interessantes
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos. A FtCo pode ser adsorvida fortemente
sobre os NTCs e demais materiais & base de carbono, de forma que facilita a formacéo de
compostos nanohibridos de NTC-FtCo para diversos estudos, inclusive pesquisas com
eletrocatalise (ZAGAL et al., 2012; APETREI et al., 2013; OLIVEIRA et al.,, 2015;
DEVASENATHIPATHY etal., 2015).

Os primeiros relatos da ftalocianina surgiram em 1907, quando Braun e Tcherniac
submeteram orto-cianobenzamida a altas temperaturas. Porém sua estrutura (Figura 7) so foi
definida anos depois (LEZNOFF, 1989). As ftalocianinas possuem uma notavel atividade

catalitica, nas mais diversas reacdes eletroquimicas, além disso, sdo responsaveis pela
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estabilidade do sistema por conta da sua reducdo, o que proporciona a formagdo de produtos
que passivam a superficie do eletrodo. Quando em uso conjunto com NTC, podem oferecer
excelentes propriedades cataliticas sem que aja perda nas propriedades eletrdnicas dos
nanotubos (MORAES et al., 2009; RAWAL et al., 2011).

Figura 8 - Representagdo da estrutura quimica da ftalocianina de cobalto.
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FONTE: (NASCIMENTO et al., 2013).

Os metais de transicdo tém sido intensivamente utilizados em reagdes cataliticas.
Quando um eletrodo atua como oxidante ou redutor na geracdo de espécies ativas desse metal
de transicdo e, essas mesmas espécies ativas catalisam a oxidacdo ou reducdo de determinadas
espécies no meio da solucdo tem-se um processo eletrocatalitico. Na amperometria, devido a
muitas reacfes no eletrodo que podem apresentar uma cinética desfavoravel, ha necessidade
de aplicar-se um elevado sobrepotencial. A ftalocianina de cobalto melhora a atividade
eletrocatalitica, diminuindo a resisténcia para a transferéncia de carga que, quando combinada
com os NTCs, favorecem o aumento da sensibilidade da metodologia, o que contribui para
aplicacdes analiticas (ZAGAL et al., 2012). Além de funcionar como catalizador ativo para
diversas reacOes eletroquimicas, quando imobilizada na superficie de eletrodo, a FtCo pode
sofrer processos redox de um modo rapido e com pouco gasto de energia. A FtCo também
atua como mediador de elétrons para diversas moléculas, mantendo a eficiéncia da sua
capacidade eletrocatalitica mesmo quando imobilizadas (BONI et al., 2011; ZAGAL et al.,
2012).
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Outra aplicacdo relevante das ftalocianinas estd na formacéo de filmes, sejam filmes
automontados (LbL, do inglés ‘“Layer-by-Layer”), filmes Langmuir-Blodgett (LB),
LamgmuirSchaefer, spin-coating, casting ou eletrodepositados (ZANFOLIM, 2010; YAHIA,
2012). Diversas aplicacdes da FtCo vém sendo vistas na literatura, Gilbert e colaboradores
(2010), desenvolveram um biossensor usando FtCo para deteccdo de fosfato em urina e
amostras de agua. Este biossensor apresentou bons resultados como melhora na sensibilidade
do método. Sotomayor e colaboradores (2002), desenvolveram um biossensor amperométrico
“livre de marcagao” com o objetivo de detectar compostos fenolicos. O grupo desenvolveu
um eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina e histidina. O biossensor
apresentou boas caracteristicas como boa sensibilidade, tempo de resposta de 3 segundos e
tempo de vida de 50 dias.

Geraldo e colaboradores (2008), desenvolveram um biossensor modificado com NTCs
e FtCo para catalisacdo da eletro-oxidagéo da hidrazina. Este sistema demonstrou melhora na
atividade catalitica do processo de oxidacdo da hidrazina, sem alteracdo no mecanismo da
reacdo. Este eletrodo modificado com NTC e FtCo também apresentou diminuicdo da
resisténcia na transferéncia de elétrons, confirmando assim o efeito sinérgico do filme.

Dejane e colaboradores (2015) desenvolveram um biossensor eletroquimico baseado
na enzima tirosinase para a determinacdo de fenol em efluentes. A modificagdo do eletrodo
consistiu na imobilizacdo de NTCs de paredes multiplas, nanoparticulas de ouro, FtCo e
enzima tirosinase em um eletrodo de carbono vitreo. O presente trabalho descreveu um
biossensor estavel, sensivel e reprodutivel com limite de deteccdo compativel com os valores
estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).

Os exemplos mencionados anteriormente, evidenciaram as vantagens em se utilizar
um filme nanocompdsito de NTC e FtCo no desenvolvimento de biossensores, devido as
caracteristicas como eletrocatalise, alta area superficial, facil preparacdo, possibilidade de
miniaturizacdo e facilidade de imobilizacdo de outros modificadores (nanoparticulas,

polimeros, biomoléculas e sondas de DNA).



35

2.5 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE SENSORA

2.5.1 Técnicas Eletroquimicas

A eletroquimica refere-se a fendmenos quimicos associados a transferéncia de
elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solugdo, ou heterogeneamente na superficie
do eletrodo. A eletroquimica pode favorecer opcles vidveis para mediar problemas na
construcdo de novos metodos para o diagnéstico 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 as técnicas eletroquimicas
particulares, tais como: voltametria ciclica (VC), voltametria de onda quadrada (SWV),
voltametria de pulso diferencial (VPD) (BRETT & BRETT, 1993).

A obtencdo das informacdes do analito serdo obtidas através da medic¢do da magnitude
da corrente elétrica entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ap6s a aplicacdo de um
potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia (GRIESHABER et al., 2008;
PACHECO et al., 2013).

Dentre as técnicas eletroquimicas, a voltametria ciclica € uma das mais indicadas para
caracterizacdo das plataformas sensoras, pois permite acompanhar as etapas de modificacao
da superficie eletrodica em funcdo dos parametros elétricos (densidade de corrente,
capacitancia, resisténcia, entre outros). Neste topico, as técnicas de voltametria ciclica (VC) e
voltametria de varredura linear usadas na elaboracdo do imunossensor proposto serdo

fundamentadas.

2.5.1.1 Voltametria Ciclica

A versatilidade e facilidade de aplicacdo séo os principais fatores que tornam a técnica
de VC popularizada entre as diversas areas de aplicacdo. Geralmente, € a primeira técnica a
ser realizada quando se quer estudar o comportamento eletroquimico de um composto ou a
superficie de um eletrodo, pois a mesma permite conhecer 0 comportamento redox de um
sistema em grande intervalo de potenciais. Parametros, como corrente e potenciais de pico
anodico e catodico, sdo importantes para a caracterizar um sistema quanto a sua
reversibilidade e analisar a ocorréncia de reagdes acopladas ao processo do eletrodo (BARD
& FAULKNER, 2001; LOWINSOHN & BERTOTTI, 2006).
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A VC é bastante utilizada principalmente quando se busca obter informacGes
qualitativas de um processo do eletrodo. O método pode se tornar impreciso para analises
quantitativas, devido ao tipo de resposta na forma de ondas. Embora, recentes trabalhos
apontem o sucesso no uso da VC para medidas quantitativas (TICIANELLI & GONZALEZ,
2013).

A VC e um grupo de métodos eletroanaliticos nos quais as informagdes sobre o analito
sdo mensuradas através de variacdes de corrente resultantes de reacdes de reducao e oxidagédo
durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial sobre o eletrodo de trabalho. Nesse
processo, uma corrente capacitiva é gerada, relacionada a alteracbes na dupla camada do
eletrodo ap6s aplicagdo do potencial, que decai rapidamente. Adicionalmente, correntes
faradaicas podem ser mensuradas atraves da transferéncia de carga de reacdes 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 resposta em corrente na VC pode ser obtida quando o eletrodo de trabalho é
submetido a uma onda triangular de potencial, no qual o mesmo € linearmente variado com o
tempo, partindo de um valor inicial até um final. Como resultado, é gerado um gréafico de
corrente em funcdo da variacdo do potencial, denominado voltamograma ciclico. Os
principais parametros analisados no voltamograma ciclico sdo: os potenciais de pico catodico
(Epc) e anddico (Epa), e as correntes de pico catodico (Ipc) e anddico (Ipa) (Figura 8)
(HOLLER et al., 2009). Esses dados oferecem informacfes importantes quanto a
reversibilidade da transferéncia de elétrons. Para uma reacdo reversivel, as Ipa e Ipc séo
aproximadamente iguais em valor absoluto, a diferenca entre os Ep é aproximadamente 59
mV e Ep € 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).
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Figura 9 - Representacdo grafica da técnica de CV: (a) variacdo linear do potencial vs. tempo e (b)

voltamograma ciclico indicando os principais parametros a serem analisados: Ipa , Ipc, Epa e Epc.
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FONTE: Adaptado de BREET & BREET, 1993.

2.5.1.2 VVoltametria de Varredura Linear

Na técnica de voltametria de varredura linear o potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho varia linearmente em funcdo do tempo (Figura 9), nessa técnica é possivel aplicar
velocidades de varredura relativamente altas (até 1000 mV/s™) (BAREK et al., 2001).

Figura 10 - Representacdo esquematica da voltametria com varredura linear: a) Variagdo do potencial em funcéao
do tempo, b) variacéo da corrente em fungéo do tempo.
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FONTE: BAREK et al., 2001.
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A corrente é medida de forma direta, em funcdo do potencial aplicado, desta forma a
corrente total medida possui contribui¢des tanto da corrente faradaica quanto da corrente

capacitiva.

2.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO QUIMICA E ESTRUTURAL DE SUPERFICIES
EM BIOSSENSORES

2.6.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Diversas técnicas tém sido utilizadas para caracterizar a estrutura e morfologia de
superficies nanoestruturadas em biossensores. As mais utilizadas s&o: espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (do inglés, “Fourier Transform InfraRed
Spectroscopy”), difragdo de raios X (DRX), espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-vis),
microscopia de forca atdmica (AFM), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia eletronica de transmissdo (MET).

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica
Optica usada para analise quimica de superficies, tendo como principio a deteccdo da radiacédo
absorvida pelas ligagdes moleculares de diferentes materiais. No momento em que a radiagéo
infravermelha incidi numa molécula, provoca excitagdo dos seus grupos quimicos em modos
vibracionais. Dessa forma, quando a energia radiada corresponde ao mesmo nivel energético
vibracional da molécula em analise, a luz é absorvida (GRIFFITHS, 2007; ALBERT et al.,
2011).

O espectro de absorcao de cada molécula € Gnico, funcionando como uma impressao
digital. E possivel caracterizar as amostras a partir do conhecimento da localizacio das bandas
de absorcdo de cada grupo quimico, e se conhecida a intensidade das bandas também pode ser
possivel determinar a concentracdo dos seus constituintes. O espectrémetro no infravermelho
por transformada de Fourier € composto por uma fonte de radiacdo na regido do
infravermelho, um interferdmetro com um espelho movel, um detector, um conversor
analogico/digital e um computador (Figura 11). A luz da fonte do espectrofotdmetro incide
sobre o interferémetro, que separa a mesma em dois feixes, um incide sobre um espelho fixo e
outro incide sobre um espelho movel. Os feixes de luz refletidos pelo espelho movel e fixo se
sobrepdem. Este feixe de luz sobreposto passa pela amostra incidindo no detector. O espectro

detectado ndo pode ser diretamente interpretado, necessitando ser reconstruido por aplicacdo
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da transformada de Fourier. Os dados tratados representam a relacdo da absorbancia (ou
transmitancia) da ligacdo dos grupos quimicos vs. a frequéncia ou numero de onda. De acordo
com a amostra, 0 espectro pode ser medido em modo de transmitancia ou de refletancia
(FOSCHINI, 2009).

Figura 11 - Esquema do principio de um espectrometro de FTIR na geracdo de um espectro.
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FONTE: (FORATO et al., 2010).

2.7 BIOSSENSORES PARA BNP

A utilizacdo de biossensores aplicados a deteccdo do BNP ainda € algo bastante
restrito, de modo que poucos estudos foram desenvolvidos. Matsuura e colaboradores (2005)
desenvolveram um imunoensaio enzimatico eletroquimico para determinacdo do BNP, com
tempo médio de resposta de 60 minutos. Nesse estudo o BNP foi adicionado a uma solugéo
anti-BNP marcada com acetilcolinesterase. Apds a interacdo imunoldgica, dois métodos
foram empregados, o primeiro para medir a quantidade de enzima-anticorpo reagido e o
segundo para medir a quantidade de enzima-anticorpo reagido com pelo menos com uma
ligacdo livre. Em seguida, a quantidade de conjugado reagido ou ndo reagido foi determinada
medindo a atividade da enzima a partir da mistura reacional imunolégica. Este sistema
eletroquimico apresentou um limite de deteccdo de 10 ng L-1 para o BNP.

Em 2012, Lee e colaboradores desenvolveram um biossensor de nanofio de polianilina
especifico para um unico local (PANI) com boa sensibilidade e especificidade, capaz de
detectar mioglobina, troponina I, CK-MB e BNP, biomarcadores cardiacos importantes para o

diagndstico de doencas cardiovasculares. Tal biossensor foi baseado na utilizagdo de nanofios
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de PANI 0nicos, integrados com canais microfluidicos, que apresentaram resposta rapida e
eficiéncia superior para deteccdo de biomoléculas livre de marcadores. Além disso, foram
detectadas baixas concentracdes de Myo (100 pg / mL), ¢cTnl (250 pg / mL), CK-MB (150 pg
/ mL) e BNP (50 pug / mL).

Shanmugam e colaboradores (2018), desenvolveram um sensor eletroquimico para
deteccdo de BNP, cTnl e cTnT, com nanoestruturas de ZnO anisotropico, utilizando métodos
hidrotérmicos de baixa temperatura. Além da aferi¢do analitica, foi realizada a espectroscopia
de Impedancia e outras técnicas eletroquimicas. Este biossensor apresentou resposta linear
nos testes séricos humanos de 1pg / mL-100 ng/ mL e LOD de 1 pg / mL.

Embora tenham sido desenvolvidas algumas pesquisas aplicando biossensores para a
deteccdo do BNP, muito ainda precisa ser feito para que possam ser disponibilizados no
mercado biossensores sensiveis, especificos e com deteccdo em tempo real, que consigam

realizar este procedimento em amostras de soro e sangue total.
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Resumo
DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR NANOESTRUTURADO APLICADO AO DIAGNOSTICO DA
INSUFICIENCIA CARDIACA PELA DETECGCAO DO PEPTIDEO NATRIURETICO TIPO — B (BNP) LIVRE DE

SONDA REDOX.

A presente invencédo trata-se de um filme nanocompdsito de nanotubos de carbono
funcionalizados com ftalocianina de cobalto para desenvolvimento de imunossensor livre de
marcacdo e sonda redox para deteccdo do Peptideo natriurético tipo-B (BNP) com aplicacédo
na area de biotecnologia voltada para a melhoria da saude e qualidade de vida visando
proporcionar um melhor diagndstico da insuficiéncia cardiaca, de forma répida, simples,
segura e de baixo custo. A otimizacdo das condi¢cdes experimentais forneceu uma reta de
calibracdo para as diferentes concentracdes de BNP do imunossensor proposto, demonstrando
que o sistema apresentou boa linearidade com r=0,996 (p < 0,01; n = 6), apresentando um
limite de deteccdo de 3,3 pg/mL, com uma faixa linear de 10 pg/mL a 1000 pg/mL. Os
estudos eletroquimicos desenvolvidos comprovaram a eficiéncia da FtCo em mediar a
transferéncia de elétrons diretamente na interface sensora, dispensando o uso de um eletrélito
com propriedades redox. O filme nanocompoésito de NTC-FtCo-EDA demonstrou
propriedades desejaveis, tais como estabilidade, reprodutibilidade e sensibilidade para a
biomolécula testada.



43

Desenvolvimento De Um Filme Nanoestruturado A Base Nanotubos De Carbono
Funcionalizados Com Ftalocianina De Cobalto Para Aplicacdo Em Imunossensor Para
Deteccdo Do Peptideo Natriurético Tipo — B (Bnp) “Livre De Sonda Redox”

[001] A presente invencdo um dispositivo sensor eletroquimico amperométrico por
voltametria linear (VL) para deteccdo do peptideo natriurético do tipo B (BNP), a partir de
amostras bioldgica de origem humana, baseado na atividade eletrocatalitica do nanocomposito
ftalociana de cobalto (FtCo) e nanotubos de carbono (NTC), dispensando o uso de solucdes
redox adicionais nas etapas de medidas.

[002] Atualmente, a insuficiéncia cardiaca (IC) configura um dos grandes problemas de
salde publica. A mesma esta associada a sérios desfechos como internacédo hospitalar e morte.
Embora os novos tratamentos tenham reduzido o numero de Obitos por IC, as internagdes
hospitalares por esses eventos continuam a acontecer em grande escala. Geralmente, pacientes
internados com IC tém uma taxa de mortalidade de 15% e uma taxa de reospitalizagdo que
pode chegar a 40%, podendo ocorrer em até 6 meses apos a alta.

[003] A conduta da equipe de saude logo na chegada do paciente a emergéncia tem
papel fundamental na recuperacdo deste paciente e impacto direto sobre a morbidade e
mortalidade. Ao suspeitar que o paciente estd sofrendo de IC, ap6s a realizacdo do exame
clinico, é necessario recorrer a outras formas de diagndstico para assegurar a presenca da lesdo
cardiaca. Para o diagndstico da IC, os exames considerados de primeira linha sdo: o
eletrocardiograma, o Raio-X e a dosagem do BNP. Com o objetivo de contribuir para acuracia
diagnéstica da IC na rotina hospitalar, ressalta-se a importancia dos biomarcadores,
principalmente do BNP.

[004] A liberacdo do BNP ocorre em resposta ao aumento da presséo de enchimento do
ventriculo esquerdo e ao estresse parietal diastolico final desse ventriculo. Os niveis séricos do
BNP sdo utilizados tanto para diagnosticar a IC quanto para avaliar progndstico de pacientes ja
diagnosticados (JORGE et al., 2013).

[005] Niveis altos de BNP estdo associados a pior evolugdo do paciente, bem como
maior tempo de internacdo e altos indices de mortalidade, quanto mais alto o valor do BNP,
pior sera o prognostico do paciente (PEREIRA-BARRETTO et al., 2013).

[006] Com a dosagem do BNP é possivel excluir um diagndstico quando a causa nao
for cardiaca, isso contribui para uma melhor investigacdo, bem como reducdo de custos com
exames adicionais como o eletrocardiograma e a ecocardiografia em pacientes com niveis de
BNP abaixo do ponto de corte (ROBERTS et al., 2015).



44

[007] A dosagem do BNP ¢é altamente especifica para o diagnostico da IC. Dessa
forma, alguns valores sdo usados como referéncia. A Agéncia Internacional Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (FDA, do “inglés” Food and Drug Administration) determina um
limite clinico de concentracdo do BNP para decisdo de exclusdo no diagndstico de IC.
Segundo a FDA, pacientes com niveis menores que 100 pg/mL tem o diagndstico da IC
descartado. Valores entre 100 e 200 pg/mL de BNP estdo em uma zona cinza, sugerida como
um valor intermediario e de precisdo diagndstica para IC. Nesta situacdo, um ponto crucial
sera 0 julgamento da historia clinica do paciente que assumira um importante papel na tomada
de decisdo pela equipe de saude. Valores iguais ou maiores que 400 pg/mL servem como
confirmacdo de diagnostico da IC, com excecdo dos pacientes acima de 75 anos onde o
diagnostico deve ser mais criterioso devido ao aumento normal nos niveis de BNP em pessoas
com idade avancada (COSTE et al., 2006; MAISEL et al., 2008).

[008] Na prética laboratorial, para a deteccdo do BNP se utiliza principalmente os
métodos de imunoensaios em placa, que empregam de marcadores enzimaticos e
fluorescentes para quantificacdo indireta do BNP em amostras humanas. Porém esses
imunoensaios sdo demorados (podendo durar cerca de 5h) e possuem um alto custo,
inviabilizando sua aplicacdo num réapido sistema de pronto atendimento. Novos métodos para
deteccdo do BNP baseados em sistemas de biossensores tém superado desafios em termos de
sensibilidade e rapidez diagnoéstica nos ultimos anos.

[009] Biossensores sdo dispositivos eletrdnicos que possibilitam detectar e quantificar
componentes bioldgicos, denominados por analitos, como diversos tipos de proteinas,
enzimas ou anticorpos, tendo como base um transformador de sinal (eletroquimico, 6ptico,
etc.) que ird quantificar o sinal e posteriormente com o auxilio de software para obter o
resultado. As moléculas detectadas pelos biossensores sdo conhecidas como biomarcadores e
caracterizam-se por indicar uma alteracdo do estado fisioldgico do individuo, sendo assim,
utilizados para o diagnéstico ou monitorizacdo de doencas (MALON et al., 2014; MAES et
al., 2015).

[010] Em relacéo ao tipo de resposta pretendida, os imunossensores sdo classificados
como marcados e ndo marcados. Os ensaios marcados descritos na literatura exploram o
principio do imunoensaio do tipo competitivo e sanduiche que utilizam nanoparticulas,
enzimas e fluoréforos como marcadores. Embora seja seletivo, este método implica em
elevados custos operacionais, bem como o aumento das etapas de processamento da amostra
(RAPP et al., 2010; GOPINATH et al., 2014).
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[011] Nos ensaios livres de marcagdo (“label-free”), a resposta do imunossensor é
obtida diretamente ap6s o evento de biorreconhecimento. Essa resposta analitica é
proveniente de uma sonda redox imobilizada no proprio filme (eletrodo de trabalho) ou
dissolvida em solucgdo. Existem inimeras vantagens do uso de sistemas ndo marcados sobre as
técnicas rotuladas, como protocolos mais répidos, reduzindo o sinal de fundo e niveis mais
elevados de sensibilidade (LIANG et al., 2011).

[012] Lee e colaboradores (2012), desenvolveram biossensores baseados em nanofios
de polianilina, integrados a canais microfluidicos para a deteccdo especifica de BNP em
baixas concentracdes (50 fg/mL) foi realizada monitorando a mudanca de condutancia nos
nanofios utilizando sistemas de microfluidica para detecgdo do BNP.

[013] Kurita e colaboradores (2006), demonstraram o desenvolvimento de um
biossensor usando um sistema de microfluidica para deteccdo do BNP com baixos limites de
deteccdo (faixa de concentracdo detectavel de 5 pg/mL-100 ng/mL). Devido a sua maior
complexidade, os custos dos dispositivos microfluidicos sdo maiores do que os biossensores
convencionais.

[014] Jang e colaboradores em 2014, utilizaram o método Gtico de ressonancia de
plasmons de superficie (SPR) para deteccdo do BNP através de um sistema marcado (ensaio
do tipo sanduiche) obtiveram baixos limites de deteccdo. Em 2017, Lei e colaboradores
desenvolveram um biosensor de transistor de efeito de campo de 6xido de grafeno reduzido e
nanoparticulas de platina, acoplado com um sistema de microfiltro para deteccdo de BNP
livre de marcacdo e com boa sensibilidade.

[015] O documento EUA 20030022235, possui métodos para determinar o progndstico
de pacientes ja diagnosticados com IC ou outras doencas cardiovasculares. O método inclui a
identificacdo de um nivel de BNP que estara relacionado a um aumento nos sintomas
associados a doenca cardiovascular do paciente através de um transistor de efeito de campo
nanofixo implantado no paciente.

[016] O documento WO 2011153127 Al, trata da integracdo de sensores e ensaios de
biomarcadores para detectar piora da insuficiéncia cardiaca. O mesmo revela o uso de dados
fisiologicos combinados a deteccdo de biomarcadores para avaliar o quadro de pacientes com
insuficiéncia cardiaca através de sensores implantaveis que conseguem avaliar a varia¢do do
BNP em niveis como 100 pg/ml.

[017] Embora alguns imunossensores tenham sido desenvolvidos para detecgédo do
BNP, poucos foram testados em amostras de soro ou sangue total. Dessa forma, biossensores

sensiveis e especificos para deteccdo do BNP que consigam detecta-lo em amostras de soro e
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sangue total sdo altamente desejados, para que ocorra 0 monitoramento em tempo real e 0
mesmo possa ser quantificado antes que os sintomas possam aumentar (YONG-MIN et al,
2017).

[018] Atualmente, ndo existem imunossensores eletroquimicos para deteccdo rapida e
direta do BNP livre de marcacdo e sonda redox. A presente invencdo se destaca como uma
inovacdo no campo dos biossensores pelo desenvolvimento de um filme nanocompdsito de
NTC-FtCo que dispensa 0 uso de uma sonda redox em solucdo para realizacao das leituras
eletroquimicas. Dessa forma, com esse filme foi possivel desenvolver um imunossensor com
capacidade para detectar o BNP em poucos segundos e com baixos limites de deteccdo (3
pg/mL).

[019] E portanto, objeto da presente invencdo o processo de desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico a base de um filme nanocompdsito de NTC-FtCo para a deteccédo
do BNP em um sistema livre de sonda redox para aplicacdo no diagnoéstico em tempo real da
IC, compreendendo as etapas de:

[020] a. Processo de funcionaliza¢do dos nanotubos de carbono com a ftalocianina de cobalto;
[021] b. Construcdo de um filme nanocompdsito composto de nanotubos de carbono
funcionalizados com ftalocianina de cobalto e recobertos com etilenodiamina (EDA) 15%;
[022] c. Imobilizacdo orientada do anticorpo anti-BNP;

[023] d. Blogueio dos sitios reativos inespecificos com uma solucéo de glicina 100mM (pH
9.0);

[024] e. Curva de calibracdo com diferentes concentracdes de BNP (10 pg/mL; 100 pg/mL;
250 pg/mL; 500 pg/mL; 750 pg/mL e 1000 pg/mL);

[025] f. Curva de soro com diferentes dilui¢cbes do soro enriquecido com BNP (1/2; 1/4;1/8;
1/16; 1/32; 1/64) a partir da concentracdo inicial de 1000 pg/mL.

[026] A invencdo podera ser melhor compreendida atraves da seguinte descrigdo

detalhada, em consonancia com as figuras em anexo, onde:
[027] A FIGURA 1, representa o principio de operacdo de um imunossensor;

[028] A FIGURA 2, representa o esquema da construcdo do filme nanocomposito de NTC-
FtCo; No qual foram usados nanotubos de carbono previamente funcionalizados com
ftalocianina de cobalto na concentracdo de 2 mg de NTC/1 mg FtCo dispersados em 1 mL de
DMF e sonicados por 60 minutos. ApoOs essa etapa os nanotubos funcionalizacdo foram
lavados por 5 vezes para retirar o excesso de FtCo, garantindo que o sinal demonstrado nas

leituras eletroquimicas é proveniente da FtCo funcionalizada no filme. Para formacdo do
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filme foram realizadas 5 deposi¢des de 5 [1L da solugdo de NTC-FtCo sobre o eletrodo
impresso (EIl) de carbono da dropsens. O El foi levado para secar em estufa a 50°c por 15

minutos entre as deposicdes.

[029] A FIGURA 3, representa a construcdo do imunossensor a partir do filme
nanocomposito de NTC- FtCo-EDA. Apos a formagéo do filme de NTC-FtCo foi realizada a
deposicdo de 10 [JL de uma solugdo de EDA (15%) durante 60 minutos. Em seguida o
eletrodo de trabalho foi lavado para retirar o excesso de EDA. A solugéo de anticorpos Anti-
BNP foi incubada durante 60 minutos em camera Umida a temperatura ambiente. Os sitios
livres ndo-especificos do anti-BNP foram bloqueados utilizando uma solucdo de glicina
(100mM; pH 9,0) durante 60 minutos. Apos esta etapa, os Els foram incubados com solucdes
de diferentes concentragfes de BNP (10 pg/mL; 100 pg/mL; 250 pg/mL; 500 pg/mL; 750
pg/mL e 1000 pg/mL) diluidas em PBS (10 mM; pH 7,4).

[030] A FIGURA 4, representa um estudo de concentracao de FtCo em relacdo aos NTCs. No
qual, foram testadas trés concentrac@es: 0,25 mg/mL de FtCo, 0,5 mg/mL de FtCo e 1 mg/mL
de FtCo para 2 mg/mL de NTC dispersos em dimetilformamida (DMF). As leituras
eletroquimicas foram realizadas por meio da técnica de voltametria ciclica (VC) em um
sistema trieletrodico usando uma célula eletroquimica contendo uma solugdo de Ks[Fe(CN)g
IK4[Fe(CN)g] (0,005 M) preparado em KCI (0,1M). A concentracéo escolhida foi a de 2mg/ml
de NTC para 1 mg/ml de FtCo por apresentar 0 maior aumento de corrente em relacdo aos
demais;

[031] A FIGURA 05, representa a influéncia da concentracdo de EDA. Foram usadas as
seguintes concentracdes: 2%, 5%, 10%, 15% e 20%. A concentracdo Otima para trabalho foi a
de 15%, pois a mesma possibilitou a imobilizacdo dos anticorpos anti-BNP sem que houvesse
o0 bloqueio do sinal da FtCo. As medidas foram obtidas através de analises por VC em solucéo
de KCI 0,1 M;

[032] A FIGURA 06, representa a caracterizacdo estrutural por FTIR, em A) NTCs, B) FtCo,
C) NTC-FtCo e em D) NTC-FtCo-EDA. Conforme pode ser observado, a atribuicdo
apresentada na figura deixa evidente a natureza da FtCo quando comparados aos valores de
referéncia estabelecidos por Verma e cols (2008). Sdo observados picos e bandas similares
aos observados para 0 NTC bem como para a FtCo e EDA o0 que indica claramente que o
nanocomposito é constituido de NTC-FtCo-EDA.

[033] A FIGURA 07, representa 0 ensaio de estabilidade do filme de NTC- FtCo-EDA

realizando-se 20 sucessivas varreduras usando a técnica de VC do mesmo eletrodo, na janela
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de potencial -0,8 a 0,6 V' vs. Ag/AQCI (kci sat), Sob velocidade de varredura de 100 mV/s, em
solugéo de KCI (0,1 M). A estabilidade do filme NTC- FtCO-EDA no EI foi avaliado a partir
do conhecimento do coeficiente de variacdo (CV) do pico catddico com o valor de 0,6174%
obtido entre os experimentos;

[034] A FIGURA 08, representa a transferéncia de elétrons na interface sensora modificada
com o filme de NTC- FtCo-EDA avaliada submetendo o eletrodo a leituras em diferentes
velocidades de varredura (10 a 200 mV/s). De acordo com os voltamogramas ciclicos (CVs)
obtidos na Figura 07, os potenciais dos Ip, e Ip. ndo variaram em funcdo da velocidade de
varredura selecionada para o estudo. Estes resultados demonstram que o filme apresentou boa
reversibilidade eletroquimica. Os valores em corrente dos picos redox em relacdo a raiz
qguadrada das velocidades de varredura, apresentados no inset da Figura 07, variaram
proporcionalmente, sugerindo um processo controlado por difuséo.

[035] A FIGURA 09, representa a influéncia das diferentes concentracdes de anti-BNP
(1/5.000; 1/8.000; 1/10.000; 1/25.000 e 1/50.000) imobilizado sobre o filme de NTC- FtCo-
EDA. As medidas foram obtidas através de analises por VC em solucéo de KCI 0,1 M.

[036] A FIGURA 10, representa as etapas de construcdo da plataforma sensora através da
técnica de VC. Em a) Eletrodo ndo modificado, b) eletrodo modificado com um filme de
NTC- FtCo, c) eletrodo modificado com um filme de NTC- FtCo-EDA, d) eletrodo
modificado com um filme de NTC- FtCo-EDA /Anti-BNP, e) eletrodo modificado com um
filme de NTC- FtCo-EDA /Anti-BNP/glicina.

[037] A FIGURA 11, representa a curva de calibracdo do imunossensor, obtida através da
variacdo das concentracdes de BNP (10 pg/mL; 100 pg/mL; 250 pg/mL; 500 pg/mL; 750
pg/mL e 1000 pg/mL) diluidas em PBS (10 mM; pH 7,4). Varreduras realizadas em solucéo
de KCI 0,1M por meio da técnica de VL.

[038] FIGURA 12, representa Curva de soro do imunossensor, obtida através da leitura de
eletrodos contendo soro enriquecido com BNP e soro ndo enriquecido como controle negativo
nas seguintes dilui¢bes: 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64 diluidas em PBS (10 mM; pH 7,4). A
concentracgéo inicial do soro enriquecido era de 1.000 pg/mL. As varreduras realizadas em
solucéo de KCI 0,1M por meio da técnica de VL.

[039] Com relagéo a estas figuras, pode-se observar (Figura 3) que o eletrodo impresso (EI)
foi inicialmente modificado com uma solucdo de NTC-FtCo. Ap0s a deposicao da solucdo, o
filme foi seco em estufa a 50°c durante 15 minutos. Em seguida, o filme foi submetido a
encubacdo em uma solugdo de EDA 15% por 60 minutos (Figura 4).

[040] A modificacdo do eletrodo com NTC-FtCo-EDA contribuiu para a formagdo de um
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filme estavel e reprodutivel eletroquimicamente (Figura 7).

[041] Os grupos amino funcionais da etilenodiamina foram explorados para imobilizacéo
orientada dos anticorpos anti-BNP em uma concentracdo de 1:10.000 durante 60 minutos
(Figura 8). Apds a imobilizacdo dos anticorpos, Os sitios ativos remanescentes do eletrodo
foram blogueados com uma solucdo de glicina 100mM (pH 9.0) durante 60 minutos. Apds
esta etapa, os Els foram incubados com soluc@es de diferentes concentragdes de BNP diluidas
em PBS (pH 7,4; 10 mM) (Figura 10). Entre as etapas do imunoensaio a superficie eletrddica
foi lavada cuidadosamente com tampéo PBS (pH 7,4; 10 mM).

[042] Para caracterizacdo das etapas de modificacdo do El anélises por VC foram realizadas
em Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (5 mM) preparado em KCI (100 mM). Os voltamogramas do
ECV foram obtidos na faixa de potencial de -0,8 a 0,6 V vs. Ag/AgCI (kcisat), @ velocidade de
varredura de 100 mV/s. A interacdo antigeno-anticorpo na superficie do eletrodo foi
monitorada em tempo real, utilizando a técnica eletroquimica de VL. A resposta analitica para
BNP foi obtida pela diferenca entre a altura dos picos de corrente (Al) da VL do ECV com a
BNP em relacdo ao branco, ou seja, antes da incubacdo com BNP.

[043] A otimizacdo das condicbes experimentais forneceu uma reta de calibracdo para as
diferentes concentragdes de BNP (10 pg/mL; 100 pg/mL; 250 pg/mL; 500 pg/mL; 750 pg/mL
e 1000 pg/mL) do imunossensor proposto, demonstrando que o sistema apresentou boa
linearidade com r=0,996 (p < 0,01; n = 6), apresentando um limite de deteccdo de 3,3 pg/mL
(Figura 11).

[044] Os estudos eletroquimicos desenvolvidos comprovaram a eficiéncia da FtCo em mediar
a transferéncia de elétrons diretamente na interface sensora, dispensando o uso de um
eletrdlito com propriedades redox. O filme nanocompdsito de NTC-FtCo-EDA demonstrou
propriedades desejaveis, tais como estabilidade, reprodutibilidade e sensibilidade para a

biomolécula testada.
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Reivindicacoes

DESENVOLVIMENTO DE UM FILME NANOESTRUTURADO A BASE
NANOTUBOS DE CARBONO FUNCIONALIZADOS COM FTALOCIANINA DE
COBALTO PARA APLICACAO EM IMUNOSSENSOR PARA DETECCAO DO
PEPTIDEO NATRIURETICO TIPO - B (BNP) “LIVRE DE SONDA REDOX”

1.

Imunossensor eletoquimico para deteccdo direta do peptideo natriurético do tipo B
caracterizado por um filme nanocompoésito a base de nanotubos de carbono
funcionalizados com ftalocianina de cobalto que possibilita a realizacdo da analise
“livre de sonda redox”.

O desenvolvimento de um filme nanocompdsito caracterizado por nanotubos de
carbono carboxilados de paredes multiplas previamente funcionalizados com
ftalocianina de cobalto e recobertos por uma camada de etilenodiamina.

Processo de funcionalizacdo dos nanotubos de carbono com ftalocianina de cobalto
caracterizado por concentracdes de 2/1 (2mg/ml de NTC para 1mg/ml de FtCo),
3/1(3mg/ml de NTC para 1mg/ml de FtCo), 4/1 (4mg/ml de NTC para 1mg/ml de
FtCo) e 5/1 (5mg/ml de NTC para 1mg/ml de FtCo), caracterizado pela dispersao
dos mesmos em dimetilformamida e sonicados durante 60 minutos. Bem como o
processo de lavagem dos nanotubos em centrifuga a 15.000 rpm por 10 minutos,
apos a centrifugacdo despreza-se o sobrenadante e resuspende os nanotubos
funcionalizados com ftalocianina em DMF. Repetir esse procedimento por 5 vezes
até que a solucdo de NTC-FtCo esteja com aparéncia limpida.
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FIGURAS
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Figura 3.
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4 CONCLUSAO

O presente trabalho desenvolveu com sucesso um imunossensor para detecgdo
sensivel do BNP livre de marcagdo e sonda redox. Isso foi possivel gracas as propriedades
redox e eletrocataliticas do filme nanoestruturado de NTC-FtCo-EDA. No qual a ftalocianina
de cobalto sofre processos redox, eliminando a necessidade de utilizagcdo de uma sonda redox
para realizacdo das leituras eletroquimicas. Além disso, a FtCo quando presente no filme,
demonstrou diminuicdo na resisténcia a transferéncia de elétrons mesmo quando imobilizada
no eletrodo de trabalho. Os nanotubos de carbono foram utilizados para ampliar a resposta do
sensor, de modo a melhorar a sensibilidade do mesmo devido suas propriedades como baixa
resistividade e alta condutividade elétrica.

A modificacdo do eletrodo impresso com proposta de desenvolvimento de testes
rapidos utilizando o filme nanoestruturado de NTC-FtCo-EDA contribuiu para construgdo de
um sensor estavel e reprodutivel eletroquimicamente. Os grupos livres reativos da EDA foram
explorados para imobilizacéo orientada do anticorpo anti-BNP.

A otimizacdo das condicGes experimentais forneceu uma reta de calibracdo para as
diferentes concentragdes de BNP do imunossensor proposto, demonstrando que o sistema
apresentou boa linearidade com r=0,996, apresentando um limite de deteccdo de 3,3 pg/mL
em amostras em solucdo padrdo e soro. Os estudos eletroquimicos desenvolvidos
comprovaram a eficiéncia da FtCo em mediar a transferéncia de elétrons diretamente na
interface sensora, dispensando o uso de um eletrolito com propriedades redox. O filme
nanocomposito de NTC-FtCo-EDA demonstrou propriedades desejaveis, tais como
estabilidade, reprodutibilidade e sensibilidade para a biomolécula testada.

Por fim, o imunossensor desenvolvido nesta tese, comparado aos métodos existentes
na literatura, mostra-se eficaz em detectar o BNP em niveis clinicos e de importancia para o

diagndstico da insuficiéncia cardiaca.
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