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Resumo: Enfrentar o grave problema das doengas
cardiovasculares constitui hoje um grande problema de
saide publica mundial e o desenvolvimento de
tecnologias praticas, sensiveis e¢ de baixo custo para
monitoramento dos biomarcadores cardiacos ¢ alvo de
interesse na pesquisa biomédica. Desenvolvemos neste
trabalho uma plataforma sensora baseada em
nanocompdsito de nanotubos de carbono (NTC),
polietilenoimina (PEI) e liquido i6nico (LI) de
Tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazolio
([Bmim]BF4) para detec¢do in vitro da Troponina
cardiaca T (cTnT) através de transdugdo eletroquimica.
As etapas de construgdo do filme de nanocompdsito
foram caracterizadas por Voltametria Ciclica que
confirmou a imobilizagdo adequada da anti-troponina-
HRP(HorseradishPeroxidase) através da redugdo dos
picos redox e a estabilidade fisica e quimica diante de
sucessivos ciclos de varredura. As imagens de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revelaram
uma estrutura morfolégica relativamente organizada dos
NTC dispersos em PEI e LI sobre a superficie dos
eletrodos de carbono vitreo (CV). Os resultados
apresentados apontam viabilidade técnica para detecgdo
de cTnT em baixas concentragdes (0,03 a 0,12 ng/ml).
Palavras-chave: Biossensor, Nanotubos de Carbono,
Troponina Cardiaca T (¢TnT), PEIL

Abstract: Facing serious problem of cardiovascular
disease is now a major public health problem
worldwide andthe development of sensitive, practices
and low cost technologies for monitoring of cardiac
biomarkers is the target of great interest in biomedical
research. In this work we have developed a sensor
platform based on Carbon Nanotubes-
Polyethyilenoimine-lonic Liquid nanocomposites(CN-
PEI-IL) for in vitro detection and quantification of
Cardiac Troponin T (cTnT) through electrochemical
transduction. The steps of constructing nanocomposites
film was characterized by Cyclic Voltammetry which
confirmed the proper immobilization of anti-Troponin
HRP by reducing the redox peaks and physical and
chemical stability on successive scan cycles. The
Scanning Electronic Microscopy images revealed a
relatively organized morphological structure of Carbon
Nanotubes dispersed into the PEI and LI over the
electrodes surface. The results suggest technical
feasibility to detect cTnT at low concentrations (0.03 to
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0,12 ng/mITnT).
Keywords: Biosensor, Carbon Nanotubes, Cardiac
Troponin T (¢TnT), PEI

Introducéo

As Doengas cardiovasculares (DCV) estdo entre os
maiores problemas de saude publica mundial tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento.
Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), mais de 30% dos obitos registrados em todo o
globo atualmente estdo associados as DCV [1]. O
protocolo para detecg@o de infarto do miocéardio envolve
analise sanguinea para monitoragdo dos biomarcadores
cardiacos (Mioglobina, Creatinoquinase, Proteina C
reativa, Peptideo Natriurético e Troponina cardiaca)
sendo as troponinas consideradas mais cardioespecifica
para o diagnostico do infarto [2, 3].

A Troponina ¢ um complexo de trés proteinas — as
Troponinas T (¢TnT) e I (cTnl) s@o as mais utilizada nos
testes — que participa do processo de contragdo do
musculo cardiaco. Devido sua alta sensibilidade e
especificidade, a dosagem deste marcador pode revelar
lesdes miocardicas muito pequenas, ndo detectaveis por
nenhum exame ambulatorial complementar. Hoje, a
deteccdo da cTnT € um exame de primeira escolha [2, 3].
Atualmente, testes ambulatoriais para quantificagcdo de
Troponina cardiaca envolvem tecnologias de medida da
densidade oOptica da emissdo quimioluminescente
baseada na relagdo antigeno-anticorpo (ECLIA).
Embora bem estabelecidos, tais métodos sdo ainda
onerosos € relativamente lentos, devido, sobretudo ao
baixo nivel de concentragdo fisiologica normal das
troponinas que se encontra abaixo de 0,03ng/mL, o que
frequentemente induz erros em sua quantificacdo [4].
Portanto, alternativas diagnosticas que possibilitem
quantificagdo rapida, precisa, portatil e de baixo custo
deste biomarcador sdo altamente desejaveis.

Biossensores baseados em transducdo eletroquimica
sdo alternativas promissoras que vém se estabelecendo
de modo confidvel na deteccdo e quantificacdo de
diversas moléculas de interesse biomédico tais como
proteinas, enzimas e anticorpos [5, 6]. A associa¢do
coma nanotecnologia, através de nanotubos de carbono
(NTC), pode promover amplificagdo do sinal elétrico na
interface  nanoestruturada, resultando em maior
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estabilizacdo de corrente e aumento significativo do
limite de detecgdo [5, 6].

Neste trabalho, foi desenvolvida uma plataforma
biosenssora para deteccdo de Troponina T baseada na
interacdo de nanotubos de carbono com o polimero

condutor PEI e LI utilizando transdugéo a eletroquimica.

A plataforma foi caracterizada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e técnicas de
voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

Materiais e métodos

Reagentes: PEI, NTC, LI, Etil-3-(3-dimetilaminopropil
carbodiimida) (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich, USA. Anticorpo
anti-cTnT e anti-cTnT conjugado & peroxidase (anti-
cTnT) e cTnT foram comprados na Abcam, USA. Todos
os demais reagentes usados no preparo de solugdes
tampdes foram de grau analitico.

Metodologia:

(1) Preparacéo da Solucéo de PEI e disperséo de
nanotubos de carbono carboxilados (NTC-COOH)

Dissolveu-se 0,1 g de PEI em 1,8 ml de etanol sob
leve agitagdo por 30 segundos. Em uma solug¢do de
EDC/NHS (1:1 v/v) adicionou-se 0,0015 g de nanotubos
de carbono carboxilados em banho ultrasonico por 4
horas.

(2) Montagem da plataforma biossensora sobre o
eletrodo de carbono vitreo(CV)

Cinco microlitros (5 pL) da solugdo de PEI (1)
foram depositados sobre a superficie do eletrodo, que
permaneceu na estufa (50 °C) por 15 minutos. Em
seguida, 5 pL da solu¢do de NTC-COOH previamente
ativados com EDC/NHS foram depositados sobre a
superficie do eletrodo e incubados por 20 minutos na
estufa (50 °C ). Em seguida, 10 pL de liquido i6nico
foram depositados sobre a superficie do eletrodo e
permaneceu por 24 horas a temperatura ambiente. O
excesso foi lavado em agua deionizada e, por fim, uma
solugdo de anticorpo anti-cTnT conjugado a peroxidase
(anti-cTnT-HRP) foi incubada por 2 horas, as
concentragdes utilizadas variaram de 0 a 10 pg/ml.

Voltametria Ciclica:

As voltametrias foram realizadas em ([Fe(CN)g]*
/[Fe(CN)6]*) 1 mmol L' em KC1 0,1 mol L! de 0 até
0.5Volts em diferentes velocidades de varredura (10 a
250mV/s), tendo como padrdo 5 ciclos.

Voltametria de Pulso Diferencial

Para avaliar as respostas analiticas  as
concentragdes de c¢TnT, foram realizados ensaios de
voltametria de pulso diferencial aplicando-se amplitude
de pico de 0.1Volts, velocidade de varredura 125mV/s e
largura de pulso de 25mV em solugdo de [Fe(CN)s]*
/[Fe(CN)6]*(1 mmol L) em 0,1KCI moL"! numa janela
de potencial de 0.3Volts a 0. As amplitudes de corrente
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foram medidas no potencial de pico catodico.

Microscopia Eletronica de Varredura:

As micrografias foram registradas em um
microscopio eletronico de varredura Philips XL30 FEG
FE-SEM a um potencial de 10 kV.

Resultados

A técnica de voltametria ciclica foi usada para
caracterizar a etapa de montagem da interface sensora
(Figura 1).
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Figura 1: Voltametria ciclica no eletrodo de carbono vitreo, analisando
as etapas de constru¢do do biossensor.

Para caracterizagdo da estabilidade fisico-quimica
da plataforma na sua construgdo, diante de numerosos
processos de oxi-reducdo sequenciais, executou-se trinta
ciclos voltamétricos (Figura 2). O teste permiteu a
verificagdo da susceptibilidade do filme diante dos
processos de transferéncia de carga.
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Figura 2: Voltamogramas exibindo boa estabilidade e
reprodutibilidade dos ciclos voltamétricos apds 30 varreduras
consecutivas.

Figura 3(a) exibe os resultados de intensidade da
corrente nos picos anddico e catédico em funcdo da
velocidade de wvarredura. Observou-se um discreto
afastamento dos picos a medida que se aumenta a taxa
de varredura sugere processos quase-reversiveis (ou
aproximadamente reversiveis), de modo que a
dependéncia da intensidade das correntes com a raiz
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quadrada da  velocidade de  varredura ¢
aproximadamente linear (Figura 3(b)).
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Figura 3: Eletrodo de CV em diferentes velocidades de varredura (a) e
analise dos picos das correntes anddicas (Ipa) e catddicas (Ipc) em
fungdo da variagdo da raiz quadrada das velocidades de varreduras(b).

A imobilizagdo do anticorpo anti-troponina-HRP
foi confirmada pela reducdo dos picos redox, devido a
sua natureza isolante pela redugdo dos picos de
correntes obtidas pelo par redox.

——CV Limpo

——CVIPEI

——CVIPEUNTC-COOH
——CVIPEUNTC-COOH/BMIMBF,
———CVIPENTC-COOH/IBMIMBF jAnti-troponina

150

100

50

1/ipA

-50 -

-100

-150 4

0,0 0,1

T T
0,2 0,3 0,4 0,5

E/V vs. Ag/AgCl(sat.)

Figura 4:Redugdo do perfil da voltametria ciclica em eletrodo de CV
com o filme de PEI/NTC-COOH/BMIMF./Anti-troponina-HRP(lilais).

O anticorpo  anti-troponina marcado  foi
submetida a voltametria ciclica em uma solugdo de
peroxido de hidrogénio, ja que o marcador HRP reage
nesta solucdo. Diferentes concentragdes do anticorpo

2446

marcado foram testadas para avaliar o comportamento
da corrente. Na figura 5, observou-se um aumento da
corrente em virtude da reacdo de oxidagdo da
peroxidase pela acdo do perdxido de hidrogénio. Em
concentragdo maxima, o pico de reducdo foi largamente
aumentado, corroborando com a hipdtese de que o
anticorpo conjugado a peroxidase foi imobilizado.
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Figura 5: Voltametria ciclica em um eletrodo de CV com o filme de
PEI/NTC-COOH/BMIMF /Anti-troponina  em H,0, utilizando
diferentes concentragdes do marcador.

Na Figura 6 pode ser vista micrografia eletronica
de varredura do eletrodo de CV coberto com o
nanocompdsito de PEI + LI + NTC-COOH (a e b) e sem
o LI (c). As interagdes do LI com o PEI ¢ os NTCs
permitiram mudancas morfoldgicas na orientagdo dos
NTC dispersos na superficie do eletrodo.
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Figura 6: Nanocomposito de PEI + LI + NTC-COOH (a e b) e sem o
LI (¢).

A Figura 7 mostra a resposta as concentragdes
c¢TnT do imunosensor. As amplitudes de correntes de
potencial de pico catédico medidas em funcdo da
concentragdo da cTnT. O imunosensor mostrou-se ter
uma resposta linear a uma faixa de concentragdo de 0.03
a 0.12 ng/ml, com o limite de detec¢dao aproximado de
0.01 ng/ml.
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Figura 7: Curva analitica de resposta a concentragdo de cTnT. Ensaio
realizado por pulso diferencial em solugdo de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*
(1 mmol L") em 0,1KCIl moL™".

Discussao

Nos voltamogramas da Figura 1, observa-se um
ganho significativo de corrente a partir da deposigdo dos
NTC-COOH e uma reducdo dos potenciais de oxido-
reducdo quando da adi¢do do liquido i6nico. Este ultimo
efeito pode ser atribuido as propriedades do liquido
i6nico que atua como mediador de elétrons promovendo
uma maior atividade eletrocatalitica. O comportamento
do eletrodo quando submetido a diferentees velocidades
de varrdura sugere que a maior parte dos processos de
transferéncia de carga na interface sdo quase-reversiveis
e controlados por difusdo. A imobilizagdo da anti-cTnT
sobre a plataforma sugerida foi confirmada pelos
resultados da figura 5. As respostas analiticas a variagao
da concentrag¢do de cTnT como demonstrado na figura 7,
mostra-se comparaveis aos métodos por
quimioluminescéncia, com a vantagem de ser mais
rapido e pratico. As imagens de MEV confirmam a
presenga dos NTC-COOH incorporados aos LI através
das micrografias da figura 6.
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Conclusédo

Os resultados apresentados neste trabalho
apontam viabilidade técnica para detecgdo de cTnT em
baixas concentragoes (0,03 a 0,12 ng/ml). O
desenvolvimento de tecnologias alternativas para
monitoramento pratico, preciso e de baixo custo dos
biomarcadores cardiacos ¢ considerado altamente
estratégico em politicas de satde publica e sdo de
grande interesse na pesquisa biomédica. Além de novas
aplicagdes poderem serem desenvolvidas pela
substituicdo do anticorpo, demonstrando a versatilidade
deste tipo de sistema para a detecgdo e quantificagdo de
uma variedade de moléculas de interesse biomédico.
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