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Resumo

A necessidade de rastreamento de doengas com a possibilidade de intervencdo répida ficou
muito evidente com a pandemia de Covid-19. Ainda assim, a principal causa de morte tanto no
Brasil, quanto no mundo séo as doencas cardiovasculares (CDVs). O uso de dispositivos POC
(point-of-care) baseados em biossensores eletroquimicos podera reduzir o tempo de anélise
para minutos, sem necessidade de infraestrutura laboratorial e recurso humano especializado.
A proteina C-reativa (PCR) € uma proteina plasmética de fase aguda cujas concentracdes
podem aumentar rapidamente apds infecces/inflamacGes, além de se apresentar como
marcador sistémico de doencas cardiovasculares. Aqui, relatamos o desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico flexivel baseado em nanobastdes de CeO2 (NRs) imobilizados com
anticorpo de PCR. A condic¢édo de deposi¢éo foi avaliada para funcionalizacéo do eletrodo e
imobilizacdo com anticorpo-antigeno PCR. Foi feita a funcionalizacdo do sensor e a
imobilizacdo foi verificada por técnicas espectroscopicas e eletroquimicas e demonstraram
eficAcia e reprodutibilidade. O imunossensor desenvolvido apresentou reprodutibilidade
aceitavel (coeficiente de variacédo = 4,5%) e permitiu deteccéo na faixa de 0,3 a 7,0 mg L-1 de
PCR com limite de deteccdo de 0,18 mg L-1, com aplicac6es imediatamente detectaveis, facil
de manusear, de baixo custo e ideal para servir como dispositivo POC.
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1. Introducéo

A necessidade de rastreamento de doencas com a possibilidade de intervencdo rapida ficou
muito evidente com a pandemia de Covid-19. O uso de dispositivos point-of-care (POC)
baseados em biossensores eletroquimicos podera reduzir o tempo de analise para minutos, sem
necessidade de infraestrutura laboratorial e recurso humano especializado e representa uma das
areas mais dindmicas dentro do diagnostico in vitro (CARVAJAL, 2018; HEMMIG, 2020).
Recentemente, varios estudos mostraram que o desenvolvimento de nanomateriais tem diversas
aplicacdes, inclusive para deteccdo do novo coronavirus o SARS-CoV-2 (SEO, 2020;
KUMAR, 2021; SRIVASTAVA, 2021).

O uso da proteina C-reativa (PCR) tem sido amplamente aceito como biomarcador diagnéstico
de eventos adversos para monitoramento de risco cardiovascular e inflamacédo (VILIAN, 2019).
A inflamacdo representa um mecanismo fisiopatologico chave na sindromes coronarianas
agudas (EGGERS, 2021). A PCR, o fator inflamatério universal, é geralmente elevada tanto no
IAM (infarto agudo do miocardio) quanto na miopericardite (MEISEL 2021) e é conhecida
como proteina de fase-aguda e sintetizada pelo figado (VILIAN, 2019; HOLZKNECHT, 2021).
Apresenta concentragdo normal no plasma abaixo de 1.0 mg L, no entanto pode aumentar
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rapidamente para mais de 1000 vezes o normal apds lesdo tecidual, infec¢do ou inflamagéo
(GABBAY, 1999; HIRSCHFIELD, 2003). A elevacdo da PCR esta diretamente relacionada a
uma maior extensdo do dano do tecido miocardico ((JRN, 2009; REINDL, 2017) com
subsequente eventos cardiacos adversos maiores (MACE) (THEROUX, 2005; YIP, 2005;
HOLZKNECHT, 2021). Portanto, o desenvolvimento continuo de métodos analiticos precisos
e rapidos para a deteccdo de PCR é imperativo.

2. Materiais e métodos

2.1 Fabricacdo de imunossensor eletroquimico baseado em nanobastdes de oxido de cério
(CeO2 NRs) para deteccao do biomarcador para doenca cardiovascular Proteina C-reativa

Para o desenvolvimento do imunossensor para proteina C-reativa foram adquiridos eletrodos
flexiveis de ouro fabricados em polimiida (PCBWAY Company, China). No eletrodo de
referéncia foi depositada a tinta de prata/cloreto de prata (ALS, Japédo) juntamente com
tratamento térmico a 60°C. Para a fabricagdo do imunossensor duas condi¢des de deposicao dos
CeO2 NRs foram testadas a fim de verificar a melhor dispersdo dos nanobastdes e resposta
eletroquimica. Na primeira condi¢&o, a emulsdo foi feita de CeO2 NRs com glutaraldeido 50%
(Electron Microscopy Sciences), e na segunda com dimetilformamida (DMF). Apds o preparo
dessas emulsdes, elas foram adicionadas ao WE na quantidade de 10 pL de emulséo em cada
eletrodo. Os eletrodos foram entdo deixados por 12 horas em uma estufa a vacuo a 120°C. Foi
feita a caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.2 Imobilizagdo com anticorpo anti-Proteina C-reativa e caracterizacdo estrutural e
eletroquimica dos sensores produzidos

As nanoestruturas foram funcionalizadas com cistamina 20mM (Alfa Aesar) para fornecer
grupos amino na superficie e posteriormente, foram ligados com glutaraldeido 2,5%,
fornecendo grupos carbonilicos na superficie, para que, entdo, 0os amino grupos dos anticorpos
(NH2-Y) fossem facilmente ligados. Em seguida foram aplicadas na superficie dos eletrodos de
trabalho (WE) diferentes concentracdes da solucdo de anticorpo diluidas em tampéo fosfato
(PBS 0.1M pH 7,4), e feita incuba¢do por 12h a 4°C em camara Umida com posterior lavagem
com tampéo PBS para remogéo do excesso.

Os estudos eletroquimicos foram realizados com medidas eletroquimicas utilizando um
Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 204 (EcoChemie, Holanda) controlado por
computador. Adicionalmente foram feitas medidas utilizando um potenciostato portatil Sensity
PalmSens acoplado a um aparelho de celular usando o aplicativo PStouch — PalmSens. Com
finalidade de identificar variagcbes nos potenciais do pico catddico (Epc) € anddico (Epa) € nas
intensidades de corrente do pico catddico (Ipc) do pico anddico (lpa) dos voltamogramas ciclicos
durante as andlises por voltametria ciclica (VC), o potencial foi de —0.2 a 0.5V com taxa de
escaneamento de 100 mV st em 10 mmol L™ K4 [Fe(CN)s] € 0.5 mol L™* com solugdo de
NaNOz como mediador. A estabilidade foi verificada através de sucessivos voltamogramas. A
caracterizagdo dos imunossensores prontos foi realizada pela avaliacdo da reprodutibilidade dos
sensores via VC.

O grau de especificidade da ligacdo anticorpo-antigeno do imunossensor foi avaliado incubando
diferentes antigenos a base sensora e avaliando sua resposta por VC e pela técnica de Dot Blot.
Foram utilizadas diversas proteinas recombinantes (Troponina | cardiaca recombinante,
Troponina T cardiaca recombinante, Proteina C-Reativa recombinante, Mioglobina
recombinante). As amostras (2ul) foram adicionadas as membranas de nitrocelulose em
concentragdes variadas (0,15ug; 0,015ug, 0,0015ug). As membranas foram deixadas para secar
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por 30 min e incubadas overnight a 4°C com a solugéo de anticorpo. Em seguida as membranas
foram lavadas com solucédo salina tamponada com tris com Tween e incubadas com anticorpo
secundario conjugado com HRP. As bandas imunorreativas foram visualizadas com o método
de quimioluminescéncia utilizando o kit Super Signal West Pico Plus (Thermo Fisher
Scientific).

A sensibilidade e especificidade do anticorpo também foram avaliadas pela técnica de Western
Blot com a separacdo das proteina por eletroforese, sendo possivel a identificacdo na banda
correspondente de 26 kDa (massa molecular ~25kDa) utilizando-se um controle positivo.
Adicionalmente, foram iniciados testes com soro fetal bovino (SFB) para verificacdo da
seletividade dos imunossensores. As amostras de soro foram enriquecidas com proteina C-
reativa) em duas diferentes concentracdes e incubadas por 60 min com caracterizacao por VC.

3. Resultados e discusséo
3.1 Caracterizag&o estrutural e eletroquimica do eletrodo e dos CeO2 NRs

Os CeO2 NRs usados para fabricacdo do biossensor tém uma estrutura cristalina cubica (padrao
ICSD n° 239412) e morfologia bastonete. Os eletrodos utilizados neste trabalho séo do tipo
flexivel produzidos em folha de polimiida. As melhores condi¢des de deposicao dos CeO2 NRs,
como dispersdo, porosidade e aderéncia a base do WE foram testadas através da disperséo de
CeO2 NRs em gluta (CeO,-Gluta) e DMF (CeO2-DMF). Ambas as metodologias de deposicéo
mostraram boa adesdo de deposicdo. Apds a caracterizacdo observou-se que o eletrodo de
CeO,-DMF apresenta superficie mais homogénea com seu agente dispersante (DMF)
apresentando caracteristicas hidrofilicas. Porém a superficie do eletrodo estava altamente
hidrofébica nos testes eletroquimicos. Isso se deve a qualidade hidrofobica das superficies mais
estaveis do CeOo. Foi realizada entdo a hidroxilacdo da superficie do eletrodo CeO2-DMF com
uma solucdo aquosa de acido acético a 10%. Este eletrodo foi entdo chamado de CDH. A
Figura 1 mostra imagens dos CeO2 NRs nas diferentes condiges testadas.

a)
Flexible electrode

CE: counter electrode
WE: working electrode
RE: reference electrode

Figura 1- Diferentes métodos de deposicédo utilizados na preparacdo de sensor. Em (a) é mostrado o eletrodo
flexivel utilizado; imagens MEV para os eletrodos CeO,-Gluta (b), CeO2-DMF (c), e CeO,-DMF hidroxilado,
CDH (d).

Com relacéo as andlises eletroquimicas, tanto a base sensora, quanto os eletrodos CeO,-Gluta
e CeO.-DMF apresentam picos anddicos localizados na regido de 0,2V, o que é esperado na
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presenca do Ka[Fe(CN)e]. Quanto aos valores de densidade de corrente anddica, Ipa, hd uma
diminuicdo apresentada pelos eletrodos (base sensora > CeO»-Gluta > CeO,-DMF) (Figura 2).
Os resultados mostraram que o eletrodo CDH tem uma area de superficie ativa 35% maior em
comparagao com antes da hidroxilagéo (CeO2-DMF). Indicando maior transferéncia de elétrons
e porosidade no material. A Figura 2b mostra as curvas VC para o eletrodo CDH submetido a
diferentes taxas de varredura. Os VCs apresentam um aumento proporcional nos picos anddicos
e catodicos, de acordo com a taxa de varredura. O Ipa e Ipc sdo diretamente proporcionais a
raiz quadrada da taxa de varredura (insercdo da Figura 2b), sugerindo um processo controlado
por difuséo.
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Figura 2- Curvas de VC da base sensora e diferentes condicOes de deposicdo de CeO, NRs (a) e diferentes taxas
de escaneamento par o sensor CDH (b). Todas as medidas foram realizadas na presenga de Ks[Fe(CN)s]/
K4[Fe(CN)s] (10 mM) em NaNOs (0.5 mol L™1), com taxa de escaneamento de 100 mV s 1.

A avaliacdo da estabilidade do imunossensor foi foi verificada por VCs sucessivos realizados
na presenca de K4[Fe(CN)g] (10 mM). Observou-se uma boa repetibilidade em dez curvas de
voltamogramas sucessivas (Figura 3).
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Figura 3- Curvas de VVC para imunossensor com 10 scans sucessivos
3.2 Ensaios de seletividade e especificidade

Utilizando um controle positivo para PCR foi possivel comprovar a especificidade do
imunossensor desenvolvido (Figura 4a). O teste de Dot Blot usando antigenos de diferentes
proteinas incubados com anticorpo anti-PCR (Figura 4b) indicou a pureza da proteina PCR
utilizada e a alta seletividade do anticorpo. Houve reducéo do Ipa a medida que ha adi¢éo de
PCR tornando mais resistivo (Figura 5).
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Figura 4 — Técnica de Western Blot com banda em ~26 kDa (a); e teste de Dot blot para PCR com comprovagao
da especificidade do anticorpo (b)
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Figura 5 — DPVs obtidos para soro fetal bovino puro e na presenca de 0.3 e 10.0 mg L™* de PCR

4. Conclusodes

Apresentamos um biossensor produzido em um eletrodo flexivel, facil de usar e de baixo custo
0 que potencializa sua aplicagdo como dispositivo POC. Os resultados obtidos mostram que o
imunossensor desenvolvido apresentou boa estabilidade e especificidade, sem reacdo cruzada
com outras proteinas com excelente seletividade.
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