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RESUMO

Biomarcadores cardiacos sdo espécies moleculares usadas na pratica clinica para o diagnostico
ou prognostico de doengas, que sdo liberados na corrente sanguinea com a ocorréncia de algum
episodio cardiaco, como por exemplo, o Infarto Agudo do Miocardio (IAM). Dentre os
biomarcadores cardiacos destaca-se a Troponina I, considerada padrao-ouro para diagndstico
precoce de IAM. Sabendo-se que a sensibilidade dos testes convencionais para o diagnostico
precoce do IAM ¢ baixa e apresenta limitagcdes (como rapidez e necessidade de mao de obra
qualificada), torna-se relevante o desenvolvimento de metodologias analiticas mais sensiveis,
como 0s imunossensores eletroquimicos, que sdo plataformas versateis, baseadas na ligacao
altamente especifica e seletiva entre antigenos e anticorpos. Neste trabalho, produziu-se um
imunossensor eletroquimico para a detec¢ao de troponina I, utilizando-se eletrodos de grafite
modificados com o nanocompdsito de 6xido de grafeno reduzido e politiramina, que foi capaz
de detectar o biomarcador troponina I em concentracdes diminutas em soro, cujo limite de
detec¢do alcancado foi da ordem de 0,2 ng/mL, apresentou estabilidade de resposta de corrente
em até 30 dias apds sua fabricacao, capacidade de reuso por duas andlises subsequentes, indicou
especificidade de resposta para o antigeno troponina I, além de diferenciar amostras reais de
pacientes saudaveis e doentes, Analises adicionais por microscopia de forca atdmica (AFM) e
microscopia eletronica de varredura (MEV) indicaram modificagdes na superficie do
imunossensor, havendo diminui¢do da rugosidade ao longo das etapas de construgdo, atribuido

a formacao do imunocomplexo.

Palavra-chave: bioeletrodo; imunossensor; infarto agudo do miocardio; nanocomposito,

troponina 1.



ABSTRACT

Cardiac biomarkers are molecular species used in clinical practice for the diagnosis or prognosis
of diseases, which are released into the bloodstream with the occurrence of a cardiac episode,
such as acute myocardial infarction (AMI). Cardiac biomarkers include Troponin I, which is
considered the gold standard for early diagnosis of AMI. Since the sensitivity of conventional
tests for the early diagnosis of AMI is low and has limitations (such as speed and the need for
a skilled workforce), the development of more sensitive analytical methodologies, such as
electrochemical immunosensors, is relevant. are versatile platforms, based on highly selective
and selective binding between antigens and antibodies. In this work, an electrochemical
immunoassay for the detection of troponin I was produced, using graphite electrodes modified
with reduced graphene oxide nanocomposite and polythramine, which was able to detect the
troponin I biomarker in minute concentrations in serum, whose limit of detection was of the
order of 0.2 ng / mL, showed stability of current response within 30 days after its manufacture,
ability to reuse by two subsequent analyzes, indicated specificity of response for the troponin I
antigen, besides differentiating (AFM) and scanning electron microscopy (SEM) indicated
changes in the surface of the immunosensor, and there was a decrease in the roughness

throughout the construction stages, attributed to the formation of the immunocomplex

Keywords: bioelectrode; immunosensor, acute myocardial infarction, nanocomposite;

troponin [
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1 INTRODUCAO

1.1 Infarto Agudo do Miocardio (IAM)

As doencgas cardiovasculares (DCV) acometem grande parte da populagdo mundial,
sendo consideradas um grave problema de saude publica. Estimativas divulgadas pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) indicam que em 2020 as DCV serao as principais
responsaveis pelas taxas de mortalidade!!. Alguns fatores de risco, como obesidade,
sedentarismo, hipertensdo, rotina estafante, idade entre 40 e 50 anos, hipercolesterolemia e
histérico familiar podem ser encontrados nos individuos acometidos por tal doengal?!.

Dentre as doencas cardiovasculares mais relevantes destacam-se: hipertensdao arterial
sistémica, sindrome coronariana aguda, insuficiéncia cardiaca, arritmias, doengas valvulares e
o infarto agudo do miocardio (IAM), que acontece devido a isquemia (interrupgdo parcial ou
total do aporte sanguineo) no musculo cardiaco, resultando na diminui¢do da capacidade
contratil, débito cardiaco, pressdo arterial e volume sistolicol®!. A isquemia pode acontecer por
diversas razdes, sendo as mais comuns: rompimento de vasos, formagao de trombos e deposicao

de placas aterosclerdticas nos vasos coronarianos, conforme indica a Figura 141,

Figura 1: Representagdo de isquemia cardiaca devido a deposicao de placas

ateroscleroticas.

Artérias
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Fonte:

Pacientes com suspeita de IAM apresentam sintomatologia classica: dor precordial (de
carater irradiante ou esmagador que atinge dorso, membros superiores, mandibula e pescogo),
nauseas, vomitos, dispneia, fraqueza muscular, sudorese, palpitacdes e elevagdo da pressao
arterial® De acordo com as diretrizes divulgadas pela quarta defini¢do universal de infarto

agudo do miocardiol, existem cinco tipos de IAM, onde cada tipo é caracterizado pela
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ocorréncia dos eventos dispostos na Figura 2.

Figura 2: Tipos de Infarto Agudo do Miocardio (IAM).

Tipos de [AM
|
| I I I 1
Tipo 1 Tipo 2 Tipa 3 Tipo 4 Tipo 5
Ruptura de placa Isquemia sem Classico (elevagio : Em cimigia de
aterosclerdtica e ruptura de placa tipica do segmento Eﬁ]elg’t?:dmlerém revascularizagio
trombose da artéria aterosclergtica ST miocardica

Fonte: A autora.

Do ponto de vista bioquimico, a ocorréncia de um episddio de IAM interrompe a glicélise
aerdbica levando a um quadro de glicdlise anaerdbica, que acarretara em aciimulo de acido
lactico (e obviamente, reducao do pH) resultando em morte celular por necrose com liberagao
macromoléculas na circulagcdo, denominadas biomarcadores cardiacos de IAM, tais como:

Creatinina fosfoquinase (CK), Creatina fosfoquinase fracio MB (CK-MB) e Troponinas (Tn)!.

1.1.2 Troponinas (Tn)

As troponinas (Tn) sdo proteinas de lesdo miocéardica encontradas em um complexo com
actina, tropomiosina e miosina, espécies responsaveis pelo movimento contratil cardiaco. As
troponinas dividem-se em trés unidades: C (TnCc), I (Tnlc) e T (TnTc), que por sua vez, sao
expressas tanto no musculo cardiaco quanto no musculo esquelético. Ressalta-se que a TnCc
exibe a mesma isoforma em ambos locais, sendo assim nao apresenta relevancia clinica para

diagnostico de IAM, enquanto a Tnlc e TnTc apresentam formas diferentes nos ambientes

citados, sendo utilizadas como biomarcadores de grande importancia para detecgiio de IAM!7],

Comparada com os demais biomarcadores cardiacos, as Tn destacam-se devido aos
seguintes fatores: especificidade de resposta a lesdo cardiacal®®! (em situagdes fisiologicas, a
fracdo da Tn no citoplasma ¢ minima, de 5 a 8%); tempo em que permanecem alteradas ¢
superior aos outros biomarcadores!!!!, visto que a CK-MB retorna aos niveis basais em 2 dias
enquanto a alteragdo da Tn perdura por até 9 dias; em casos de angina instavel, a CK- MB

apresenta concentracdo normal ao passo de que a Tn apresenta uma alteragdo minima de
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extrema importancia (levando assim a defini¢io de um quadro de microinfarto)!'"-1],

As troponinas apresentam enorme importancia clinica, visto que a interpretagdo dos seus
valores ¢ o cerne da diferenciacdo entre quadros de injuria cardiaca e IAM, situacao
preconizada pela Quarta Defini¢do Universal de Infarto Agudo do Miocardio publicada em
2018. Nesse documento, estabelece-se a elevacdo da Tn acima do percentil 99 (valor
discriminativo para diagnostico) concomitantemente com algum sintoma tipico (isquemia,
presenca de trombose corondria e alteracdo de exames de imagem e ecocardiogramas, por
exemplo) configura um quadro de IAM; enquanto eventos de injuria cardiaca sdo
identificados apenas por aumento de troponina ndo ocorrendo os sintomas acima descritos!®!.

Apesar da elevada especificidade que as troponinas apresentam frente a situagdes de IAM,
ressaltam-se duas situagdes: nenhum diagndstico definitivo ¢ feito baseado apenas na analise
um biomarcador isolado, sendo assim o paciente que adentra um hospital relatando sintomas de
IAM geralmente realizara a dosagem de um marcador precoce (mioglobina e CK-MB) e de um
marcador tardio definitivo (incluindo a CK-MB e as troponinas) mais de uma vez durante a sua
estadia clinica; as troponina podem alterar-se em outras situagdes clinicas como sepse,
miosite, insuficiéncia renal, embolia pulmonar, dentre outras, cabendo assim ao profissional
competente interpretar as diferentes situagdes!'?.

Apesar de ambas serem utilizadas nos diagnosticos de IAM, observa-se maior
especificidade como da Tnlc em comparacao com a TnTc, visto que a forma cardiaca da Tnlc
difere em 31 aminodacidos a mais da sua forma esquelética, enquanto a forma cardiaca da TnTc

apresenta apenas 11 aminoacidos extras em relagdo a forma esquelétical'?l.

1.1.2.1 Troponina I (Tnlc)

A Troponina I (Tnlc) (Figura 3) € uma proteina de peso molecular correspondente a
23,500 Da, raramente encontrada na forma livre, estando majoritariamente complexada com a
TnCc ou complexada com a TnTc e com a TnCc, sendo assim, a sua defini¢do como um analito

isolado (espécie que deseja-se analisar) é complexal!3].
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Figura 3: Estrutura da Troponina I (Tnlc)
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Fonte: ['4]

Existem diferentes testes imunoldgicos no mercado para detec¢do de Tnlc, porém seus
limites de detec¢ao sdo baixos (apresentam valores positivos em concentragdes acima de 0,5
ng/mL) e ndo existe uma padronizacdo relacionada aos valores de referéncia adotados. Além
de testes imunoldgicos pode-se realizar ensaios de quimioluminescéncia para quantificacao de
Tnlc, porém esta metodologia utiliza reagentes de preco elevado, o que acaba influenciando o
custo final dessa analise repassado para o paciente.

Nesse aspecto, destaca-se a utilizagdo dos imunossensores (uma das classes dos
biossensores) como uma opg¢ao de ferramenta analitica capaz de realizar a detec¢dao de Tnlc,

um marcador padrdo-ouro, em amostras bioldgicas de pacientes acometidos por [AM.

1.2 Biossensores
1.2.1 Definicao e tipos de biossensores

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure Apllied
Chemistry — TUPAC) define os biossensores como dispositivos que utilizam reacdes
bioquimicas especificas mediadas por enzimas, imunossistemas, tecidos, organelas ou células
inteiras isoladas para detectar compostos quimicos geralmente por sinais elétricos, térmicos ou
opticos!'’l. Os biossensores sdo constituidos por trés componentes: analito (substincia que
deseja-se detectar), bioreceptor (biomolécula que reconhece de maneira especifica o analito e
estd imobilizada sob um substrato) e transdutor (converte a ligagdo entre analito e bioreceptor
em sinal mensuravel), havendo a exibi¢ao de dados em uma interface “amigavel”, que indicaa
resposta na forma de ntimeros ou imagens!'®!. O principio de funcionamento dos biossensores

¢ ilustrado na Figura 4.
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Figura 4: Principio de funcionamento dos biossensores.

Analito

Transdutor

Fonte: A autora.

Os biossensores podem ser aplicados em 4reas distintas, como médical!”-!®]
alimenticial'® 2% e forense [2!*?]. Sua utilizagio como ferramenta analitica, em detrimento das
metodologias tradicionais, justifica-se devido a possibilidade de miniaturizagdo e portabilidade
dos dispositivos, bem como em relagdo a obten¢do de analises rapidas e de baixo custo, mesmo
empregando matrizes complexas. Em linhas gerais, classificam-se os biossensores baseando-se
em dois parametros: bioreceptor empregado e transdutor utilizado, conforme indicado na Figura
5.

Figura 5: Classificacdo dos biossensores baseando-se na espécie de bioreceptor empregado e

tipo de transdutor utilizado.




1.2.2  Imunossensores

Conforme indicado na Figura 5, os biossensores que possuem anticorpos (ou
antigenos) como moléculas de bioreconhecimento sdo denominados imunossensores, cuja
caracteristica fundamental de especificidade recorre na formagao do imunocomplexo (interacao
antigeno x anticorpo). A formacdo dos imunocomplexos envolve a presenca de forcas nao
covalentes, como ligacao de hidrogénio, for¢as de van der Walls e atracdo eletrostatica, sendo
sua formagdo do imunocomplexo ¢ reversivel, podendo ocorrer dissociagdo em valores de pH
extremos (grande acidez ou elevada alcalinidade), utilizacdo de detergentes ou solugdes
supersaturadas?¥. Também denominados imunoglobulinas, os anticorpos sdo componentes do
sistema imune, produzidos pelos linfocitos B em resposta a presenga de moléculas estranhas ao
organismo, os antigenos. Existem cinco classes de anticorpos (IgG, IgM, IgA, IgD e IgE), a

producio de cada uma esta condicionada ao tipo de antigeno que invadiu o organismol?*!.
Os anticorpos sdo compostos por cadeias de polipeptideos (divididas em cadeias leves
e cadeias pesadas) que se organizam em forma de “Y”, ligadas entre si por pontes de dissulfeto.
De uma maneira geral, os anticorpos apresentam trés regides bdasicas: por¢do Fc (regido
constante), porcao Fab (regido variavel responsavel pelo reconhecimento do antigeno) e por¢ao
Fv (extremidade da por¢do Fab que se liga ao epitopo do antigeno!*®)) tal como representado na

Figura 6.

Figura 6: Estrutura de um anticorpo.
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Fonte:
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1.2.2.1 Imunossensores Eletroquimicos

Os imunossensores eletroquimicos sao aqueles cujo sistema de transdugdo ¢ baseado na
execugdo de técnicas eletroquimicas, tais como voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso
diferencial (VPD). O principio basico de funcionamento dos imunossensores eletroquimicos ¢
baseado na alteragdo de corrente observada antes e depois da formag¢ao do imunocomplexo, que
¢ proporcional a concentragdo do analito de interesse®’l. A corrente formada nesse tipo de

processo ¢ denominada faradaica, sendo expressa na Equacgao 1:
Equagdo1: I=nFAj

A Equagdo 1 traduz a proporcionalidade entre corrente observada (I), numero de
elétrons envolvidos na reagdo (n), area do eletrodo (A), constante de Faraday (F) e fluxo de
moléculas de analito (j). Os processos faradaicos sao regulados por mecanismos de transporte

de massa e transferéncia de elétrons, conforme indicado na Figura 728,

Figura 7: Processos faradaicos com transporte de massa e transferéncia de elétrons.

Amostra de
solugdo

Eu]:-erﬁcle do elatredo

Tmsf&rmu:m k
Transzferéncia
de mas=sa

[28]

Fonte:

Com a andlise da Figura 7 observa-se que a transferéncia de elétrons ocorre na superficie
do eletrodo com os processos redox, sendo o transporte de massa responsavel por regular a

movimentacio dos elétrons na extensido do meio reacionall??].
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O transporte de massa (Figura 8) ¢ um mecanismo que pode ocorrer em trés modos
diferentes: difusdo (movimento espontaneo de acordo com a influéncia de um gradiente de
concentragdo), convec¢dao (movimento regides de concentracdo) e migragdo (movimento de

particulas carregadas ao longo do campo elétrico aplicado!?)).

Figura 8: Tipos de transporte de massa, sendo A indicativo da difusao, B indicativo

da migracdo e C indicativo da conveccao.
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Fonte: Adaptado ]

Em andlises voltamétricas, deseja-se a minimizacdo do transporte de massa por
conveccdo € migragdo e a ampliagdo do transporte de massa por difusdo (visto que os dois
primeiros correspondem a processos ndo faradaicos), logo utiliza-se excesso de eletrolito
suporte para minimizar a formacao de um campo elétrico que favoreceria a migragao devido a
um gradiente de cargas e mantém-se todo o aparato eletroquimico em repouso a fim de evitar a

movimentagio por convecgio!?’],
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Conforme citado anteriormente, a voltametria ciclica (VC) € uma técnicaeletroquimica
de grande utilizagdo para a constru¢do de imunossensores eletroquimicos, pois fornece
informagdes importantes acerca da cinética de transferéncia eletronica e termodindmica dos
processos redox. Nessa técnica realiza-se uma varredura de potencial nos sentidos direto
(regides anodicas, positivas) e indireto (regides catddicas, negativas), havendo a medida da
corrente gerada em funcdo do potencial aplicado (I vs. E) no eletrodo de trabalho3%31],

Na técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) aplicam-se pulsos de amplitude
fixos sobre o eletrodo de trabalho, realizando-se medigdes de corrente antes e depois da
aplicagdo desses pulsos, sendo que o grande diferencial dessa técnica reside na diminuicao da
corrente capacitiva (oriunda do carregamento da dupla camada elétrica) e ampliacao da corrente

faradaica (corrente derivada dos processos redox na interface eletrodo-solugdo), justificando-

se assim seu elevado emprego para a andlise dos biossensores eletroquimicos!®2.,

1.3 Utilizacio de polimeros condutores em biossensores

Observa-se uma expressiva melhoria no desempenho dos biossensores quando se realiza
uma modifica¢do na superficie dos seus eletrodos de trabalho, conseguindo-se uma
imobilizacdo da biomolécula mais eficiente e resultando em um dispositivo mais sensivel e
seletivol®*!, A aplicagdo de polimeros condutores via polimerizagdo eletroquimica é uma
metodologia largamente explorada e util para a finalidade aqui discutida, pois tal classe
apresenta uma rede de elétrons m que facilitam a condug¢do de corrente e quando
eletrodepositados apresentam caracteristicas interessantes, como simplicidade de metodologia,
reprodutibilidade, estabilidade, controle da espessura do filme e biocompatibilidade!**3>!,

As reagdes de polimerizagdo acontecem em trés etapas: iniciacao (promocao de espécies
particularmente reativas a partir do mondmero). A propagacdo (etapa rapida onde ocorre o
crescimento da cadeia) e terminagdo (fase final de crescimento da cadeia, onde ocorrem reagdes
de poliadigaot®!.

O monomero tiramina (4-hidroxi-fenetilamina) (Figura 9) ¢ uma espécie muito utilizada
para a obtencdo de filmes poliméricos devido a sua reprodutibilidade e estabilidade dos filmes
obtidos. Estas caracteristicas estdo ligadas a sua estrutura molecular, que apresenta um
grupamento hidroxila (-OH), tornando-a solivel em compostos polares, um grupamento amina
protonado que facilita o ancoramento de bioreceptores por adsorcdo fisica (via interacao

eletrostatica) e anéis aromdticos configurando uma deslocaliza¢io da nuvem 7 de elétronst®”).
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Figura 9: Estrutura molecular das espécies tiramina e politiramina.
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Fonte: Adaptadot®].

1.3.1 Tiramina (CsH11NO)

A molécula de tiramina ¢ o mondmero utilizado para a obtengdo de filmes finos de
politiramina {poli-[4-(2-aminoetil)fenol]}. No mecanismo de polimerizagao em meio acido da
tiramina ocorre a formacao do cation radical apos a oxidacao eletroquimica do monomero,
seguida de um acoplamento do cation radical pelo carbono aromatico e oxigénio fenolico, com
a posterior formacao de uma ligagdo éter, seguida da perda de dois protons para a reconstitui¢ao
da aromaticidade®*. A formacio de filmes poliméricos de tiramina é favorecida em pH 4cido
resultando na producdo de peliculas mais espessas e com melhores propriedades de conducao
do que os filmes obtidos em condigdes alcalinas ou neutras*?). A Figura 10 ilustra 0 mecanismo

de polimerizacao em meio 4cido da tiramina.
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Figura 10: Mecanismo de eletropolimerizac¢@o da tiramina em meio acido
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1.4 Aplicacio de nanomateriais em biossensores

A utilizacdo de materiais em escala nanométrica para a construgao de biossensores possui

o intuito de melhorar suas condi¢des de sensibilidade e area superficial disponivel para o

ancoramento de bioreceptores. Nesse aspecto, destaca-se a utilizagdo do Grafeno!*!),
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1.4.1 Grafeno

O Grafeno ¢ um alétropo carboniceo bidimensional, isto ¢, um material derivado do
carbono, cujos atomos estdo ligados covalentemente em uma organizagdo hexagonal (Figura
11). Possui elevada area superficial, excelente condutividade eletronica e biocompatibilidade,
tornando-se um nanomaterial com caracteristicas interessantes para aplicagdo em

biossensores44],

Figura 11: Organizagao tridimensional dos 4tomos de grafeno.

Diferentes métodos de producdo de grafeno sdo conhecidos: exfoliagdo mecanica do
grafite, crescimento de grafeno por deposicdo quimica a vapor e oxidagdo quimica do grafite
seguida de exfoliagdo, sendo este tiltimo o mais utilizado devido ao rendimento reacional!**,

A oxidagdo do grafite ¢ obtida mediante utilizagdo de agentes oxidantes fortes
(permanganato de potassio e nitrato de sodio) que promovem a expansdao das camadas
constituintes do grafite, formando um material rico em grupos funcionais oxigenados,
denominado Oxido de Grafeno (OG). A presenca desses grupos oxigenados acaba distorcendo
a nuvem de elétrons 7, diminuindo sua condutividade eletronica, logo realiza-se uma redugao
eletroquimica deste material, para eliminar (ou diminuir) a fragdo dessas espécies oxigenadas
(451" A reduciio eletroquimica apresenta como caracteristicas positivas a praticidade de se
realizar sobre a superficie do eletrodo, rapidez e metodologia simples que ndo utiliza reagentes

redutores perigosos, como a hidrazina (N>Ha), reagente corrosivo e inflamével ¢,
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Construir um imunossensor eletroquimico para deteccao do antigeno troponina I (Tnlc)
a partir de eletrodos de grafite modificados com o nanocompdsito 6xido de grafeno

reduzido/politiramina (OGr/Ptir).

2.2 Objetivos Especificos:

*Construir e caracterizar eletroquimicamente eletrodos de grafite modificados com o
nanocomposito OGr/PTir;

*Caracterizar eletroquimicamente os eletrodos de grafite modificados com o
nanocomposito de OGr/PTir em cuja superficie realizaram-se as etapas de: imobilizacdo do
anticorpo anti troponina I, bloqueio com solu¢do de BSA e formacdo do imunocomplexo com
o antigeno troponina [;

* Caracterizar morfologicamente o imunossensor, na auséncia e presenca do analito;

* Construir uma curva de calibragao usando soro enriquecido com Tnlc;

* Avaliar a estabilidade do imunossensor;

* Estudar a especificidade do imunossensor;

* Avaliar a capacidade de regeneragdo do imunossenor;

* Analisar a capacidade de diferenciacdo do imunossensor frente a amostras de soro de

pacientes saudaveis (ndo acometidos por IAM) e doentes (acometidos por IAM).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos, reagentes e solucoes

Prepararam-se todas as solugdes utilizadas neste trabalho com agua deionizada ultrapura

(resistividade= 18,2 MQ cm, Gehaka) e desoxigenaram-se as mesmas com gas nitrogénio (N2).

As concentragdes e volumes utilizados das solucdes encontram-se dispostos ao longo do texto.

A Tabela 1 indica os reagentes de padrao analitico empregados no preparo das solugdes.

Tabela 1: Reagentes utilizados

Reagentes Féormula Quimica Fonte Pureza (%)
Acido perclérico HCl1O4 Merck 37
Acido tetracloroaurico (III) tri HAuCls.3H,0 Sigma 49

hidratado

Citrato de sodio Na3;CsHs07 Synth 99
Cloreto de potassio KCl Neon 99
Cloreto de sédio NaCl Synth 99
Ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN)s] Vetec 99
Ferrocianeto de potassio K4[Fe(CN)s]-3H20 Reagen 99
Fosfato de s6dio dibasico Na;HPO4 Synth 99
Fosfato de s6dio monobasico NaH2PO4 Synth 99
Cloridrato de tiramina CsH12CINO Acros Organics 98
Nitrato de prata AgNO3 Acros Organics 98

Em todos os ensaios eletroquimicos utilizou-se uma célula eletroquimica de trés

compartimentos (Figura 12), com capacidade volumétrica de 25 mL, como eletrodo de

referéncia e contra-eletrodo empregou-se Ag/AgCl (KCl 3 mol/L) e placa de platina,

respectivamente.
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Figura 12: Representacdo esquematica da célula de trés compartimentos sendo (A) eletrodo
auxiliar de platina, (B) eletrodo de trabalho de grafite e (C) eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl.

Fonte: Adaptado [*”]

3.2 Tratamento de dados

Todos os dados obtidos durante a realizacdo deste trabalho foram tratados e plotados na
forma de voltamogramas, histogramas ou equagao de reta utilizando-se o software Origin® 7.
As andlises realizadas por Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) foram feitas em triplicatas,

realizando-se o calculo de suas médias aritméticas e desvio padrao.

3.3 Reagentes e amostras biologicas

O anticorpo anti troponina I cardiaca (1 mg/mL) foi adquirido da empresa Invitrogen.
O antigeno troponina I cardiaca (2x10* ng) foi adquirido da empresa Sigma Aldrich e
ressuspendido em tampao fosfato de sodio, resultando em uma solugdo final de concentracao
igual a 4.10* ng/mL, que por sua vez foi diluida em diferentes concentra¢des e utilizada nesse
trabalho. Utilizou-se o antigeno troponina I para enriquecer amostras de soro de um paciente
saudavel em diferentes concentragdes. Amostras de pacientes doentes (acometidos por IAM)

foram cedidas pelo laboratério SABIN de Uberlandia.
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3.4 Etapas para a constru¢iao do imunossensor

3.4.1 Preparo do eletrodo de grafite (EG)

Utilizou-se grafite como eletrodo de trabalho, adquiridos comercialmente da empresa
Alfa Aesar (99,9995%). Os eletrodos consistem em discos de carbono com diametro de 6mm e
espessura variante entre 3 ¢ 4 mm. Fixou-se estes discos sobre a superficie de um cilindro
metalico utilizando-se uma cola condutora, composta de 70% de flocos de prata e 30% de cola
epoxi (Araldite®). Apds o tempo de secagem da cola condutora (24 horas), encaixou-se estes
discos em bases de Teflon® e os espagos vazios foram preenchidos com Araldite®. Esperou-se
novamente 24 horas para a secagem total da cola epdxi, poliu-se os eletrodos em lixas d’agua
com diferentes granulacdes (400 e 1200 cm™) para nivelamento da superficie e para garantir
um polimento ainda mais fino, utilizou-se uma suspensdo aquosa de alumina (0,3 um) sobre
uma superficie lisa, recoberta com feltro umedecido em 4gua deionizada. Para a remog¢do do
excesso de alumina, realizou-se um banho ultrassonico com agua deionizada por 6 minutos,
com trocas de 4gua deionizada a cada 2 minutos. Por fim, secou-se cada um dos eletrodoscom

gas nitrogénio, conforme indica a Figura 13.

Figura 13: Metodologia de preparo dos eletrodos de trabalho, envolvendo corte, colagem e

polimento.
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Fonte: Adaptado!*®!
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3.4.2 Caracterizacao eletroquimica primaria por Voltametria Ciclica (VC) do eletrodo de grafite
(EG)

Apbs a etapa de polimento, submeteram-se os eletrodos a uma caracterizagdo
eletroquimica primdria por VC em solucdo de 0,5 mol/L de acido perclorico (HClO4) como
eletrolito suporte para posterior padronizacdo da area superficial dos eletrodos. Utilizou-se
como pardmetro eletroquimico uma janela de potencial de 0,00 V a + 1,20 V (4 ciclos de

varredura), na velocidade de 50 mV/s.

3.4.3 Redugio eletroquimica de Oxido de Grafeno (OG) sobre a superficie do eletrodo de grafite
(EG)

Apbs a etapa anteriormente descrita, gotejou-se 20 uL de uma suspensao de 6xido de
grafeno (OG) (Img/mL), na superficie de cada eletrodo de trabalho, secou-se por 20 minutos
em estufa na temperatura de 55°C e realizou-se um ensaio de redu¢do eletroquimica por VC,
utilizando-se tampao fosfato de sodio (0,1 mol/L, pH 7,4) como eletrolito suporte, sendo a
janela de potencial fixa entre 0,00 V a - 1,50 V, com velocidade de varredura de 50 mv/s, sob
10 ciclos de varredura. Obteve-se a suspensdo de OG mediante utilizacao de 1 mg de OG e
1000 pL de agua deionizada acondicionados em microtubos do tipo eppendorf, submetido a um
banho ultrassonico durante 20 minutos. Ressalta-se que o OG utilizado foi previamente
sintetizado por integrantes do grupo de pesquisa BIOSENS seguindo uma modificagdo do

método de Hummers!*’l. O esquema de sintese utilizado esté ilustrado na Figura 14.

Figura 14: Esquema de sintese do Oxido de Grafeno (OG).
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Fonte: Adaptado!®!.

3.4.4 Eletropolimerizacdo do mondmero Tiramina sobre o eletrodo de grafite (EG)
funcionalizado com 6xido de grafeno reduzido (OGr)
Os celetrodos de grafite funcionalizados com OGr, foram submetidos a

eletropolimerizacao usando solu¢do monomeérica de tiramina, solubilizada em uma solugdo de
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HCl104 (2,5 mmol/L) por voltametria ciclica, na faixa de potencial de 0,00 Va+ 1,10V,

velocidade de varredura de 50 mV/s, 20 ciclos.

3.4.5 Caracterizagdo eletroquimica por voltametria ciclica (VC) do eletrodo de grafite (EG)
funcionalizado com o6xido de grafeno reduzido (OGr) e eletropolimerizado com tiramina
(EG/PTir)

Para eliminacao de eventuais residuos de mondmero na superficie do eletrodo realizou-
se mais uma VC em HClO4 (0,5mol/L) utilizando-se os mesmos pardmetros descritos no item

3.4.2.

3.4.6 Imobilizagao do anticorpo anti troponina I

Apds a modificacdo dos eletrodos com o nanocompésito, gotejou-se 10 uL do anticorpo
anti troponina I (1 pg/mL) sobre o eletrodo de grafite modificado e acondicionou-se os mesmos
em recipiente hermeticamente fechado durante 30 minutos em uma temperatura de 22°C. A
otimizagdo do tempo de imobilizagdo foi estudado pelo grupo de pesquisa LAFIP — BIOSENS
(49 Apos esse tempo, lavou-se com 50 uL de solugdo tampdo fosfato, (0,1 mmol/L, pH 7,4)
repetindo-se esse processo por 3 vezes. Secou-se delicadamente a superficie de cada eletrodo

com gas nitrogénio.

3.4.7 Aplicagdo da solugdo de bloqueio albumina de soro bovino (BSA)

Gotejou-se 30 pL de uma solucdo de bloqueio com albumina de soro bovino (BSA)
0,5% solubilizada em tampao fosfato (0,1 mmol/L, pH 7,4) ao bioeletrodo grafite/GOr/PTir/anti
Tnlc e repetiram-se as condi¢des de acondicionamento, lavagem e secagem indicadas no item

3.4.6.

3.4.8 Incubacao com o antigeno troponina |

Para a formag¢ao do imunocomplexo (anti Tnlc:Tnlc), utilizou-se 10 pL. de uma solugao
na dilui¢do 1:1 contendo soro de paciente saudavel enriquecido com o analito (antigeno
troponina ) em diferentes concentragdes. Repetiram-se as condi¢des de acondicionamento,
lavagem e secagem anteriormente especificadas. Na sequéncia realizaram-se deteccdes
indiretas eletroquimicas foram conduzidas por meio da técnica de voltametria de pulso
diferencial (VPD) utilizando-se a sonda redox ferro/ferricianeto de potassio

(K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s]).
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3.4.9 Analises morfologicas

Analises da morfologia do eletrodo de grafite modificado com o nanocomposito (OGr-
Ptir) nas etapas de adsor¢ao de sonda, bloqueio da superficie, interagdo com alvo positivo e
interagdo com alvo negativo por meio das técnicas de MFA (Microscopia de For¢a Atomica) e

MEYV (Microscopia Eletronica de Varredura).

3.4.10 Ensaio de especificidade

Adicionou-se 10 pL de soro de paciente saudavel enriquecido com diferentes espécies
[troponina T, T3 (hormdnio triiodotironina), proteina C reativa (PCR)] na concentragdo de 4
ng/mL sobre o bioeletrodo (EG/OGt/PTir/anti Tnlc). Repetiram-se as condi¢des de condi¢des
de acondicionamento, lavagem e secagem descritas no item 3.4.6 e realizaram-se detecgdes
indiretas eletroquimicas por meio da voltametria de pulso diferencial (VPD) utilizando-se a

sonda redox ferro/ferricianeto de potassio.

3.4.11 Curva de calibracao

Para a obtencao da curva de calibragdo do imunossensor, 10 uLL do soro de um paciente
saudavel foi enriquecido com diferentes concentragdes do antigeno troponina I (0,002; 0,006;
0,08, 1, 2, 4 ng/mL) e realizaram-se medidas de VPD. Realizou-se uma regressao linear dos
resultados, obtendo-se uma equacao de reta, cujo coeficiente angular (s) utilizou-se tanto para
o célculo do limite de quantificagdo (LQ, Equacdo 2) quanto para o calculo do limite de
deteccao (LD, Equagdo 3). Delta (8) refere-se ao desvio padrdio do branco

(EG/OGr/PTir/antiTnlc).

Equacdo 2: LD = 0
s

Equacdo 3: LQ = 108
S

Definiu-se ainda o limite maximo de deteccdo do imunossensor, mediante
enriquecimento de uma amostra de soro de paciente sauddvel com uma concentragdo elevada

de troponina I e avaliou-se seu comportamento por medidas de VPD.

3.4.12 Estabilidade

A fim de se investigar a estabilidade dos bioeletrodos ao longo do tempo, acondicionou-
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se os mesmos a 10°C durante 40 dias. Para as medidas, realizadas a cada 10 dias, incubou-se o
bioeletrodo com 10 pL de soro de paciente saudavel enriquecido com 1 ng/mL de troponina I

e submeteu-se a técnica eletroquimica VPD.

3.4.13 Diferenciagdo entre pacientes saudaveis e doentes

Adicionou-se 10 uL de soro na superficie dos bioeletrodos (EG/OGr/PTir/anti-Tnlc)
bloqueados com BSA. Repetiram-se as condi¢des de acondicionamento, lavagem e secagem
anteriormente especificadas no item 3.4.6 e realizaram-se detec¢des eletroquimicas indiretas

por meio da técnica de VPD utilizando-se a sonda redox ferro/ferricianeto de potéssio.

3.4.14 Protocolo de regeneracdo dos eletrodos de grafite modificados com o nanocompoésito
(EG/OGr/PTir) ap6s as andlises de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

Apbs a realizacdo das detecgdes eletroquimicas por VPD, realizou-se um protocolo para
a regeneracdo dos bioeletrodos®”), com a adi¢do de 30 uL de uma solucio de dodecil sulfato de
sodio (SDS, NaCi2H25S04) na concentracao de 1% (v/v), durante 3 minutos, sobre a superficie
dos eletrodos, lavou-se com 150 pL de tampao fosfato de sodio (0,1 mmol/L, pH 7,4) e secou-
se delicadamente com N2. Adicionou-se 10 pL de soro de um paciente acometido por infarto
do miocardio e incubou-se por 30 minutos, apos esse tempo, repetiu-se a lavagem com tampao

fosfato de sodio, secagem com N e realizou-se uma nova VPD.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Polimento dos eletrodos de grafite
A Figura 15 ilustra a superficie do eletrodo de grafite visto a olho nu antes (A) e depois
(B) do polimento.

Figura 15: Visualiza¢do dos eletrodos de trabalho a olho nu antes (A) e apos (B) a

etapa de polimento.

Fonte: A autora.

Observa-se uma nitida diferenca entre eles, sendo que o eletrodo polido apresenta uma
diminui¢do da altura do grafite ¢ maior uniformidade da superficie. A Figura 16 corresponde a
visualizacdo dos eletrodos antes (A) e depois (B) do polimento em estereomicroscopio (Optron,
TIM2T) com ampliagdo de 4 vezes.

Figura 16: Superficie do grafite antes do polimento (A) e apo6s o polimento (B) vistas em

microscopio (ampliacao de 4 vezes).

Fonte: A autora.

Apos a etapa de polimento, observa-se melhor uniformidade da superficie do grafite
pois sendo o grafite um material poroso, o polimento € necessario para o melhor desempenho

dos eletrodos nas analises.
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4.2 Ensaios eletroquimicos referentes a funcionalizacio dos eletrodos de grafite (EG) com

o nanocompésito de Oxido de Grafeno reduzido (OGr) e politiramina (EG/OGr/ PTir)
4.2.1 Escolha dos eletrodos de trabalho (ET)
A Figura 17 indica o voltamograma obtido por voltametria ciclica (VC) em HC1O4 (0,5

mol/L), sendo a seta indicativa do sentido da varredura.

Figura 17: Voltamograma Ciclico do eletrodo de grafite (EG) em eletrélito suporte HC1O4

0,5 mol/L com velocidade de 50 mV/s, varredura no sentido direto.
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Fonte: A autora.

A realizagdo desta voltametria ciclica inicial tem como intuito a remocao de impurezas
e interferentes adsorvidos na superficie do EG, além de padronizar o perfil eletroquimico do

eletrodo.

4.2.2 Redugao eletroquimica do 6xido de grafeno (OG)
A Figura 18 mostra a voltametria ciclica realizada para a reducdo do OG utilizando-se
tampao fosfato (pH= 7,4; 0,1 mol/L) como eletrdlito suporte, sendo a seta indicativa do sentido

da varredura.
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Figura 18: Reducio eletroquimica por voltametria ciclica do Oxido de Grafeno (OG) na
superficie do eletrodo de grafite em tampao fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4, entre 0,0 a-1,5V, 10

ciclos e velocidade de varredura de 50 mV/s. Varredura no sentido indireto.
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Fonte: A autora.

O o6xido de grafeno (OG) apresenta propriedades isolantes devido a presenga dos
inameros grupos funcionais oxigenados em sua estrutura, que diminuem a sua aromaticidade,
observando-se uma deformac¢do de sua nuvem m de elétrons, porém quando submetido a um
processo de redugdo, observa-se a remocdo/diminui¢do de seus grupos oxigenados,
transformando-o em uma espécie semicondutora [*°). A Figura 19 relaciona os voltamogramas
obtidos comparando eletrodos sem deposi¢ao de OG, com deposi¢cao de OG e com deposi¢ao

de OGr, sendo a seta indicativa do sentido da varredura.
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Figura 19: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugao de K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s (5
mmol/L) e 0,1 mol/L de KCIl com 50mV/s, entre - 0,4 Ve 1,0 V. Em (—) EG, (—) EG/OG ¢
(—) EG/OGr. Varredura no sentido direto.

800
| —
600 -
<« 400 -
1 E
~ 200 -
Q ]
]
c 0
Q
£ ]
o -200 |
0 J
-400 |
-600 |

04 02 00 02 04 06 08 1,0
Potencial / V vs Ag/AgCl
Fonte: A autora.
A analise da Figura 19 indica um aumento das correntes de pico anddico e catodico (Ipa
e Ipc) no voltamograma de EG/OGr (—) quando comparado aos voltamogramas de EG (—) e
EG/OG (—) evidenciando assim o carater condutor do OG quando submetido a redu¢do, devido
a eliminagdo/ diminui¢ao dos grupos oxigenados, sendo assim, a aplica¢dao de OGr em eletrodos

de grafite tem como objetivo melhorar sua condutividade elétrica %1,

4.2.3 Eletropolimerizagdo do mondmero tiramina

A Figura 20 ilustra o voltamograma ciclico referente a eletropolimerizacio do
monomero tiramina em eletrodos de grafite modificados com OGr, na faixa de potencial entre
entre 0 e +1,1 V, sendo o monodmero solubilizado em HCIO4 (0,5 mol/L) e aplicando-se 20
ciclos de varredura de potencial com velocidade de 50 mV/s, onde a seta indica o sentido da

varredura.
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Figura 20: Polimerizagao eletroquimica da tiramina (2,5 mmol/L) em HCIO4 (0,5
mol/L) com varredura de 20 ciclos a 50 mV/s entre 0,0V a +1,1V. Varredura no sentido

direto.

800

600 -

400 -

Corrente /A

00 02 04 06 08 10 12
Potencial /V vs Ag\AgCl
Fonte: A autora.

Analisando-se a Figura 20 observam-se trés picos caracteristicos nesse processo: na
faixa de +0,85 V, com a oxidacao inicial do monomero, ocorrendo a formacao do cation radical
para a propagacdo da eletropolimerizacdo (21 -3) e o aparecimento (seguido de crescimento)
de picos de oxidacdo em +0,60 V (Figura 21- 1) e +0,45 V e de reducdo nos mesmos valores
observando-se a varredura inversa (Figura 21- 2), havendo assim o crescimento de um material
eletroativo sobre a superficie do EG modificado com OGr.

Com o proposito de investigacdo das propriedades eletronicas da plataforma, realizou-
se uma nova VC em trés tipos de eletrodos: eletrodos de grafite modificados com OGr e
eletropolimerizados com tiramina (EG/OGr/PTir), eletrodos de grafite sem modificagdao (EG)
e eletrodos de grafite apenas eletropolimerizados com tiramina (EG/ PTir). Os perfis obtidos

estdo apresentados na Figura 21, sendo que a seta indica o sentido da varredura.
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Figura 21: Voltamogramas ciclicos obtidos em solucao de 0,1 mol/L de KCl e
K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s (5 mmol/L) com 50mV/s, entre -0,4V e 1,0V. Em (—) EG, (——)
EG/PTir e () EG/OGr/PTir. Varredura no sentido direto.
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Fonte: A autora.

Analisando-se a Figura 21 observa-se o aumento das correntes de pico anoddico e
catddico (Ipa € Ijc) para o eletrodo de grafite modificado com OGr e eletropolimerizado com
tiramina, sendo favorecida a transferéncia eletronica e, consequentemente, aumentando a
condugdo de corrente. E possivel também inferir sobre o carater catidnico da plataforma em
estudo, visto que a solucdo de K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s € anidnica, logo observa-se atragdo
eletrostatica entre as mesmas, justificando também o maior valor de corrente observado.

A Figura 22 relaciona os perfis de voltametria ciclica obtidos referente a anélise de um
eletrodo de grafite sem modificagdo (EG), um eletrodo de grafite apenas eletropolimerizado
com tiramina (EG/PTir) e um eletrodo de grafite modificado com OGr e eletropolimerizado

com tiramina (EG/OGr/Ptir), sendo a seta indicativa do sentido da varredura.
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Figura 22: Voltametria ciclica em eletrdlito suporte HC1O4 0,5 mol/L na velocidade de 50
mV/s entre 0,0V a +1,1V. Em (=) EG, (—) EG/PTir, (—) EG/OGr/PTir. Varredura no sentido

direto.
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Fonte: A autora.

Com a andlise da Figura 22, percebe-se que a utilizagdo do nanocomposito eletrodo de
grafite/OGr/PTir resultou também no aumento da area superficial dos eletrodos em que foi
aplicado, favorecendo também a condugdo de corrente, sendo assim, justifica-se a utilizacao
deste nanocomposito em eletrodos de grafite.

4.3 Construcao do imunossensor

4.3.1 Imobilizacdo e otimiza¢do da concentracdo do anticorpo anti troponina I (anti-Tnlc)

A Figura 23 ilustra a possivel orientacdo e imobilizacdo do anticorpo anti-Tnlc sobre a

superficie EG/GOr/PTir.
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Figura 23: Representacdo da adsor¢do fisica do anticorpo anti-Tnlc sobre EG/GOr/PTir
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Fonte: Silva, 2017 1“9,

De acordo com a Figura 23 ¢ possivel que ocorra adsor¢do fisica devido a interagdo
eletrostatica dos grupos carboxilicos (COOH") do anticorpo com os ions amoénio (NH3")
provenientes da politiramina resultando na orienta¢do desejada da por¢do Fab e posterior
formacdo do imunocomplexo. A Figura 24 mostra os voltamogramas de pulso diferencial

(VPD) utilizando anti -Tnlc em duas concentragdes diferentes, com a seta indicando o sentido

da varredura.

Figura 24: Voltamogramas de pulso diferencial em solugdo de 0,1 mol/L de KCl com
50mV/s! contendo K3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)s 5 mmol/L para EG/PTir/anti- Tnlc na auséncia
(—) e presenca de soro de paciente saudavel enriquecido com 0,4 ng/mL de Tnlc (—). (A)

Tnlc 10 pg/mL e (B) Tnlc 1 ug/mL. Varredura no sentido direto.
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Fonte: A autora.
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A Figura 24 indica que utilizando uma mesma concentracgao (0,4 ng/mL) de antigeno
troponina I no soro de um paciente saudavel diluido em tampao fosfato, o anti-Tnlc na
concentracao 1 pg/mL, apresentou picos de oxidagdo mais bem definidos e reprodutiveis. Este
resultado sugere que o impedimento estérico da superficie pode ter sido causado pela anti-Tnlc
em maiores concentragdes, visto que o ancoramento das moléculas de anticorpo pode ser
favorecido em concentragdes menores. A Figura 25 mostra em forma de histograma os valores

das correntes de pico dos voltamogramas da Figura 24.

Figura 25: Histogramas da resposta de corrente de pico usando anti-Tnlc 10 pg/mL (A) e 1

pg/mL (B).
2500
| 1
2000
i 1500 -
D
-— |
S 1
E 1000 ;
—
O |
O
500 -
n T EI_
A B

Fonte: A autora.

Com a analise da Figura 25 ¢ possivel observar valores de corrente duas vezes maiores
na utilizacao da concentracdo 1 ug/mL (B), sendo assim utilizou-se esta concentracao para a
constru¢do do imunossensor. O desenvolvimento de um imunossensor para deteccdo de Tnlc
baseando-se na imobilizagdo de anticorpos anti Tnlc em microesferas que exigiram um maior
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tempo de incubagdo e maior concentragdo de anticorpo utilizado®?, demostrando que a

metodologia simplificada para a imobilizacdo do anticorpo € eficaz e eficiente.
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4.3.3 Construcao da curva de calibragao

A Figura 26 mostra os voltamogramas para soro de paciente saudavel (diluicao 1:1 em
tampao fosfato) enriquecido com Tnlc em diferentes concentragdes (0,002; 0,006; 0,08; 1; 2;4)

ng/mL), sendo que a seta indica o sentido da varredura.

Figura 26: Voltametrias de pulso diferencial em solucdao de 0,1 mol/L de KCIl contendo
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g 5 mmol/L, 50mV/s, faixa de potencial: -0,2V e 0,6 V, para
EG/GOr/PTir/Tnlc na auséncia (—) e presenga de soro humano enriquecido com diferentes
concentragdes de Tnlc: 0,002 ng/mL (—), 0,006 ng/mL (—), 0,08 ng (), 1 ng/mL (), 2
ng/mL (—) e 4 ng/mL (). Varredura no sentido direto.
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Fonte: A autora.

Observa-se na Figura 26 uma relagdo inversa entre os valores de resposta de corrente em
fun¢do do aumento na concentracdo de Tnlc. Este decréscimo no valor de resposta de corrente
pode ser devido a oxidagdo do par redox Ki3Fe(CN)e¢/KsFe(CN)s ser dificultada frente a
formacdo do imunocomplexo. O decréscimo no valor de corrente pode ser atribuido a uma
alteracdo conformacional do imunocomplexo, com exposicao da por¢do Fab do anticorpo e/ou
promovendo seu distanciamento, causando redu¢do da transferéncia de elétrons. Na Figura 27,
demonstra-se a regressao linear de corrente/pA versus o logaritmo das concentragdes de Tnlc,

obtendo-se a equacgdo dareta I (WA) =-1918 +291,7 (-log[Troponina I], ng/mL), r = 0,998.
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Figura 27: Resposta linear e pardmetros da andlise de regressdo da curva analitica.
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Fonte: A autora.

Os limites de deteccdo e quantificagdo sdo iguais a 0,2 ng/mL e 0,7 ng/mL,
respectivamente, sendo a sensibilidade igual a 291,7 pA.mL.ng!. Os calculos realizados
compreendem: LD = (3*c)/S = (3*20,50 nA)/291,7 pA/ng/mL= 0,2 ng/mL e LQ = (10*c)/S
= (10*51,45 nA)/291,7 pA.mL.ng'= 0,7 ng/mL, sendo o desvio padrio do branco (o) =
20,50 pA e Coeficiente angular dareta (S)= 291,7 pA.mL.ng™.

O valor do limite de detec¢ao alcangado nesse trabalho mostra-se sensivel e condizente
com dados encontrados na literatura, conforme indicado no estudo de Periyakaruppan et al. %!
que alcangou o mesmo limite de deteccdo utilizando a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) como técnica de deteccdo. Este resultado mostra-se promissor, visto que
todas as analises foram feitas em soro humano, uma amostra extremamente complexa devido a
presenca de interferentes, e conseguiu-se um LD da ordem de nanogramas utilizando-se um
volume minimo de amostra (10 pL).

Realizou-se um estudo referente a concentracdo maxima de antigeno troponina I que o
imunossensor seria capaz de detectar cujo resultado encontra-se disposto na Figura 28, onde a

seta indica o sentido da varredura.
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Figura 28: Voltamogramas de pulso diferencial em solu¢do de sonda anidnica
(K3Fe(CN)e/K4Fe(CN)s 5 mmol/L e 0,1 mol/Lde KCIl com 50mV/s, entre -0,1V ¢ 0,5V. Em
(—) anticorpo anti troponina I (sonda) e (—) antigeno troponina I na concentragao (soro de

paciente saudavel enriquecido com 5 ng/mL, diluido em tampao fosfato de sodio pH=7,4).

Varredura no sentido direto.

3000 -

2500 -

N

o

(=

o
1

1500 -

1000 -

Corrente / pA

500 -

02 00 02 04 06
Potencial / V vs Ag/AgCI

Fonte: A autora.
A andlise da Figura 28 indica que em valores de concentracdo maiores ou igual a 5
ng/mL ndo ha resposta do imunossensor sendo assim, infere-se que o limite maximo de

detecgdo desse imunossensor € 4 ng/mL.

4.3.4 Estabilidade do imunossensor
Avaliou-se a estabilidade do imunossensor durante 40 dias (Figura 29) monitorando o
pico do indicador redox por VPD. As medidas foram realizadas a cada 10 dias com a adig¢do do

soro de um paciente sauddvel enriquecido com 1 ng/mL de Tnlc (diluigdo em tampao fosfato).
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Figura 29: Estabilidade do imunossensor durante 40 dias.
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Observa-se com a andlise da Figura 29 uma manutenc¢do da resposta de corrente de
100% em 30 dias e 87% em 40 dias. A producdo de um imunossensor eletroquimico para
detec¢do de troponina I utilizando um nanocompésito de OGr e nanoparticulas de ouro!™!
apresentou resultados semelhantes aos observados neste trabalho, cuja manutencdo da

resposta de corrente durou 30 dias.

4.3.5 Ensaio de seletividade

Com o intuito de avaliar o comportamento do imunossensor frente a espécies diferentes
do analito troponina I, enriqueceu-se o soro de um paciente saudavel com Troponina T, Proteina
C-reativa e T3 livre (triiodotironina) na concentragdo de 4 ng/mL e comparou-se com a resposta
de Troponina [ na mesma concentracao, sendo o resultado indicado pela Figura 30, sendo a seta

indicativa do sentido da varredura.
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Figura 30: Voltamogramas de pulso diferencial para EG/OGr/anti-Tnlc em solucdo de
0,1 mol/L de KClI contendo K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s 5 mmol/L com 50mV/s, entre -0,1 ¢ 0,6 V.
Em (—) Troponina T, (—) horménio T3, () Proteina C-reativa e (—) Troponina I em soro
de paciente saudavel enriquecido com 4 ng/mL, diluido em tampao fosfato de sodio pH=7, 4.

Varredura no sentido direto.
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Fonte: A autora.

Com a andlise da Figura 30 observou-se a resposta diferenciada entre as espécies
analisadas, visto que estas apresentaram um maior valor de corrente quando comparadas a
corrente gerada pela formacdo do imunocomplexo com a Troponina I, indicando que ndo houve
ligacdo entre o anticorpo e os antigenos usados como controle negativo. Este resultado
corrobora com a curva de calibragao, onde observaram-se maiores valores de corrente em
diminutas concentracdes de antigeno troponina I, evidenciando a formacdo reduzida do

imunocomplexo com exposi¢ao da por¢ao Fab do anticorpo.
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4.3.6 Diferenciacao entre pacientes saudaveis e doentes
A Figura 31 mostra o histograma dos valores de corrente em funcao das amostras de

soro de pacientes saudaveis (N1-N4) e pacientes acometidos por IAM (P1-P9).

Figura 31: Histograma relacionando os valores de corrente de pico obtidos na analise de

amostras de soro de pacientes saudaveis (N1-N4) e pacientes acometidos por IAM (P1-P9).
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Fonte: A autora.

A andlise da Figura 31 indica uma diferenciagdo da resposta de corrente entre os dois
tipos de pacientes, onde pacientes saudaveis apresentaram maiores valores de corrente quando
comparados aos pacientes infartados, corroborando com os demais resultados apresentados
anteriormente, onde maiores valores de corrente sdo observados quando nao existe a formagao

do imunocomplexo, favorecendo a oxidacdo do par redox.

4.3.7 Regeneracdao do imunossensor
Um imunossensor deve apresentar condicoes de reuso, a fim de economizar reagentes
e possibilitar andlises de baixo custo, sem que haja alteragiio relevante na sua reutilizagio %

A Figura 32 mostra a capacidade de regeneracdo do imunossensor em forma de

histograma.
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Figura 32: Histograma relacionando os valores de corrente de pico em fun¢do do

numero de regeneragdes do imunossensor.
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Fonte: A autora.

Com a analise da Figura 32 percebe-se que os eletrodos regenerados mantiveram a
resposta até a segunda deteccdo consecutiva, sem alteracoes significativas nos valores de
corrente de pico, sendo de 5% a variacao de resposta entre a regeneragdo 1 e a regeneracao 2.
Na regeneracao 3, a resposta do imunossensor decresceu 100%, sendo observado uma resposta

de corrente igual a zero.

4.3.8 Analises da topografia da superficie do imunossensor

Realizaram-se analises morfologicas utilizando microscopia de forga atdmica (AFM) e
microscopia eletronica de varredura (MEV) para o EG/OGr/PTir/anti-Tnlc (A),
EG/OGr/PTir/anti Tnlc/BSA (B), EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA/Soro ndo enriquecido com
Tnlc (C), EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA/Soro enriquecido com Tnlc (D), indicado na Figura 33.
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Figura 33: Imagens da topografia da superficie por AFM para EG/OGr/PTir/anti-Tnlc (A),
EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA (B), EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA/Soro nao enriquecido com
Tnlc (C), EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA/Soro enriquecido com Tnlc (D).

Fonte: A autora.

Observa-se em B que a presenca da proteina BSA sobre a superficie do EG, indicada pelos
granulos dispostos, causa diminui¢@o dos valores de rugosidade, sugerindo que as moléculas de
BSA ocupem possiveis espacos vazios entre 0 nanocomposito € os anticorpos imobilizados.
Comparando-se C e D, observa-se também a diminui¢ao da rugosidade, sugerindo que a
formagdo do imunocomplexo conferiu carater mais uniforme a superficie devido ao elevado

peso molecular dessas espécies. A Tabela 2 lista os valores de rugosidade citados.
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Tabela 2: Valores de rugosidade dos eletrodos, sendo adsor¢do da sonda (A), bloqueio da
superficie com BSA (B), incubacdo com alvo negativo (C) e incubacdo com alvo positivo (D).

Em Sa: média aritimética da rugosidade, Sz/méx: altura maxima da rugosidade e Sq/RMS:raiz

quadrada média da rugosidade.

A B C D
Sa (nm) 4,96 1,55 2,78 1,51

Sz/méx (nm) 4,10 2,53 3,31 1,82

Sq/RMS (nm) 6,44 2,12 3,72 2,02

As imagens da morfologia da superficie obtidas por MEV (Figura 34) corroboram os
resultados obtidos na anélise de AFM (Figura 33) observando-se na imagem (B) a presenga de
granulos atribuidos ao BSA e na imagem (D) uma superficie homogénea, indicando que a

formag¢ao do imunocomplexo uniformiza o eletrodo.

Figura 34: Imagens de MEV para EG/OGr/PTir/anti-Tnlc (A), EG/OGr/PTir/anti-
Tnlc/BSA (B), EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA/Soro nao enriquecido com Tnlc (C),
EG/OGr/PTir/anti-Tnlc/BSA/Soro enriquecido com Tnlc (D). Ampliagao 500.000 vezes.
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5 CONCLUSOES

Com o desenvolvimento deste trabalho conclui-se que foi possivel realizar a reducao do
oxido de grafeno sobre a superficie do eletrodo de grafite e eletropolimerizar o0 mondmero
tiramina sobre a superficie do eletrodo de grafite, formando assim eletrodos modificados com
o nanocompdsito OGr/PTir.

Sobre a superficie destes eletrodos modificados com o nanocompdsito OGr/PTir foi
possivel imobilizar o anticorpo anti troponina I como molécula de bioreconhecimento, bloquear
esta superficie com uma solu¢do de BSA e incubar esta superficie com soro de paciente
saudavel enriquecido com o antigeno troponina I (alvo).

A caracterizacdo morfologica por AFM e MEV mostrou a modificagdo da superficie do
eletrodo com as etapas de constru¢do do imunossensor, havendo uma diminui¢ao dos valores
de rugosidade com a aplicagdo da solu¢do de BSA e formac¢do do imunocomplexo, indicando
uma superficie mais uniforme e homogénea.

A curva de calibracdo obtida usando soro enriquecido com Tnlc indicou um limite de
deteccao baixo (0,2 ng/mL), resultado promissor levando em consideracao a complexidade da
amostra utilizada.

O imunossensor demonstrou boa performance frente a sua capacidade de regeneracao,
necessita de pequeno volume de amostra de soro humano e boa estabilidade, visto que manteve
100% de sua resposta de corrente em até 30 dias de sua fabricacao,

O imunossensor foi capaz de diferenciar amostras de soro de pacientes saudaveis (ndo
acometidos por IAM) e doentes (acometidos por IAM), mostrando assim sua viabilidade como

metodologia analitica.
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