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1. INTRODUCAO

Assim como na artrite reumatdide, o TNF- o pode encontrar-se de forma
desregulada em outras doengas como o cancro (cancer), lUpus eritematoso sistémico
(LES), doenca inflamatoria do intestino (doenca de Crohn, Colite ulcerativa), psoriase,
doencas pulmonares (Fibrose cistica (FC), Asma), espondilite anquilosante, transplante
(doenga do enxerto contra hospedeiro, rejeicdo do aloenxerto), aterosclerose,
calcificacdo arterial, doencas neurodegenerativas (Esclerose multipla (EM), doenca de
Alzheimer, doenca de Prion, doenca de Parkinson) (IBL, 2012).

A ligacdo do TNF-o com doengas autoimunes estd bem estabelecida e a
incidéncia destas enfermidades tem aumentado gradativamente nos ultimos anos, com
um valor estimado de prevaléncia acima de 2% da populacdo geral. Somente a AR ja
tem uma prevaléncia estimada entre 0,5 - 1% da populacdo mundial, variando conforme
0 grupo populacional estudado. Um dos tratamentos-chave dessas doencas é a
neutralizacdo ou bloqueio de citocinas, presentes nestes processos inflamatérios, como
0 TNF-0. (CASTRO-LOPEZ et al., 2014; TOBON et al., 2010).

Os agentes biologicos usados e difundidos para o tratamento de doencas
autoimunes séo frutos de pesquisas e descobertas em Biotecnologia, que permitiram o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais terapéuticos, dentre quais se destacam o0s
que neutralizam ou atuam como receptor para fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
denominados anti-TNF-a. Estes imunobioldgicos apresentam vantagem sobre outros
medicamentos, como 0s DMARDs classicos por sua especificidade contra alvos
terapéuticos definidos e com papel conhecido no tratamento de algumas doencas
(MACHOLD et al., 2006; SOCIEDAD CHILENA DE REUMATOLOGIA, 2008;
MORENO et al., 2006; CRUVINEL et al., 2008; CARVALHO JUNIOR et al., 2009).

A neutralizacdo ou o bloqueio da a¢do do TNF-a pode melhorar o progndstico
de inimeras doencas, como as ja mencionadas, com relevante importancia clinica, uma
vez que sua deteccdo no plasma sanguineo pode ajudar no diagndstico da doenca e na
inspecéo do progresso da patologia (KONGSUPHOL et al., 2014).

Varios neutralizadores ou bloqueadores de TNF-a foram desenvolvidos ao longo
dos Gltimos anos. No Brasil, estdo disponiveis 0 Remicade® (infliximabe), o Enbrel®
(etanercepte), o Humira® (adalimumabe), o Simponi® (Golimumbe) e o Cimzia®
(Certolizumabe) que ainda ndo possuem relatos de superioridade terapéutica em relagédo

a outros antiinflamatdrios comuns. Entretanto, o acesso a terapia limitado, a ocorréncia
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de efeitos adversos, alto custo do tratamento, aplicacdo em nivel hospitalar, variavel
eficcia do tratamento entre os pacientes e a perda da resposta de drogas pela evolugao
da doenca, obriga 0 monitoramento de TNF-a, em pacientes usando soro ou plasma para
avaliar tanto a eficacia do tratamento como o prognéstico da doenca (CASTRO-LOPEZ
etal., 2014; ANVISA, 2013; FALEIRO et al., 2011; CENTOCOR, 2010).

Apesar de eficientes os imunobioldgicos, utilizados na terapia anti-TNF, podem
desencadear efeitos indesejaveis como o surgimento de sindromes semelhantes ao lupus
induzido por farmacos, que para seus sintomas remitirem precisa ter 0 uso suspenso,
assim que identificada a suspeita dessa sindrome (FURST et al., 2005). Essa terapéutica
também pode induzir a formagdo de anticorpos antinucleares (ANA), evento frequente
em doentes sob terapéutica com infliximab, embora sem significado clinico ainda
elucidado. (BRAUN; SIEPER, 2004).

O TNF-a por ser uma citocina importante no controle de doencas infecciosas, a
terapia anti-TNF tem se tornado uma preocupacdo no tocante de existir poucas
informacdes e pelo surgimento de infeccbes oportunistas durante 0 seu uso, como a
Tuberculose Latente, e o aparecimento de infeccdes granulomatosas, como a listeriose,
coccidiomicose ou histoplasmose (FALEIRO et al., 2011; CRAVO et al., 2006).

A quantificagdo de TNF-a em soro humano tanto em rotina laboratorial médica
quanto de pesquisa é realizada pelos testes imunoenzimaticos de absorbancia (ELISA),
considerados ainda o padrdo ouro (SHRIVASTAVA et al., 2014). Existem inimeros
“kits” comerciais disponiveis no mercado com alta sensibilidade e eficiéncia.
Entretanto, esta técnica apresenta altos custos, com necessidade de laboratério equipado
e recursos humanos bem treinados para execucdo, além de mudltiplas etapas para
realizacdo e tempo minimo de quatro horas para obtencéo do resultado final.

Com o intuito de simplificar os processos de deteccdo, encurtar o tempo de
analise, melhorar a sensibilidade e reduzir custos, os biossensores de quantificacdo de
TNF-a estdo sendo desenvolvidos. (KONGSUPHOL et al., 2014).

Os biossensores sdo sistemas analiticos que fazem uso de materiais bioldgicos
tais como tecidos, microrganismos, organelas, receptores celulares, enzimas, anticorpos,
acidos nucléicos, dentre outros, derivados bioldgicos como anticorpos e proteinas
recombinantes, etc., ou bioldgicos sintéticos, em superficies de transdutores fisico-
quimicos ou microssistemas integrados, Opticos, eletroquimicos, termometricos,

piezoelétricos, magnéticos ou micromecanicos (LAZCKA et al., 2007; LIMA, 2008).
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O elemento principal de um biossensor € a camada sensora, constituida por
biomoléculas que proporcionam seletividade ao sistema. O uso de material bioldgico,
bem como a escolha do transdutor, dependem fundamentalmente do tipo de amostra a
ser analisada e do tipo de medida a qual se almeja. Sendo assim, a parte biologica do
processo determina o grau de seletividade ou especificidade do biossensor, sendo este
reconhecimento seletivo o principal objetivo no desenvolvimento desta tecnologia
(MELO, 2008).

Os métodos electroquimicos, executados por biossenssores sao atualmente um
foco de investigacdo, apesar das dificuldades referentes a reprodutibilidade desses
métodos e a estabilidade de enzimas e outros agentes. Por isso, podem ser encontrados
na literatura muitos estudos sobre o desenvolvimento de novos materiais transdutores,
assim como técnicas de imobilizacdo (GIL; MELO, 2010).

Pelo exposto, o0 presente estudo teve por finalidade desenvolver um
imunossensor para quantificagdo de TNF-a circulante utilizando a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS).

O trabalho desenvolvido esta exposto em duas partes, em formato de artigos
cientificos que serdo submetidos a revistas distintas e que, se dividem em: Parte 1 —
Artigo de Revisdo Sobre Imunossenssores Eletroquimicos e suas aplicacdes e Parte 2 —
Artigo Cientifico Sobre Imunossensor de Pasta de Carbono para detec¢do de Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), por meio de Espectroscopia de Impedancia
Eletroguimica (EIS).

Esse imunossensor desenvolvido servira de base para futuros testes clinicos de
monitoramento, em tempo real, do TNF-a liberado (no sangue, ou no plasma, ou na
saliva), para o diagnostico e a selecdo de conduta terapéutica administrada em pacientes

portadores de doencas autoimunes ou de outras patologias inflamatorias crénicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver um imunossensor para detec¢cdo de TNF-a circulante, baseado na
interacdo antigeno-anticorpo pelo método de espectroscopia de impedancia

eletroquimica (EIS).

2.2 Objetivos Especificos

a) Testar técnica de modificacdo do eletrodo;

b) Investigar metodologia de construgdo de monocamada automontada para
imobilizacdo do anticorpo na superficie do eletrodo;

c) Testar técnica de imobilizacdo de anticorpos sobre eletrodo;

d) Identificar as interacGes bioquimicas e eletroquimicas do TNF-a;

e) Construir curva analitica de resposta do biossensor proposto para avaliar a

linearidade de resposta.
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3. METODOLOGIA

O desenvolvimento e resultados do Estudo para desenvolver Imunossensor para
deteccdo de TNF-a por espectroscopia de impedancia eletroquimica serdo apresentados

em duas Partes.

3.1 Parte 1

Artigo de Revisdo Bibliografica Intitulado “Imunossenssores eletroquimicos e
suas aplica¢des”, que apds defesa de Dissertagdo e aprovagao pela Banca Examinadora

foi submetido e aceito para publicagdo na Revista Cientifica Scientia Amazonia.

3.2 Parte 2

Artigo Cientifico com metodologia desenvolvida, resultados e discussdo sobre o
trabalho desenvolvido. Intitulado “Imunossenssor de Pasta de Carbono para deteccao de
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), por meio de Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS)”, que apds defesa de Dissertagdo e aprovacdo pela Banca

Examinadora serd submetido a Revista Cientifica Biosensors and Bioelectronics.



PARTE 1 - ARTIGO DE REVISAO
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IMUNOSSENSORES ELETROQUIMICOS E SUAS APLICACOES?

Luana Kelly Lima Santana?, Philipi Cavalcante Ricardo ® Ricardo Lima Serudo?,
Michella Lima Lasmar® e Maria Cristina dos Santos®

Recebido em: / /2016, revisado: [/ /2016, aceito em: / /2016.

Resumo

Imunossensor € um sistema baseado na interacdo imune de reconhecimento antigeno-anticorpo, que
envolve imobilizacdo de antigenos ou anticorpos sobre a superficie transdutora, com consequente emissao
de sinais durante essa interacdo de reconhecimento molecular. Os tipos de transdutores disponiveis sdo 0s
fisico-quimicos ou microssistemas integrados, 6pticos, eletroquimicos, termomeétricos, piezoelétricos,
magnéticos ou micromecanicos. Diversos imunossensores estdo sendo desenvolvidos para simplificar os
processos de deteccéo, diminuir o tempo de analise, melhorar a sensibilidade e reduzir custos. Dentre as
técnicas de deteccdo a eletroquimica gera dados de elevada qualidade e é indicada para deteccdo de
citocinas, proteinas, enzimas e outras substancias. A pesquisa bibliografica que subsidiou essa reviséo foi
baseada em trabalhos publicados nos ultimos 20 anos (1996 a 2016), obtidos nas Bases de dados
Cientificos como ScienceDirect, Periddicos Capes, Scopus e Lilacs e, ao final foram selecionados 2.332
artigos, que utilizaram a técnica eletroquimica. Dentre as vantagens dessa técnica tém-se a diversidade de
opcdes que estdo disponiveis para o publico em termos de eletrodos, instrumentos, marcadores
enzimaticos e reagentes. Além de apresentarem pequeno nivel de interferéncias eletroquimicas em
amostras clinicas ou alimentares complexas, reducéo ou eliminacdo de etapas de lavagem ou adi¢do de
reagentes externos acoplados com o baixo custo e a facilidade de uso de instrumentacdo para o
diagnostico rapido, prevengdo e tratamento de muitas doengas, incluindo doengas infecciosas e
autoimunes.

Palavras-Chave: transdutor, doencas autoimunes, citocinas, anticorpos, biossenssor.

Abstract

Immunosensor is an immune system based on the interaction of antigen-antibody recognition, which
involves immobilizing antigens or antibodies on the transducer surface, with consequent emission of
signals during this molecular recognition interaction. The types of transducers are available
physicochemical or integrated microsystems, optical, electrochemical, thermometric, piezoelectric,
magnetic or micromechanical. Several immunosensors are being developed to simplify the detection
process, reduce the analysis time, improve the sensitivity and reduce costs. Among the detection
techniques electrochemical generates high quality data and is suitable for detection of cytokines, proteins,
enzymes and other substances. The literature that supported the review was based on papers published in
the last 20 years (1996-2016), obtained from Scientific databases like ScienceDirect, Capes, Scopus, and
Lilacs and at the end we selected 2,332 articles, which used the technique electrochemistry. Among the
advantages of this technique are the diversity of options that are available to the public in terms of
electrodes, instruments, reagents and enzyme markers. In addition to having low electrochemical
interferences in complex clinical or food sample, reduction or elimination of washing steps or the addition
of external reagents coupled with the low cost and ease of instrumentation used for fast diagnosis,
prevention and treatment of many diseases including infectious and autoimmune diseases.

Key-words: transducer, autoimmune diseases, cytokines, antibodies, biosensor.
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1. Introducéo

Biossensores sdo sistemas analiticos
constituidos de materiais bioldgicos como tecidos,
microrganismos, organelas, receptores celulares,
enzimas, anticorpos, &cidos nucléicos, dentre
outros; ou derivados biolégicos como anticorpos
recombinantes, proteinas recombinantes, etc.; ou
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biolégicos sintéticos, que sdo acoplados a
superficies de transdutores fisico-quimicos ou
microssistemas integrados, Opticos,
eletroquimicos, termomeétricos, piezoelétricos,
magnéticos ou micromecénicos (LAZCKA et al.,
2007). Figura 1.

AMPLIFICADOR
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PROCESSAMENTO DE
DADOS

AQ
¢ 0
Y

0000000 | @

AC>0
@
@ Ad

ANALITO

BIORRECEPTOR
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SINAL GRAFICO

Figura 1: Esquema representativo de Biossensores. Baseado em: MARTINS, et al., 2013.

A camada sensora, constituida por
material biol6gico, derivados biol6gicos ou
bioldgicos sintéticos, 0s quais proporcionam
seletividade ao sistema, é o elemento principal de
um biossensor. O material biolégico e o
transdutor, dependem fundamentalmente do tipo
de amostra a ser analisada e o tipo de pardmetro a
ser medido. A porcdo bioldgica do processo é a
responsavel pela seletividade ou especificidade do
biossensor, principal objetivo no desenvolvimento
desta tecnologia (LAZCKA et al., 2007).

Diversos componentes biologicos podem
ser utilizados no desenvolvimento de biossensores
e podem ser baseados na ligagdo antigeno-

anticorpo, hibridizagdo de 4&cidos nucléicos,
aptdmeros, enzimas e Dbiorreceptores. Os
biossensores auxiliam no diagnostico de doencas e
no monitoramento médico pela da detecgdo de
agentes infecciosos, de anticorpos e de
biomarcadores, etc. (CALIL; SILVA, 2014;
CHUNG et al., 2006; GIL et al., 1999; GONG et
al., 2007; MORGAN et al., 1996; RICCARDI,
2012; SHANKARAN et al., 2007, RICCI et al.,
2012, MOHAMMED; DESMULLIEZ, 2011).
Imunossensor € um biossensor que emite
sinais  elétricos,  Opticos,  eletroquimicos,
termométricos, magnéticos ou micromecanicos,
dentre outros, ap6s o reconhecimento do antigeno



(citocinas ou outras proteinas, agUcares,
horménios, &cidos nucleicos, etc.) pelo anticorpo,
ou vice-versa. A técnica de analise é baseada na
imobilizacdo de antigenos ou de anticorpos sobre
a superficie transdutora, que transmite sinais
durante a interacdo e o reconhecimento molecular
(CALIL; SILVA, 2014; CHUNG et al., 2006; GIL
et al., 1999; GONG et al., 2007; MORGAN et al.,
1996; RICCARDI, 2012; SHANKARAN et al.,
2007, RICCI et al, 2012, MOHAMMED;
DESMULLIEZ, 2011).

Com o intuito de simplificar os processos
de detecc¢do, reduzir o tempo de analise, melhorar
a sensibilidade e reduzir custos, estdo sendo
desenvolvidos diversos imunossensores. Dentre as
técnicas de deteccdo final a eletroquimica,
determinacdo  Optica tais como métodos
biofotdnicos geram dados confidveis e de
gualidade, e tém sido frequentemente utilizadas
para a deteccdo de antigenos, como citocinas,
enzimas dentre outras substancias. Os métodos
Opticos  requerem equipamentos complexos,
assim, o desenvolvimento de  métodos
alternativos, como o0s eletroquimicos, que
fornecem 6timos resultados com procedimento de
simples execugdo é cada vez mais requisitado
(KONGSUPHOL et al., 2014).

2. Material e Método

A pesquisa bibliografica que subsidiou a
presente revisdo foi baseada na consulta de
trabalhos publicados nos Gltimos 20 anos (1996 a
2016), obtidos nas seguintes Bases de dados
Cientificos: ScienceDirect, Periddicos Capes,
Scopus e Lilacs.

Como unitermo foi utilizado
“Immunosensors”, “Immunosensor”
“Imunossensores”, “Imunosensores”.

No total foram obtidos inicialmente
13.126 arquivos distribuidos nas bases de dados
da seguinte forma: a) ScienceDirect - resultou
inicialmente em 6.592 arquivos publicados em

17

revistas, livros e referéncias de trabalho; b)
Periodicos Capes — resultou em 1.675 arquivos; c)
Lilacs/BVS — resultou em apenas 1 arquivo; d)
Scopus — resultou em 3.744 arquivos.

O Portal Periddicos Capes faz busca
direta nas bases de dados como o WebScience e
Scopus e, por isso, foram encontrados artigos
duplicados, em versdes diversas. Portanto, foram
excluidos e contabilizados para selegdo,
considerando os critérios pré-estabelecidos.

Para selecdo de trabalhos foram utilizados
0s seguintes critérios de inclusdo: 1) artigos
publicados nos cinco principais periodicos da
area: Biosensors and Bioeletronics; Sensors and
Actuators B: Chemical; Analytica Chimica Acta;
Talanta; Electrochimica Acta. 2) Idiomas: inglés,

portugués e espanhol; 3) Tépicos:
imunossensores, biossensores, anticorpos,
eletroquimica, imunossensor  eletroquimico,
carbono.

Os critérios de exclusdo foram: 1) teses,
dissertagdes, comunica¢fes em congresso, livros e
referéncias de trabalho; 2) outros idiomas; 3)
outros titulos de periédicos; 4) demais termos ou
topicos apresentados nas buscas nas bases de
dados.

3. Desenvolvimento de Imunossensores
3.1 Selecdo de publicacdes

Apbs exclusdo de arquivos por
duplicidade, ficaram um total de 8.923 artigos.

Na base de dados Periddicos Capes
inicialmente aplicando os critérios de excluséo,
foram selecionados 402 arquivos, enquanto no
ScienceDirect foram 716 arquivos, no Scopus
1.415 arquivos e 0 no Lilacs/BVS.

Foram excluidos 201 artigos duplicados.

Inicialmente  para  anédlise  foram
selecionados 2.332 artigos conforme demonstrado
na Figura 2.
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Total de arquivos encontrados nas bases de dados —n=13.126

Arquivos duplicados— n=4.203

Arquivos considerados para analise inicial — n=8.923

trabalho- n=1.917
Outros idiomas - n=215
Topicos que diferem dos termos: imunossensores, biossensores, anticorpos,
eletroquimica, imunossensor eletroquimico, carbono — n=4.459

Arquivos analisados —n=2.332

Arquivos excluidos — n=6.591
Teses, dissertaces, comunicacdes em congresso, livros e, referéncias de

Figura 2: Fluxograma de selec&o de estudos.

3.2 Tipos de Biossensores e Imunossensores

Os varios tipos de biossensores
disponiveis envolvem sistemas de deteccdo
enzimatica, genética, imune, bioguimicas, dentre
outros (BANDIERA et al., 2007; GAU et al.
2005).

O reconhecimento dos biossensores &
baseado em sistemas de detec¢do bioquimica que
podem envolver uma diversidade de moléculas,
tais como: sequéncias de acidos nucléicos,
anticorpos, enzimas e outras biomoléculas que se
ligam as moléculas complementares ou reagem
com substratos especificos (GAU et al., 2005;
WANG, 2000; WANG, 2006).

Os biossensores sdo apresentados nos
mais diferentes formatos: beads, nanoparticulas
metalicas, magnetizadas, coloidais, em nanotubos
de carbono, biochips, com superficies de
diferentes materiais inorganicos (ouro, prata,
platina, vidro, quartzo, ligas metélicas, oxidos -
SiO;, Al,0s, SnOz, TiOy, nitretos - NaSis),
polimeros orgénicos e biomateriais (ARSLAN et
al., 2006; ELSAYED; HUANG; EL-SAYED,
2005; MIYACHI et al., 2004; SOKOLOV et al.,
2003; UKAJI et al., 2007; VITICOLI et al., 2006;
WANG, 2000).

Segundo Carvalho e colaboradores (2003)
para desenvolver um biossensor é de fundamental
importancia conhecer e avaliar as constantes de
afinidades, de equilibrios, fenémenos de interface
(s6lido/liquido)  associados com interacOes

enzima/substrato, etc., resultando assim em
biossensores mais sensiveis, seletivos,
principalmente mais estaveis e com maior
potencial para producdo comercial.

Os imunossensores aliam reconhecimento
bioguimico com sinais de transdugdo em sistemas
de deteccdo de moléculas especificas, pela
interacdo  antigeno-anticorpo. O componente
transdutor ~ transforma a  interacdo  das
biomoléculas em sinais reconheciveis. As juncoes
desses componentes desencadeiam a deteccdo
especifica e até, quantificagdo de moléculas alvos
em amostras complexas (GAU et al., 2005;
WANG, 2000; WANG, 2006).

Os imunossensores eletroquimicos séo
geralmente obtidos pela imobilizagdo de um
elemento de reconhecimento (o antigeno ou
anticorpo) sobre a superficie do eletrodo. Nesse
sistema pode ser adicionado um anticorpo
secundario marcado com enzima. A adi¢do de um
substrato enzimatico adequado fornecerd uma
reacdo enzimatica com produgdo de uma molécula
eletroativa gerando um sinal que é gravado, por
instrumentos de bancada ou portateis, por meio de
diferentes técnicas eletroquimicas (Figura 3).
Sendo assim a construgdo de um imunossensor
eletroquimico deve partir das seguintes etapas de
selecOes: da superficie do eletrodo e do processo
de imobilizacdo do elemento de reconhecimento
(RICCI; ADORNETTO; PALLESCHI, 2012).
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Conjugado Enzima- / -.

 Anticorpo Secundario | A

Antigeno Marcado —

Anticorpo Imobilizado
Ex: Adsorgao, Monocamada ,
- automontada ou beads magnéticos |

Anticorpo Primario f”y

. Molécula eletroativa

Superficie do Eletrodo:
Ex: Carbono grafite ou /
Ouro

Técnicas
eletroquimicas
Ex: Voltametria

ciclica (CV), Pulso
diferencial (DP),
Espectroscopiade
Impedancia
Eletroquimica (EIS)

Equipamentos 3
Ex: Bancada como Autolab, CHI, BAS e Portateis como Palmtops

Figura 3 - Viséo geral dos principais componentes de um imunossensor eletroquimico genérico, com base em um
formato de sanduiche.
Fonte (adaptado): RICCI; ADORNETTO; PALLESCHI, 2012.

3.3 Técnicas de Imobilizacédo

Segundo MARQUES e YAMANAKA
(2008) na construcdo de um biossensor a técnica a
ser empregada na imobilizagdo é uma etapa critica
e o0s tipos de procedimentos mais comuns de
imobilizacdo de material bioldgico podem ser
classificados em: (a) adsorcéo; (b) encapsulagéo;
(c) ligacdo covalente, e (d) ligagdo covalente
cruzada (crosslinking), como podem  ser
observados na Figura 4.

Figura 4 - Esquema ilustrativo dos quatro tipos basicos
de métodos de imobilizagcdo enzimaticos: a) adsorcao;
(b) encapsulacdo; (c) ligacdo covalente, e (d) ligacdo
covalente cruzada.

Fonte (adaptado): MARQUES; YAMANAKA, 2008.



A ligacdo covalente é a técnica de
imobilizacdo mais utilizada e se baseia na
retencdo da enzima, pela ligagdo com seus grupos
funcionais, com a superficie do suporte. Porém,
desvantagem dessa técnica de imobilizacdo é a
perda de parte da atividade enzimatica, por conta
de alteragbes nas conformacdes dos sitios ativos
da enzima (DIAZ; PEINADO, 1997; RETAMA et
al., 2005; VIDAL et al.,, 2006; YANG et al.,
2004).

A imobilizacdo pela técnica da ligacéo
covalente cruzada (crosslinking) é baseada na
formacao de um sistema reticulado das moléculas
da enzima, formando uma rede rigida, oferecendo
assim a vantagem de uma ligagéo enzima-enzima
mais sélida. Como desvantagem pode induzir a
formagéo de barreiras de difusdo, resultando no
aumento do tempo de resposta do biossensor. O
glutaraldeido e o alcool polivinilico, com grupos
estirilpiridinicos  (PVA-SbQ)  ligados, sdo
exemplos de agentes de ligacdo cruzada ja
utilizados na construgdo de  biossensores
(ANDREESCU et al., 2002; NUNES et al., 2004).

Segundo os estudos de Makaraviciute e
Ramanaviciene (2013) a  sensibilidade,
estabilidade e longevidade de um imunossensor,
dependem da quantidade de moléculas de
anticorpos imobilizados. Dessa forma, a sua
estabilidade conformacional remanescente sobre a
superficie, apds imobilizagdo, determina sua
orientacdo na superficie do sensor. As
imunoglobulinas (anticorpos) sdo compostas por
duas cadeias leves e duas cadeias pesadas unidas
por pontes dissulfetos. Apresentam duas regides
de reconhecimento de antigenos (bivalente —
regido Fab) e uma regido constante (Fc) que
caracteriza cada classe de imunoglobulinas e que
define as suas fungbes bioldgicas (Figura 5).
Dependendo do processo de imobilizagdo e da
porcdo que é imobilizada da imunoglobulina,
pode dificultar a interagdo como antigeno (Figura
6A).
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Figura 5 - Representacdo esquematica de uma molécula
de anticorpo. Fragmento Fab, ligacdo ao antigeno; Fc-
fragmento, cristalizdvel; CHO-hidrato de carbono
porcdo; VL- dominio varidvel da cadeia leve; VH-
dominio variavel da cadeia pesada; CL- dominio
constante da cadeia leve; e Cui, Chz, Cus-primeiro,
segundo e terceiro dominios constante da cadeia
pesada.

Fonte (adaptado):
RAMANAVICIENE, 2013.

MAKARAVICIUTE;

A imobilizacdo de anticorpos pode ainda
ser do tipo orientada (sitio-dirigida), pois assegura
a minimizagdo de impedimento estérico e,
consequentemente, facilita a interacdo antigeno-
anticorpo, aumentando a sensibilidade da anélise
(PIETRO-SIMON et al., 2015).

Para Makaraviciute e Ramanaviciene (2013)
a otimizacdo de sistemas de deteccdo de
substancias deve concentrar-se principalmente no
da imobilizacio do anticorpo, com local
especifico (sitio-dirigido) para porcdo ligante de
interesse. Essa técnica é indicada para aplicagdes
clinicas, por ser simples, exata e permitir a
deteccdo do analito diretamente. As duas
principais abordagens existentes que podem ser
utilizadas na preparacdo da superficie do sensor a
base de anticorpo é: aleatéria e sitio-dirigida ao
local de imobilizacdo do anticorpo, que podem
ocorrer de diferentes maneiras, como expressos
nas figuras 6 e 7.
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Figura 6 — Representacdo das duas principais
abordagens de imobilizacdo de anticorpo. A-aleatéria, e
B-dirigida ao local de imobiliza¢do do anticorpo.

Fonte (adaptado): MAKARAVICIUTE;
RAMANAVICIENE, 2013.

Anticorpo Anti-Fc

Proteinas A, G e A/ “

B

Metade do Antico% scEv
= |}

Figura 7 — Representacdo esquematica de métodos de
imobilizagcdo de anticorpo por local indicado. (A)
proteinas de ligacdo via Fc, (b) por meio de fragmentos
de anticorpo e (c) por oligossacarideos oxidados.

Fonte (adaptado): MAKARAVICIUTE;
RAMANAVICIENE, 2013
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3.4 Sistemas de Transducdo de Sinal,
Camada Sensora e Aplicagdo

Dentre as diversas formas de transducdo de
sinal tém-se: Optica (colorimétrica, fluorescente),
magnética,  eletroquimica  (amperométricos,
potenciométricos, espectroscopia de impedéancia
eletroquimica), piezoelétrica, etc.
(CATTARUZZA et al., 2006; DONG et al., 2006;
JOSHI et al., 2007; YANG et al., 2006). A Tabela
1 expressa alguns tipos de imunossensores, Sseus
diferentes componentes e aplicacdes.

3.5 Tipos de Imunossensores

Os imunossensores tém o objetivo de
trabalhar como teste POCT (Point-of-care) que
permite diagnosticar doengas ou substancias
toxicas, por meio de dispositivos portateis, em
qualquer lugar que o individuo esteja, da
cabeceira de sua cama a um local distante. A
conversdo de imunossensores a dispositivos
portateis é fundamental para que o diagnostico
possa ser realizado em areas rurais onde oS
recursos e o atendimento & salde sdo escassos
(GOPINATH et al. 2014).

Ao longo dos anos e pelas publicagdes
disponiveis  foram  constatados  inGmeros
dispositivos com definicdo de imunossensores,
que tém por finalidade propiciar maior
especificidade em diagnosticos diversos.

Nos estudos de Hays, Millner e
Prodromidis (2006) as monocamadas de um
eletrodo foram montadas em bases de sistemas
mistos utilizando compostos derivados tiol
ancorados na superficie de ouro, ou pela criagéo
de monocamadas de suporte para que as
moléculas como a biotina possam  ser
imobilizadas.

Balkenhohl e Lisdat (2007)
desenvolveram um imunossensor eletroquimico
capaz de detectar anticorpos antitransglutaminase
em soro humano. A sensibilidade foi alta o
suficiente para indicar a sua aplicagdo no
diagndstico de doenca celiaca. Por ser um sistema
com resultados quantitativos, os dados obtidos
foram superiores aos de ensaios de linha ou
denominados qualitativos, que apresentam apenas
como resultados: positivo (sim) ou negativo (ndo).
Ainda assim, os dados ndo foram tdo precisos
estatisticamente que permitam afirmar, por
exemplo, que esse teste é mais preciso que um
realizado por kits comerciais de ELISA.

MORENO-GUSMAN e colaboradores
(2012)  desenvolveram  um  imunossensor
eletroquimico para deteccdo rapida do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) envolvendo a
imobilizacdo de antiACTH em eletrodos



impressos de carbono modificado com 4&cido
fenilborénicos.

Um imunoensaio competitivo implicando ACTH
biotinilado e fosfatase alcalina estreptavidina
marcada foi realizado. A resposta analitica obtida
foi pela andlise voltamétrica de pulso diferencial
para monitorizar a reagdo de afinidade.
Resultando assim, em um eletrodo de excelente
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desempenho analitico em termos de sensibilidade,
seletividade, ampla gama de concentracdes de
antigeno quantificaveis e inter ensaio de
reprodutibilidade.
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Tabela 1. Tipos de imunossensores com exemplos de transdutores, camada sensora e aplicagéo.

SUBSTRATO TRANSDUTOR CAMADA SENSORA APLICACAO REFERENCIA
Membrana Anticorpo Anti-lgG N .
- POTENCIOMETRICO - Determinacéo de Anti-IgG
celuldsica (rede E AMPEROMETRICO humanq e glicose humana CAMPANELLA et al., 1999
nylon) oxidase
Superficie de . . . x S NAVRATILOVA, SKLADAL,
ouro PIEZOELETRICO Anticorpo antiHSA Deteccéo de albumindria VIKLICKY, 2001
Eletrodo de OPTICO Glutaraldeido e DNA  DMamica de hibridizagdo de WANG et al., 2002.
vidro DNA
Nanoparticula . Polietilenoglicol e EL-SAYED; HUANG; EL-
oroure OPTICO 9 Detecgo de cancer SAYED, 2005; SOKOLOV etal.,

Anticorpo AntiEGFR.

2003.

Nanoparticulas
de (di6xido de
titanio)-TiO,

VOLTAMETRICO

Glicose oxidase

Diagnostico e controle da
diabetes

VITICOLI et al., 2004.

Nanoparticula
de prata

AMPEROMETRICA

Polivinil butiral (PVB),
Glutaraldeido e glicose

Deteccéo de glicose

REN et al., 2005.

oxidase.
Nanotubos de c Glutaraldeido e glicose ~ Diagnéstico e controleda ~ TKAC; WHITTAKER; RUZGAS,
carbono AMPEROMETRICO oxidase diabetes 2007; ZOU et al., 2006.
Eletrodo de AMPEROMETRICO E  Glutaraldeido e glicose Deteccéo de desordens
vidro IMPEDIMETRICO oxidase neurolégicas MAALOUF et al., 2006.
Acido

Superficie de

Mercaptoundecanoico,

CHUNG; BERNHARDT; PYUN,

ouro OPTICO Carbt_)dum_lda (EDC) Deteccéo de cancer 2006
N- hidroxisuccinimida
(NHS) e IgG.
Mercaptoundecandico,
Superficiede  p1- 0 gTRIco  Carbodiimida (EDC), Deteccao de cancer GRONEWOLD et al., 2006
ouro N-hidroxisuccinimida
(NHS) e IgG.
Superficie de - L Deteccéo de cristais de HAYS, MILLNER e
ouro IMPEDIMETRICO Biotina quartzo PRODROMIDIS, 2006
Cisteamina,

Superficie de
ouro

OPTICO

Carbodiimida (EDC),
N-hidroxisuccinimida
(NHS) e Troponina
cardiaca.

Deteccéo do infarto do
miocardio

DUTRA et al., 2007.

Nanoparticula
de Ouro e ponto
quantico

ELETROQUIMICAE
OPTICO

Carbodiimida (EDC),
Glicose oxidase e DNA.

Detecgéo de cancer

WILLNER; BARON; WILLNER,

2007.

Nanoparticula
de silica e prata
magnetizada

MAGNETICAE
OPTICA

Aminopropiltrietoxisila
no (APTS), DETA,
Glutaraldeido e
Anticorpo Anti-lgG

Detecgéo de cancer

GONG et al., 2007

Eletrodo
impresso de
ouro

ELETROQUIMICA

Anticorpos
antitransglutaminase em
soros humanos

Diagnostico de doenca
celiaca

BALKENHOHL, LISDAT, 2007

Eletrodo
impresso de
carbono

ELETROQUIMICA

Anticorpo monaoclonal
anti4cido ocadaico
(antiOA-MAD)

Deteccéo de &cido ocadaico
em amostra de musculo

HAYAT; BARTHELMEBS;
MARTY, 2012

Eletrodo
impresso de
carbono

ELETROQUIMICA
IMPEDIMETRICA

Anticorpo antiACTH,
ACTH biotinilado,
fosfatase alcalina,

estreptavidina marcada

Deteccdo de ACTH

MORENO-GUSMAN et al., 2012

Superficie de

ELETROQUIMICA

Anticorpo para receptor
de lipoproteina

Deteccéo de Troponina

BILLAH et al., 2012

ouro IMPEDIMETRICA AntisLOX1 Cardiaca |
Nag: g?;li?gas Anticorpos AntiCA125,  Detecgao de trés tipos de
Mesonorosas ELETROQUIMICO antiCA153 e antiCEA marcadores tumorais de CUl etal., 2014
P (Ab1) cancer de mama

nao enzimatico

Nanotubos de
carbono em
superficie de
ouro

VOLTAMETRICO
(PULSO
DIFERENCIAL)

Anticorpo policlonal
adaptado nanotubos de
carbono de parede Unica

Determinacéo De
contaminacéo microbiana

PRIETO-SIMON et al., 2015




Em geral, segundo Ricci, Adornetto,
Palleschi, (2012) a  sensibilidade  de
imunossensores eletroquimicos ndo é comparéavel
a de métodos conjugados com enzima, no entanto,
conduzem a limites de deteccdo suficientemente
baixos, sendo, portanto, Uteis para aplicacbes
praticas, além de serem menos propensos a
interferéncia do que os imunossensores Opticos.
As vantagens dos modelos eletroquimicos estdo
na diversidade de opcOes de eletrodos disponiveis
para o publico, de instrumentos, de marcadores
enzimaticos e de reagentes. Além dessas podem
ser adicionadas as vantagens relacionadas ao
pequeno nivel de interferéncias eletroquimicas em
amostras clinicas ou alimentares complexas,
reducdo ou eliminagdo de etapas de lavagem ou
adicdo de reagentes externos acoplados com o
baixo custo e a facilidade de wuso de
instrumentagdo eletroquimica para o diagndstico
rapido, prevencao e tratamento de muitas doengas,
incluindo doencas infecciosas e autoimunes.

4. Consideracdes Finais

O desenvolvimento de imunossensor de alto
desempenho, qualidade e praticidade, com
possivel miniaturizacdo, sdo de suma relevancia
para aplicacdo na pratica médica de diagndstico e
monitoramento de substdncias diversas no
organismo humano.

Ha uma demanda sobre o desenvolvimento de
testes  rapidos, quantitativos, com alta
sensibilidade e especificidade para quantificacdo
de marcadores moleculares, como citocinas, no
sangue de pacientes portadores de enfermidades
cronicas, como doengas autoimunes, as quais sao
tratadas com varias modalidades terapéuticas, de
acordo com as condicBes clinicas dos pacientes,
gue sdo extremamente variaveis.

A concepg¢do de um imunossensor portétil, de
facil utilizacdo, de alta sensibilidade e
especificidade, contribuira para direcionar um
tratamento mais eficaz das doengas autoimunes,
nas quais sao utilizadas terapias com anticorpos
monoclonais  direcionados  para  citocinas
inflamatérias. Além do alto custo desses
imunobiolégicos, que sdo fornecidos pelo
Ministério da Salde, a administracdo de doses
inadequadas torna o paciente imunossuprimido,
sujeito a infeccOes e a outras patologias graves,
durante o tratamento.

Divulgagéo
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Este artigo € inédito e ndo estd sendo
considerado para qualquer outra publicacdo. O(s)
autor (es) e revisores ndo relataram qualquer
conflito de interesse durante a sua avaliagéo.
Logo, a revista Scientia Amazonia detém os
direitos autorais, tem a aprovacdo e a permissao
dos autores para divulgacdo, deste artigo, por
meio eletrénico.
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IMUNOSSENSOR DE PASTA DE CARBONO PARA DETECCAO
DE FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a), POR MEIO
DE ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA
(EIS)

Luana Kelly Lima Santana®", Philipi Cavalcante Ricardo h Ricardo Lima Serudo',
Michella Lima Lasmar’ e Maria Cristina dos SantosX

Resumo

O Fator de Necrose Tumoral - Alfa (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatdria produzida por
diferentes células de defesa do organismo e que participa da ativacdo das respostas inflamatoria
e imune. Em situac6es de doencas inflamatorias crénicas como Artrite Reumatoide (AR), LUpus
Eritematoso Sistémico (LES), Doencas Inflamatdrias do Intestino (Doencga de Crohn, Colite
Ulcerativa), Psoriase, dentre outras, essa citocina pode ser detectada em altas concentracoes
séricas. A quantificagdo de TNF-a no soro humano tanto em rotina laboratorial médica quanto
em pesquisa é feita, principalmente, pelos testes imunoenzimaticos de absorbancia como
ELISA. Atualmente estudos buscam desenvolver testes rapidos, quantitativos, com alta
sensibilidade e especificidade para quantificacdo de TNF-a no sangue de pacientes portadores
de enfermidades crénicas, como as doencas autoimunes. No presente estudo foi desenvolvido
um imunossensor, para deteccdo de TNF-o, utilizando a Espectroscopia de Impedéncia
Eletroquimica (EIS). Para isso, foram produzidos eletrodos modificados com carbono grafite em
uma camada automontada contendo carvéo, 6leo mineral, glutaraldeido e passivado com caseina
de leite em p6 comercial. O anticorpo utilizado para imobilizacdo na camada foi o Infliximabe
(Remicade®). Para a verificacdo de sua especificidade, foram testados como antigeno as
citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6. Pelo emprego da técnica de EIS o sistema imunossensor foi
comparado em ranges de 1-1000 pg.mL?' e por adicdo sucessiva a solucdo da célula
eletroquimica. Nos resultados obtidos foram constatados seletividade do eletrodo, de modo que
0 imunossensor apresentou somente leitura para reacdo com TNF-a, ndo reagindo, portanto,
com as outras citocinas pré-inflamatdrias IL-1 e IL-6. O valore da curva analitica ficou em
torno de 0,9350, comprovando assim que o imunossensor é especifico e sensivel para 0 TNF-o.
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1. Introducéo

O Fator de Necrose Tumoral - Alfa (TNF-o) é uma citocina pro-inflamatéria produzida,
principalmente, por fagécitos mononucleares ativados (macrofagos), embora, os linfdcitos T efetores, células
NK e mastocitos, também secretem essa proteina (Aggarwal, 2003; IBL, 2012; Pfeffer, 2003). O TNF-a
participa da ativacao de varias respostas celulares, como: morte, sobrevivéncia, diferenciagdo, proliferacéo e
migracdo celular (Bradley, 2008; Kongsuphol et al., 2014; Idriss; Naismith, 2000).

A Artrite Reumatoide (AR) apontada como uma das doengas autoimunes mais frequentes acomete
articulagdes por um invasivo e destrutivo infiltrado de linfocitos, macrofagos e sinoviocitos, e 0 TNF-a é
apontado como um dos responsaveis por esse intenso quadro inflamatério (Feldman; Maini, 2003; Klimiuk
et al., 2001; Lee; Weinblatt, 2001; Rossol et al., 2005; Sanchéz-Pernaute, 2008).

Assim como na Artrite Reumatoide (AR), 0 TNF-a pode ser detectado em altas concentra¢des
séricas em outras doengas como o Cancer, Lupus Eritematoso Sistémico, Doenca Inflamatoria do Intestino
(Doenga de Crohn, Colite ulcerativa), Psoriase, doencas pulmonares (Fibrose cistica, Asma), Espondilite
Anquilosante, transplante (doenca do enxerto contra hospedeiro, rejeicdo do aloenxerto), Aterosclerose,
Calcificacdo arterial e doencas neurodegenerativas (Esclerose Multipla, Doenca de Alzheimer, Doenca de
Prion, Doenca de Parkinson) (IBL, 2012).

Na AR, os receptores tipo Toll 2, 3 e 4, presentes nas células locais das articulagdes comprometidas,
sdo ativados e estimulam a producdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e interleucina-6 (Sanchéz-
Pernaute, 2008).

A ligagdo do TNF-a com doengas autoimunes estd bem estabelecida e a incidéncia destas
enfermidades tem aumentado gradativamente nos Gltimos anos, com valor estimado de prevaléncia acima de
2% da populacao geral. Somente a AR apresenta prevaléncia estimada entre 0,5 - 1% da populacdo mundial,
variando conforme o grupo populacional estudado. Um dos tratamentos-chave dessas doencas é a
neutralizagdo ou bloqueio de citocinas, presentes nestes processos inflamatérios, como o TNF-a (Castro-
Lopez et al., 2014; Tobon et al., 2010).

Os anticorpos monoclonais terapéuticos, agentes imunobioldgicos, desenvolvidos por pesquisas em
Biotecnologia, para neutralizar citocinas pro-inflamatérias sdo indicados para o controle de doencas
autoimunes. Dentre esses estdo 0s que atuam como receptores para 0 TNF-a, denominados antiTNF-a. Esses
imunobioldgicos apresentam vantagens sobre outros medicamentos classicos, como os DMARDs (drogas
modificadoras do curso da doenca) por sua especificidade contra alvos terapéuticos definidos e com papel
conhecido no tratamento de algumas doengas. Porém, produzem efeitos indesejaveis como desencadeamento
de sindromes semelhantes ao lUpus, induzido por farmacos, ou ainda formacdo de anticorpos antinucleares
(ANA), evento frequente em doentes sob terapéutica com Remicade® (infliximabe) (Braun; Sieper, 2004;
Carvalho Junior et al., 2009; Cruvinel et al., 2008; Furst et al., 2005; Machold et al., 2006; Moreno et al.,
2006; Sociedad Chilena de Reumatologia, 2008).

O TNF-a por suas a¢les nas respostas inflamatéria e imune é uma citocina importante no controle de

doencas infecciosas e, por este motivo, a terapia com antiTNF tem se tornado uma preocupacao entre 0s
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pesquisadores, pois existem poucas informacgdes sobre seus efeitos colaterais. Os relatos existentes mostram,
que o uso prolongado desses imunobiolégicos podem desencadear infec¢fes oportunistas, como a
tuberculose latente, o surgimento de infeccBes granulomatosas, como a listeriose, coccidiomicose ou
histoplasmose (Cravo et al., 2006; Faleiro et al., 2011).

Apesar disso, varios neutralizadores ou bloqueadores de TNF-a e, também para outras citocinas pro-
inflamatdrias foram desenvolvidos ao longo dos Gltimos anos. No Brasil, para 0 TNF-a, estdo disponiveis o
Remicade® (infliximabe), o Enbrel® (etanercepte) e o Humira® (adalimumabe), que ainda ndo possuem
relatos de superioridade terapéutica em relagdo a outros antiinflamatdrios comuns. Entretanto, devidos aos
fatores como: acesso a terapia limitado, a ocorréncia de efeitos adversos, alto custo do tratamento, aplicacdo
em nivel hospitalar, variavel eficicia do tratamento entre os pacientes e a perda da resposta de drogas pela
evolugdo da doenga, obriga o monitoramento do TNF-a circulante, em pacientes usando soro ou plasma para
avaliar tanto a eficacia do tratamento como o prognostico da doenca (Castro-Lopez et al., 2014; Faleiro et al.,
2011).

O infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico anti-lgG1, sua regido de ligagdo é composta por
por¢do ou dominio murinico (regido variavel) e uma por¢do ou dominio da molécula de IgG1l humana
(regido constante) (Abreu; Ciconelli, 2005; Bertolo, 2008; Ciconelli, 2005; Cruvinel et al., 2008; Liu et al.,
2008; Martins; Andrade, 2005). O infliximabe inibe as a¢des bioldgicas do TNF-a devido sua alta afinidade
e especificidade entre o anticorpo e 0 TNF-a soluvel ou aquele ligado a membrana. Esse anticorpo também
promove a morte de células que expressam TNF-a em sua superficie pelo de mecanismo citotoxico
dependente de anticorpos e de componentes do Sistema Complemento (Lima; Giorgi, 2008; Silva et al.,
2003).

Diversas técnicas de imunoensaios sdo utilizadas para deteccdo de TNF-o. Dentre estas podemos
citar: ELISA (Bobbio-Pallavicini et al., 2004; Chamberland et al., 2008; JOHNSON & JOHNSON, 2004;
Klimiuk et al., 2001), Citometria de Fluxo (Krongvist et al., 2008), Western Blot (Montecucco et al., 2008),
dentre outras. Poréem, a quantificagdo de TNF-o em soro humano tanto em rotina laboratorial médica quanto
em pesquisa é realizado com maior frequéncia pelo teste de ELISA, considerado ainda como padréo ouro
(Shrivastava et al., 2014). Para esse teste, existem inumeros “kits” comerciais disponiveis no mercado com
alta sensibilidade e eficiéncia. Entretanto, esta técnica apresenta altos custos, com necessidade de laborat6rio
equipado e recursos humanos bem treinados para execugéo, além de multiplas etapas para realizacéo e tempo
minimo de quatro horas para obten¢do do resultado final.

Os métodos eletroquimicos, executados por biossensores sdo atualmente um foco de investigacéo,
apesar das dificuldades referentes a reprodutibilidade desses métodos, a estabilidade de enzimas e outros
agentes biol6gicos. Por isso, podem ser encontrados na literatura muitos estudos sobre o desenvolvimento de
novos materiais transdutores, assim como técnicas de imobilizacéo (Gil; Melo, 2010).

Carvalho e colaboradores (2003) afirma que para desenvolver um biossensor ¢ de fundamental
importancia conhecer e avaliar as constantes de afinidades, de equilibrios, fenébmenos de interface

(s6lido/liquido) associados com interacBes enzima/substrato, etc., resultando assim na obtencdo de
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biossensores mais sensiveis, seletivos e principalmente mais estaveis e com maior potencial para produgdo
comercial. Portanto, deve-se usar as medidas voltamétricas e SPR (Ressonancia de Plasma de Superficie)
como fonte de informag6es sobre 0s processos eletroquimicos no campo da eletroquimica.

H& uma demanda para o desenvolvimento de testes rapidos, quantitativos, com alta sensibilidade e
especificidade para quantificacdo de TNF-o no sangue de pacientes portadores de enfermidades cronicas,
como as doengas autoimunes, que necessitam utilizar terapias de acordo com sua condi¢do clinica
extremamente varidvel. Corcoran e colaboradores (1994) construiram biossensor em sistema BlIAcore®
(SPR), contendo uma matriz de dextrano sobre superficie de ouro, na qual foi imobilizada a citocina, TNF-a,
em concentragdo de 50pg/mL e injetado no equipamento de SPR o TNF-R (p55) para caracterizar o
envolvimento de quatro repeticdes ricas em cisteina do receptor do TNF p55 humano do TNF (composto por
dominios extracelulares dos receptores de TNF p55 e p75) e linfotoxina (LT, fator de necrose tumoral-beta)
de ligacdo por ambas as formas ligada a membrana e soltvel do receptor.. Liu e colaboradores (2004)
criaram um imunossensor de Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM) integrado a um sistema de Analise
de Fluxo de Injecéo (FIA), para investigar a interagdo entre TNF-a humano e anticorpos monoclonais, em
tempo real. Chamberland e colaboradores (2008) desenvolveram um biossensor de monitoramento de acéo
de drogas anti TNF-a. Para isso, utilizaram nanoestruturas (nanorods) de ouro conjugadas com Etanercept
(receptor de TNF-o fusionado a porgdo Fc de imunoglobulina) que foram injetadas em liquido sinovial, na
calda de ratos, com artrite reumatoide induzida. Em seguida, imagens das articulacdes dos animais foram
geradas com o emprego da técnica de Tomografia Fotoacustica (PAT). Nas areas que apresentaram maior
foco inflamatdrio, foram detectados contrastes nas regides de interagéo entre os nanorods € 0 TNF-a.

Portanto, o desenvolvimento de imunossensor de alto desempenho, qualidade e praticidade, com
possivel miniaturizacdo, sdo de suma relevancia para aplicacdo na pratica médica de diagndstico e
monitoramento do TNF-o circulante. Devido ao uso indiscriminado de antiTNF-a, em pacientes ndo
produtores de altas concentracdes dessa citocina, e o favorecimento de doencas ocasionadas por parasitas
oportunistas, o desenvolvimento de um imunossensor é fundamental para determinar em tempo real se um
paciente necessita ou ndo do uso de antiTNF-o. Por isso, o presente estudo teve como objetivo desenvolver
um imunossensor para quantificagdo de TNF-a circulante utilizando a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS), para futuramente possibilitar o0 monitoramento do TNF-a liberado, o diagndstico ¢ a
selecdo de conduta terapéutica a ser administrada em pacientes portadores de doengas autoimunes ou de

outras doencas inflamatorias cronicas.

2. Materiais e Métodos
a. Materiais quimico e bioldgico

Carbono Vulcan (VXC72) do fabricante CABOT (Brasil), Glutaraldeido (pentan-1,5-dial) do
fabricante Labsynth (Brasil), 6leo mineral do fabricante Unido Quimica (Brasil), Solucdo de Cloreto de
Potassio (KCI preparada a 0,1 mol.L?), Solucdo de Ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s] preparada a 10

mmol.L ™), Solucdo de Ferrocianeto de potéassio (Ks[Fe(CN)s] preparada a 10 mmol.L?), Solugdo de leite
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desnatado da Marca Molico® do fabricante Nestle® (Brsil) e Tween 20 do fabricante Labsynth (Brasil)
(preparada a 5% com 5 gotas de Tween), Solucdo Tampé&o de Fosfato Salino (PBS) preparada a 0,1 mol.L
1 1x, Anticorpo Infliximabe - Remicade® (infliximabe 100 mg) do fabricante Schering-Plough (Irlanda),
Citocina TNF-a do kit Human TNF ELISA Kit IT OptEIA™ do fabricante BD Biosciences (EUA), Citocina
IL-1 do kit Human IL-1B ELISA Kit IT OptEIA™ do fabricante BD Biosciences (EUA), Citocina IL-6 do Kit
Human IL-6 ELISA Kit II OptEIA™ do fabricante BD Biosciences (EUA).

Todas as solugbes foram preparadas com diluente dgua ultrapura obtida do processo de purificacdo

por equipamento do tipo Milli-Q® do Fabricante Merck Millipore (Alemanha).

b. Equipamentos

Balanca analitica de Modelo ED224S do fabricante SARTORIUS AG (Alemanha), Vortex Mixer
basic Modelo K45-2820 - 2.800rpm 220V/60Hz com plataforma, do fabricante KASVI (Brasil),
Potenciostato/Galvanostato pAutolablll com mdédulo de impedancia FRA2 do fabricante MULTI LAB
METhrom (Holanda).

c. Construcgéo do eletrodo e monocamada

A base do corpo do eletrodo foi produzida a partir de tarugos de Nylon com 12,7 mm de diametro e
120 mm de comprimento total, e que foram previamente perfurados até 4 mm de profundidade por broca
mecéanica de 6 mm de didmetro.

Os eletrodos produzidos ocos serviram para inserir fio de cobre e minidiscos de cobre. Sobre os
minidiscos foi adicionada a pasta de carbono contendo 1g de Carbono Vulcan macerado com 1000 uL de

glutaraldeido preparado a 5% e 80 gotas de 6leo mineral.

2.3 Imobilizagéo do anticorpo

Foram produzidos quinze eletrodos modificados (trabalho) contendo a pasta de carbono. Os
anticorpos foram imobilizados na pasta pela técnica de imobilizacdo por ligacdo cruzada com glutaraldeido.
Cada eletrodo com monocamada foi exposto a solucdo de Anticorpo Remicade® (infliximabe) a uma
concentracdo de 125 pg.mL? por periodo de 30 minutos. Em seguida cada eletrodo foi lavado, por 3 vezes,
com solugdo Tampao Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L™.

Com o objetivo de impedir que o anticorpo ou antigeno se ligasse nas vacancias (espagos) da
monocamada, cada eletrodo foi imerso em 1,5 mL de solugéo de bloqueio contendo leite desnatado Molico®
5% e 20 gotas de Tween 20 por periodo de 10 minutos. Cada eletrodo foi lavado, por 3 vezes, com solugdo
Tampao Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L™,

2.4 Procedimento do Teste Eletroquimico (Imunossensor)
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2.4.1 Testes com concentracdes distintas de citocinas

Sobre a superficie dos eletrodos contendo anticorpo imobilizado, foi adicionada solugdo de TNF-a
nas concentragdes de 1 pg.mL™?, 5 pg.mL™, 10 pg.mL™*, 25 pg.mL, 100 pg.mL™* em triplicata por periodo de
30 minutos. Cada eletrodo foi lavado, por 3 vezes, com solugdo Tampdo Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L™.

Ainda, foram testados em outro momento, em mais outros eletrodos, em triplicata, por adicdo TNF-a
nas concentragdes de 62,5 pg.mL™*, 125 pg.mL™, 250 pg.mL™, 500 pg.mL™, 1000 pg.mL*. Cada eletrodo foi
lavado, por 3 vezes, com solugdo Tampao Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L™.

Em ambos os testes ap0s a lavagem procedeu-se a montagem da célula eletroquimica. (Figura 1)

2.4.2 Testes de adicao sucessiva de citocinas na solucdo da célula eletroguimica.

Diferentemente do teste anterior, 0 TNF-a foi adicionado a solugdo da célula eletroquimica de forma
sucessiva, para detectar aumento da concentragédo através do diferencial de potencial gerado com o aumento
dessa concentracdo ap6s decorridos o temo de 30 minutos. Um Unico eletrodo de trabalho (monocamada
modificada) foi utilizado, imerso na célula eletroquimica. Assim como no teste do item 2.4.1 como controle
negativo foram utilizadas as citocinas pré-inflamatdrias IL-1 e IL-6 que sdo liberadas no sangue nas reagdes

inflamatdrias, essa Gltima importante no quadro clinico da AR (Figura 2).

2.4.3 Ajuste de parametros e leituras

Para realizacdo de leituras pela técnica de impedancia eletroquimica (EIS), os parametros do range
de potencial elétrico foram programados para Amplitude de +0,01V, +0,1V e +0,25V, Frequéncia de 10000-
0,1 Hz.

Na célula eletroquimica contendo o eletrodo de trabalho, contra eletrodo e eletrodo de referéncia foi
adicionada 10 mL de solucéo contendo 9 mL de solucédo de cloreto de potassio 0,1 mol.L?, 0,5 mL de
solucéo de ferricianeto de potassio 0,1 mol.L* e 0,5mL de solucéo de ferrocianeto de potassio 0,1 mol.L* no
teste de concentracdes diferentes de citocinas e para os testes de adicao sucessiva substituiu-se o cloreto de
potassio por 9 mL da solugdo Tampao Fosfato Salina PBS 0,1 mol.Lt 1x.

Realizadas as medidas pela técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) adaptada
a partir de Sadik et al. (2003), com uso de trés eletrodos: modificado ou de trabalho, contra eletrodo de
platina e eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). Os dados obtidos foram convertidos em

sinais graficos pelo Software NOVA®, licenciado para o potenciostato.

3. Resultados e Discussédo

A camada automontada foi confeccionada com a inser¢do de moléculas quimicas funcionais, como
glutaraldeido e carbono, as quais promoveram interagdes quimicas mais estaveis entre as superficies e essas
biomoléculas, anticorpo e antigeno. O que proporcionou construcdo de membranas com reprodutibilidade e

estabilidade significativas, conforme estudos anteriormente descritos por Mendes (2008).
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Para a caracterizacdo das camadas, foram realizadas analises por EIS a cada etapa do procedimento
de construcdo do eletrodo e desenvolvimento do imunossensor as quais demonstraram a adicdo de
glutaraldeido, a imobilizag&o do anticorpo e adi¢do do bloqueio.

O processo de bloqueio foi fundamental para o preenchimento dos espagos vazios ha monocamada e,
assim, impedir ligacBes ndo especificas, interacdes fracas e até mesmo deposi¢do de citocina ou anticorpo
que desencadeasse de forma equivoca qualquer impedimento estérico pela superposi¢do desses, resultando

em erro de leitura por EIS.

a. Diferentes concentragoes

O teste foi realizado em triplicata, produzidos no total 15 eletrodos que foram manualmente
ajustados quanto a adicdo da pasta de carbono, que demonstraram resposta e intensidade diferente de TNF-a.
Para as concentrag@es distintas o melhor parametro testado de potencial elétrico de amplitude foi o de +0,1V,
observa-se a formacdo de semicirculo de impedancia, ndo ha uma correlagdo direta nos valores de Rct que
demonstrem que conforme se aumenta a concentracdo haverd aumento ou reducdo deste. O fato dos
eletrodos terem sido construidos manualmente faz com que haja variacbes na superficie, tornando-a
heterogénea, o que por sua vez afeta as caracteristicas medidas no teste EIS, acarretando assim oscilagdes
nas interagdes antigeno-anticorpo e perda de sensibilidade.

Nos testes com IL-1p e IL-6 nas mesmas concentragdes e condicGes utilizados no teste com TNF-a
observa-se a ndo formacdo de semicirculo de impedancia caracteristico para graficos de Nyquist,
confirmando a especificidade do biossensor para TNF-o. Para estas citocinas 0s melhores parametros
testados foram de +0,1 e 0,25 V. Esses resultados sdo importantes, pois as duas citocinas pré-inflamatorias
IL-13 e IL-6 sdo liberadas, juntamente com o TNF-o, também no sangue nas respostas aos agentes
infecciosos ou em doencas inflamatorias cronicas (Figuras 3 e 4).

Em outro teste comparando eletrodos de ouro e interacdo antigeno-anticorpo, Kongshupol e
colaboradores (2014) compararam TNF-a e IL-2 em soro humano nas concentragdes de 1-1000 pg.mL™,
observaram que o eletrodo detectava a presenca de IL-2 com formagdo de semicirculo a curva de
normalizacdo do Rct, comprovando néo ter qualquer relacdo de intensidade de picos maximos no grafico de
Nyquist para concentracdes diferentes, atestando assim a especificidade do imunossensor a0 TNF-a.

Observa-se no resultado deste trabalho uma relagdo inversa entre as diversas concentragdes testadas
de TNF-a (1-1000 pg.mL-1), intensidade do pico x concentragdo, por exemplo maior concentragdo com
menor pico, assim como também foi observado no trabalho de Kongsuphol e colaboradores (2014),
caracteristica de moléculas presentes que obstruem a transferéncia de carga elétrica principalmente em altas
concentracdes de TNF-a.

Nos trabalhos de Pui e colaboradores (2013) foi testada a deteccdo de TNF-a secretado de células do
tipo Jurkat (linhagem de linfdcitos T — derivadas da leucemia/linfoma de células T) cultivadas em meio para
cariétipo para multiplicacdo de linfécitos in vitro RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium), de 1-
10.000 pg.mL* e comparadas ao IFN-y (interferon gama) e TNF-a, de 1-1000 pg.mL, comerciais por EIS,

comprovando assim também ser sensivel e especifico.
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b. Adicdo sucessiva

Na Figura 5 observa-se, pelos graficos de Nyquist em (a) TNF-a, (b) IL-6 e (c) IL-1B, que & medida
gue se adiciona TNF-o a solugdo da célula eletroquimica, ha formagdo de semicirculos de intensidade
variavel e crescente, de acordo com cada concentracdo. Embora quando se atinge a concentracdo de 852
pg.mL? o sinal permaneca constante devido a possivel saturagdo da solucédo ou outras reagdes dindmicas que
possam contribuir para perda de sensibilidade. Ainda assim, é possivel construir curva de normalizacdo de
Rct onde o valor obtido de R = 0,9350.

Na leitura por EIS de IL-6 ndo ha& formacdo do semicirculo nas quatro primeiras leituras, porém a
partir da quinta analise o processo dinamico do eletrodo faz com que a superficie apresente uma pequena

formac&o de semicirculo de impedancia, provavelmente devido a degradacdo do Anticorpo antiTNF-a.

c. Seletividade

Ao utilizar IL-1p e IL-6 como controle negativo, observa-se nas figuras 3, 4 e 5 que assim como em
trabalhos antes divulgados por Kongsuphol e colaboradores (2014), onde testou-se com IL-2, ndo houve
interacdo antigeno-anticorpo, confirmando que o imunossensor é especifico para deteccdo de TNF-a. Em
outro estudo publicado por Liu e colaboradores (2013) de imunossensor eletroquimico para deteccdo de
TNF- a em amostras de sangue, o limite de detecgdo dessa citocina foi de 10 ng.mL. Enquanto, pelo ensaio
de ELISA, esse limite de deteccdo foi de 15 pg.mL* num range de deteccdo de 15 — 1000 pg.mL*. Os
resultados obtidos no presente trabalho e no de Kongsuphol e colaboradores (2014) o limite de detecgéo foi
de 1 pg.mL em um range de 1-1000 pg.mL*, confirmando assim que imunossensor é especifico e sensivel
até mesmo em amostras de soro liquido.

Em outro teste de seletividade Liu e colaboradores (2012) compararam a detec¢do de TNF- o com as
citocinas I1L-2, IL-12, IL-17, IFN-y e BSA 1% e constaram num range de 50 a 100 ng.mL™ que n&o houve
interacdo dessas citocinas com o eletrodo, demonstrando que imunossensor foi especifico para deteccdo de
TNF-a.

4. Conclusodes

O range do potencial elétrico da amplitude foi programado para trés amplitudes diferentes de
+0,01V, +0,1V e +0,25V, pois fora desse intervalo o glutaraldeido provavelmente degrada, sofrendo reacdes
de oxidacdo. E ainda, pode-se observar que o melhor pardmetro para teste e deteccdo do TNF-a foi na
amplitude de +0,25V, que apresentou melhor correlagdo, principalmente pela técnica de adi¢do sucessiva.

O imunossensor testado é considerado especifico devido aos testes realizados com controle negativo
que demonstrou a especificidade para citocina TNF-oa. Ressalta-se ainda que ao testar IL-1 e IL-6

comparando-se ao TNF-a pela técnica da adi¢@o sucessiva e sinal por EIS, pode-se sugerir que ao converter,
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num futuro, esse imunossensor a apresentacao de eletrodo impresso, por exemplo, a detecgdo poderé ser de
boa resolubilidade.

O desenvolvimento do imunossenssor realizado neste trabalho reforga ainda que, com materiais
simples, pode-se colocar no mercado imunossenssor de baixo custo que apresente as caracteristicas
comprovadas pelos resultados obtidos.

Portanto, devido a alta demanda para testes rapidos, quantitativos, com alta sensibilidade, e
especificidade aliado aos resultados obtidos nesse estudo pode-se dar o primeiro passo para uma possivel
miniaturizacao do sistema.

Em apresentacao portatil podera ser aplicado na pratica médica de diagnéstico e monitoramento de
TNF-a no sangue de pacientes portadores de enfermidades cronicas, como as doengas autoimunes, que
necessitam utilizar terapias de acordo com sua condigdo clinica extremamente varidvel e assim, promover
maior racionalidade de tratamento terapéutico e reduzir maiores complicagdes e reacOes adversas pelo uso

indiscriminado de imunobioldgicos.
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Figura 4. Graficos de Nyquist para eletrodos de interacdo antigeno — anticorpo nas concentragdes de 62,5 pg.mL?, 125 pg.mL™, 250 pg.mL™?, 500 pg.mL, 1000 pg.mL™. (a)

Eletrodo interagdo TNF-a e Infliximabe. (b) Eletrodo interagao IL-6 e Infliximabe.
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Figura 5. Graficos de Nyquist para eletrodos de interagdo antigeno — anticorpo por adi¢des sucessivas. (a) Eletrodo interagdo TNF-o e Infliximabe. (b) Eletrodo interagdo IL-6

e Infliximabe. (b) Eletrodo interacéo I1L-1 e Infliximabe.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ha relevancia para o desenvolvimento de testes rapidos, quantitativos, com alta
sensibilidade e especificidade para quantificacdo de marcadores moleculares, como citocinas,
no sangue de pacientes portadores de enfermidades cronicas, como doengas autoimunes, as
quais sao tratadas com varias modalidades terapéuticas, de acordo com as condicdes clinicas

dos pacientes, que sdo extremamente variaveis.

A concepgdo de um imunossensor portatil, de fécil utilizacdo, de alta sensibilidade e
especificidade, contribuirda para direcionar um tratamento mais eficaz das doencas
autoimunes, nas quais sao utilizadas terapias com anticorpos monoclonais direcionados para
citocinas inflamatdrias. Além do alto custo desses imunobioldgicos, que sdo fornecidos pelo
Ministério da Salde, a administracio de doses inadequadas torna o paciente

imunossuprimido, sujeito a infecgdes e a outras patologias graves, durante o tratamento.

O imunossensor testado é considerado especifico devido aos testes realizados com
controle negativo que demonstrou a especificidade para citocina TNF-o. Ressalta-se ainda que
ao testar IL-1 e IL-6 comparando-se ao TNF-a pela técnica da adigdo sucessiva e sinal por
EIS, pode-se sugerir que ao converter, num futuro, esse imunossensor a apresentacdo de
eletrodo impresso, por exemplo, a deteccao podera ser de boa resolubilidade.

O desenvolvimento do imunossenssor realizado neste trabalho reforca ainda que, com
materiais simples, pode-se colocar no mercado imunossenssor de baixo custo que apresente as
caracteristicas comprovadas pelos resultados obtidos.

Portanto, devido a alta demanda para testes rapidos, quantitativos, com alta
sensibilidade, e especificidade aliado aos resultados obtidos nesse estudo pode-se dar o
primeiro passo para uma possivel miniaturizacdo do sistema.

Em apresentacdo portatil poderd ser aplicado na pratica medica de diagnostico e
monitoramento de TNF-a no sangue de pacientes portadores de enfermidades cronicas, como
as doengas autoimunes, que necessitam utilizar terapias de acordo com sua condigéo clinica
extremamente variavel e assim, promover maior racionalidade de tratamento terapéutico e
reduzir maiores complicacbes e reacdes adversas pelo uso indiscriminado de

imunobioldgicos.
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