Desenvolvimento de um nanosensor para detecédo do risco
de doencas cardiovasculares no ambito do projeto
CARDIOSENSOR

Este artigo visa sumariar os toépicos principais de um projeto de investigagdo
(CARDIOSENSOR) que tem como objetivo o desenvolvimento de um nanosensor para o
diagnoéstico do risco de doencas cardiovasculares, através da determinagdo da proteina
C-reactiva (CRP). Esta proteina é atualmente considerada como o melhor marcador
inflamatério validado que esta associado a doencas cardiovasculares. O projeto envolve
tarefas tais como: 1) o desenvolvimento de sensores baseados em transistores de efeito
de campolz montagem, otimizacdo e validacédo; 2) aplicacdo destes sensores para a
detecdo da CRP em solucdes padréo e comparagdo com um ensaio padrdo validado, o
ensaio imunoenzimatico ELISA; e 3) a aplicacéo destes sensores em amostras clinicas,
tais como soro humano e saliva, de forma a avaliar a sua capacidade para diagnosticar o

risco de doengas cardiovasculares.
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Sensores baseados em transistores de efeito de campo - séo dispositivos
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D INTRODUGAO

Com base nas ultimas estatisticas, as doencas cardiovasculares estao entre as principais causas de perda
de qualidade de vida saude degradada, invalidez e morte, tanto na Europa (Allender et al., 2008), como a
nivel mundial (Roger et al., 2012). Nesta area, a proteina C-reactiva (CRP) foi reconhecida como uma das
proteinas mais importantes em processos inflamatorios, sendo também o melhor marcador inflamatério
validado associado a doencas cardiovasculares. A CRP é normalmente encontrada em niveis baixos no
soro humano, e um aumento da sua producéo até cerca de 1000 vezes ou mais, pode ser induzido durante
a fase aguda da infe¢do e do processo inflamatério®. No soro humano, os niveis de CRP inferiores a 1.0
mg/L estdo associados a baixo risco de desenvolver uma doenca cardiovascular, os niveis moderados
estdo entre 1.0 e 3.0 mg/L, e os niveis elevados podem atingir os 3.0 mg/L (Ridker, 2003) estando
associados a um elevado risco de desenvolver uma doenca cardiovascular. Os niveis elevados de CRP no
soro estao fortemente associados a um risco elevado de doenga cardiaca coronéria, enfarte do miocérdio,
acidente vascular cerebral, doenca arterial periférica e morte cardiaca subita (Ridker, 2003; Hansson, 2005).
A CRP é considerada como uma proteina imunogénica, devido ao seu elevado peso molecular (115 kDa), o
gue faz com que tenha uma alta especificidade de ligacdo com o seu anticorpo especifico levando a um
elevado reconhecimento molecular entre ambos (Vo-Dinh e Cullum, 2000). Além disso, 0os imunoensaios,
ensaios bioquimicos que utilizam esta imunorreac¢do entre antigene e anticorpo, sdo atualmente utilizados
em analises clinicas para a detecdo de CRP (Rogowski et al., 2005). No entanto, estes métodos de detecao
gue tém por base um principio de funcionamento 6tico sdo demorados e muito caros. Além disso, precisam
de moléculas secundarias (em inglés labelled molecules) e de procedimentos de pré-tratamento de
amostras, assim como ndo sao meétodos de leitura direta, uma vez que necessitam do desenvolvimento de
reacBes secundérias para a detecdo do analito de interesse. Como alternativa, existem os biossensores que

utilizam a imunorrea¢éo denominando-se assim imunosensores, para dete¢édo da CRP.

A nanotecnologia tem sido usada com sucesso nos Ultimos anos em varias areas cientificas desde a
eletrénica até a induastria biomédica, e proporciona o desenvolvimento de materiais inovadores com
caracteristicas muito interessantes para o melhoramento de sistemas de diagnéstico aplicados a saude.
Desta forma, os nanotubos de carbono sdo um dos materiais mais usados em sensores quimicos e
biolégicos devido as suas caracteristicas quimicas, fisicas, mecénicas e elétricas que permitem obter
dispositivos miniaturizados com elevada sensibilidade e 6timas caracteristicas ao nivel do desempenho
analitico. A partir destas consideracdes, novas abordagens no desenvolvimento de dispositivos
descartaveis, precisos e sensiveis, com reduzido tempo de preparacdo de amostra e sem pré-tratamento da
amostra sdo ainda necessarias nesta area. O projeto CARDIOSENSOR, financiado por fundos europeus
(FEDER - Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional) no &mbito do Programa Operacional Factores de
Competitividade (COMPETE) e por fundos portugueses através da FCT (Fundacdo para a Ciéncia e a
Tecnologia, Portugal) consiste no desenvolvimento de um nanosensor para diagnosticar o risco de doencas
cardiovasculares, através da determinacdo dos niveis de CRP em amostras clinicas, como soro humano e

saliva.

2 . L. . N - ~
Processo inflamatério - processo que ocorre no corpo humano devido a presenca de infecéo.
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Neste artigo pretende-se obter uma visao geral dos varios passos que estéo envolvidos neste projeto, assim
como apresentar os principais resultados ja obtidos, e uma perspetiva futura sobre a possivel aplicacao de

nanosensor no diagnostico adequado das doencas cardiovasculares em pacientes.

D AMBITO DO PROJETO CARDIOSENSOR

No ambito do projeto CARDIOSENSOR, os nanosensores desenvolvidos descartaveis sdo baseados em
transistores de efeito de campo (FET) com nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNT), constituindo
assim dispositivos NTFET, para a dete¢do de CRP através de imunoreacédo. Os FET tém dois contatos a
superficie: a fonte e o dreno, e um terceiro contato: a porta, separado dos outros dois por uma fina camada
isoladora de dioxido de silicio

(SiO,), tal como se mostra na Frpsine teacin sxgle ool ol
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da tensédo aplicada e da resistén-

cia dos SWCNT sendo esta FIGURA 1: Representagdo de um NTFET com os SWCNT incorporados,
sendo que estes estdo em contato com 0s anticorpos especificos para a
corrente modulada pelo contato proteina C-reactiva.

porta.

O projeto envolve vérias tarefas, algumas delas ja desenvolvidas, ou seja, 1) microfabricacdo dos
dispositivos FET e estudo dos melhores parametros geométricos desses dispositivos, a fim de melhorar o
seu desempenho como sensor; 2) preparacéo de dispersdo de SWCNT, a fim de obter solu¢ées individuais
e dispersas de SWCNT (aplicacdo de um desenho experimental para encontrar estatisticamente as
melhores condigBes experimentais para a dispersdo de SWCNT) e caracterizagdo espectroscopica para
identificar as estruturas eletrénicas e vibracionais da dispersdo de SWCNT; 3) montagem dos dispositivos
FET (denominados de NTFET, ou seja, transistores de efeito de campo com nanotubos de carbono) e
respetiva caracterizacdo elétrica; 4) aplicacdo de dispositivos NTFET para solugbes padrdo de CRP, e

estudo do seu desempenho analitico.

O projeto também contempla outras tarefas tais como a aplicacdo de sensores para a detecdo de CRP em
amostras clinicas, tais como soro humano e saliva e a comparacgao dos resultados com 0s imunoensaios
convencionais (por exemplo, ELISA) (Justino et al., 2014). Os resultados obtidos a partir de saliva e soro
foram comparados entre si, a fim de saber se a saliva pode constituir um fluido bioloégico potencial para
realizar a analise ndo-invasiva da CRP, pois a recolha de saliva € mais facil do que a recolha de sangue, e é
efetuada sem dor. A colheita de sangue (amostragem invasiva) e saliva (amostragem nao-invasiva) foi feita
em individuos sem problemas de salde e em pessoas que sofrem de varias doencas, incluindo doencas

cardiovasculares, a fim de estudar a correlacédo entre os niveis de CRP e a incidéncia de doencas. Foram
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também feitos questionarios a todos os pacientes voluntarios, a fim de identificar o seu historial clinico e

habitos diarios que poderao interferir com os niveis de CRP.

D DESCRIGAO DOS TOPICOS ENVOLVIDOS NO PROJETO CARDIOSENSOR

Disperséo de nanotubos de carbono de parede simples

A dispersdao aquosa de nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNT), que se
mostra na Figura 2, foi efetuada em solu¢des aquosas de colato de sodio (0.2% w/v,
SC). Processos fisicos, tais como sonicacdo e centrifugagdo foram utilizados para
desagregar os SWCNT dispersos, e para remover as impurezas de carbono (por
exemplo, carbono amorfo e grafite), respetivamente. A disperséo final de SWCNT

(com concentragdo de 0.28 mg/mL) foi caracterizada por espectroscopia de Raman e

por espectrometria de ultravioleta-visivel para obter as caracteristicas eletronicas e
estruturais dos SWCNT. Posteriormente aplicou-se essa dispersdo de SWCNT na g iGyURA 2: Dispersées

montagem de NTFET que funcionam como biossensores neste projeto. de SWCNT.

Microfabricacdo de dispositivos FET

A microfabricacdo de transistores de efeito de campo (FET) foi baseada em técnicas convencionais de
microfabricacéo tendo sido usada uma bolacha de silicio como substrato (suporte para a microfabricagao).
As varias técnicas utilizadas estdo apresentadas num artigo publicado (Justino et al., 2013). O Ultimo passo
é o corte da bolacha para obter FET individualizados (~3x2 mm?), que foram posteriormente fixados huma
placa de circuito impresso
(PCB), onde cada elétrodo
(contato) do FET foi ligado Trés tipos de transistores em placas de circuitos impressos

com um fio de aluminio a

um pino soldado do PCB,
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Figura 3. Varias combina-
FIGURA 3: Bolacha de silicio com alguns FET individualizados, FET

cOes de parametros geo- ' individualizado e um PCB com trés FET fixados com ampliagdo da zona de
métricos diferentes (a dis- Qetegao dellmltgda por um 'fIO de slllcone. Cada FET tem Fres pinos, que estédo
ligados por um fio de aluminio aos trés contatos de cada FET: fonte, dreno e porta.

tancia entre os elétrodos, o
namero de elétrodos e a espessura da camada de ouro) dos varios dispositivos FET foram estudadas de
forma a verificar o respetivo sinal elétrico, ou seja, os dispositivos FET com resisténcias mais baixas serao

selecionados para os ensaios com FET como sensores da CRP.
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Montagem dos NTFET

Uma gota da dispersdo de SWCNT (Figura 2) foi colocada sobre a superficie dos FET microfabricados.
Depois de 5 minutos, a gota de SWCNT foi evaporada com um fluxo de azoto de modo a formar uma rede
de ligacdo entre os elétrodos dos FET (contatos) com os SWCNT depositados, obtendo assim os
transistores de efeito de campo com nanotubos de carbono de paredes simples (NTFET). O sinal elétrico foi
medido com um analisador HP4155C (Japéo) utilizando o software Desktop EasyExpert para a aquisicdo de
dados em tempo real e a temperatura ambiente. Os contactos fonte, dreno e porta dos dispositivos FET
foram ligados através de cabos crocodilo dentro de uma camara fechada (Agilent 16442A, Japao), tal como
se apresenta na Figura 4. Nessa camara, cada dispositivo foi posicionado e ligado aos terminais para as

varias medicdes (Figura 4).

Como a imunoreagcdo foi utilizada para a
transducéo de sinal dos dispositivos NTFET, uma
gota de solugdo de anticorpo (anti-CRP) foi
pipetada na superficie dos NTFET, os quais

foram posteriormente armazenados durante 12

horas, a 4°C. As solugbes padrdo diluidas de Cabos de Conexio

CRP, com concentracdes entre 10° a 10 ug/mL, .
FIGURA 4: Cémara onde se posicionaram 0s varios
NTFET. Os contatos fonte (F), dreno (D) e porta (P) dos

partir de uma solugdo mae de 10% pg/ml. Cerca | dispositivos sédo ligados aos terminais dessa camara, que
depois seréa fechada para as varias medicOes elétricas.

foram preparadas através de diluicbes em série a

de 1 pl de cada solugdo de CRP foi

sucessivamente colocada na superficie dos NTFET. Ap6s 15 minutos de incubagéo, a superficie do NTFET
foi lavada com 4gua destilada e, em seguida, o sinal elétrico foi medido. O sinal analitico foi considerado
como a variacdo da corrente para cada concentracdo de CRP apds a sua interacdo com 0s anticorpos

especificos.

D RESULTADOS E DISCUSSAO

Os SWCNT dispersos foram caracterizados por espectroscopia de Raman e por espectrometria de
ultravioleta-visivel, para se poder verificar se a dispersdo de SWCNT se encontrava adequada para a sua
utilizacdo nos NTFET, ou seja, através das bandas de cada espetro (grafico obtido pelas espectroscopias),
verificou-se que a dispersdo de SWCNT contém CNT metalicos e semicondutores, e que os CNT tém
didmetros entre 0.9 e 1.8 nm (Justino et al., 2013). Os SWCNT foram, depois, depositados sobre a
superficie dos FET para proceder a montagem dos dispositivos NTFET para a aplicacdo de dispositivos de
NTFET como imunosensores a fim de determinar a CRP em solu¢fes padrdo. Os dispositivos NTFET foram
eletricamente caracterizados. Os diagramas esquematicos das etapas sucessivas a partir da deposicédo de
SWCNT na superficie dos FET até a aplicagdo dos NTFET para a CRP sdo mostrados na Figura 5. Quando
se depositaram os anticorpos especificos para CRP (anti-CRP), ou seja, ap0s se ter modificado a superficie
de detecdo com os anti-CRP, observou-se que os valores de corrente (Ip) diminuiram apds essa
imobilizacdo, o que sugere a absorcdo de tais biomoléculas carregadas eletricamente na superficie dos
SWCNT. Por sua vez, quando se depositaram as varias solucdes-padrdo de CRP em diferentes

concentracdes (10'3 e 10° pg/mL), a resposta analitica dos dispositivos NTFET, a qual foi considerada como

Justino et al. 2014 « CAPTAR 5(2): 1-7 5



ambiente e salude

a alteracdo nos valores de Ip, apés a interacdo da CRP com os seus anticorpos especificos, diminui com a
concentracdo de CRP, que pode ser devido a interacdo antigene-anticorpo que provoca deformacdes
geométricas nos SWCNT.

Verificou-se igualmente que

existe uma forte correlagdo CNT Anti-CRP K
entre a resposta analitica e /
ncentraca RP

a concentragdo de C + Anti-CRP +CRP
através de um coeficiente — E—
de correlagdo de 0.9809, ou @ | |

i OXi Resposta:
seja, proximo de 1, que Il Resposta: Resposta:
seria uma correlacdo perfei- ot Iy Icre

ta. Mais pormenores analiti- FIGURA 5: Sucesséo de passos entre a deposicdo de SWCNT até a deposi¢édo
cos podem ser encontrados de CRP. O sinal analitico seré a varia¢éo de corrente entre Icrp € lab.

em artigos recentes com

este trabalho. Verifica-se assim que estes nanosensores ndo necessitam de pré-tratamento da amostra
sendo o tempo de andlise reduzido, uma vez que o analisador utilizado trabalha em tempo real havendo
passagem de corrente elétrica instantanea pelos sensores. Os dados recolhidos pelo software identificado

na secc¢édo anterior, podem ser tratados em poucos minutos, facilitando a monitoragédo da CRP.

D CONCLUSAO

O maior impacto cientifico do projeto CARDIOSENSOR ¢é proporcionar dispositivos adequados e
descartaveis que podem melhorar o diagnéstico do risco de doengas cardiovasculares em individuos, por
meio de uma metodologia ndo-invasiva. A fabricacdo de dispositivos FET, a montagem dos dispositivos
NTFET através da deposicdo de SWCNT, bem como a aplicacdo de dispositivos de NTFET as solu¢des

padrdo de CRP foram realizadas.

A colheita de amostras clinicas e questionarios sobre o historial clinico e habitos diarios de saide em
individuos voluntérios foi feita para aplicacdo de dispositivos NTFET desenvolvidos para tais amostras

clinicas, ou seja, 0 sangue por amostragem invasiva, e saliva por amostragem nao-invasiva.

A saliva é uma matriz com uma elevada abundancia de moléculas com elevado potencial clinico podendo
ser recolhido com uma metodologia ndo-invasiva. Assim, a saliva pode ser usada em aplicacdes clinicas
para a monitorizacdo do estado clinico e da progressdo da doenca pois incorpora biomarcadores
especificos associados a doencgas. Os resultados obtidos através de dispositivos NTFET e os dos ensaios
padrdo com ELISA foram comparados para fornecer a validacdo de dispositivos NTFET desenvolvidos.
Além disso, os resultados de detecao de CRP no sangue e na saliva foram comparados, tendo-se registado
uma correlagdo entre os niveis de CRP nestes dois fluidos bioldgicos; esta correlagdo pode ser usada para
desenvolver um protétipo de dispositivos NTFET para a monitorizagdo de CRP por uma metodologia nao-

invasiva.
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