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RESUMO

A proteina C reativa (CRP) é um importante marcador de processo inflamatoério e/ou lesdo
tecidual e estd associado ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, em especial na
formacdo da placa aterosclerdtica. Seus niveis séricos sdo Uteis no monitoramento da
atividade inflamatoria, no tratamento e na evolucdo clinica, bem como nas deteccbes de
complicagdes infecciosas pds-operatorias. Sendo assim, a quantificacdo de CRP é de extrema
importancia clinica para o auxilio no diagndstico e minimizacdo de agravamento de doencas.
Os biossensores sdo alternativas em potencial frente as metodologias convencionais existentes
de diagndstico, principalmente pelo baixo custo, rapidez, precisdo, especificidade e
portabilidade. Assim, este trabalho descreve a preparagcdo de um imunossensor eletroquimico
reutilizavel baseado em eletrodo de carbono modificado com 6xido de grafeno reduzido e
politiramina para a detec¢do da proteina C reativa no soro humano. Este imunossensor foi
capaz de distinguir diferentes concentrac6es de CRP em soro e soro enriquecidos de pacientes
humanos por voltametria de pulso diferencial, com limite de deteccio de 0,37 ug mL? e
limite de quantificacdo de 1,25 pug mL?. Anélises por microscopia de forca atémica,
microscopia eletrébnica de varredura e espectroscopia de impedancia eletroquimica
corroboraram com a andlise voltamétrica. O imunossensor apresentou seletividade,
capacidade de regeneracdo e estabilidade, cerca de 90% por 50 dias de armazenamento,
permitindo ainda a comparacao dos niveis de CRP obtidos com os dados laboratoriais sendo,

portanto, uma plataforma promissora para quantificacdo de CRP em point-of-care.

Palavras-chave: biossensor, eletrodo de grafite, inflamacdo, nanocompdsito, 6xido de

grafeno reduzido, politiramina.
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ABSTRACT

C-reactive protein (CRP) is an important marker of inflammatory process and / or tissue
injury and is associated with the development of cardiovascular diseases, especially in the
formation of atherosclerotic plaque. Its serum levels are useful in monitoring inflammatory
activity, in treatment and clinical evolution, and in detecting post-operative infectious
complications. Thus, the quantification of CRP is of extreme clinical importance to aid in the
diagnosis and minimization of disease worsening. Biosensors are potential alternatives to
existing conventional diagnostic methodologies, especially for low cost, speed, accuracy,
specificity and portability. This work describes the preparation of a reusable electrochemical
immunosensor based in modified carbon electrode with reduced graphene oxide and
polytyramine for the detection of C-reactive protein (CRP) in serum. This immunosensor was
able to distinguish different concentrations of CRP in enriched serum and serum from human
patients by differential pulse voltammetry, with a detection limit of 0.37 pg mL? and
quantification limit of 1.25 pg mL™. Analyses by atomic force microscopy, scanning electron
miscroscopy and electrochemical impedance spectroscopy corroborated with voltammetric
analysis. The immunosensor showed selectivity, regeneration capacity and stability, about
90% for 50 days of storage, also allowing the comparison of the CRP levels obtained with the
laboratory data and, therefore, a promising platform for quantification of CRP in point-of-

care.

Keywords: biosensor, graphite electrode, inflammation, nanocomposite, polytyramine,

reduced graphene oxide
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INTRODUCAO

O processo inflamatorio representa um mecanismo importante de defesa do
organismo contra: agentes infecciosos, lesdes teciduais e/ou condicdes de doencas
cronicas. A proteina C reativa (CRP) é um dos produtos do processo inflamatério cuja
producéo ocorre no figado e tem papel de extrema importancia clinica no diagnostico e
monitoramento da inflamacdo, bem como possibilita acompanhar um tratamento, por
exemplo, com antibidticos e anti-inflamatorios. Além disso, pode ainda indicar
complicagBes pos-cirurgicas e sua producdo exacerbada e continua, pode estimular o
desenvolvimento de complicacGes patoldgicas, como a doenca aterosclerotica.

A analise dos niveis séricos da proteina C reativa é de relevancia para o tratamento
da inflamacgéo e também na prevencdo de possiveis complicacbes. O desenvolvimento de
biossensores para auxiliar na deteccdo de marcadores, como a CRP, e/ou diagnostico de
doencas é uma ferramenta significativa devido as vantagens que estes dispositivos
apresentam, tais como: baixo custo, sensibilidade, seletividade e possibilidade de
miniaturizacéo.

Sendo assim, este trabalho visou a constru¢do de um imunossensor para a deteccao
e quantificacdo de proteina C reativa, por meio da imobilizacdo de um anticorpo (anti-
CRP) sobre eletrodos de grafite modificados com oOxido de grafeno reduzido e
politiramina.

A apresentacdo deste trabalho foi realizada segundo as normas da P6s-Graduacéo
em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Uberlandia. A dissertacdo foi dividida
em: Capitulo 1 - Fundamentacdo Teorica e Capitulo 2 - Proposal of a reusable

immunosensor for detection of C-reactive protein in human serum.



CAPITULO 1
FUNDAMENTACAO TEORICA



1. Proteina C reativa

A Proteina C reactiva (CRP, do inglés C-reactive protein), foi descoberta em 1930, por
William S. Tillet e Thomas Francis Jr., nos Estados Unidos em pacientes com pneumonia
pneumocdcica e assim nomeada pela sua capacidade de precipitar o polissacarideo C
somatico de Streptococcus pneumoniae (TILLETT; FRANCIS, 1930).

A CRP é uma proteina de plasma pertencente a familia das pentraxinas e apresenta
arranjo pentamérico ciclico (Figura la e 1b), com cinco protdmeros idénticos e nao-
glicosilados (Figura 1c), de aproximadamente 23 kDa cada, associados por cinco ligagoes
ndo covalentes. A proteina em questdo tem uma sequéncia de 224 residuos de
aminoéacidos, incluindo um peptideo sinal de 18 residuos, responsavel por sinalizar sua
secrecdo. Possui ainda sitios de ligacdo dependentes de célcio e particulas de colesterol de
baixa densidade (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003).

Figura 1 — Estrutura molecular e morfoldgica da CRP humana. (a) Micrografia eletronica da CRP mostrando
o disco pentamérico (setas). (b) Diagrama da estrutura cristalina, mostrando a al¢a de lectina e os dois &tomos
de calcio (esferas) no sitio de ligacdo de cada protdmero. (c) Modelo com preenchimento espacial da
molécula de CRP mostrando uma Unica molécula de fosfocolina localizada no sitio de ligagdo de cada
protamero (Fonte: PEPYS, HIRSCHFIELD, 2003).

A CRP é expressa por hepatocitos em resposta a infeccdo ou inflamacao sistémica e sua
producdo € estimulada principalmente por interleucinas, em especial IL-1 e IL-6 (DU
CLOS; MOLD, 2004). Em adicdo, alguns estudos tém demonstrado evidéncias de
producdo da CRP ndo somente nos hepatocitos, mas também em macrofagos, tecido
adiposo, endotelial ou células da musculatura lisa (BAIDOSHVILI et al., 2002; OUCHI,
2003; VENUGOPAL; DEVARAJ; JIALAL, 2005; YASOJIMA et al., 2001).

A CRP ¢ considerada um bioindicador precoce de doengas infecciosas e/ou

inflamatdrias, de les@o tecidual e de fundamental importancia em outras condi¢es, como
3



um biomarcador de inimeras doencas e desordens da homeostasia. Além disso, pode
exercer papel de importancia no desencadeamento de doengas, como exemplo, a placa de
ateroma no processo aterosclerotico (GILSTRAP; WANG, 2012; MONTGOMERY;
BROWN, 2013). As andlises dos niveis de CRP nas amostras biologicas, também séo de
importdncia critica para o diagndstico e monitoramento do  progresso
quimioterapico/intervencdo antibidtica e anti-inflamatoria, e no acompanhamento pds-
cirurgico ou outro tipo de intervencdo de salde personalizada (PEPYS; HIRSCHFIELD,
2003). Diante disso, compreende-se que os metodos analiticos devem ser altamente
sensiveis, seletivos, rapidos e confiaveis, usando o volume minimo de amostra.

A seguir, o trabalho em questdo abordard a fisiopatologia da inflamacdo e o
desenvolvimento da placa de ateroma e a participacdo da proteina C reativa nesses

processos. Na sequéncia, serdo destacados métodos de quantificacdo laboratorial da CRP.

1.1 Processo Inflamatorio

O processo inflamatorio é compreendido como uma resposta do organismo frente a
algum tipo de agressdo local ou sistémica, capaz de desencadear a sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS). Dentre os desencadeadores de SIRS, temos agressdes tanto
de um organismo patogeénico (virus, bactérias, fungos, protozoarios, nematelmintos, entre
outros), como por outras causas que originam a resposta aguda ndo infecciosa (trauma,
gueimaduras, intervencbes cirargicas e reacdes inflamatdérias ndo infecciosas)
(CAVAILLON, 1996; GERMOLEC, 2018; SHIELS et al., 2013).

O processo de controle dos danos ou agressdes com origem interna ou externa, no
organismo, se inicia com a liberacdo de mediadores inflamatérios, como determinadas
citocinas, no local da agressdo, que posteriormente acionardo um processo conhecido como
resposta de fase aguda. Este processo pode conseguir controlar a agressao e resolver-se ou
evoluir de duas formas distintas: instaurando-se uma SIRS ou gerando-se uma inflamagéo
cronica, na qual se mantém determinados niveis de ativacdo dos componentes do sistema
de resposta aguda (CAVAILLON, 1996; GERMOLEC, 2018; SHIELS et al., 2013).

No desenvolvimento da resposta de fase aguda além da producéo e liberacdo de
citocinas, tem-se a acdo imunoldgica ativa, bem como outros mediadores liberados que
iniciam alteracGes sistémicas, culminando em alteracdes na concentragdo de algumas
proteinas plasmaticas, também chamadas proteinas de fase aguda (APPs). Dentre as

proteinas que se alteram no curso da inflamagdo, algumas tendem a diminuir sua
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concentracdo (APPs negativas), tais como a albumina, a globulina e a transferrina. Outras
proteinas de fase aguda (APPs positiva), como a proteina C-reativa (CRP); proteina
amildide sérica (PAS); haptoglobina; -1 glicoproteina-acida; ceruloplasmina;
fibrinogénio; proteina ligante de manose (PLM) e a-l-antitripisina aumentam suas
concentragfes no sangue. As proteinas de fase aguda positivas principais sdo a CRP, a PAS
e a haptoglobina as quais séo sintetizadas e liberadas principalmente pelos hepatécitos,
logo apds a estimulacdo pelas citocinas pro-inflamatorias liberadas para a corrente
sanguinea (GABAY, KUSHNER, 1999).

A CRP foi a primeira proteina de fase aguda a ser descrita, sendo considerada um
marcador sistémico extremamente sensivel desse processo de inflamacdo e dos danos
teciduais (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). Dessa forma, € importante compreender o
mecanismo de producdo e o comportamento da CRP nesses processos fisiopatoldgicos.

Na figura 2, é possivel verificar as principais vias que levam ao aumento da
producdo de CRP. No caso de uma infeccdo, os padrGes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) estimulam a ativagdo do complexo proteico NFkB e outras vias
inflamatdrias por receptores toll-like expressos na superficie (TLR) desencadeando assim,
a liberacdo de citocinas inflamatorias de macréfagos, como a IL-6, IL-8 e o fator de
necrose tumoral TNFa. A via do PAMP ¢ mais ativa na regulagdo positiva da liberagao de
CRP do figado. Outra via paralela de ativacdo da producdo de CRP, ocorre no caso de
lesdo tecidual, onde tem-se a liberacéo de padrdes moleculares associados ao dano tecidual
(DAMPs) que ativam o processamento de inflamassomas de IL-1pB e IL-18 apo6s ligacdo a
receptores endossomais. Com isso, tem-se a producdo da CRP pentamérica que se liga aos
tecidos alvo através de receptores Fc e outras moléculas de ligacdo, tais como M-ficolina.
A CRP, produzida em ambas as vias, pode ser modificada para CRP monomérica e até
mesmo peptideos menores derivados da clivagem proteolitica em um ambiente pro-
inflamato6rio (VASHIST, 2016; CAVAILLON, 2018).
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Figura 2 — Principais vias que levam ao aumento da produgdo de CRP frente a infeccdo e a lesdo tecidual
(Adaptado de VASHIST, 2016).

A producdo da proteina C reativa possui a capacidade de influenciar uma ou varias
etapas do processo inflamatério (GABAY, KUSHNER, 1999; AGUIAR et al., 2013). Na
forma de estrutura pentamérica ciclica, a CRP permite a sua ligacéo a diversas moléculas
estranhas no organismo. Assim sendo, atua contra processos infecciosos, eliminacdo de

tecidos alterados, prevencdo de reacGes de autoimunidade e regulacdo da resposta
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inflamatéria (MOLD, 2002; VASHIST, 2016). Outro papel da CRP est4d ligado a
capacidade de ativar o sistema do complemento pela via classica, interagir com receptores
especificos em ceélulas fagociticas e induzir a producéo de citocinas anti-inflamatérias (DU
CLOS; MOLD, 2004; VASHIST, 2016 ), estimular a fagocitose e ligar-se a receptores de
imunoglobulinas IgG (FcyR) (BLACK, AGRAWAL; SAMOLS, 2005). Dessa forma, a
CRP comporta-se como fundamental tanto no processo pré-inflamatério quanto anti-
inflamatorio.

Em geral, os valores de CRP sdo considerados alterados quando aumentam a sintese
hepética, elevando os niveis séricos acima de 5 pg mL™. O aumento da concentragio de
CRP humana decorre de quatro a seis horas apds o quadro de infec¢do, inflamacéo e/ou
lesdo tecidual (figura 3), com picos de concentracdo entre 24 a 48 horas, podendo
aumentar em mais de 1000 vezes a sua concentra¢do sanguinea, levando em consideragédo
o tipo e a intensidade do processo patoldgico. Esta mudanca apresenta meia-vida
plasmética de 19 horas e € responsavel por amplificar a resposta imune (MARNELL,;
MOLD; DU CLOS, 2005; PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003).
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Figura 3 — Padrdo de resposta de biomarcadores inflamatérios frente a lesdo tecidual (Fonte: ROSA NETO;
CARVALHO, 2009).

As inflamacGes leves e infec¢Oes virais conduzem a elevagdes na faixa de 10-40

mg/L de CRP, enquanto inflamacGes mais graves e infeccdo bacteriana, apresentam
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concentragfes séricas entre 40-200 mg/L. Alguns autores tém demonstrado que
concentragcOes séricas entre 50 a 100 mg/L sdo suficientes para distinguir a sepse da
sindrome da resposta inflamatoria sistémica (AGUIAR et al., 2013).

Além da utilizacdo da CRP para diagndstico de infeccdo e/ou inflamagdo, com ou
sem lesdo tecidual, o monitoramento da proteina em questdo, no paciente, por exemplo,
evita 0 uso de antibidticos e/ou anti-inflamatérios indiscriminado e complicacBes no
quadro clinico. Além disso, a CRP pode ser utilizada para sondagem pds-operatorio e na
evolucdo de tratamentos, doencas neoplasicas ou de inflamacgédo sistémica nao infecciosa
(artrite reumatoide, lGpus, politrauma, entre outras) (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003).

Assim sendo, a CRP se destaca pelas suas propriedades excepcionais, como
estabilidade no soro ou plasma e seu comportamento imediato, a qual explica,
suficientemente, por que fornece associacbes mais proximas e melhores previsdes de
infecgdo e inflamacéo do que demais marcadores. No entanto, a CRP também pode conter
associacOes especificas com doencas cardiovasculares, em especial as associadas com a

doenca aterosclerotica.

1.2 Doenca Aterosclerdtica

Dados revelam que as doencas correlacionadas ao sistema cardiovascular (DCVs)
representam uma das maiores causas de mortalidade em nivel global abrangendo paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (ORDUNEZ, 2011; MACKAY, et al. 2011;
CANNON, 2013). No Brasil, com aproximadamente 300 mil dbitos anuais, essas doencas
aparecem em primeiro lugar entre as causas de morte, representando quase um terco dos
Obitos totais e 65% do total de mortes na faixa etaria de 30 a 69 anos de idade (BEZERRA
et al., 2009, BRASIL, 2019). Diante disso, as DCVs evidenciam uma ameaca ao
desenvolvimento social e econdémico, acima de tudo devido a grande proporcao de 6bitos
que ocorrem precocemente.

Dentre o espectro de doencas cardiovasculares, aquelas correlacionadas a aterosclerose
sdo de elevado impacto frente a sua acdo, podendo ser expressa por doenca arterial
coronariana, doenca cerebrovascular e de vasos periféricos, incluindo patologias da aorta,
dos rins e de membros, com relevante morbidade e impacto na qualidade de vida e
produtividade da populacdo adulta (BRASIL, 2006).

A aterosclerose assim como as doengas cardiovasculares de modo geral tem causas

multifatoriais e progressivas, resultante de uma série de respostas celulares e moleculares
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altamente especificas (HACKMAN, ANAND, 2003). A patologia aterosclerdtica,
representada na figura 4, € uma doenga inflamatoria da parede arterial onde as placas ou
estrias gordurosas sdo pontos chaves e caracteristicos da doenca (BADIMON, STOREY,
VILAHUR, 2011). O actmulo de lipideos, células inflamatdrias e elementos fibrosos na
parede das artérias, formam as placas de ateroma que geralmente ocasionam a obstrugdo
das mesmas (LIBBY, 2002).

Figura 4 — Representacdo de uma artéria coronariana em que houve o desenvolvimento de placa
aterosclerdtica, modificando o fluxo sanguineo normal (Fonte: LOOK FOR DIAGNOSIS, 2019).

Estudos primordiais tém apontado as lipoproteinas retidas, principalmente as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) com um papel de destaque na etiologia da
doenca aterosclerotica, ainda que, alguns individuos desenvolvem doenca cardiovascular
na auséncia de anormalidades no perfil dessas lipoproteinas (LIBBY 2002).

De modo geral, as doencas inflamat6rias, bem como a doenca aterosclerética séo
estimulados e até mesmo induzidos pelos fatores de risco. Os fatores modificaveis de risco
sdo a obesidade, colesterol, tabagismo, sedentarismo e estresse; enquanto que os fatores de
risco ndo modificaveis sdo: heranca genética, idade e sexo. O estabelecimento da doenga
cardiovascular ocorre geralmente por uma associacdo de um ou mais desses fatores
(CARVALHO, SILVA, GUEDES, 1995). Alguns estudos tém se intensificado buscando
exaltar os papéis desempenhados pelo estresse emocional e o0 sistema nervoso central como
desencadeadores da doenca, demonstrando a interligacdo entre conflitos psicossociais, as
emocOes e 0s padrdes de comportamentos na patogénese de doencas cardiovasculares

(ELIOT, 1992). De modo geral, o processo de identificacdo e o controle quando possivel
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desses geradores de DCVs constitui um fator preponderante na prevencdo e tratamento
dessas doencas.

Uma vez instaurada a aterosclerose, a doenca inicia seu mecanismo através da oxidacdo
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), presente na intima arterial por espécies
reativas de oxigénio (EROs), resultando em uma forma oxidada e imunogénica, oxLDL.
Quando nas células endoteliais, a lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxLDL) induz
a ativacao de fatores de transcricdo como o Factor nuclear kappa B (NF-xB), aumentando a
producdo da Proteina de Adesdo Celular Vascular 1 (VCAM-1) e a quimiocina Proteina
Quimiotatica de Mondcitos 1 (MCP-1). Com o aumento exacerbado da expressdo de
VCAM-1 e MCP-1, ha aumento também do infuxo e adesdo de mondcitos na parede
endotelial e, por conseguinte, aumento da migracdo dos mesmos para a intima arterial.
Apds a passagem dos mondcitos (diapedese), proporcionada por MCP-1, mondcitos
diferenciam-se em macrofagos, que nesse estado, fagocitam oxLDL (COLLINS;
CYBULSKY, 2001; MOORE; TABAS, 2011). Os macréfagos por sua vez ndo possuem a
maquinaria celular necessaria para degradar a forma oxidada do LDL-c, ocorrendo dessa
forma, o acumulo no citoplasma dos macréfagos de oxLDL, assim formando a chamadas

celulas espumosas (Figura 5).
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Figura 5 — Migracdo de monécitos na aterogénese (Adaptado de LIBBY, 2002).
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Com a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos e posterior ativacao, origina-se um
processo inflamatério agudo, onde os macréfagos ativados produzem Matrix
Metaloproteases (MMPs), EROs e citocinas pro-inflamatérias como Interleucina-1p (IL1-
B), Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), o que direciona a
producdo das estrias gordurosas (LIBBY, 2002). Além disso, estudos apontam que na
presenca de LDL oxidada, em especial a IL-6 gerada, estimula os hepatdcitos a produzirem
RNAm para producdo de proteinas de fase aguda, tais como o fibrinogénio, a proteina C
reativa e a proteina amildide sérico A (DAS, 2001).

A expressdo de citocinas e EROs cronifica a formacdo de estrias gordurosas e se
intensifica pelo fato de que tais citosinas pro-inflamatérias (IL1-p e TNF-o) também
ativam NF-«kB, super expressando ainda mais VCAM-1 e MCP-1. A inflamag&o agora com
carater crénico, comeca a ter aumento no recrutamento de macréfagos, linfécitos, enzimas
hidroliticas e producdo de citocinas e quimiocinas. Conjuntamente a isso, macréfagos da
regido da lesdo também produzem fatores de crescimento, estimulando o remodelamento
da musculatura lisa dos vasos, agravando ainda mais a lesdo, também conhecida como
ateroma (CHESTER et al., 1995; LIBBY, 2002; YOKOYA et al., 1999).

Dessa forma, apds as etapas de influxo, proliferacdo de células mononucleadas,
acumulo de células espumosas, estimulacdo de musculares lisa e formacgdo de tecido
fibroso, h4 aumento e reestruturacdo da lesdo (esclerose), que desenvolverd um nicleo
lipidico e uma superficie fibrosa. A medida que a lesdo avanca, desenvolve-se estenose

arterial (Figura 6), diminuindo de forma gradativa o fluxo sanguineo arterial.

Artéria

Figura 6 — (A) Ultrassonografia da artéria coronéria demonstrando a progressdo da lesdo aterosclerdtica,
resultando em diminuicdo do limen arterial. (B) Corte histolégico da artéria interventricular anterior
evidenciando grande placa aterosclerética, com area de ruptura (setas) e trombose luminal oclusiva
(asterisco). Hematoxilina-eosina, 2,5x (Fonte: CHOUDHURY; FUSTER; FAYAD, 2004; RIBEIRO;
YAMADA,; BENVENUTI, 2014).
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A aterosclerose pode causar complicagdes como angina, isquemia de membros,
insuficiéncia renal e hipertensdo. Além disso, a partir do momento em que a lesdo
aterosclerotica atinge um tamanho insustentavel frente ao vaso, pode ocorrer a ruptura, da
placa ou embolia trombdtica nas artérias coronarianas e carotidas, evento conhecido como
aterotrombose. A embolia trombdtica, como jA mencionada, tem como manifestacGes
clinicas mais significativas o infarto do miocardio, acidente vascular encefalico ou morte
stbita (LOBATTO et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos demonstraram uma associacdo entre o risco de eventos
cardiovasculares e concentracfes crescentes da proteina C reativa (GILSTRAP; WANG,
2012; MONTGOMERY; BROWN, 2013), sendo essa associa¢cdo observada em ambos 0s
géneros, em uma ampla faixa etaria e em varios grupos étnicos (MADJID; WILLERSON,
2011). Sendo assim, a proteina C reativa € considerada um marcador de risco cardiaco bem
estabelecido (MADJID, WILLERSON, 2011).

A partir do aprimoramento de técnicas de deteccdo mais sensiveis, foi possivel a
estratificacdo de categorias de risco cardiaco, de acordo com a concentracdo detectada de
CRP. Em geral, concentracdes abaixo de 1 mg/L sdo associadas a um baixo risco,
concentragdes acima de 3 mg/L s&o associadas a um alto risco e concentracOes
intermediarias a esses dois valores sdo associadas a um risco moderado. Valores acima de
10 mg/L sdo considerados anormalmente altos e o teste deve ser repetido semanas
depois (MONTGOMERY; BROWN, 2013). A Figura 7 esquematiza essa estratificacao.

1 mg/L 3 mg/L 10 mg/L >100mg/L
l | |

| | "
| ) :
—— G S — J— .

Baixo Risco Alto Possivel resposta de fase aguda.
moderado risco Ignorar valor e repetir teste

Figura 7 — Esquema da estratificacéo de risco cardiaco de acordo com a concentracdo de CRP detectada no
sangue (Modificado de RIDKER, 2003).
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Os estudos tém demonstrado a associagdo da CRP ao risco cardiovascular pela
participacdo direta nos processos inflamatorios da aterosclerose, como por exemplo:
induzindo a expressdo das moléculas de adesao endoteliais (VCAM, ICAM-1, E-selectina),
aumento na migracdo de celulas musculares lisas para o local da lesdo endotelial,
ativacdo da via classica do sistema complemento, na quimiotaxia de mondcitos, na
ativacdo de citocinas e na opsonisacdo (DEVARAJ; SINGH; JIALAL, 2009; LU et
al., 2012; MONTGOMERY; BROWN, 2013).

Além disso, indices anormais de CRP aumentam a captura de lipoproteina de baixa
densidade (LDL, especialmente oxLDL (LDL oxidado) pelos macréfagos e facilita a
formacéo de células espumosas em placas de ateroma. Além de auxiliar o desenvolvimento
da placa, estudos demonstram que a CRP age se depositado na regido da placa
(LAGRAND et al., 1999; PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003; ZHANG et al., 1999). Ainda, a
presenca de CRP pode ocasionar problemas na producdo de 6xido nitrico, por inibicdo da
enzima Oxido nitrico sintase endotelial o que pode contribuir para episodios de
vasoconstricdo, pode haver também um estimulo da adesdo de leucdcitos e da agregacéo
plaquetaria, causando diversos problemas como oxidacdo, danos vascular, trombose e
progressdo da lesdo aterosclerdtica (DI NAPOLI et al., 2005; KUO et al., 2005;
RAMASAMY, 2011). Assim sendo, a CRP tem uma magnitude de propriedades pro-
inflamatérias que poderiam em potencial contribuir para a patogénese, progressao e
complicacdes da doenca aterosclerotica.

Diante do papel da CRP antes, durante e apds a aterosclerose seja na prevencdo da
intensificacdo da doenca, para o auxilio no diagndstico ou monitoramento, reforga-se a
necessidade de estudos que possibilitem desenvolver ou aprimorar métodos que permitam
estratificar grupos de risco para que assim, seja possivel resultados capazes de contribuir
na cobertura de pacientes com quadro propenso a aterosclerose, no caso de instauracdo da

patologia e no acompanhamento da evolucdo da mesma.

1.3 Quantificacdo Laboratorial de CRP

No campo clinico, a monitorizacdo da concentracdo sérica da proteina C reativa
permite obter informacfes sobre a resposta imunitaria inata do organismo, podendo
correlaciond-la a alguma alteracdo fisiologica, oriunda por exemplo da infecgéo,

inflamacdo, les&o tecidual, neoplasia ou inflamagé&o sistémica ndo infecciosa.
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A detecgéo e quantificagdo laboratorial da CRP no sangue baseia-se na utilizagdo de
testes imunoldgicos, onde os mais utilizados sdo: imunoturbidimetria, imunoadsor¢do
enzimatica (ELISA), radioimunoensaio, aglutinacdo em latex e nefelometria (ALGARRA,;
GOMES; SILVA, 2012.; HENNESSEY et al., 2009). Alternativas analiticas avaliam a
combinacdo de nanoparticulas e polimeros com biomoléculas nos dispositivos de detec¢do
de biomarcadores (ALGARRA; GOMES; SILVA, 2012).

A imunoturbidimetria, uma das técnicas mais utilizada em laboratério, & uma
técnica que se baseia na obtencdo do soro e, por conseguinte, adicdo de anticorpos
especificos para CRP, ocasionando a formacgdo dos imunocomplexos. A formacdo destes
complexos é analisada em uma espectrofotometro a 340 nm, durante quatro minutos e
meio. A turvacao produzida da interacdo antigeno e anticorpo na passagem do foco de luz
é proporcional a concentracdo da proteina C reativa presente no soro, obtendo-se assim,
uma curva padrdo com as concentragdes em mg/L (ROGWOSKI et al., 2005).

No entanto, apesar das diversas opcdes para deteccdo de CRP no sangue, a grande
maioria das técnicas ou métodos para dosagem do marcador, necessita de equipamentos e
processamento adequados, méao-de-obra especializada e sdo relativamente dispendiosos
(KIM et al., 2013). Além disso, os métodos atuais de deteccdo de CRP sdo totalmente
automatizados e demandam certo tempo (HENNESSEY et al., 2009), o que pode interferir
na melhora do quadro clinico do paciente. Diante disso, se faz necessario o
desenvolvimento de métodos alternativos e praticos para a deteccdo da Proteina C reativa,

como por exemplo, os biossensores.

2. Biossensores

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) um
biossensor pode ser definido como um dispositivo que usa reacdes bioquimicas especificas,
mediadas por elementos bioldgicos desde enzimas isoladas, anticorpos, tecidos, organelas
ou células, de forma a detectar compostos quimicos, através de sinais elétricos, térmicos ou
opticos (KIM, et al., 2008; THEVENOT et al., 2001).

No caso dos dispositivos em que a reacdo envolve a transferéncia de elétrons, tém-
se 0s biossensores eletroquimicos. Nestes, o transdutor converte a resposta do evento de
reconhecimento biolégico em um sinal elétrico (WANG, 2006b). Os biossensores
eletroquimicos sdo o0s mais comuns e desenvolvidos para 0 uso em andlises clinicas

(SONG, S.; XU; FAN, 2006).
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Um biossensor ao empregar um elemento biol6gico tende a produzir sinais
mensuraveis proporcionais a concentracao do analito de interesse (KIMMEL et al., 2012).
O evento de reconhecimento da biomolécula de interesse &€ combinado a um transdutor, o
responsavel por converter a energia do evento que se passa na superficie em um sinal que é
captado e processado (Figura 8) (RAPP, GRUHL, LANGE, 2010).
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Figura 8 — Representa¢do esquematica do funcionamento de um biossensor (Fonte: FERREIRA, 2005).

O primeiro biossensor desenvolvido foi registrado no século passado, sendo
demonstrado por Clark e Lions em 1962 e conhecido como “eletrodo enzimatico”
(CLARK; LYONS, 1962). No sensor em questao, a enzima glicose oxidase era acoplada a
um eletrodo no intuito de medir a pressdo parcial do oxigénio. No processo, a reagdo
enzimatica de oxidacdo da glicose, gera um consumo de oxigénio proporcional a
concentracdo do substrato. A variacdo na pressdo parcial de oxigénio era reconhecida pelo
eletrodo, 0 que determinava a quantidade de glicose no meio (D’ORAZIO, 2003).

O sucesso na associagdo entre as técnicas de deteccdo e biomoléculas especificas
possibilitou uma multidisciplinariedade de areas de investigacdo em nivel de biossensores

acarretando desenvolvimento de tecnologias de reconhecimento molecular, sensiveis e
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seletivas, com aplicagdes que incluem a andlise clinica, ambiental, toxicolégica, medicina
do esporte (SADIK; ALUOCH; ZHOU, 2009), seguranca alimentar, descoberta de novas
drogas, controle de processos, seguranca e defesa (TURNER, 2013).

Os biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar as
técnicas analiticas ja existentes. Para uma maior precisdo diagnostica, torna-se necessario e
oportuno o desenvolvimento tecnoldgico de biossensores portateis, rapidos e sensiveis,
com vista no auxilio do diagnostico e/ou monitoramento da evolucdo da doenca em
ambientes pré-hospitalares e de urgéncia (LOEWENSTEIN; STAKE; CICHON, 2013).

Os biossensores de modo geral, podem ser classificados basicamente de duas
formas: a primeira de acordo com o elemento de reconhecimento bioquimico, que
determina a seletividade ou especificidade do dispositivo; e a segunda de acordo com o
transdutor, que determina a sensibilidade do dispositivo (RAPP; GRUHL; LANGE, 2010).
Em caso particular dos biossensores eletroquimicos, estes podem ser diferenciados também
de acordo com o principio de funcionamento do transdutor, classificados em
potenciométricos aqueles que monitoram o potencial elétrico, em amperométricos 0s que
monitoram a corrente elétrica ou impedimétricos 0s que monitoram a impedancia elétrica e
suas componentes: resisténcia e capacitancia (POHANKA; SKLADAL, 2008).

Outra classificacdo importante remete ao tipo de componente biolégico utilizado,
que pode ser, por exemplo, uma célula, enzima, anticorpo, DNA ou até mesmo um micro-
organismo. Nesse processo a ideia é que exista uma associacdo do biocomponente, referido

como sonda, com seu respectivo alvo, se presente na amostra. (MEHRVAR, ABDI, 2004).
2.1 Imunossensores

Em meio a diferentes tipos de sensores eletroguimicos, 0s imunossensores
representam uma classe que merece atencdo especial, no que se refere a uma deteccao
sensivel e seletiva. Um imunossensor € um dispositivo sensorial o qual é constituido por
um anticorpo (ou antigeno) acoplado no transdutor, que ira mensurar a imunoafinidade
(KIMMEL et al., 2012; PUIU; ZHANG; ZHAO, 2018).

Os imunossensores genericamente podem ser classificados em dois tipos: diretos e
indiretos. Os imunossensores diretos possibilitam o monitoramento da interacdo
propriamente dita entre um antigeno e um anticorpo, ou seja, sdo capazes de detectar uma

mudanca fisica durante a formagdo do imunocomplexo. J& os imunossensores indiretos
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utilizam, por exemplo, mediadores ou indicadores eletroativos para a deteccdo
(MOHAMMED; DESMULLIEZ, 2011). A Figura 9 ilustra um imunossensor

eletroquimico direto desenvolvido a partir da modificacdo de um eletrodo de grafite.

Q. %, g Amostra

Anticorpo
(Anti-CRP)

& . Bloqueio
' (BSA)

e
J Eletrodo funcionalizado com
. - polimero

Figura 9 — Eletrodo de grafite funcionalizado com filme polimérico, anticorpo imobilizado (Anti-CRP),
blogueio (BSA) e alvo especifico (CRP) interagindo com a plataforma (Fonte: autoria propria).

Alguns trabalhos divulgados recentes apontam o0 uso de biossensores, em muitos
casos integrados a plataformas nanotecnoldgicas para melhora da performance do sensor,
para a deteccdo de biomarcadores, como a proteina C reativa (D’ORAZIO, 2011). Um
imunossensor impedimétrico para CRP, obteve um limite de deteccdo de 176 pmol L*
(BRYAN et al.,, 2013). Diante disso, entende-se a existéncia de grande interesse no

desenvolvimento de biossensores para detectar esse importante biomarcador.
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2.2 Eletrodos quimicamente modificados

Para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, os eletrodos modificados
com filmes poliméricos tém grande relevancia (CHILLAWAR; TADI; MOTGHARE,
2015). Antes de executar uma modificacdo de um eletrodo, é de extrema importancia uma
escolha minuciosa do material do eletrodo base, uma vez que essa matriz deve apresentar
caracteristicas favoraveis e apropriadas para 0 método de imobilizacao selecionado.

Dentre os materiais mais utilizados como eletrodos base incluem-se ouro, platina,
mercurio, vidros condutores e carbono, este em suas mais variadas formas (carbono vitreo,
fibras de carbono, pasta de carbono, grafite e carbono reticulado). Um destaque remete ao
carbono grafite por seu custo reduzido, versatilidade e ampla faixa de trabalho
(HOROZOVA; DODEVSKA; DIMCHEVA, 2009). Apds a escolha do eletrodo base de
acordo com as propriedades que se adequem a pesquisa, a modificacdo quimica podera ser
instaurada.

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) é utilizado para designar um
eletrodo cuja superficie foi tratada com espécies quimicamente ativas, a fim de alterar suas
propriedades, visando pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo-solucdo para varios propositos e aplicagbes (MOSES et al., 1975; MURRAY et
al., 1987; RADI, 2010).

H& uma gama de vantagens na utilizacdo de EQMs como, por exemplo, propiciar
melhor sensibilidade, seletividade e/ou estabilidade, bem como facilitagdo das interacGes
de um analito na camada modificada, eletrocatalise de reacdes redox, transferéncia lenta de
elétrons sobre o eletrodo base, permisseletividade com uso de membranas para inibir
interferentes, deteccdo eletroquimica de analitos idnicos ndo redox e a incorporagdo de
biomoléculas (PEREIRA et al. 2002).

Existem diversos mecanismos que podem ser utilizados para a modificacdo desses
eletrodos base com espécies quimicas, dentre eles alguns utilizados sdo a modificacdo com
grafeno e derivados e a eletropolimerizacdo de filmes poliméricos. Os polimeros vém
ganhando espaco, devido a variedade de mondmeros disponiveis que conferem
propriedades Unicas atendendo a varias demandas (GUO et al. 2009; CHILLAWAR,;
TADI; MOTGHARE, 2015).
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2.3 Grafeno e derivados

O grafeno e caracterizado por ser um alétropo do carbono, que consiste em uma
monocamada plana de 4&tomos de carbono hibridos em sp2. A disposi¢do desse material
possibilita propriedades extraordinarias, em especial, uma grande area superficial,
aproximadamente 2630 m?/g para uma Gnica camada, e também excelente condutividade
elétrica e condutividade térmica (K = 5x103 W mK™). Diante dessas caracteristicas
relevantes, o grafeno pode ser utilizado em diversos campos tecnoldgicos, como exemplo,
na nanotecnologia, na producdo de nanocompdsitos e no desenvolvimento de sensores e
biossensores (GUO et al., 2009).

As metodologias convencionais de producdo de grafeno sdo: o crescimento de grafeno
por deposicdo quimica a vapor, a exfoliagdo mecéanica do grafite e a oxidacdo quimica de
grafite para geracdo de 6xido de grafite sequido de exfoliacdo. Este Gltimo método é o mais
explorado na sintese de derivados de grafeno por gerar maior quantidade de material
(PUMERA, 2011).

A metodologia mais utilizada consiste na oxidacdo do grafite por uma mistura de &cido
nitrico e de oxidantes fortes, como KMnO4 ou KCIO3z, que origina o 6xido de grafite. O
oxido de grafite produzido apresenta camadas de grafite distantes entre si devido a
presenca de grupos funcionais de oxigénio sobre os planos basais da folha individual de
grafeno. Na sequencia o 6xido de grafite € submetido a tratamento térmico para exfoliacéo,
gerando o 6xido de grafeno (OG) (ZHU et al., 2010).

Na estrutura do OG encontra-se grupos funcionais de oxigénio, tais como epdxidos,
hidroxilas, carboxilas e grupos carbonilas localizados nas bordas e planos basais. Dessa
forma, o OG pode ser disperso em agua e formar uma suspensdo coloidal estavel por ser
hidrofilico. As caracteristicas do OG facilitam a fabricacdo de nanocompdsitos com
polimeros (FENG et al., 2014). A figura 10 ilustra as etapas de preparo do OGre a partir
do grafite.

19



_—
KMnO,/NaNO,/H,SO,

Grafite

Oxido de Grafite

Exfoliacio

Reduciio
eletroquimica
0,00a-15V
Oxido de grafeno
reduzido Oxido de grafeno

Figura 10 — Mecanismo de sintese do 6xido de grafeno reduzido a partir de grafite (Fonte: DA SILVA,
2017).

O mecanismo de reducdo do 6xido de grafeno produzido ocorre por meio de tratamento
térmico ou pela reducdo quimica utilizando agentes redutores. No entanto existem
desvantagens nesses mecanismos de preparacdo, no caso do tratamento térmico, exige
equipamentos especificos para o controle das condi¢Ges de preparo, como o vacuo e calor,
ja a reducdo quimica geralmente utiliza reagentes redutores periculosos tais como
hidrazina, borohidreto de sédio ou hidretos de aluminio (ZHANG et al., 2009).

Assim sendo, reducdo eletroquimica torna-se interessante alternativa para a reducdo do
OG, por ser uma técnica rapida e ndo utilizar solventes toxicos, evitando a contaminacao
do produto final. Neste método, o elevado potencial negativo aplicado sobre o eletrodo
vence as barreiras de energia para a reducdo dos grupos funcionais de oxigénio, como —-OH
e C-O-C, levando a uma reducdo eficaz do OG (GUO et al., 2009).

2.4 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas que possuem elevada massa molar, formadas

pela unido de varias moléculas menores denominadas mondémeros. Os mondmeros ligam-
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se entre si por intermédio de ligacdes covalentes formando o polimero (do grego poly =
muitos e meros = partes). O nome dado ao processo de formagdo de uma cadeia de
polimero é a polimerizacdo (BLASS, 1985).

Os polimeros constituem varias substancias comuns do conhecimento humano,
como as proteinas, &cidos nucleicos, polissacarideos e materiais como plésticos, borrachas,
tintas, nylon e poliésteres. Além disso, sdo amplamente utilizados na industria
automobilistica, civil, de transporte, na area médica e odontologica e também podem ser
utilizados como compositos, devido a sua combinacdo com um ou mais materiais
(NAMBIAR; YEOW 2011).

Em especial, os eletrodos modificados com polimeros condutores, tém sido
extensivamente utilizados no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, para
amplificar sinais e sensibilizar a superficie para a fixacdo da sonda. Para essa associacdo
entre eletrodos e filmes poliméricos, uma técnica bastante utilizada é a polimerizacdo
eletroquimica, em que determinado mondmero presente em uma solucdo forma um
polimero insolavel na superficie do eletrodo, por meio de um processo de oxirreducao
(RADI, 2010). As vantagens dessa técnica sdo a simplicidade, reprodutibilidade,
estabilidade dos filmes produzidos, possibilidade de controle de espessura e morfologia,
entre outras (COSNIER; HOLZINGER, 2011).

De modo geral, os polimeros condutores além das vantagens supracitadas, sdo
interessantes para aplicaces em biossensores pelo seu baixo custo, processamento
simples, grande area superficial, possibilidade de imobilizacdo de espécies ativas, bloqueio
de interferentes, aumento da transferéncia de elétrons, da sensibilidade e da seletividade
dos eletrodos e também especificidades quimicas que podem orientar a interagdo com a
biomolécula (ATES, 2013; NAMBIAR; YEOW, 2011).

Dentre a gama de possibilidades de mondmeros existentes, a preparacdo de filmes
poliméricos derivados de éteres alquil-arilicos e fendis tém sido extensamente estudados
(CASTRO et al., 2008; MARTINS et al., 2011; RODRIGUES, 2014; DA SILVA et al.,
2017). O interesse nestes mondmeros, dentre eles a tiramina (figura 11), envolve
principalmente sua eficiéncia para a aplicacdo em sensores bioldgicos. A grande vantagem
destes mondémeros, € que depois de estabelecida a eletropolimerizacdo, geralmente os
grupos funcionais sdo preservados, o que facilita a interacdo com o material biologico a ser
imobilizado (RODRIGUES, 2014).
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Figura 11 — Estrutura quimica do mondmero polititamina (Fonte: autoria prépria).

2.5 Nanocompositos polimeéricos

Os nanocompdsitos poliméricos sdo compreendidos como a jungdo de
nanomateriais como nanoparticulas metélicas, nanotubos de carbono ou grafeno
associados, por exemplo, a polimeros condutores. Estes materiais exibem propriedades de
relevancia no campo dos sensores eletroanaliticos, devido as suas varias caracteristicas que
podem melhorar o desempenho do sensor. Suas especificidades oferecem vantagens como
baixo custo, propriedades eletrbnicas melhoradas, processos reversiveis de dopagens e
desdopagens, controle das propriedades quimicas e eletroquimicas, biocompatibilidade e
estabilidade ambiental (STANKOVICH et al., 2006; HU et al., 2014).

Os nanocompostios podem ser produzidos por meio da polimeriza¢do quimica e/ou
eletroquimica. As reagdes quimicas costumam produzir nanomateriais em p6 e podem ser
produzidos em larga escala. Por outro lado, a eletropolimerizacdo possibilita restringir as
reacbes nas superficies dos eletrodos, resultando em compositos poliméricos
eletrodepositados em sua superficie. Esse método eletroquimico de sintese é vantajoso
porque as variaveis eletroquimicas podem ser ajustadas de forma a regular a espessura do
filme na formacdo do nanocompoésito (GANGOPADHYAY; AMITABHA, 2000).

2.6 Estratégias para a imobilizacédo da biomolécula

A partir do instante que ha uma modificacdo e funcionalizacdo da superficie dos
eletrodos com nanocompositos poliméricos, tém-se um meio apto para a fixacdo dos
biocomponentes do sensor, devido aos grupos funcionais presentes no filme polimérico.

As técnicas de imobilizagdo mais utilizadas, tanto dos mediadores que asseguram o
mecanismo de transferéncia eletrénica como das biomoléculas, sdo as interagdes por

adsorcdo fisica, ligacdo covalente, ligacdo cruzada (cross-linking), aprisionamento
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mecanico no interior da matriz polimérica ou oclusdo (entrapment) (ATES, 2013;
PATACAS, 2007). Na figura 12 é possivel evidenciar o funcionamento das técnicas de

imobilizacéo.

Componente
Bioloégico

Suporte Poroso
ou Sélido

Matriz polimérica

Agente
Bifuncional

” CB
\_/

Figura 12 — Esquema representativo dos quatro principais métodos de imobilizagdo de biomoléculas. (a)
adsorcdo, (b) ligagdo covalente, (c) Ocluséo (d) ligacdo cruzada (Fonte: PATACAS, 2007).

A ligacdo covalente consiste em utilizar certos grupos quimicos da biomolécula
que sera imobilizada que ndo sejam essenciais para a sua atividade bioldgica para interagir
com a superficie do transdutor, que podera estar funcionalizada quimicamente, por
exemplo, com um polimero. A adsorcao por sua vez, consiste no estabelecimento de forcas
atrativas de Van der Waals ou eletrostatica, ligacbes de hidrogénio e interacbes idnicas.
Este método, ndo exige qualquer modificacdo quimica e possui a vantagem da
simplicidade, requerendo apenas uma solu¢do contendo o componente. A ligacdo cruzada
concentra-se em uma imobilizacdo como resultado da reacdo do componente bioldgico
com um agente bifuncional em que se formam as ligacdes covalentes. Por fim, ndo menos
importante, a oclusdo é outra estratégia de imobilizacdo utilizada quando o componente
bioldgico é preparado em conjunto com o produto de modificacdo da superficie do
eletrodo, deixando assim as biomoléculas aprisionadas (ATES, 2013; OLIVEIRA, et al.,
2013; PATACAS, 2007).

Cabe ressaltar que independentemente do método de imobilizacao escolhido, devem ser
considerados alguns requisitos fundamentais para o sucesso da plataforma, entre os quais a
necessidade de manutencdo da atividade, especificidade e estabilidade da biomolécula ap6s

a imobilizagdo. Além disso, também deve ser considerada a simplicidade e
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reprodutibilidade do método de imobilizacdo, visando inclusive & reproducdo do

biossensor em larga escala.

3. Tecnicas analiticas
3.1 Técnicas eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas estdo presentes em diversos campos do conhecimento,
com o objetivo de proporcionar informagdes sobre propriedades intrinsecas de substancias.
O foco dessas analises é o estudo de processos de oxidagdo e reducdo em varios meios e
superficies, assim como o mecanismo de transferéncia de elétrons (SKOOG et al., 2014).

Uma caracteristica marcante das técnicas eletrogquimicas é a capacidade de
estabelecer correlagdo entre a concentracdo do analito com grandezas elétricas
mensuradveis, sendo elas a corrente, potencial, condutividade, resisténcia e carga
(FERREIRA, 2012; RUPP; ZUMAN, 1992).

Dentre as técnicas eletroguimicas, destacam-se 0s métodos interfaciais dinamicos,
que investigam fendmenos na interface entre a superficie dos eletrodos e a fina camada
de solucdo adjacente a essa superficie, na presenca de corrente elétrica na célula
eletroquimica. Dentre os métodos interfaciais dindmicos, que sdo geralmente sensiveis,
existem aqueles em que o potencial da célula eletroquimica é controlado enquanto a
medida de outras variaveis é feita. Um exemplo € a voltametria, em que é medida a

corrente em funcdo do potencial elétrico (SKOOG et al., 2014).
3.1.1 Sistema Eletroquimico

Para uma analise voltamétrica, o sistema é composto por uma célula eletroquimica e
por um potenciostato. A célula eletroquimica constitui-se de um recipiente que abriga a
solucdo de eletrolito que sera analisada, na qual sdo inseridos trés eletrodos: o eletrodo
de trabalho, geralmente solido, que mede o potencial das espécies eletroativas em
solucgéo; o eletrodo de referéncia, o qual mensura o potencial no eletrodo de trabalho,
que deve apresentar um potencial estdvel com o tempo, temperatura e passagem de
pequenas correntes, frequentemente é constituido de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) ou
calomelano (Hg2Cl2/Hg); e o eletrodo auxiliar, que normalmente consiste num condutor
inerte (geralmente platina), para completar o circuito (WANG, 2006a). A figura 13

demonstra o sistema eletroquimico.
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Figura 13 — Componentes de um sistema voltamétrico (a) potenciostato/galvanostato, (b) computador, (c)
célula eletroquimica, (d) eletrodo de trabalho, (e) eletrodo auxiliar, (f) eletrodo de referéncia (Modificado de
VASCONCELOS, 2014).

A solucdo eletrolitica contém um eletrélito de suporte para torna-la mais condutora,
sendo assim capaz de permitir que a corrente migre entre os eletrodos de trabalho e
auxiliar. O potenciostato é um aparelho eletrénico que sera responsavel por controlar o
potencial aplicado ao eletrodo de trabalho e medir a corrente que o atravessa (SILVA,
2004).

Na voltametria, por intermédio também do potenciostato, sera possivel variar o sinal
de excitacdo de potencial aplicado a um eletrodo de trabalho, variando também a resposta
de corrente produzida. Cada sinal de excitacdo relaciona-se a uma forma de onda
caracteristica, dessas surgem as chamadas técnicas de Voltametria Ciclica e Voltametria
de Pulso Diferencial (SKOOG et al., 2014).

3.1.2 Voltametria ciclica

A técnica eletroquimica de voltametria ciclica (VC) tem por finalidade varrer de
forma linear o potencial de um eletrodo de trabalho (WANG, 2006a), usando uma
forma de onda como mostra a figura 14. Desse modo, o potencial é variado
linearmente de A até B. Em seguida, quando o extremo B ¢ atingido, a direcdo €
invertida e o potencial € novamente variado até o valor inicial A. O ciclo de varreduras
tem uma velocidade especifica e pode ser repetido (SKOOG et al., 2014).
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Figura 14 — Forma de onda caracteristica da VC, com potencial elétrico em funcédo do tempo. Cada ciclo é
composto por dois segmentos: um que varia 0 potencial de A a B e outro que vai de B a A (Fonte:
RODOVALHO, 2014).

O gréfico resultante, de corrente em funcdo do potencial, é chamado voltamograma
ciclico. Ao considerar que a forma reduzida de um analito qualquer se encontra presente
na solucdo inicialmente, o primeiro meio-ciclo sera obtido a partir de uma varredura em
direcdo a potenciais mais positivos (catodicos). Durante essa varredura, sera atingido um
potencial caracteristico do processo redox, em que uma corrente anddica comeca a
aumentar, até atingir um pico, e depois decair. Ao término da varredura, ocorrera uma
inversdo, de modo que o segundo meio-ciclo serd em direcdo a potenciais mais negativos
(anddicos). As moléculas que antes foram oxidadas no primeiro meio-ciclo serdo agora
reduzidas no segundo e o perfil da resposta serd similar a do primeiro meio ciclo, caso o
processo seja reversivel (SKOOG et al., 2014).

Na Figura 15 é possivel evidenciar um exemplo tipico de voltamograma ciclico, com
um pico de oxidacdo préximo ao potencial +0,3V e um pico de reducdo préximo ao
potencial +0,2V.
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-500 A
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-1500 4
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'2000 v T v T Y T v T Y T v T ’
01 00 01 02 03 04 05
Potencial / V vs Ag/AgClI
Figura 15 — Exemplo de voltamograma ciclico, demonstrando os picos de oxidagdo e de reducédo
(Fonte: RODOVALHO, 2014).
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A VC tem sido abundantemente usada em estudos de mecanismos de reacoes, de
processos de adsorgdo e aplicagGes quantitativas. O formato obtido do voltamograma,
incluindo o potencial em que aparecem os picos de corrente anodica e catodica, bem como
a area e altura desses picos, geralmente sdo o meio da interpretacdo dos experimentos
(CHILLAWAR; TADI; MOTGHARE, 2015).

3.1.3 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica bastante difundida que surgiu
com 0 objetivo de superar as limitagOes da tradicional voltametria de varredura linear
(SKOOG et al., 2014). Para compreensao desta técnica é importante ressaltar previamente
0s conceitos de corrente faradaica e ndo faradaica.

Durante a conducdo de corrente elétrica na interface eletrodo-solucdo dois tipos de
processo sdo vislumbrados. Um desses processos remete a cada elétron proveniente de um
circuito externo que chega a superficie do eletrodo podendo permanecer na superficie,
aumentando a carga na regido (chamado processo ndo-faradaico ou capacitativo), e outro
no qual o elétron pode sair da superficie, e ser transferido para uma espécie na solucao
(faradaico). Os processos faradaicos baseiam-se na transferéncia direta de elétrons por
meio de um processo de oxirredugdo. Por outro lado, esses processos podem ser impedidos
pela termodinamica ou cinética das reacdes. Nessas circunstancias, as superficies dos
eletrodos podem comportar-se como placas de um capacitor, caracterizando 0S processos
ndo-faradaicos (SKOOG et al., 2014).

Diante disso, a voltametria de pulso tem por finalidade realizar a medida de corrente
em um momento em que € grande a diferenca entre corrente faradaica (desejada) e a
corrente ndo-faradaica (interferente) (SKOOG et al., 2014). Dessa forma, os potenciais séo
aplicados na forma de pulsos e a corrente é medida algum tempo ap6s a aplicacdo, quando
a corrente ndo-faradaica tiver decaido (WANG, 2006a). A Figura 16 esquematiza

graficamente a variacao de potencial de acordo com o tempo.
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Figura 16 — Forma de onda caracteristica da voltametria de pulso diferencial. As leituras de correntes sdo

feitas antes e depois de cada pulso e a diferenca entre elas é registrada em funcdo do potencial (Fonte:
RODOVALHO, 2014).

No caso da VPD, as medidas de corrente séo feitas alternadamente: uma anterior ao
pulso (i1) e outra no fim do pulso (i2). A diferenga de corrente é gravada como uma
funcdo do potencial de excitacdo aplicado, que aumenta linearmente. Assim, o resultado é
uma curva diferencial, consistindo em um pico cuja altura é diretamente proporcional a
concentra¢do do analito (Figura 17). A principal vantagem da técnica é a sua grande
sensibilidade (SKOOG et al.,2014).

A

E

Figura 17 — Exemplo de voltamograma de pulso diferencial (Fonte: SILVERIO, 2015).

O potencial do pico pode ser utilizado para identificar espécies, inclusive aquelas

com potencial redox similar, devido a boa resolucdo da técnica (OZEL; HAYAT,
ANDREESCU, 2015).

3.1.4 Impedancia

A adicdo das biocamadas na superficie dos eletrodos podem ser monitoradas e
avaliadas por meio de alteracbes na capacitancia e resisténcia a transferéncia de carga,

caracterizando a técnica de analise por impedancia (BONANNI et al., 2006).
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A espectroscopia de impedancia eletroquimica é uma técnica que mede a impedancia
de um sistema eletroquimico, como fun¢do da frequéncia de uma perturbacao sinusoidal
de pequena amplitude (BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008). A representacdo grafica da
técnica é realizada por intermédio de um diagrama de Nyquist, (figura 18) em que dados
relativos a diversas frequéncias séo representados em um plano complexo de impedancia

que extrapola os valores imaginarios de impedancia (Z”) em funcdo dos valores reais

(2°).

4 altas baixas
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Figura 18 — Espectroscopia de impedancia eletroquimica (A) Representacdo do diagrama de Nyquist. (B)
Circuito equivalente que serve de modelo para explicar os dados experimentais. RS: resisténcia da solucéo;
RCT: resisténcia a transferéncia de carga; W: impedancia de Warburg; CDL.: capacitancia (Adaptado de
BARD; INZELT; SCHOLZ, 2008).

Os dados obtidos por esta técnica sdo analisados mediante um modelo tedrico de
circuito elétrico, o qual possui elementos que representam a resisténcia da solucéo (RS),
resisténcia ao transporte de carga (Rct), capacitancia entre o eletrodo e os ions carregados
na solucdo (Cdl), e impedancia devido a taxa de difusdo do composto redox até o eletrodo
(KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).

3.2 Técnicas de analise morfoldgica

3.2.1 Microscopia de forca atbmica

A microscopia de forca atbmica (Atomic Force Microscopy - AFM) é uma técnica de
grande utilidade que possibilita a obtencdo de imagens reais, em trés dimensdes, da
topografia de uma superficie, com uma resolucédo espacial que se aproxima das dimensdes
atdbmicas (MAVER et al., 2016).

O principio do funcionamento do AFM consiste em uma alavanca (cantilever), uma
ponta (tip), um fotodetector, o laser e um “scanner” que fornece a movimentacéo nas trés

direcOes espaciais onde a amostra é colocada. O feixe do laser incide na parte de tras do
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microcantilever e sua deflexdo é captada por um detector fotodiodo. A ponta do AFM
varre a amostra préximo a superficie (Figura 19) por meio da interacdo entre atomos da
ponta com atomos da superficie, levando o cantilever a oscilar verticalmente de acordo
com o tipo de forca ou interacdo experimentada, atracdo ou repulsdo. Desta forma, o
fotodetector registra essas variagfes ocorridas e esse sinal é enviado para um computador
(MAVER et al., 2016). A voltagem utilizada para movimentar a ponteira para cima ou
para baixo corresponde ao dado de altura que € utilizado na construcdo da imagem
topografica (ALLISON et al., 2010).

fotodetector Cantiléver

amostra

Figura 19 — Esquema do funcionamento do microscépio de forga atdmica (Fonte: Autoria prdpria).

O microscopio de forca atdbmica pode operar em diferentes modos, como contato,
ndo-contato e contato intermitente. No modo contato, a distancia entre a ponteira e a
superficie da amostra € inferior a 0,5 nm e predominam forcas repulsivas. No modo nao-
contato, a distancia entre a ponteira e a superficie da amostra esta entre 0,1 e 10 nm.
Neste caso, predominam forcas atrativas, que afetam a frequéncia de ressonancia e
amplitude de vibracdo do cantilever. Por fim, no modo contato intermitente, o contato
entre a ponteira e a superficie ocorre por um pequeno tempo, diminuindo o efeito de
forcas laterais e evitando que a amostra seja danificada (HUEBSCHEN et al., 2016).

A importéncia do AFM, em especial no campo dos biossensores, se deve ao fato de
que essa técnica permite a caracterizagdo das propriedades interfaciais dos eletrodos de
trabalho, possibilitando a observacdo direta da morfologia da superficie e
consequentemente, da superficie dos eletrodos modificados com moléculas bioldgicas
(FERREIRA, YAMANAKA, 2006). Assim sendo, o microscopio de forca atdmica
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possibilita observar modificacdes e biointeracdo do tipo antigeno-anticorpo, proteina-
carboidrato, hibridizac&o de fitas de DNA por meio dos aspectos morfoldgicos.

3.2.2 Microscopia eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletrénica de varredura, representada na figura 20, baseia-se
em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro que possibilitard a exploragdo da
superficie da amostra, fornecendo o sinal do detector para uma tela catédica cuja varredura
é sincronizada com aquela do feixe incidente (DEDAVID et al., 2007).

A maioria dos equipamentos utilizam como fonte de elétrons um filamento de
tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de tensdes de 1 a 50 kV. O feixe €
acelerado pela alta tenséo criada entre o filamento e o anodo. Este feixe é focalizado sobre
a amostra por meio de uma série de trés lentes e com a interacdo do feixe com a amostra
elétrons e fotons serdo produzidos e coletados por detectores e convertidas em um sinal de
video, propiciando a formacgdo da imagem com aparéncia tridimensional obtidas por um
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), como evidenciado na figura 20 (DEDAVID
et al., 2007). A técnica em questdo, permite caracterizar microestruturalmente diferentes
tipos de materiais (CASTRO et al., 2014; DA SILVA et al., 2017).

Fonte de —_— L]
Elétron —
Lentes de
condensacao @
Bobina de
~ digitalizacédo
Lentes de
condensagéo @
Detector
P

Elétrons

Amostra

Figura 20 — Esquema do funcionamento do microscépio eletrnico de varredura (Fonte: Autoria propria).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um imunossensor eletroquimico

para a deteccdo e quantificacdo de proteina C reativa por meio da imobilizacdo de um

anticorpo (anti-CRP) especifico (imunossensor) sobre eletrodos de grafite modificados

com 6xido de grafeno reduzido e politiramina.

4.2 Obijetivos especificos

n

n

n

n

Incorporar o nanomaterial 6xido de grafeno sobre eletrodo de grafite e reduzi-lo
eletroquimicamente;
Eletropolimerizar a tiramina sobre o eletrodo de grafite (EG) modificado com 6xido

de grafeno reduzido (EG/OGre);

Caracterizar eletroquimicamente o eletrodo modificado com Oxido de grafeno
reduzido/politiramina (OGre/PTir);

Imobilizar o anticorpo (anti-CRP) sobre a plataforma desenvolvida EG/OGre/PTir;
Detectar o alvo CRP, em soro humano, com o biossensor desenvolvido por meio de
voltametria de pulso diferencial;

Detectar o antigeno, Proteina C Reativa (CRP) em soro saudavel e nao saudavel,

sobre a superficie da plataforma desenvolvida;

B Caracterizar morfologicamente as superficies da plataforma sensibilizada com

sonda (anti CRP), sonda/bloqueio (BSA) e sonda/BSA/alvo (CRP) por Microscopia
de Forca Atdmica e Microscopia Eletronica de Varredura;

B Construir a curva analitica a partir dos voltamogramas de deteccdo direta e

determinacdo de limites de deteccdo e quantificacdo;

B Detectar a CRP em amostras de soro de individuos com concentragdes normais e

elevadas;

B Avaliar a estabilidade e capacidade de regeneracdo ap6s lavagem do imunossensor;

u Comparar os dados obtidos de quantificacdo de CRP do imunossensor com dados

de quantificacdo laboratorial.
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Abstract

This work describes the preparation of a reusable electrochemical immunosensor based in
modified carbon electrode with reduced graphene oxide and polytyramine for the detection
of C-reactive protein (CRP) in serum. This immunosensor was able to distinguish different
concentrations of CRP in human serum by differential pulse voltammetry, with a detection
limit of 0.37 ug mL? and quantification limit of 1.25 pg mL™. Analyses by atomic force
microscopy, scanning electron microscopy and electrochemical impedance spectroscopy
corroborated with voltammetric analysis. The immunosensor showed selectivity,
regeneration capacity and stability, being a promising platform for point-of-care
quantification of CRP.

Keywords: biosensor, graphite electrode, inflammation, nanocomposite, polytyramine,
reduced graphene oxide.

Resumo

Este trabalho descreve a preparagdo de um imunossensor eletroguimico reutilizavel
baseado em eletrodo de carbono modificado com 6xido de grafeno reduzido e poli-
tiramina para a detec¢do da proteina C reativa (CRP) no soro. Este imunossensor foi capaz
de distinguir diferentes concentracdes de CRP em soro humano por voltametria de pulso
diferencial, com limite de deteccdo de 0,37 ug mL? e limite de quantificacdo de 1,25 pug
mL1. Andlises por microscopia de forca atdmica, microscopia eletronica de varredura e
espectroscopia de impedancia eletroquimica corroboraram com a analise voltamétrica. O
imunossensor apresentou seletividade, capacidade de regeneracdo e estabilidade, sendo

uma plataforma promissora para quantificacdo de CRP em point-of-care.

Palavras-chave: biossensor, eletrodo de grafite, inflamacéo, nanocompoésito, 6xido de

grafeno reduzido, politiramina.
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1. INTRODUCTION

C-reactive protein (CRP), a member of the pentraxin family, is known as a systemic
marker of inflammation and tissue damage of high sensitivity [1] and its production occurs
mainly by hepatocytes, especially on the influence of cytokinin IL-1 and IL-6 [2-3]. The
mechanism of hepatic synthesis of CRP in the presence of stimulus increases protein
concentrations above 5 pug mL™ in about 6 hours and peak around 48 hours [2].

CRP refers very accurately to the infectious and/or inflammatory process in
various diseases with or without tissue injury or in the presence of malignant neoplasia [4].
In vitro and in vivo studies have shown the complementary effect of CRP suggesting that,
under various circumstances, CRP would act as a pro-inflammatory mediator and in the
physiological and pathophysiological process itself, having important role against
pathogens, such as bacteria, reinforcing the importance of host defense [1-4].

There is an association between circulating concentrations of CRP and the intensity,
extent and progression of many diseases, making consistent that CRP plays a role not only
as a disease marker but also as a participant in the pathogenesis of the disease. [1-4] For
example formation of atheroma and deposition on the lipid plaque in atherosclerotic
disease [4-7]. Therefore, the measurement of the CRP concentration contributes
significantly to disease screening, monitoring of the response in inflammation treatment
and combating complications of other pre-existing or developing diseases [1-4].

Detection of CRP in blood is performed by immunoassays, such as enzyme
immunoadsorption (ELISA), radioimmunoassay, immunoturbidimetry, latex agglutination
and nephelometry [8]. Despite these many options for CRP detection in the blood, the vast
majority of techniques require adequate equipment and processing, skilled labor, and are
relatively costly. In addition, current CRP detection methods are automated and require
some time, which can often interfere with the patient's clinical picture [9]. Biosensors arise
as skillful tools capable of enabling the analysis of bi-recognition events occurring on the
surface of a transducer [10].

Immunosensors are a type of biosensor in which an antigen binds to the antibody
and forms a stable complex in the transducer, making it possible to measure
immunoaffinity [11]. In electrochemical biosensors, the transducer is an electrode and its

principle is based on the consumption and/or generation of electroactive species during a
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chemical and/or biological interaction, and in this process, the transducer measures the
electrochemical signal produced by this interaction [12]. Various immunosensors are
described in literature, due to the specificity of the antigen-antibody interaction and their
sensitive and specific detection [13-14]. In addition, in some cases, there is an integration
of the electrode with nanotechnological platforms, such as nanocomposites, increasing the
sensor general performance [15].

Graphene is considered as an ideal transduction material for electrochemical
biosensors due to the ability to increase surface area, conductivity and electrical transfer
rate. In addition, when combined with conductive polymers, they also allow improvement
in the immobilization and recognition of biomolecules [16], as well as sensitivity, specific,
selectivity, stability and reproducibility of the electrode response [17].

In this work, a new electrochemical immunosensor was developed, based on
graphite electrodes modified with a nanocomposite formed by reduced graphene oxide and
polytyramine, to detect C-reactive protein in human serum.

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Materials and Instrumentation

Tyramine hydrochloride (98%) was purchased from AcrosOrganics (Belgium).
Potassium ferrocyanide (Vetec, Brazil), Potassium ferricyanide (Reagen, Brazil) and
Perchloric acid (Merck, Germany) were from analytical grade and used as received from
suppliers. Ultrapure deionized water (Gehaka, Brazil, resistivity 18 MQ cm) was used in
the preparation of all solutions. For the electrochemical analysis, all solutions were
submitted to ultrapure N2 bubbling (1 min mL?). Monoclonal anti-C-Reactive protein
antibody produced in mouse (C1688), CRP specific antigen (C4063) and BSA - bovine
serum albumin (A2153) were purchased from Sigma-Aldrich (USA). Stock solutions of
biomolecules were prepared in phosphate buffer (0.1 mol L™ %, pH 7.4). Human serum
samples were obtained from Sabin Medicina Diagndstica Laboratory in Uberlandia, MG,
Brazil, from patients with varied concentrations of CRP. Serum samples were used

undiluted.
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For voltammetric analysis, a potentiostat from CH Instruments model 760C (USA)
was coupled with a three-electrode electrochemical cell, using graphite carbon (working),
Ag/AgCl, KCI 3 mol L (auxiliary) and platinum plate (reference electrode). Cyclic
voltammetry was performed at 50 mV/s on 0.12 mmol L solutions of electroactive
species, prepared in 0.5 mol L™ perchloric acid. Unless otherwise indicated, the
experiments were performed at room temperature (25 + 1 °C).

2.2. Modification of graphite electrode with ERGO/polytyramine

Graphite electrodes (GE) were mechanically polished with aqueous suspension of
alumina (0.3 um), washed with deionized water, dried and preconditioned in HCIO4 0.5
mol L solution by cyclic voltammetry between 0 V to +0.8 V, 4 cycles, 50 mV s, After,
20 pL of the supernatant of a graphene oxide (GO) solution, prepared according to
previous studies [18], were dripped onto the electrode, and incubated at 55 °C until drying.
Electrochemical reduction of the GO was performed by cyclic voltammetry in sodium
phosphate buffer solution (0.1 mol L, pH 7.4), between 0 V to -1.5 V, 10 cycles, 50 mV s’
1.

The electrodes modified with electrochemically reduced graphene oxide (ERGO)
were subjected to cyclic voltammetry in tyramine solution (2.5 mmol L), between 0 V to
+1.1 V, 50mV.s?, 10 cycles. After modification of the electrodes with polytyramine
(PTyr), the GE/ERGO/PTyr electrodes were subjected to cyclic voltammetry in order to
remove the residual monomer in HCIO4 0.5 mol L solution for 4 cycles, 50 mV s*,
between 0 Vto +1.1 V.

2.3. Immobilization of anti-CRP and detection of antigen in serum

Figure 1 shows the construction steps of the immunosensor. Onto the
GE/ERGO/PTyr platform, 15 uL of anti-CRP solution (10 pg mL™?) were dripped and
maintained at 37 °C for 30 min for physical adsorption of the antibody onto the surface of
the electrode. Then, the electrode surface was washed with 50 uL of phosphate buffer (0.1
mol.Lt, pH 7.4) solution for three times. This washing step was conducted after each

addition of biomolecule or serum. The surface was blocked with BSA (0.5% in phosphate
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buffer solution) at 37 °C for 1 h. In order to evaluate the performance of the
immunosensor, 10 uL of human serum with an initial concentration of 1.09 pug mL* was
enriched with different concentrations of CRP (10, 25, 50, 75 and 100 pg mL™) and
dripped onto the modified electrodes, incubated for 37 °C for 30 min and washed. After,
differential pulse voltammetry was conducted using potassium ferro/ferricyanide redox
pair (5 mmol L) in KCI 0.1 mol L%, -0.1 to +0.5 V, 25 mV s?, 50 mV, 0.2 s. Human
serum samples was originated from healthy individuals (HC1, HC2, HC3, HC4, and HC5)
and patients with abnormal CRP concentration (P1, P2, P3, P4 and P5). Biosensor stability
was evaluated after storage for 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 and 50 days, at 8 °C.

Regeneration capacity was also evaluated after the electrochemical detection, where
the electrodes were rinsed with deionized water and washed 3 times with 50 uL of
phosphate buffer solution (0.1 mol.L?, pH 7.4).

Measurements of the electrochemical impedance spectroscopy were performed in
potassium ferrocyanide/ferricyanide solution (5 mmol L™ containing KCI 0.1 mol L™),
using an Autolab PGSTAT 302N potentiostat/galvanostat with a FRA2 module, 10 mV, 10
kHz to 0.1 Hz. Resistance to charge transfer (Rct) was calculated using the resultants
Nyquist Plots by the Electrochemical Circle Fit tool in the NOVA 2.1.3. software
(Metrohm, Netherlands).

Reduction of
graphene oxide

i/ A

Serum addition Electropolymerization

of tyramine

E/V
Electrochemical detection

Immobilization of
anti-CRP

Figure 1. Schematic representation of the immunosensor.
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2.4. Morphological analysis

Surface morphology was evaluated in absence or presence of biomolecules by atomic
force microscopy (AFM), using a Shimadzu Scanning Probe Microscope — SPM 9600,
non-contact mode, and the images were analyzed with Gwyddion 2.45 software.

Scanning electron microscopy (SEM) images were generated in a Zeiss microscope

model EVO-MAU10 in absence or presence of CRP target.

2.5. Statistical analysis

All the analyzes were realized in triplicate and the results were presented with
arithmetic means + standard deviation. Voltammograms were plotted with Origin 8. Other
graphs were performed using GraphPad Prism 6 (USA). The specificity, sensitivity and
accuracy of the method was calculated according to Oliveira Filho, 2014 [19].

3. RESULTS AND DISCUSSION

Figure 2A shows the response of the modification steps of the electrode surface
using the ferro/ferricyanide redox pair. Bare GE (a) showed a current response amplitude
of 0.839 mA. An increment of 27% in the current response (1.155 mA) was observed for
the ERGO/PTyr (b). This increment is due to the presence of amino groups on the surface
of the electrode, from tyramine [20], which are positively charged in neutral medium,
attracting the negatively charged ferrocyanide ion. In addition, the nanocomposite
increased the electroative surface area of the electrode, favoring the electronic
transference. When the anti-CRP is added (c), a decrease of 6% in the current (1.080 mA)
was observed, due do the steric hindrance [9] and, after the surface blocking, another
decrease of 15% (0.922 mA) was observed, due to the steric hindrance that the blocking
causes on the surface, making difficult the contact of the ferrocyanide ion with the
electrode surface. In addition, the isoeletric point of the BSA is 4.7 [21], which confers a
negative charge net to this protein in a neutral medium, repelling the ferrocyanide ion,

which also has negative charge.
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Figure 2B and 2C shows the surfaces for the bare and modified electrodes in
absence or presence of analite. GE presents an average roughness of 68.7 £ 5.3 nm. For the
ERGO/PTyr nanocomposite, it is observed an increase in the roughness (110.9 + 8.4 nm)
and coverage of the graphite layer. Anti-CRP addition with and without blocking with
BSA decreased the roughness values for 69.6 + 4.3 nm and 54.5 £ 3.9 nm, respectively.

BSA is a globular protein that fill the valleys on the electrode surface, causing decrease in
the roughness value.
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Figure 2. Histogram obtained from current peak response of [Fe(CN)g]* oxidation (A), SEM (B) and AFM
(C) images of the electrodes. (a) GE (b) GE/ERGO/PTyr (c) GE/ERGO/PTyr/Anti-CRP (d)
GE/ERGO/PTyr/Anti-CRP/BSA. Electrolyte: potassium ferrocyanide/ferricyanide (5 mmol L™) in 0.1
mol.L™* KCI. Modulation amplitude: 50 mV. Pulse interval: 0.2 s; Scan rate: 25 mV s~

Figure 3A and 3B show the morphological analysis of the immunosensor using
serum samples of healthy individual (a) and patients with abnormal CRP concentration (b).
It is possible to observe differences in the morphology of both surfaces. SEM images show
the formation of globular structures related to the immunocomplexes formed in presence of

serum with high concentration of CRP, resulting in a roughness increase of 3.33 times,
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when compared to the negative sample (60.3 £ 7.8 nm and 201.2 + 18.9 nm for negative or
positive samples, respectively). Morphological analyzes corroborated with the
electrochemical impedance spectroscopy data (Fig 3C), showing an increase in the charge
transfer resistance of 31% of the sample enriched with CRP in relation to the negative
control, indicating that the immunocomplex was formed and that behaved as a diffusion
barrier to the ferrocyanide ion on the surface of the electrode, increasing the resistance of
the system (GE/ERGO/PTyr/Anti-CRP/BSA/positive sample).

A

SEM HV: 5.0 kV WD: 5.97 mm VEGA3 TESCA

View field: 10.4 ym Det: SE 2pm

SEM MAG: 20.0 kx _ Date(midly): 1026/18 SEM MAG: 20.0 kx _ Date(m/dly): 10726/18 uFy

1.6 ym

0.0 um

»-

164

14

Rct/ Q

124

10
L N

Probe+BSA a b

Figure 3. SEM (A) and AFM (B) images of the electrodes, histogram obtained from the resistance to charge
transfer by EIS (C). (a) GE/ERGO/PTyr/Anti-CRP/BSA/negative sample and (b) GE/ERGO/PTyr/Anti-
CRP/BSA/positive sample. Electrolyte: potassium ferrocyanide/ferricyanide (5 mmol.L™) in KCI solution
(0.1 mol.L™).
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Figure 4A shows the differential pulse voltammograms for the
GE/ERGO/PTyr/Anti-CRP/BSA in the presence of serum samples enriched with different
concentrations of CRP. With the increasing in CRP concentration, it is observed a proportional
decrease in current. Since CRP is a large protein (~127 kDa), its adsorption on the surface of the

immunosensor causes a steric hindrance, blocking access and making it difficult the electronic
transfer for the redox pair. Still, CRP (pl 5.45) has a net negative charge in pH 7,4 [22],
resulting in the repulsion of the ferrocyanide ions and decrease in electron transference, as
observed in other studies [23, 24]. The immunosensor responded linearly to different
concentrations of CRP, being possible to construct a calibration curve, represented in
figure 4B, with equation I (mA) = 1.123 — 0.001789*[CRP] (ug mL™), r = 0,9949.
Calculated limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) of CRP were 0.37
ug mLtand 1.25 pg mL?, respectively. These values are within of the minimum limits of
circulating CRP in human serum (1-5 pg mL™).

1.2+ 1.2

B

1.0 1,09 ug mL”

0.8

-
-
1

100 pg mL”
0.6

0.4

Current/ mA
Current / mA

-
o
1

0.2

0.0 T T T - q 0.9 T r r T .
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0 25 50 75 100 125

Potential / V vs. Ag/AgClI [CRP] pg.mL‘1

Figure 4. Differential pulse voltammograms (A) and calibration curve (B) obtained from current peak
response of [Fe(CN)g]*’oxidation in GE/ERGO/PTyr /Anti-CRP/BSA incubated with different
concentrations of CRP (1.09, 10, 25, 50, 75 and 100 pg mL™) in human serum. Electrolyte: potassium

ferrocyanide/ferricyanide (5 mmol.L™) in KCI solution (0.1 mol.L™). Modulation amplitude: 50 mV. Pulse
interval: 0.2 s; Scan rate: 25 mV s2,
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Results of studies of storage stability and regeneration of CRP immunosensor was
showed in Figure 5.
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Figure 5. Storage stability profile of immunosensor at 10°C during 50 days (A) and regeneration stage (B).
Electrolyte: potassium ferrocyanide/ferricyanide (5 mmol.L™%) in KCI solution (0.1 mol.L™). Modulation
amplitude: 50 mV. Pulse interval: 0.2 s; Scan rate: 25 mV s 1.

Figure 5A shows the stability of the bioelectrode over 50 days. In the first 14 days,
the biosensor response was maintained. However, in the fiftieth day it lost 85%, in
comparation with the control. The regeneration of the biosensor was tested to reduce costs
and favor the commercialization process [25]. Until fourth analyses (after three washes),
the immunosensor was regenerated with success (Fig 5B). Comparison of analytical

performance with some other immunosensors for detection of CRP is showed in Table 1.

Table 1. Analytical parameters of different electrochemical immunosensors recently
described for CRP detection in serum sample.

Platform Linearity  Limits of Limits of  Stability Serum dilution Reference
range detection quantification factor
Gold screen printed 6.25-50 ug  0.78 g 2.59 ug mL N.A N.A [22]
electrode mL mL™!
Graphite electrode/ poly-3  0.075-150 ug 7.24 ug N.A N.A N.A [26]
aminothiophenol mL? mL™!
Glassy carbon electrode/  0.005-125ng 0.0017 ng N.A N.A 500 [27]
AUNps mL? mL?
Carbon Screen Printed ~ 0.047-23.6 ug 17 ng mL* N.A 28 days 20 [28]
electrode/AuNps mL?
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ITO-PET electrodes/ 21-6148fg 0.34fg 1.13fgmL™
polyamidoamine/11- mL? mL™?
cyanoundecyltrimethoxysi
lane

ITO electrodes/reduced  1-1000 ng mL .08 ng mL N.A
graphene oxide 1
nanoparticules

Carbon Screen Printed ~ 0.2-100 ng mL™3.05 ng mL- N.A
Electrode/bismuth citrate !
Dual screen-printed working 0.005-500 pg 0.001 pg N.A
paper mL™t mL™?

electrode/phosphocholine

Graphite/reduced graphene  1.09-100 pg  0.37 g 1.25pgmL?
oxide/polytyramine mL™? mL™?

42 days

N.A

N.A

4 days

50 days

106 [29]

200 [30]
500 [31]
no dilution [32]

no dilution This work

(N.A. not available)

It is relevant to emphasize that CRP levels below 1 ug mL™ in the human serum do

not represent risk of heart disease, inflammation or other pathological condition [2, 4, 33].

Thus, the present immunosensor has advantages over those already reported in the

literature, such as an inexpensive platform, linear range, stability and serum dilution. This

last factor is important, since this biosensor can be used soon after sample collection,

without the need for further manipulation, once its selectivity has been demonstrated

against possible interfering substances present in the human serum. Moreover, it showed

100% sensitivity, specificity and accuracy from the results of samples with different

concentrations of CRP.

Figure 6 shows the data of the analyzes using serum of patients with different

concentrations of CRP. It is possible diferenciate human serum samples from healthy

individuals and patients with abnormal CRP concentration. Validation of the CRP

Immunosensor using patient samples is showed in Table 2.

55



1.2+

1.1

1.IIII'
0.9-
09

/

HC1 HC2HC3HC4HCS P1 P2 P3 P4 PS5

Current / mA

NNNN\N\NN\N\

Figure 6. Histogram obtained from current peak response of [Fe(CN)g]* oxidation in GE/ERGO/PTyr/Anti-
CRP/BSA incubated with samples from different patients with altered CRP values (1-5) and healthy
controls (HC1-HC5). Electrolyte: potassium ferrocyanide/ferricyanide (5 mmol.L™?) in KCI solution (0.1
mol.L™1). Modulation amplitude: 50 mV. Pulse interval: 0.2 s; Scan rate: 25 mV s,

Table 2. Mean results of the measurements of serum samples from patients with altered
CRP using both the proposed immunosensor and the immunoturbidimetric assay. Errors
represents the standard deviation.

Clinical [CRP] Immunoturbidimetric [CRP] Biosensor

Sample Assay (ug mL™) (Mean + SD pg mL™1)
HC1 1.09 <1.0+3.57
HC2 <10 <1.0+ 3.69
HC3 1.47 433+3.84
HC4 2.05 3.95+3.85
HC5 2.69 <1.0+3.14

P1 11 7.17 +3.96

P2 22.07 23.69 + 2.55
P3 35.96 45.07 £ 0.74
P4 73.55 69.17 + 1.30
pP5* 185.97 180.66 + 6.19

* Patient 5 (P5) serum was diluted in 1:1 with phosphate buffer, due to high concentration of CRP, since it
was not at the linear range (1.09 - 100 pg mL™Y).
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4. Conclusion

Considering the importance of measuring the concentration of CRP in numerous
clinical trials, the construction of cheaper and easy-to-use, but still sensitive and selective
devices, is extremely valuable. The proposed biosensor was built on a low cost carbon and
polymer platform, able of miniaturization and mass production. The developed
immunosensor coupled with the easy handling and short response time (32 minutes) allows
its use in screening analyzes, in which a large number of analyzes and a short time interval
are required. This immunosensor is sensitive, with a detection limit of 0.37 ug mL™,
presenting good stability, capacity of regeneration and differentiating human serum
samples from healthy individuals and patients with abnormal CRP concentration. All these
characteristics make the biosensor proposed in this work a valuable contribution to the
point-of-care quantification of C-reactive protein.
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