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RESUMO

Infarto Agudo do Miocérdio (IAM) é uma doencga cardiovascular e esta entre as
principais causas de mortes no mundo. Pacientes que sdo atendidos em pronto-
atendimentos com suspeita de IAM passam por exames de atividade elétrica cardiaca
e busca por biomarcadores de lesdo cardiaca, geralmente troponinas e creatina-
quinase. A deteccao desses biomarcadores pode ser feita utilizando biossensores,
sao dispositivos analiticos capazes de converter uma resposta biolégica em um sinal
de outra natureza. O objetivo desse trabalho foi construir um biossensor eletroquimico
utilizando matrizes poliméricas enriquecidas com nanomateriais, tendo como alvo
marcadores biologicos para IAM. Para isso matrizes foram colocadas em contato com
a superficie dos eletrodos e a funcionaliza¢@o por meio da deposi¢éo do polimero foi
induzida através da passagem de corrente. Posteriormente a modificacao foi validada
a partir de leituras de voltametria ciclica. Através de microscopia eletrénica de
varredura foi constatado que ndo houve alteracdo na superficie microscépica dos
eletrodos tratados. Entretanto, a modificacdo foi capaz de melhorar o sinal de leitura,
aumentando a area ativa, a densidade de corrente e homogeneizando as leituras entre
os eletrodos. Duas estratégias de reconhecimento de analito foram propostas, uma
chamada de sanduiche, utilizando dois anticorpos para reconhecimento das
moléculas e a outra chamada de direta. No caso da detec¢do direta a amostra foi
colocada diretamente sobre a superficie do eletrodo modificado. As duas estratégias
foram capazes de diferenciar amostras positivas de negativas. A utilizacdo dessa
metodologia traz vantagens pelo fato de as matrizes poliméricas serem de facil
obtencdo e o0 processo de modificagcdo simplificado, além de poderem ser
enriguecidas com diversos materiais. Garantir que a etapa de funcionalizacdo do
eletrodo seja eficiente é essencial para a construcdo de um biossensor, pois garante
também que a deposicdo das moléculas de captura se dé de maneira semelhante a
cada repeticdo. A possibilidade de se ter um biossensor que nao utilize marcadores
ou reagentes € uma vantagem quando se fala em praticidade e baixo custo. Por fim,
nanomateriais associados a estruturas poliméricas foi uma maneira eficiente de
estabilizar e modificar a superficie de eletrodos screen-printed e a plataforma aqui
desenvolvida pode ser aprimorada para se tornar uma ferramenta clinica para
diagndstico de IAM.

Palavras-chave: Infarto agudo do miocardio; Marcadores cardiacos; Matriz
polimérica, Modificacéo superficie de eletrodo;



ABSTRACT

Acute Myocardial Infarction (AMI) is a cardiovascular disease and is among the
leading causes of death worldwide. Patients who are seen in emergency rooms with
suspected AMI undergo examinations of cardiac electrical activity and search for
biomarkers of cardiac injury, usually troponins and creatine kinase. The detection of
these biomarkers can be done using biosensors, they are analytical devices capable
of converting a biological response into a signal of another nature. The objective of this
work was to build an electrochemical biosensor using polymeric matrices enriched with
nanomaterials, targeting biological markers for AMI. For this, matrices were placed in
contact with the surface of the electrodes and functionalization through polymer
deposition was induced through the passage of current. Subsequently, the modification
was validated based on cyclic voltammetry readings. Through scanning electron
microscopy, it was found that there was no change in the microscopic surface of the
treated electrodes. However, the modification was able to improve the reading signal,
increasing the active area, the current density and homogenizing the readings between
the electrodes. Two analyte recognition strategies have been proposed, one called
sandwich, using two antibodies to recognize molecules and the other called direct. In
the case of direct detection, the sample was placed directly on the surface of the
modified electrode. The two strategies were able to differentiate positive from negative
samples. The use of this methodology has advantages because the polymeric matrices
are easy to obtain and the modification process simplified, in addition to being enriched
with different materials. Ensuring that the electrode functionalization step is efficient is
essential for the construction of a biosensor, as it also ensures that the deposition of
the capture molecules takes place in a similar way with each repetition. The possibility
of having a biosensor that does not use markers or reagents is an advantage when it
comes to practicality and low cost. Finally, nanomaterials associated with polymeric
structures were an efficient way to stabilize and modify the surface of screen-printed
electrodes and the platform developed here can be improved to become a clinical tool
for the diagnosis of AMI

Keywords: Cardiac biomarkers; Heart failure; Electrode surface’s enhanced;
Polimeric matrix.
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1. INTRODUCAO

1.1. Infarto Agudo do Miocérdio

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) Doencas cardiovasculares
(DCV) séo a primeira causa de morte no mundo, atingindo cerca de 17,9 milhdes de
pessoas a cada ano. DCVs sdo um grupo de desordens que atingem vasos
sanguineos e o coracdo, incluindo doengas coronarianas, cerebrovascular, dentre
outras. A cada cinco mortes por DCV, quatro sdo devido a paradas cardiacas e
acidente vascular encefélico (AVE) e um terco dessas mortes acontece em pessoas
abaixo de 70 anos (WHO, 2020).

Dentre as DCV se destaca o Infarto Agudo do Miocardio (IAM), uma Sindrome
Coronéria Aguda (SCA) caracterizada pela morte de cardiomidcitos. Geralmente
provocada pelo desbalanco entre a demanda e a oferta de suprimento sanguineo ao
tecido cardiaco (perfusdo), provocado pela obstrucdo de uma artéria coronariana, o
gue leva a um quadro de isquemia e posterior leséo tecidual (THYGESEN et al., 2018).

Em casos de IAM tipicos a obstrucdo é ocasionada por uma sequéncia de
eventos que se iniciam com a mudanca morfolégica de uma placa aterosclerotica,
desencadeando a formacé&o de trombos e ativando fatores da cascata de coagulacao.
Na grande maioria dos casos, o IAM esta associado com a pré-existéncia de doencas
vasculares que levam a formacao de placas aterosclerdticas. Casos mais escassos
sdo causados por outros doencas circulatérias e/ cardiacas ou casos agudos que
levam a formacao de estruturas capaz de causar entupimento dos vasos (ROBBINS).

Um quadro de isquemia grave causa perda de contratilidade dentro de alguns
segundos, e em resposta a essa perda, ha insuficiéncia cardiaca. Antes mesmo de
gue haja morte celular com les&o tecidual. Quando esse quadro persiste por alguns
minutos ha de fato necrose com dano tecidual irreversivel (ROBBINS).

Uma leséo irreversivel em células cardiacas provoca rompimento da membrana
celular e, consequentemente, extravasamento de conteudo interno, incluindo
proteinas. Algumas dessas proteinas podem ser usadas como marcadores para
diagnosticar a extensdao do dano celular. Apés a lesado, a cinética dos marcadores
depende de fatores como: compartimento intracelular das proteinas, tamanho das
moléculas, fluxo regional linfatico e sanguineo, e taxa de depuracdo do marcador
(APPLE, 1999; BIGNAMI et al., 2009; CHACKO et al., 2018).
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A descoberta desses marcadores trouxe vantagens para a clinica na hora do
diagnéstico, pois, os sintomas apresentados pelo paciente podem ser confundidos
com um acometimento gastrointestinal ou desordens pulmonares, por ter
apresentacoes clinicas atipicas (DRACUP et al., 1995). Isso faz com que o paciente
esteja suscetivel ao agravamento do quadro clinico, correndo risco de vida.
Anteriormente aos diagnosticos usando marcadores de lesdo cardiaca, pacientes com
dores toracicas agudas eram diagnosticados para IAM somente por meio do exame
de eletrocardiograma (ECG) (THYGESEN et al., 2018).

O eletrocardiograma € capaz de quantificar a atividade elétrica do musculo
cardiaco. Atividade essa que apresenta intensidade diferente para cada uma das
cavidades desse 6rgdo. O que gera um grafico caracteristico e, como no IAM ha perda
de atividade celular, ha, consequentemente, perda de atividade elétrica. Essa
alteracéo pode ser observada em um exame de ECG (STRIDH et al., 2001). Embora
haja uma baixa sensibilidade, a eficacia dos testes depende em sua maior parte do
profissional que o avalia, 0 ECG tem fundamental importancia para o diagndstico de
IAM. E, a depender da situagao, tem seu resultado associado a testes de marcadores
cardiacos para um diagndstico decisivo (SCHIFF et al., 2003; UPASHAM et al., 2018).

1.1.1. Marcadores de Lesao Tecidual Cardiaca

Um biomarcador de leséo tecidual cardiaca deve ter caracteristicas como: )
sensibilidade suficiente para, em pequenas quantidades, indicar dano cardiaco; 1) ser
especifico do tecido muscular cardiaco; Ill) informar a severidade da lesdo e um
prognéstico da doenca; 1V) mostrar a eficiéncia de um tratamento de reperfusao
cardiaca; V) distinguir entre lesdes reversiveis e irreversiveis; VI) ndo ser detectado
em pacientes que ndo tenham dano cardiaco; VII) facil de ser mensurado e estavel
em condi¢Oes de armazenamento duradouras (AYDIN et al., 2019).

Tradicionalmente, algumas enzimas como alanina amino transferase (ALT),
aspartato amino transferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH) eram utilizadas
como marcadores de lesédo tecidual cardiaca. Estudos posteriores mostraram que
essas enzimas nao eram tdo eficientes por apresentarem baixa especificidade.
Rotineiramente, tem se utilizado as creatinoquinase, por¢édo MB (CK-MB), mioglobina
e troponinas cardiacas (Tnc) no diagndéstico. Esses biomarcadores tem importancia
também ao determinar a gravidade da leséo, fornecendo informacdes de prognostico
(APPLE, 1999; WEBER et al., 2005; AYDIN et al., 2019).
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Creatinoquinase (CK), também conhecida como adenosina-5-trifosfato ou
creatina fosfotransferase, dentre outros (figura 1), catalisa a transferéncia reversivel
de um grupo fosforil do ATP para a creatina, produzindo a fosfocreatina (PCr) e ADP
(TEIXEIRA & BORGES, 2012).

Figura 1. Estrutura quimica da creatinoquinase
(CK)

Fonte: PubChem. Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5957#
section=Structures. Acesso em: 10 jun. 2020

Existem quatro isoformas de CK que sdo nomeadas de acordo com o tecido
em que sdo encontradas e isoladas histologicamente. Duas dessas isoformas séo
citosdlicas e duas mitocondriais. As duas CK’s tecido-especificas (musculo ou
cérebro) sao citosdlicas e existem em homodimeros (CK-MM e CK-BB) em condi¢des
fisiologicas. Mais tarde foram identificadas a associacdo dessas porcdes (CK-MB),
composta pelo monGmero muscular (M) e cerebral (B). Essa organizagdo em
heterodimeros aparece frequentemente durante o desenvolvimento embrionario em
tecido muscular esquelético, persistindo durante a vida adulta em tecido muscular
cardiaco (APPLE, 1999; TEIXEIRA & BORGES, 2012).

Embora amplamente utilizada na prética clinica, o uso da CK-MB, tem algumas
limitagBes, sendo a maior delas o fato de sua concentragéo sérica se elevar em casos
de danos em tecido muscular ndo cardiaco. As subformas, CK-MB, sdo empregadas
como marcadores precoces, menos de seis horas apds a lesdo. Como ha uma
dificuldade na especificidade, costumam ser empregadas associadas a deteccao de
outros marcadores (APPLE, 1999; LIM et al., 2019).

Um segundo marcador de lesao tecidual cardiaco é a Troponina cardiaca (Tnc),
proteina do complexo de regulagdo miofibrilar atuantes no processo de contragédo
muscular. A Tnc é formada por trés subunidades: troponina T (TnTc), troponina | (Tnic)
(figura 2) e troponina C. Nenhuma das trés subunidades é expressa em musculo liso,

porém a troponina C é co-expressa em fibras musculares de contracdo lenta, e,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5957#section=Structures
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5957#section=Structures
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portanto, ndo é considerada um marcador especifico. Comparadas aos marcadores
mencionados anteriormente, as troponinas (TnTc e Tnlc) possuem maior
especificidade e sensibilidade para deteccdo de IAM (APPLE, 1999; WEBER et al.,
2005; BIGNAMI et al., 2009; TWERENBOLD et al., 2017).

Figura 2. Estrutura quimica da troponina | (Tnlc)

Fonte: PubChem. Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/44152811#secti
on=2D-Structure. Acesso em: 10 jun. 2020

As troponinas séo liberadas na corrente sanguinea e podem ser detectadas em
um periodo de aproximadamente duas a oito horas apds o IAM atingindo pico de
concentracdo dentro de um a dois dias. E, podem permanecer detectaveis até cerca
de cinco a dez dias depois (FATHIL et al., 2015; MYTHILI & MALATHI, 2015).

Geralmente as troponinas estdo dentro dos valores normais em até 20% de
pacientes recém-admitidos em um Estabelecimento de Atengéo a Saude (EAS) e que
mais tarde confirmam diagndstico para IAM. Como a quantidade desse marcador na
corrente sanguinea aumenta com o tempo apos a lesdo, a medida de maneira seriada,
com acompanhamento de aumento ou diminuicdo dos niveis, € importante para um
diagnéstico correto (HOELLER et al., 2013).

A sensibilidade do teste vai determinar o limite de quantificacdo desse
marcador. O limiar indicativo de lesdo cardiaca é variavel de acordo com a
metodologia utilizada, porém, uma quantidade equivalente a 0,1 ng. mL* de Tnc ja é

considerada suficiente para indicar um quadro de micro IAM enquanto cerca de 100


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/44152811#section=2D-Structure
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/44152811#section=2D-Structure
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ng. mL? indica um dano em uma regido grande de tecido (FATHIL et al., 2015;
UPASHAM et al., 2018).

LIM et al. (2019) prop6s um biossensor multiplex, isto é, capaz de detectar de
maneira simultanea mais de um marcador cardiaco. Este sistema, também chamado
de point-of-care (POC), é baseado em microfluidica associado a uma camera de
smarthphone (deteccao Optica) e foi capaz de chegar a um resultado quantitativo em
menos de uma hora.

A demanda por diagnésticos sensiveis e rapidos aumentou o interesse pelo
desenvolvimento de novos sensores para deteccéo de troponinas cardiacas. H4 uma
variedade de métodos utilizados, incluindo Imunoensaio Enzimatico (ELISA),
Imunoensaio de Quimiluminescéncia, deteccdo elétrica, ressonancia plasmonica de
superficie (SPR), dentre outros, utilizando diferentes sistemas de revelacéo dos testes
(SANATI et al., 2019)

Quando se compara biossensores baseados em deteccdo 6ptica com aqueles
que utilizam deteccdo eletroquimica os primeiros possuem equipamentos mais
robustos e exigem uma infraestrutura que frequentemente é mais cara. Isso explica o
aumento no numero de pesquisas que buscam o desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos observado em publicacdes recentes (SANATI et al., 2019).

O investimento no desenvolvimento de biossensores, independente de sua
natureza, se justifica por caracteristicas que esses dispositivos apresentam como:

deteccdo rapida, alta sensibilidade e especificidade, baixo custo e facil miniaturizacéo.

1.2. Biossensores

1.2.1. ConsideragOes Gerais

Ha relatos de estudos envolvendo o uso de sensores desde meados do século
passado e vérias definicbes sdo dadas para essa tecnologia. HULANICKI et al. (1991)
dividiu os sensores em dois grupos: sensores quimicos, capazes de transformar um
sinal quimico em um outro sinal detectavel; e sensores fisicos, aqueles capazes de
captar sinais fisicos. De maneira um pouco mais detalhada, um sensor quimico é
capaz de transformar informagfes quimicas - variando desde um componente
especifico até a composicéo total do sistema - em um sinal analiticamente Gtil. J& um
sensor fisico, € capaz de fornecer informacgdes sobre propriedades fisicas (mecanicas,
térmicas etc) do sistema (DE MARCELLIS & FERRI, 2011).
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Dentro do campo dos sensores, existem os biossensores, que sao dispositivos
analiticos capazes de converter um sinal biolégico em uma resposta elétrica. O
primeiro exemplo de biossensor, desenvolvido por Clark e Lyons em 1962, foi feito
utilizando a enzima glicose-oxidase adsorvida em uma membrana de diélise sobre
uma sonda de oxigénio. A adicdo da glicose determinava o decréscimo da
concentracdo de oxigénio de maneira proporcional (CLARK & LYONS, 1962).

Em geral, os biossensores podem ser divididos em duas partes: uma camada
de reconhecimento biolégico (formada por bioreceptores de diferentes naturezas) e
um transdutor de sinal, responsavel por converter a resposta analitica ao dispositivo
de interpretacdo (PALCHETTI & MASCINI, 2010). Essas duas partes estdo
interligadas e classificam esses dispositivos.

Os biossensores sao categorizados por principios basicos do transdutor e pelos
elementos biologicos de reconhecimento. Pelo transdutor, os biossensores podem ser
classificados como Oticos, piezoelétricos, térmicos e eletroquimicos (figura 3). E,
dentro do grupo de biossensores eletroquimicos, existem o0s potenciométricos
(quantificam potencial ou acumulo de carga na superficie), amperométricos (corrente
mensuravel) e condutimétricos (medem a variagdo na condutividade do meio)
(THEVENOT et al., 2007).

Figura 3. Esquema da estrutura de um biossensor

Analito fixagio

A '
e #* Processamento
Piezoelétrico de SillaiS
. '
| RN T

A e .
" .

Elemento de _n

reconhecimento

biologico

“ Proteina fsDNA ' Enzima "{ Anticorpo

Fonte: Elaborado pelo autor. O analito se refere & amostra a ser analisada, o elemento de
reconhecimento bioldgico se trata da biomolécula utilizada. A matriz de fixagdo e o transdutor
estdo diretamente relacionados. O sinal adquirido pelo transdutor € processado e depois a
aplicag&o esté no biossensor ja pronto.
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Ha um grupo de materiais bioldgicos que sdo geralmente utilizados para a
producdo de biossensores, dentre 0s quais: enzimas ou outros elementos bioldgicos
baseados em enzimas, que representam uma classe de biossensores chamados de
cataliticos; Lectinas, acidos nucleicos (DNA e RNA), anticorpos e ligantes sintéticos,
gue dao nome a classe de biossensores com reconhecimento por afinidade. Dentro
dessa ultima subdivisdo, para biossensores com reconhecimento por anticorpo, da-se
0 nome de imunossensores. Esse entendimento é fundamental, pois, a escolha
adequada da camada biolégica, em conjunto com o transdutor a ser utilizado, esta
diretamente ligada a eficiéncia de reconhecimento do biossensor em desenvolvimento
(PALCHETTI & MASCINI, 2010; MEHROTRA, 2016).

1.2.2 Biossensor Eletroquimico

Biossensores eletroquimicos tém como principio fundamental o movimento de
ions e difusdo de espécies eletroativas. No caso de reconhecimentos por afinidade a
deteccdo dessas espécies, consumidas ou geradas, € feita durante o processo de
oxidacdo e reducdo de uma sonda eletroquimica utilizada (MEHRVAR & ABDI,
2004).4

O sistema, de maneira geral, € formado por: um eletrodo referéncia que
normalmente é feito de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl); um eletrodo auxiliar; e um
eletrodo de trabalho. O eletrodo de trabalho funciona como um elemento transdutor
da reacdo, além de ser o local onde as moléculas de reconhecimento biolégico sdo
acopladas. O eletrodo de referéncia mantém o potencial de trabalho estavel
(GRIESHABER et al., 2008).

Os eletrodos no sistema eletroquimico sdo conectados a um potenciostato e
conectados entre si através de uma solucdo contendo uma espécie eletroativa de
interesse com excesso de eletrolito suporte, inerte a reacdo. E esse eletrolito o
responsavel pelo controle difusional das espécies (GANDRA et al., 2004).

No campo da eletroquimica existe uma técnica amperométrica chamada de
voltameria, fundamentada nos fenbmenos que ocorrem na interface do eletrodo de
trabalho. A interface € a regido formada pela superficie desse eletrodo e uma camada
fina de solugdo adjacente. Tal técnica é considerada dindmica, pois a célula
eletroquimica € operada na presenca de uma corrente elétrica, medida em funcéo de
um potencial controlado (aplicado entre o eletrodo de trabalho e o referéncia). Assim,

nesse caso, a informacdo do analito € obtida em funcdo da magnitude da corrente
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elétrica que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, permitindo a
construcdo de um sensor qualitativo e quantitativo (PACHECO et al., 2013).

Imunossensor eletroquimico, um tipo de sensor com reconhecimento por
afinidade, foi a plataforma escolhida para a realizacdo deste trabalho. Esses
dispositivos possuem aplicacdes desde industriais a ambientais, sendo também
frequentemente utilizados em situacBes hospitalares, como monitoramento e
diagnostico. Possuem como base para construgdo a imobilizacdo de anticorpos
(elemento de reconhecimento biolégico) em eletrodos quimicamente modificados
(SOARES, 2011; KOYUN et al., 2012).

Como ja mencionado anteriormente, 0s elementos biolégicos de
reconhecimento sao imobilizados na superficie do eletrodo de trabalho. Para essa
imobilizacdo existem alguns métodos mais frequentemente utilizados, dentre eles:
adsorcao, aprisionamento, ligacdes covalentes, cruzadas e por afinidade. No método
de aprisionamento, geralmente sdo usados polimeros condutores para modificar a
superficie do eletrodo de trabalho. Ja as ligacdes covalentes sdo importantes pois
evitam que o elemento biol6gico nédo seja liberado na solucdo (BANICA, 2012a).

Outro ponto que deve ser observado € que a reacao acontece basicamente na
interface entre eletrodo-solucdo. De maneira simplificada, a leitura obtida se baseia
no fluxo ordenado de elétrons que surge das reacbes quimicas que acontecem
naquele ambiente. Induzidas por um potencial externo conhecido. Considerando esse
fato, o processo de modificacéo da superficie do eletrodo e a forma como as moléculas
sdo adsorvidas interferem diretamente na resposta a obtida (FERNANDES &
KUBOTA, 2001).

A evolugdo de sensores enzimaticos, relacionados com esse tratamento de
superficie, classifica-os em geracdes: primeira, segunda e terceira. Sdo agrupados de
acordo com o processo envolvido na transferéncia de carga, reconhecimento do
analito e processamento de sinal. Nos biossensores de primeira geracdo, o
acoplamento eletrénico entre a enzima e o eletrodo € baseado na eletroatividade do
substrato da enzima ou do produto formado na reacdo bioquimica. Nessa
configuracdo é necessario utilizar altos potenciais, 0 que pode comprometer a
eficiéncia do elemento de reconhecimento (GORTON et al., 1999; CHAUBEY &
MALHOTRA, 2001; FREIRE et al., 2003).

Em biossensores chamados de segunda geracdo sao utilizados mediadores,

pequenas moléculas redox ativas, livres em solugdo ou imobilizados juntamente com
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a biomolécula. Os mediadores atuam como compostos intermediarios, realizando
transporte de elétrons entre o sitio ativo da enzima e o eletrodo. Essa configuracdo
implica na utilizagdo de um potencial reduzido. Naqueles biossensores de terceira
geracdo a transferéncia eletrdnica entre o sitio ativo da enzima e a superficie do
eletrodo se da de maneira direta. O desempenho desse tipo de biossensor esta
diretamente relacionado, portanto, com a metodologia de imobilizacdo utilizada
(GORTON et al., 1999; CHAUBEY & MALHOTRA, 2001; FREIRE et al., 2003).

1.2.3 Modificagéo do eletrodo

As modificacbes nas superficies dos eletrodos tém como objetivo controlar a
reatividade da interface para imobilizacdo e transferéncia de carga, favorecendo a
adeséao do elemento de reconhecimento, e frequentemente tém sido associadas a um
aumento da estabilidade e reprodutibilidade do imunossensor e melhora na qualidade
do sinal captado (CAl et al., 2014).

Estudos recentes tém demostrado a possibilidade de se utilizar polimeros
sintéticos como matriz para imobilizacdo de biomoléculas, os quais podem servir
como intermediarios na interacdo entre o elemento de reconhecimento e o eletrodo,
além de auxiliar na transducédo do sinal elétrico, melhorando o tempo de resposta,
sensibilidade e limite de deteccédo de biossensores. Polimeros sdo compostos que
possuem alta massa molar, formados pela repeticdo de muitas unidades quimicas
(mondémeros) (TUNCAGIL et al.,, 2011; ARREDONDO et al.,, 2012; PAROLO &
MERKOCI, 2013).

Materiais em escalas nanométricas também podem ser usados para configurar
contato elétrico, melhorando a condutividade local e, consequentemente, o sinal a ser
captado. Sao exemplos desses materiais: nanoparticulas metdlicas, funcionalizadas
ou ndo; nanomateriais de carbono (principalmente os nanotubos de carbono — NTC),
e nanofibras constituidas por polimeros (BANICA, 2012b).

FERREIRA (2017) demonstrou a possibilidade de se usar polimeros hidrofilicos
e hidrofébicos associados em uma matriz formada por fibras micro e nanométricas
como estrutura carreadora. A associacdo permitiu uma liberacdo mais eficiente,
inclusive de compostos produzidos juntamente com a matriz. A possibilidade de
controlar a cinética de liberacdo dessas estruturas permite que elas sejam usadas em
diversas aplicacdes, como no tratamento da superficie de eletrodos para construcao

de sensores.
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O aumento nas buscas por cada vez mais opcdes de biossensores, para as
mais variadas aplicacdes, estd nas caracteristicas vantajosas desses dispositivos
quando comparados a técnicas de diagnostico existentes no mercado. Biossensores
apresentam menor tempo de processamento de andlise de amostra (de minutos a
horas), possibilidade de integracéo, analise em tempo real e ndo exigem locais com
estruturas fisicas complexas (NAKAMURA & KARUBE, 2003).

Um exemplo da contribuicdo da evolug&o nos estudos com biossensores e sua
aplicacdo na &rea médica sdo o0s sensores para deteccao de glicose. Esses sensores
vém sendo aprimorados desde aquele criado por Clark em 1962. Desde a década de
70 até o ano 2000 algumas geracoes de dispositivos foram criadas, baseadas em
formas mais eficientes de reconhecimento do analito. Esses sensores auxiliam no
diagndstico e monitoramento de pacientes com diabetes (METKAR & GIRIGOSWAMI,
2019).

Além da deteccdo rapida, seletividade e sensibilidade fazem com que
biossensores tenham aplica¢gBes clinicas em quadros onde o tempo de resposta é
fundamental para a tomada de decisdo. A possibilidade de miniaturizacdo e custo
reduzido garante mais acessibilidade a esse tipo de dispositivo, sendo uma ferramenta
importante de auxilio ao diagndstico. Podendo, portanto, ser uma alternativa na

investigacdo de casos de Infarto Agudo do Miocardio (IAM) (LEE et al., 2015).
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2. OBJETIVO GERAL

Construir um sensor eletroquimico utilizando estruturas nanométricas, tendo

como alvo marcadores biolégicos para IAM

2.10bjetivos especificos

Obter uma estrutura a base de polimeros sintéticos capaz de modificar a area
de trabalho de eletrodos screen-printed,;

Caracterizar as estruturas poliméricas obtidas;

Validar a modificagéo do eletrodo proposta,

Otimizar e validar a fixacdo de anticorpos a superficie de trabalho;

Verificar o reconhecimento de marcadores cardiacos CK-MB e Tnlc pelos
respectivos anticorpos;

Construir uma curva de calibracdo para quantificar os marcadores cardiacos;
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o eletrodo comercial do modelo
screen-printed DRP110 da marca DropSens® (Oviedo, Espanha). Esse modelo é
constituido por trés eletrodos, sendo um eletrodo de trabalho e um contra eletrodo,
ambos feitos de grafite, e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Também foram
utilizados potenciostatos portateis comercializados pela PalmSens® (Houten,
Holanda) modelos PaimSens3 e EmStat Blue operados pelo software PSTrace 5.8
para Windows®. A solucéo de ferricianeto/ferrocianeto Ks[Fe(CN)s]/ Ka[Fe(CN)s] 5mM
dissolvido em tampdo cloreto de potassio (KCI) 100 mM com pH neutro foi utilizado

como sonda eletroquimica para todos os testes.

3.1. Producdao e caracterizacdo das matrizes poliméricas

3.1.1. Obtenc¢éo das matrizes poliméricas

As matrizes foram produzidas no Laboratério de Materiais e Biosistemas (LAMAB)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Para a confeccao utilizamos Poliacido
latico (PLA — 7500 g.mol) obtido da Biomater (Sdo Paulo, SP, Brasil) como polimero
hidrofébico. E, como polimero hidrofilico, o polietilenoglicol (PEG - 8000 g.mol?) obtido
da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para enriquecer as matrizes, utilizamos NTC
comerciais e Rodamina 6G (R6G), ambos obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA). A mistura de polimeros foi solubilizada em Cloroférmio (CHCI3).

As matrizes compostas pela blenda polimérica de PLA e PEG (PLA/PEG) foram
enriquecidas de diferentes maneiras (de acordo com a tabela 1). A proporcdo dos
polimeros se manteve constante para todas as situacdes e foram preparadas através
da solubilizacdo (15%, m/ v) em cloroférmio, na proporcao de 30% (m/ m) do PEG em
relacdo ao PLA. Quando enriquecidas, a R6G e o NTC foram adicionados a 1.0 % em
peso em relacéo ao peso total do polimero (PLA / PEG) em solucdo. Nas técnicas de
caracterizacao, a matriz contendo apenas polimero (PLA/PEG) foi utilizada como um

controle.
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Tabela 1. Composi¢édo das matrizes poliméricas

Amostra Composicao
NTC PLA/PEG + NTC
R6G PLA/PEG + R6G

NTC_R6G PLA/PEG + NTC+R6G

As matrizes poliméricas foram obtidas via Solution Blow Spinning (SBS)
conforme descrito por (MEDEIROS et al., 2009). Os equipamentos utilizados para
esse sistema consistem em: um compressor de ar; uma bomba de vazdo para a
ejecdo da solucdo polimérica; um mandémetro para controle da pressdo; bicos
concéntricos e um cilindro oco envolto em papel aluminio acoplado na posicdo

horizontal a um agitador mecanico (figura 4).

Figura 4. Organizacao dos elementos para producao da matriz polimérica

‘ Manémetro ‘

r-y
v

Gas pressurizado ‘ ‘ Bomba de injecdo ‘

‘ Coletor ‘

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Os parametros de pressao, velocidade de ejecao, distancia do coletor e velocidade
de rotac&o foram fixados para todas as amostras. As matrizes foram formadas a uma
pressado de 50 Psi, com uma ejecéo de 7,2 mL. h't. O coletor foi posicionado a uma
distancia (d) de 10 cm a uma velocidade de rotacdo de 600 rpm.
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3.1.1 Termogravimetria (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas utilizando-se o equipamento Shimatzu
DTG 60 H em atmosfera de argdnio a um fluxo de 50 mL. min-t. As amostras, com um
peso em torno de 10,0 mg, foram aquecidas em cadinho de aluminio a partir da

temperatura ambiente até 600°C, com taxa de aquecimento de 10 °C. min,
3.1.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC; SHIMADZU DSC-60PIus) foi realizada
em atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 50 mL. min-t. As amostras com um peso em
torno de 8,0 mg foram aquecidas em cadinho de aluminio a partir da temperatura
ambiente até 180 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C. min’. Foi registrada a
temperatura de fusao (Tm), a entalpia de fusédo (Hm) e a temperatura de cristalizacéo
a frio (Tcc).

3.2Modificacdo dos eletrodos utilizando as matrizes poliméricas

As matrizes foram recortadas em discos de aproximadamente 4 mm de diametro
e 0,3 mm de espessura. Os discos foram posicionados na area de trabalho do eletrodo
e para induzir a eletrodeposicdo. Foram feitas leituras consecutivas em voltametria
ciclica a uma velocidade de varredura de 0,1 V. s™*. Depois das leituras, os discos
foram descartados e os eletrodos lavados com agua deionizada e secos com jatos de
ar. Apés esse processo, os eletrodos foram considerados estaveis e prontos para uso.

Como critério de comparacao, uma solucdo de R6G foi usada também para
estabilizar os eletrodos e em eletrodo previamente estabilizado. O teste foi feito
utilizando uma aliquota de 2 L de solugéo contendo 500 pg. mL* de R6G diluida em
agua destilada, em cada eletrodo (RIELLO, 2019). Procedeu-se da mesma forma para

a eletrodeposicéo dos polimeros.

3.3Validacédo da modificacdo do eletrodo

Apés as modificagBes dos eletrodos foram feitos testes para validar esse processo

e verificar as caracteristicas da superficie modificada.

3.3.1 Eficiéncia da superficie modificada

Apo6s a modificagdo, foram feitos testes para avaliar se, além de estabilizar a

superficie, a deposi¢do dos polimeros na superficie do eletrodo também permitia a
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deposicdo de moléculas ou nanomateriais. Nesses testes foram usados anticorpos
(IgG) diversos, diluidos em PBS-1X, disponiveis no laboratério para uso em ensaios
de deteccdo especifica do tipo antigeno-anticorpo. Como um exemplo de
nanomaterial a ser utilizado na construcdo de biosensores, usou-se nanocristais de
Zn0:01Au numa concentracdo de 10 mg. mL, dispersos em agua destilada. Para o
teste colocou-se 2 pL das solugdes, tanto de anticorpo quanto de nanocristais, na
superficie de trabalho dos eletrodos e esperou-se secar em temperatura ambiente
(TA) por aproximadamente 5 minutos. Foi feita uma leitura em voltametria ciclica em
velocidade de varredura de 0,1 V.s™.

3.3.2 Calculo da area ativa

Para calcular a area ativa do eletrodo antes e depois da modificacdo, foi
utiizada a equacdo de Randles-Sevcik (equacdo 1) para reacles reversiveis a
temperatura ambiente. Para isso, foram feitas voltametrias ciclicas nas velocidades
de varredura de: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,1; 0,2 V.s. A area geométrica do eletrodo

de trabalho foi de 0,041r. r2. cmZ.
Ip = 2,69x1075.13/2. AD}/*.Cv¥/2 (I)

Onde:

Ip = corrente maxima (em A);

n = numero de elétrons na transferéncia no par redox (geralmente 1);

A = area do eletrodo (em cm?);

D = coeficiente de difusdo (cm?. s™);

C = concentragdo (mol. cm-3);

v = velocidade de varredura (V. s);

Os valores de pico de corrente (oxidacao) foram substituidos na férmula (1) e o
valor de area para cada velocidade de varredura obtido. Esses valores foram entéo
plotados em um gréafico de corrente por raiz quadrada da velocidade de varredura. A
area para cada modificacao foi obtida pela inclinacdo da reta formada com os valores
obtidos.
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3.4Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises foram feitas no laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (1Q-UFU).

A morfologia das matrizes poliméricas e da superficie do eletrodo foram
observadas utilizando um microscopio eletrénico de varredura (Marca Vega3
TESCAN) operado a 20 kV. Previamente as andlises, as amostras tiveram suas

superficies recobertas com uma camada de 10 nm de ouro.

3.5Montagem do biossensor

Para a montagem da plataforma foram utilizadas mais de uma estratégia para
deteccdo dos marcadores cardiacos. As moléculas bioldgicas utilizadas estéo listadas
na tabela 2, bem como as siglas que foram usadas para identifica-las neste trabalho.
Os anticorpos utilizados foram obtidos da empresa Abcam (Cambridge, Reino Unido).
As amostras de soro foram obtidas no banco de amostras do laboratério, sendo
utilizadas 10 amostras de soro negativo, paciente sem historico de 1AM e 8 positivas,
amostras com diagndéstico de IAM confirmado pela quantificacdo de marcadores
cardiacos. Os calibradores foram cedidos pelo Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). Trata-se de
amostras de soro com quantidade conhecidas de troponina cardiaca (18 ng. mL* de
Tnlc e 2 ng. mL* de TnTc) ou de CK-MB (56,4 ng. mL™1).

Em uma das estratégias empregadas, foram utilizadas particulas magnéticas
esféricas de didmetro nanométrico Pierce™ NHS-Activated Magnetic Beads (88827),
adquiridas da empresa Thermo Scientific. As particulas ja estavam ativadas com
grupamento NHS e foram utilizadas para acoplar os anticorpos. O protocolo de
acoplamento foi feito seguindo as orientacdes do fabricante disponivel no sitio

eletronico da empresa.

Tabela 2. Identificagdo das biomoléculas que foram usadas nesse trabalho

Molécula Identificacéo

Anti-Troponina | cardiaca (ab47003) Anti-Tnlc

Anti-Creatina Kinase MB (ab31832) Anti-CKMB
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Proteina Cardiaca Nativa Troponina | Tnlc
(0,9 mg. mL1) (ab9936)
Proteina Recombinante Humana CKMB

Creatinoquinase por¢do MB (ab73647)

Soro Negativo para IAM Negativo
Soro Positivo para IAM Positivo
Calibrador (Tnc) Cal. A
Calibrador (CK-MB) Cal. B
Anticorpo acoplado em particula Bead-Ac
magnética

3.5.1 Dot-Blot para validacao dos anticorpos

O reconhecimento das proteinas recombinantes pelos anticorpos foi validado
por um ensaio do tipo Dot-Blot. Para isso, foi utilizada uma membrana de alta afinidade
para proteina. O volume utilizado de amostra foi de 1 uL, para: proteina recombinante
na concentracdo estoque e em trés diluicbes decrescentes com fator de diluicdo 1:10
(Tnlc, CKMB); anticorpo priméario (anti-Tnlc, anti-CKMB); anticorpo secundario
conjugado com fosfatase alcalina. Uma membrana foi preparada para cada marcador.
As amostras foram pingadas sobre a membrana, em lugares diferentes e previamente
identificados, e esperou-se secar. Depois que todas as amostras estavam secas, as
membranas foram incubadas em solu¢do de bloqueio PBS-1X — 5% Molico® sob
agitagdo por 30 minutos em temperatura ambiente. Depois da incubagéo, as
membranas passaram por trés lavagens com PBS-1X-0,05%Tween20 (tampao de
lavagem) e foram incubadas novamente com o anticorpo primario correspondente de
cada marcador numa concentracdo de 1:1000 (v/ v), diluido em PBS-1X. Antes da
incubagédo com o anticorpo secundario, as membranas foram lavadas novamente. O
anticorpo secundario foi incubado numa diluicdo de 1:100 (v/ v) em PBS-1X. A
revelacao foi feita utilizando BCIP/NBT pastilha, preparado na hora, de acordo com as

indicagdes do fabricante.
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3.5.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

O acoplamento das particulas magnéticas aos anticorpos foi feito de acordo
com o protocolo do fabricante e para validar o acoplamento, a espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier com Reflectancia Total Atenuada (ATR-
FTIR) foi empregada. As leituras foram feitas utilizando o equipamento ATR-FTIR
Cary 630 da marca Agilent. Foram utilizados 2 puL de amostras (anticorpo, particulas
magnéticas e Bead-Ac), gotejadas na superficie do cristal na regido de leitura do laser.
A leitura foi feita depois que a amostra estava completamente seca. Cada amostra
passou por 32 leituras nos comprimentos de onda de 4000 cm™ a 400 cm™ com
resolucdo de 4 cm. Essa técnica também foi utilizada na caracterizagdo das matrizes

poliméricas.
3.5.3 Teste sanduiche

A primeira estratégia de montagem da plataforma do biossensor foi chamada
de sanduiche, isso porque foram utilizados dois anticorpos para detecc¢ao do antigeno
de interesse. Essa estratégia foi feita utilizando apenas os anticorpos e as proteinas
recombinantes. Adicionou-se 100 pg de anticorpo na superficie de trabalho do
eletrodo estabilizado e, para a leitura, aguardamos que a amostra estivesse
completamente seca (cinco minutos TA). Para a fixagdo do anticorpo, uma leitura em
voltametria ciclica a 0,1 V.s? foi feita, depois o eletrodo foi lavado com &gua
deionizada, seco com jatos de ar e armazenado em/a temperatura ambiente até a
préxima etapa.

Depois da preparacdo do eletrodo, o complexo Bead-Ac (1 mg. mL?) foi
incubado com a proteina recombinante diluida (concentracéo estoque e em diluicdo
1:10) em PBS-1X a 37°C durante 30 minutos em igual propor¢édo de volume. Apoés a
incubacéo, foi realizada precipitagdo com auxilio de um imd de neodimio e o
precipitado foi lavado duas vezes usando solucdo tampdo PBS-1X. Na dltima
lavagem, o precipitado foi ressuspendido em volume tal, de solucdo tampéo, que a
concentracdo final foi de 1ug. L. Adicionou-se o complexo Bead-Ac levando em
consideracdo a massa de bead (1 pg) em cada area de trabalho. Como controle foi
incubado o complexo Bead-Ac apenas com a solucdo tampao e com proteinas que
nao as respectivas do anticorpo acoplado (ex. anti-Tnlc com CKMB e vice-versa).
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O precipitado foi colocado sobre os eletrodos previamente preparados com 0s
anticorpos e esperou-se até que a amostra estivesse completamente seca (cinco
minutos TA). Depois de secos, o0s eletrodos foram lavados com &gua deionizada para
retirar o que néo se ligou. A leitura foi feita em voltametria ciclica 0,1 V. s.

3.5.4 Deteccéo direta

Para o teste de deteccao direta foram utilizadas amostras de soro positivas e
negativas para IAM e calibradores comerciais (amostras de soro reconstituidas
contendo concentracdes conhecidas de Tnc ou CK-MB) O Cal. A foi diluido em soro
negativo, considerando a concentracao total de Tnc nos seguintes pontos: 20,0 ng.
mL! (concentracdo estoque); 10,0 ng. mL?; 5,0 ng. mL%; 4,0 ng. mL?; 2,5 ng. mL?;
2,0 ng. mL%; 1,2 ng. mLt; 1,0 ng. mL?Y; 0,6 ng. mLt. Com o Cal. B foram feitos os
pontos 56,4 ng. mL*%, 28,2 ng. mL?, 14,1 ng. mL?, 7,0 ng. mL?, 3,5 ng. mL? e 1,7 ng.
mL1de CK-MB.

Depois de diluidas foram adicionados 2 pL de amostras na area de trabalho do
eletrodo, esperou-se secar e a leitura foi feita em voltametria ciclica 0,1 V. s*. As
leituras foram feitas em quintuplicatas, cinco eletrodos foram preparados para a

mesma situacdo. Para andlise dos dados utilizamos a média de leitura.

3.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas e os graficos foram feitos utilizando o software GraphPad
Prism 7.0 para Windows. O teste ANOVA foi realizado para multiplas comparacdes
com pos teste de Kruskal-Wallis para amostras ndo paramétricas. Foram

consideradas diferencas estatisticas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo das matrizes poliméricas
Antes de iniciar os testes com as matrizes poliméricas essas estruturas
passaram por testes de caracterizacdo para validar estrutura e assegurar a

integridade apos o processo de fabricacao.
4.1.1. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As propriedades térmicas das matrizes poliméricas produzidas por SBS foram
estudadas por DSC (figura 5 e tabela 3). A amostra PLA/PEG apresenta Tmi e Tmz
bem definidas em 59 °C e 152 °C, respectivamente. Na Tmi ocorre a sobreposicao da

temperatura de transicao vitrea (Tg) do PLA em torno de 63 °C e da Tm do PEG na

Figura 5. Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

Endo —— Controle
—— NTC

—— NTC_/R6G
—— R6G

— —
e U
\/

T

Fluxo de calor (u. a.)

T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temperatura (°C)

Cada grupo é uma matriz polimérica juntamente com a forma como foi enriquecida.
Aquela considerada como controle ndo contém nenhum material adicional além dos
polimeros que a constituem.

faixa de 45 °C a 60 °C (TONCHEVA et al., 2016). Nenhuma modificacao significativa
foi observada nas Tmi e Tm2 com as adigdes de R6G, NTC e na mistura de NTC_R6G.
A Tm:2 corresponde a temperatura de fusdo do PLA, que ndo sofreu nenhuma
alteracdo com ainsercéao do PEG.

O NTC apresentou influéncia na cristalizacdo antes da Tmz, relacionada com a

recristalizacdo de cristais imperfeitos a perfeitos do PLA, conforme observado por
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RESTREPO et al. (2018). Enquanto a incorporacédo de R6G provavelmente dificultou

a mobilidade da matriz polimérica impossibilitando a recristalizacéo.

Tabela 3. Propriedades térmicas de matrizes enriquecidas a partir de curvas DSC. A amostra controle é a matriz
contendo apenas PLA e PEG

Amostra  Tm1(°C) A(\I]-}ggl Tec (°C)  Tmz (°C) A(‘IJ-;:}n)z

Controle 59 34 - 152 22
NTC 58 35 135 148 18

NTC_R6G 59 41 - 149 20
R6G 59 39 : 149 21

4.1.2 Analise termogravimétrica (TG)

A estabilidade térmica das matrizes poliméricas produzidas por SBS foram
analisadas através da termogravimetria (TG). As curvas de TG e DTG das matrizes
sdo mostradas na figura 6 e os dados de degradacdo apresentados na tabela 4.
Matrizes contendo apenas PLA e PEG degradam em uma Unica etapa, com
temperaturas de degradacao iniciando em cerca de 376 °C e 349 °C (CHEN et al.,
2013). Observa-se que materiais compostos por esses dois polimeros possuem duas
etapas de degradacdo, correspondentes a degradacdo do PEG inicialmente, e
posterior degradacdo do PLA. A matriz de PLA/PEG possui a primeira etapa de
degradacédo em 282 °C e a segunda em 368 °C.
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Figura 6. Analise termogravimétrica das matrizes.
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Cada grupo é uma matriz polimérica juntamente com a forma como foi enriquecida.
Aquela considerada como controle ndo contém nenhum material adicional além dos
polimeros que a constituem.

Observa-se que a adicdo de NTC e de R6G permaneceu com duas etapas de
degradacdo, porém alterou o intervalo de degradacao, que passou de 270 °C a 301
°C para o PEG e de 380 °C a 400 °C para o PLA. A temperatura de trabalho utilizada
para aparelhos de analises geralmente é a temperatura ambiente ~25 °C, temperatura
abaixo das T onset das matrizes enriquecidas, garantindo a estabilidade térmica dos
materiais produzidos pela técnica SBS.

Tabela 4. ParAmetros TG e DTG das matrizes. A amostra controle é a matriz contendo apenas PLA e PEG.

Amostra Tonset Tmax Loss Tonset TmaxIl Lossll
1(°C) 1(°C) 1 (%) 1(°C) (°C) (%)
Controle 282 333 73 368 389 26
NTC 270 314 62 340 392 36
NTC_R6G 289 318 65 335 400 30

R6G 301 333 73 326 380 26
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4.1.3 Caracterizacdo espectroscopica por infravermelho

As frequéncias de absorcao no infravermelho do grupo funcional caracteristico dos
materiais sdo mostradas nos espectros de FTIR na figura 7. A curva do PLA/PEG
apresenta picos em 3422 cm, 2945 cm, 1747 cm, 1365 cm™* e 1080 cm, que
podem ser atribuidos as vibragcdes de estiramento hidroxila (-OH), ao alongamento do
-CH, ao alongamento do C=0, a tor¢édo do -CH e ao alongamento do —CO (DANAFAR
et al., 2014; DANAFAR et al., 2017). A insercdo de NTC e de R6G reduziu a
intensidade do pico 3422 cm pertencente as vibracdes de estiramento hidroxila (-
OH), porém, nao alteraram consideravelmente os espectros das amostras obtidas,
fato que pode estar relacionado com a porcentagem em massa adicionada (1%), o
que dificultou a deteccdo dos dois materiais por meio da caracterizagcéo

espectroscopica por infravermelho. A analise por infravermelho € ineficiente na

caracterizacdo de ligagbes homoatdmicas, somada a baixa quantidade de NTC

Figura 7. Caracterizacdo espesctroscépica por infravermelho

podem ter impedido a avaliacdo da incorporacdo do material a amostra, como
observado por RODRIGUES & GALZERANI (2012).
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Cada grupo € uma matriz polimérica juntamente com a forma como foi
enriquecida. Aquela considerada como controle ndo contém nenhum material
adicional além dos polimeros que a constituem.
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Uma vez que a caracterizacao confirmou que houve modificacdo das matrizes, o
processo de enriguecimento foi eficiente e a estabilidade foi confirmada esse material

foi considerado apto para ser utilizado nos testes de modificagao dos eletrodos.
4.2Processo de modificagdo dos eletrodos utilizando matrizes poliméricas

4.2.1 Estabilizacdo da superficie de trabalho

O processo de padronizagédo da fabricagdo das mantas foi feito com base na
metodologia ja descrita por FERREIRA (2017). A velocidade em que o liquido é
dispensado interferiu diretamente na caracteristica das fibras formadas. Outro
parametro importante observado foi a pressao no bico, isso porque esta diretamente
relacionada com a capacidade de evaporagdo do solvente e espessura das fibras
(OLIVEIRA et al., 2013).

Apos as adaptacdes, a matriz obtida com proporcdo 70:30 de PLA:PEG e
enriquecida com NTC e/ou R6G mostrou-se eficiente para estabilizar os eletrodos,
homogeneizando a superficie de trabalho. O efeito dessa estabilizacdo pode ser

observado na figura 8.

Figura 8. Voltamogramas de eletrodos virgens e modificados
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Gréficos representativos da leitura de Ferricianeto/Ferrocianeto 5mM em KCI 100mM em voltametria
ciclica. Em (A) estéo as leituras de 4 eletrodos sem tratamento e em (B) a leitura dos mesmos 4 eletrodos
apos o tratamento com a manta polimérica. Nesse teste a manta utilizada foi enriquecida com NTC

O eletrodo foi considerado estavel quando as leituras comecaram a coincidir,
ou se sobrepor (figura 9). Cinco voltas foram suficientes para estabilizar a superficie
do eletrodo. Além de estaveis, apds a utilizacdo das matrizes os eletrodos foram

considerados modificados, pelo fato de ter material adsorvido em sua superficie.
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Figura 9. Namero de ciclos necessarios para estabilizar o eletrodo
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Voltamograma ciclico do ferricianeto/ferrocianeto 5mM em KCI 100mM
durante a modificacdo do eletrodo de grafite com manta polimérica
enriquecida com NTC.

A hipétese elaborada inicialmente para a maneira como a matriz seria capaz
de modificar a superficie do eletrodo era de que haveria deposicdo de polimero na
superficie do grafite. Sabe-se que o PEG que esta na composicdo da matriz € um
polimero hidrofilico, por esse motivo tende a se degradar quando colocado em meio
aquoso. Essa caracteristica de degradacdo gradativa, associando polimeros de
comportamentos diferentes €, inclusive, utilizada em outras aplicacbes, como a
liberacdo controlada de drogas (DAUM et al., 2012; PRAJAPATI et al., 2019).

A decomposicdo do polimero pode também ser observada nas imagens de
MEYV feitas da matriz antes e depois de serem utilizadas na modificacdo do eletrodo.
A figura 10 mostra uma imagem em menor aumento da caracteristica do disco que é
utilizado sobre o eletrodo. O disco antes do tratamento (figura 10A) parece ter uma
superficie mais irregular e com maior quantidade de fibras aparente, o que mostra a
integridade da matriz, uma vez que ela é composta por fibras de diametro nano e
micrométricos. Quando se compara com o disco mostrado na figura 10B, depois de
ser usado para a modificacdo do eletrodo, € possivel ver regibes com aparéncia
menos rugosa e mais lisas.

A face observada do disco € a mesma que entrou em contato com a superficie
do eletrodo. Observando essas mesmas imagens em um maior aumento, é possivel
ver que antes da utilizagdo da matriz ha maior integridade das fibras (figura 10C). O
mesmo nao acontece depois da utilizacdo, onde pode ser observado mais fibras

rompidas e desorganizadas (figura 10D).
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Figura 10. Microscopia eletrénica de varredura das matrizes

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das matrizes antes (A e C) de serem utilizadas na
modificacéo do eletrodo e depois (B e D).

Sabendo que de fato existe a degradacao dos polimeros e, consequentemente,
da matriz, buscamos avaliar se o polimero poderia ficar depositado na superficie do
eletrodo, possivelmente corrigindo as imperfei¢cdes da superficie, causadas pela forma

como o eletrodo é confeccionado (figura 11).
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Figura 11. Microscopia eletronica de varredura da superficie do eletrodo de trabalho

Em (A) eletrodo sem tratamento, em (B) eletrodo ap6s o tratamento com a matriz polimérica

As analises de MEV indicaram que a possivel deposicdo de um filme na
superficie do eletrodo ndo é capaz de alterar a morfologia do grafite, mas, de alguma
maneira, € capaz de modificar os sitios de ligacdo ali presentes, como observado nos
testes a sequir.

4.2.2 Eficiéncia de modificacdo

Sabe-se que o processo eletroquimico aqui observado se da pela interagéo das
moléculas oxidadas ou reduzidas com a superficie do eletrodo, interface da solugéo
(FERNANDES & KUBOTA, 2001). Por ser um processo dinamico quando as reacdes
gue acontecem na interface se repetem, isto €, o processo que antes era oscilante
agora adquire uma certa estabilidade, repetibilidade de interacéo, e o eletrodo passa
a ser considerado estavel.

O eletrodo modificado com a matriz polimérica, além de estavel, foi eficiente para
se depositar tanto nanomateriais, quanto biomoléculas. Essa caracteristica € uma
vantagem dessa maneira de estabilizacdo, pois além de simples quando comparada
com estabilizagcbes que levam um tempo maior, por precisarem de grande quantidade
de ciclos, a possibilidade de se depositar nanomateriais abre a possibilidade para se
montar diferentes plataformas de biossensores. H4 uma diversidade de estudos que
propdem diferentes formas de se utilizar nanomateriais associados a componentes
biolégicos com a finalidade de melhorar o sinal capturado. As matrizes aqui utilizadas
sdo uma forma simplificada de entrega de material a superficie que se quer modificar
(XIE et al., 2007; HORIKAWA et al., 2011; CARLOMAGNO et al., 2020).
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A deposicdo de anticorpo no eletrodo modificado foi eficiente. Com um aumento

de sinal caracteristico observado (figura 12).

Figura 12. Voltamogramas ciclicos de eletrodos virgens, modificados e com
anticorpo adsorvido
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Voltamogramas de eletrodos virgens (linha continua em A e B), eletrodo
modificado (linha pontilhada em A) e eletrodo com anticorpo depositado (linha
pontilhada em B).

Analisando a deposi¢cdo de ZnO:1Au em eletrodos sem modificacéo, é possivel
perceber que houve uma distribuicdo menos homogénea desses nanocristais quando
comparada com a distribuicdo no eletrodo com tratamento (figura 13A-D).

A forma como os nanocristais se distribuiram na superficie do eletrodo afetou
também o sinal do ferricianeto/ ferrocianeto (figura 13D-E) onde sdo comparados
voltamogramas de trés eletrodos nao tratados e tratados com 0s nanocristais
depositados. Os eletrodos que nao receberam modificacdo prévia, embora tenham
recebido a mesma quantidade de nanocristal, apresentaram leituras diferentes, ao
passo que aqueles que foram modificados, tiveram um comportamento igual no par
redox da sonda eletroquimica.

A sonda eletroquimica escolhida (ferricianeto/ferrocianeto) ja € bem estabelecida
e possui um comportamento eletroquimico conhecido e bem caracterizado, sendo,
portanto, uma escolha confiavel na hora de condicionar eletrodos modificados.
Observa-se que a utilizacdo de nanomateriais em eletrodos sem o tratamento prévio
alterou esse padrdao, com um espacamento entre o potencial de oxidacdo e de
reducdo. Descaracterizando o sistema e mostrando a ineficiéncia dessa estratégia. E,
validando a modificacdo aqui proposta.

Em reacOes heterogéneas como a que é vista nesse trabalho, reacées com
interacdo entre fases termodinamicamente diferentes (reacbes entre solucdes

eletroativas e eletrodos polarizados) os ions permanecem livres em solucdo e
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realizam troca de elétrons ao se aproximarem da dupla camada elétrica (justaposta
ao eletrodo). Nesse caso, é possivel que modificacdes na superficie do eletrodo com
a formacao de filmes poliméricos dificulte essa interacdo (MARCUS, 1956)

Embora haja a possibilidade de bloqueio de sinal ocasionado pela modificagéo,
a utilizacdo de polimeros condutores, associados ou ndo a nanomaterias, para a
formacao desses filmes é uma possibilidade explorada para reverter essa situacdo. A
depender das caracteristicas fisico-quimicas do material utilizado, pode haver maior
interacdo entre a sonda eletroquimica e a dupla camada elétrica. Além de néo
prejudicar pode levar, inclusive, a um aumento dessa interacdo, (POURGHOBADI et
al., 2020).

Na eletropolimerizacdo, técnica utilizada para depositar um material sobre a
superficie do eletrodo, o sistema € submetido a sucessivos ciclos de corrente em
intervalos de potencial pré-determinado (OUIS et al., 2017; CRUZ, 2018). Nesse
estudo, propde-se entdo a eletrodeposicdo de PEG e outros materiais usando
matrizes de blendas poliméricas como um veiculo de entrega do material a superficie
do eletrodo.

A imobilizacdo de eletrodos e a comparacdo dos voltamogramas aqui
apresentados contrariam a possibilidade de o filme polimérico formado causar um
blogueio de sinal de maneira prejudicial a transferéncia de elétrons da reacéo. Ainda
assim, mais testes que caracterizam a interface do sistema foram feitos, como o

calculo da area ativa do eletrodo.
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Figura 13. Microscopia eletrénica de varredura da superficie do eletrodo de trabalho modificado
com nanocristais
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Em (A) e (B), eletrodos com nanocristais de ZnO:1Au a 10mg/mL depositados na superficie sem
tratamento prévio e com tratamento, respectivamente. Em (C) eletrodo sem tratamento prévio e (D)
eletrodo com tratamento prévio a area de trabalho com nanocristais depositados vistas em maior
aumento. Em (E) o voltamograma ciclico do ferricianeto/ ferrocianeto 5mM em KCI 100mM em
eletrodos apenas com nanocristais depositados e em (F) os eletrodos receberam tratamento prévio
antes da deposi¢c&o dos nanocristais.
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4.2.3 Area ativa do eletrodo

Foram feitas leituras sucessivas de voltametria ciclica com diferentes velocidades
de varredura para avaliacdo da area ativa do eletrodo apos sua modificacdo. Essa

area foi calculada usando o Teorema de Randles-Sevcik para reacdes reversiveis.

Figura 14. Estratégias para estabilizacdo e a area ativa correspondente
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Em (A) voltamogramas ciclicos com as diferentes velocidades de varredura para utilizagdo do
Teorema de Randles-Sevcik. Em (B) quantificacdo das &reas calculadas em eletrodos com e
sem modificacao.

E postulado que nesse tipo de reagéo o pico de corrente varia de maneira linear
com a raiz quadrada da velocidade de varredura. Nessas reacfes, a velocidade da
reacdo é suficientemente alta a ponto de estabelecer um equilibrio dindmico na
interface. Por ser rapida, apenas a etapa de transferéncia de massa determina o que
acontece no processo. Dessa forma, o pico de oxidagdo foi considerado para
obtencdo dos valores de area ativa do eletrodo. Conclui-se que a modificacdo
interferiu apenas na transferéncia de carga por parte da sonda eletroquimica
(MARCUS, 1956; NGAMCHUEA et al., 2014).

A matriz enriquecida com R6G ndo teve resultados satisfatorios, ndo sendo
utilizada além dos testes iniciais de estabilizacdo. Porém, trabalhos anteriores deste
mesmo grupo de pesquisa, demonstraram que esse tratamento tem beneficios na
adsorcdo de moléculas, portanto, foi criado um grupo com um passo a mais de
estabilizacdo (RIELLO, 2019). A R6G foi adicionada em eletrodos previamente
estabilizados com matriz enriquecida apenas com NTC compondo o grupo que foi
chamado de R6G+NTC. Esse grupo foi utilizado a partir daqui e se mostrou mais
eficiente para aumentar a area de trabalho e melhor fixagdo de anticorpo (dados néao

mostrados).
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Observou-se que essa area ativa aumentou de acordo com as formas de
enriguecimento da matriz polimérica, assim como pode ser observado na figura 14B.
A matriz polimérica enriquecida com NTC apresentou um aumento discreto quando
comparado com o eletrodo sem tratamento. Quando a matriz foi enriquecida com R6G
esse aumento ficou mais evidente, assim como quando houve a associacao desses
dois compostos.

Outra caracteristica observada foi a associacdo dos compostos, tanto na
confecgdo da manta (R6G_NTC), quanto no processo de modificacdo (R6G+NTC).
Quando a associacdo ocorreu no processo de modificacdo, a adsorcdo de moléculas
na superficie de trabalho foi mais eficiente (figura 15). Além de melhorar a capacidade
de adsorcao, houve um aumento no sinal do eletrodo, isto €, com maiores valores de
correntes para os picos de oxidacao e reducéo do par redox, fato que corrobora com
0 aumento da area ativa do eletrodo.

O fator de rugosidade também apresentou aumento, com as diferentes formas
de modificagdo e/ou enriquecimento da matriz polimérica. Sabe-se que o calculo do
fator de rugosidade se d& pela formula da equacéo II:

, area calculada
Fatorderugosidade: ———————— (Il)
area geometrlca

Ao se considerar a formula, nota-se que o fator de rugosidade é diretamente
proporcional & area calculada. Como h4 um aumento na area calculada, espera-se
gue realmente haja aumento no fator de rugosidade desses eletrodos, 0 que pode ser

visto na tabela 5.

Tabela 5. Fator de Rugosidade calculado a partir da area obtida ap6s cada modificagdo em relacdo a area
geométrica do eletrodo de trabalho.

Tratamento Fator de Rugosidade
S/ tratamento 0,700
NTC 0,721
R6G 1,295
R6G_NTC 1,460

R6G + NTC 1,480
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos para cada uma das modificacdes utilizadas
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Voltamogramas ciclicos do ferricianeto/ ferrocianeto 5mM em KCI 100mM para cada
modificacéo, leitura de trés eletrodos diferentes em cada um dos casos. Em (A) eletrodo sem
modificacdo. Em (B) eletrodo modificado com matriz polimérica enriquecida com NTC. Em (C)
modificacdo apenas com o composto organico R6G. Em (D) matriz enriquecida com NTC e
R6G no processo de fabricacdo da matriz. Em (E) matriz enriquecida com NTC e acréscimo do
composto R6G apoés a primeira modificacéo

O composto R6G, quando adicionado sozinho, sem tratamento prévio com a
matriz polimérica, ja foi utilizado anteriormente como opc¢do para modificar e
estabilizar a superficie do eletrodo (RIELLO, 2019). Observou-se, contudo, que a
reprodutibilidade nessa situacao foi menor, uma vez que ela depende de preparo de

solucdes e da habilidade do operador para que haja uma distribuicdo homogénea na
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superficie do eletrodo (figura 15C). Quando o eletrodo foi tratado previamente, esse
problema pareceu ser corrigido (figura 15E).

Comparando todos as formas de estabilizacdo aqui mencionadas é possivel
concluir que o tratamento em duas etapas, primeiro com a matriz de NTC e R6G
adicionado foi aguele que obteve o melhor resultado (NTC+R6G) como mostra a figura

16. Essa foi a opcao de modificacéo escolhida para os eletrodos nos testes seguintes.

Figura 16. Comparacéo entre o voltamograma ciclico das modifica¢des no eletrodo
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N&o é a primeira vez que € descrito a associacdo de compostos para deposicao
simultanea e modificacéo de superficies. PARNELL et al. (2019) propés a associacao
de 6xido de cobalto e polipirrol, um polimero organico obtido com a associacéo de
polimeros de pirrol, para modificacdo da superficie de eletrodos de trabalho para
confeccdo de super capacitores. Embora os trabalhos tenham aplicagdes diferentes,
0s comportamentos observados e a forma de obtencao do filme sdo similares. Nesse
mesmo estudo, a eficiéncia e estabilidade do filme formado foi avaliado por analises
de voltametria ciclicas, assim como apresentado aqui neste trabalho.

A R6G € um corante fluorescente derivado de xanteno, utilizado para aprimorar
sinal em técnicas de deteccdo Otica e em algumas técnicas de microscopia
(HILDEBRANT & STOCKBURGER, 1984; WANG et al., 2004).

Pode-se transportar a eficiéncia desse composto, ja observado em outras
técnicas, com o resultado aqui encontrado. ROOYANIAN et al. (2018) sugeriu uma

nova via de funcionalizacdo de eletrodos para deteccdo de compostos especificos,
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utilizando 6xido de grafeno reduzido associado ao acido benzoico. De acordo com o
banco de dados PubChem, disponivel online, esse acido possui similaridade com
R6G. Ja o 6xido de grafeno, nanotubo de carbono e grafite sdo alétropos de carbono,
isto é, sdo diferentes organizacgdes estruturais de atomos de carbono (C). Esses dados
corroboram a eficiéncia da utilizacao de R6G associada a polimeros enriquecidos com
NTC para funcionalizar eletrodos de grafite observado e proposto nesse trabalho.

4.3Montagem do biossensor

A reprodutibilidade e estabilidade encontrada no tratamento observado permitiu a
criacdo de uma plataforma para um biossensor diagnéstico. O tratamento foi eficiente
na adsorcdo de moléculas e, a partir disso, deu-se inicio a montagem de um
biossensor para identificacdo de marcadores para IAM. Para a deteccédo simultanea
de marcadores, eletrodos com duas ou mais areas de trabalho podem ser utilizados,
com o tratamento individual de cada eletrodo, de acordo com o reconhecimento de
interesse. Por esse motivo, os testes foram feitos em eletrodos com uma Unica area

de trabalho e a padronizacéo individual para cada marcador.

4.3.1 Avaliacdo do reconhecimento da proteina recombinante pelo Ac
Os anticorpos Anti-Tnic e Anti-CKMB foram capazes de reconhecer as proteinas
recombinantes, tanto na concentracdo estoque, como na diluicdo 1:10 (figura 17).
Essas concentracdes foram usadas como parametros para os demais testes.

Figura 17. Imagem da membrana do ensaio Dot-blot

Em 1 e 2, os pontos de reconhecimento de Tnlc em concentracdo estoque e na diluigdo 1:10,
respectivamente. 3 e 4 sdo os controles da reacdo. Os pontos 5 e 6 sdo as concentracdes
estoque e diluicdo 1:10 de CK-MB, respectivamente. 7 e 8 sdo controles da reacéo.
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4.3.2 Conjugacao do Anticorpo a particula magnética

A conjugacéao do anticorpo com a bead foi validada usando o ATR-FTIR. Como é
possivel observar a mudanca nos espectros na area destacada no gréfico da figura

18, pode-se afirmar que a ligacéo foi eficiente.

Figura 18. Andlise de ATR-FTIR da conjugacao dos anticorpos com a bead magnética
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Gréficos representativos da analise de ATR-FTIR da conjugac¢éo do Anti-Tnlc com a particula

magnética (A) e do Anti-CKMB (B).

Analisando apenas o perfil dos espectros é observada uma variacdo de picos na

regido de 1600 a 1000 cm™ nos dois graficos. A validacdo da conjugacdo foi
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importante como um passo controle para os testes que foram feitos utilizando esse

complexo.
4.3.3 Teste Sanduiche

Para esses testes foram utilizadas as proteinas recombinantes (CK-MB e Tnlc).
Como observado em resultados anteriores, a adsor¢cao de anticorpos no eletrodo
modificado foi eficiente. O desenho do experimento se deu como mostrado no

esquema da figura 19.

Figura 19. Esquema ilustrativo do teste
sanduiche
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Em A uma representacdo de reconhecimento
especifico e em B uma representagéo de caso
negativo, onde ndo ha ligacdo pois ndo ha
reconhecimento do antigeno pelo anticorpo de
captura.

O teste foi capaz de diferenciar amostras positivas, onde ha reconhecimento
especifico, de amostras negativas, onde ndo ha reconhecimento de antigeno pelo
anticorpo e, portanto, ndo ha o complexo Bead-Ac presente. Essa diferenca é
observada no pico de reducéo dos voltamogramas da figura 20.

Como a proposta do trabalho envolve o reconhecimento de mais de um marcador
cardiaco de maneira simultdnea, foi avaliado o reconhecimento cruzado dos
anticorpos, tendo em vista que na pratica clinica € provavel que haja a presenca de
um ou mais marcadores. Para verificar a especificidade da estratégia proposta, se ha
ou ndo reconhecimento cruzado, foi feita uma incubacéo inespecifica entre anticorpos
e proteinas recombinantes. A esse grupo deu-se 0 nome de “reconhecimento

inespecifico”
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Para o Anti-Tnlc utilizou-se CK-MB no reconhecimento inespecifico e para o Anti-
CKMB a proteina Tnlc. Analisando os voltamogramas dos graficos ainda da figura 20,
pode-se observar que os valores de picos de corrente de reducdo, onde h& maior
diferenciacdo entre 0s grupos, possuem valores muito proximos (CKMB: negativo: -
110 pA, especifico: -146 pA, inespecifico:-185 pA e Tnlc: negativo: -112 pA,
especifico: -130 pA, inespecifico: -183 pA). Também ndo foi observado um
deslocamento no valor do potencial entre 0os grupos, o que poderia colaborar para

uma analise diferencial entre os dois marcadores.

Figura 20. Voltamograma ciclico para o teste sanduiche
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Voltamograma para o ferricianeto/ferrocianeto 5mM em KCI 100mM. Em (A) o reconhecimento
especifico para CK-MB e em (B) o reconhecimento especifico para Tnlc.

Embora a proximidade de valores faca com que a especificidade do teste diminua,
esse problema poderia ser corrigido por meio de l6gica de desenvolvimento de um
software para interpretacéo do resultado. Considerando um dispositivo com detecc¢éo
multipla, os locais de fixacdo dos anticorpos de reconhecimento sdo previamente
conhecidos. E, como ha diferenca significativa entre reconhecimento especifico e
inespecifico, esse problema poderia ser controlado. Mais testes séo necessarios para
avaliar o limite de deteccdo dessa estratégia e para melhorar o reconhecimento
cruzado, um problema ja relatado em sistemas que utilizam o reconhecimento do tipo
antigeno-anticorpo (GARG et al., 2017; UPASHAM et al., 2018).

Algumas outras condi¢cdes que nao o IAM, como sepse, insuficiéncia cardiaca,
acidente vascular cerebral, contusdo miocardica, dentre outras, estdo relacionadas
com lesbes em tecido cardiaco suficientes para aumentar niveis séricos de

marcadores como as Tnc (VAZ et al., 2019).
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No caso de lesdo miocardica por contusdo em pacientes com trauma toracico
fechado, a inexisténcia de sinais e sintomas especificos dificultam o diagnostico. A
presenca de Tnlc e TnTc prolongada (maior que 36 horas) e em quantidades maiores
ou iguais a 2ng. mL™* foi suficiente para associar a presenca de trauma toracico. Em
casos como esses, onde apenas a presenca do marcador associado ao historico
clinico do paciente é suficiente para a tomada de decisdo, testes qualitativos tem
aplicacdo em ambientes clinicos. Podem ser aplicaveis em ambientes onde o custo
efetivo do exame tem relevancia e nas tomadas de decisbes necessarias em curto
espaco de tempo (VAZ et al., 2019; AHMED et al., 2020)

Em se tratando da CK-MB condi¢cdes como miocardite, miosite, cirurgias cardiacas
e distrofias musculares, lesbes musculares diversas, dentre outras, levam a um
aumento dessa enzima em niveis plasméticos (DASGUPTA & WAHED, 2014).

A proposta de um teste com deteccdo multipla para esses dois marcadores, ainda
gue de maneira qualitativa, € uma alternativa para diagndésticos rapidos de excluséo,
uma vez que as condic¢des clinicas que interferem nos resultados para cada marcador

sao diferentes entre eles, podendo ser uma ferramenta auxiliar.

4.3.4 Deteccao direta

Uma vez que foi possivel detectar os biomarcadores desejados com o teste do tipo
sanduiche, buscou-se utilizar essa estratégia com amostras reais, nesse caso, 0S
calibradores. Porém, durante os testes, 0 soro negativo e as amostras dos
calibradores (Cal. A e Cal. B) apresentaram comportamento eletroquimicos
caracteristico e individualizado, mesmo sem um agente para reconhecimento. Esse
dado pode ser observado nos voltamogramas da figura 21, no potencial de 0,25 V ha
diferencga entre o soro negativo e o Cal. A e no potencial 1,0 V ha diferenca entre as
trés amostras.

Isso remete a ideia de que as amostras possuem constituintes diferentes o
suficiente para serem observados no estudo eletroquimico. Mais estudos sé&o
necessarios para afirmar a maneira pela qual ocorre a interacdo com a superficie do
eletrodo modificado e quais componentes estdo de fato interagindo. Cabe aqui
avaliacodes futuras comparando com biossensores chamados de terceira geragéo, que
sdo agueles baseados na transferéncia direta de elétrons entre enzima e eletrodo na
auséncia de mediadores (PILAR et al., 2002). Nesse caso, porém, sem a utilizacédo de

enzimas.
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Figura 21. Gréficos da leitura das amostras de soro
negativo e do calibrador

600 .
— Negativo
400 — Cal. A
— Cal.B
:f\ 200+
S
i | ?V
-2004
-400 1 1 1 L T

-06 -03 00 0.3 0.6 0.9 1.2

E (V) vs. Ag/AgCl

Voltamograma ciclico do ferricianeto/ ferrocianeto 5mM em KCl
100mM em eletrodo com amostra negativa (linha continua) e
em eletrodo contendo o calibrador (linha pontilhada).

Uma forma encontrada de estudar o comportamento das amostras foi a
avaliacdo da densidade de corrente gerada no eletrodo com as amostras, tanto
negativo quanto calibradores. Esse valor € obtido quando tiramos a razdo entre a
corrente lida e a area ativa do eletrodo (LA. cm?) (SHIN et al., 2014).

Dentre as trés amostras observadas, o soro negativo foi aquele que levou a um
maior bloqueio se sinal de corrente, ainda na figura 21. Observando a figura 22, em
uma analise por densidade de corrente (j) o soro negativo também bloqueou o sinal
de corrente, tanto no pico de oxidagao, quanto no pico de reducdo quando comparado
com o eletrodo apenas modificado. Esse bloqueio associa-se a uma diminuicdo na
densidade de corrente e menor area do eletrodo interagindo com a solucao. O soro
humano é composto por uma grande quantidade de proteinas, cerca de 6 a 8 g. dL™,
das quais, 3,5 a 5,0 g. dL* de albumina, e o restante, de globulinas (BUSHER et al.,
1990). A alta quantidade de proteina pode ser um dos motivos do comportamento
observado.

Diante disso, da capacidade de reconhecimento de maneira diferencial entre
as trés amostras, os calibradores (Cal. A e Cal. B) foram usados em concentracdes
variaveis para o estudo do sinal do voltamograma e o bloqueio, ou ndo, de corrente,
ja que, quando puro, apresentaram uma diferenca nos valores de pico em relacdo ao

Soro negativo.
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Figura 22. Diminuicdo da area ativa em eletrodo com soro negativo
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Em (A) o voltamograma ciclico do ferricianeto/ ferrocianeto 5mM em KCI 100mM em eletrodo
apenas modificado e em eletrodo com amostra negativa. (B) e (C) sdo graficos de valores de
corrente maxima para os dois eletrodos nos picos de oxidacdo e de reducéo, respectivamente.

A construgdo de uma curva com diferentes valores da proteina de interesse
leva a possibilidade de desenvolvimento de um sensor qualitativo, e, nesse caso,
capaz de diferenciar amostras contendo marcadores cardiacos daguelas que néo
possuem. De maneira geral, a medida que houve uma diminui¢éo da concentracao do
analito e consequente aumento da proporcdo de soro negativo, observou-se que o
comportamento da curva se alterou, tendendo para o sinal da amostra de negativo
pura (figuras 23 e 24). Para o Cal. A, contendo concentra¢cdes conhecidas de Tnc, as
curvas podem ser observadas na figura 23A.

Construiu-se uma curva de calibracdo para 0 sensor para determinar 0 seu
limite de deteccao para amostra contendo troponina cardiaca. Para isso, foram usados
os valores de picos de oxidagcao em um potencial fixado (0,25 V), indicado na imagem
em maior aumento na figura 23B. Os valores do pico de reducéo foram plotados em

modulo em uma reta e uma andlise por regresséo linear nos levou a um r2 de 0.94
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para um intervalo de deteccéo entre 1,0 a 10,0 ng. mL™? (figura 23C), embora o ponto
0.6 e pontos com concentracdo menor devam ser feitos e/ou refeitos para melhorar a

sensibilidade do limite inferior de detecgdao.

Figura 23 construcdo da curva de calibracao para obtencao do intervalo de deteccéo para Tnc.
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Em (A) o voltamograma ciclico do ferricianeto/ ferrocianeto 5mM em KCI 100mM nas diferentes
concentracdes utilizadas e em (B) os picos de oxidagdo em maior aumento. Em (C) a reta obtida
a partir dos valores de pico de corrente de oxidacao.

As curvas para o Cal. B, contendo concentracbes conhecidas de CK-MB,
podem ser observadas na figura 24A. Assim como para o marcador anterior, foi
construida uma curva de calibracéo para identificar o intervalo de detecgéo do teste.

Os valores de pico de oxidagao no potencial 1,0 V (Figura 24B) foram plotados

em uma reta e através de analise estatistica por regresséao linear obteve-se a equacéo
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da reta um r? de 0,95. Dados mostrados na figura 24C. Para CK-MB o intervalo de

deteccéo foi de 1,7 a 28 ng. mL™.

Figura 24 Construcéo da curva de calibracédo para obtencéo do intervalo de deteccéo de

CK-MB
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Em (A) o voltamograma ciclico do ferricianeto/ ferrocianeto 5mM em KCI 100mM nas diferentes
concentracdes utilizadas e em (B) os picos de oxidacdo em maior aumento. Em (C) a reta obtida
a partir dos valores de pico de corrente de oxidacao.

Adotando medidas de densidade de corrente, buscou-se corrigir interferéncias que
poderiam surgir em medidas em campo e em sistemas que utilizem eletrodos com
area de trabalho diferente daquela utilizada neste trabalho.

Os resultados obtidos permitem o desenvolvimento de um sensor com potencial
para diferenciar amostras apenas com proteinas séricas daquelas com adicdo de
troponinas cardiacas, ou CK-MB. Como ndo ha reconhecimento por meio de uma

sonda especifica, vale ressaltar que algumas condi¢cdes como doencas inflamatorias,
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neoplasias, desnutricdo e doencas infecciosas, também podem elevar niveis de
proteinas no soro (hiperproteinemia) (MOLINA et al., 2002; ABDOLAHI et al., 2018;
FUKUNAGA et al.,, 2018). Os marcadores de IAM sado proteinas que estdo
aumentadas no soro, porém pertencem a classes proteicas diferentes daquelas
encontradas normalmente (KRAUSE et al., 1996; DE BUYZERE & GRUSON, 2015).
Para avaliar o diagnostico diferencial da presenca de marcadores cardiacos e
outras condi¢cdes com hiperproteinemia, foram incluidas no grupo de pacientes
negativos amostras de soro de paciente com histérico de DCV e de paciente com
histérico de doenca infecciosa recente. Amostras de pacientes com diagndstico
confirmado para IAM e amostras negativas foram lidas e comparadas entre si

As amostras foram entdo analisadas e os valores de corrente para o pico de
oxidagéao, respectivos para cada marcador, foram utilizados para discriminar amostras
positivas de amostras negativas. Esse critério foi capaz de diferencia-las, tendo sido
o parametro adotado para o marcador Tnc mais eficiente (figura 25).

Os marcadores cardiacos sdo uma das caracteristicas avaliadas em pacientes
com dor toracica e SCA, tendo a Tnc uma relevancia particular nesse diagnostico por
caracteristicas ja citadas (WRIGHT et al., 2011). A partir disso e da observacao de
gue o critério para Tnc foi mais eficiente para diferenciar as amostras, as amostras
positivas foram classificadas com relacédo ao grau de lesdo miocardica considerando

a quantificacao prévia de TnTc dessas amostras.

Figura 25 Diferenciacdo entre amostras positivas e negativas para IAM adotando
parametros para dois marcadores diferentes
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Gréfico de distribuicdo de amostras positivas e negativas diferenciadas por dois parametros
diferentes. Em (A) adotou-se o potencial 0,2 V, da Tnc para diferenciar as amostras e em (B) adotou-
se o potencial 1,0 V, de CK-MB.
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Uma analise para verificar a acuracia dos testes e os modelos aqui proposto para
separacdo dos grupos positivos e negativos mostrou valores de sensibilidade e
especificidade de acordo com o mostrado na tabela 6. Embora o nUmero de amostras
tenha sido reduzido os testes apresentaram bons resultados. Com melhor
sensibilidades e especificidade adotando os parametros para Tnc.

Valores plasmaticos em torno de 0,001 ng. mL* de Tnc estdo associados a
individuos saudaveis, sem ocorréncia de lesdo em tecido cardiaco. Com relacdo ao
limite que define se h& ou néo lesdo cardiaca ndo ha um consenso, para GARG et al.
(2017) valores em torno de 0,01 ng. mL™? ja seriam suficientes para indicar leséo,
engquanto para FATHIL et al. (2015) esse evento ocorre com valores acima de 0,1 ng.
mLL.

Tabela 6. Teste de curva ROC para separagdo entre grupos positivos e negativos Avaliacdo de acuréacia do
teste.

Tnc CKMB

Sensibilidade 100,0 % 87,6%

Especificidade 100,0 % 90,0%
Cut-off 503,2 pA.cm?  1157,0 pA. cm™

A presenca e aumento de Tnc a niveis detectaveis segue uma evolu¢cdo como
mostrado na figura 26 e estdo associados a condicbes clinicas que nao
necessariamente ao IAM. Concentracfes tdo baixas quanto 0,01 ng. mL?! estdo
relacionados a pacientes com angina estavel, doencas cardiacas subclinicas e idade,
por exemplo. Paciente com IAM de extensdes micrométricas, ou leves, miocardite e
insuficiéncia cardiaca aguda (ICA) podem apresentar niveis em torno de 0,1ng. mL™.
Crises hipertensivas, miocardites e IAM em uma regido moderada levam a indices
séricos de Tnc em torno de 1,0 ng. mLt. Enquanto valores acima de 10 ng. mL-1
indicam miocardite grave e IAM que acometem regides médias a grandes do tecido
cardiaco (FATHIL et al., 2015; GARG et al., 2017; TWERENBOLD et al., 2017; VAZ
et al., 2019).

Figura 26. Progresséo dos niveis de Tnc
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Aumento de sintomas, marcadores (Tnc) e detecgéio
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Fonte: Adaptado de: FATHIL et al., 2015; GARG et al., 2017; VAZ et al., 2019. Esquema representativo do
sentido de crescimento dos niveis de Tnc, sintomas de IAM como dor toracica e a capacidade de deteccao de
testes diagndsticos sua associa¢do com o IAM.

Ha no mercado diferentes testes para deteccdo de Tnc com variados limites de
deteccao, variando desde 0,08 ng. mL-1 para o teste i-STAT da empresa Abbott Point
of care® até 0,01 ng. mL-1 da empresa suica Roche®. O valor limite para dizer se a
quantidade encontrada € um indicativo de IAM é estabelecido pelo fabricante
(UPASHAM et al., 2018).

Limites de deteccédo tdo baixos levantam o questionamento sobre a eficiéncia de
testes com alta sensibilidade, uma vez que, como jA& mencionado, existem outras
condi¢cdes que podem levar a um aumento de Tnc (VAZ et al., 2019). Foi o que
mostrou um estudo feito por MARIATHAS et al. (2019) em que 1 em cada 20 pacientes
do hospital, que coletaram amostra de sangue por motivos diversos, apresentou um
teste para Tnlc de alta sensibilidade com valores acima do limite de normalidade
determinado pelo fabricante, mostrando a necessidade de associacdo dos resultados
com as caracteristicas clinicas do paciente.

As amostras classificadas com relagéo ao grau da leséo, considerando dados da
literatura citados acima, foram comparadas ao grupo de amostras negativas. A
plataforma foi capaz de diferenciar os dois grupos positivos de maneira individual, mas
nao entre si (figura 27). Foram consideradas lesfes leves aquelas que tiveram
quantificacédo de Tnc no intervalo de 0,01 a 0,1 ng. mL* e moderada, amostras com
quantidades entre 0,1 e 1,0 ng. mLt. Como forma de quantificacdo, os dados de

corrente foram substituidos na curva de calibracdo obtida e os valores comparados

Agrupamento das amostras por lesdo cardiaca comparadas com amostras negativas.
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com os resultados prévios. Nao houve correlacdo entre os valores (dados nao

mostrados).

Figura 27. Diferenciacao por grau de lesdo cardiaca
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O biossensor aqui proposto nao utiliza sonda e, portanto, ndo possui um
reconhecimento para uma molécula especifica, por esse motivo a substituicdo dos
valores pode néo ter sido eficiente. Enquanto a classificagédo por perfis, levando em
consideracao todos os componentes da amostra, teve mais sucesso na separacao
dos grupos.

Uma vez que os marcadores cardiacos séo liberados na corrente sanguinea, estao
suscetiveis a modificacfes pods traducionais como fosforilacdo e ubiquitinacéo, além
da formacédo de complexos proteicos. Além disso, essas proteinas sdo degradadas
com o tempo. Essas alteracfes sofridas por essas proteinas prejudicam analises que
buscam a identificacdo do marcador em sua forma nativa, como aquelas que usam
anticorpo para deteccao. (ZHANG et al., 2011; STRENG et al., 2013; STRENG, 2017).

A condicdo em que o marcador se encontra na corrente sanguinea € fundamental
para elaborar um teste diagndstico que seja eficiente no seu reconhecimento, esse
também pode ter sido um dos motivos da dificuldade encontrada para se utilizar
proteinas recombinantes e a divergéncia dos resultados para quantidades iguais de
proteina (STRENG et al., 2017; VAN DER LINDEN et al., 2017).

A técnica de diagnostico de IAM sem a utilizacdo de marcadores ja foi proposta
anteriormente por meio de sensores 6ticos para deteccdo. Nesse tipo de anélise, é

avaliado o perfil grafico como um todo da amostra, diante da excitagdo por um
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determinado comprimento de onda. Por analise multivariada (CHEN et al., 2016)
conseguiu diferenciar amostras de soro de pacientes positivos e negativos para IAM.

Antes disso, NISHIKI-MURANISHI et al. (2014) analisou tecido cardiaco em
modelos murinos e conseguiu discriminar a presenca de alteracdes celulares como
necrose, granulacao e tecido fibroso com a técnica de microscopia RAMAN associada
a analise multivariada dos dados. A deteccéo foi associada a presenca de compostos
diferentes causados pelas lesdes citadas. Sabendo que o IAM é causa lesdes no
tecido cardiaco, analisar o perfil da amostra como um todo se torna véalido uma vez
que ha alteracbes morfolégicas com produtos que podem ser detectados
(YAMAMOTO et al., 2018).

Corroborando com a liberacado sistémica de compostos caracteristicos, ndo sé de
proteinas marcadores como ja mencionado, mas um perfil de resposta, CAO et al.
(2015) diferenciou amostras de pacientes positivos e negativos analisando saliva
também pela metodologia de RAMAN. HAAS et al. (2010) usando o mesmo tipo de
amostra identificou IAM a FTIR, outra metodologia baseada em detecc¢éo oOtica.

Usar o perfil de componentes totais de amostras de pacientes com IAM ou outras
leva a possibilidade de desenvolvimento de um sensor capaz de diferenciar
intensidades de lesdes de 1AM, demonstrado como prova de conceito neste trabalho,
entre si e de outros quadros clinicos que causam danos em cardiomiécitos,
aumentando o nivel plasmético de marcadores. Enquanto os testes de Tnc de alta
sensibilidade séo eficientes na deteccéo precoce de IAM, um sensor para o0 quadro
como um todo tem uma aplicacdo mais ampla na clinica, ndo se restringindo apenas
a casos de urgéncia em cardiologia, mas para acompanhamento de pacientes
hospitalizados e com comorbidades cronicas associadas.

Embora limitada, a forma de deteccdo proposta neste trabalho foi capaz de
detectar a positividade para IAM com diferentes graus de leséo tecidual. Apesar da
limitagdo ser um ponto negativo quando comparado com os testes de Tnc de alta
sensibilidade, uma vantagem é a ndo reacdo cruzada com outras condi¢cdes que
podem afetar o resultado e a possibilidade de aplicagdo em outras situacdes que a
proposta inicialmente.

Mais testes sdo necessarios para explorar os diferentes graus de IAM e sua
diferenca com comorbidades que levam a altera¢cdes em marcadores cardiacos. Para
caracterizar os perfis eletroquimicos para cada situacdo. A fim de aprimorar o

biossensor aqui desenvolvido foi submetido um projeto ao Comité de Etica em



63

Pesquisa (CEP) da Universidade para coletar amostras de pacientes com IAM
diagnosticado e de pacientes com historico de comorbidades que possam interferir no
resultado. Como ndo ha reconhecimento por anticorpo, ndo ha um sensor diagnéstico
de marcadores especificos, mas de um possivel perfil de marcadores caracteristicos
do quadro de IAM. Para isso, é preciso testar amostras reais de pacientes para

validacéo da plataforma desenvolvida.
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5. CONCLUSAO

Matrizes poliméricas enriquecidas com NTC associadas a R6G sdo uma forma
eficiente de estabilizar e modificar a superficie de eletrodos screen-printed;

A modificacdo foi eficiente ao permitir adsor¢do de componentes bioldgicos e
nanomaterias na superficie de trabalho;

A estratégia do tipo sanduiche foi capaz de diferenciar amostras positivas de
negativas de maneira especifica;

A deteccgéo direta usando amostras de soro diferenciou amostras positivas de
amostras negativas e conseguiu identificar marcadores de maneira concentracao-
dependente;

As andlises usando densidade de corrente foram eficientes e permitem que os
testes sejam transportados para diferentes plataformas que néo as utilizadas neste
trabalho;

O biossensor modificado tem potencial para desenvolver uma plataforma para
detectar diferentes perfis dentro do quadro de IAM;

Figura 28. llustracdo de resumo dos dados apresentados e de perspectivas
futuras
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