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RESUMO

Este trabalho relata o desenvolvimento de trés novos
imunossensores eletroquimicos label-free construidos a partir de
moléculas de cristais liquidos (CL) e nanoparticulas de ouro (AuNP),
para deteccdo de mioglobina (Mb), troponina T (cTnT) e troponina |
(cTnl), que sdo importantes biomarcadores empregados no diagndstico
de doencas cardiacas, como o infarto agudo do miocardio. O primeiro
imunossensor apresentado foi construido a partir da combinagédo do CL
ibnico, brometo de (E)-1-decil-4-((4-(deciloxi)fenil)diazenil)piridinio
(Br-Py), como uma sonda redox, e AUNP estabilizadas em
polietilenoimina. Essa plataforma foi empregada na imobilizagdo
covalente de anticorpos anti-Mb. Até onde sabemos esse foi um dos
primeiros trabalhos publicados empregando moléculas de CL para o
desenvolvimento de um imunossensor  eletroquimico.  Esse
imunossensor foi otimizado para a determinacdo de Mb a partir da
inibicdo do sinal da sonda Br-Py, obtido por voltametria de onda
quadrada. A faixa de trabalho obtida foi de 10 a 72,8 ng mL™ com um
limite de deteccdo (LOD) de 6,3 ng mL™. O segundo imunossensor foi
construido empregando-se a mesma sonda redox Br-Py, que foi
combinada com AuUNP estabilizadas em silsesquioxano, matriz
empregada para imobilizacdo do anticorpo anti-cTnT por meio de
interacdo eletrostatica. Apds otimizagcdo dos pardmetros de construgéo e
operacdo obteve-se uma curva de calibracdo para cTnT. A faixa de
trabalho obtida foi de 0,1 a 0,9 ng mL™ com um LOD de 0,08 ng mL™.
Ja o terceiro imunossensor foi construido com uma molécula de CL
colunar derivado de 1,3,4-oxadiazol e AUNP estabilizadas em
hidrocloreto de polialilamina, sendo esta plataforma empregada para
imobilizacdo covalente do anticorpo anti-cTnl. Os estudos de formacéo
do imunocomplexo foram realizados empregado como sonda redox o
par Fe(CN)s>"*, usando a inibicdo do sinal voltamétrico, medido por
voltametria linear, ou entdo o aumento da R por espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Apds otimizacdo dos pardmetros de
construcao e operagao obteve-se uma curva de calibracdo para cTnl com
uma faixa de trabalho de 0,01 a 0,3 ng mL™* com um LOD de 0,005 ng
mL™. O trés imunossensores propostos foram empregados com sucesso
na determinagdo dos biomarcadores cardiacos em amostras de soro
simulado e de plasma sanguineo.

Palavras-chave: Imunossensores. Cristal Liquido. Nanoparticulas de
ouro. Biomarcadores cardiacos.



ABSTRACT

This work reports the development of three new label-free
electrochemical immunosensors constructed using liquid crystal (LC)
molecules and gold nanoparticles (AuNP), for detection of myoglobin
(Mb), troponin T (cTnT) and troponin | (cTnl), which are important
biomarkers for the diagnosis of cardiac diseases, such as acute
myocardial infarction. The first presented immunosensor was
constructed from the combination of ionic LC, (E)-1-decyl-4-[(4-
decyloxyphenyl)diazenyl]pyridinium bromide (Br-Py) as a voltammetric
probe and AuNP stabilized in polyethyleneimine. This platform was
used to covalent immobilization of anti-Mb antibodies. To our
knowledge this was one of the first published works employing LC
molecules for the development of an electrochemical immunosensor.
This immunosensor was optimized for determination of Mb by
inhibition of the signal of the Br-Py probe obtained by square wave
voltammetry. The concentration working range was obtained from 10 to
72.8 ng mL™* with limit of detection (LOD) of 6.3 ng mL™. The second
immunosensor was constructed employing the same redox probe Br-Py
which was combined with AuNP stabilized in silsesquioxane, this
matrix was employed to immobilization of anti-cTnT antibodies via
electrostatic interaction. After optimization of the parameters of
construction and operation a cTnT calibration curve was obtained. The
concentration working range obtained was 0.1 to 0.9 ng mL™ with a
LOD of 0.08 ng mL™. The third immunosensor was constructed with a
columnar LC molecule, derivative from 1,3,4-oxadiazole, and AuNP
stabilized in polyallylamine hydrochloride, this matrix was employed
for covalent immobilization of anti-cTnl antibodies. The formation of
the immunecomplex studies were performed, employed as a redox probe
the couple Fe(CN)s>™, using the inhibition of the linear voltammetric
signal, or Ry from electrochemical spectroscopy impedance. After
optimization of the parameters of construction and operation, the
calibration curve for cTnl was obtained with a working concentration
range from 0.01 to 0.3 ng mL™ with a LOD of 0.005 ng mL™. The three
proposed immunosensors were successfully employed in the
determination of cardiac biomarkers in samples of simulated serum and
blood plasma.

Keywords: Immunosensors. Liquid crystal. Gold nanoparticle. Cardiac
biomarkers.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1. BIOSSENSORES

Sensor quimico é um dispositivo que detecta informacdes
quimicas provenientes de uma reacdo quimica do analito e transforma
em um sinal mensurdvel. Todos os sensores quimicos contém dois
componentes funcionais béasicos: um sistema de reconhecimento
(receptor) e um transdutor (HULANICKI et al., 1991).

Biossensores constituem uma classe de sensores quimicos em
gue o sistema usa um mecanismo de reconhecimento bioldgico em vez
de um processo apenas quimico. De acordo com a Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure Applied
Chemistry — IUPAC), biossensor é um dispositivo integrado que é capaz
de fornecer uma informacao analitica especifica através do uso de um
elemento de reconhecimento biol6gico (biorreceptor), o qual é mantido
em contato direto com um elemento de transducdo (THEVENOT et al.,
2001).

A finalidade principal do biorreceptor é fornecer ao sensor um
alto grau de seletividade e/ou especificidade para a molécula de
interesse (THEVENOT et al., 2001). Exemplos de biorreceptores podem
ser moléculas ou tecido bioldgicos, incluindo enzimas,
oligonucleotideos, organelas, tecidos, células, microorganismos e
anticorpos (MELLO e KUBOTA, 2002; D’ORAZIO, 2003; CAMPAS
et al., 2008). A interacdo do elemento de reconhecimento com o
“analito-alvo” resulta na varia¢do de alguma propriedade fisico-quimica
do sistema, e pode ser medida por diferentes transdutores dependendo
do tipo de propriedade fisico-quimica detectada, os quais podem ser
classificados em quatro classes: eletroquimicos (fluxo de elétrons em
espécies eletroativas), Opticos (medida da luminescéncia ou
fluorescéncia), piezoelétrico (alteragdo de massa) e térmicos (absorcao
ou emissdo de radiacdo eletromagnética). A transducdo eletroquimica
devido a sua grande versatilidade pode ser usada com sucesso no
processo de reconhecimento da biointeragéo do biorrecptor. O principio
bésico destes tipos de biossensores é a medida de propriedades elétricas
tais como, corrente, potencial e resisténcia. De acordo com a natureza da
transdugdo, os dispositivos eletroquimicos utilizados podem ser
potenciométricos, amperométricos, voltamétricos ou impedimétricos.
Nesse trabalho, daremos énfase aos biossensores voltamétricos e
impedimétricos. Os biossensores voltamétricos sdo baseados em
medidas do fluxo de elétrons entre uma espécie eletroativa e a superficie
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de um eletrodo, quando o mesmo é submetido a um programa de
potencial. A corrente resultante pode ser medida através de diferentes
técnicas voltamétricas, tais como a voltametria ciclica (cyclic
voltammetry — CV), linear (linear sweep voltammetry — LSV), e de onda
guadrada (square-wave voltammetry — SWV). Os biossensores
impedimétricos sdo baseados em medidas de impedancia (resisténcia)
do sistema ap0s a superficie do sensor interagir com uma molécula alvo,
guando 0 mesmo é submetido a aplicacdo de uma perturbacdo de
potencial ou de corrente alternada (sinal senoidal).

O processo de bioreconhecimento pode acontecer de duas
principais formas, de acordo com o elemento biolégico empregado,
sendo elas: reagdo biocatalitica (ex.: enzimas — reconhecimento de
substrato especifico), e interacdo por afinidade (ex.: complexo antigeno-
anticorpo — reconhecimento das sequéncias de aminoacidos especificos)
(MONOSIK et al., 2012).

1.1.1. Imunossensores

Os imunossensores sdo biossensores altamente sensiveis e
seletivos, onde a material biol6gico & composto por anticorpos que sdo
capazes de reconhecer especificamente um determinado antigeno. O
principio da imunodetecgdo baseia-se em mensurar a intensidade de
formacéo do imunocomplexo antigeno-anticorpo, podendo ser realizado
pelo emprego de diferentes metodologias.

O ensaio do tipo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay — ELISA) é um ensaio bioquimico que utiliza uma fase sélida
para a deteccdo da presenca de uma substancia, normalmente um
antigeno em uma amostra liquida, sendo um dos testes comerciais mais
empregados para o diagnostico de doencas (LEQUIN, 2005). A
deteccdo da formacdo do imunocomplexo é obtida a partir de moléculas
de anticorpo quimicamente marcadas, que geram sinais mensuraveis em
técnicas como: colorimetria (LEI et al., 2010), fluorescéncia (BOUCAS
et al., 2008), quimiluminescéncia (ZHAO et al., 2009) e eletroquimica
(CAVALCANTI et al., 2012). O ensaio ELISA para detecgdo de um
dado antigeno pode ser usado com diferentes configuragdes, incluindo
método direto, indireto e competitivo.

No método direto (Figura 1), as etapas de imunodeteccdo
consistem em: 1. A superficie da placa é preparada com uma quantidade
conhecida de um antigeno conhecido. 2. Os demais sitios para possiveis
ligagdes sdo entdo bloqueados (comumente com moléculas de
albumina). 3. Sobre a placa séo entdo adicionados anticorpos marcados



21

com uma enzima (EX.: peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase
— HRP)). 5. A enzima quando em contato com o seu substrato gera um
produto cromogénico ou fluorescente.

Figura 1. Método ELISA do tipo direto. Representagdo das etapas de
imunodeteccéo.

Sinal

V Produtoda
. » reacao
U enzimatica

» Enzima

Anticorpo—
» marcado
» Antigeno

Placasélida

As etapas de imunodeteccdo envolvidas no teste ELISA indireto
ou tipo sanduiche (Figura 2) consistem em: 1. Uma superficie é
preparada com uma quantidade conhecida de anticorpos primarios. 2. Os
demais sitios para possiveis ligacdes sdo entdo blogueados. 3. Uma
amostra contendo o antigeno é aplicada sobre a placa, a placa é entéo
lavada para remogdo de moléculas que ndo se ligaram aos anticorpos
primarios. 4. Um segundo anticorpo marcado com uma enzima é
adicionado, e liga-se ao antigeno (formando um "sanduiche", ou seja,
um antigeno entre duas moléculas de anticorpos). 5. A enzima quando
em contato com o seu substrato gera um produto cromogénico ou
fluorescente.

Uma terceira maneira de se trabalhar com imunodeteccao
usando o teste ELISA é através de um ensaio competitivo (Figura 3). As
etapas para este ensaio consistem em: 1. Uma superficie é preparada
com uma quantidade conhecida de anticorpos primarios. 2. Os demais
sitios para possiveis ligagdes sdo entdo bloqueados. 3. Uma amostra
contendo o antigeno ndo marcados (amostra) e antigenos marcados
competem pelo sitio de ligacdo do anticorpo imobilizado n aplaca, a
placa é entdo lavada para remocao de moléculas que néo se ligaram aos
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anticorpos primarios. 5. A enzima quando em contato com 0 Sseu
substrato gera um produto cromogénico ou fluorescente.

Figura 2. Método ELISA do tipo indireto (tipo sanduiche). Representacdo das
etapas de imunodeteccéo.
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Figura 3. Método ELISA do tipo competitivo. Representacdo das etapas de
imunodeteccao.

» Enzima

Antigeno «

marcado Sinal

Produtoda

Antigenondo » reagdo
» marcado enzimatica
(amostra) I

» Anticorpo
primario



23

1.1.2. Funcionamento dos imunossensores eletroquimicos

A medida que a superficie do imunossensor contendo os
anticorpos especificos é exposta a uma amostra contendo o antigeno
alvo, ocorre a ligacdo especifica e formacdo do complexo anticorpo-
antigeno. Assim, diferentes estratégias podem ser empregadas para a
deteccdo do imunocomplexo formado, como por exemplo: ensaios
competitivos com anticorpos marcados com enzimas, supressdo de
respostas de mediadores eletroquimicos e mudancas na condutividade
da superficie do eletrodo. Um exemplo da aplicagdo desta metodologia
de analise imunoldgica é o diagndstico de doengas como o infarto agudo
do miocardio (IAM), através da deteccdo de biomarcadores cardiacos
(RICCARDI et al., 2002).

1.1.2.1. Imunossensores eletroquimicos com marcacao e sem marcagao

Diferentemente do imunoensaio empregado no método ELISA
classico, o uso de imunossensores eletroquimicos nem sempre necessita
da marcacdo do anticorpo para o seu funcionamento. Esses biossensores
baseiam-se na formacdo de imunocomplexos, que sdo acompanhados
por alteracdes em uma sonda redox (RICCARDI et al., 2002; RICCI et
al., 2007). A necessidade do uso de uma sonda redox se da pelo fato de
que tanto o0 antigeno quanto o0 anticorpo, sd0 compostos
eletroquimicamente inertes. Essas sondas sdo constituidas de espécies
eletrogquimicamente ativas e possuem a capacidade de sofrer reacGes de
oxidacdo/reducdo em sua grande maioria de forma reversivel. Os
imunossensores eletroquimicos podem ser construidos segundo duas
abordagens: sistemas com marca¢do do anticorpo e o0s sistemas ndo
marcados (label-free), como mostrado na Figura 4 (RICCARDI et al.,
2002; RICCl et al., 2012).

Nos sistemas ndo marcados, a resposta analitica é proveniente
de uma sonda redox imobilizada no eletrodo de trabalho ou entdo
dissolvida em solugdo, nestes sistemas € acompanhada uma supressdo
do sinal, conforme um Unico evento de imunorreconhecimento se
processa na superficie do eletrodo (LIANG et al., 2011).

Nos sistemas marcados, dois eventos de imunorreconhecimento
sdo requeridos, sendo a resposta analitica proveniente do segundo
evento, onde ocorre a formacéo de um imunocomplexo, entre o0 antigeno
e uma segunda molécula de anticorpo marcada com uma sonda redox;
esse método é semelhante ao ELISA (LIANG et al., 2011).
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Figura 4. Principio de funcionamento de um imunossensor eletroquimico: (A)
com marcacdo e (B) sem marcagéo (inibicdo da resposta).
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As sondas redox comumente utilizadas constituem-se de
moléculas com atividade redox bem estabelecida, como por exemplo,
mediadores eletroquimicos como o ferroceno, complexos metalicos de
cobalto, ruténio, ferro, corantes principalmente contendo grupo azo e
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enzimas oxidorredutases (RICCARDI et al., 2002; RAMIREZ et al.,
2009; LIANG et al., 2011). Os marcadores enzimaticos mais usados sdo
a HRP e a fosfatase alcalina por apresentarem alguns requisitos
indispenséaveis, como alta pureza, alta atividade especifica, possuirem
um substrato estavel e serem facilmente conjugéveis ao sistema
eletroquimico. Outras caracteristicas principais que um bom mediador
deve apresentar sdo: ndo reagir com o oxigénio, ser estavel em ambas as
formas (oxidada e reduzida), mostrar cinética de transferéncia de
elétrons reversivel, além de possuir baixo potencial redox (MEHRVAR
e ABDI, 2004; CHAUBEY e MALHOTRA, 2002; YOO e LEE, 2010).

1.1.3. Anticorpos

Anticorpos sdo glicoproteinas, também chamadas de
imunoglobulinas (lg), altamente especificas sintetizadas em resposta a
um antigeno, podendo reconhecer, se ligar, neutralizar, ou destruir esse
antigeno. Existem cinco classes de imunoglobulinas, sendo elas: IgA,
IgD, IgE, 1gG, IgM, IgY com diferentes propriedades bioldgicas e
localizag@es funcionais (MARTIN, 1969).

As principais caracteristicas morfologicas dos anticorpos s&o:
suas cadeias pesadas (heavy chains — Cy) e suas cadeias leves (light
chains — C) (Figura 5). Essas cadeias podem ser divididas em duas
classes: constantes e hipervariaveis. As regides constantes, também
denominadas de C-terminal, tem a funcéo de ancorar o anticorpo. Ja as
regides hipervariaveis (ou regides determinantes de
complementaridade), também denominadas de N-terminal ou de ligacéo,
estdo localizadas nos dominios V| e Vy — variaveis, que é a superficie
responsavel pela ligagdo com o antigeno, e, portanto, determina a
especificidade do anticorpo (BENJAMINI et al., 2000).

A caracteristica basica da reacdo antigeno-anticorpo é a
especificidade, representada por uma estreita relacdo de
complementaridade entre as estruturas tridimensionais das duas
moléculas. Esta complementaridade permite a aproximacdo maxima do
antigeno aos sitios de ligacdo das moléculas de anticorpo.

As ligagBes envolvidas na formagdo do imunocomplexo séo de
natureza ndo covalente, e, portanto, consideradas reversiveis. A
interacdo antigeno-anticorpo é o resultado da somatdria de forgas
intermoleculares, incluindo hidrofébicas, eletrostéticas, forcas de
hidrogénio e forcas de van der Waals. Embora as interacGes sejam
individualmente fracas, a multiplicidade das unifes leva a uma
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consideravel energia de coesdo entre 0 antigeno e o anticorpo (SOUZA
etal., 1999; RICCARDI et al., 2002).

Figura 5. Estrutura molecular do anticorpo (IgG): (A) Visdo geral das cadeias
leves e pesadas; (B) Destaque para regido dos sitios de ligagdo com o antigeno
(Adaptada de BENJAMINI et al., 2000).
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1.3. IMOBILIZACAO DE BIOMOLECULAS SOBRE O
ELETRODO

Tendo em vista que a tecnologia imunoldgica baseia-se na
formacdo de complexos com alta especificidade entre um anticorpo e
um dado antigeno, portanto, para que isso ocorra de forma adequada,
algumas condigBes precisam ser estabelecidas na superficie de
reconhecimento. Essas condicGes que favorecem o reconhecimento
eficaz e seletivo dos antigenos sobre o eletrodo dependem da
organizagdo na superficie do sensor e sdo alcangadas com a correta
imobilizacdo das moléculas, com o uso de plataformas robustas e que
permitam uma rapida medida da propriedade elétrica desenvolvida
durante a etapa de imunorreconhecimento (RICCARDI et al., 2002).

Desta forma, os principais métodos de imobilizacdo dos
anticorpos (ou antigenos) devem ser conhecidos, a fim de se fazer a
escolha do método mais adequado para a aplicagdo desejada.

A imobilizagdo por adsorcdo € um método amplamente
empregado, especialmente por ser simples, rapido e de baixo custo. Este
procedimento consiste na unido entre a biomolécula e um suporte
insolUvel através de interacBes fracas (interacBes de van der Waals,
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ligagdes de hidrogénio e interacdes idnicas). Varios materiais podem ser
utilizados para esse tipo de imobilizacdo, tais como celulose, alumina,
grafite, nanotubos de carbono, resinas de troca idnica, argilominerais,
entre outros. Contudo, uma das principais desvantagens desse método €é
a possibilidade de dessor¢éo da biomolécula do suporte, devido as fracas
interacdes envolvidas nesse tipo de imobilizagdo, bem como a adsorgéo
pode ocorrer com orientagdo desfavoravel na superficie do
suporte/eletrodo (GUILBAULT, 1984; DALLA-VECCHIA et al., 2004;
MATEO et al., 2007; SASSOLAS et al., 2011).

A imobilizacdo por ligacdo covalente, a mais empregada na
construcdo de imunossensores, ocorre entre 0s grupos funcionais ndo
essenciais para a atuacdo da biomolécula (exemplos: amino, hidroxila,
carboxila e tiol, em cadeias laterais) e 0s grupos reativos disponiveis na
superficie do suporte (exemplos: amino, hidroxila e tiol). Em geral, este
método envolve duas etapas: a ativagdo do suporte com um reagente
especifico (bi ou multifuncional), e a adicdo da biomolécula para
formacédo da ligacdo entre as cadeias laterais da biomolécula e o suporte.
Na imobilizacdo por ligagdo covalente cruzada um reagente bi ou
multifuncional (ex.: glioxal, glutaraldeido) é empregado, formando-se
ligacbes de natureza covalente entre as cadeias do suporte e a
biomolécula, porém mais de uma ligacdo é formada entre a biomolécula
e 0 suporte, ou entre cadeias do suporte. Nas imobilizacGes por ligagdes
covalentes, dificilmente a molécula ird desprender-se do suporte e a
estabilidade diante de variagbes fisico-quimicas € aumentada
(GUILBAULT, 1984; DALLA-VECCHIA et al., 2004; MATEOQ et al.,
2007; SASSOLAS et al., 2011).

A oclusdo ou confinamento da biomolécula em matriz
polimérica ocorre durante o processo de reticulacdo de um polimero
insoltvel, sendo que a biomolécula fica presa nos espacos vazios
formados na rede polimérica. Contudo, ha possibilidade de inativacdo da
reatividade da molécula, ndo estando a mesma mais disponivel para
interacdo com uma molécula alvo (GUILBAULT, 1984; DALLA-
VECCHIA et. al., 2004; MATEO et al., 2007; SASSOLAS et al., 2011).

1.3.1. Materiais e reacdes covalentes de imobilizagéo

As reacOes de imobilizacdo devem apresentar Varias
caracteristicas importantes, tais como: a reacdo deve ocorrer
rapidamente e permitir a utilizacdo de baixas concentracfes dos
reagentes para a imobilizacdo, os ligantes imobilizados devem ser
orientados e com uma distribuicdo homogénea, e ndo devem ocorrer
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reacbes com o0s sitios de ligagdo da biomolécula usados para
reconhecimento (GORECKA e JASTRZEBSKA, 2011).

Para a imobilizacdo de biomoléculas sobre eletrodos sélidos €
necessaria primeiramente a modificacdo da superficie do eletrodo, a fim
de criar sobre essa superficie grupos funcionais reativos que sdo
geralmente inexistentes no eletrodo ndo modificado/ativado (Figura 6-
A) (Exemplos: -NH,, -COOH, -COH, -SH, -OH) (GORECKA e
JASTRZEBSKA, 2011; OLIVEIRA, 2011; RUSNINI et al., 2007).
Estes grupos funcionais do suporte reagem, entdo, com moléculas
bifuncionais, por uma das extremidades, enquanto a outra extremidade
deste reagente de imobilizagdo forma uma ligagdo com um grupo
reativo da biomolécula. No caso das biomoléculas, 0s grupos reativos
frequentemente se resumem aos grupos N-terminal (-NH,) e C-terminal
(-COOH), em razéo da sua natureza proteica (JACOB et al., 2013; RAO
et al., 1998; ESCOSURA-MUNIZ et al., 2010 ). Em alguns casos, a
prépria molécula bifuncional pode ser imobilizada na superficie do
eletrodo, funcionando como um espacador, auxiliando na orientagéo das
biomoléculas na superficie do eletrodo (Figura 6-B), um exemplo dessa
aplicacdo sdo as camadas auto-organizadas de alcanotidis sobre
eletrodos de ouro (LIU et al., 2013).

Figura 6. (A) Modificagdo da superficie com criagdo de grupos funcionais; (B)

Modificagdo da superficie com espacadores para orientacdo das biomoléculas
na imobilizagdo.
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1.3.1.1. Principais reacOes e reagentes de ligacdo empregados para
imobilizacdo

Os grupos funcionais encontrados nos suportes poliméricos
podem ser empregados no processo de imobilizacdo, sendo que os
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grupos —NH,, -COOH, —-COH e —OH séo os mais utilizados, juntamente
com reagentes ativadores para cada funcdo quimica (RUSNINI et al.,
2007). A seguir sdo mostradas as principais reagdes empregadas na
imobilizacdo de biomoléculas assim como 0s reagentes mais
comumente utilizados para a funcdo de ativar o suporte e realizar uma
ligagdo covalente cruzada com as biomoléculas.

O glutaraldeido (Figura 7-A) assim como o glioxal (Figura 7-B)
sdo dialdeidos popularmente empregados para a ativacdo de suportes
contendo grupos amino. Uma das extremidades do aldeido reage com os
grupos amino do suporte, enquanto a outra extremidade reage com
grupos amino laterais da proteina, formando bases de Shiff em uma
larga faixa de condigdes, conforme esquema reacional representado na
Figura 7-C (RAO et al., 1998).

Figura 7. Estrutura do (A) glutaraldeido e (B) glioxal. (C) Esquema reacional
do suporte aminado com uma proteina usando glioxal como reagente de ligac&o
cruzada.
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Suportes contendo grupos carboxilicos sdo frequentemente
ativados com carbodiimidas, sendo a mais comumente empregada a 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). As carbodiimidas
também podem ser chamadas de reagentes de ligacdo cruzada de ordem
zero, pois cumprem a funcdo de ativar grupos reativos, porém ndo sao
mantidos na estrutura final apés a imobilizacdo. Duas estratégias
descritas frequentemente na literatura estdo representadas na Figura 8. A
primeira envolve a ativacdo do grupo carboxilicos, formando o éster
ativado o-acil-uréia, a partir desse intermedidrio instavel trés
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possibilidades sdo apresentadas: (I) reacdo direta com grupo amina
priméria da biomolécula; (II) uma nova ativagio com N-
hidroxisuccinimida (NHS) formando um intermediario ativado estavel a
base de um éster amino reativo; (IlI) uma reacdo de hidrélise que
regenera o grupo carboxilico (BOGDANOV et al., 1988; PATEL et al.,
1997; LIU et al., 2013).

Figura 8. (A) Estrutura do 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).
(B) Estrutura da N-hidroxisuccinimida (NHS). (C) Esquema reacional do EDC
com NHS entre o suporte e a biomolécula (HAYWORTH, 2014).
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1.4. CRISTAIS LIQUIDOS

Na busca de novos materiais capazes de fornecer uma
plataforma para imunodetec¢cdo, surge uma nova classe de materiais
ainda pouco explorada para o desenvolvimento de imunossensores, 0S
cristais liquidos. Essas moléculas podem ser empregadas como meio de
imobilizacdo para anticorpos, ou também podem atuar como sonda
redox (quando apresentam grupos eletroativos).
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Cristal liquido (CL) é um estado da matéria entre o sélido
cristalino e o liquido isotrépico, que combina organizacdo e fluidez,
apresentando propriedades interessantes e Unicas, inexistentes em outros
estados fisicos. O que distingue o estado liquido cristalino € a tendéncia
dessas moléculas orgénicas em apresentar uma dire¢do comum de
ordenamento em relagdo a um eixo, chamado de eixo diretor. Ao
contrario do que ocorre com as moléculas na fase liquida, onde nédo ha
nenhuma ordem intrinseca. No estado sélido, as moléculas encontam-se
altamente ordenada e tém pouca liberdade de translagdo. A ordem de
orientacdo caracteristica do estado de cristal liquido situa-se entre as
fases solida e liquida tradicionais, e esta ¢ a origem do estado
mesogénico. A auto-organizacdo associada aos materiais liquidos
cristalinos pode ser obtida através da utilizacdo de temperatura (CL
termotrépico) ou solvente (CL liotropico) (DEMUS et al., 1998;
LAGERWALL e SCALIA, 2012). Em muitos casos, as moléculas
podem mostrar tanto comportamento termotrdpico quanto liotrépico,
sendo classificado como CL anfotrdpico (TSCHIERSKE, 2002).

1.4.1. Classes de cristais liquidos

Atualmente, existe uma variedade de tipos de CL, os quais se
enguadram, como citado acima, em duas grandes classes: liotrdpicos e
os termotropicos. A classe de CL liotropicos possui como unidade
fundamental a micela, constituida por agregados de moléculas
anfifilicas, ou seja, moléculas que possuem uma regido polar com
caracteristicas hidrofilicas e outra regido extensa hidrofébica, também
denominada de cauda apolar (LAGERWALL e SCALIA, 2012). A
formagdo das mesofases é dependente da sua concentragdo, como
também do solvente utilizado e da temperatura da solugéo. Portanto, em
certas condigdes, as micelas podem se auto-organizar formando
estruturas que podem ser bastante complexas (Figura 9)
(TSCHIERSKE, 2002; WESTPHAL, 2009).

No caso dos CL termotropicos, a molécula é tomada como
unidade fundamental para a ocorréncia de uma mesofase, sendo que
formagdo de mesofases é dependente apenas da temperatura. Estes, por
sua vez, subdividem-se em varios grupos, dentre 0s quais, 0s mais
conhecidos sdo os CL calamiticos e os discoticos (Figura 10).



32

Figura 9. Possivel arranjo estrutural de compostos anfifilicos: (a) moléculas
anfifilicas formadoras de mesofase liotrépica, (b) arranjo lamelar, (c) secgdo de
micela normal, (d) seccdo de micela reversa, (€) fase hexagonal (reproduzido de
WESTPHAL, 2009).
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Os CL termotrépicos calamiticos, Figura 10-A, sdo formados
por moléculas contendo um ndcleo rigido alongado seguido de cadeias
flexiveis, apresentando uma anisometria geométrica (eixo x >> y e z)
similar a de uma caneta (LAGERWALL e SCALIA, 2012). Os CL
termotropicos discéticos, Figura 10-B, como o proprio nome indica
possuem anisometria geométrica semelhante a um disco, onde agora 0s
eixos X e z sd0 muito maiores do que o eixo y. A classe discotica pode
ser distribuida conforme a organizacdo dos discos, em dois grupos:
nematico (onde as moléculas encontram-se parcialmente paralelas,
porém as suas posicdes individuais sdo desordenadas) e colunar (onde as
moléculas encontram-se paralelamente empilhadas em colunas)
(BUSHBY e LOZMAN, 2002; LAGERWALL e SCALIA, 2012).

Os cristais liquidos discoticos possuem uma auto-organizacao
em colunas que se mantém empacotadas, em razdo de uma forte
interag@o causada por empilhamento 7-stacking dos orbitais, originando
uma banda de conducgéo (Figura 11), apresentando alta potencial como
transportadores de cargas (ADAM et al., 1994; BUSHBY e LOZMAN,
2002).
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Figura 10. Representacdo esquematica de moléculas de CL em forma de (A)
bastonetes e (B) de discos (adaptada de CARDOSO, 2007 e WESTPHAL,
2009).
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Figura 11. Formacdo de uma banda de conducéo devido ao empacotamento
colunar (Adaptada de LASCHAT et al., 2007).
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1.4.2. Aplicacdes de cristais liquidos

As propriedades fascinantes destes materiais mostram potencial
aplicabilidade em diversas areas e finalidades. Além da classica
aplicacdo em displays 6pticos, os CL podem também ser aplicados em
outros dispositivos eletronicos e dpticos, no entanto, 0 uso desses
materiais no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos ainda é
praticamente inexplorado. Tais materiais podem gerar resultados
interessantes e trazer vantagens para a ampliacdo de sensibilidade e de
transducdo de interagdes quimica/bioldgica na superficie de eletrodos,
sendo aplicada, por exemplo, para o estudo de interagBes ligante-
receptor, que ocorre na formacgdo de imunocomplexos. Desta forma,
filmes de CL eletroativos podem fornecer plataformas que operem com
base nas alteracGes das propriedades eletroquimicas da interface do
sensor e possibilitem a deteccdo direta da interacdo antigeno-anticorpo
(KELLY e O’NEILL, 2000; BISOY| e KUMAR, 2010; CARLTON et
al., 2013).

1.5. NANOPARTICULAS METALICAS

Nanoparticulas (NP) metalicas sdo compostos integrantes da
classe dos nanomateriais, que tém suas propriedades fisicas e quimicas
significativamente alteradas pela diminuigdo de tamanho (menor do que
100 nm). Essas propriedades diferem das encontradas nos mesmos
materiais quando em dimensBes maiores (acima de 1 pm) (BUZEA et
al., 2007). NP metalicas sdo utilizadas em diversas areas, tais como,
optica (YANG et al., 2007), catalise (XU et al., 2009; GONCALES-
MARCIA et al., 2011), bioguimica (RUSLING et al., 1993; RHIEU et
al., 2009), medicina (SHAN et al., 2008) e sensores (KHUN et al.,
2011). Estas aplicacOes requerem estratégias para evitar a formagéo dos
aglomerados de NP metalicas e, desta forma, manter suas propriedades,
tais como elevada atividade catalitica, area superficial e condutividade
elétrica (HU et al., 2000). Para isso é necessario a utilizacdo de um
agente estabilizante que seja capaz de evitar a coalescéncia e por sua vez
manter 0 tamanho nanométrico das particulas em solucéo. Essa fungédo
de estabilizante pode ser desempenhada por diferentes substancias, tais
como os liquidos ibnicos, surfactantes e polimeros (HU et al., 2000). As
moléculas do estabilizante se ligam/adsorvem sobre a superficie das NP
(Figura 12), evitando a atragdo entre as particulas, utilizando para isso as
forcas repulsivas das cargas superficiais (efeito eletrostatico) ou entdo o
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impedimento estérico promovido pelas cadeias do estabilizante (efeito
estérico) ou entdo uma combinacdo de ambos os efeitos (efeito
eletroestérico), por exemplo, no uso de surfactantes como agentes
estabilizantes (YUAN et al., 2005; KHUN et al., 2011).

Figura 12. Estabilizacdo de nanoparticulas por (A) método estérico e (B)
eletrostatico.
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As NP metélicas, especialmente as NP de ouro (AuNP), vém
sendo empregadas no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos
mais sensiveis e com transferéncia eletrdnica facilitada e acelerada.
Contudo, além de oferecer um mecanismo condutor em sensores, 0S
nanomateriais também podem contribuir fornecendo uma extensa area
superficial ativa frequentemente funcionalizada, a qual pode ser
empregada para imobilizacdo de importantes moléculas biorreativas
como os anticorpos (KERMAN et al., 2008; HERNANDEZ-SANTOS
et al., 2002; ESCOSURA-MUNIZ et al., 2010). Neste sentido,
biossensores construidos com estes nanomateriais tém apresentado
resultados promissores, como aumento na sensibilidade, estabilidade e
velocidade de resposta, trazendo vantagens significativas para aplicacao
destes dispositivos em analises clinicas (GUO e WANG, 2007
KERMAN et al., 2008).

O emprego de materiais nanoestruturados para imobilizacdo de
biomoléculas e construcdo de biossensores tem resultado em grandes
avancgos em termos de estabilidade e sensibilidade (JIANRONG et al.,
2004; ANSARI e HUSAIN, 2012). Vérias nanoestruturas tém sido
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investigadas para o desenvolvimento de novos dispositivos analiticos,
incluindo NP, nanotubos, nanofibras e nanofios (Figura 13) que podem
fornecer um microambiente biocompativel para imobilizacdo de
biomoléculas. As NP metdlicas se destacam entre as demais
nanoestruturas, pois estdo entre as mais extensivamente estudadas e
usadas na construcdo de biossensores (HERNANDEZ-SANTOS et al.,
2002; GUO e WANG, 2007; KERMAN et al., 2008; CAMPBELL e
COMPTON, 2010; WILLNER et al., 2011).

Figura 13. Nanoestruturas frequentemente empregadas no desenvolvimento de
biossensores: (A) nanoparticulas, (B) nanotubos e (C) nanofios.
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1.6. APLICACAO DE IMUNOSSENSORES

A ampla versatilidade dos imunossensores, assim como a
possibilidade de modificacbes das plataformas de deteccdo em busca de
seletividade e confiabilidade, permite que esses dispositivos sejam
aplicados na deteccdo de diversos agentes patogénicos, toxinas e
biomarcadores para importantes doencas. A Tabela 1 apresenta alguns
desses exemplos do uso de diferentes imunossensores, baseados em
diferentes biomoléculas e com diferentes modos de transducdo. Sendo
assim, esses dispositivos permitem que esses importantes analitos sejam
detectados de forma mais réapida e simples, sendo uma ferramenta Util
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em muitos campos, como na darea clinica, quimica, inddstria de
alimentos e analise ambiental.

Tabela 1. Alguns exemplos de analitos detectados com imunossensores

Analito Amostra Referéncia
Toxinas
Aflatoxinas Leite (MICHELI et al., 2005)
CT Agua de rio (LOYPRQ)Slg)RT etal,
Patogénico
Escherichia coli Agua e leite (Lletal., 2013)
Marcadores Tumorais
PSA Soro humano (YANG et al., 2010)
CEA e AFP Soro humano (CHEN et al., 2013)
Biomarcadores
cardiacos
Mioglobina Sangue humano (SUPRUN et al., 2010)
Troponina Sangue humano (GOMESZ'SEHO etal,
)

CT: Toxina da colera (cholera toxin); PSA: Antigeno especifico da prdstata
(Prostate-specific antigen); CEA: Antigeno carcinoembrionério (carcinoembryonic
antigen); AFP: Alfa-fetoproteina (alpha-fetoprotein).

O sucesso do uso dos imunossensores, além das caracteristicas
de montagem e desenvolvimento da plataforma sensora esta associado
as particularidades de cada amostra e analito. Os avancos nessa area de
pesquisa apontam para o fato de que em um futuro préximo essas novas
alternativas aplicadas ao diagndstico e tratamentos médicos tornem-se
presenca constante nos centros de atendimentos médicos, como por
exemplo, 0 seu uso no diagndstico do IAM.

1.7. DOENCAS CARDIACAS

Os atendimentos e admissGes de pacientes com suspeita de
doencas cardiovasculares sdo frequentes nos departamentos de
emergéncia médica, sendo uma das principais causas de mortalidade
mundial (MENDIS et al., 2011). De acordo com a Organizagdo Mundial
da Salde (OMS), estima-se que 17,3 milhfes de pessoas morreram de
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doencas cardiovasculares em 2008, representando 30% de todas as
mortes globais (WHO, 2011). Segundo projecdes da OMS, em 2030
quase 23,6 milhGes de pessoas morrerdo de doencas cardiovasculares,
principalmente por infarto do miocardio e acidente vascular cerebral,
permanecendo como as principais causas de mortalidade (WHO, 2011;
MANSUR e FAVARATO, 2012).

No Brasil, as doencas cardiovasculares sdo as principais causas
de morte no pais, sendo responsaveis por cerca de 20% de todas as
mortes em individuos adultos. Os sintomas de diferentes sindromes
coronarianas agudas sdo muito semelhantes, incluindo dor no peito, falta
de ar e/ou nduseas. Como o tratamento para cada condi¢do anterior é
diferente, e a maioria deles exige medidas urgentes, é imperativo que 0s
médicos disponham de informagdes adicionais em um curto periodo de
tempo, permitindo-lhes efetuar um diagndstico rapido e preciso
(MOREIRA et al, 2011). Atualmente, a investigacdo
eletrocardiografica associada a sintomatologia clinica tem sido o
principal método utilizado para diagnéstico do infarto agudo do
miocardio (IAM), entretanto um percentual significativo de pacientes
infartados ndo apresentam alteracGes no eletrocardiograma. Em vista
disso, o emprego dos marcadores cardiacos no diagndstico do IAM
assume importancia primordial para estratificacdo do risco e prognostico
dos pacientes (SUPRUN et al., 2010).

1.7.1. Biomarcadores cardiacos

Biomarcadores sdo substancias especificas de um 6rgdo ou
tecido sob investigacdo, que sdo sintetizadas ou secretadas
proporcionalmente a injdria ou doenca que O estda acometendo.
Biomarcadores cardiacos sdo, em geral, proteinas liberadas no sangue
guando ha lesdo ao musculo cardiaco. Mioglobina (Mb), troponinas | e
T, e creatina fosfoquinase (creatine phosphokinase — CPK) sdo 0s
marcadores mais conhecidos e aplicados para deteccdo de lesdes
cardiacas. A quantidade destas proteinas aumenta no soro sanguineo
apos o 1AM, e a sua rapida determinacdo, sob condicdes fisiologicas
agudas, é de fundamental importancia para a sobrevivéncia do paciente
(OYAMA et al., 2013; MOREIRA et al., 2011).

A CK-MB é uma isoenzima liberada pelo musculo cardiaco.
Esta enzima eleva-se quando ocorre isquemia em uma determinada
regido do musculo cardiaco, atingindo o auge entre 12 e 24 horas.
Apesar de a CK-MB total ser um marcador sensivel de lesdo ao
miocéardico, tém baixa especificidade devido a sua alta concentracdo no
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musculo esquelético (QURESHI et al., 2012; TEIXEIRA e BORGES,
2012).

A Mb é uma molécula de proteina relativamente pequena, a
qual é liberada para o sangue até uma hora ap6s o infarto agudo do
miocardio, atingindo um pico de 4 a 12 horas, sendo em seguida
rapidamente eliminada. A principal vantagem de utilizar a Mb como um
marcador cardiaco é que essa proteina é liberada mais rapidamente a
partir de células danificadas do que outros marcadores cardiacos,
permitindo a deteccdo precoce do IAM (LEWANDROWSKI et al.,
2002; MOREIRA et al., 2011).

A troponina é um complexo de trés proteinas (troponina I,
troponina C e troponina T) que regula a contragdo dos musculos
esquelético e cardiaco. As troponinas cardiacas | (cTnl) e T (¢cTnT) tém
sido investigadas como importantes biomarcadores para diagnéstico de
lesdo cardiaca, devido a sua elevada especificidade. Ja a troponina C é
idéntica tanto no mdsculo esquelético como no cardiaco, sendo,
portanto, pouco Util para o diagnéstico de dano ao musculo cardiaco
(ARCHER, 2003; LEWANDROWSKI et al., 2002).

Os niveis normais de cTnT e cTnl sdo indetectaveis no sangue
pelos métodos disponiveis na atualidade, de forma que os valores de
referéncia destas proteinas sdo adotados como zero. Apos o 1AM, inicia-
se a liberagdo na circulagdo destas troponinas, apresentando niveis
detectaveis cerca de 12 horas ou menos apés o evento, utilizando as
metodologias disponiveis em hospitais e unidades de pronto-
atendimento (LEWANDROWSKI et al., 2002; ARCHER, 2003).

A Figura 14 apresenta a variacdo nas concentra¢fes em funcao
do tempo dos principais biomarcadores liberados na corrente sanguinea
apos o inicio dos primeiros sintomas do IAM. Como se pode observar,
cada marcador apresenta um pico de concentracdo caracteristico que é
medido em relacdo a valores em individuos saudaveis.

Véarios métodos de deteccdo de biomarcadores cardiacos,
empregados para o diagndstico de IAM, tém sido descritos na literatura,
incluindo imunoensaios com eletroquimioluminescéncia, ensaios
imunoenzimaticos, radioimunoensaios e testes imunocromatograficos
(CAVALCANTI et al., 2011). Contudo, muitos destes métodos
requerem elevado tempo e custo para execucdo das analises. Neste
contexto, o emprego de imunossensor que possa detectar e quantificar o
teor desses marcadores cardiacos, em poucos minutos, ira garantir um
diagnostico em tempo real, visto que, o paciente que sofreu um 1AM
deve ser diagnosticado precocemente para um melhor prognéstico
(QURESHI et al., 2012).
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Figura 14. Concentragdo dos biomarcadores cardiacos, em fungéo dos niveis de
referéncia para um individuo relativa saudavel, em funcéo do tempo apds o
infarto (Adaptada de MCCORD, 2011).
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CAPITULO 2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver novos
imunossensores a base de filmes de cristais liquidos e nanoparticulas de
ouro para deteccao de biomarcadores cardiacos (Mb, cTnT e cTnl).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Imunossensor label-free & base de AuNP estabilizadas em
polietilenoimina (PEI) e CL como sonda redox para detec¢cdo de Mb

» Formacéo de filmes de CL a base de brometo de (E)-1-decil-4-((4-
(deciloxi)fenil)diazenil)piridinio (Br-Py) sobre um eletrodo de carbono
vitreo (glassy carbon electrode — GCE);

» Funcionalizacdo superficial da plataforma de Br-Py/GCE
empregando AuNP estabilizadas em PEI (AuNP-PEI);

» Imobilizacdo dos anticorpos anti-mioglobina (ab-Mb) através de
ligacdo covalente com glioxal sobre a superficie funcionalizada;

» Caracterizagdo eletroquimica das plataformas através de medidas de
CV, SWV e EIS;

» Caracterizacdo morfoldgica das superficies desenvolvidas através de
microscopia eletronica de varredura (scanning electron microscopy —
SEM);

» Otimizacdo do imunossensor através de técnicas eletroquimicas,
investigando diversos parametros, tais como: quantidade de Br-Py,
guantidade de AUNP-PEI, pH do eletrélito suporte, tempo de incubacéo
e parametros voltamétricos;

» Estudo de compostos possivelmente interferentes e estabilidade;

» Construcéo de uma curva de calibragéo para cTnT;

» Aplicacdo do imunossensor na deteccdo de Mb em amostras de soro
simulado.

2.2.2. Imunossensor label-free a base de AuNP estabilizadas em
silsesquioxano (Sil) e CL como sonda redox para detec¢do de cTnT

» Formacao de filmes de CL a base de Br-Py sobre um GCE;

» Funcionalizacdo superficial da plataforma de Br-Py/GCE
empregando AuNP estabilizadas em Sil (AuNP-Sil);

» Imobilizacdo dos anticorpos anti-troponina T cardiaca (ab-cTnT)
através de interacdo eletrostatica sobre a superficie funcionalizada;
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» Caracterizagdo eletroquimica das plataformas através de medidas de
CV, SWV e EIS;

» Caracterizagdo morfolégica das superficies desenvolvidas através de
SEM;

» Otimizagdo do imunossensor através de técnicas eletroquimicas,
investigando diversos parametros, tais como: quantidade de Br-Py,
guantidade de AuNP-Sil, pH do eletrélito suporte, tempo de incubagéo e
pardmetros voltamétricos;

» Construcdo de uma curva de calibragdo para cTnT,;

» Estudo de reprodutibilidade e estabilidade;

» Estudo de compostos possivelmente interferentes;

» Aplicacdo do imunossensor na deteccdo de cTnT em amostras de
soro simulado e plasma sanguineo humano.

2.2.3. Imunossensor label-free a base de CL colunar e AuNP
estabilizadas em hidrocloreto de polialilamina (PAH) para detecgéo
de cTnl

» Formacdo de filmes de CL colunar a base do derivado de 1,3,4-
oxadiazol (CL) sobre um GCE;

» Auvaliagdo do efeito do aquecimento na organizagdo do filme de
CL, sobre GCE;

» Funcionalizacdo superficial da plataforma CL/GCE empregando
AUNP estabilizadas em PAH (AuNP-PAH);

> Imobilizacdo dos anticorpos anti-troponina | cardiaca (ab-cTnl)
através de ligacdo covalente sobre a superficie funcionalizada;

» Caracterizagdo morfolégica das superficies desenvolvidas através de
microscopia éptica com luz polarizada (polarized optical microscopy —
POM);

» Caracterizagdo eletroquimica das plataformas através de medidas de
CV eEls;

» Otimizacdo do imunossensor através de técnicas eletroquimicas,
investigando diversos pardmetros, tais como: quantidade de CLgg,
guantidade de AuNP-PAH, técnica eletroquimica, efeito da velocidade
de varredura, imobiliza¢do do ab-cTnl, constante de associacdo e tempo
de incubacéo.

» Estudo de  compostos  possivelmente  interferentes e
reprodutibilidade;

» Construcdo de uma curva de calibracéo para cTnl;

» Aplicacdo do imunossensor na detec¢do de cTnl em amostras de soro
simulado e plasma sanguineo humano.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA
3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Os anticorpos anti mioglobina (ab-Mb), anti troponina T (ab-
cTnT), anti troponina | (ab-cTnl) e os respectivos antigenos Mb, cTnT e
cTnl foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Acido ascérbico, albumina de
soro bovino (bovine serum albumin — BSA), éacido citrico, creatinina,
creatina, glicina, glicose, lisina, acido Urico, dopamina, ferrocianeto de
potassio e ferricianeto de potassio foram adquiridos também da Sigma-
Aldrich. Todos os reagentes empregados possuiam grau analitico e
foram usados sem qualquer purificacdo adicional. Agua ultrapura obtida
a partir de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA), com uma
resistividade de 18,2 MQ cm™, foi utilizada na preparacéo de todas as
solucdes aquosas.

O tampéo fosfato salino (PBS) (0,01 mol L™, pH 7,5), utilizado
como o eletrdlito de suporte, foi preparado por dissolucdo de KCI, NaCl,
e Na,HPO,, KH,PO, em &gua ultrapura, e o valor do pH foi ajustado
com acido fosfdrico ou hidréxido de sodio.

As solucbes dos agentes reticulantes: glioxal (Fluka), EDC
(Slgma-AIdrlch) e NHS (Sigma-Aldrich), foram preparadas em PBS
(0,01 moI Lt pH 7,5), nas concentracdes de 2,5%, (m/v), 5x10° mol L™
e 2x10° mol L , respectivamente.

3.1.1. Amostras

O soro simulado (adaptado a partir de KREBS, 1950) foi
preparado usando uma solucéo de PBS (0,01 mol L™, pH 7,5), com a
adicdo de aC|do ascorbico (10 mg L™), BSA (40 mg L ) acido citrico
(25 mg L™, creatinina (4,2 mg L™), creatina (10, 7 mg L™), gllcma (17,7
mg L™), glicose (200 mg L™), lisina (29,5 mg L™) e 4cido drico (10 mg
L)

Para os estudos com o |munossensor para Mb foram preparadas
amostras em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 35 45 e 55 ng mL™
de Mb ou soro simulado contendo 10, 20 e 30 ng mL™ de Mb.

Para o0s estudos com o0 imunossensor para cTnT foram
preparadas amostras de soro simulado contendo 0,3 ng mL™ de cTnT.
Amostras de plasma sanguineo humano (obtido da Sigma-Aldrich, na
forma liofilizada) também foram preparadas contendo 0,3 ng mL'1 de
cTnT.
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Para os estudos com o imunossensor para cTnl foram
preparadas amostras de plasma sanguineo humano (obtido a partir da
Sigma-Aldrich), com a adigdo de 0,05 ou 0,1 ng mL™ de cTnl.

3.1.2. Moléculas de CL e sondas eletroquimicas

O CL Br-Py foi sintetizado e caracterizado segundo
metodologia descrita no trabalho publicado por Zapp e colaboradores
(2014A). Este CL foi empregado como sonda redox para os estudos com
0s imunossensores para Mb e cTnT.

As moléculas de CL, foram sintetizadas e caracterizadas
segundo metodologia descrita por Girotto e colaboradores (2014).

Ambas as moléculas de CL foram sintetizadas pelo Laboratério
de Sintese de Cristais Liquidos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr.
Hugo Gallardo, e fornecidas para o presente trabalho de forma
colaborativa.

Para os estudos com o imunossensor para cTnl empregou-se
como sonda redox uma solucio de Fe(CN)¢®"™* 0,01 mol L™, preparada
em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5).

3.1.3. Sintese e caracterizagdo das AUNP

As AuNP estabilizadas em PEI (AuNP-PEI) foram sintetizadas
e caracterizadas no Laboratério de Quimica Bioinorganica e
Cristalografia (LABINC — UFSC) pelo Dr. Bernardo de Souza, com a
contribuicdo do Dr. Bruno Silveira de Souza (ha caracterizagdo
microscopica realizada no Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica (LCME-UFSC)), e fornecidas para o presente trabalho de
forma colaborativa. AuUNP-PElI foram sintetizadas conforme
metodologia descrita no trabalho publicado por Brondani e
colaboradores (2013), utilizando uma solucédo de &cido tetracloroaurico
(HAUCIy) e PEI ramificada (massa molar de 25 kDa) sob uma rampa de
aquecimento até o aparecimento de uma cor vermelha rubi
caracteristica. As AUNP-PEI caracterizadas por TEM apresentaram um
didmetro médio de 8,5+2,3 nm (Figura 15).
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Figura 15. Imagens de TEM para AuNP estabilizada em PEI. Inserido:
histograma de distribui¢do de tamanho de particula do com base em cerca de
300 particulas (reproduzido de BRONDANI et al., 2013).
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As AuUNP estabilizadas em material hibrido, cloreto de 3-n-
propil-4-picolinio silsesquioxano, (AuNP-Sil) foram sintetizados pelo
doutorando Paulo Sérgio Silva no Grupo de Estudos de Processos
Eletroquimicos e Eletroanaliticos (GEPEEA-UFSC) coordenado pelo
Prof. Dr. Almir Spinelli, e fornecidas para o presente trabalho de forma
colaborativa. Para a sintese das AUNP-Sil, descrita por Silva e
colaboradores (2014A), 5 pL de HAuCl, o (0,1 mol L™ foram
adicionados a 2,5 mL de uma solugéo aquosa de silsesquioxano (2 g L),
sendo a mistura mantida sob agitagdo. Apds 5 min, uma aliquota de 200
pL de uma solugdo de borohidreto de s6dio (20 mmol L™) recentemente
preparada foi adicionada rapidamente. Depois de 60 s a solu¢gdo mudou
de incolor para vermelho, indicando a formacdo de AuNP. As particulas
foram obtidas com forma esférica e um diametro médio de 5,0+0,2 nm,
determinado por anélise de TEM (Figura 16).

As AuUNP estabilizadas em PAH (AuNP-PAH) foram
sintetizadas de acordo com o procedimento descrito por SILVA et al.
(2014B). Para a sintese, uma aliquota de 200 puLL de uma solugéo aquosa
de HAUCI, (0,1 mol L™ foi adicionada a 10,0 mL de uma solucéo de
PAH (0,25%, m/v), sob agitagdo mecénica. Em seguida, 400 pL de uma
solucdo aquosa de NaBH, (0,02 mol L) foram adicionados de uma s6
vez, mantendo a agitagdo mecanica até a “solugdo” tornar-se vermelha,
indicando a formacdo de AuUNP. As particulas obtidas foram
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caracterizadas por TEM, apresentando formato esférico e um didmetro
médio de 17,8+0,3 nm (Figura 17).

Figura 16. Imagens de TEM para AuNP estabilizadas em Sil. Inserido:
histograma de distribuicdo de tamanho de particula com base em cerca de 300
particulas (reproduzido de SILVA et al., 2014A).
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Figura 17. Imagens de TEM para AuNP estabilizadas em PAH. Inserido:
histograma de distribuicdo de tamanho de particula do com base em cerca de
300 particulas (reproduzido de SILVA et al., 2014B).
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3.2. INSTRUMENTAGAO

As medidas de CV, SWV e EIS foram realizados usando um
potentiostato/galvanostato da Autolab PGSTAT 128N (Eco Chemie,
The Netherlands) com moédulo FRA acoplado. Para todas as medidas
empregou-se um sistema de trés eletrodos: um GCE (diametro 2,0+0,1
mm, produzido pela Metrohm Autolab) foi modificado para obtencédo
dos imunossensores propostos e empregado como eletrodo de trabalho,
uma placa de platina (aproximadamente 0,5 cm?) foi usada como contra-
eletrodo e um eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCI) com solugédo
interna de KCI (3,0 mol L™) como eletrodo de referéncia, contra o qual
todos os potenciais aqui relatados foram medidos.

As imagens de SEM foram realizadas usando um microscépio
da JEOL JSM-6701 com canhdo de emissdo de campo (field emission
gun — FEG) como detector, operando com voltagem de aceleracdo de 10
kV. As suspenstes de AuNP foram depositadas numa grade de cobre
revestida com carbono e analisadas usando um microscopio eletrénico
de transmissdo JEOL JEM-2100, operando a 100 kV. Ambos os tipos de
microscopia foram realizados no Laboratorio Central de Microscopia
Eletrénica da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME — UFSC,
Floriandpolis, Brasil). As medidas de potencial zeta de AuNP-Sil e ab-
cTnT/AuNP-Sil foram obtidas utilizando um instrumento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, UK) localizado no Departamento de
Quimica da UFSC, de carater multiusuario.

Microscopias 6pticas com luz polarizada (POM) foram
realizadas em um microscépio dptico da marca Leica modelo DM4500
P (utilizando o software IM50 para a aquisicdo de dados), localizado no
Departamento de Fisica da UFSC e de carater multiusuério.

3.3. PREPARACAO DOS IMUNOSSENSORES
3.3.1. Montagem do imunossensor para Mb

As etapas empregadas na construgdo do imunossensor para Mb
estdo representadas na Figura 18. Inicialmente, a superficie do GCE
passou por um pré-tratamento mecanico, que consistiu no polimento
manual com suspensdo de alumina (0,05 pm), utilizando tecido de
polimento (feltro) como base para fricgdo. O polimento foi realizado
fazendo-se movimentos em forma de “oito” durante cerca de 2 min.
Para remover as particulas de alumina residual da superficie do GCE, o
mesmo foi lavado com &gua desionizada e mantido em banho de
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ultrassom com agua desionizada durante 10 min. Apds essa etapa de
pré-tratamento, uma aliquota de 3 pL de solugdo de Br-Py (1x10° mol
L™ em CH,Cl,) foi gotejada sobre a superficie do GCE limpo, e em
seguida 0 mesmo foi deixado ao ar em temperatura ambiente para que o
solvente evaporasse, formando um filme fino e sélido sobre o eletrodo.
Em um segundo passo, uma suspensdo aquosa de AUNP-PEI foi
gotejada sobre a superficie do eletrodo Br-Py/GCE, sendo este colocado
em um dessecador sob vacuo e mantido até a completa evaporacdo do
solvente (cerca de 10 min). Entéo, o eletrodo foi incubado com 3 pL de
ab-Mb (100 ng mL™) e 3 pL de glioxal (2,5%, m/v) (reagente de “cross-
linking™). Ap6s 30 min, o eletrodo foi lavado com PBS (0,01 mol L™,
pH 7,5) para remover as moléculas de anticorpo ndo imobilizados.
Finalmente, para evitar ligagdes indesejadas na superficie o
imunossensor foi incubado com 3 pL de glicina (0,1 mol L™ durante 15
min.

Figura 18. Etapas de montagem do imunossensor: 1. Deposigao do filme de Br-
Py sobre uma superficie de um GCE limpo. 2. Deposicdo do filme de AuNP-
PEI. 3. Ativacdo dos grupos amino do polimero com glioxal e imobilizacéo
covalente das moléculas de ab-Mb. 4. Bloqueio da superficie com gllcma
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3.3.2. Montagem do imunossensor para cTnT

As etapas empregadas na construcdo do imunossensor para
cTnT estdo representadas na Figura 19. Apds o pré-tratamento da
superficie do GCE, como descrito anteriormente, iniciou-se a montagem
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do imunossensor. Para isso, gotejou-se 3 uL de uma solugédo de Br-Py
(1x10® mol L™ em CH,Cl,) sobre 0 GCE, e o solvente foi evaporado ao
ar em temperatura ambiente. Em um segundo passo, uma aliquota de 3
puL da suspensdo de AuNP-Sil foi gotejada sobre a superficie do
eletrodo, e o solvente foi evaporado sob vacuo. Entdo, o eletrodo foi
incubado com 3 pL de ab-cTnT (150 ng mL™) por 30 min, e, em
seguida, foi lavado com PBS para remover as moléculas de anticorpo
ndo imobilizadas. Posteriormente, o imunossensor foi incubado com 3
uL de glicina (0,1 mol L™) para bloquear a superficie do imunossensor
evitando ligacGes indesejadas.

Figura 19. Etapas de montagem do imunossensor: 1. Deposicao do filme de Br-
Py sobre uma superficie de um GCE limpo. 2. Deposig¢do do filme de AuNP-Sil.
3. Imobilizagdo das moléculas de ab-cTnT por adsor¢do. 4. Bloqueio da
superficie com glicina.
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3.3.3. Montagem do imunossensor para cTnl

As etapas empregadas na construgdo do imunossensor para cTnl
estdo representadas na Flgura 20. In|C|aImente solucdes de EDC (5x10°
mol L) e NHS (2x10° mol L™) foram preparadas para ativacio do
anticorpo ab-cTnl. Em um microtubo tipo Eppendorf, misturou-se as
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solucdes de EDC, NHS e ab-cTnl (1000 ng mL™), em uma razdo 1:1:1
(em volume), e a solucdo resultante foi mantida a 4 °C, durante 45 min.

Paralelamente, iniciou-se 0 processo de montagem do
imunossensor. Sobre a superficie de um GCE previamente limpo
(conforme descrito anteriormente), 3 puL de uma solugéo de CLy (1 mg
mL™ em CH,Cl,) foram gotejados, e o solvente foi deixado evaporar ao
ar em temperatura ambiente. Ap6s a formacgdo do filme de CLy, O
eletrodo foi submetido a um tratamento térmico em estufa (40 °C, 15
min), sendo em seguida mantido a temperatura ambiente para
resfriamento e organizacdo do filme, durante 15 min. Em uma segunda
etapa, uma suspensdo de AuNP-PAH foi gotejada sobre a superficie do
eletrodo, e o solvente foi evaporado sob vacuo. Em seguida, uma
aliquota de 3 pL da solucdo de ab-cTnl ativado previamente com
EDC/NHS foi gotejada sobre a superficie do eletrodo. Apds 30 min, a
superficie do eletrodo foi lavada com PBS para remover as moléculas de
anticorpo ndo imobilizadas. Posteriormente, o imunossensor foi entdo
incubado com 3 pL de glicina (0,1 mol L™, durante 15 min, para
bloquear a superficie do eletrodo.

Figura 20. Etapas de montagem do imunossensor: 1. Deposi¢do do filme de
CL,, sobre uma superficie de um GCE limpo. 2. Deposi¢do do filme de AuNP-
PAH. 3. Imobilizagdo covalente das moléculas de ab-cTnl usando EDC/NHS. 4.
Bloqueio da superficie com glicina.
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CAPITULO 4. |IMUNOSSENSOR A BASE DE CRISTAL
LIQUIDO E NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS
EM  POLIETILENOIMINA PARA DETECCAO DE
MIOGLOBINA

Publicado em: Biosensors and Bioelectronics, 59, 127-133, 2013.

(Fator de impacto 2014: 6,451)

Resumo:

Este capitulo apresenta os resultados e discussdes referentes ao
imunossensor eletroquimico ndo marcado para deteccdo de Mb. O
imunossensor baseia-se em um filme do cristal liquido Br-Py e AuNP-
PEI sobre a superficie de um GCE. Sobre o filme de AuNP-PEI foram
imobilizadas covalentemente moléculas do anticorpo monoclonal ab-
Mb. O método proposto baseia-se na supressao voltamétrica do sinal da
sonda Br-Py ap6s incubacao do imunossensor com o antigeno Mb.
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4.1. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.1. Principio de funcionamento do imunossensor

A Figura 21-A mostra uma representacdo esquematica da
estrutura da modificacdo do GCE por moléculas de Br-Py, AuNP-PEI,
ab-Mb e glicina. A Figura 21-B mostra o perfil da resposta voltamétrica
do imunonossensor na auséncia (apenas PBS (0,01 mol L™, pH 7,5)) e
na presenca de 44,2 ng mL™ de Mb. Inicialmente, uma medida
voltamétrica foi realizada utilizando o imunossensor em solucdo de PBS
(0,01 mol L™, pH 7,5) para se obter o pico base (referente a reducéo do
grupo azo da molécula de CL imobilizada sobre o sensor), na auséncia
de Mb. Subsequentemente, o imunossensor foi incubado com 3 pL de
solucdo Mb preparada em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5), durante 10 min.
Apbs cada passo do imunoensaio, a suPerficie do sensor foi
exaustivamente lavada com PBS (0,01 mol L™, pH 7,5), e um segundo
voltamograma foi obtido. O grau de inibicdo do pico esta correlacionado
com a quantidade de Mb presente na solugéo analisada.

Figura 21. (A) Representacdo esquemética da superficie do imunossensor a
base de Br-Py. (B) Resposta voltamétrica em solu¢do de PBS (pico base) e
resposta ap6s incubacéo em 44,2 ng mL™ de Mb.
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4.1.2. Comportamento eletroquimico do sensor Br-Py

Um par de picos redox pode ser observado quando o eletrodo
modificado com Br-Py foi submetido a uma variagcdo de potencial no
intervalo de -0,6 V a 0,6 V utilizando a CV. O sinal observado esta
associado ao grupo azo conjugado com os heterociclos da estrutura da
molécula Br-Py (Figura 22) (XIA et al., 1996; EL-ATTAR et al., 2012).

Figura 22. Proposta de reagdo de reducéo/oxidacéo para a molécula de Br-Py.
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O efeito do pH no processo eletroquimico do sensor Br-Py
também foi investigado. Os voltamogramas ciclicos para o sensor com 0
filme de Br-Py foram obtidos em diferentes valores de pH (PBS, pH
6,0-8,0) a uma velocidade de varredura de 100 mV s (Figura 23-A).
Os valores para Ep, e E,c deslocaram-se negativamente e de forma linear
com o0 aumento do pH da solugdo, o que implica que 0 processo
eletroquimico se realiza com uma possivel transferéncia de prétons. Os
graficos de Ep, e Epc versus pH (6,0-8,0) (Figura 23-B) revelam uma
relacdo linear com coeficientes angulares de -65,8 mV pH™ (R? = 0,997)
e -47,8 mV pH™ (R? = 0,996), respectivamente, que se aproximam do
valor esperado de -59,2 mV pH™ (a 25 °C) para um processo reversivel.
Assim, estes resultados sugerem que a mesma quantidade de protons e
elétrons participam da reacdo eletroquimica do sensor modificado com
Br-Py (BARD e FAULKNER, 2001; EL-ATTAR et al., 2012,
BRONDANI et al., 2013).
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Figura 23. (A) Voltamogramas ciclicos para o efeito da variacdo do pH (6-8)
em PBS (0,01 mol L™) sobre a resposta do eletrodo modificado com Br-Py a
100 mV s™. (B) Variag#o dos potenciais de pico com o pH.
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A Figura 24 mostra os voltamogramas ciclicos para: (a) GCE
nao modificado, (b) Br-Py/GCE, (c) AuNP-PEI/Br-Py/GCE e (d) ab-Mb
IAUNP-PEI/Br-Py/GCE em PBS (0,01 mol L* pH 7,5). Como
esperado, 0 GCE ndo modificado, voltamograma “a”, ndo mostra
nenhum pico redox. Por conseguinte, 0 pico redox observado para o
sensor “b” pode ser atribuido a molécula iénica Br-Py, como sugerido
anteriormente.

As moléculas de anticorpo necessitam de uma superficie ativa
para serem fixadas através de ligagdes covalentes pelo emprego de
reagentes funcionais, neste trabalho empregou-se o glioxal (RUSMINI
et al., 2007). Com essa finalidade, um filme de AuNP-PEI foi formado
sobre a plataforma de Br-Py/GCE, resultando em uma superficie com
grupos amino disponiveis, provenientes da PEI. Para tal etapa, uma
aliquota (3 uL) das AuNP-PEI foi depositada (por gotejamento) sobre a
superficie do eletrodo previamente modificado com a sonda Br-Py.
Ap0s evaporacdo do solvente a temperatura ambiente em dessecador sob
vacuo, o sensor AUNP-PEI/Br-Py/GCE foi submetido a uma medida de
CV. Como mostrado na Figura 24 (voltamograma ‘“c”), o eletrodo
modificado com AuNP-PEI mostrou um aumento na corrente de pico de
41,5% em relagdo ao sinal de Br-Py (voltamograma b), aumentando a
transferéncia eletrénica associado ao aumento de &rea superficial
conferido por AuNP-PEI (LI et al., 2010. A estratégia empregada para
imobilizacdo do anticorpo ab-Mb foi a ligagdo covalente, empregando
0S grupos aminos residuais das cadeias do anticorpo e 0s grupos amino
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da PEI do segundo filme (AuNP-PEI). Ap6s a imobilizacdo de ab-Mb, o
imunossensor também foi submetido a uma medida de CV. Como pode
ser visto no voltamograma “d” (Figura 24), a imobilizacdo de moléculas
de proteina causou uma diminuicdo no pico redox, cerca de 28,5 %
menor que a corrente obtida para o voltamograma “c” e também um
deslocamento do pico para potenciais mais positivos, o que é atribuido a
natureza isolante da proteina, tonando o processo de transferéncia
eletrénico cinéticamente mais lento e termodinamicamnete menos
favoravel (MENDES et al., 2009). Esta inibi¢do pode ser utilizada para
monitorar eventos especificos sobre a superficie do sensor, tais como a
ligacdo do antigeno, sendo, portanto essa a estratégia empregada para o
desenvolvimento do imunossensor label-free.

Figura 24. Voltamogramas ciclicos obtidos com velocidade de varredura de
100 mV s™ para: (a) GCE, (b) Br-Py/GCE, (c) AuNP-PEI/Br-Py/GCE e (d) ab-
Mb/AuNP-PEI/Br-Py/GCE em PBS (0,01 mol L™"; pH 7,5).
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Medidas de EIS também foram realizadas a fim de se obter
informac&o sobre a interface dos diferentes sensores, incluindo: (a) GCE
ndo modificado, (b) Br-Py/GCE, (c) AuNP-PEI/Br-Py/GCE e (d) ab-
Mb/AuNP-PEI/Br-Py/GCE. A Figura 25 mostra os diagramas de
Nyquist (-Z" vs. Z') obtidos para cada sensor imerso em solucéo de KCI
(0,1 mol L™ contendo Fe(CN)s*™* (5 mmol L™). Os diagramas de
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Nyquist foram ajustados ao modelo de circuito de Randles, que inclui a
resisténcia 6hmica da solucdo de eletrélito (Rs), a impedancia de
Warburg (Zw), a capacitancia de dupla camada (Cyq) € a Ry
(CRISTIANO et al., 2012). Como pode ser observado na Figura 25,
com excecdo do eletrodo “c” todos os passos de modificagdo promovem
um aumento na Ry dos eletrodos, usando o GCE ndo modificado como
valor de comparacdo, os valores de R obtidos foram: GCE (1700 Q),
Br-Py/GCE (4700 Q), AuNP-PEI/Br-Py/GCE (5600 Q) e ab-Mb/AuNP-
PEI/Br-Py/GCE (28200 Q). A deposi¢do do filme de Br-Py gera um
aumento de R, isso se da pelo fato de que, embora a molécula Br-Py
possua um centro redox baseado no grupo azo, essa molécula também
apresenta duas cadeias alifaticas contendo dez atomos de carbono em
cada extremidade, o que confere um carater isolante para essa regido da
molécula e portanto para o filme também. A diminuicdo na R mostrada
pelo sensor “c” (contendo AUNP-PEI) corrobora o comportamento
voltamétrico do sensor (Figura 24-c) que apresenta um aumento no pico
de corrente, ou seja, uma menor resisténcia no eletrodo, sendo portanto
o eletrodo mais condutor, promove um aumento da taxa de transferéncia
eletrénica, como mostrado no voltamograma “c” da Figura 24. O grande
aumento na R observado na Figura 25-d é uma evidéncia de que as
moléculas de anticorpo foram imobilizadas no filme de AuNP-PEI,
como discutido anteriormente a proteina apresenta propopriedades
isolantes, e quando imobilizadas sobre o eletrodo causam um bloqueio
da superficie tornando o eletrodo menos condutor, que reflete em uma
maior Ry, e uma diminuigdo do sinal voltamétrico quando comparado

[3P% 1)

com O Sensor "C.
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Figura 25. Diagramas de Nyquist para: () GCE ndo modificado, (b) Br-
Py/GCE, (c) AuNP-PEI/Br-Py/GCE e (d) ab-Mb/AuNP-PEI/Br-Py/GCE em
solucdo de KCI (0,1 mol L™ contendo Fe(CN)¢*"™* (5 mmol L™), modo de
circuito aberto, 10 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz.
Inserido: (a) GCE ndo modificado (b) Br-Py/GCE, (c) AuNP-PEI/Br-Py/GCE.
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4.1.3. Imagens da superficie dos sensores

A Figura 26 mostra imagens das superficies dos sensores
obtidas por SEM-FEG, incluindo (A) GCE ndo modificado, (B) Br-
Py/GCE, (C) AuUNP-PEI/Br-Py/GCE e (D) ab-Mb/AuNP-PEI/Br-
Py/GCE. A Figura 26-B mostra o recobrimento completo da superficie
do eletrodo por um filme perfeitamente homogéneo de Br-Py, que
apresenta uma textura tipo fibra. E possivel que esta textura semelhante
a fibra esteja relacionada com uma auto-organizacdo molecular do Br-
Py em uma mesofase liotropica durante a evaporagdo do diclorometano.
Com a evaporagdo do solvente, o aumento de concentracdo de Br-Py
ocorre continuamente até que alguma concentracdo critica € atingida,
onde estes agregados liotropicos sdo formados (ZAPP et al., 2014B).
Anélise preliminar com POM utilizando gotas concentradas de Br-Py
em CH,Cl, (Figura 27) corroboram com estes resultados. A presenca de
uma textura na solucdo Br-Py + CH,CI, é um forte indicio da formacéo
de uma mesofase liotrdpica. A auséncia de cristais na regido da solucdo
foi confirmada por cisalhamento/compressdo suave das duas placas de
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vidro, o que demonstra a fluidez da solucéo e da textura. E importante
notar que na auséncia de solvente a textura liquido-cristalina é apenas
observada entre 117 e 134 °C por aquecimento, e entre 133 e 114 °C,
durante o arrefecimento. Na Figura 26-C € possivel observar os
dominios de  AuNP-PEI  (pontos  brilhantes)  distribuidos
homogeneamente sobre o filme de Br-Py. A Figura 26-D apresenta uma
alteracdo da forma dos pontos brilhantes (AuNP), ap6s a imobiliza¢do
de moléculas de ab-Mb sobre o filme de AuNP-PEI/BrPy/GCE.

Figura 26. Imagens de FEG-SEM para: (A) GCE ndo modificado, (B) Br-
Py/GCE, (C) AuNP-PEI/Br-Py/GCE e (D) ab-Mb/AuNP-PEI/Br-Py/GCE,
observadas a 10 kV.
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Figura 27. Microscopia 6ptica polarizada (200 X) de uma solugdo concentrada
de Br-Py em CH,Cl, a temperatura ambiente.

Regido
ot sem
Regiao Solvente
Sem
Solvente

/ Limite da solugédo
de Br-Py/CH:Cl;

4.1.4. Avaliacdo de parametros de construcdo e operacdo do
imunossensor

A fim de otimizar a construcdo do imunossensor e as condicdes
experimentais de operacdo do mesmo, alguns pardmetros foram
investigados utilizando a CV e a SWV. Os parametros investigados
primeiramente foram a quantidade de Br-Py (1,0 — 4,0 uL) ¢ a
guantidade de AuNP-PEI (1,0 — 4,0 uL) utilizados para a formagdo do
filme sobre a superficie do GCE. Apds a otimizacdo da construgdo da
plataforma do imunossensor, o efeito da variagcdo do pH (6,0 — 8,0) da
solucdo de PBS (0,01 mol L™), empregada como eletrélito de suporte,
foi investigado por CV e SWV. Posteriormente, os pardmetros de SWV
(frequéncia, amplitude e incremento de potencial) foram otimizados
para obter o melhor desempenho do imunossensor. O tempo de
incubacdo utilizado nos imunoensaios também foi otimizado na faixa de
1a 60 min.

A otimizacdo da quantidade de Br-Py (Figura 28-A) foi
realizada variando-se o volume depositado sobre o eletrodo, tendo em
vista a pequena area geométrica do eletrodo (didmetro do eletrodo 2
mm). O aumento do volume (0,5 a 3,0 uL), e consequentemente a
espessura do filme, resultou numa reagéo de transferéncia de carga mais
lenta (menor intensidade de corrente de pico), efeito que pode ser
atribuido ao fato das moléculas internas responderem de forma mais
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lenta do que as externas, pois a transferéncia de elétrons e a difusdo dos
fons hidrogénio provavelmente estdo mais impedidas no filme mais
espesso (XIA et al., 1996). Portanto optou-se em selecionar 2 pl. como
melhor quantidade de Br-Py para os demais estudos.

A adicdo de AuNP torna o filme mais condutor, proporcionando
um aumento na corrente de resposta do sensor quando um volume de 2,0
uL da suspensdo de AuNP-PEI foi empregado (Figura 28-B). No
entanto, uma quantidade superior de AuUNP-PEI leva a um aumento da
espessura do filme que reduz a taxa de transferéncia eletrnica. Portanto
o volume de 2 uLL de AuNP-PEI foi selecionado para os demais estudos.

O estudo de pH foi conduzido na faixa de valores de 6,0 — 8,0,
sendo o sinal da sonda redox Br-Py usado para avaliar o efeito deste
pardmetro. As respostas aos diferentes valores de pH estdo
representados na Figura 29, e o critério utilizado para selecdo do valor
de pH foi a maior corrente de pico obtida. Coincidentemente, 0 melhor
valor de pH foi 7,5, o que é préximo do pH fisioldgico, o que confere
um ponto positivo para 0 uso desse sensor para detec¢cdo de analitos em
amostras bioldgicas.

Figura 28. Otimizacdo da quantidade de (A) Br-Py (Faixa estudada: 0,5 a 3 uL)
e (B) AUNP-PEI (Faixa estudada: 1 a 4 L) usando SWV em PBS (0,01 mol L™,
pH 7,5.
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Figura 29. Efeito da variagéo do pH (6-8) da solugdo de PBS (0,01 mol L™)
sobre a resposta do imunossensor empregando a SWV.
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A SWV foi selecionada como técnica voltamétrica por se tratar
de uma técnica rapida e sensivel, que vai ao encontro da proposta de
construcdo de um imunossensor do ponto de vista de aplicabilidade em
ensaios clinicos. Portanto, a fim de se obter as melhores condicfes de
trabalho otimizou-se os pardmetros de SWV através de uma analise
univariada considerando as melhores respostas de corrente em funcéo do
pardmetro avaliado (Figura 30). O efeito dos parametros da SWV —
frequéncia (10-100 Hz), amplitude (1-10 mV) e incremento (1-10 mV) —
foram investigados empregando o sensor proposto em PBS (0,01 mol L*;
pH 7,5). Para todas as medidas, foram avaliadas as melhores respostas
obtidas, em termos de maior corrente resultante, melhor perfil dos picos,
e menor ruido nos voltamogramas. O melhor perfil voltamétrico foi
obtido em 60 Hz de frequéncia, 50 mV de amplitude e 4 mV de
incremento, sendo estes valores selecionados para dar continuidade ao
trabalho.
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Figura 30. Efeito dos pardmetros de SWV na resposta analitica do eletrodo
modificado: (A) frequéncia (faixa de estudo: 10 —100 Hz) com incremento de 5
mV e amplitude de 50 mV; (B) incremento (faixa de estudo: 1 —10 mV) com
frequéncia de 50 Hz e amplitude de 50 mV; (C) amplitude (faixa de estudo: 10
—100 mV) com frequéncia de 60 Hz e incremento de 4 mV.
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A velocidade em SWYV ¢ obtida pelo produto da frequéncia e do
incremento, sendo que o aumento dos valores de corrente obtidos em
relacdo ao aumento dos valores desses dois parametros ja era um
resultado esperado. A partir da equacdo de Parry e Osteryoung sabe-se
que i, € proporcional a concentragdo da espécie eletroativa e também a
amplitude do pulso. Aumentando-se a amplitude do pulso aumenta-se o
valor da corrente, sendo entdo maior a sensibilidade. Entretanto, um
aumento da amplitude (acima de 50 mV) provoca um aumento na
largura do pico, reduzindo a resolucéo.

O tempo de incubagdo é um parametro importante para avaliar o
tempo de andlise e, portanto, o tempo necessario para o diagndstico
utilizando o imunossensor. Uma faixa de 1 a 60 min foi avaliada como
tempo de incubacdo necessario para gerar uma supressao significativa
do sinal de corrente para uma incubagdo com 10 ng mL™ de Mb (Figura
31). No inicio da faixa (1 a 5 min) ndo foi observado supresséo do sinal
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medido pelo imunossensor, e, portanto admitiu-se ser um tempo
insuficiente para a formacdo efetiva de imunocomplexos sobre a
superficie do eletrodo. Com o tempo de 10 min uma inibicdo de
aproximadamente 4% foi observada, porém essa faixa de tempo até o
valor de 30 min apresenta grande nivel de variacdo do sinal, se
estabilizando em tempos maiores. Portanto, 10 min é um tempo
adequado para um diagndstico rapido, porém com pouca precisdo,
enquanto que a partir de 30 min observa-se um sinal mais robusto,
porém com um maior tempo necessario para o diagndstico. Tendo em
vista as discussdes acima, selecionou-se um tempo de incubacéo de 10
min para deteccdo de Mb visando uma metodologia mais rapida,
considerando-se 10 min o tempo suficiente para causar uma mudanga no
sinal do imunossensor ap6s a incubagdo com a Mb.

Figura 31. Efeito do tempo de incubacdo (1 a 60 min) para imunossensor
empregando 10 ng mL™ de Mb em 0,01 mol L™ PBS (pH 7,5).
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Os parametros acima mencionados e os melhores resultados
obtidos estdo dispostos na Tabela 2. Estas condi¢Ges otimizadas foram
usadas nos demais experimentos.

Tabela 2. Resumo dos parametros de otimizacdo avaliados e as melhores
respostas obtidas

Parametro Faixa Melhor Reposta
Quantidade de Br-Py 0,530 2.0
dade d
Quantidade de AUNP-
PEI (uL) 1,0-4,0 2,0
pH 6,0-8,0 75
Frequéncia (Hz) 10-100 60
Amplitude (mV) 10-100 50
Incremento (mV) 1-10 4
Tempo de _mcubagéo 1-60 10
(min)

4.1.5. Estudo de interferentes e reprodutibilidade

A fim de avaliar possiveis efeitos de interferéncia sobre as
medidas realizadas com o imunossensor para determinacdo de Mb,
alguns dos principais compostos presentes em amostras biolégicas
(especialmente sangue) foram testados. A capacidade dos mesmos de
ligarem-se a superficie do eletrodo ndo sendo removidos pela lavagem
com PBS (0,01 mol L™; pH 7,5) foi avaliada individualmente frente a
porcentagem de inibicdo conferida pelo interferente, em relagéo ao pico
voltamétrico base. Os compostos avaliados foram: glicose (200 mg L™),
creatinina (10 mg L), 4cido ascérbico (10 mg L), &cido Grico (10 mg
L") e dopamina (10 mg L%). As respostas obtidas nesse estudo estéo
apresentadas na Figura 32, sendo que um baixo nivel de interferéncia
(inferior a 10%) foi observado para todos 0s compostos testados, quando
comparados ao teste de controle (incubagdo apenas em PBS).
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Figura 32. Estudo de compostos potencialmente interferentes em relagdo a
resposta do imunossensor, compostos testados: glicose (200 mg L ™), creatinina
(10 mg L™, 4cido ascérbico (10 mg L™), 4cido drico (10 mg L™) e dopamina
(10mg LY.
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A reprodutibilidade da resposta do imunossensor para 10 ng
mL™ de Mb foi avaliada com base na determinacéo individual de cinco
imunossensores construidos sob as mesmas condices, todas as medidas
foram obtidas em solucdo de PBS (0,01 mol L™; pH 7,5). O desvio
padrdo relativo calculado para esse estudo foi 4,3%, indicando uma boa
reprodutibilidade para o presente imunossensor.

4.1.6. Curva de calibracao para Mb

A Figura 33-A mostra os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de Mb, onde para cada aumento na
concentracdo de Mb, ha uma supressdo na corrente de pico em relacdo a
medida base (pico base). A medida do controle (incubagdo com PBS)
mostra que a inibicdo € especifica e esta diretamente relacionada a
formacdo do imunocomplexo. A dependéncia linear (Figura 33-B) entre
a inibicdo do pico voltamétrico em funcdo da concentracdo de Mb foi
obtida no intervalo de 10 a 72,8 ng mL™. A curva apresenta a seguinte
equacdo de regressao: iy = 100,6 (x 1,07) - 0,51 (£ 0,02) [Mb], com um
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coeficiente de correlacdo (R?) de 0,995, onde i é a corrente de inibicéo
relativa do pico voltamétrico (%) e [Mb] é a concentracdo de
mioglobina (ng mL™). O limite de deteccdo calculado (LOD = trés vezes
0 desvilo padrdo do intercepto / inclinacdo) para esse método foi de 6,3
ng mL™.

Figura 33. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com frequéncia de 60
Hz, amplitude de 50 mV e incremento 4 mV para: (a) pico base (PBS (0,01 mol
L™, pH 7,5), (b) controle (incubag&o em PBS), (c) 10 ng mL™, (d) 19,8 ng mL™,
(e) 29,6 ng mL™, (f) 42,2 ng mL™, (g) 58,6 ng mL™ e (h) 72,8 ng mL™ de Mb.
(B) curva de calibracdo para mioglobina.
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4.1.7. Determinacéo de Mb

A resposta analitica do imunossensor foi investigada em um
imunoensaio, que consistiu na incubagdo dos sensores em amostras de
soro simulado contendo Mb (10, 20 e 30 ng mL™) ou amostras de Mb
em PBS (35, 45 e 55 ng mL™). Os resultados destas determinagdes
encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Determinacdo de Mb em amostras simuladas

[Mb] esperada [Mb] detectada

Amostra (ng mLY) (ng mL™Y) Erro (%)
Soro 10 109+0,8 9,0
Soro 20 20,8+1,9 4,0
Soro 30 299+0,9 -0,3
PBS 35 339+0,2 -3,1
PBS 45 48,3+1,6 7,3

PBS 55 50,013 -9,1
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O imunossensor proposto para a determinagcdo Mb em amostras
de soro simulado mostrou precisao adequada para um diagnoéstico rapido
do IAM. Comparando os resultados obtidos com a metodologia proposta
em relacdo a outros métodos previamente apresentados na literatura
(Tabela 4), o valor de LOD obtido para o imunossensor proposto foi
comparavel e em alguns casos até inferior, sendo que o tempo de andlise
para o presente estudo foi menor.

Tabela 4. Comparagdo de diferentes imunossensores aplicados na determinagdo
de Mb

Tempo de

Composicado Tipo de incubaca LOD Referénci
do eletrodo® Deteccéo Incubagao L eterencia
¢ (min) (ng mL")
ab-Mb/MUA- Label free — 59 RAJESH et
MPA/Au Impedimétrico ' al., 2010
SPE/DDAB/A Label free — 15 10 SUPRUN
uNP/ab-Mb Voltamétrico etal., 2010
SPE/DDAB- Label free — 20 5 SUPRUN
MNP Voltamétrico etal., 2011
Label free — MOREIRA
MIP/AU-SPE | 1 oedimétrico 240 225 etal, 2013
ab- Label free — Este
Mb/AuNP/Br- Voltamétrico 10 6.3 trabalho
Py/GCE
® Au: Eletrodo de ouro; MPA: &cido 3-mercapto propidnico; MUA: é&cido 11-

mercaptoundecandico; DDAB: brometo de didodecildimetilaménio; MNP: Nanoparticula
metalica; MIP: polimero molecularmente impresso; SPE: eletrodo impresso.
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CAPITULO 5. IMUNOSSENSOR A BASE DE CRISTAL
LIQUIDO E NANOPARTICULAS DE OURO PARA DETECCAO
DE TROPONINA T

Publicado em: Bioconjugate Chemistry, 25 (9), 1638-1643, 2014.

(Fator de impacto 2014: 4.821)

Resumo:

Este capitulo apresenta os resultados e discuss@es referentes ao
imunossensor eletroquimico ndo marcado para deteccdo de cTnT. O
imunossensor baseia-se em um filme do CL Br-Py e AuNP-Sil sobre a
superficie de um GCE. Sobre o filme de AuNP-Sil foram imobilizadas
por adsorcdo fisica moléculas do anticorpo monoclonal ab-cTnT. O
método proposto baseia-se na supressao voltamétrica do sinal da sonda
Br-Py apés incubacdo do imunossensor com o antigeno ¢TnT.
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5.1. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.1. Principio de funcionamento

O principio de sensoriamento para a deteccdo de cTnT usando o
imunossensor baseia-se na inibicdo do pico voltamétrico da sonda redox
Br-Py (Figura 34-A), como descrito na secdo 4.1.2, a medida que
moléculas de c¢TnT ligam-se especificamente a superficie do
imunosssensor (Figura 34-B), sendo essa interacdo monitorada por
SWV. A formacdo do imunocomplexo é responsavel pelo bloqueio
parcial da superficie eletroativa, e, portanto, é possivel comparar o
resultado da inibicdo do pico voltamétrico na presenga do antigeno em
relacdo ao obtido para o ensaio do branco (pico base). Primeiramente,
um voltamograma de onda quadrada foi obtido usando o imunossensor
em solucdo de PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) para se obter o pico base
(auséncia de ¢TnT). Subsequentemente, o imunossensor foi incubado
durante 10 min com 3 uL da amostra contendo cTnT. Apds cada etapa
do imunoensaio a superficie do eletrodo foi exaustivamente lavada com
PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) a fim de remover possiveis moléculas que
adsorvam-se fracamente e reversivelmente sobre a superficie do
imunossensor, e entdo um segundo voltamograma foi obtido. O grau de
inibicdo do pico voltamétrico foi correlacionada com a concentracdo de
cTnT (Figura 34-C).

Figura 34. Representacdo esquemética da superficie do imunossensor. (B)
Voltamogramas de onda quadrada na auséncia ( - ) e na presenca de cTnT (- ).
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5.1.2. Comportamento eletroquimico

O comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados foi
acompanhado em cada etapa de obtencdo do imunossensor através da
CV e EIS (Figura 35), os resultados obtidos neste estudo s&o
semelhantes aos obtidos no trabalho anterior, e 0s mesmos foram
descritos e discutidos na segdo 4.1.2. Como esperado, para 0 GCE néo
modificado (voltamograma “a”), quando o potencial foi variado no
intervalo de 0,6 a -0,6 VV nenhum pico voltamétrico foi observado. Apés
0 recobrimento da superficie do GCE pelo filme de Br-Py
(voltamograma “b”), é possivel observar o aparecimento de um par de
picos voltaméticos, atribuidos a presenca da molécula Br-Py. Na etapa
seguinte, quando o filme de AuNP-Sil foi depositado na superficie do
sensor Br-Py/GCE (voltamograma “c”), uma pequena redugdo na
separacdo dos picos foi observada, demonstrando um processo
termodinamicamente mais favoravel para transferéncia de carga da
molécula de Br-Py (SILVA et al., 2014A). Também pode ser observado
na Figura 35-A que a imobilizacdo de moléculas de ab-cTnT
(voltamograma “d”) e bloqueio com glicina (voltamograma “e’’) causam
uma supressdo dos picos voltamétricos quando comparados com sensor
c, de 36% e 48%, respectivamente. Estes resultados indicam um
decréscimo no processo faradaico atribuido as alteragBes que ocorrem
na superficie do sensor devido ao isolamento proporcionado pelas
moléculas de proteina e aminoacidos (MENDES et al., 2009). Portanto,
as respostas voltamétricas indicam claramente uma alteracdo na
dinamica da transferéncia de carga na superficie do sensor.

A EIS também foi utilizada para avaliar a resisténcia de transferéncia de
carga (R.) para cada etapa de constru¢do do imunossensor. A Figura 35-
B mostra os diagramas de Nyquist (-Z" vs. Z') obtidos para: (a) GCE
ndo modificado, (b) Br-Py/GCE, (c¢) AuNP-Sil/Br-Py/GCE, (d) ab-
cTnT/AuNP-Sil e (e) gly/ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-Py/GCE em solugéo de
KCl1 0,1 mol L™ 5x10™ mol L™ Fe(CN)g*™. Os espectros obtidos forma
ajustados ao modelo de circuito de Randles ja descrito anteriormente. Os
valores Ry obtidos foram: GCE ndo modificado (1,2 kQ), Br-Py/GCE
(5,0 kQ), AuNP-Sil/Br-Py/GCE (8,5 kQ), ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-
Py/GCE (15,5 kQ) e gly/ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-Py/GCE (20,5 kQ).
Como ja descrito no item 4.1.2 e também observado na Figura 35-B, a
cada etapa de modificacdo houve um aumento significativo na R, dos
eletrodos, provando que a superficie do eletrodo foi modificada. O
maior aumento na R ocorreu na presenca de moléculas da proteina
(espectro “d”), o que ¢ consistente com o principio de funcionamento



72

observado através da voltametria, onde a supressdo do sinal pode ser
atribuida a natureza isolante de ab-cTnT (Figura 35-A — voltamograma
Géd”)'

Figura 35. Comportamento eletroquimico: (A) Voltamogramas ciclicos com
velocidade de varredura de 100 mV s™ para: (a) GCE ndo modificado, (b) Br-
Py/GCE, (c) AuNP-Sil'/Br-Py/GCE, (d) ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-Py/GCE e (e)
gly/ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-Py/GCE. (B) Diagrama de Nyquist obtidos em KCI
(0,1 mol L) contendo Fe(CN)s>™ (5 mmol L™) em modo de circuito aberto, 10
mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz em KCI 0,1 mol L™
contendo para: (@) GCE ndo modificado, (b) Br-Py/GCE, (c¢) AuNP-Sil/Br-
Py/GCE, (d) ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-Py/GCE e (e) gly/ab-cTnT/AuNP-Sil/Br-
Py/GCE.
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5.1.3 Caracterizacdo morfoldgica da superficie do imunossensor

Andlises de SEM-FEG foram realizadas com o intuito de
examinar a morfologia da superficie do imunossensor. A Figura 36
apresenta as micrografias de SEM-FEG obtidas nas diferentes etapas de
construcdo do imunossensor. Na Figura 36-A podemos visualizar
claramente a superficie homogénea de um GCE limpo e ndo modificado,
enquanto que a Figura 36-B apresenta uma estrutura do tipo fibrosa
referente ao recobrimento do GCE pelo filme s6lido de moléculas de Br-
Py, relacionado a uma retencdo da estrutura a partir de um estado
liotropico durante a secagem do filme, conforme discutido na secéo
4.1.4 (ZAPP et al. 2014A). Na Figura 36-C, ap6s a imobilizacdo das
moléculas de ab-cTnT, podemos observar que a superficie fibrosa
devido o filme de Br-Pr é recoberto por uma camada referente 8 AUNP-
Sil acompanhado pela formagdo de pequenos aglomerados com forma
retangular devido a interacdo de AuNP-Sil com as moléculas de ab-
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cTnT. Finalmente, na Figura 36-D pode-se observar evidentemente que
uma mudanga na textura do filme ocorreu, indicando a presenga de
moléculas de glicina (gli), que foram empregadas com a finalidade de
bloguear os sitios livres da superficie do eletrodo, principalmente devido
ao filme de AuNP-Sil, e inibem a adsor¢do ndo especifica de outras
moléculas.

Figura 36. Imagens de FEG-SEM de: (A) GCE ndo modificado, (B) Br-
Py/GCE, (C) ab-cTnT/AuNP/Br-Py/GCE, e (D) gli/ab-cTnT/AuNP-Si4Pic*CI/
Br-Py/GCE, obtidas utilizando 10 kV.

5.1.4. Imobilizagéo dos anticorpos

Supbe-se que a formacdo de conjugados entre as moléculas de
ab-cTnT e AuNP-Sil ocorre devido a interacdo eletrostatica entre as NP
metalicas carregadas positivamente, devido a presenca do grupo 4-
picolinio do silsesquioxano usado como estabilizante, e a carga negativa
da ab-cTnT (dissolvido em PBS 0,01 mol L™, pH 7,5). A diminuic&o
dos valores de potencial zeta das AuNP de +55 mV (AuNP-Sil) para
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+28 mV ap6s imobilizagdo dos anticorpos (AuNP-Sil/ab-cTnT)
corrobora com essa hipotese (Figura 37).

Figura 37. Proposta de para reagéo de imobilizacdo usando AuNP-Sil (A) como
suporte para imobilizagdo do anticorpo ab-cTnT (B) por interagdo eletrostatica
©).

©

5.1.5. Avaliacdo de parametros de construcdo e operacdo do
imunossensor

A fim de otimizar o processo de construgdo do imunossensor e
operacdo do mesmo, alguns parametros foram investigados utilizando a
SWV. Os parametros investigados foram a quantidade de Br-Py (1,0x10°
*_1,5x10° mol L™, sendo adicionado ao eletrodo 3 pL, e a quantidade
de AuNP-Sil (1,0 — 4,0 uL) utilizadas para a formacéao do filme sobre a
superficie do GCE. ApGs a otimizacdo da construcdo da plataforma do
imunossensor, os efeitos da variacdo do pH (3,0 — 9,0) da solucéo de
PBS (0,01 mol L), empregada como eletrdlito de suporte, foram
investigados por CV e SWV. Posteriormente, os parametros de SWV
(frequéncia, amplitude e incremento de potencial) foram otimizados
para obter o melhor desempenho do imunossensor.

A molécula de Br-Py atua como uma sonda redox, e a resposta
de corrente de pico aumenta com o aumento da quantidade de Br-Py,
como pode ser observado na Figura 38-A. Contudo, optou-se em
selecionar 1,0x10® mol L™, embora 1,5x10® mol L™ tenha apresentado
maior resposta, pois esta UGltima concentracdo apresentou baixa
reprodutibilidade, provavelmente devido ao aumento da espessura e
irregularidade do filme.

A presenca de AuNP-Sil melhora o processo de transferéncia de
carga, resultando no aumento das correntes de pico obtidas com o
imunossensor (Figura 38-B), principalmente pelo aumento da é&rea
superficial. O filme de AuNP-Sil atua também como suporte para
imobilizacdo dos anticorpos ab-cTnT. A adicdo de AuNP-Sil torna o
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filme mais condutor, proporcionando um expressivo ganho de resposta
do sensor, porém volumes acima de 2,0 uL torna dificil a montagem do
filme devido a pequena area do GCE.

Figura 38. Otimizacéo da quantidade de (A) Br-Py (Faixa estudada: 0,1x10° a
1,5x10° mol L™) e (B) AuNP-Sil (Faixa estudada: 1 a 4 uL) usando SWV em
PBS (0,01 mol L™, pH 7,5.
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Selecionou-se a SWV como técnica voltamétrica para a
deteccdo dos eventos de imuoensaio, devido a sua rapidez e
sensibilidade, como j& discutido anteriormente. Os pardmetros de SWV
foram avaliados através de uma andlise univariada e considerando as
melhores respostas de corrente em funcdo do parametro avaliado (Figura
39). O efeito dos pardmetros da SWV - frequéncia (10-100 Hz),
amplitude (1-10 mV) e incremento (1-10 mV) — foram investigados
empregando o imunossensor proposto em PBS (0,01 mol L™; pH 7,5).
Para todas as medidas foram avaliadas simultaneamente as melhores
respostas obtidas (corrente resultante), melhor perfil dos picos, e menor
ruido nos voltamogramas. O melhor perfil voltamétrico foi obtido em
100 Hz de frequéncia, 80 mV de amplitude e 10 mV de incremento,
sendo estes valores selecionados para dar continuidade ao trabalho.
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Figura 39. Efeito dos pardmetros de SWV na resposta analitica do eletrodo
modificado: (A) incremento (faixa de estudo: 1 —10 mV) com frequéncia de 50
Hz e amplitude de 50 mV; (B) frequéncia (faixa de estudo: 10 —100 Hz) com
incremento de 10 mV e amplitude de 50 mV; (C) amplitude (faixa de estudo: 10

—100 mV) com frequéncia de 100 Hz e incremento de 10 mV.
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Ap6s a otimizagdo da construcdo da plataforma do

imunossensor e dos pardmetros da SWV, o efeito da variacdo de pH do
eletrélito de suporte (3,0 — 9,0) sobre a resposta eletroquimica do
imunossensor foi investigado por EIS (Figura 40). O pH da solugéo do
eletrélito suporte também pode afetar a imobilizagdo dos anticorpos por
adsorcdo fisica (ZHAO et al., 2012). Esta dependéncia pode estar
relacionada com as diferencas na carga e no grau de hidrofobicidade das
regides variaveis dos anticorpos que podem determinar a sua orientagdo
e 0 seu estado conformacional, que sdo condi¢des dependentes para a
sua adsorcdo (TARAKANOVA et al., 2012). A Figura 40 mostra 0s
diagramas de Nyquist para diferentes valores de pH. Como pode ser
claramente observado, o pH tem um efeito significativo sobre a
dindmica de adsorcdo e também sobre a quantidade de moléculas
adsorvida. A maior adsor¢do ocorreu em um valor de pH de 7,5 (valor
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empregado para aplicacdes clinicas), esse valor de pH foi escolhido com
base no diagrama que apresentou um perfil bem definido com um
aumento da R, mostrando que este valor de pH foi favoravel para a
imobilizacdo dos anticorpos sobre a superficie do eletrodo modificado
com AuNP-Sil. Na faixa de pH de 3,0 -5,0 também foi observada uma
boa adsorcdo das moléculas do anticorpo, mas este intervalo de pH nédo
¢ adequado para andlise bioldgicas diretas. Em valores de pH mais
alcalinos a adsorcéo do anticorpo néo foi observada.

Figura 40. Influéncia do pH de 3,0 a 9,0 na imobilizagéo de ab-cTnT sobre o
filme de AuNP-Sil medida por EIS obtidos em modo de circuito aberto, com 10
mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz.
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Os pardmetros anteriormente mencionados e 0s melhores
resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 5. Estas condigdes
otimizadas foram usadas nos demais experimentos.
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Tabela 5. Resumo dos pardmetros de otimizacdo avaliados e as melhores
respostas obtidas

Parametro Faixa Melhor Reposta
Quantidade de Br-Py 4 3 3
(mol L'l) 1,0x10™ —1,5x10 1,0x10
Quantidade de AuUNP 1040 3.0
(nL)
Frequéncia (Hz) 10-100 100
Amplitude (mV) 10-100 80
Incremento (mV) 1-10 10
pH 30-90 75

5.1.6. Curva de calibracdo para cTnT

A Figura 41 mostra a curva de calibragdo obtida com
concentracdes crescentes de cTnT entre 0,1 e 0,9 ng mL™, utilizando a
SWV em uma faixa de potencial de 0,6 a -0,6 V. A equacéo de regressao
linear obtida foi Pl = 24 gi 1,4) + 55,2 (£ 2,4) [cTnT], com um
coeficiente de correlagdo (R°) de 0,997, onde PI é a porcentagem de
inibicdo do pico voltamétrico (%) e [cTnT] é a concentracdo de
troponina T cardiaca (ng mL™). O limite de deteccéo calculado (LOD =
trés vezes o desvio padrdo do intercepto / inclinagéo) foi de 0,08 ng mL™,
De acordo com a OMS, os individuos saudaveis tém niveis sanguineo de
¢TnT inferior a 0,01 ng mL™. Além disso, 0,3 ng mL™ de cTnT foi
estabelecida como critério para o diagnostico de IAM com base neste
biomarcador. Em cerca de trés a quatro horas apés o inicio da lesdo
miocérdica o nivel sanguineo de cTnT ultrapassa 0,3 ng mL™. Assim, a
faixa de concentracdo linear obtida para cTnT (0,1 ng mL™ a 0,9 ng mL?)
utilizada neste estudo é suficiente para diferenciar entre pessoas
saudaveis e um possivel acometimento por IAM.
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Figura 41. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com frequéncia de
100 Hz, amplitude de 80 mV e incremento de 4 mV usando 0 imunossensor
proposto para: (a) pico base (PBS 0,01 mol L™, pH 7,5), (b) 0,1 ng mL™, (c) 0,3
ng mL™, (d) 0,5 ng mL™, (e) 0,7 ng mL" e (f) 0,9 ng mL™" de cTnT. (B) Curva
de calibragdo para cTnT.
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5.1.7. Reprodutibilidade e estabilidade

A reprodutibilidade do imunossensor proposto foi avaliada
através da deteccdo de 0,5 ng mL™ de cTnT, sendo o desvio padréo
relativo para seis medidas individuais igual a 8,0%. A estabilidade do
imunossensor foi avaliada ao longo de um periodo de aproximadamente
15 dias, para este estudo o imunossensor foi armazenado a 4 °C. Ap6s 0
periodo de armazenagem o mesmo nivel de inibicdo voltamétrico foi
obtido para a incubagdo do imunossensor com ¢TnT, a variagdo de sinal
obtido foi de 2,9%, para periodo de avaliagdo.

5.1.8. Estudo de possiveis composto interferentes

Para investigar possiveis interferéncias, um estudo foi realizado
com seis compostos potencialmente interferentes (creatina, creatinina,
acido urico, glicose, acido ascorbico e BSA), presentes em amostras de
soro sanguineo. Os resultados da Tabela 6 mostram um baixo nivel de
interferéncia para a maioria das espécies testadas em relacdo ao ensaio
de controle, com uma porcentagem de variacéo inferior a 10%. Apenas a
creatina causou uma diminuigdo notavel na corrente de pico,
ligeiramente maior do que 10%. O soro simulado (ver composi¢do no
item 3.1.1) também foi avaliado em termos de interferéncia gerada,
sendo obtido um valor de 7% de desvio do valor base.
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Tabela 6. Estudo de compostos potencialmente interferentes

Composto Porcentagem de interferéncia (%)
Creatina (10,7 mg L™) 12,6
Creatinina (4,2 mg L™) 6,4
Acido trico (10 mg L) 8,2
Glicose (200 mg L™) 8,2
Acido ascorbico (10 mg L™) 1,9
BSA (40 mg L) 1,3

5.1.9. Aplicacéo do imunossensor na determinacéo de cTnT

A resposta analitica para o imunossensor proposto foi obtida
pela incubacdo do sensor em amostras de soro sintético ou amostras de
plasma sanguineo ambos contendo 0,3 ng mL™ de cTnT. Os resultados
para as amostras analisadas estdo apresentados na Tabela 7, os quais
apresentaram um erro relativo de inferior a 15% em relacdo ao valor
esperado.

Tabela 7. Determinacdo de c¢TnT em soro sintético e plasma sanguineo
(contendo 0,3 ng mL™ de cTnT)

Amostra [cTnT] detectada (ng mL™) Erro (%)
Soro simulado 0,26+0,17 -13,3
Soro simulado 0,26+0,01 -13,3
Soro simulado 0,32+0,26 6,7

Plasma sanguineo 0,28+0,01 -6,7

A Tabela 8 resume os resultados previamente publicados na
literatura obtidos com imunossensores para troponina cardiaca com base
em varios métodos e materiais. Pode ser observado que o imunossensor
proposto tem uma faixa linear de trabalho relativamente ampla e um
baixo LOD para a determinacdo de cTnT com respeito a dados
previamente relatados. Além disso, 0 tempo associado com a analise
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empregando o imunossensor proposto é curto, o que faz com que seja
uma metodologia extremamente atraente, especialmente para uso como
um dispositivo do tipo point-of-care.

Tabela 8. Comparagéo de diferentes imunossensores para troponina baseado em
varios métodos e materiais

. Tempo
Faixa LOD de
Método Material linear (ng 1 . ~ Referéncia
mLY) (ng mL™) mcub_a(;a
0 (min)
CVe (PERIYAKA
EIS CNF 0,1-100 0,2 60 RUPPAN et
al., 2013)
Luminol- (Lletal,
ELC AUNP 0,1-1000 0,06 40 2013)
0,009 — (KARIMIAN
cv 0-PD/Au 0.8 0,009 10 etal., 2013)
B (LEE et al.,
SAW AuNP 0,01-25 0,0067 20 2013)
Material (GUO et al.,
ASV Mesoporoso 0.8-50 0.5 30 2007)
Nanofios de (KONG et
FET Silicio 0,096 - 46 0,092 ) al., 2012)
SWv LCéAéJé\IP/ 0,1-0,9 0,08 10 Este trabalho

CV: voltametria ciclica; EIS: espectroscopia de impedancia eletroquimica; CNF:
nanofibras de carbono; ELC: eletroquimioluminescéncia; AuNP: nanoparticulas de
ouro; o0-PD: o-fenilenodiamina; Au: eletrodo de ouro; SAW: onda acUstica de
superficie; ASV: voltametria de redissolugdo anddica; FET: transistores de efeito de
campo ; SWV: voltametria de onda quadrada; LC: cristal liquido; GCE: eletrodo de
carbono vitreo.
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CAPI’TULO 6. IMUNOSSENSOR ’A BASE DE CRISTAL
LIQUIDO COLUNAR E NANOPARTICULAS DE OURO PARA
DETECCAO DE TROPONINA | EM PLASMA

Manuscrito em construcdo

Resumo:

Este capitulo apresenta os resultados e discuss@es referentes ao
imunossensor eletroquimico ndo marcado para detec¢do de cTnl. O
imunossensor baseia-se em um filme de CL colunar e AUNP-PAH sobre
a superficie de um GCE. Sobre o filme de AuNP-PAH foram
imobilizadas covalentemente moléculas do anticorpo monoclonal ab-
cTnl usando EDC/NHS como reagente de ligacdo cruzada. O método
proposto baseia-se na supressdo voltamétrica do sinal da sonda
Fe(CN)e>™* ou aumento do sinal impedimétrico apés incubagdo do
imunossensor com o antigeno cTnl.
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6.1. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1.1. Principio de funcionamento

O principio de sensoriamento para a detec¢do de cTnl usando o
imunossensor proposto (Figura 42) baseia-se na inibicdo do pico
voltamétrico proveniente da sonda redox Fe(CN)¢>™ presente na
solucdo de analise, quando se ligam as moléculas de cTnl sobre a
superficie do imunossensor a base de de CLy (Figura 42-C) formando
um imunocomplexo especifico com os anticorpos covalentemente
imobilizados sobre o filme nanoestruturado (Figura 42-A). Esta
formacdo do imunocomplexo é responsavel pelo bloqueio parcial da
superficie eletroativa causando um maior isolamento elétrico da camada
sobre o eletrodo devido as propriedades pouco condutoras das moléculas
de proteina (Figura 42-B) (MENDES et al., 2009). A formacdo desses
imunocomplexos foi monitorada simultaneamente por voltametria linear
(LSV), CV e EIS. Primeiramente, um voltamograma linear é obtido
usando o imunossensor em solucdo de PBS (0,01 mol L™, pH 7,5)
contendo 1,0x10% mol L™ de Fe(CN)s™ para se obter o pico
voltamétrico base (na auséncia de cTnl). Subsequentemente, o
imunossensor foi incubado durante 10 min com 3 pL da amostra
contendo cTnl. Ap6s cada etapa do imunoensaio a superficie do
imunossensor foi exaustivamente lavada com PBS (0,01 mol L™, pH
7,5) a fim de remover possiveis moléculas que tenham se adsorvido
fracamente e reversivelmente, e entdo um segundo pico voltamétrico foi
obtido. A porcentagem de inibicdo do pico foi correlacionada com a
concentracdo de cTnl na amostra analisada. O mesmo experimento foi
simultaneamente realizado com a EIS, onde inicialmente foi obtido um
espectro base e apds as incubagdes com as amostras contendo cTnl um
segundo espectro foi obtido, sendo a variagdo na R correlacionada com
a quantidade de cTnl na amostra.
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Figura 42. (A) Representacdo esquematica da superficie do imunossensor. (B)
Picos voltamétricos na auséncia e presenga de cTnl; (C) Estrutura quimica do
cristal liquido colunar.
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6.1.2. Caracterizagdo morfoldgica da superficie do imunossensor

As analises de POM foram realizadas primeiramente com o
intuito de examinar a morfologia da superficie do GCE com o filme de
CL. A Figura 43 apresenta as micrografias de POM obtidos para: (A)
CL¢/GCE sem aquecimento e (B) CL.,/GCE ap6s aquecimento. Nesta
figura é possivel visualizar claramente uma alteracdo estrutural devido
ao efeito de aquecimento ao qual o sensor foi submetido. Tendo em vista
que o CL usado apresenta uma temperatura de transicdo para mesofase
colunar proximo a 30 °C (GIRROTO et al., 2014) e as superficies dos
sensores foram tratadas com temperatura igual a 40 °C, acredita-se que a
imagem B seja uma evidéncia da organizagao do CL, sobre a superficie
do GCE, sendo essa mesma estrutura retida quando a temperatura €
reduzida a temperatura ambiente.
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Figura 43. Imagens de POM de: (A) CL./GCE sem aquecimento e (B)
CL,/GCE ap0s aquecimento a 40°C.

@) (B)

Também foram realizadas analises de POM com o intuito de
examinar a morfologia da superficie do imunossensor proposto. A
Figura 44 apresenta as micrografias de POM obtidos nas diferentes
etapas de construcdo do imunossensor. Na Figura 44-A podemos
visualizar claramente a superficie homogénea de um GCE limpo e ndo
modificado, enquanto que a Figura 44-B apresenta uma estrutura
pontual referente ao recobrimento pelo filme de moléculas de CL na
forma organizada ap6s o aquecimento sobre o GCE, relacionado a uma
retencdo da estrutura a partir da mesofase termotrépica, como discutido
anteriormente. Na Figura 44-C, ap6s a formacdo do filme de AuNP-
PAH, é possivel observar a formacdo de pequenos aglomerados de
tamanho micrométrico para o filme na forma sélida. Finalmente, na
Figura 44-D uma mudanga na textura do filme € observada, indicando a
presenca de moléculas de ab-cTnl imobilizadas sobre o filme de AuNP-
PAH.
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Figura 44. Imagens de POM para: (A) GCE, (B) CL,/GCE ap6s aquecimento
a 40°C, (C) AuNP/CL,/GCE e (D) ab-cTnl/AuNP/CL./GCE.

-

6.1.3. Comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados

Empregou-se simultaneamente a CV e a EIS para caracterizar a
superficie do GCE modificado com CL.,, AUNP-PAH e ab-cTnl
ativado com EDC/NHS. Tais etapas de modificacdo foram
acompanhadas usando uma solucdo de Fe(CN)¢*"* 1,0x102 mol L™
preparada em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5).

6.1.3.1. Avaliagdo do filme de CL, por CV

A plataforma empregada para o desenvolvimento do
imunossensor foi caracterizada empregando CV. A Figura 45 apresenta
o voltamograma do CL,/GCE em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5), na janela
de potencial avaliada para eletrélitos aquosos, com excecdo de um
processo catodico em potenciais mais negativos possilvelmente devido
ao oxigénio presente no eletrélito, nenhum outro pico significativo para
ser usado como sonda foi observado. Portanto, optou-se em operar com
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uma sonda redox em solugdo, sendo as medidas realizadas
subsequentemente através de voltametria e EIS.

Figura 45. Voltamogramas ciclicos obtidos com velocidade de varredura de
100 mV s para o filme de CL,/GCE em PBS (0,01 mol L™}, pH 7,5).
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Primeiramente avaliou-se o efeito do tratamento térmico a 40 °C
em estufa para o eletrodo CL,/GCE, com o intuito de promover uma
organizacdo da mesofase colunar do CL,. Como é possivel observar na
Figura 46, o filme de CL., formado sobre o GCE (sem aquecimento)
causa uma leve supressdo do sinal voltamétrico da sonda redox, cerca de
9%, quando comparado ao GCE ndo modificado. Apds o processo de
tratamento térmico do CL,/GCE, foi possivel observar novamente uma
leve reducdo da corrente de pico, queda de 15% em relagdo ao GCE,
uma evidéncia de um processo cineticamente mais lento. Essa
modificacdo também é acompanhada por um aumento nos potenciais de
pico, uma evidéncia que o0 processo estda se tornando
termodinamicamente mais desfavoravel. Esse comportamento se deve
possivelmente ao empilhamento das moléculas de CL., em colunas
gerando um gap de energia (LAGERWALL e SCALIA, 2012). O
mesmo pode ser avaliado pela EIS (Figura 47), levando em
considera¢do o aumento da R, quando o mesmo tratamento é realizado.
Embora esteja havendo um ligeiro bloqueio da superficie do eletrodo
pelo filme, 0 mesmo apresenta um papel importante na etapa seguinte de
montagem do imunossensor onde um segundo filme de AuNP-PAH
interage com essas moléculas de CL., através de interagdes
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intermoleculares, e entdo esse filme pode ser usado para imobilizacdo
dos anticorpos ab-cTnl, a combinacdo de CL € AUNP-PAH mostrou-se
mais estadvel para construcdo do imunossensor do que 0s materiais
empregados individualmente com as moléculas de ab-cTnl.

Figura 46. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com velocidade de varredura de
100 mV s para: (a) GCE ndo modificado, (b) CLcol/GCE sem aquecimento e
(c) CLcol/GCE com aquecimento em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo
1,0x102 mol L™ de Fe(CN)s*™.

40
30-
20-
10

0

i (nA)

40 -05 00 05 1,0
E (V) vs. Ag/AgClI

Figura 47. Diagramas de Nyquist obtidos em modo de circuito aberto, com 10
mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz para: (a) GCE ndo
modificado, (b) CL.,/GCE sem aquecimento e (c) CL./GCE com aquecimento
em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10 mol L™ de Fe(CN)s>™.
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Medidas de CV de espécies eletroativas como Fe(CN)g*"* sdo
uma valiosa e conveniente ferramenta para monitorar o efeito de
blogueio da superficie do eletrodo modificado, uma vez que a
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a espécie em solugdo pode
ocorrer por tunelamento através do filme modificador formado ou
através dos defeitos apresentados pelo filme modificador. A
transferéncia por tunelamento de elétron deverd ocorrer quando a
superficie estd completamente recoberta pelo modificador, e a segunda
guando existem defeitos (regides ndo modificadas) no filme do
modificador. Tendo em mente um efeito de barreira, pois se espera que
o filme depositado recubra a maior area possivel, o grau de
recobrimento da superficie do eletrodo pode ser estimado a partir da
CV, resultando em uma analise semi-quantitativa do presente efeito.
Assim, em geral, pequenas distor¢cbes na CV quando a mesma é
comparada ao eletrodo ndo modificado sdo esperados quando o filme
modificador produz um baixo recobrimento da superficie, o que
significa que o acesso de espécies eletroativas da solucdo para o eletrodo
ocorre sem significativo impedimento. Uma grande distor¢do do
voltamograma sugere um forte efeito de barreira, o que limitaria o
acesso de espécies eletroativas da solucdo a superficie do eletrodo.
Portanto, o recobrimento da superficie do GCE pelo filme de CL, pode
ser estimado a partir de voltamogramas ciclicos pela equacdo (1)
(FERREIRA et al.,2011):

0=1-icLeolicce (1)

Onde, icLco € a corrente de pico obtida para o eletrodo CL./GCE
(sendo CLc, com ou sem aquecimento) e igce € a corrente de pico
obtida com o GCE ndo modificado. O grau de recobrimento alcangado
sem o tratamento térmico foi de 6 = 0,09, e apds o tratamento térmico
foi de 6 = 0,15, para concentragdo de CLc, de 1 mg mL?, pois em
concentracdo superiores maiores distorcdes do voltamograma foram
observadas, conforme dados apresentados mais adiante. Esses valores
mostram que o recobrimento da superficie é baixo, e, portanto, a rea¢do
de transferéncia de carga que envolve a sonda ocorre de forma
semelhante como no eletrodo ndo modificado, com muito baixo
impedimento. Neste caso o tunelamento de elétrons através do filme
pode ser descartada (FERREIRA et al., 2011) e provavelmente a sonda
redox atinge o eletrodo através do grande espaco livre no filme de CL
na superficie do eletrodo, como mostrado na Figura 43-B.
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O grau de inibicdo do processo faradaico estd intimamente
relacionado com as propriedades eletroquimicas dos filmes que sdo
depositados sobre a superficie do eletrodo. O comportamento do sistema
guanto a transferéncia eletrobnica na superficie do eletrodo foi
investigada usando a CV e EIS. A Figura 48 mostra os voltamogramas
ciclicos do imunossensor para deteccdo de cTnl ap6s cada passo de
montagem do imunossensor sobre a plataforma de CLcol/GCE. E
possivel visualizar no gréafico que a formacéo do filme de CL sobre a
superficie do GCE promove uma reducdo nas correntes de pico anddica
(ipa) € catodica (ipc) para Fe(CN)s>" em relagéo ao GCE nao modificado
(Figura 46), para o pico anddico a queda foi de 15% apds o tratamento
térmico. Em seguida, a adi¢do de AuNP-PAH ao eletrodo modificado
com CL, (Figura 48 - voltamograma a), acarreta em um aumento de
23% na resposta voltamétrica, evidenciando uma facilitacdo ao processo
de transferéncia eletrénica promovido pela adi¢cdo das nanoestruturas
metalicas. Apdés a imobilizacdo do anticorpo ab-cTnl ao eletrodo
modificado com AuNP-PAH/CL.,/GCE uma reducdo das correntes,
cerca de 22%, e um aumento na separac¢ao dos picos para a sonda redox
Fe(CN)s>™ em PBS (0,01 mol L, pH 7,5) foi observada (Figura 48 -
voltamograma b), devido as caracteristicas isolantes da proteina, como
ja discutido nos capitulos anteriores. A adsor¢do de glicina (gli) (Figura
48 - voltamograma c), a fim de bloquear os sitios de ligacdo ndo
especificos também promoveu uma reducdo da corrente de 5,5% em
relacdo ao eletrodo b da Figura 48 pelos mesmos motivos citados
anteriormente. Apo6s incubacdo do imunossensor gli/fab-cTnl/AuNP-
PAH/CLcol/GCE com 0,3 ng mL™ de cTnl (Figura 48 - voltamograma
d) uma nova reducdo dos picos voltamétricos, cerca de 10%, foi
observado devido a formagdo do imunocomplexo sobre a superficie do
imunossensor (eletrodo d).
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Figura 48. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com velocidade de varredura de
100 mV s' para: (a) AuNP-PAH/CLcol/GCE, (b) ab-cTnl/AuNP-
PAH/CLCol/GCE, (c) gli/ab-cTnl/AuNP-PAH/CLcol/GCE e (d) 0,3 ng mL™
cTnl: gli/ab-TnI/AuNP-PAH/CLcol/GCE em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5)
contendo 1,0x10”2 mol L™ de Fe(CN)s>™.
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O mesmo processo pode ser mais adequadamente observado
pelos espectros de impedancia eletroquimica (Figura 49), onde essas
alteragdes na forma das curvas correspondem a mudangas ocorridas no
processo de transferéncia de elétrons na interface eletrodo-solucdo. Na
Figura 49-d podemos visualizar que o reconhecimento de cTnl pelo
imunossensor promove um aumento bastante expressivo no valor Ry.
Este processo se deve a biointeracdo especifica do anticorpo com o seu
antigeno, tendo em vista que a proteina provoca um bloqueio parcial da
superficie causando uma reducgdo da transferéncia de carga na superficie
do eletrodo.
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Figura 49. Diagramas de Nyquist obtidos em modo de circuito aberto, com 10
mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz para: (a) AuNP-
PAH/CLcol/GCE, (b) ab-cTnl/AuNP-PAH/CLcol/GCE, (c) gli/ab-cTnl/AuNP-
PAH/CLcol/GCE e (d) 0,3 ng mL™ cTnl: gli/ab-cTnl/AuNP-PAH/CLcol/GCE
em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10 mol L™ de Fe(CN)s>™.
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6.1.4. Efeito da velocidade de varredura

Informac@es envolvendo 0s mecanismos eletroquimicos podem
muitas vezes ser obtida pela relagdo entre a corrente de pico
catddica/anodica e a velocidade de varredura para CV. O efeito da
velocidade de varredura sobre a resposta eletroquimica do par
Fe(CN)s>* para o eletrodo modificado com gli/ab-cTnI/AuNP-
PAH/CL,/GCE é mostrado na Figura 50. De acordo com esta figura,
com o aumento da velocidade de varredura, o valor de potencial de pico
anodico (Ep.) deslocou-se para um valor mais positivo e o valor de
potencial de pico catodico (Epc) deslocou-se em dire¢do a valores mais
negativos.
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Figura 50. (A) Voltamogramas ciclicos para gly/ab-cTnl/AuNP-
PAH/CLcol/GCE em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10 mol L™ de
Fe(CN)¢*™, com velocidade de varredura de 25 a 1000 mV s™.
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As correntes de pico anodicas (ip,) € catodicas (ipc) aumentam
linearmente com 0 aumento da raiz quadrada da velocidade de varredura
de 25-400 mV s (Figura 51), comprovando que O processo é
controlado pela difusdo das espécies eletroativas nessa faixa de
velocidade, em valores maiores o comportamento deixou de ser linear
(BARD e FAULKNER, 2001). A constante de transferéncia eletrdnica
(ks) foi calculada empregando a equacdo de Laviron (2) e (3)
(LAVIRON, 1979):

a v,
1—a v, (2)
_anFv,  (1—a)nFy, 3
ks =R = RT ®)

Onde R é a constante dos gases (8,314 J K* mol™), F é a
constante de Faraday (96485 C mol ™), T é a temperatura (298 K), n é o

nimero de mols de elétrons transferidos na reacdo redox, e Va e Vc sédo
as velocidades de varredura em que o potencial em funcéo do logaritmo
da velocidade se interceptam. Baseado nos dados mostrados na Figura
52, os valores de a e ks foram estimados em 05 e 0,49 st

respectivamente, considerando Va = V¢ =25 mV sten=1.
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Figura 51. Gréfico da corrente de pico anddico (ip,) e catodico (i) vs. raiz
quadrada da velocidade de varredura (v) em (A) 25 a 1000 mV s™ E em (B) 25 a

400 mV s™ para uma solugdo de PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x107
mol L™ de Fe(CN)™™.
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Figura 52. Gréfico de Ey, and E, vs. logaritmo da velocidade de varredura (v)
para os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 50.
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6.1.5. Avaliagdo de parametros de construcdo e operacdo do
imunossensor

A fim de se obter as melhores condicdes de operacdo do
imunossensor  proposto, alguns pardmetros foram investigados
utilizando a LSV e a EIS. A sonda redox usada como base para a
avaliacdo dos parametros experimentais foi o par Fe(CN)¢™*. Os
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parametros avaliados foram: selecdo da técnica eletroquimica,
guantidade de CL.y, quantidade de AuNP-PAH, imobilizacdo do
anticorpo, constante de associacgdo, tempo de incubagdo.

6.1.5.1. Selecdo de técnica eletroquimica

A fim de selecionar a melhor técnica para uso do imunossensor
avaliou-se trés diferentes técnicas eletroquimicas: a voltametria linear
(LSV), a voltametria de onda quadrada (SWV) e a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS). Os critérios de selecdo foram: a
obtencdo de um sinal expressivo para uso com um processo de inibi¢do
faradaico e, principalmente, a reprodutibilidade das respostas obtidas
para cada técnica em relagcdo ao sinal do pico base (na auséncia de
cTnl), evitando assim um falso resultado quando o imunossensor for
incubado com o antigeno cTnl. Para isso, foram realizados trés
experimentos sucessivos com cada técnica em PBS (0,01 mol L, pH
7,5) contendo 1,0x10% mol L™ de Fe(CN)s*™. A Figura 53 mostra os
resultados obtidos com a LSV, sendo possivel observar que o sinal
mostrou um comportamento contante havendo pouca alteragdo do sinal
de corrente entre as trés medidas realizadas. O mesmo comportamento
foi observado para a EIS (Figura 54). Ja para a SWV (Figura 55), o sinal
obtido para 0 mesmo sistema ndo se mostrou estavel o que inviabiliza o
seu uso para a deteccdo empregando o imunossensor. Com base nestes
resultados, selecionou-se a LSV e a EIS para uso na deteccdo de cTnl
empregando 0 imunossensor proposto.
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Figura 53. Voltamogramas lineares para trés medidas consecutivas obtidas
usando o imunossensor com velocidade de varredura de 100 mV s em PBS
(0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10 mol L™ de Fe(CN)s>™* na auséncia de

cTnl. Inserido: variacdo da resposta.
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Figura 54. Diagramas de Nyquist para trés medidas consecutivas obtidas com o
imunossensor em modo de circuito aberto, com 10 mV de amplitude e faixa de
frequéncia de 0,1-100.000 Hz em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x107
mol L™ de Fe(CN)s>™ na auséncia de cTnl. Inserido: variagio da resposta.
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Figura 55. Voltamogramas de onda quadrada para trés medidas consecutivas
obtidas com o imunossensor em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10
mol L™ de Fe(CN)s>™ na auséncia de cTnl, com frequéncia de 50 Hz, amplitude
de 50 mV e incremento de 5 mV. Inserido: Variacéo da resposta.
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6.1.5.2. Quantidade de CL., € AUNP-PAH

A fim de determinar a dependéncia da quantidade de CL ha
resposta do imunossensor, solucbes de CL com diferentes concentragdes
(0,1 a 10 mg mL™) foram preparadas e depositadas sobre o GCE,
empregando uma aliquota fixa de 3 pL de solucdo. As respostas para o
sistema Fe(CN)g>™ foram avaliadas por CV (Figura 56). A melhor
resposta foi obtida empregando-se uma solugdo de concentragdo igual a
1,0 mg mL™. O critério usado para essa selecdo foi o perfil do pico
voltamétrico, ou seja, usou-se uma quantidade de CL, que promove um
recobrimento da superficie do GCE, porém ndo suficiente para isolar
eletricamente o eletrodo. Acima de 2 mg mL™ ja foi observado uma

supressao de 100% do sinal voltamétrico da sonda Fe(CN)s>"*".
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Figura 56. Efeito da concentragdo de CL, (0,1 a 10 mg mL™) sobre a resposta
do sensor imerso em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10% mol L™ de
Fe(CN)¢*", com velocidade de varredura de 100 mV s™.
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O efeito das AUNP-PAH sobre a resposta do sensor foi avaliado
a partir de diferentes proporcdes de AuNP-PAH, para esse estudo a
dispersdo de AuNP-PAH foi concentrada nas seguintes razdes (10x, 5x,
2x e 0x). A Figura 57 mostra os resultados das proporc6es de AuNP-
PAH investigadas, sendo a resposta relativa medida em fungdo de uma
solugéo 1,0x10” mol L™ de Fe(CN)s>™ em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5).
Como apresentado, a corrente de pico catédica aumenta com 0 aumento
da concentracdo atingindo um patamar maximo para uma razdo de
diluicdo de 5x, e para maiores valores de diluicdo a resposta para a
sonda redox apresenta um decréscimo. Assim, a propor¢do de AuNP-
PAH com dilui¢do de 5x foi escolhida para os demais estudos.
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Figura 57. Efeito da quantidade de AuNP-PAH em diferentes propor¢des (0 a
10x) na resposta da sonda redox obtidos por voltametria linear com velocidade
de varredura de 100 mV s™em PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,0x10”
mol L™ de Fe(CN)s>™
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6.1.5.3. Tempo de incubacdo e constante de associagdo

O tempo de incubacdo reflete diretamente no tempo de
diagndstico, e, portanto é importante parametro de operacdo a ser
avaliado. Para este estudo empregou-se uma faixa de 2 a 60 min de
incubacdo. O tempo de incubacdo foi avaliado como o tempo necessario
para gerar uma porcentagem de inibicdo da resposta da sonda redox
significativa em uma regido antes de uma supressao total do sinal. Os
estudos foram realizados para incubacdo do imunossensor com 0,3 ng
mL™? de cTnl (Figura 58). O tempo de incubacdo selecionado foi 10
min, pois a supressao de sinal gerado ja é suficiente para acompanhar os
eventos de formacao do imunocomplexo.
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Figura 58. (A) Diagrama de Nyquist obtidos em modo de circuito aberto, com
10 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz para: gli/ab-
cTnl/AuNP-PAH/CLCOl/GCE para incubagdo com 0,3 ng mL™ c¢Tnl em PBS
(0,01 mol L, pH 7,5) contendo 1,0x107 mol L™ de Fe(CN)s>"™*, para avaliar o
efeito do tempo de incubacdo (2 a 60 min). (B) Porcentagem de inibicdo em
funcéo do tempo.
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A constante de associagdo aparente (K,s") para a formagéo do
imunocomplexo foi obtida a partir dos dados da Figura 58, e usando a
equacdo descrita por Symanska e colaboradores (2007). A relacdo entre
0s sitios de ligagdo ocupados (0) e a mudanca de R é dada pela equacéo
(4) (BANDYOPADHYAY et al., 2000):

— 1 _ R
=1 Font 4)

Onde R o), € Rt j S0 as resisténcias a transferéncia de carga,
na auséncia (espectro base) e na presenca do antigeno, respectivamente.
No caso de isotermas de Langmuir 6 pode ser relacionada com a
constante de associagéo de acordo com a equacao (5) (ATKINS, 2001):

_ kgss X [espécie] (5)
1-KgssX [espécie]

Onde kis € a constante de associacdo e [espécie] é a
concentracdo da molécula alvo. A linearizacdo da isoterma de Langmuir
fornece a equacéo (6):

kqoss X [espécie] = % (6)
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Combinando as equacdes (4) e (6) obtemos a equacao (7):

koss X [espécie] = R Reto) (7)
Ret(o)

O valor de Ry varia linearmente com a concentragdo de cTnl
de 4,18x10™? a 1,26x10™** mol L™ (Figura 59). Portanto, a constante de
associagdo pode ser calculada a partir da inclinagdo da curva de (R
—Ret0))/Retgy vs. [cTnl] (mol L. O valor aparente encontrado para a
medida eletroquimica da constante de associagdo foi de 1,38x10™ L
mol™, o que indica que a formacdo do imunocomplexo é bastante
favorecida.

Figura 59. Efeito da concentracdo de cTnl obtido na faixa de 4,18x10™ a
1,26x10™™ mol L™ com tempo de incubag&o de 10 min em funcéo da variagio da
resistécia a transferéncia de carga obtidas por EIS em modo de circuito aberto,
com 10 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz em PBS
(0,01mol L, pH 7,5) contendo 1,0x102 mol L™ de Fe(CN)s>"™".
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6.1.6. Curva de calibracéo para cTnl

Sob condigdes otimizadas foram obtidas as curvas de calibragédo
com concentracBes crescentes de cTnl entre 0,01 a 0,3 ng mL'l,
utilizando a LSV (Figura 60) em uma faixa de potencial de 0,6 a -0,6 V
e a EIS (Figura 61) com frequéncias entre 100000 a 0,1 Hz. A equacéo
de regressdo linear obtida para a curva voltamétrica foi Pl = 13,8 (£
0,28) + 159,5 (+ 5,6) [cTnl], com um coeficiente de correlacio (R?) de
0,998, onde PI é a porcentagem de inibi¢do do sinal voltamétrico (%) e
[cTnlI] é a concentracéo de troponina | (ng mL™). A curva impedimétrica
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apresentou uma equagéo de regressdo linear de: ARcty = 0,19 (+ 0,05) +
5,34 (+ 0,4) [cTnlI], com um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,990,
onde ARcty € a variacdo da resisténcia transferéncia de carga em relagdo
ao pico base (Rcti — Rctye/Rethase) € [CTNI] € a concentragdo de
troponina | cardiaca (ng mL™). O limite de deteccdo calculado (LOD =
trés vezes o desvio padréo do intercepto/inclinacéo) foi de 0,005 ngmL*
e 002 ng mL' para a curva voltamétrica e impedimétrica,
respectivamente. Portanto, para a curva impedimétrica admitiu-se o
primeiro ponto da curva como LOD, tendo em vista 0 grande desvio
apresentado. A OMS estabelece niveis clinicos de cut-off de 0,01-0,1 ng
mL? em cerca de 4-6 horas ap6s o inicio da lesdo miocérdica, e
portanto, a faixa de trabalho obtida é suficiente para a identificacio de
um possivel IAM.

Figura 60. (A) Voltamogramas lineares obtidos com velocidade de varredura
de 100 mV s em: (a) PBS (0,01 mol L™, pH 7,5) contendo 1,010 mol L™ de
Fe(CN)s>™ e imunossensor incubado com: (b) 0,01, (c) 0,05, (d) 0,1, (¢) 0,2, e
(f) 0,3 ng mL™ de cTnl. (B) Curva de calibragéo para cTnl.
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Figura 61. (A) Diagramas de Nyquist obtidos em modo de circuito aberto, com
10 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz com o
imunossensor para cTnl em (a) PBS (0,01 mol L?, pH 7,5) contendo 1,0x107
mol L™ de Fe(CN)s>™ e ap6s incubacéo com: (b) 0,01, (c) 0,05, (d) 0,1, (e) 0,2,
e (f) 0,3 ng mL™ de cTnl. (B) Curva de calibracéo para cTnl.
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6.1.7. Estudo de possiveis composto interferentes e
reprodutibilidade

Para investigar possiveis interferentes, um estudo foi realizado
com compostos potencialmente interferentes e que sdo encontrados em
amostras bioldgicas. Os resultados da Figura 62 mostram um baixo grau
de interferéncia (inferior a 10 %) para a maioria das espécies testadas.
Apenas creatinina e glicose causaram uma diminui¢do notavel no pico
de sinal, ligeiramente maior que 10%.

A reprodutibilidade do imunossensor proposto foi avaliada
através da deteccdo de 0,05 ng mL™ de cTnl, sendo o desvio padr&o
relativo para seis medidas individuais igual a 8,1%, verificando a
exatiddo do imunossensor proposto.
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Figura 62. Estudo de compostos potencialmente interferentes presentes em uma
amostra de soro e detecgdo de 0,1 ng mL™ de cTnl: creatinina (4,2 mg L™),
creatina (10,7 mg L™), glicose (200 mg L™), 4cido Grico (10 mg L™), 4cido
ascorbico (10 mg L™), BSA (40 mg L), Mb (10 ng mL™).
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6.1.8. Aplicacdo do imunossensor na determinacéo de cTnl

A resposta analitica para o dispositivo desenvolvido foi obtida
pela incubacdo do imunossensor em amostras de plasma sanguineo
contendo c¢Tnl. Os resultados para as amostras analisadas estdo
apresentados na Tabela 9, os quais apresentaram um erro relativo de
inferior a 15% em relacdo ao valor esperado.
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Tabela 9. Determinagdo de cTnl em plasma sanguineo, dados obtidos a partir
do método voltamétrico

[cTnl] detectada (ng

0)
Amostra mL) Erro (%)
Plasma (0,05 ng mL " de
cThl) 0,056+0,007 12
-1
Plasma (0,05 ng mL™ de 0,0490,002 -2,0
cTnl) .
Plasma (0,1 ng mL™ de 0,095:0,019 -5,0
cTnl)

A Tabela 10 resume os resultados obtidos com imunossensores
para cTnl com base em varios métodos e materiais anteriormente
descritos na literatura. Pode ser observado na tabela que o imunossensor
proposto apresenta um baixo LOD e curto tempo de diagnostico.

Tabela 10. Comparacdo de diferentes imunossensores para cTnl baseado em
varios métodos e materiais

Faixa

. . Tempo de
Método Material/ linear . LOD.l incubacao Referéncia
Eletrodo (ng mL (hg mL™) .
1 (min)
ElSe VACNF/ (PERIYAKARUPPAN
R, NEA 0,25- 10 0,2 60 etal., 2013)
SPR TGF 0'250’ 0,25 30 (WEI et al., 2003)
Ru-L/
ELC GCE 0,01-5,0 0,0045 60 (Qletal,, 2013)
ELC A“A'\I'JP’ 0'0501 - 04x10° 60 (SHAN et al,, 2014)
SPR TGF 0-160 0,068 5-8 (KWON et al., 2011)
LSVe  CLca/AuNP/ 0,01-
EIS GCE 05 0,01 10 Este trabalho

ELC: eletroquimioluminescéncia; VACNF: naonfibras de carbono verticalmente alinhadas;
NEA: arranjo de nanoeletrodos; Au: eletrodo de ouro; CV: voltametria ciclica; EIS:
espectroscopia de impedancia eletroquimica; Ru-L: complexo de ruténio encapsulado em
lipossomo; SPR: ressonancia de plasma de superficie; TGF: filme de ouro; AuNP:
nanoparticulas de ouro; LSV: voltametria linear; CLq: cristal liquido colunar; GCE: eletrodo
de carbono vitreo.
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6.1.9. Teste preliminar para miniaturizacao do sistema

A Figura 63-A apresenta 0 mesmo sistema de trés eletrodos
(eletrodo de trabalho de carbono, eletrodo de referéncia um pseudo
Ag/AgCl e um eletrodo auxiliar de carbono) descritos anteriormente,
contudo esses trés eletrodos encontram impressos sobre uma superficie.
Essa classe de eletrodos impressos permite a miniaturizacdo e
portabilidade dos sistemas de sensoriamento desenvolvidos. Além de
explorar outras configuracdes com diferentes materiais, também se
pretende miniaturizar o sistema, e possivelmente transforma-lo em um
teste descartavel a partir do uso dos eletrodos impressos. O mesmo
comportamento obtido com os eletrodos convencionais foi obtido com a
plataforma impressa, ou seja, como mostrado na Figura 63-B o pico
voltamétrico para sonda empregada reduziu-se na presenca de cTnl.

Figura 63. (A) Imunossensor construido sobre um eletrodo impresso de
carbono. (B) Deteccdo voltamétrica de 0,3 ng mL™ de cTnl em plasma
sanguineo.
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CAPITULO 7. CONCLUSOES

No presente trabalho apresentou-se o desenvolvimento de trés
novos imunossensores eletroquimicos do tipo label-free contendo
moléculas de CL e AuNP, os quais foram avaliados e aplicados na
deteccdo de importantes biomarcadores cardiacos, sendo eles a Mb,
cTnT e cTnl, que sdo empregados no diagnostico de doencas cardiacas,
como o IAM. Além da importancia dos dispositivos desenvolvidos para
area da saude, também foi possivel obter importantes informagdes
eletroquimicas a respeito das plataformas desenvolvidas.

O primeiro imunossensor apresentado foi construido a partir da
combinagdo de Br-Py como uma sonda voltamétrica, e AUuNP
estabilizadas em PEI. Essa plataforma foi empregada com sucesso na
imobilizacdo covalente de anticorpos ab-Mb, usando glioxal como
agente reticulante. Até onde sabemos esse foi um dos primeiros
trabalhos publicados empregando moléculas de CL para o
desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico. O dispositivo foi
otimizado sendo que as melhores condi¢des obtidas foram: 2 pL (1x10
mol L) de Br-Py, 2 pL da dispersdo de AuNP-PEI, pH do tampao PBS
igual a 7,5, frequéncia de 60 Hz, amplitude de 50 mV e incremento de 4
mV, o melhor tempo de incubacédo foi obtido em 10 min. O dispositivo
desenvolvido mostrou simplicidade de construcédo, boa seletividade, boa
reprodutibilidade (desvio padréo relativo de 4,3 %) e baixo LOD (6,3 n(I;
mL™) para deteccdo Mb, com uma faixa de trabalho de 10a 72,8 ngmL™.
Este imunossensor foi aplicado com sucesso na quantificagcdo de Mb em
amostras simuladas de soro sanguineo a partir da inibicdo do sinal da
sonda Br-Py, obtido por SWV. O estudo de interferéncia para
compostos presentes em amostras de soro sanguineo apresentou baixo
nivel de interferéncia (inferior a 10 %).

O segundo imunossensor descrito também usou como sonda
redox a molécula Br-Py, que foi combinada com AuNP estabilizadas em
silsesquioxano. Esta matriz foi entdo empregada para imobilizacdo de
anticorpos ab-cTnT por meio de interacdo eletrostatica. Essa interacdo
se deu por meio dos grupos carboxilicos do anticorpo carregados
negativamente, com a superficie de AuNP-Sil, carregadas positivamente
devido ao grupo picolinio do silsesquioxano. O dispositivo foi
otimizado sendo que as melhores condi¢des obtidas foram: 2 pL (1x107
mol L™) de Br-Py, 3 uL da dispersdo de AuNP-Sil, pH do tamp&o PBS
igual a 7,5, frequéncia de 100 Hz, amplitude de 80 mV e incremento de
10 mV, o melhor tempo de incubacdo foi obtido em 10 min. Apds
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otimizacdo dos parametros de construgdo e operacdo para deteccdo de
cTnT, obteve-se uma curva de calibracdo para concentracdes de cTnT
de 0,1 a 0,9 ng mL™ com usando a inibic&o do sinal da sonda Br-Py,
obtido por SWV, o LOD calculado de 0,08 ng mL™. O dispositivo
proposto foi empregado com sucesso na determinacdo de cTnT em
amostras de soro simulado e de plasma sanguineo. O imunossensor para
cTnT apresentou baixo valor de LOD (0,08 ng mL™) para esse
biomarcador, com boa reprodutibilidade dos resultados (desvio padrdo
relativo de 8,0%), e baixos niveis de interferéncia (inferior a 10%) de
outros compostos presentes em amostra biolégicas.

O terceiro imunossensor abordou uma estratégia diferente de
construgdo e operacdo. Para obtencdo do mesmo empregou-se uma
molécula de CL, e com transicdo para mesofase em baixa temperatura
(30 °C). Inicialmente obteve-se um filme de CL., organizado sobre um
GCE, e em uma segunda etapa foi formado um filme de AuNP
estabilizadas em PAH, sendo esta plataforma empregada para
imobilizacdo covalente do anticorpo ab-cTnl, empregando EDC/NHS
como reagente de ligacdo. Todos o0s estudos foram realizados
empregado como sonda redox o par Fe(CN)s>™, sendo a inibicdo do
sinal voltamétrico, obtido por LSV, ou entdo o0 aumento da R, obtido
por EIS, usado para acompanhar os eventos de imunodetec¢do. Usando
a CV determinou-se os valores de o e ks que foram estimados em 0,5 e
0,49 s*. Com auxilio da EIS obteve-se a constante de associac&o
aparente para formagdo do imunocomplexo que foi igual a 1,38x10™ L
mol™. O dispositivo foi otimizado sendo que as melhores condicées
obtidas foram: LSV e EIS como técnica eletroquimica, 3 pL (1,0 mg
mL™?) de CLgo, 3 pL (pré-concentrada 5x) da disperséo de AUNP-PAH,
pH do tampdo PBS igual a 7,5, 0 melhor tempo de incubacéo foi obtido
em 10 min. Apo6s otimizacdo dos parametros de construgdo e operagao
para deteccdo de cTnl, obteve-se uma curva de calibracdo para esse
biomarcador cardiaco com faixa de trabalho de 0,01 a 0,3 ng mL™ com
um LOD de 0,005 ng mL™ (LSV) e 0,01 ng mL™ (EIS), e entdo o
dispositivo proposto foi empregado com sucesso na determinacdo de
cTnl em amostras de soro simulado e de plasma sanguineo. Estudos
com possiveis compostos interferentes mostram baixos niveis de
interferéncia (inferior a 10%) na deteccdo de cTnl, da mesma forma que
0 imunossensor demonstrou um baixo LOD para cTnl, com boa
reprodutibilidade dos resultados (desvio padréo relativo de 8,1%).

Os resultados indicam que os imunossensores desenvolvidos
sdo capazes de detectar niveis clinicos aceitaveis para 0s trés
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biomarcadores avaliados com baixos tempos de andlise,
aproximadamente 10 min, mostrando-se uma ferramenta atil para o
diagndstico de IAM. Indicando que as metodologias propostas poderiam
ser utilizadas como uma abordagem complementar aos ensaios
laboratoriais, ou até mesmo atuando como testes do tipo point-of-care,
contribuindo dessa forma para a qualidade de vida de pacientes com
possivel suspeita de doencas cardiacas em hospitais e unidades de
emergéncia, que poderiam obter um resultado com menor tempo de
espera, 0 que aumentaria o sucesso dos tratamentos. Além disso, esta
metodologia mostrou-se uma plataforma adequada para a imobilizagdo
de anticorpos, e, portanto, mostra um grande potencial para aplicagcdo no
desenvolvimento de novos dispositivos de imunossensoriamento que
podem ser aplicados para diferentes fins clinicos.
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