Biossensores com nanotubos de carbono para aplicagées

clinicas: avangos tecnolégicos

A associagédo entre nanotecnologia e cuidados de saude tem vindo a proporcionar o
desenvolvimento de novas tecnologias mais eficientes, rapidas e uUteis no diagnostico,
tratamento e prevengdo de qualquer doenca. Nesta gama de tecnologias, os
biossensores com nanotubos de carbono sdo dispositivos que tém sido desenvolvidos e
utilizados nos Ultimos anos, nomeadamente devido a sua alta sensibilidade,
especificidade molecular, rapidez de analise, baixo custo e facilidade de utilizagdo. Este
trabalho pretende divulgar, numa visdo geral e atualizada, algumas tecnologias
emergentes sob a forma de biossensores com nanotubos de carbono que sdo
implementadas na area clinica, principalmente para a detegao de marcadores tumorais e
de glucose (analitos associados a duas das doengas mais comuns no mundo, cancro e
diabetes). Para além disso, conceitos associados ao tema discutido sdo esclarecidos
com enquadramento na sintese, propriedades e areas de aplicagdo dos nanotubos de
carbono.
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D INTRODUCAO

A investigacdo em nanotecnologia pretende estudar e desenvolver materiais e dispositivos a nano-escala,
ou seja, em dimensdes entre 1 e 100 nm, sendo que 1 nm € igual a 1%x10° m, ou seja um milionésimo de

milimetro ou um bilionésimo do metro.

Em associacdo com a nanotecnologia, as tecnologias microeletrénicas desenvolvidas pela nanofabricagédo
proporcionam a miniaturizagao de circuitos e sistemas eletrénicos que levam ao desenvolvimento de novos
e avangados dispositivos para detecdo molecular (Carrara, 2010), como por exemplo, biossensores
implantaveis para o controlo de glucose no sangue (Cash e Clark, 2010) e biochips para detegdo do ADN
em amostras sintéticas (Stagni et al., 2007). Tratam-se por biossensores, dispositivos a nano-escala que
convertem um evento bioldgico (tal como a resposta molecular a uma infegéo viral ou bacteriana) num sinal
detetavel e mensuravel.

Num biossensor', tal como esta exemplificado na Figura 1, existe um componente recetor, como enzimas,
acidos nucleicos ou anticorpos, que € responsavel por reconhecer a molécula que se pretende detetar
(analito). Quando o recetor se liga a molécula de interesse, ocorre uma reagdo que € convertida por um
terceiro componente (o transdutor) num sinal mensuravel, uma vez que surge uma perturbagéo bioquimica
através da reagéo ocorrida tal como transferéncia de calor, mudanga de distribuicdo de cargas elétricas,
movimento de eletrdes, emissdo de luz. O sinal é usado para interpretar os dados obtidos por um

biossensor.
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FIGURA 1: Esquema geral do funcionamento de um biossensor.

Na familia dos nanomateriais, os nanotubos de carbono (CNT, do inglés carbon nanotubes), representados
na Figura 2c, sdo os mais utilizados em diversas tecnologias e dispositivos como transdutores para a
melhoria dos sistemas analiticos, devido a sua grande area superficial, elevada condutividade elétrica e

excelentes propriedades de transferéncia de eletrdes. Além disso, os CNT podem ser funcionalizados com

1 o . . - = . . Co
Biossensor — ¢ um dispositivo usado para a detegdo de analitos e que combina um componente biolégico (por
exemplo, enzimas ou anticorpos) para reconhecimento dos analitos e um componente fisico-quimico.
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grupos funcionais especificos tais como a hidroxila (-OH) ou a carboxila (-COOH), alargando a gama das
suas aplicagdes, devido a melhoria das propriedades pela incorporagdo desses grupos funcionais (Katz e
Wilner, 2004). Exemplos podem ser dados quanto a importancia dos CNT funcionalizados a aplicagbes
medicinais, como por exemplo no diagnéstico e tratamento de cancro, doengas infeciosas e disturbios
nervosos centrais (Zhang et al., 2010) e, para além disso, em aplicagdes bioldgicas, por exemplo, na
distribuicdo controlada de agentes terapéuticos, devido a elevada capacidade dos CNT em penetrar em
membranas bioldégicas com uma toxicidade relativamente baixa (Elhissi et al., 2012). Quando aplicados a
dispositivos eletronicos, os CNT também promovem uma melhoria importante na sensibilidade do sensor,
por exemplo, quando aplicados a terapia de doengas virais e ao diagnéstico viral, contribuindo para a rapida

detecao de agentes patogénicos humanos e animais.

Segundo o ultimo relatério de mercado global sobre os CNT (Patel, 2011), verificou-se um aumento da
producdo de CNT devida sobretudo ao crescente desenvolvimento de dispositivos associados a saude.
Entre eles, encontram-se os sensores eletroquimicos2 que tém sido cada vez mais usados com
incorporagéo de varios tipos de nanomateriais, principalmente CNT. Além disso, melhorias na automacgao,
miniaturizagdo e analise multiplexada, assim como melhorias no seu desempenho analitico tém sido
tomadas em conta para o progresso dos sistemas de saude. Por exemplo, a dete¢cdo de doengas numa fase
precoce € um dos objetivos no desenvolvimento e aperfeicoamento dos sensores com CNT, visando
melhorar a sua sensibilidade, rapidez de resposta, redugao do volume de amostra, apostando também em
sistemas nao-invasivos. Por outro lado, estas nanotecnologias podem permitir a detegdo de marcadores

especificos em baixas concentragdes e em amostras complexas, tais como o soro humano.

Desta forma, com este artigo pretende-se discutir o modo como os biossensores com CNT contribuem para
os avangos dos cuidados de saude, identificando as aplicagbes e desempenho analitico dos varios
sensores na detecdo dos analitos de interesse clinico. O desenvolvimento de biossensores sera mais
discutido para diagnéstico das doengas como cancro e diabetes, com alguns exemplos praticos, uma vez
que sao as duas doengas que mais vitimas mortais fazem no mundo. Conceitos-base associados as
propriedades e caracterizagdo dos CNT assim como aplicagdes e importancia clinica dos sensores

fabricados também serdo abordados.

D PROPRIEDADES, SINTESE E AREAS DE APLICAGAO DOS CNT

Os CNT, representados na Figura 2c, caracterizam-se pelo enrolamento de uma folha de grafeno (Figura
2a), que € um material constituido apenas por atomos de carbono arranjados hexagonalmente. Para
comparagao, a grafite (Figura 2b), que é o constituinte dos classicos lapis, € um material constituido por

vérias folhas de grafeno empilhadas.

Os CNT tém propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e eletrénicas muito interessantes tais como:
e uma configuragdo tubular, que permite o isolamento de eletrdes em torno da circunferéncia do CNT,

proporcionando uma condutividade elétrica notavel;

2 - = . s A . .
Sensores eletroquimicos — sdo dispositivos capazes de detetar uma substancia através de um mecanismo
eletroquimico sendo o sinal elétrico obtido proporcional a concentragao da substancia detetada.
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e um diametro pequeno e compri-
mento elevado, que proporcionam
uma superficie muito grande em re-
lagdo ao volume, conduzindo a ex-
celentes propriedades eletrénicas;

e a satisfacdo de todas as ligagbes -\.—4\_«

C-C covalentes, promovendo a es-

tabilidade mecanica, térmica e qui-  F|GURA 2: Representacéo esquematica da estrutura a) do grafeno, b) da
mica: e grafite, e c) dos CNT (http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/
’ grafeno/).

e uma elevada resisténcia mecani-

ca e resisténcia a rutura.

Uma vez que a nanotecnologia € um dominio da ciéncia multidisciplinar, isto €, que evolui em associagao
com varias outras areas de investigagao, tais como Ciéncia dos Materiais, Quimica, Fisica e Engenharia, as
propriedades dos CNT s&o responsaveis por inUmeras aplicagdes nessas areas, tais como dispositivos
eletronicos (biossensores e biochips), emissores de eletrbes para televisbes, dispositivos de
armazenamento de energia (baterias avancadas e células fotovoltaicas), dispositivos de distribuicao
controlada de agentes terapéuticos tais como péptidos, proteinas, acidos nucleicos e farmacos (devido a
capacidade dos CNT para penetrar nas células) e como reforco de compositos de natureza ceramica
(devido a rigidez dos CNT). No entanto, todas estas propriedades, assim como a qualidade dos CNT sé&o
afetadas pelas condi¢des experimentais utilizadas no processo de fabricagdo dos CNT. Geralmente, todos
os métodos de produgdo requerem nanoparticulas de metais de transigao, tais como ferro (Fe), cobalto (Co)
e niquel (Ni), para funcionar como “sementes”, também conhecidas como catalisadores. Quando os
catalisadores estdo em contacto com carbono gasoso ou uma fonte de hidrocarbonetos, o carbono
resultante deposita-se na superficie da particula catalisadora. Depois, a difusdo de atomos de carbono

ocorre rapidamente a partir da superficie do catalisador, iniciando o crescimento dos CNT.

O didmetro das nanoparticulas catalisadoras define a natureza do CNT, sendo os tubos individuais
denominados CNT de parede unica (SWCNT, do inglés single-walled carbon nanotubes) com diametros
entre 0.4 e 3 nm ou, um grupo concéntrico de CNT com um eixo comum que constitui os CNT de paredes
multiplas CNT (MWCNT, do inglés multi-walled carbon nanotubes) com didmetros entre 1.4 e 100 nm. Por
sua vez, o didmetro dos CNT pode ser controlado em fungéo da temperatura de reagao. Além disso, outros
parametros de tecnologias de processamento, tais como a concentragdo de metal, a pressao de gas, e do

tipo de gas podem afetar a qualidade e quantidade de nanotubos sintetizados.

Atualmente, os SWCNT e MWCNT sao sintetizados por processos de alta temperatura que sao métodos
fisicos para a conversao de carbono em CNT, e por deposicdo quimica em fase de vapor (CVD) que é
realizada a temperaturas mais baixas e pressdo atmosférica. Os processos de alta temperatura (descarga
de arco elétrico e ablagéo por laser) fornecem CNT com estrutura mais perfeita, mas com presenga de
grandes quantidades de impurezas; estes CNT tém de ser dispersos, purificados e funcionalizados antes de
serem utilizados. Além disso, e dependendo das suas potenciais aplicagdes, os CNT podem ser separados
por tamanho, pelo didametro ou em nanotubos metdlicos e semicondutores para dar énfase as suas

propriedades. No entanto, a CVD é o processo preferido para a produ¢cdo de CNT em larga escala (Patel,
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2011) pois € um processo de baixa temperatura o que permite facil operagéo, controlo do crescimento,

eficiéncia energética e elevado rendimento e pureza.

A producédo de CNT tem aumentado nos ultimos anos sendo que 28% do mercado em nanomateriais esta
associada a CNT (Patel, 2011). O mercado global de CNT em 2010 sugere que a capacidade de produgao
anual foi de cerca de 2500 t para os 10 maiores produtores mundiais de SWCNT e MWCNT, onde 44%,
29% e 24% dessa producdo foi contabilizada na Asia-Pacifico, América do Norte e Unido Europeia,
respetivamente (Patel, 2011). De acordo com o mesmo relatério, essa produgédo devera chegar a 12800 t
em 2016, demonstrando a relevancia dos CNT em varias aplicagdes.

D BIOSSENSORES COM CNT PARA APLICAGOES CLINICAS: AVANGOS TECNOLOGICOS

Atualmente, a evolugdo dos dispositivos eletrénicos para aplicagées clinicas esta direcionada para a
miniaturizagdo e analise multiplexada através dos avangos continuos das tecnologias de nanofabricagédo. A
miniaturizagao permite a utilizagdo de pequenos volumes de amostra em sensores contribuindo para reduzir
a quantidade de reagentes e tempos de analise. Por sua vez, a analise multiplexada permite que medigdes
de multiplos parémetros sejam fornecidas pelos chips/sensores; no entanto, a desvantagem ¢é a
interpretacdo complicada dos grandes conjuntos de dados resultantes. A fim de facilitar estas abordagens, a
incorporagdo de nanomateriais em varios biossensores eletroquimicos tem sido uma das possibilidades
para o progresso tecnolégico na area da saude; por sua vez, as técnicas de microfabricagdo permitem a

aplicagao de dispositivos de baixo custo.

A aplicagdo de CNT em dispositivos na area da saude tem sido considerado para a analise de analitos
biolégicos tais como ADN, glucose, proteinas e virus. Esta area de investigacdo tem-se expandido devido
ao aumento da procura de dispositivos para diagndsticos rapidos. No entanto, melhorias analiticas nos
biossensores séo ainda necessarias na detegdo de marcadores tumorais para o diagnéstico de doengas
cancerigenas e a detegido da glucose para o diagnostico da diabetes, as quais constituem duas das grandes

areas de investigacdo na area da saude.

Nas subsecbes seguintes, serdo identificadas as aplicagcbes dos biossensores com CNT para a
monitorizacdo de glucose, através de dispositivos implantaveis e descartaveis, e para a determinacao de
marcadores tumorais através de tecnologias diversas, isto é, dispositivos de microfluidos e imunosensores.

Alguns biossensores para a detegéo de virus também serdo discutidos.

Dispositivos implantaveis e descartaveis como biossensores para a determinagéao de glucose

A diabetes mellitus € uma doenga que tem origem num metabolismo de desordem e que provoca niveis de
glucose anormais no sangue, afetando cerca de 346 milhdes de pessoas em todo o mundo segundo
estatisticas da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS, 2011). Desta forma, os dispositivos para
determinacao precisa e rapida de glucose tém desempenhado um papel essencial na auto-monitorizagéo
dos niveis de glucose em pacientes. Como a doenca de diabetes n&o tem tratamento, torna-se importante o
desenvolvimento das tecnologias de monitorizagdo de glucose para o controlo dos niveis sanguineos, de
forma a reduzir possiveis complicagbes associadas a esta doenga. Desta forma, a monitorizagdo continua

de glucose tem muito interesse no diagnostico clinico, uma vez que contribui para o melhor controlo
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glicémico e identificacdo precoce de hipoglicemia ou hiperglicemia. Atualmente, os sistemas de
monitorizagao continua de glucose fornecem uma determinagdo de glucose intersticial, sendo sistemas de

sensores descartaveis baseados em

elétrodos revestidos com enzimas e B

Implanted > S
inseridos no tecido subcutaneo (Heo e glucose 2 s %

sensor g .« % e
Takeuchi, 2013). Através da correlagéo S . & e

2 . .- .. ..

entre a corrente elétrica produzida e o s o .. s .
nivel de glucose, os dispositivos s&o é oe® "o .
capazes de indicar as tendéncias da 0 Time (hour) 24

variagdo de glucose (sinal). A Figura 3
mostra um sensor subcutédneo para B B .

o _ . ) FIGURA 3: Representagdo esquematica de um sensor subcutaneo
monitorizag&o continua de glucose, cujos para monitorizagdo de glucose, e um tipo de registo de sinal, que

T . . representa os niveis de glucose ao longo do tempo (Heo e Takeuchi,
niveis sao registados continuamente. 2013)

Apesar das suas inUmeras vantagens, o0s

custos de cada dispositivo é elevado, uma vez que cobre o custo inicial de cada dispositivo individual
(constituido por um sensor descartavel, um transmissor e um recetor) e os custos adicionais dos sensores
descartaveis. Por outro lado, uma outra limitagao esta relacionada com a restricdo do uso dos sistemas de
monitorizagao continua de glucose a adultos pois podem ser encontradas dificuldades no controlo glicémico
por criangas pequenas (principalmente com idades entre os 4 e 9 anos) como demonstrado recentemente
por Mauras et al. (2012).

O desenvolvimento de biossensores implantaveis, com base em principios eletroquimicos, para a
monitorizagao continua de glucose em pacientes tem sido identificada como um avango na area da saude.
Nesta classe de biossensores, os dispositivos implantaveis para distribuicdo de agentes terapéuticos tém
constituido um profundo interesse médico. A investigacdo tem cada vez mais seguido os processos de
incorporagcdo de SWCNT e MWCNT como elétrodos miniaturizados para funcionar como biossensores

implantaveis, devido as suas elevadas

areas superficiais e ideais propriedades a) HO'\LOR’OH b)
HO" Y “ OH
eletrocataliticas. O trabalho que iniciou OH
esta crescente investigagdo  foi 1
desenvolvido pela equipa do Professor ) Enzyme/
. SWNT
Strano que desenvolveu o primeiro kot

biossensor implantavel com SWCNT
Porous dialysis capillary
13 kDa molecular-weight cut-off

para permitir aos diabéticos a

monitorizacdo continua dos niveis de
. FIGURA 4: Detecdo de glucose com um biossensor 6tico com CNT.
glucose, sem terem que tirar a gota de ) Bjossensor microcapilar dentro de um dedo de paciente; b)
sangue, como normalmente se procede Rep_resentagéo da reagdo entre os SWCNT funciona_alizados com
enzima e a glucose (http://www.nature.com/nmat/journal/v4/n1/
(Barone et al., 2005). A Figura 4a fig_tab/nmat1276_F5.html).

mostra o biossensor implantado no dedo de um paciente, e a Figura 4b mostra o principio de detec¢ado da
glucose. O biossensor € um microtubo de vidro que é coberto por uma pelicula de SWCNT com enzima

glucose oxidase. Quando a reagdo entre a enzima e a glucose se da, ocorre uma alteragdo no brilho do
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sensor, ou seja, a fluorescéncia dos CNT é alterada, e é proporcional a concentragédo de glucose (Barone et
al., 2005).

Por sua vez, Xie et al. (2007) desenvolveu um biossensor amperométrico revestido com MWCNT e
nanoparticulas de platina, que proporciona um elevado desempenho analitico, ou seja, elevadas
sensibilidade e seletividade. No entanto, o desafio associado ao uso de dispositivos implantaveis € como
evitar problemas de toxicidade quando os CNT estdo em contacto com os pacientes. Embora a toxicidade
dos nanomateriais ja tenha sido avaliada (Dhawan e Sharma, 2010), provando que os CNT funcionalizados
ndo apresentam efeitos toxicos quando séo testados em células primarias do sistema imune (Dumortier et
al. 2006), esta area de investigacao esta ainda em fase de desenvolvimento, devido a grande variedade de
nanomateriais e suas caracteristicas particulares e devido a atual auséncia de normas internacionais sobre
a avaliacdo toxicoldgica dos CNT. Neste dominio, os dispositivos implantaveis com revestimentos de
nanocompositos (isto €, nanomateriais embebidos numa matriz de poIimeroS) estdo a comegar a ter
sucesso como biossensores para reduzir a adsor¢gdo de outros componentes do sangue na superficie do
sensor. Estes componentes podem contribuir para a biodegradagdo do sensor, afetando também a sua
estabilidade a longo prazo. Recentemente, foi desenvolvido um biossensor 6tico para a detegéo de glucose
baseado em hidrogel (Barone et al., 2009). O sensor 6tico combina os SWCNT com o alcool polivinilico
formando uma matriz hidrogel para detecdo de glucose. Os hidrogéis sdo matrizes de polimeros
caracterizados por biocompatibilidade, auséncia de citotoxicidade e imunogenicidade. Uma vez que os
hidrogéis sdo muito semelhantes aos ambientes fisioldgicos, eles tornam-se adequados para incorporagéo
em biossensores in vivo, tal como se mostra no trabalho de Lahiff et al. (2010), onde a importancia dos CNT
e nanoestruturas de polimeros condutores em biossensores foi recentemente estudada. Os materiais
compositos baseados em CNT tém sido sintetizados para combinar as melhores propriedades de cada

material como composto individual.

Tecnologias para a dete¢cdo de marcadores tumorais

O cancro é considerado como um grupo de doengas que pode afetar varios érgaos, onde uma proliferacéo
anormal e descontrolada das células ocorreu, sendo a principal causa de mortes nos paises desenvolvidos
(Jemal et al.,, 2011). O numero de casos de cancro cresce continuamente, principalmente devido ao
aumento da populacdo mundial e da esperanga de vida. Além disso, existe também um aumento da
dependéncia a comportamentos que podem causar cancro (por exemplo, tabaco) principalmente nos paises

em desenvolvimento (Jemal et al., 2011).

Os marcadores tumorais s&o indicadores valiosos para o diagnéstico precoce de doengas cancerigenas,
que se tornam cruciais para tratamentos iniciais, tornando-se assim ferramentas precisas para o
acompanhamento de uma resposta ao tratamento e progressdo da doenga. Os marcadores tumorais sao
moléculas biolégicas com diversas origens tais como ADN e ARN e proteinas (isto é, hormonas, anticorpos,
etc.) que sédo encontrados em fluidos corporais, por exemplo no sangue, e nos tecidos do corpo (Rasooly e
Jacobson, 2006).

3 . . i . .
Polimero — é um composto quimico com uma elevada massa molecular que resulta da agregacdo de unidades
estruturais repetidas.
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Um diagnéstico preciso de doengas cancerigenas tem de avaliar um grande numero de marcadores
tumorais. Infelizmente, na investigacdo, a determinagdo multiplexada, ou seja, a detegdo de varios
marcadores ainda tem obstaculos tecnoldgicos, os quais ainda ndo foram completamente resolvidos uma
vez que muitas proteinas marcadoras sao indicativas de mais de uma doenga, tal como a interleucina-6 (IL-

6) que esta associada a préstata, ao pulméo e a tumores renais, entre outros (Soper et al., 2006).

O diagnéstico do cancro com base em sistemas biossensores fornece um rastreio mais facil para a detegao
precoce de cancro e melhor prognéstico (Rasooly e Jacobson, 2006) através de procedimentos
automatizados e integrados. Nesta area, a nanotecnologia apresenta novas perspetivas para a detegcéo do

cancro com vantagens associadas aos biossensores com nanomateriais.

No entanto, a aplicagdo dos biossensores em analise de rotina do cancro tem requisitos particulares: um
biossensor para a detecdo de marcadores tumorais deve ndo s6 proporcionar informagao sobre a presenga
de um tumor ou cancro, mas também deve ser capaz de prever o estado de desenvolvimento do tumor,
tornando-se uma das questdes mais complexas e desafiantes nessa area de investigagcao. A partir destas
consideragoes, dois tipos de tecnologias através de biossensores com CNT para a detegdo de marcadores
tumorais podem ser identificadas, isto &, as tecnologias baseadas no principio de microfluidos, e outras com

base em imunosensores, que serdo discutidas nas subsecg¢des seguintes.

e Tecnologias de microfluidos

Ao longo de varios anos, a integracao de tecnologias de microfluidos como biossensores foi considerado
um dos desafios na area da salde, mas atualmente, os dispositivos de microfluidos sdo considerados
estratégias promissoras para o diagnéstico de doengas virais, como estudado por Gervais et al. (2011)
devido a sua portabilidade, baixo tempo de processamento da amostra e flexibilidade. Estes autores
definiram o dispositivo ideal como um sistema que "quantitativamente deteta varios analitos, em poucos
minutos, com uma sensibilidade fentomolar e 1 uL de fluido corporal e que enviam os resultados para um
servico eletrénico".

Exemplos de chips com

. . . a) b)
principio de microfluidos séo

& Plasma
" Extraction
-

apresentados na Figura 5,

nos quais gotas de sangue
sao colocadas numa das
extremidades do sensor
(Figura 5a) ou introduzidas

por um canal (Figura 5b), e

B . B FIGURA 5: Chips com tecnologia de microfluidos (http://www.medgadget.com/
através de um fluxo, o fluido €  5011/03/new_microfiuidic_technology may_lead to_miniaturized_diagnostic_d
encaminhado para a zona de evices.html;http://www.sciencedaily.com/releases/2011/03/110307151924 .htm).

detecdo; no caso do sensor da Figura 5b, os residuos sao extraidos por um segundo canal. Para além
disso, a introdugao de CNT em sistemas de microfluidos tem recebido uma atengao significativa devido

as suas propriedades fisicas, elétricas e quimicas, como foi estudado por Choong et al. (2008).

As novas tecnologias baseadas em PPAD, isto é, a base de papel com dispositivos de microfluidos

incorporados e com MWCNT, foram recentemente propostos para a dete¢do de marcadores tumorais,
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tais como o CA-125 e o CA (Wang et al., 2012). A Figura 6 mostra essa tecnologia tal como é usada
(Figura 6a) e com pormenores
técnicos do seu interior (Figura
6b).

a) b)

Neste exemplo, os MWCNT
foram modificados por
carboxila-cdo e revestidos de

quitosano (um polissacarideo) e

através da sua integragdo com

L . FIGURA 6: Representagdo esquematica de um pyPAD (a) fechado e (b)
circuitos eletronicos em papel gy (Wang et al., 2012).

especifico  proporcionam um

dispositivo simples de baixo custo, descartavel e portatil. Wang et al. (2012) obteve uma gama de
valores bastante alargada, o que torna estes dispositivos Uteis para a dete¢ao de marcadores tumorais,
ou seja, os dispositivos sdo capazes de detetar o marcador CA125 entre 0.001 e 75 unid./mL e o
marcador CA entre 0.05 e 50 ng/ml, sabendo que os niveis normais em amostras de soro humano

destes dois marcadores tumorais sao 1.7-32 unid./mL e 0-10 ng/mL, respetivamente.

e Imunosensores

Os imunosensores foram desenvolvidos para a monitorizagdo continua dos analitos através de
dispositivos de baixo custo, automatizagdo completa, portabilidade, reutilizagdo, resposta rapida, alta
sensibilidade, exatidao e precisao (Holford et al., 2012). Eles constituem um avanco na investigacdo dos
imunoensaios tipicos, tais como o ensaio imunoenzimatico classico (ELISA), que é um teste utilizado nos
laboratérios clinicos para quantificar uma determinada substancia no sangue através da reagéo entre
essa substancia e os recetores (enzimas) que estdo imobilizados numa placa, comumente denominada
de microplaca de ELISA. Embora a técnica de ELISA seja utilizada para a comparacéo e validagdo das
técnicas desenvolvidas com base no principio de imunoreacgéo, proporcionando bons valores para os
limites de detegdo, esta técnica apresenta limitagdes quanto ao elevado tempo de analise, baixa
sensibilidade quando os marcadores tumorais estdo presentes na gama dos pg/mL, necessidade de
grande volume de amostra e dificuldades na medi¢éo de diversos marcadores ao mesmo tempo (Rusling
et al., 2009). Portanto, os imunosensores sdo fortemente estudados na investigagdo do cancro, mais

precisamente para a detegdo e monitorizagdo de marcadores tumorais.

0] antigene4 especifico da préstata (PSA) € um exemplo bem conhecido de marcador tumoral que tem
sido utilizado para o diagndstico e monitorizagdo do cancro da préstata. A Sociedade Americana de
Cancro refere que o PSA é o unico marcador no soro (com niveis normais entre 0.5 e 2 ng/mL) que é
capaz de proporcionar um diagnéstico precoce do cancro da préstata (Smith et al., 2008). O cancro da
prostata é cancro mais diagnosticado em homens europeus (Ferlay et al., 2010) correspondendo a
22.2% de todos os casos de cancro, sendo também considerado como uma doenga complexa e
multifatorial. Yu et al. (2006) foi um dos primeiros a sugerir um imunosensor eletroquimico para a

detecdo de PSA no soro com base num imunosensor com MWCNT com varios marcadores enzimaticos.

4 . . . . I < s
Antigene — € uma molécula estranha ao corpo humano, e que é capaz de iniciar uma reagdo imunoldgica, fazendo
com que o corpo humano se autodefenda produzindo anticorpos de forma a eliminar esse antigene.
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A detecdo de PSA com este sensor, em amostras de soro humano, foi comparada com a técnica
classica de ELISA demonstrando a alta precisdo dos imunosensores, com uma concentragdo minima

detetavel de 4 pg/mL.

A medigao de diversos marcadores num mesmo dispositivo (Figura 7) foi atualmente utilizada para obter
uma previsao estatistica mais precisa da doenca, constituindo um avancgo nesta area. Além disso, a
detecdo multipla de marcadores contribui para o diagndstico precoce de cancros, uma vez que as
estatisticas de previsdo sdo melhoradas. Um trabalho recente propde um conjunto de sensores
agrupados com SWCNT para medir, simultaneamente, quatro marcadores tumorais responsaveis pelo
cancro da prostata: PSA, antigene de membrana especifico da prostata (PSMA), plaquetas de factor-4
(PF-4) e IL- 6 (Chikkaveeraiah et al., 2009). Estes sistemas fornecem sensibilidades adequadas dentro
dos niveis normais clinicamente relevantes para cada marcador, para além de que a sua medi¢cao é em
tempo real, o que contribui para a aplicagdo apropriada como utensilio de diagndstico. A aplicagao de
tais imunosensores em amostras de soro humano mostrou uma boa correlagdo com a metodologia
padrao de ELISA.

Marcador tumoral a ser detetado
™ IL-8

-
Analito recetor\ 585 T IL-8 mAb
PSAmAb

Superficie de um sensor L

Grupo de sensores

!
[C O C N C N C N C D C N C O C ¢ 8 I O ¢ I D O ¢ /8 O € O ¢

FIGURA 7: Representagdo esquematica de um conjunto de sensores para a detegdo dos
marcadores tumorais PSA e IL-8 (Wan et al., 2011).

Outro marcador tumoral, a metaloproteinase de matriz-3 (MMP-3), também foi recentemente detetada
em amostras de soro com imunosensores eletroquimicos com base em SWCNT (Munge et al., 2010).
Estes marcadores tumorais pertencem a uma familia de metaloproteases de zinco que estdo associadas
a invasao e metastase de células. Munge et al. (2010) obtiveram uma concentracdo minima detetavel de
7.7 pM com este dispositivo que deteta MMP-3 através de um principio multi-enzimatico, cujas
vantagens sdo o tempo curto de detecdo, simplicidade de analise assim como elevada sensibilidade e

seletividade para a detecdo de MMP-3.

Biossensores para detecao de virus
A combinagéo entre SWCNT e biossensores contribuiram também para a melhoria dos cuidados de saude
no diagndstico de virus, ou seja, contribuiram para a detecdo rapida e precisa de agentes patogénicos virais

humanos e animais.
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Nesta area, o teste comum comercialmente disponivel para Haemophilus influenza (virus da gripe) consiste
em imunotiras (também conhecidas como tiras de membrana imunocromatograficas). Usando a detegéo
eletroquimica, os limites de detegdo podem aumentar até trés ordens de grandeza, como foi recentemente
referido por Lee et al. (2011), que desenvolveram um biossensor eletroquimico para a detecdo de virus da
gripe suina H1N1. O virus da gripe suina H1N1 é um tipo do virus que tem sido observado desde meados
de 2009 e que foi responsavel por doengas respiratdrias causando corrimento nasal, falta de ar e letargia.
Desta forma, tecnologias avangadas e otimizadas devem ser desenvolvidas para promover o diagndstico

rapido e fiavel de tal doenca, que tem consequéncias drasticas para a saide humana.

D CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Os biossensores com CNT foram desenvolvidos em muitas areas de investigagdo e para uma larga
variedade de aplicagdes, por exemplo, em areas clinicas e ambientais. Atualmente, a investigagdo em
nanomedicina tem sido desenvolvida com a necessidade de instrumentos mais precisos, eficientes e

rapidos para o diagndstico precoce de qualquer doenga.

Os biossensores com CNT para a detecdo de marcadores tumorais e de glucose estdo no centro de
interesse da investigacao clinica, de forma a proporcionar melhorias analiticas na detecdo do cancro e na
monitorizagdo da diabetes. O carater multidisciplinar da nanomedicina tem proporcionado muitos desafios
para a construgdo de biossensores ideais, uma vez que os biossensores comerciais disponiveis requerem
conceitos de eletronica, quimica, fisica, ciéncia dos materiais e areas de biologia molecular, entre outros.
Por exemplo, a portabilidade de dispositivos e a determinagdo multipla sdo algumas caracteristicas que

devem ser levadas em conta para a comercializagdo de biossensores na area clinica.

O desenvolvimento crescente das areas de microfabricacao e tecnologias de microfluidos contribuiu para a
construcdo de prototipos interessantes e inovadores em termos de sistemas integrados e automatizados.
Uma atencéo especial deve ser dada aos novos nanodispositivos, por exemplo, baseados em microfluidos e
conhecidos por uPAD, atualmente propostos e otimizados, uma vez que fornecem a analise quantitativa de

analise a um baixo custo, abrindo novos horizontes para a melhoria dos biossensores.
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