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RESUMO

Desde que foram descobertos, os nanotubos de carbono tém despertado o
interesse de muitos pesquisadores devido as suas propriedades fisicas,
guimicas e eletrénicas que possibilitam sua aplicacdo nas mais diversas areas
de conhecimento, incluindo aplicacdes biomédicas. Os nanotubos de carbono
podem ser utilizados como nanosensores e ser utilizado como sensor de
deteccdo de patdgenos. Contudo, para sua aplicagdo em imunoensaios €
preciso que haja uma boa solubilizacdo destes nanotubos de carbono. O
problema para uma boa solubilizacéo € a agregacao de nanotubos de carbono
gue reduz as importantes propriedades desses materiais, propostas para um
Gnico nanotubo. Este trabalho buscou desenvolver nanotubos de carbono
soltveis aplicaveis em sistemas de fluxo lateral. Para isso foram utilizadas
proteinas recombinantes (“Proteina 2” rica em Histidina, HRP2) obtidos em
trabalhos anteriores. Além disso, foi realizada a caracterizacdo fisica dos
nanotubos de carbono através das analises por espectroscopia Raman,
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis),
espectroscopia ha regidao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIV). Sua capacidade de dispersdo e funcionalizacdo foi medida por
citometria de fluxo. Este trabalho mostrou que esta metodologia de
solubilizacéo de nanotubos de carbono permite sua utilizacdo em sistemas de
fluxo lateral, o que o torna interessante ndo sO pela deteccdo de antigenos
malaricos demonstrados neste estudo, mas também por outras aplicacbes em
meétodos de deteccdo. Esta metodologia de solubilizacdo de nanotubos de
carbono torna estes materiais aplicaveis em imunoensaios, cromatografias e
testes moleculares.

Palavras-chave: nanotubos de carbono; imunoensaios; biosensores



ABSTRACT

Since they were discovered, the carbon nanotubes have attracted the interest
of many researchers due to their physical, chemical and electronic properties
that allow its application in different areas of knowledge, including biomedical
applications. Carbon nanotubes may be used as nanosensors and used as
pathogens detection sensor. However, for application in immunoassays there
must be a good solubilization of these carbon nanotubes. The problem for a
good solubilization is aggregation of carbon nanotubes which reduces the
important properties of these materials, proposals for a single nanotube. This
study sought a method for solubilization of carbon nanotubes and their
application in lateral flow systems. For this they used recombinant proteins (
"protein 2" rich in Histidine, HRP2) already obtained in previous work. In
addition, the physical characteristics of carbon nanotubes was obtained
through analysis by Raman spectroscopy, absorption spectroscopy in the
ultraviolet-visible region (UV-Vis) spectroscopy in the infrared Fourier transform
(FTIR) was performed. And its dispersion and functionalization was measured
by flow cytometry. This work showed that methodology dispersion of carbon
nanotubes allows their use in lateral flow systems. What makes it interesting
not only for the detection of malarial antigens demonstrated in this study, but
also for other applications in detection methods. This carbon nanotube
solubilization  methodology makes these nanotubes applicable in
Immunoassays, chromatography and molecular tests.

Keywords: Carbon nanotubes; immunoassays; biosensors
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1 INTRODUCAO

Os biossensores sdo dispositivos pequenos utilizados em diversas
aplicacoes, geralmente para deteccdo de analitos-alvo que utilizam um
elemento bioativo ou transdutor através de reacfes biolégicas. Quando
descobertos em 1991 os nanotubos de carbono surgiram como um dos
nanomateriais mais promissores para o desenvolvimento de biossensores em
nanoescala (IIJIMA, 1991; HAICK, 2013; HERBST, 2004).

Os nanotubos de carbono sdo nanomateriais em forma de tubo que
possuem propriedades elétricas, mecéanicas e 6pticas ideais para aplicacdo
em diversas areas. Suas propriedades promissoras dependem da sua
geometria, o que tem se apresentado como um problema para sua aplicacao.
Para sanar este problema, sdo utilizados diversos tratamentos na sua
producéo, por meio do processo de funcionalizag&o.

Muitos estudos buscando novas metodologias de funcionalizacdo de
nanotubos para sua aplicacdo como biossensores vém sendo estudadas. A
utilizacdo de polimeros dispersantes para obtencdo de solubilidade em agua
de nanotubos de carbono foi estudada por Xue et al., (2008) ao utilizar um
dispersante polimérico poli (anidrido estireno-co-maleico) hidrolisado (HSMA)
na preparacao dos nanotubos sollveis.

Outros surfactantes também tém sido amplamente estudados. Os
nanotubos de carbono tratados com polietilenoglicol (PEG), chamados de
nanotubos peguilados, geralmente sé&o tratamento em combinacdo de ciclos
de centrifugacéo e tratamentos com ultrassom para dispersédo dos nanotubos.
Apesar de apresentar boa solubilidade em solugdo aquosa diferencas da
densidade de PEG na superficie dos nanotubos de carbono interferem
diretamente na capacidade de manutencdo da sua dispersdo (LIU et
al.,2014).

Outro surfactante, o polivinil pirrolidona (PVP), tem dado resultados
promissores e foi o surfactante escolhido na metodologia proposta por este
trabalho. O PVP foi utilizado na dispersdo de nanotubos de carbono e foram

aplicados pela primeira vez em um sistema imunocromatogréfico num estudo

de Abera e Choi (2010).
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Neste método, o nanotubo de carbono em solucéo de 4gua deionizada
é tratado com PVP e submetido & sonicacdo. Além disso, os nanotubos de
carbono também s&o tratados com EDC e Sulfo-NHS. Os nanotubos de
carbono sao tratados com EDC e Sulfo-NHS para ativar a ligacdo covalente
entre o grupo carboxi (-COOH) dos NTCs e as aminas primarias (-NH2) dos
anticorpos. Neste trabalho esta metodologia foi testada para aplicacdo em
sistema em fluxo lateral.

A preocupacdo com a estabilidade dos nanotubos dispersos em agua
também foi demonstrada no estudo de Hong et al., (2005). Apds diversas
tentativas de solubilizacdo dos nanotubos em &gua foi alcancada a disperséo
através da funcionalizacdo dos nanotubos de carbono com o polimero Poli(N-
isopropilacrilamida), mas foram encontradas dificuldades na manutencao
desta dispersdo, pois 0 nanotubo funcionalizado apresentou ser muito
sensivel a mudancas da temperatura da agua. Estes nanotubos de carbono
guando dispersos em agua formam aglomerados quando a temperatura
alcanca os 35°C.

Buscando uma metodologia que possibilitasse a aplicacdo em sistema
em fluxo lateral, uma nova metodologia de preparo de NTC solavel em agua
foi desenvolvida. A metodologia criada utiliza PVP no tratamento dos
nanotubos de carbono.

A caracterizacao fisica dos nanotubos de carbono é importante para a
solubilizag&o, pois se sabe que esta solubilizacdo € fortemente influenciada
pela orientacdo em que a lamina de grafite é enrolada. A ligacdo do
surfactante a superficie do nanotubo é influenciada pelas falhas apresentadas
na superficie do nanotubo de carbono, o que pode influenciar na disperséo.

Outro possibilidade de aplicagdo dos nanotubos seriam em testes de
deteccdo de células tumorais. Os nanotubos também podem ser
funcionalizados e incorporados as cadeias biolégicas. Sua aplicacdo esta
sendo testada em estudos que visam criar novos testes de deteccdo de
células tumorais e eventuais aplicagfes terapéuticas. Estes estudos buscam
uma melhor compreensao do comportamento desses nanotubos de carbono
e sua distribuicdo in vivo pelos tecidos. Mesmo estando em fase inicial, os
resultados encontrados se mostram promissores (JAIN, 2008; LIU et al.,
2014).
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As propriedades interessantes dos nanotubos de carbono, como a
alta resisténcia mecanica, capilaridade e sua especial estrutura levantam
novsa possibilidades de aplicacdes no futuro, o que vem provocando um
aumento na utlizacdo destes nanotubos de carbono. As possiveis
aplicagbes incluem dispositivos semicondutores em escala manométrica,
dispositivos para armazenamento e conversao de energia, Sensores
(biossensores e biorreatores) e também como suporte em processos
cataliticos (HERBST, 2004). Contudo sua aplicacdo é limitada pela sua
insolubilidade. Todavia, excelentes resultados tém sido obtidos pelo
tratamento de nanotubos de carbono com polimeros. Estes trabalhos
podem facilitar a aplicacdo dos nanotubos de carbono como sensor. Suas
propriedades mecanicas e elétricas também abrem a possibilidade de
adicionar um resultado quantitativo em testes de detecc¢ao, exigindo ou néo
um sistema eletronico ou conversores adicionais (HAICK, 2013; HERBST,
2004). Estudos mostram a aplicacdo destes sistemas eletronicos para
qguantificacdo do analito-alvo em testes de diagndstico rapido (TDRS)
(ABERA e CHOI, 2010).

14



2. JUSTIFICATIVA

Um novo método de dispersdao dos nanotubos de carbono que
possibilite sua solubilizacdo em agua e sua manutencao de dispersdo pode
abrir novas possibilidades de aplicacdo destes nanotubos de carbono em
imunoensaios, cromatografia e testes moleculares.

Testes qualitativos utilizando nanotubos de carbono para
reconhecimento de antigenos maléaricos utilizando anticorpos policlonais e
monoclonais, anti-HRP2, através do método lateral flow pode trazer grandes
contribui¢des futuras no diagnéstico de malaria.

Este teste ainda nédo foi desenvolvido e nenhuma patente foi
encontrada em pesquisas recentes (apenas patentes de sistemas similares
como WO 2010/059687 A2 e US 2012/0070833 Al, ndo podendo ser
excluida a possibilidade de alguma patente ja ter sido depositada, porém
nao publicada). O sistema proposto ao atingir os objetivos apresenta um
grande potencial para futuras publicacbes cientificas Outros trabalhos
podem ser realizados a partir deste como aplicacdo da técnica de ELISA
através de nanotubos de carbono com anticorpos anti-pLHD e anti- HRP2,
desenvolvimento e validacdo de um sistema eletrénico de deteccéo e o teste
comparativo de sensibilidade do sistema tanto in vitro quanto com amostra
de pacientes com malaria, podendo trazer contribuicdes cientificas e
tecnoldgicas significativas.

Este trabalho também abre novas possibilidades de desenvolvimento
de outros trabalhos como, por exemplo, utilizagdo de nanotubos de carbono
para aplicacdo em diferentes analises, desde testes de deteccdo de

antigenos em imunoensaios a analise de compostos organicos diversos.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Desenvolver de um método de solubilizacdo de nanotubos de carbono

e sua aplicagdo em imunoensaios.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um método de solubilizacdo dos nanotubos, tornando-os

aplicaveis em um sistema de fluxo lateral;

Caracterizar os nanotubos de carbono sollUveis;

Montar um sistema em fluxo lateral;

Aplicar os nanotubos de carbono em imunoensaios.



4 REVISAO DA LITERATURA

41 NANOTUBOS DE CARBONO

4.1.1 Estrutura dos nanotubos de carbono e suas propriedades

Os nanotubos de carbono, como o proprio nome diz, sdo materiais em
forma de tubo feitos por carbono tendo um didmetro que é medido em escala
nanomeétrica. Foram descobertos em uma pesquisa com fulereno
desenvolvida por lijima em 1991, no Japdo. Os nanotubos de carbono
apresentam excelentes propriedades mecénicas, Opticas e eletrénicas.
Essas propriedades se tornaram alvo do interesse de muitos pesquisadores e
da industria, sendo consideradas para as mais diversas aplicacoes, inclusive
para fins de deteccdo. Os nanotubos de carbono (NTC) podem ser
visualizados como uma tira de grafeno enrolada formando um cilindro. Estes
nanotubos de carbono possuem uma combinacdo Unica de rigidez e
resisténcia quando comparados a outros materiais de fibra (HAICK, 2013).

Os nanotubos de carbono de mdltiplas paredes (MWCNT) sao hoje
estruturas bem conhecidas, com diametros que variam de dois a centenas de
nandmetros e comprimentos de microns. Posteriormente foram produzidos
nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNT) contendo apenas um Unico
cilindro de grafite (grafeno). Tanto os nanotubos de carbono de multiplas
paredes quanto os nanotubos de carbono de parede Unica fazem parte de um
grupo de nanotubos coaxiais com diametros diferentes (HAICK, 2013;
HERBST, 2004).

A respeito de sua constituicdo, a folha de grafeno pode ser enrolada
em angulos diferentes diretamente relacionados com a estrutura do grafeno.
Estas diferentes orientacées do rolo de grafeno produzem diferencas na
superficie dos nanotubos. Cada orientacdo apresenta propriedades quimicas,
opticas e elétricas Unicas. Desta forma, estas propriedades notaveis dos
nanotubos de carbono dependem da sua geometria. Ja as suas propriedades
elétricas dependem do angulo detorque.

Dependendo desta orientacéo ao longo do eixo do tubo, o nanotubo de

17
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carbono pode ser melhor condutor do que o cobre, que é normalmente
utilizado em fios elétricos e outros materiais. Em outra orientacdo possivel,
podem compartilhar propriedades elétricas semelhantes a semicondutores.
Os defeitos na superficie dos nanotubos de carbono causados por essa
orientacdo também influenciam a adesdo de novos grupos moleculares a
parede dos nanotubos de carbono e que podem promover uma nova
funcionalizacdo (GONCALVES, 2013).

Em observacdo a estrutura do nanotubo, a dire¢cdo em que a folha de
grafeno é enrolada esta representada pelo par de indices m e n. Os numeros
inteiros m e n denotam ao numero dos vetores unitarios m e n ao longo de
duas direcdes na estrutura do cristal de grafeno (formato em favo de mel),

como ilustrado na figura 1.

Figura 1: Diagrama da formacgé&o de nanotubos de carbono a partir de uma folha de grafite (Herbst,
2004).

O didametro e o angulo chiral, ou angulo de helicidade, definem a

maioria das propriedades elétricas e mecanicas dos nanotubos de carbono. O



didmetro e o angulo chiral resultam dos indices de Hamada (n,m). O vetor C
chamado chiral, que define a posicao relativa de dois sitios € definido por dois
nameros inteiros (m,n) e pelos vetores unitarios da rede hexagonal a; e a2 (C=
na: +maz) (HERBST, 2004).

Quando m for igual a zero, estes nanotubos sao classificados como
nanotubos tipo zig-zag. Nesta configuracdo as suas ligacbes se apresentam
paralelamente em relacdo ao eixo do nanotubo. Quando n for igual a m, os
nanotubos de carbono sao classificados como nanotubos tipo armchair.
Nesta configuragdo, duas ligagbes do carbono se apresentam
perpendiculares em relacdo ao eixo do nanotubo de carbono. Os nanotubos
zig-zag e o0s nanotubos armchair sdo nanotubos aquirais. Quando m é
diferente de n e diferente de zero, estes nanotubos sédo do tipo chiral, como
mostra a figura 2 (HAICK, 2013 HERBST, 2004).

Figura 2: Tipos de nanotubos de carbono e sua respectiva geometria: (a) armchair, (b) zig-zag, (c)
chiral (Herbst, 2004).
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Além de suas impressionantes propriedades elétricas, 0os nanotubos de
carbono também apresentam propriedades mecanicas especiais. Isso
também se deve ao fato de o carbono se ligar a outros carbonos ao longo do
tubo por forte ligacdo quimica e, gracas a essas ligacdes fortes, a forca dos
nanotubos de carbono é uma das maiores comparadas aos demais materiais
conhecidos. Estes nanotubos de carbono, principalmente os nanotubos de
parede simples, sdo mais rigidos que o a¢o, sendo muito resistentes contra

danos causados por forga fisica.

4.1.2 Disperséo dos nanotubos de carbono

As muitas propriedades relatadas dos nanotubos de carbono
dependem da sua geometria. Infelizmente isso também leva a um problema
gue deve ser solucionado antes das inUmeras aplica¢cdes dos nanotubos de
carbono. Independente do método de producdo dos nanotubos de carbono,
muitas populacdes diferentes séo obtidas no final do processo de fabricagao.
Ao final, € obtida uma mistura de nanotubos com diametros, quiralidades e
comprimentos diferentes. Para tentar resolver este problema s&o aplicados
mecanismos de pés- triagem, que envolvem nanotubos bem dispersos em
um meio (HAICK, 2013; GONGCALVES, 2013).

Depois de sua producéo, os nanotubos de carbono podem ser entéo
funcionalizados. O processo de funcionalizagdo visa melhorar sua
solubilidade e biocompatibilidade em diversas aplicagbes, inclusive
biomédicas. Os nanotubos de carbono funcionalizados sdo geralmente
utilizados em aplicagbes bioldgicas, pois possibilitam que os nanotubos de
carbono tenham moléculas aderidas a sua parede. Sao, portanto, nanotubos
de carbono com aplicabilidade em diversas atividades promissoras nas areas
de engenharia quimica, fisica, quimica e biomédica. Nos diversos métodos de
funcionalizacdo podem ser utilizados oligonucleotideos, biomoléculas,
surfactantes e polimeros para aperfeicoar a capacidade de dispersdo dos
nanotubos de carbono podendo também diminuir sua citotoxicidade (LIU et
al., 2014).
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Uma boa capacidade de dispersédo dos nanotubos de carbono em meio
aquoso é um pré-requisito para diversas aplicacfes praticas dos nanotubos
em muitas pesquisas, inclusive a deste projeto. O problema para uma boa
solubilizacdo é a agregacdo de nanotubos de carbono que reduz
significativamente as importantes propriedades desses materiais, que Ss&o
propostas para um unico nanotubo. Este problema é maior em nanotubos de
carbono de parede Unica dada a alta extensao de largura (HAICK, 2013).

O problema encontrado na solubilizacdo dos nanotubos em agua atua
como um dificultador na exploracdo e analise da sua aplicacdo em
bioanalises, como em testes de deteccdo de proteinas e drogas em tecido
alvo. E ndo s6 é importante a obtencdo de nanotubos de carbono com boa
solubilidade em agua, mas também a estabilidade dos nanotubos de carbono
nesta dispersao (LIU et al., 2014).

Essa preocupacdo com a estabilidade dos nanotubos dispersos em
agua foi demonstrada no estudo de Hong et al., (2005). ApoOs diversas
tentativas de solubilizacdo dos nanotubos em &gua eles alcancaram esta
dispersdo através da funcionalizagcdo dos nanotubos de carbono com o
polimero Poli(N- isopropilacrilamida), mas encontrou dificuldades na
manutencdo desta dispersdo, pois 0 nanotubo funcionalizado obtido
apresentou ser muito sensivel & mudancas da temperatura da agua. Estes
nanotubos de carbono quando dispersos em agua formam aglomerados
guando a temperatura alcanca os 35°C.

Outros surfactantes também apresentaram a capacidade de tornar os
nanotubos de carbono solUveis em solu¢des aquosas pela funcionalizacao
destes em sua superficie. Um dos mais estudados sdo os nanotubos de
carbono tratados com polietilenoglicol (PEG) chamados de nanotubos
peguilados. Geralmente seu preparo também esta associado ao tratamento
com ultrassom e centrifugacdo. A centrifugacédo dos nanotubos peguilhados é
uma etapa importante para uma boa solubilizacdo dos nanotubos, isso
porque a concentracdo de PEG livre na solucéo influencia a disperséo dos
nanotubos de carbono em solugbes aquosas. Estudos sugerem que
diferencas da densidade de PEG na superficie dos nanotubos de carbono

interferem diretamente a capacidade de manutencao da sua dispersao (LIU et
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al., 2014). Pesquisas ainda precisam ser realizadas para o desenvolvimento

desta estabilidade quimica desejavel para os nanotubos de carbono soluveis.

4.1.3 Utilizacédo de nanotubos de carbono em testes de deteccao

Os nanotubos de carbono possuem importantes caracteristicas que 0s
tornam atraentes para aplicacdo em testes de deteccdo. Eles possuem boa
estabilidade ambiental, excelentes propriedades mecanicas, elétricas e uma
area excelente de superficie para funcionaliza¢cdes destes nanotubos. Todas
essas caracteristicas dos nanotubos de carbono o tornam ideal para sua
aplicacdo em sistemas de deteccdo como, por exemplo, sensores quimicos
portateis, compactos, com baixo consumo de energia e de baixo custo
(HAICK, 2013).

A utilizacdo de nanotubos de carbono como sensor de deteccdo nao
precisa ser aplicado exclusivamente sobre suportes sélidos. Eles também
podem ser utilizados em testes flexiveis, podendo ser utilizados em testes
para deteccdo de contaminantes em agua, como a deteccdo de toxinas. Os
nanotubos de carbono também tém a capacidade de medir a concentracéo
de determinado analito pela alteracdo na condutividade. Esta condutividade
corresponde a concentracdo do analito e € uma medicdo simples de ser
realizada. Comparada aos detectores Opticos que costumam utilizar lasers
gue sao mais caros e complicados, esta pode ser uma alternativa promissora
do ponto de vista econdmico, além de trazer a possibilidade de aumento de
sensibilidade na deteccdo. Estudos com estas estruturas mostraram que a
utilizacdo de algumas moléculas ligadas na superficie dos nanotubos podem
conduzir a um aumento da corrente, necessitando de mais estudos para uma
padronizacdo da técnica (HAICK, 2013; GONCALVES 2013; HERBST, 2004)

A imobilizagdo de moléculas sob a superficie dos nanotubos de
carbono permite que diferentes complexos biomoleculares e diferentes
compostos conjugados sejam aplicados em diversas finalidades, como por
exemplo, sua aplicacdo no desenvolvimento de biossensores (HAICK, 2013).



Nanotubos de carbono também podem ser utilizados como nano-
absorventes magnéticos para medicdo da concentracdo plasmatica de
farmacos, onde o controle das concentracdes plasmaticas é desejavel para
analise de medicamentos, por exemplo. Em estudo recente, nanotubos de
carbono foram usados para determinacdo da concentracdo plasmética de
metilprednisolona em ratos. Os nanotubos utilizados foram funcionalizados
para tal aplicacdo e neste estudo utilizam-se nanotubos de carbono
magneéticos e peguilhados como nano-absorventes para extracdo em fase-
sélida. Estes nanotubos de carbono tratados com polietilenoglicol (PEG) e
com magnetitas (Fe304) ancoradas ao longo da sua superficie se mostraram
eficientes para analise da concentracao plasmatica de metilprednisolona. Os
nanotubos de carbono possuem grande area de superficie que permite o
carregamento de varias moléculas além de outras propriedades que o0s
tornam mais atraentes que os demais nanomateriais utilizados para este fim
(YU et al., 2014).

Por se tratarem de nanoparticulas que ao serem funcionalizadas
podem ser incorporada em cadeias bioldgicas, seu uso estd sendo testado
em estudos desenvolvidos para sua aplicagdo em testes de deteccédo de
células tumorais e em eventuais aplicacfes terapéuticas. Estudos buscam
uma melhor compreensdo do comportamento desses nanotubos de
carbono e sua distribuicdo in vivo pelos tecidos. Mesmo estes estudos
ainda estando em fase inicial, os resultados encontrados se mostram muito
promissores (LIU et al., 2014).

Além dessas aplicagbes, os nanotubos de carbono também foram
testados em fitas imunocromatograficas para testes de deteccdo. Abera e
Choi (2010) descreveram pela primeira vez a aplicagdo de nanotubos de
carbono em substituicAo ao ouro coloidal na fase mével de um teste
imunocromatografico. Com resultados promissores, 0s testes com nanotubos
de carbono em imunoensaios encontram-se em pleno desenvolvimento.
Buscando superar dificuldades encontradas nos testes de deteccdo de
antigenos, como os encontrados nos testes de diagndéstico rapido (TDRs) de
antigenos maléricos, a utilizacdo de nanotubos de carbono representa uma
oportunidade de superar os desafios encontrados nos testes de diagndstico

rapido atuais.
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4.2 Diagnostico

Os nanotubos de carbono vém sendo estudados na otimizacdo de
inlmeros processos biotecnolégicos, como no desenvolvimento de
biossensores para diagnostico de doencas e medicdo de concentragfes de
biomoléculas, sistemas de liberacdo de farmacos, entre outros (MARTINS,
2011).

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) possui um periodo chamado
de janela imunoldgica, e neste periodo, testes de diagnéstico comuns nédo sao
capazes de detectar a presenca de anticorpos contra este virus. Ao associar
nanoparticulas de ouro ao nanotubo de carbono de parede mdutlipla, extrato
acetbnico de proépolis e ao anticorpo anti-p24, formando um nanocompdsito, foi
possivel aumentar a capacidade de deteccéo do teste. O teste apresentou boa
sensibilidade eletroquimica para deteccdo de até 0,0lng/mL do antigeno no
soro (com um limite de deteccédo relativamente baixo de 0.0064 ng/mL). Este
namero € aproximadamente 100 vezes maior que os resultados obtidos em
testes convencionais de ELISA (Enzyme Linked Immune Assay). (KHEIRI et al.,
2011).

Em outro estudo, Chaker et al., (2010) buscou desenvolver um
imunossensor para deteccdo e determinacdo de amilase-a salivar. Utilizando
nanotubos de carbono funcionalizados com anti-amilase e depositados
alinhados em placa de ouro, formando um eletrodo. Os testes apresentaram
resultados relevantes, com limite de deteccdo em saliva tamponada de 6
ng/mL™. Este estudo demonstra a aplicacdo potencial deste nanomaterial no

diagnéstico clinico para biomarcadores expressos na saliva humana.

Ainda no campo de imunosensores, outro estudo buscou desenvolver
um imunossensor descartavel para determinacdo de prolactina utilizando
eletrodos de carbono impresso modificados com nanoparticulas de ouro. Os
valores obtidos a partir da voltametria de pulso diferencial (DPV) de 1-naftol
formado como produtos da reacdo enzimatica da enzima fosfatase alcalina e 1-
naftil fosfato permitiu excelente propriedades analiticas em termos de
sensibilidade. Os resultados deste estudo evidencia a promissora aplicagao de

nanotubos de carbono como imunossensor, podendo tornar-se uma
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interessante ferramenta analitica para analise de prolactina em amostras
clinicas em concentracdes relevantes (JANEGITZ, 2012).

Nanotubos de carbono também tem sido estudado no desenvolvimento
de novas ferramentas de diagnostico e também tratamento através de
nanotubos de carbono funcionalizados com compostos de interesse no seu
interior. Neste estudo foram realizados funcionalizacdes nas superficies
externa e interna desses nanotubos, visando desenvolver uma radioterapia
voltada contra o cancer. Foram realizados testes com gliobastoma humano
primario modificadas para avaliar a eficacia de reconhecimento das células
cancerosas pelos nanotubos de carbono. Foi entdo observado que ele é capaz
de se acumular seletivamente dentro das células sem apresentar nenhuma
toxicidade. Este estudo demonstra mais uma possibilidade de aplicacéo
biomédica dos nanotubos de carbono em testes de deteccdo e tratamento do
cancer (SPINATO, etal., 2016).

Dado as propriedades caracteristicas encontradas nos nanotubos de
carbono, estudos tém buscado sua aplicacdo em testes imunocromatograficos.
Em um destes estudos, os nanotubos de carbono foram aplicados em
substituicdo ao ouro coloidal (ABERA e CHOI, 2010). Como exemplo de teste
imunocromatografico figuram os testes de deteccdo rapida (TDRs). Os TDRs
utilizam anticorpos para detectar um ou diversos antigenos presentes na
amostra.

Geralmente para iniciar um teste de deteccdo rapida, realiza-se a puncao
digital, geralmente com 5 uL, colocada com auxilio de pipeta no poco de amostra
do dispositivo. A amostra flui por capilaridade através de membranas porosas,
saindo da zona de aplicacdo onde estdo, geralmente, nanosensores como 0
ouro coloidal ou nanoparticulas de carbono, acoplado com anticorpos
monoclonais ou policlonais, fluindo até uma zona de reacdo, onde o antigeno é
detectado. Na zona de ragdo também esta a linha controle que contém
anticorpos que reconhecem os anticorpos da fase moével do teste (na zona de
aplicacao), validando o teste (Figura 3. A) (ABERA e CHOI 2010; NOGUEIRA,
2009; NOGUEIRA et al.,2011).
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Figura 3 : Testes imunocromatograficos. A — Sistema de deteccdo utilizado
nos TDRs tradicionais (modificado de BELL e PELLING, 2006); Ab = anticorpos;
Ag = antigeno. B- Sistema de deteccdo proposto neste projeto para deteccao de
antigenos da malaria utilizando NTCs (modificado de ABERA e CHOI, 2010);
A (circulado) = corrente elétrica (amper); V (circulado) = volts; NTCs =

nanotubos de carbono.



A aplicagdo de nanotubos de carbono em um teste
imunocromatogréfico foi descrito pela primeira vez por Abera e Choi (2010)
(Figura 3.B). O uso de nanotubos de carbono em substituicho ao ouro
coloidal pode superar dificuldades encontradas nos TDRs comerciais dada a
sua resisténcia mecanica, térmica e capacidade de manutencdo da
condutividade apés a realizacdo de testes. Podendo futuramente adicionar
um resultado quantitativo aos testes rapidos (ABERA e CHOI, 2010; ODOM
et al., 1998; LIANG et al., 2002; ROBERTSON et al., 1992). Nao excluindo a
possibilidade de aumento da sensibilidade e capacidade de deteccdo em
amostras menos invasivas, como a saliva do paciente (CHAKER, et al.,
2010).

O uso de nanotubos de carbono em substituicdo ao ouro coloidal em
estudos de deteccdo de antigenos malaricos ndo foi descrita até o momento.
Estudos buscando sua aplicagcdo para TDRs de diagnéstico de maléaria
podem trazer melhorias frente as limitacfes ja descritas na literatura destes
testes no diagnostico de malaria.

No diagnéstico de maléaria, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda que toda pessoa com suspeita de malaria seja examinada, seja
por microscopia através da busca de parasitas no sangue periférico ou pela
aplicacdo de testes de diagnéstico rapido (TDRs) (WHO, 2014). A
associacdo dos sintomas clinicos em paciente oriundo de area malarigenas
€ muito importante, mas por si sé ndo é preciso devido a similaridade com
outras sindromes febris agudas e indica, obrigatoriamente, a solicitacdo do
exame laboratorial confirmatorio da infeccdo. O diagnostico definitivo de
malaria é feito pelo exame microscopico do sangue do paciente para
deteccdo e diferenciacdo das espécies de plasmodios (BRASIL, 2008).
Casos suspeitos sejam investigados através um teste rapido
imunocromatografico ou pelo diagnéstico microscopico do sangue,
detectando a presenca do parasito ou um de seus componentes. (WHO,
2013).

A técnica de diagnostico considerada padrdo ouro e mais
amplamente utilizada é a da gota espessa, pois a concentracdo do sangue
por campo microscopico facilita o encontro do parasita. A gota espessa é

corada pela técnica de Walker (azul de metileno e Giemsa) e o esfregaco
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delgado é corado pelo Giemsa. Esta técnica € de baixo custo e permite
verificar a espécie do plasmadio. Também € possivel realizar a quantificacéo
da intensidade do parasitismo. (BRASIL, 2008). Entretanto, requer um
profissional bem treinado na leitura das laminas para diagndstico,
principalmente em casos de baixa parasitemia e em casos de infec¢cdo mista,
quando h& mais de uma espécie de plasmadio. (PAYNE, 1988).

No Brasil, a regido Amazonica (estados do Amazonas, Acre, Amapa,
Maranhao, Mato Grosso, Para, Rondbdnia, Roraima e Tocantins) concentra a
maioria dos casos de malaria no pais. Em 2014 foram registrados 143.552
casos de malaria nesta regido. O estado do Amazonas foi o que mais
contribuiu no numero de casos, com 47% dos casos. No ano de 2015, foram
registrados 75.755 casos, um aumento de 10,63% nos casos registrados em
2014. O Brasil possui uma ampla rede de diagnostico de malaria. Somente
no ano de 2015 foram realizados mais de 1.509.000 de exames. Destes,
143.647 positivos para a doenca (SIVEP, 2015; SIVEP, 2016).

A maior regido endémica no Brasil, a regido amazbnica, possui
extensas areas de acesso remoto e de dificil acesso. Alguns deles ndo ha
profissionais treinados para diagnostico através da microscopia. Nestes
casos, 0s testes imunocromatograficos se tornam uma opcdo simples e
rapida para o diagnostico qualitativo da maléaria. Entretanto, estes testes ndo
podem informar o grau de parasitemia do paciente além de apresentar
variacdo na sensibilidade quando a densidade parasitaria é baixa. A OMS
recomenda que testes imunocromatograficos apresentem sensibilidade
superior a 95% quando comprada com a microscopia. Devendo detectar com
100% de sensibilidade casos com 0,002% parasitemia (100 parasitos/pL)
(HOUZE, 2013; MOUATCHO e GROLDRING, 2013; WHO, 2013).

Na maioria dos TDRs utilizados para deteccdo de malaria a técnica
utilizada € a imunocromatografica com anticorpos monoclonais conjugados.
Capazes de detectar pequenas quantidades do antigeno no sangue, 0s
antigenos-alvo usualmente utilizados e de maior interesse sdo direcionados
para deteccdo da Proteina 2 rica em histidina (HRP-2) do Plasmodium
falciparum, na lactato desidrogenase parasito- especifica (pLDH) ou na
aldalose, sendo que as duas ultimas estdo presentes no processo glicolitico

do parasito e em todas as espécies (OLIVEIRA, 2009).
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Os antigenos alvo de um TDR comercial séo HRP-2 e pLDH. A
proteina hidrossolivel HRP-2 é produzida pelos trofozoitos e gametocitos
jovens de Plasmodium falciparum. Estes testes detectam apenas HRP-2 de
Plasmodium falciparum, mas alguns destes testes tem aldalose conjugada.
O que aumenta o diagnéstico para deteccdo de outras espécies de
plasmodio. Outros testes utilizam como alvo a enzima glicolitica pLDH,
produzida principalmente nos estagios assexuados dos parasitos e em
menor quantidade nos estagios sexuados. Estes testes permitem diferenciar
infeccbes de Plasmodium falciparum das espécies ndo-falciparum (BARBER,
2013; MOODY, 2002; OLIVEIRA, 2015).

Os TDRs para diagnostico de maléria existem testes que utilizam um
ou os dois antigenos-alvo ja citados. Os que utilizam os dois funcionam
geralmente como um teste combinado que utiliza os dos anticorpos
monoclonais/policlonais com duas linhas separadas em faixas diferentes. Um
anticorpo monoclonal/policlonal (linha 2) pode ser pan especifico para lactato
desidrogenase (pLDH) capaz de detectar infeccbes causadas por
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malarie, P. ovale) e outro anticorpo
monoclonal/policlonal especifico para deteccdo de HRP-2 das espécies de
Plasmodium falciparum (linha 1). Todos possuem uma linha controle que
sempre deve aparecer para validar o teste.

A gualidade dos TDRs atuais é testada desde 2008 pela OMS. Em
uma analise de qualidade realizada em 2013, a maioria dos produtos tinha
alta taxa de deteccéo de P. falciparum em densidades parasitarias de 2000
parasitas por microlitro. O mesmo ocorreu com a maioria dos produtos para
P. vivax. Entretanto, em baixa densidade parasitaria (200 parasitas por
microlitro) somente 76% dos produtos para P. falciparum e 42% de P. vivax
demonstraram niveis de deteccgédo aceitaveis (WHO, 2014).

Os TDRs, apesar de serem uma alternativa rapida e viavel, também
apresenta desvantagens como variacdo de sensibilidade de acordo com a
regido geografica baixas parasitemias, falsos negativos podem ocorrer em
testes que utilizam HRP-2 como antigeno alvo dada a delecdo do gene que
codifica para este antigeno em determinadas cepas de P. falciparum e
também por ndo permitir uma medi¢cdo da parasitemia, ndo sendo possivel

melhor auxiliar no prognostico e eficacia terapéutica (IQBAL et al., 2004;
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NOGUEIRA, 2009). Além disso, a OMS recomenda que esses testes sejam
capazes de suportar temperaturas de 40 a 50°C e nao requerer refrigeracao,
situacdo climatica comum nas zonas malarigenas no mundo. Entretanto,
estas particulas (ouro coloidal) apresentam variacdo na estabilidade quando
comparada a 4°C. (MARIUBA, 2010; WHO, 2008; WONGSRICHANALAI et
al.,2007; NOQUEIRA, 2009).

Com o desenvolvimento de nanotubos solluveis, aplicaveis para
deteccdo de patdbgenos em imunoensaios, este estudo visa trazer
contribuicBes para futuros estudos de desenvolvimento um teste rapido de
deteccéo de antigenos malaricos ou de deteccéo de outras biomoléculas.

Esta metodologia de solubilizacdo de nanotubos de carbono aplicada
em sistemas imunocromatograficos traz contribuicbes para futuros estudos
no desenvolvimento de um sistema de deteccdo que utiliza nanotubos de
carbono para a deteccdo de patdgenos, como antigenos malaricos testados
neste trabalho que associados a sistemas eletrbnicos podem trazer um
resultado quantitativo aos TDRs. Nao descartando a possibilidade de

melhorar a sensibilidade do teste.

Logo, este projeto teve por objetivo desenvolver uma metodologia de
solubilizagdo de nanotubos de carbono aplicaveis a imunoensaios. Estes
nanotubos foram aplicados em sistema em fluxo lateral mostrando resultados
promissores. Utilizamos anticorpos policlonais e monoclonais anti-pLDH e
anti-HRP2 através do método de lateral flow capaz de detectar os antigenos
na linha teste. Este estudo visa superar as dificuldades descritas quanto a
aplicagdo de nanotubos de carbono em bioensaios pela dificuldade de sua
solubilizac&o e estabilidade quimica para manutencéo desta dispersdao. Com
o desenvolvimento destes nanotubos sollveis, estudos posteriores poderdo
aplicar esta nova metodologia para o desenvolvimento de um TDR para
deteccao de antigenos.

O grupo “Doengas infecciosas na Amazoénia, diagndstico e controle”
(com sede no Instituto Lednidas e Maria Deane / Fundacdo Oswaldo Cruz)
vem trabalhando ha alguns anos na producdo de TDRs, j4 obtendo as
proteinas recombinantes dos antigenos marcadores de infeccdes maléaricas

(Lactato desidrogenase, pLDH; “Proteina 2” rica em Histidina, HRP2)
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produzidas, anticorpos policlonais validados contra estas proteinas,
anticorpos monoclonais em etapa de validagdo e competéncia na construgao
de sistemas em fluxo lateral (testes imunocromatograficos) obtida em
trabalhos anteriores (MARIUBA, 2010). Este projeto contou ainda com o
laboratério de quimica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), o

qual realizou boa parte das analises para caracterizacdo das nanoparticulas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Preparo dos nanotubos de carbono

5.1.1 Preparo de acordo com a metodologia descrita por Abera e Choi (2010),

com alteracoes.

Para realizar o acoplamento dos anticorpos policlonais (obtidos em
trabalhos anteriores) anti-LDH e anti-HRP2, foi seguido o método descrito por
ABERA e CHOI (2010), com alteragbes. Resumidamente, uma amostra de
nanotubos de carbono (“Multi walled carbon nanotubes”, didametro externo = 8-
15 nm, tamanho =10-15 pym, pureza > 95 wt %, fornecido pela empresa
Cheaptubes) foi preparada a 0.1 mg/ml. Nesta amostra, os NTCs foram
tratados com o surfactante polivinilpirrolidona (PVP) em solugdo aquosa. A
solucéao foi submetida a uma sonicagdo em baixa potencia. Este surfactante
quando absorvidos pela superficie dos NTCs, proporcionam uma cobertura
parcial.

Os NTCs entdo reagiram com EDC (1-(3-(dimethylamino)-propyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride) (0.4 M) e Sulfo-NHS (0.1 M) em tampé&o PBS
(pH ~ 6.0) para ativar a ligagdo covalente entre o grupo carboxi (-COOH) dos
NTCs e as aminas primarias (-NH2) dos anticorpos. Apds, 0s anticorpos anti-
HRP2 e anti-pLDH foram adicionados (em amostras separadas, em 0.01 M
fosfato de sodio, 0.15 M NaCl, pH 7.4, 15 mM azida sodica) a solugédo de NTCs
0 que resultard na sua imobilizacdo nos sitios ndo cobertos pelo surfactante. A
cobertura parcial do surfactante é essencial tanto a dispersdo quanto para o
blogueio da superficie dos NTCs contra interacdes ndo desejadas com outras

proteinas.



5.1.2 Preparo dos nanotubos de carbono segundo a metodologia de Xue et
al.,(2008)

Para preparar MWCNTs solaveis em &gua, os MWCNTs foram
primeiramente tratados com persulfato de potéssio (K»S,0g) em solu¢éo diluida
de acido sulfarico (H,SO,4). Uma amostra de 100 mg de MWCNTSs foi dispersa
em 75 ml de K;S,0g aquoso (0,2 M) por ultrassons. Apds adicdo de 12,5 ml de
H.SO, a 98%, a mistura foi agitada magneticamente durante 24 h a 60 ° C. A
mistura reacional foi arrefecida e o processo de decantacdo-dispersédo foi
repetido até o valor de pH da suspenséo ter atingido 6-7. Apos filtracdo com um
microfiime de 0,22 um, o residuo de filtragdo foi seco; Assim foram obtidos
MWCNTSs tratados com K,S,0g. Em seguida, 100 mg de MWCNTSs tratados
com K,S,0g foram adicionados em 100 mL de solugéo de poli (estireno-co-
anidrido maleico) hidrolisado (HSMA) a 0,1% em &gua. A mistura foi sonicada
durante 0,5 h e a mistura bem dispersa foi centrifugada a 16 000 rpm durante
2,5 h. O centrifugado foi cuidadosamente decantado. O sedimento assim obtido
foi de novo disperso numa solugéo de 100 ml de HSMA a 0,1% por ultrassom
e depois submetido a centrifugacdo adicional. Depois do processo de
dispersdo-centrifugacdo ter sido repetido durante 10 ciclos, todos os
decantados 1-10 dos ciclos 1-10 foram pesados e filtrados com membranas de
0,22 pm; Depois o residuo de filtragdo foi seco, dando HSMA-MWCNTs

soluveis em agua.

5.1.3 Preparo dos nanotubos de carbono segundo a metodologia desenvolvida

neste trabalho

Foram pesados 50 mg de nanotubos de carbono de multipla parede
COOH (“Multi walled carbon nanotubes” COOH, didmetro externo = 8-15 nm,
tamanho =10- 15 ym, pureza > 95 wt %, fornecido pela empresa Cheaptubes)
e misturado em 9 mL de tampéao fosfato salino (PBS) 1X. Para o preparo de
100 mL de PBS 1X foram pesados 0,8g de Cloreto de sddio (NaCl), 0,02g de
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Cloreto de potéssio (KCl), 0,144 g de Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,),
0,0249g de Fosfato de potassio monobasico (KH.P0,) e misturados em 100 mL
de agua MilliQ. Apés isso, o pH foi ajustado para 7,2 e solucdo foi
autoclavada por 15 minutos.

Para o preparo de polivinil pirrolidona (PVP) foi pesado 1,2 g de PVP e
diluido em 10 mL de agua MilliQ (concentracdo final de 120mg/mL). Em
seguida, foi adicionado 1 mL de PVP (120mg/mL) em 9 ml da solucéo de PBS
1X e nanotubos de carbono de mdltipla parede (NTCMP). A solucédo foi
submetida a dispersdo por sonicacao utilizando o processador ultrassonico
UP100H da Hielscher em amplitude de 100% durante 30 minutos, com pulso
de 1 segundo e intervalo de 1 segundo. Apds a sonicacdo, o NTC foi
submetido a centrifugacédo a 16.000 rpm por 30 minutos (Centrifuga 5417 C,
Eppendorf). O primeiro sobrenadante foi descartado e ao precipitado restante
foram adicionados 9 mL de PBS 1X e 1mL de PVP (120mg/mL) sendo
submetido a sonicacdo por 30 minutos. Apos a sonicacdo, o NTC foi
centrifugado e o sobrenadante conservado em outro recipiente. O precipitado
restante foi ressuspendido em 9 mL de PBS 1X e 1 mL de PVP, seguido
novamente de sonicacdo e centrifugacdo nas especificagcbes descritas
anteriormente. Foram realizados 10 ciclos de sonicacao/centrifugacdo. Os
sobrenadantes dos ciclos 2 a 10 foram conservados. Estes foram reunidos
em um unico volume e filtrado em membrana filtrante de 0,22 pum (tipo HAWP
47mm, Millipore). O NTCMP solubilizado foi armazenado. Os ciclos de

sonicacao e centrifugacdo podem ser vistos na Figura 4.
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FIGURA 4: Fluxograma esquemaético dos ciclos de sonicag¢éo — centrifugagdo para obtencéo de
NTCs soluveis em agua (Adaptado de XUE et al., 2008).

5.2 Funcionaliza¢do dos nanotubos de carbono

Para realizar o acoplamento dos anticorpos, 5 pL de EDC (1-(3-
(dimethylamino)-propyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride) (0,4 M) e 5 pL
Sulfo-NHS (Sulfo-N-hidroxisucinimida) (0,1 M) foram adicionados em uma
amostra de 1 mL do NTCMP solubilizado. A amostra foi submetida a agitacao
leve de 350 rpm por uma hora a 18°C em um shaker (Thermomixer Comfort,
Eppendorf) e posteriormente armazenada a 4°C por 24 horas. ApOs isso,
foram preparadas 10 amostras de 100 pL de NTC ativado com EDC e Sulfo-
NHS. Em cada amostra foi adicionado 1 pL (1 pg/pl) do anticorpo anti-
Rabbit. As amostras foram submetidas a agitacdo leve de 350 rpm a
18°C no shaker por uma hora. Em seguida, as amostras foram armazenadas

a 4°C por 24 horas.

sedimentos 1-9
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5.3 Montagem do sistema imunocromatografico

Para a montagem do sistema imunocromatogréfico, fitas de 0,5 cm de
cartdbes com membrana “Hiflowplus” (Tipo HF 135 6 cm x 30cm, Millipore)
foram colocadas em contato com tampédo 1 (Tris HCI , 0,1 M; 0,4% de
Glicerina pura) por 15 minutos e deixadas para secar a 37 °C por 16 horas.
As fitas tratadas com o tampdo 1 foram sensibilizadas com anticorpo de
coelho na linha teste (3ug/uL), na altura de 3,7 cm partindo da porgéo inferior
da fita, utilizando o dispensador Linomat IV da empresa CAMAG. Apos este
procedimento, as fitas foram deixadas para secar a 37°C por 2 horas. Em
seguida, as membranas foram bloqueadas por 30 minutos com o tampé&o 2
(PBS 1X a 0,25% de BSA e 0,05% de Tween 20) seguida de 5 lavagens com
tampdo 3 (PBS 1X a 0,05% de Tween 20) e foram deixadas para secar a
37°C por 16 horas. Foram colocados 20 pL de nanotubos de carbono
funcionalizados com anticorpo anti-coelho em uma fibra de vidro (0,3 cm x 0,5
cm). Apoés isto, a fibra de vidro com o NTC foi deixada para secar a 37°C por
2 horas.

Para a montagem do sistema em fluxo lateral uma membrana
absorvente foi colada na porgcédo adesiva superior da membrana. Na porcao
adesiva inferior, foram coladas uma membrana absorvente e uma fibra de
vidro com o NTC funcionalizado com anticorpo. A fibra de vidro foi colada
entre a membrana de nitrocelulose e a membrana absorvente, estando em
contato com as duas estruturas. Com a montagem do sistema concluida, a
membrana absorvente da por¢cao inferior foi colocada em contato com um
tampéao de corrida (PBS 1X). Neste sistema a membrana porosa impulsiona o
fluxo do tampéo por capilaridade até a membrana absorvente na outra
extremidade da fita, passando pela fibra de vidro e desprendendo os
nanotubos de carbono funcionalizados. Ao fluirem pela membrana de
nitrocelulose os nanotubos de carbono funcionalizados foram reconhecidos
pelos anticorpos de captura imobilizados na linha teste (Figura 7). Este
reconhecimento gerou um sinal visual caracterizado pela formacédo de uma

banda na linha de teste.
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Figura 5: Esquema da distribuicdo das membranas absorventes, fibra de vidro e
membrana de nitrocelulose apds a montagem do sistema em fluxo lateral.




5.4 CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO SOLUVEIS

5.4.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica espectroscopica que visa
medir a identidade quimica e a estrutura de um material. Esta técnica
apresenta uma alta especificidade quimica e € comumente utilizada para
diferenciar diversos componentes do mesmo material, por exemplo. Quando
empregada em conjunto com outras técnicas de caracterizagcdo, se torna
uma excelente maneira de medir a identidade quimica de particulas
individualmente dispersas dentro de uma amostra (FARIA et al.,, 1995;
FARIA et al., 1997).

Esta técnica usa uma fonte monocromatica de luz a qual, ao atingir o
objeto, é espalhada por ele gerando luz de mesma energia ou de energia
diferente da incidente. Quando a luz gerada é de mesma energia, O
espalhamento é chamado de elastico e ndo é de interesse, mas no segundo
caso, quando a luz é de energia diferente, o espalhamento € chamado de
inelastico. E a partir dessa diferenca de energia € possivel descobrir
informacdes relevantes da composicdo quimica do material analisado. Este
fendmeno foi entdo chamado de efeito Raman (FARIA et al., 1995; FARIA et
al., 1997).

Ndo existindo um sO tipo de vibracdo, a radiacdo espalhada
inelasticamente é composta por um nimero ndo muito grande de frequéncias
(componentes espectrais) que precisam ser separadas e ter sua intensidade
medida. A representacdo da intensidade de radiacéo espalhada resulta em
um grafico onde observa-se o0 espectro Raman. Assim sendo, cada
componente quimico, seja um surfactante, substrato ou outro espécie
guimico apresenta um espectro que funciona como uma impresséao digital,

permitindo sua identificagéo (Figura 4) (FARIA et al., 1997).
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Figura 6:- Exemplo do uso da Espectroscopia Raman na identificagdo de substancias. Os espectros
mostrados s&o todos de pigmentos brancos: (a) branco de chumbo (carbonato de chumbo); (b) branco
de ossos (fosfato de célcio) e (c) gipsita (sulfato de calcio hidratado) (FARIA, et al., 1997)

Para a obtencdo dos espectros Raman, 30ul de todas as amostras
foram gotejados sobre laminas de vidro revestidas com ouro previamente
limpas e foram secas ao ar. As amostras foram focalizadas com um
microscopio 6tico acoplado ao espectrdbmetro Raman e os espectros foram
obtidos com uma média de cinco varreduras usando um laser de argdnio
(3,65mW).

5.4.2 Espectroscopia de absorcéao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absor¢cdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis) € uma técnica utilizada para se obter o espectro de absorcdo de
compostos organicos e inorganicos. A Lei de Lambert-Beer € o principio da
espectroscopia de absorcdo e permite determinar quantitativamente a
concentracdo de substancias em uma solugdo (GONCALVES, 2013). A

regidao do espectro do ultravioleta encontra-se na faixa de 200~400 nm e a
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regido visivel de 400 a 800 nm. O UV-Vis foi empregado com o intuito de
analisar a capacidade de dispersao do surfactante (PVP utilizado neste
trabalho na preparacdo dos nanotubos de carbono solUveis) e da técnica
utilizada no processo de solubilizacdo dos nanotubos que incluem ciclos de
sonicagéo e centrifugagao.

As medi¢bes de absorcdo no UV-Vis foram realizadas na gama de
190-1100 nm, utilizando um espectrofotbmetro Genesys 10S (Thermo
Scientific®). As amostras foram diluidas resultando em um teor de MWCNTSs

gue foi adequado para as analises das amostras aquosas por UV-VIS.

5.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIV)

Variacdo da técnica de espectroscopia no infravermelho (IRS), onde é
utilizado dois feixes de radiacdo eletromagnética para se obter um
interferograma. Nesta técnica, um sinal € gerado através da mudanca do
caminho Optico entre os dois feixes utilizados. Através de calculos
matematicos, aplica-se a transformada de Fourier onde a distancia do
comprimento oOptico pode ser convertida para o valor de frequéncia de
radiagdo e vice-versa. Através deste calculo, a informagdo de um
interferograma é descodificada (Figura 5).

A utilizacdo deste célculo, a transformada de Fourier, permite um

hY

significativo aumento de sensibilidade e velocidade a andlise de

s

espectroscopia de infravermelho. Este calculo é realizado em computador,
devendo o sinal ser digitalizado (GONCALVES, 2013; FORATO et al., 2010).
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Figura 7 : Espectro de infravermelho antes e depois da aplicacdo do calculo da
transformada de Fourier (GONCALVES, 2013).

Andlises de infravermelho foram realizadas em pastilhas de KBr na
faixa de 400-4000 cm™, usando um espectrofotdmetro Nicolet iS10 (Thermo

Scientific®).

5.4.4 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo baseia-se no emprego de radiacdo laser, fluxo
hidrodinamico, otica, substancias fluorescentes (fluorocromos), recursos de
informatica e € empregada para determinacdo de certas caracteristicas

estruturais e funcionais de particulas em suspenséo (BRAGA et al., 2016).



Os citdbmetros de fluxo tém por principio basico aspirar células ou
particulas em suspensdo e forca-las a passar por uma camara especial
fazendo com que as células ou particulas fluam em fluxo continuo e saiam
desta camara em sequéncia para que seja detectada pelo laser uma célula
por vez. Dois fendmenos fisicos ocorrem neste processo, no primeiro uma
parte da luz € espalhada (scatter) de acordo com caracteristicas
morfolégicas e estruturais. O Forward Scatter (FS) esta relacionado ao
tamanho da particula ou célula. O Side Scatter (SS) estd relacionado a
complexidade ou granulosidade da célula ou particula (BERTHO, [entre 2001
e 2004]; BRAGA et al., 2016).

O segundo fenbmeno ocorre com as células ou particulas coradas
com fluorocromos que emitem luz de acordo com suas caracteristicas
fluorescentes, sendo utilizadas para analisar caracteristicas quimicas,
biofisicas e moleculares das células ou particulas. Seis parametros séo
considerados basicos e podem ser medidos simultaneamente, sdo eles:
tamanho celular (FS), granularidade interna das células (SS), fluorescéncia
verde (FL1), fluorescéncia amarela (FL2), fluorescéncia laranja (FL3),
fluorescéncia vermelha (FL4) e fluorescéncia roxa (FL5) (BERTHO, [entre
2001 e 2004]; BRAGA et al., 2016).

Neste trabalho a técnica foi utilizada para investigacédo dos efeitos dos
componentes utilizados na solubilizagdo dos nanotubos de carbono,
identificacdo dos componentes distintos de MWCNTs e avaliar o
acoplamento dos nanotubos de carbono.

Foram avaliadas as medidas morfométricas dos nanotubos de carbono
por citometria de fluxo, determinando seu tamanho e complexidade, além da
intensidade de fluorescéncia de anticorpos monoclonais de camungondos
conjugados ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC), utilizando o
citbmetro de fluxo FACS canto Il da plataforma de Citometria de fluxo do
Instituto Lednidas e Maria Deane, FIOCRUZ-AM. As analises de porcentagem
de eventos foram realizadas pelos programas FACS Diva Software versao

6.1.2 e os gréficos foram analisados pelo programa Flow-Jo versdo 5.6.7.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PREPARACOES DOS NANOTUBOS DE CARBONO

6.1.1 Testes de solubilidade e fluxo em lateral flow de NTCs preparados

segundo a metodologia de Xue et al.,(2008)

Os testes com NTCs preparado segundo a metodologia proposta por
XUE et al., (2008), ndo apresentaram fluxo no sistema em fluxo lateral em
nenhuma das formas testadas. No teste de secagem e ressuspensdo em
agua também foi observada presenca de precipitacao.

6.1.2 Testes de solubilidade e fluxo em lateral flow de NTCs preparados

segundo a metodologia descrita por Abera e Choi (2010), com alteracdes.

Também foi testada outra metodologia de preparo de nanotubos para
aplicacao em sistemas de fluxo lateral. Para isso, foram realizados diferentes
ensaios com metodologia de preparo. Os ensaios foram iniciados pela etapa
de funcionalizacdo dos nanotubos de carbono com os anticorpos policlonais
anti-HRP2 de acordo com a metodologia proposta por ABERA e CHOI (2010),
com alteracoes.

Logo apdés a obtencdo destes nanotubos, métodos de bloqueio por
BSA foram testados para prevenir interacbes nao especificas. Neste
experimento, essas interacdes foram investigadas por testes de controle da
corrida, com NTC parcial e totalmente funcionalizados em um ensaio

imunocromatografico competitivo.

Primeiramente, uma amostra com NTCs tratados com
polivinilpirrolidona (PVP) e submetidos a uma sonicagcdo em baixa poténcia
foi aplicada na fita imunocromatografica com anticorpo imobilizado. Nesta fita

nao houve ligacao inespecifica entre 0os nanotubos de carbono e o anticorpo
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(controle negativo). Na segunda fita, a amostra de NTC funcionalizado e
acoplado ao anticorpo anti-HRP2 foi aplicada na fita imunocromatogréafica
com anticorpo imobilizado, nesta fita houve formacdo da banda na zona de

captura (Figura 8).

Zona de
<— captura

Figura 8: Testes de corrida em fluxo lateral — Na primeira fita (A) o controle
negativo. Observa-se que ndo ha formacio de banda na zona de captura. A
direita (B), o ensaio com aplicacédo do NTC acoplado e a formacgéao da banda
na zona de captura.

Num segundo experimento, foi adicionada a fase moével (NTC acoplado
ao anticorpo) o mesmo anticorpo presente na fita imunocromatografica, em
duas condi¢cbes: 5 e 10 pg. Foi observado neste experimento que quanto
maior a quantidade de anticorpo adicionado ao NTC acoplado, menos visivel
ficava a formacdo da banda na zona de captura (Figura 9). Isso porque 0s
sitios de ligagdo dos anticorpos acoplados no NTC ja haviam se ligado aos
anticorpos de captura adicionados na fase moével do teste, antes da sua
aplicacdo no sistema em fluxo lateral. E é proporcional a quantidade de
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anticorpo adicionado.
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Figura 9: Ensaio competitivo em fluxo lateral — na 12 fita (a esquerda) foram
aplicados no sistema NTC acoplado ao anticorpo anti-HRP2 adicionados 10
ug do anticorpo imobilizado na fita. A direita, o teste com NTC acoplado
adicionados 5 pg do anticorpo imobilizado na fita. Observa- se que a banda
da 12fita (& esquerda) é mais fraca que a 22 fita.

Alteracbes na concentracdo do PVP e na duracdo dos ciclos de
sonicacao dos NTCs preparados segundo a metodologia descrita por Abera e
Choi (2010) permitiram melhorar a solubilidade dos NTCs, fazendo com que
este pudesse fluir melhor no sistema, intensificando a formag&o da banda na

zona de captura (Figura 10).
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Figura 10:Testes de fluxo dos NTCs com altera¢cdes na metodologia descrita
por Abera e Choi (2010) — ensaios imunocromatogréaficos comparando as
alteracdes na concentracao de PVP e tempo de sonicacdo dos NTCs.

Nestes experimentos detectou-se a presenca de marcac¢des na porcao
inferior de todas as fitas testadas com esta metodologia. Estas marcacdes
sdo formadas por NTCs ainda em tamanho muito grande para serem
utilizados no sistema. Apesar das inUmeras tentativas de eliminar este
problema, ndo foi possivel sana-lo ou diminui-lo nos NTCs preparados
segundo a metodologia de ABERA e CHOI (2010). Desta forma, o
desenvolvimento de uma nova metodologia de solubilizagdo dos NTCs foi a
solugcéo encontrada para superar este problema.

6.1.3 Testes de fluxo e solubilidade dos nanotubos de carbono preparados

segundo a metodologia desenvolvida neste trabalho

Nas tentativas de aumentar a solubilidade e melhorar o fluxo dos NTCs
no sistema em fluxo lateral nossa equipe desenvolveu uma nova metodologia
de preparo que solubiliza os nanotubos de carbono através de ciclos de

tratamento de sonicagdo e centrifugagcdo com tampao contendo polivinil
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pirrolidona (PVP). Esta nova metodologia permite que o NTC seja
desidratado e ressuspendido em agua, mantendo fluidez em testes
imunocromatograficos.

O primeiro ensaio realizado com o NTC produzido pela nossa equipe
foi um teste de fluxo para analisar sua fluidez no sistema em fluxo lateral.
Uma aliquota de 20 pL do NTC filtrado foi aplicada em uma membrana de
nitrocelulose previamente tratada com Tris glicina. O fluxo foi mais rapido e
nao foi observada a presenca de marcacao na porcéao inferior da membrana
(Figura 11).

Figura 11 : Fluxo do NTC filtrado — teste de fluxo do NTC depois da filtragéo,
auséncia de retencéo na porc¢ao inferior da fita.

Apés a verificacdo do fluxo deste NTC filtrado, sua solubilidade em
agua foi testada. Para isso, aliquotas de 100 pL do NTC filtrado foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 1 hora e secadas em SpeedVac. Adicionou-
se agua MilliQ e o NTC foi deixado em repouso por 24h para observar
possivel precipitacdo. Apos esse periodo, as aliquotas foram observadas e o
NTC continuou solavel sem precipitacao visivel (Figura 12).

Nesta metodologia de preparo, o nanotubo de carbono foi capaz de ser
desidratado e ressuspendido em agua. Esta caracteristica € importante para
o sistema em fluxo lateral, ndo somente pelo fato de sua fluidez na
membrana de nitrocelulose, mas principalmente para as etapas de fixacao

dos nanotubos funcionalizados as membranas de vidro. Faz-se necessario

47



gue o nanotubo de carbono tenha uma boa capacidade de se reidratar e fluir

até a membrana absorvente na outra extremidade da fita.

Figura 12: Etapas do teste de solubilizacdo em agua. Formacéao de precipitacdo apos

lhora de centrifugagdo a 14.000 rpm (imagem a esquerda) , NTC soluvel filtrado
ap6s secagem no Speed Vac (imagem ao centro). A direita, NTC solavel filtrado
ressuspendido em 1 mL de agua MilliQ.

Esta dispersdo também €& necessaria para aplicagdo dos nanotubos de
carbono em testes de deteccdo de antigenos em sistemas lateral flow para
aumentar a exposicdo da superficie dos nanotubos de carbono em solucdes
aquosas. Esta exposicao facilita a obtencdo de ligagbes mais fortes entre o
nanotubo de carbono e anticorpos através de ligacdo amida estavel e
irreversivel (ABERA e CHOI, 2010).

A capacidade de solubilizagcdo apresentada pelo tratamento com
surfactante PVP foi eficaz na dispersdo dos nanotubos de carbono, mesmo
ap0s a sua secagem e ressuspensdo em Aagua, mantendo a dispersao
homogénea em temperatura ambiente de 35°C por meses sem formagéo de
precipitados. A capacidade de dispersdo do PVP também foi demonstrada em
outro estudo para funcionalizacdo de nanotubos de carbono mas apresenta
formacao de agregados dias apés o preparo, diminuindo a sua dispersao. Os
surfactantes ainda auxiliam no blogueio dessas estruturas evitando a
interagdo nédo especifica dos nanotubos de carbono e anticorpos, evitando a
formacéao de falsas bandas positivas no teste (ABERA e CHOI, 2010).
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6.2 APLICACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO FUNCIONALIZADOS
EM IMUNOENSAIOS

Obtidos os nanotubos de carbono soluveis em &gua e com a
capacidade de ser desidratado e reidratado, prosseguimos 0s experimentos
testando sua funcionalizacdo em fitas imunocromatograficas. Deste modo,
para evitar o reconhecimento inespecifico na zona de captura na membrana
de nitrocelulose foram realizados testes para avaliagdo do bloqueio por BSA
em diferentes concentragbes. Para este experimento foram retiradas cinco
aliquotas de 30 pL de NTCs ativados com EDAC e NHS. Apds, foi adicionado
BSA em quatro aliquotas, em diferentes concentracdes (20%, 30%, 40% e
50%, respectivamente) e deixados em shaker por 30 minutos. Apés, foi
realizado o teste de corrida em fitas imunocromatograficas com anticorpo
anti-Rabbit imobilizado na linha controle e anticorpo anti- HRP2 imobilizado

na linha teste (ambos a 1ug/pL) (Figura 13).

BSA BSA BSA BSA NTC
20% 30% 40% 50% ATV.

<«—— Linha Controle
<«— Linha Teste

Figura 13: Fluxo do NTC filtrado bloqueado por BSA — Nas fitas com BSA
nao foram observadas reconhecimento inespecifico. Na fita com NTC filtrado
ativado um fraco reconhecimento inespecifico é observado na linha teste e
linha controle.
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Nos sistemas em que foram utilizados NTCs ativados e bloqueados
com BSA néo foi observada a formagao de banda na linha teste e na linha
controle nas fitas testadas. Contudo, houve formacdo de banda na linha
controle e linha teste quando utilizado somente o NTC ativado, indicando um
reconhecimento inespecifico. Durante a corrida de teste, os NTCs bloqueados
a 20% de BSA apresentaram melhor desprendimento da fibra de vidro,

liberando maior quantidade de NTCs no sistema.

As fitas deste teste apresentavam a membrana de nitrocelulose um
pouco escurecida pela presenca de NTCs presos a membrana, mesmo apos
a etapa de lavagem da fita. Para sanar este problema foi adicionado Uréia a
200 mM ao tampao de corrida PBS 1X, que também auxilia no bloqueio
evitando reconhecimento inespecifico. Ainda nestes testes, foi observada
uma retencdo consideravel de nanotubos de carbono nas fibras de vidro
utilizadas no sistema. A partir desta consideracao, foram testadas técnicas de
blogueio das fibras de vidro, a fim de aumentar a quantidade de NTC
liberados da fibra de vidro nos testes de corrida.

Para os testes de blogueio da fibra de vidro foram realizados testes
iniciais com variacées na concentracdo de NTCs funcionalizados na fibra de
vidro (15uL, 30uL e 60pL) para avaliar a capacidade de retencdo de
nanotubos nas fibras de vidro. As fitas com 15 pL de NTCs na fibra de vidro
liberaram mais NTCs e fluiram mais rapido que as fibras de vidro com 60uL.
As fibras de vidro com 60 pL apresentaram uma grande retencdo na proépria

fibra, liberando menos NTC no fluxo (Figura 14).
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Figura 14: Testes de fluxo com a fibra de vidro — Na foto, nota-se que a fibra de
vidro com 15uL esta mais clara e a de 60uL mais escura que as demais, esta Ultima
apresentando maior retengé@o de NTCs na fibra.

Para melhorar o fluxo e diminuir a retengdo de NTCs na base da
membrana de nitrocelulose foram realizados ensaios com diferentes métodos
de blogueio da membrana. Foram feitas variacdes na concentracdo de BSA
(2%, 1%, 0,5% 0,25% e 0,1%), com e sem etanol e Tween 20. Destes, a
condicdo que apresentou o melhor resultado de fluxo foi a 0,25% de BSA a
0,05% de Tween 20, com o fluxo mais rapido e menor retengdo na membrana
de nitrocelulose, agindo no fluxo como bloqueadores e dispersadores.

Ainda nos testes para diminuir a retengcdo de NTCs na fibra, foram
realizados testes de fluxo com varia¢gées na concentracao de sacarose e BSA
(3%, 1%, 0,25% e 0%). A sacarose apresentou bons resultados em testes de
fluxo utilizando somente o NTC funcionalizado. Quando o problema de
retencdo de NTCs foi superado, utilizando apenas NTC funcionalizado como
amostra, foram realizados testes posteriores utilizando soro como amostra
Entdo, as fibras de vidro utilizando sacarose tornaram-se inviaveis
apresentando fluxo muito lento. Comparando o tempo de corrida dos testes
com BSA e os testes com sacarose, o0 BSA obteve melhores resultados, com
fluxo mais rapido do que o da sacarose, quando testado somente com
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nanotubos na fase movel e quando testados com soro. A melhor condicao
encontrada nos testes competitivos com NTC funcionalizados e no teste com
soro foi a de 0,25% de BSA (Figura 15).

Figura 15: Bloqueio das fibras de vidro com BSA e sacarose (SAC) — Nesta figura
podemos observar a quantidade de NTC que desprenderam e fluiram no sistema e
0s que ficaram retidos na membrana. A fita com sacarose foi a que mais desprendeu
e menos ficou retida na membrana.

Nos testes realizados com sangue e soro, as membranas de aplicagéo
da amostra foram tratadas com PBS 0,1X, 1% BSA e 0,05% de Tween 20
secando a 37°C. Para este teste, foram imobilizados na membrana de
nitrocelulose os anticorpos anti-LDH (3ug/pL) na altura de 3,1 cm, anti-HRP2
(3ug/plL) na altura de 3,4 cm e um controle positivo com anticorpo anti-Rabbit
(3ug/pL) na altura de 3,7 cm. Na fibra de vidro foram aplicados 10 pL de
nanotubos funcionalizados com anti-LDH e mais 10 pL de nanotubos
funcionalizados com anti-HRP2 e posteriormente secados a 37°C. Foram
aplicados 5 pL da amostra (soro ou sangue) na membrana de aplicagdo, em
seguida foi aplicado o tampao de lise. Foram testados trés diferentes tipos de
tampdes de lise para os testes com sangue: com saponina, Tween e Triton.
Destes, 0 que apresentou melhor resultado foi o Triton. Entretanto, os testes

realizados com sangue nao apresentaram resultados satisfatorios,
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apresentando problemas no fluxo. Mais testes seriam necessarios para tentar
sanar este problema.

Foi realizado também, testes em formato competitivo utilizando estes
nanotubos de carbono desenvolvidos de acordo com a metodologia proposta
neste trabalho, onde foram realizados testes de imunoensaio em fluxo lateral.
Neste ensaio foram realizadas variagdes na concentracdo de anticorpo anti-
Rabbit (4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12 e 0 pg/uL) adicionados durante a reacdo de
acoplamento em amostras de 100 pyL dos nanotubos de carbono filtrado e
ativados com EDC e Sulfo-NHS. Neste teste a aplicacdo da fase mavel foi
feita diretamente na membrana de nitrocelulose, sem a fibra de vidro. N&o
houve formacédo de banda na linha teste nas condicfes de 0,12 ug/uL e 0 ug/
ML (controle negativo). Nas demais fitas foram observadas a formacéo de
banda na linha teste e variacdo da intensidade da banda diretamente
proporcional & concentracdo do anticorpo na fase mével, sendo o sinal mais

forte o de 4 pg/uL e o mais fraco o de 0,25ug/uL (Figura 16).

0,5 0,25 0,12

Figura 16: Fitas ap0s ensaio. Na fita 1 ac. a 4ug/pL; na fita 2 anticorpo a 2ug/uL; na
fita 6 ndo é possivel visualizar banda na zona de captura indicada por seta.

Nestes testes, quando utilizado soro humano como amostra foram
obtidos os melhores resultados quando comparado aos testes utilizando
sangue como amostra. Os testes com soro ndo apresentaram os problemas

de fluxo encontrados nos testes com sangue além de apresentarem

53



formagdo de bandas bem visiveis no sistema. Este teste também apresentou
uma falha j& corrigida em ensaio posterior. Foi observado um fraco
reconhecimento inespecifico e para tentar sanar este problema, foi
adicionado uma etapa de bloqueio com BSA ap0ds a reacdo de acoplamento

dos nanotubos na fase mével (figura 17).

Figura 17: Teste em NTCs bloqueados apos acoplamento — Nas fitas 1 e 2, NTC
filtrado ativado e NTC néo ativado (ambos sem BSA), podemos perceber a presenca
de marcagdo, um reconhecimento inespecifico. Na Fita 3, NTC filtrado ativado com
20% de BSA, sem formacgéo de banda na zona de captura.

Para melhor avaliar o funcionamento dos nanotubos de carbono,
preparados segundo a metodologia proposta neste trabalho, em um sistema
imunocromatografico ja padronizado, seu funcionamento em fitas produzidas
em Biomanguinhos, na FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Essas fitas de
Biomanguinhos tem Proteina A como controle positivo e na linha teste anti-
HRP2. Para este ensaio em formato sanduiche, foi utilizada como amostra a

proteina HRP2 obtida em estudos anteriores (Figura 18).
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Figura 18: Membranas de nitrocelulose das fitas produzidas em Biomanguinhos
apos teste de corrida. A) Controle negativo, aparecendo somente a banda controle.
B e C fitas testas com uso de proteina recombinante, surgimento de banda nas
linhas teste e controle.

Neste teste foram aplicados 5 pL de HRP2 na membrana de amostra
das fitas testes (B e C da figura) e na fita controle foi adicionado apenas o
tampdo de corrida (PBS 1X + Ureia 200 mM) no lugar da amostra. Os
nanotubos acoplados na membrana de amostra, também do sistema
fornecido pela Fiocruz do Rio de Janeiro (Biomanguinhos), se desprenderam
com facilidade e fluiram pelo sistema. Houve formacédo de banda na linha
controle e na linha teste nas fitas produzidas em Biomanguinhos, FIOCRUZ.
No controle negativo houve formacdo de banda na linha controle, mas néo
houve formacédo de banda na linha teste, ndo apresentando reconhecimento

inespecifico.

A metodologia de solubilizacdo de nanotubos de carbono desenvolvida
neste trabalho permite a sua deteccdo de analitos em diferentes
concentracbes. Os resultados obtidos neste estudo demonstram sua
aplicabilidade em sistemas em fluxo lateral para deteccdo de patdgenos, o
gue o torna interessante ndo sO para a deteccdo de antigenos malaricos
testados neste estudo, mas também abre possiblidades de sua aplicacédo em
outros métodos de deteccdo, como o desenvolvimento de teste rdpido para
diagnostico de outras patologias. Esta metodologia de solubilizacdo de
nanotubos de carbono também faz com que estes nanotubos sejam

aplicaveis em testes moleculares, imunoensaios e cromatografias.
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6.3 CARACTERIZACAO FiSICA DOS NANOTUBOS DE CARBONO

6.3.1 Espectroscopia Raman

A caracterizacdo dos nanotubos de carbono apresentada neste
trabalho tem por objetivo observar as mudancgas ocorridas na estrutura dos
nanotubos de carbono a cada etapa de sua preparacdo, desde a
solubilizacdo a funcionalizacdo para aplicabilidade em sistemas
imunocromatograficos. Foram entdo realizadas espectroscopias Raman nas
diferentes etapas de preparo dos nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT).

As analises foram iniciadas com amostras de NTC originais. Na figura
19.a estd o espectro Raman dos MWCNTs originais dispersos com suas
principais bandas. Neste espectro foram identificadas trés bandas distintas. A
primeira é a banda D, conhecida como banda da desordem, e esta associada
a presenca de carbono amorfo e estruturas de grafeno nas bordas dos
nanotubos de carbono, encontra-se em numeros de onda préximos a 1340
cm™. A segunda banda, chamada banda G de alta frequéncia, corresponde as
vibracbes tangenciais dos atomos de carbono e é a principal caracteristica

dos nanotubos. Estes se encontram em numeros de onda entre 1500 e 1600

cm™. A terceira banda é chamada de G, ou banda 2D, e é geralmente

usada para indicar a qualidade das estruturas de grafeno (BELIN e EPRON,
2005).

Também foi observado o espectro Raman do polimero surfactante
polivinil pirrolidona (PVP) utilizado no processo de solubilizagdo dos
nanotubos de carbono e nele sao identificadas diferentes bandas que

correspondem aos modos vibracionais do polimero (Figura 19.b).
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Figura 19: Espectro Raman dos (a) nanotubos de carbono de paredes multiplas
(Pristine MWCNTSs) antes do processo de disperséao e (b) espectro do PVP.

A segunda etapa da analise foi realizada utilizando como amostra os
nanotubos de carbono apds sua solubilizagdo. Na figura 20, a intensidade
das bandas D e 2D aumenta e diminui, respectivamente. Indicando que 0s
NTCs soluveis apresentam mais defeitos do que os originais, ou seja, gerou-

se uma desordem maior nos atomos de carbono dos nanotubos de carbono.

Também apresentou um aumento na relagdo das intensidades das
bandas D e G (lo/lc) nos MWCNT originais, partindo de um valor de 1,10
alcancando até 1,26 nos nanotubos dispersos (wd-MWCNT). Tem sido
demonstrado que a intensidade da banda D relacionada com a intensidade
da banda G aumenta com a quantidade de desordem, por isso que a relacdo
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de intensidades Ip/lc € geralmente usada para estimar mudancas nas
estruturas carbonosas e o tamanho médio das estruturas cristalinas-planares
(TUINSTRA e KOENIG, 1970).

Esta reducédo na intensidade da banda 2D nos wd-MWCNT indica uma
possivel reducdo do teor de estruturas de grafeno nas dispersbes e a
producdo de carbono amorfo devido a quebra e exfoliacdo dos NTC em

tamanhos menores.
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Figura 20. Comparacdo dos espectros Raman de cada uma das etapas de
dispersdo de MWCNTs em PVP

6.3.2 Espectroscopia de absor¢céao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis representa uma poderosa
ferramenta na avaliacdo da capacidade de dispersdo do surfactante utilizado

na solubilizagdo dos nanotubos de carbono. Os MWCNT possuem bandas



caracteristicas de absorcao, ativos na regiao entre 240~265 nm. A analise em
comprimento de onda especifico pode estar diretamente relacionadas ao grau
de exfoliacdo e complexidade das estruturas (RAUSH et al., 2010; CHENG et
al., 2011). Durante o processo de solubilizacdo dos NTCs sao empregados

ciclos de sonicagéo.

A utilizacdo desta ferramenta na solubilizacdo dos NTCs faz com que
haja uma tendéncia de absorbancia no UV-Vis proporcional a complexidade
das estruturas. Quanto maior a complexidade da estrutura, maior a
absorbancia dela. Assim, a estrutura de maior absorbéancia foi o NTC
acoplado ao anticorpo anti-LDH e bloqueado com BSA (wd-MWCNT
acoplados com A- LDH/BSA). Durante o tratamento com ultrassom s&o
eliminados os aglomerados de MWCNT, o que por sua vez melhora a

disperséao destes.

A figura 21 apresenta os espectros de absorbancia na regiao UV-Vis
de solugbes aquosas de MWCNT, incluindo as etapas de ativacdo e
acoplamento das estruturas as biomoléculas. Observa-se um aumento nos
valores da absorbancia devido a adicdo e acoplamento de estruturas
biol6égicas com os wd-MWCNT no processo de imobilizagdo. E importante
ressaltar que o surfactante PVP absorve na mesma regido (190-230nm) que
as estruturas de carbono estudadas (TURKER et al., 1990).
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Figura 21. Espectro de absorbéncia na regido UV-Vis de solu¢bes aquosas de MWCNT nas
diferentes etapas de imobilizacdo e acoplamento de anticorpos (A-LDH). a. solucédo de
PBS/PVP, b. wd-MWCNTSs, c. wd- MWCNT ativado com EDC/NHS, d. wd-MWCNT acoplados
com A-LDH, e. wd-MWCNT acoplados com A- LDH/BSA, f. Solucdo de anticorpos PBS/A-
LDH.

6.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIV)

A espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR, do inglés, Fourier-Transform Infrared Spectrometry) € uma das
espectroscopias vibracionais com aplicacbes que vao desde andlises de
peguenas moléculas até analises de sistemas mais complexos, como células
e tecidos (BERTHOMIEU e HIENERWADEL, 2009). Esta técnica de analise
utiliza um interferémetro para guiar a luz IV. Assim, através desta mudanca
do caminho optico entre dois feixes um sinal é gerado, o interferograma. Por
meio de calculos matematicos, da transformada de Fourier, a distancia do
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comprimento Optico pode ser convertida para o valor da frequéncia de

radiacéo e vice-versa.

A figura 22 mostra espectros do FTIR dos nanotubos de carbono nas
diferentes etapas de solubilizacdo, com objetivo de fazer uma comparacéo
das mudancas que ocorrem nos nanotubos de carbono no processo de
funcionalizacdo. Os picos demonstrados na figura 22.a sdo proximos a 1602
e 1568 cm™ , caracteristicos das vibracées das ligacées C-C (WORKMAN,
2000; SHANMUGHARAJ et al., 2007)

Para os espectros correspondentes as etapas de wd-MWCNT ativado
com EDC/NHS, wd-MWCNT acoplados com A-LDH e wd-MWCNT acoplados
com A- LDH/BSA (Figura 22: d,e,f), respectivamente, observa-se um aumento
da intensidade das bandas atribuidas ao modo de alongamento dos grupos
aminos — NH (3440-3124 cm™) fornecidos pelos agentes de acoplamento
utilizados e adicdo de biomoléculas com contetdo de grupos amino na sua

estrutura.

Na Figura 22.d e 22.e ocorre uma mudanca na forma do pico de
absorcdo proximo a 1550-1650, devido a contribuicdo do pico atribuido a
presenca da ligacdo amida, a qual provem da formacdo de uma ligagcao
covalente (-CONH-) entre o CNT e IgG através dos grupos funcionais (JAIN
etal., 2012; Yl et al., 2010).
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Figura 22. Espectros de absor¢cdo no FTIR de MWCNTs nas diferentes etapas de
solubilizacéo e imobilizacdo. Onde a. MWCNTS originais, b. solugdo de PBS/PVP, c.
wd-MWCNTSs, d. wd-MWCNT ativado com EDC/NHS, e. wd-MWCNT acoplados com
A-LDH, f. wd-MWCNT acoplados com A-LDH/BSA,;
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SSC-A

6.3.4 Citometria de fluxo

Esta técnica permite analisar diferentes parametros de particulas ou
células em suspensdo. Neste trabalho a técnica possibilitou determinar os
padrbes caracteristicos dos constituintes de MWCNT e avaliar o
comportamento dos nanotubos de carbono e seus componentes durante o
processo de solubilizacdo dos nanotubos de carbono.

De acordo com a classificacdo de TIWARI et al.,(2012), na figura 23
ap6s o processo de solubilizacdo apareceram populacbes distintas:
nanotubos longos, nanotubos curtos, nanoparticulas, detritos e fragmentos.
Na solugédo analisada, estdo em maior concentragdo nanotubos de carbono
curtos e nanoparticulas. Ha também uma boa quantidade de pequenos
fragmentos. A medida que o comprimento do nanotubos diminui, a
populacdo correspondente se desloca para um valor de dispersdo menor,

mas ainda presente ao longo da diagonal.
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Figura 23: Analise de nanotubos de carbono (NTC) por citometria de fluxo —
Avaliacédo dos parametros de tamanho (FSC) e complexidade (SSC) dos NTCs de
carbono nédo acoplados (A e B) e acoplados (C e D).

Também foi analisada a quantidade de nanotubos de carbono que
apresentavam de fato estar acoplados ao anticorpo. Tanto os nanotubos de
carbono longo, nanotubos de carbono curto e ainda as nanoparticulas
apresentavam em sua superficie o anticorpo acoplado (Figura 24). Foram
analisadas duas amostras de nanotubos acoplados com marcador que
permite a leitura no FACS de nanotubos de carbono e nanoparticulas

acopladas ao anticorpo.
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Figura 24: Analise por citometria de fluxo para determinagcdo de porcentagens de
fluorescéncia de anticorpos conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
acoplados em NTCs em amostras ndo acopladas (A) e acopladas (B).

Para eliminacdo de detritos foram realizadas 5 repeticdes de lavagens
por centrifugacdo. Na primeira amostra foi utilizado PBS 1X na lavagem e na

segunda amostra foi utilizado PVP (120 mg/mL).

Na leitura do FACS, observa-se que a maior concentracdo de
anticorpo acoplado esta ligada aos nanotubos de carbono curto, seguido das
nanoparticulas de carbono e nanotubos de carbono longo, respectivamente.
Ainda assim, o acoplamento foi realizado satisfatoriamente mesmo em

pequenos fragmentos.

Na amostra em que a lavagem foi feita com PBS 1X, a concentracéo
de nanotubos de carbono curtos e nanoparticulas sdo menores que na
amostra de lavagem com PVP. Além disso, também apresenta maior
guantidade de fragmentos e sujeira se comparado ao tratado com PVP. Essa
variagdo esta diretamente relacionada a capacidade de solubilizagdo e

manutenc¢ao da dispersdo do PVP (Figura 25).
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Figura 25: Citometria de fluxo, NTC tratado com PBS e NTC tratado com PVP.



CONCLUSAO

A utilizacdo de nanotubos de carbono tratados com PVP, sonicacdo e
filtracdo, obtidos através da metodologia desenvolvida neste trabalho se
mostrou bem promissora em sistemas de fluxo lateral. Estes nanotubos séo
passiveis de desidratacdo e posterior reidratacdo mantendo a boa
solubilidade, sem formagcdo de aglomerados visiveis de nanotubos de
carbono, superando dificuldades descritas quanto a manutencdo da

solubilidade desses nanomateriais.

A caracterizacdo destes nanotubos por espectroscopia de UV-Vis,
Raman e FTIR, além das andlises de citometria de fluxo permitiu identificar
diferentes grupos de nanotubos de carbono apés a solubilizacdo. A maioria
se refere a nanotubos de carbono curtos e nanoparticulas, mas ainda ha
nanotubos de carbono longo em menor quantidade. Ainda assim o
acoplamento aconteceu em todas estas populacdes de nanotubos de forma
eficiente, possibilitando que estes nanotubos de carbono possam ser

funcionalizados para aplicacbes de deteccdo em imunoensaios, por exemplo.

Por fim, fica comprovada que a aplicacdo de nanotubos de carbono
obtidos pela metodologia obtida neste trabalho é eficiente para aplicacdo em
imunoensaios, abrindo novas perspectivas para sua aplicacdo em diferentes
analises, desde testes de deteccdo de antigenos a analise de compostos

organicos diversos
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