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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR DESCARTAVEL PARA O
DIAGNOSTICO PRECOCE DA DOENCA DE ALZHEIMER

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento de um
imunossensor para a determinacdo de um biomarcador proteico, contido no sangue
periférico, no caso a ADAMI0, pertencente a familia das ADAMs (A disintegrin
and metalloprotease), a fim de diagnosticar precocemente a doenca de Alzheimer
(DA) e verificar a progressdao do quadro demencial. As ADAMI10 sdo proteinas o-
secretases envolvidas na clivagem da proteina precursora do amiloide, que possuem
correlacdo com a DA. Para isto, foram desenvolvidas células eletroquimicas
descartaveis baseadas em um arranjo de eletrodos de carbono obtidos por meio da
técnica de serigrafia, que posteriormente foram acoplados a um sistema
microfluidico, a fim de diminuir o tempo de analise, e reduzir o consumo de
amostra na deteccdo do biomarcador. Para tanto, anticorpos monoclonais
especificos para o analito foram imobilizados a partir de ligacdes covalentes sobre
a superficie dos eletrodos ja modificados. Essa modificacdo consistiu na deposicao
do polimero cloreto de poli(dialildimetil-amonio) seguida de uma camada de
nanoparticulas de ouro por meio da técnica layer-by-layer. Além disso, fez-se uso
de particulas magnéticas (PMs) decoradas com marcadores eletroguimicos e
anticorpos especificos para captura dos biomarcadores nas amostras sintéticas e
reais. Por fim, os eletrodos foram expostos ao bioconjugado formado pelo analito
ligado as PMs, e assim realizada a etapa de deteccdo, que consistiu na resposta
eletroquimica dada pelo marcador enzimatico presente na PM. Como resultado
observou-se boa reprodutibilidade e repetitividade entre os eletrodos descartaveis
construidos. Parametros tais como tempo de captura do biomarcador no eletrodo e

vazdo da solucdo carreadora foram avaliados, a fim de garantir uma melhor
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eficiéncia do imunossensor desenvolvido. O tempo de 30 minutos foi estabelecido
como o mais eficiente para a captura do biomarcador, enquanto a vazéo foi de 100
uL min®. Uma vez obtidas as melhores condicdes a curva analitica, foi
desenvolvida em soro de bezerro, obtendo-se um limite de deteccédo de 5,56 fg mL"
! sensibilidade de 1,47 nA mL fg [ADAM10]™ e intervalo linear de 5,56 fg mL™ a
1,389 pg mL™. O sistema desenvolvido foi aplicado na deteccdo de ADAM10
presente em amostras reais de idosos saudaveis e portadores da DA, obtendo um
resultado bastante satisfatorio quando comparado aguele obtido pelo método
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). O método proposto permitiu avaliar
a expressao da doenca nos pacientes idosos bem como a progressdo da mesma,
sendo que para pacientes controle foi obtida uma menor concentracdo de ADAM10
quando comparada as concentracdes encontradas nos diferentes estagios da DA.
Desta forma, o método desenvolvido pode trazer contribuicbes relevantes para um

diagndstico preciso e precoce da DA.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A DISPOSABLE IMMUNOSENSOR FOR EARLY
DIAGNOSIS OF ALZHEIMER'S DISEASE

The objective of this project is the developing of an immunosensor for detection of
a protein biomarker contained in peripheral blood, in this case the ADAM10, that
belong to the family of ADAM (A disintegrin and metalloprotease) in order to early
diagnosis of Alzheimer's disease (AD) and check the progression of the dementia.
The ADAMI10 are o-secretase proteins that are involved in the cleavage of the
amyloid precursor protein, which has correlation with AD. For this, disposable
electrochemical cell based on an array of carbon electrodes was developed using
screen-printing technique, which was subsequently coupled to a microfluidic
system, in order to reduce the time for analysis as well as the sample consumption
for the biomarker detection. In this way, specific monoclonal antibodies for
ADAM10 were immobilized from covalent bonds on the surface of the modified
electrodes. The electrode was modified by deposition of a polymer followed by a
layer of gold nanoparticles by Layer-by-Layer technique. In addition, magnetic
particles (MPs) was used decorated with electrochemical markers and specific
antibodies for capture of biomarkers in synthetic and real samples. Finally, the
electrodes were exposed to the bioconjugate formed by the analyte bounded to MPs
following by the detection step, which consisted of the electrochemical response of
the enzyme marker present in the MP. As a result, good reproducibility and
repeatability among the disposable electrodes were obtained. Parameters such as
biomarker capture time and flow rate of the carrier solution was evaluated, in order
to ensure the best response for the developed immunosensor. The time of 30
minutes was established as the most efficient for capturing the biomarker, while the

flow rate was 100 pL min™. Once define the best conditions, the analytical curve
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was developed in calf serum, getting a detection limit of 5.56 fg mL™, a sensibility
of 1.47 nA mL fg [ADAM10]™ and linear range of 5.56 fg mL™ on 1,389 pg ml™.
The developed system was applied to the detection of ADAM10 present in real
samples of healthy elderly and holders of AD, getting a satisfactory result when
compared to that obtained by ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). The
proposed method allows to evaluate the expression and progression of the disease
in elderly patients. For control patients, it was obtained a lower concentration of
ADAM10 when compared to concentrations found in the different stages of AD.
Thus, the developed method can bring relevant contributions to an accurate and

early diagnosis of AD.
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1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional e suas consequéncias

O envelhecimento é um processo biolégico inerente e irreversivel a
todo ser humano. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) dispde sobre o conceito
cronologico de velhice como sendo idosa a pessoa com 65 anos ou mais em paises
desenvolvidos e, nos paises em desenvolvimento, é considerado idosa a pessoa com
60 anos ou mais." Assim, no Brasil esta definicdo esta pautada pela Lei n° 8.842, de
4 de janeiro de 1994 ? e pelo Estatuto do Idoso, Lei n® 10.741, de 01 de outubro de
2003.°

A populacdo mundial idosa estd crescendo em ritmo acelerado. E
estimado que em 2050, o namero de pessoas com mais de 60 anos ultrapasse 2
bilhdes, sendo que em 2011 esse nimero era de aproximadamente 800 milhdes.*
Entre os anos de 1960 e 1975, a proporcao de idosos cresceu de 3 milhdes para 7
milhdes.> No ano de 1991, essa populacdo passou a ser de 10,7 milhdes de pessoas.
Ja, entre 2009 e 2011, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)

constatou 1,8 milhdes de idosos a mais.®

Concomitantemente a esse rapido envelhecimento da populacéo
brasileira esta 0 aumento da expectativa de vida. Segundo a Sintese de Indicadores
Sociais de 2014, a expectativa de vida no ano 2000, era de 69,8 anos. J4 em 2013,
essa idade passa a ser de 74,8." Esse mesmo documento ainda trata como fatores

para 0 aumento da populacéo idosa brasileira a Taxa de Fecundidade Total (TFT) e



a taxa de mortalidade. O primeiro, ao calcular a média do namero de filhos ao fim
do periodo fértil de uma mulher no Brasil, apresentou 2,39 filhos/mulher no ano
2000 em detrimento de 1,77 filhos/mulher em 2013. O segundo, ao calcular a razéo
da quantidade de mortes de criancas de até um ano de vida e a quantidade de
nascidos vivos apresentou 15,0 mortes/1000 nascidos vivos no ano de 2013, sendo

que, no ano 2000, a razdo apresentada era de 29,0 mortes/1000 nascidos vivos.®

Em paralelo a ascendéncia da expectativa de vida, dados os fatores
aqui elencados, dentre outros, ha a necessidade de atencdo especializada para esse
publico, uma vez que o envelhecimento traz consigo um leque de doencas e
incapacidades comuns a pessoa idosa, como as Doencas Cronicas Nao
Transmissiveis (DCNTSs) que levam a limitacdes funcionais e podem perdurar por
um longo periodo de tempo.” As DCNTs ganham maior expressido sendo
responsaveis por mais de 70% dos 6bitos entre os idosos no Brasil.2 Entre elas, se
destacam cancer, diabetes, doencas neuropsiquiatricas, doencas cardiovasculares e
enfermidades respiratérias crénicas, apresentando desde instantes de melhora ou
piora notaveis até fases criticas, o que determina perda da qualidade de vida e
aumento da demanda por servicos de sadde.’*°

Causadas pelas DCNTs, a deméncia é responsavel pela perda
significativa de memorias e outros transtornos neuropsicoldgicos.'’ Segundo
SANTOS e RIFIOTIS (2003) ao passo que aumenta a idade, aumenta o
predominio de deméncia do individuo.'” Estima-se que de 2 a 10 % dos casos de
deméncia inicia-se antes dos 65 anos e, ap0s essa idade, o dominio da doenca é
duplicado a cada cinco anos. A nivel global calcula-se que 44 milhGes de pessoas
vivam com deméncia e que esse numero pode duplicar até o ano de 2030 e triplicar
até 2050."*



No Brasil, prevé-se um crescimento no numero de idosos
demenciados de 7,6% em 2010 para 7,9% em 2020, equivalente a 55.000 novos
casos a cada ano.” Para classificar suas disfuncdes e transtornos, as deméncias
foram divididas em dois grupos: ndo-degenerativas e degenerativas. O primeiro é
oriundo de traumatismos, tumores, deficiéncias nutricionais, acidentes vasculares,
infecgdes e diversas outras patologias. J& o segundo, ocorre principalmente nas

regides subcortical e cortical. Esta é responsavel pela Doenca de Alzheimer (DA)."

1.2 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA), caracterizada pelo neuropatologista
alemao Alois Alzheimer em 1907, € uma patologia neurodegenerativa progressiva e
irreversivel que acarreta perda da memoria além de distarbios cognitivos.®> A DA é
caracterizada por um sucessivo declinio da memoria, do raciocinio, da
compreensdo, da capacidade de realizar célculos, da linguagem, da capacidade de
aprendizagem e de julgamento que acabam por impedir o0 doente de realizar, sem

auxilio, as suas atividades diarias.*®

Diante de todos os quadros de sindromes demenciais conhecidas, a DA
€ a causa de mais da metade deles, podendo atingir até 80% dos casos, tendo como
principais alvos idosos com idade acima de 65 anos."”*® Alteracdes no raciocinio e
aprendizado podem ocorrer como parte do processo fisiolégico do envelhecimento,
ou como sintomas de doencas neuroldgicas e sistémicas, ou, ainda, como sintomas
predominantes nas sindromes demenciais. A incidéncia de DA aumenta com a
idade e, devido ao aumento tanto da populacdo quanto da expectativa de vida, a

prevaléncia da doenca aumenta continuamente em todo o mundo. Em decorréncia



do envelhecimento populacional nos paises desenvolvidos bem como nos paises em
desenvolvimento, é esperado um aumento progressivo desses transtornos. Neste
cenério, a DA tem um importante impacto social e econémico na saude publica no

mundo e especialmente em nosso pais.”

A DA afeta 18 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, principalmente
com inicio a partir dos 65 anos,** atingindo 1% da populacio idosa mundial com
essa idade e alcancando 20% dessa populagdo com idade a partir dos 85 anos.?

Ja no Brasil, dentre os casos mais frequentes de deméncia, 54 % deles
sdo a DA,? em que ha 1,2 milhdo de casos, sendo metade deles ainda sem
diagnéstico.”® A DA pode ser diagnosticada em trés fases: DA pré-clinica, sendo
restrita a pesquisas, Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) devido a DA e a fase
de deméncia.?

O cérebro de um paciente terminal com DA apresenta uma atrofia

generalizada devido a alteragdes patologicas (Figura 1.1).
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FIGURA 1. 1 - Comparacdo entre cérebros de pacientes saudaveis e afetados pela
DA. Em cérebros com DA observa-se aumento dos ventriculos e diminuicdo do

cortex.?
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A origem dessa atrofia € devida a aglomeracdo de placas amiloides
também chamadas de placas senis que sdo compostas por segmentos da proteina -
amiloide (AP) agrupados e emaranhados neurofibrilares, formados a partir da
proteina Tau. A DA caracteriza-se também pela degeneracdo dos neurénios e
consequentes perdas de memdrias recentes, bem como motivacdo para atividades
diarias.”® Para a doenca, utilizam-se medicamentos que aliviam os sintomas, uma
vez que ndo ha cura para a mesma. Porém, estes recursos ndo sdo capazes de
impedir a progressdo da doenca, tendo em vista que 0s maiores danos cerebrais
acontecem antes da fase de deméncia, caracterizada pelo declinio das funcdes
entendimento e aprendizado.?” Além disso, o diagndstico preciso dessa patologia s6
pode ser dado apds a morte do paciente, na autépsia.”™ Assim, um melhor resultado
é esperado quando o tratamento da doenca é iniciado em fases mais precoces, o0 que
é um grande desafio, pois o diagnostico se da basicamente por sintomas da doenca
que geralmente sdo percebidos em estagios mais avancados.'* Uma das
dificuldades para o diagnéstico da DA é o fato de existirem outras doengas que
levam a deméncia, assim como o acidente vascular cerebral (AVC), a deméncia de
corpos de Lewy e deméncia frontotemporal.

Desta forma, grandes esforgos estdo sendo dispendidos na busca por
biomarcadores que permitam o diagnostico preciso da doenca bem como o estagio
na qual ela se encontra. A deteccdo da doenca em estagios iniciais ¢ fundamental
para permitir um melhor controle da doenca, diminuindo os custos do tratamento e

melhorando a qualidade de vida do paciente.



1.3 Biomarcadores para DA

Os biomarcadores estabelecidos para DA incluem o total-Tau (t-Tau),
Tau fosforilada (pTaul81) e moléculas de AP.?® No entanto, estes biomarcadores
sdo encontrados somente no fluido cerebroespinhal (CSF) e apesar de segura e bem
aceita, a coleta de amostra de CSF € invasiva e de custo elevado, além de nédo ser
largamente utilizada em analises clinicas®. Desta forma, outros biomarcadores que
possam ser detectados em fluidos corpéreos periféricos sdo de grande interesse
atualmente. Neste sentido, o plasma é um fluido de facil acesso quando comparado
ao CSF e que pode ser coletado com o minimo de desconforto para o paciente.

Biomarcadores que possam ser detectados no plasma sao, portanto, de
grande interesse e h4 uma busca por novos biomarcadores.*>*' Estudos recentes,
demonstram que a proteina ADAMI10, pertencente a familia das ADAMs (do
inglés: A disintegrin and metalloprotease) que sdo proteinas a-Secretases
envolvidas na clivagem da proteina precursora do BA (APP do inglés: Amyloid
Precursor Protein), possuem correlacdo com a DA.*® Em torno de 19 genes foram
detectados em humanos que codificam para ADAMs.?® A ADAM10 consiste em
aproximadamente 750 aminoacidos sendo uma protease de membrana e esta
envolvida em processos como desenvolvimento embrionério, adesdo celular, cancer
e DA.* Ela ¢ a principal a-secretase em células mais afetadas na DA, segundo
estudos recentes que estavam em busca de determinar a identidade da a-
protease.*>**3* Assim, foi realizado o estudo da expressdo génica da ADAM10 em
sangue circulante para verificar a progressdo de quadros demenciais, bem como
assessorar terapias regradas na inibigdo de a-secretases e [P-Secretases, 0s quais

apresentaram importantes resultados na area clinica para o diagnéstico de DA.*



1.4 Biossensores e Imunossensores

Para a deteccdo de um agente infeccioso (ou agente patogénico), 0s
biossensores apresentam tamanha confiabilidade na area de analitica que estéo

classificados entre os quatro mais visados como ferramenta de anélise.*

Por definicdo, os biossensores sdo dispositivos que utilizam especies
bioldgicas imobilizadas a transdutores apropriados. Essas espécies bioldgicas, que
sdo responsaveis pelo analito, e podem ser enzimas, antigenos, anticorpos, tecidos
animal ou vegetal, organelas, acidos nucléicos, algumas proteinas, sdo detectadas
pelo sensor, e entdo, este sinal bioldgico é convertido a um sinal elétrico pelo
transdutor, proporcional a concentracdo do analito.**® As vantagens oferecidas
pelos biossensores sdo muitas, e entre elas estéo elevada sensibilidade, seletividade,
compativeis com equipamentos portateis e capacidade em analisar fluidos
complexos.*”* Sao divididos em quatro classes (dpticos, térmicos, eletroquimicos
e sensiveis a variagdo de massa), variando a forma com que o analito é
reconhecido. Ao citar a classe dos biossensores eletroquimicos, estes podem ser

classificados como potenciométricos, amperométricos e condutométricos.*’

Quando um biossensor é baseado na interacdo entre um anticorpo (Ab)
e um antigeno (Ag), este é denominado imunossensor. Essa reacdo imunologica e
especifica € capaz de formar um complexo, conforme a equacdo 1, de forma a
garantir alta seletividade, podendo ser caracterizada por meio da constante de
afinidade (K,), conforme a equacédo 2, em que séo consideradas as concentragdes
no equilibrio do antigeno livre (Ag), dos sitios livres do anticorpo e do complexo
formado (AgAb).*®



Os anticorpos fazem parte de uma classe de proteinas e sdo gerados
pelos animais como forma de defesa as substancias anormais presentes no
organismo denominadas antigenos. Neste caso, um anticorpo adequado se ligara ao

seu antigeno correspondente.**°

Ab+Ag = AgAb (1)
_ _[AsAb] 5
Ka™ [abl[ag] @)

Assim, os imunossensores sdo divididos em classes, como visto na
Figura 1.2. Uma delas é classificada como imunossensores competitivos, e
consistem na interacdo do anticorpo com o antigeno livre e em competicdo com o
antigeno marcado (Ag*). Para essa marcacdo, usualmente, faz-se uso de uma
enzima redox, que funcionard como um marcador eletroquimico, e a formacgéo do
complexo acontece devido ao produto da reacdo enzima-substrato.® Através de
sucessivas lavagens € retirado o excesso de reagentes, e a concentracao de antigeno
livre sera inversamente proporcional a grandeza da medida eletroquimica.

Dentro da classe dos imunossensores competitivos, existe também
aqueles que sdo obtidos através da conjugacdo de uma enzima redox com o
anticorpo (Ab*), sendo chamados de imunossensores competitivos indiretos. Neste
caso, 0 anticorpo secundario recebe a funcdo de marcador do anticorpo primario
que por sua vez reagira com o antigeno de interesse.*®

A outra classe é denominada imunossensores do tipo sanduiche, em
que o analito possui elevada massa molecular, e é realizado através da imobilizacéo
do anticorpo em uma superficie sélida que esta conectada a um transdutor.** Ao
introduzir a amostra, 0 antigeno contido nela se ligard a esse anticorpo. Apos

ocorrer essa interacdo, um segundo anticorpo conjugado a uma enzima é



adicionado, que novamente sera utilizada a reacdo enzimatica para o
monitoramento a reacdo antigeno-anticorpo. O transdutor recebe a funcdo de
detectar as mudancas quimicas ou fisicas ocorridas na camada sensora, causadas
pelas interagdes antigeno/anticorpo, e transforma-las em um sinal mensuravel. O
método sanduiche utiliza de um tempo curto de reacdo quando comparado ao
método competitivo, além de proporcionar alta sensibilidade e alta especificidade.
E toda essa configuracdo se da através do reconhecimento simultaneo de distintos
sitios de ligacdes do analito.*®

Para um imunossensor eletroquimico do tipo sanduiche sao
empregados dois anticorpos, sendo um deles o geralmente monoclonal e o outro o
policlonal. O primeiro, recebe a funcao de anticorpo de deteccdo, devido ao fato de
reconhecer um unico epitopo do antigeno, enquanto o outro chamado de policlonal,
também conhecido como anticorpo de detecgdo, por sua vez, reconhece VAarios

sitios de ligacédo do antigeno, ou seja, pode se ligar a mais de um epitopo.

& -antigeno substrato
§-enzina substrato > (
*substrato + enzima=reacao de cor
substrato ® Y/ L\ substrato
( antico&po antigeno @
secundario inihidar
aqticlg:}fpcl. ) 7% . \ v
primafe N anticope . @
_® . de captura .
EUSAdireto  ELSAindireto  ELISAsanduiche  ELISA de competicao

FIGURA 1. 2 - Diferentes classes de imunossensores obtidos através do método de

ELISA (do inglés: Enzyme-linked immunosorbent assay).*
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Diversas técnicas sdo capazes de monitorar as interacGes
imunoldgicas, por exemplo, Wester Blotting e ELISA, sendo a ultima amplamente
utilizada na deteccdo de proteinas, e pode chegar, eventualmente, a limites de
deteccdo equivalentes a 1,0 pg mL™.*® Além disso é considerada como técnica
padrdo para a deteccdo de biomarcadores para a DA.*® Contudo, a técnica traz
algumas limitacOes e, dentre elas, podemos citar: custo relativamente alto do
equipamento, longo tempo de analise, elevada quantidade de amostra, além de
exigir treinamento para 0 manuseio. Os imunossensores, por sua vez, possibilitam
um menor cosumo de amostra, além de menor tempo de analise e a capacidade de
desenvolver sistemas portateis.*?

Porém, ao fazer uso de uma superficie solida para a deteccgéo referente
ao sinal da interacdo antigeno/anticorpo, a construcdo de imunossensores torna-se
limitada, com relativa reducdo da transferéncia eletronica, devido ao bloqueio da
camada sensora, causado pelas moléculas de anticorpos que se ligam bio-
especificamente, e inviabilizam sua capacidade de reutilizagdo, além de provocar
possivel diminuicdo do sinal analitico.*** Frente a esse fato, particulas magnéticas
(PMs) sdo utilizadas, a fim de minimizar esse bloqueio, e causar um aumento de
transferéncia eletrénica, que, por consequéncia, amplificara o sinal analitico de
deteccdo, uma vez que estas PMs sdo eficazes na separacdo dos complexos de
bioreconhecimento.*’

Por definicdo, as PMs sdo esferas macicas, constituidas de material
magnético como maguemita (Fe,Os) ou magnetita (Fe;04),*® ou particulas core-

shell recobertas com metais como Au ***°

ou Ag.”’ Devido as propriedades
magnéticas, essas particulas sdao modificadas com anticorpos, e usadas como
substrato em uma separagdo imunomagnética (Figura 1.3), o que contribui no

aumento da sensibilidade, devido a possibilidade de pré-concentracao do analito em
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amostras diluidas, além de separacdo e eliminacdo de interferentes em meio a

amostras complexas, como o sangue, por exemplo.

FIGURA 1. 3 - Representacdo de uma separacdo imunomagnética. (A) Amostra
contendo analito, PMs j& modificadas em meio a diversos interferentes (B) PMs
com o analito capturado sendo atraidas pelo ima, resultando em uma separacdo

magnética (C) Retirada do sobrenadante contendo os interferentes.

Assim, por meio da utilizacdo das PMs, uma vez que elas estdo em
suspensdo com o biomarcador de interesse, o desempenho do imunossensor torna-
se mais eficaz, pois hd um aumento significativo na interacdo entre antigeno e
anticorpo, além de uma amplificacdo no sinal, devido ao aumento do namero de
marcadores eletroquimicos. O monitoramento dessa interacdo € estudado por meio
de técnicas eletroguimicas, com o objetivo de diagnosticar precocemente doencas
de maneira rapida, simples, precisa e com baixo custo.

Malhotra e colaboradores® demostraram o uso das PMs em
imunossensores para a deteccdo de 4 diferentes proteinas que sdo biomarcadores
para o cancer bucal. Neste trabalho os autores modificaram PMs com marcadores
eletroquimicos, no caso a enzima peroxidase de raiz forte (HRP), cuja proporcéao
alcancada foi de 400.000 HRPs por PM. Além disso a PM foi decorada com
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120.000 anticorpos policlonais por PM, o que garantiu eficiéncia na captura do
biomarcador, e proporcionou elevada sensibilidade, além de limites de deteccdo na
faixa de fg mL™. A aplicacdo do método se deu em amostras reais de soro diluido
de pacientes saudaveis e com cancer, e a validacdo do método foi feita através da
comparacdo com o teste de ELISA, em que os resultados obtidos foram

concordantes.

1.5 Eletrodos Impressos Descartaveis

Eletrodos impressos consistem em filmes condutores parcialmente
cobertos com isolantes e depositados em uma superficie inerte. Este isolante recebe
a funcéo de limitar a area da superficie de trabalho, bem como os contatos elétricos.
Para a fabricacdo de um sistema completo, contendo eletrodo de trabalho, eletrodo
de referéncia e contra-eletrodo faz-se uso de um mesmo suporte, 0 que leva a

formacéo de uma célula eletroquimica descartavel.

H& a possibilidade também da construcdo de biossensores com
eletrodos impressos descartaveis, obtidos pela técnica de serigrafia. Estes sdo
produzidos em larga escala, possuem baixo custo, garantem facilidade na
modificacdo da superficie eletrédica, além de possibilitar o desenvolvimento de
sistemas miniaturizados, o que resultam na minimizacdo das quantidades de
amostra e reagentes utilizadas durantes as analises.”**° Para a fabricacdo do filme,
em geral, utilizam-se tintas condutoras a base de compostos de carbono como
grafite. A superficie deste filme, por sua vez, pode ser modificada com diferentes
tipos de materiais como nanoparticulas de metais, como Au, Ag ou Pt, a fim de

aumentar a area eletroativa ou melhorar propriedades eletrocataliticas.”
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Os eletrodos tradicionais apresentam certas desvantagens quando
comparados aos eletrodos descartaveis, pois ndo necessitam de etapas de limpeza e
polimento, e através de sua instrumentacdo simples, os Ultimos, permitem o
desenvolvimento de sistemas portateis, além de serem descartaveis.”® Devido a alta
sensibilidade e seletividade, sensores e biossensores construidos com os eletrodos
impressos descartaveis estdo sendo empregados para a deteccdo precoce e
monitoramento de doencas, como cancer e DA, através da interacdo especifica

antigeno/anticorpo ocorrida na utilizacdo de imunossensores.>’

Rama e colaboradores™ caracterizam o actmulo do peptideo AP
proveniente da progressdo da DA no cérebro utilizando um imunossensor do tipo
competitivo estruturado em eletrodos descartaveis impressos, nos qual os eletrodos
foram construidos com tinta de carbono, e modificado com nanoparticulas de ouro.
Por meio de voltamogramas ciclicos, os limites de deteccdo e quantificacdo
encontrados foram de 0,1 e 0,4 ng mL™, respectivamente. Além disso, um intervalo
linear de 0,5 e 500 ng mL™, sendo considerada como uma regi&o bastante vasta e
maior do que aquelas obtidas por métodos mais laboriosos e que exigem mais

etapas de fabricacdo como é o caso da cromatografia liquida.

Além disso, pode-se fazer uso tambem de sistemas microfluidicos
simples (Figura 1.4) que podem consistir em uma bomba de propulsdo que pode ser
uma bomba peristaltica ou de seringa, um injetor manual conectado a célula
microfluidica, em que o arranjo de eletrodos de trabalho, acoplado a um contra-

eletrodo e um eletrodo de referéncia, levam a formacéo dessa célula®®.
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FIGURA 1. 4 - Sistema microfluidico composto pela bomba de seringa, injetor

manual conectado a célula microfluidica.*®

O dispositivo microfluidico permite a reducdo do uso de amostra e
reagentes, dispbe de tempos relativamente curtos de analise, oferece boa
reprodutibilidade, além de ser um equipamento de facil manuseio. Frente a estas
vantagens, 0 uso deste dispositivo traz maior eficiéncia para um diagndéstico
precoce de doencas ja citadas, o que proporciona ao paciente um melhor
acompanhamento da progressdo da doenca, além de um tempo prolongado de vida

relativamente saudavel,**"%

por meio do aumento da razdo entre a area superficial
do eletrodo e o volume de amostra, o que leva a um significativo aumento da
velocidade da reacdo entre o anticorpo e o biomarcador, que por consequéncia
facilitara a obtencdo de maior sensibilidade, além de menores limites de deteccdo

para 0s imunossensores.>*®!
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Desta forma, uma vez que ndo ha trabalhos referentes a utilizacdo da
proteina ADAM10 como biomarcador para DA e ndo ha dispositivos sensores para
a deteccdo da mesma, neste trabalho pretende-se realizar a determinacdo e
quantificacdo do biomarcador ADAM10, por meio de imunossensores do tipo
sanduiche acoplados a um sistema microfluidico utilizando um arranjo de eletrodos
de trabalho descartaveis modificados com um poli(dimetil-dialilaménio),
nanoparticulas de ouro modificadas com glutationa, e anticorpos anti-ADAM10
monoclonais. PMs bioconjugadas com a HRP e o anticorpo anti-ADAM10
policlonal serdo utilizadas a fim de garantir melhor eficiéncia, sensibilidade,
seletividade, baixos limites de deteccdo e uma amplificacdo do sinal analitico para

o0 diagndstico precoce da DA.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é desenvolver um imunossensor descartavel,
mediante a construcdo de eletrodos descartaveis impressos, acoplado a um sistema
microfluidico, a fim de obter um baixo limite de deteccdo, para o diagnostico
precoce da Doenca de Alzheimer por meio da deteccdo do biomarcador ADAM10

em amostras de plasma sanguineo.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Fosfato de sédio monobasico (NaH,PQ,), cloreto de sédio (NaCl),
cloreto de potassio (KCI), hidréxido de sdédio (NaOH), particula magnética
(polyscience), HAuCI, ¢ 3H,0, 99,9 %, citrato trisdédico, e NADH (nimero CAS
104809-32-7), Fosfato de sddio dibasico (Na,HPO,), acido nitrico (HNO3, 65%), e
Tween 20 foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany), tampédo acido 2-N-
morfolinoetanossulfonico (MES). Anticorpo monoclonal Anti-ADAM10 (Abl)
(Product no. ab59482), anticorpo policlonal Anti-ADAM10 (Ab2) (Product no.
ab39180), ambos comprados da Abcam. Antigeno ADAM10 (PROSPEC, pro-476-
b). Glicina, Albumina de soro bovino (BSA) (codigo A3059-10G) comprado da
Sigma, hidroguinona (HQ), perdxido de hidrogénio 30% (H,0,), peroxidase de raiz
forte (nimero CAS foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Esferas magnéticas funcionalizadas com grupo carboxilico foram obtidas da
Polysciences, Inc. (Prod. no. 86011-10, Warrington, PA, USA). Tinta de carbono
(C2030519P4, Gwent Electronic Materials Ltd, UK), tinta de Ag|AgCI
(C2051014P10, Gwent Electronic Materials Ltd, UK.

Todos os reagentes quimicos usados no preparo de solucdes estoques e
solucbes padrdo foram de grau analitico. Todas as solucbes usadas nos
procedimentos analiticos foram preparadas com agua deionizada obtidas em um
sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore (Millipore, Bedford, USA).


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=104809-32-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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3.2 Fabricacao e construcao da célula microfluidica

A celula microfluidica, que consiste no arranjo de oito eletrodos de
trabalho, eletrodo de referéncia, eletrodo auxiliar foi construida utilizando materiais
de baixo custo. Para isto, foi utilizado o software Silhouette Studio versdo 3.0 para
desenhar e configurar o molde da célula microfluidica. Por meio de uma impressora
de corte eletrénica (Silhouette Cameo), conectada a um computador, e utilizando
uma folha de adesivo de vinil, o desenho do layout foi recortado e as partes
adesivas ndo desejadas foram retiradas por meio de uma pinga. Assim, o adesivo de
vinil foi colado na folha de poliéster, e sobre eles foi aplicada a tinta de carbono,
aplicando relativa pressdo com auxilio de um rodo. Dessa maneira, a tinta de
carbono pode se espalhar entre 0 molde do vinil e recobrir o substrato de poliéster.
Em seguida o sistema foi submetido a um tratamento térmico por 30 minutos a
90°C. Apos a secagem da tinta de carbono, a tinta de Ag|AgCl foi aplicada sobre o
eletrodo de referéncia e tratado novamente por 30 minutos a 60°C sendo, em

seguida, o adesivo removido, como ilustrado na Figura 3.1.
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FIGURA 3. 1 - Representacdo esquematica da fabricacdo dos eletrodos: 1) Folha de
transparéncia; 2) Transferéncia do adesivo de vinil recortado para folha de
transparéncia; 3) Serigrafia da tinta de carbono e pintura da tinta de Ag/AgCl no

eletrodo de referéncia e 4) Retirada do adesivo vinilico.

Por fim, a folha adesiva dupla face de poliestireno foi devidamente
desenhada e cortada por uma impressora de recorte (F1 Suprimentos — Vinyl Cut), e
utilizada como isolante na montagem da célula microfluidica, em que o canal da
mesma foi devidamente recortado e construido a fim de permanecerem expostos
somente a area eletroativa dos eletrodos de trabalho, eletrodo de referéncia e contra

eletrodo, bem como o0s contatos elétricos.

A partir do cartdo recortado, em um de seus lados, foi colado o arranjo
de oito eletrodos de trabalho (com 2,0 mm de didmetro cada) e eletrodo auxiliar,
enquanto do outro, a folha de transparéncia contendo o eletrodo de referéncia de
Ag|AgCI. As dimensdes do canal foram de 35,0 mm de comprimento por 4,0 mm
de largura e 0,4 mm de espessura com volume interno de 56,0 pL, conforme
ilustrado na Figura 3.2. Na folha de transparéncia contendo os eletrodos de
trabalho, foram feitos dois orificios nas extremidades do canal microfluidico com a
funcdo de entrada e saida de solugdes. Ao orificio de entrada foram fixados dois
conectores de poliéter-éter-cetona (Peek) de 0,2 mm, presos com o auxilio de uma

fita Command 3M adquirida no comércio local.
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Finalmente, para o transporte de solucdes no sistema microfluidico foi
utilizado uma bomba de seringa (New Era Pumping System NE-1000), ligada ao
conector Peek, jA& mencionado acima, por meio de uma véalvula injetora manual
(Rheodyne, 9725i).

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um
multipotenciostato DropSens modelo pstat 8000 (Espanha) ligado ao sistema
microfluidico e controlado pelo software Dropview 8400 instalado em um

computador pessoal.
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FIGURA 3. 2 - Montagem da célula microfluidica: 1) Arranjo de eletrodos de
trabalho e auxiliar na folha de transparéncia, 2) colagem do adesivo dupla face; 3)

insercdo do eletrodo de referéncia e 4) célula microfluidica montada.

3.3 Sintese de nanoparticulas de Ouro (AuNPs) modificadas com
Glutationa (GHS)

Para a sintese das AuNPs pesou-se 0,079 g de HAuUCI, (acido
cloroaurico) e 0,0308 g de glutationa que foram misturados com 2,0 mL de &cido
acetico e 12,0 mL de metanol, resultando em uma solucao de cor amarelo claro. Em

seguida, foi preparada uma solucdo de NaBH, (borohidreto de sodio) por diluicdo
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de 0,12 g de NaBH,4 em 6,0 mL de 4gua milli-Q. Entdo, adicionou-se essa soluc¢éo a
anterior sob répida agitacdo, deixando-a agitando por 2h. Esta solucéo foi filtrada
em uma membrana de filtracdo molecular de 50 kDa (previamente lavada com uma
solucdo de NaOH 0,1 mol L™) durante a centrifugaco a 3500 rpm. O sobrenadante
foi lavado quatro vezes com agua milli-Q e as particulas dispersas em tampao
Hepes 20 mmol L™ (pH=8,0).

3.4 Construcao de filmes Layer by Layer (LbL) de AuNPs e cloreto
de poli(dialildimetil-amonio) (PDDA) e imobilizacdo do Abl sobre o

eletrodo de carbono

Inicialmente o eletrodo de carbono foi lavado com agua deionizada e
colocado em uma placa de Petri umedecida para que o processo fosse mantido
sempre em camara Umida. Sobre o eletrodo de trabalho (4rea de 3,14 mm? cada
um) foi adicionado 20 pL de uma solugdo contendo PDDA 2 mg mL™ e 0,05 mol
L ™" de NaCl e deixados por 20 minutos. Apds esse tempo, o eletrodo modificado
foi lavado cuidadosamente com agua deionizada e 0 excesso seco com papel
absorvente. Em seguida, secou-se o0 eletrodo sob fluxo de nitrogénio gasoso. Entéo,
20 pL da dispersdo de nanoparticula de ouro modificada glutationa sintetizadas
(AuNPs-GHS) 2mg mL™ foram adicionadas sobre os eletrodos de trabalho (5 pL
em cada um) e deixadas por mais 20 minutos. Em seguida, o excesso AuNPs-GHS

foi retirado da superficie do eletrodo e seco com fluxo de nitrogénio gasoso.

Uma vez modificada superficie dos eletrodos com o filme LbL, para a
imobilizacdo de Abl, foi adicionado 20 puL de uma solucdo recém-preparada de
EDC 0,4 mol L™ em solucfo aquosa de NHS 0,1 mol L™, que foi deixada por 10
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minutos, para a ativacdo dos grupos carboxilicos. Ao término do tempo, o eletrodo
foi mergulhado trés vezes em um béquer contendo agua deionizada, para a
lavagem, e seco cuidadosamente com papel higiénico. Em seguida, 20 pL da
solucdo de Abl 10 pg mL™ preparada em solucdo tampé&o fosfato salina (PBS) 0,01
mol L™ pH 7,4, foi adicionada e deixada por 18 horas & 20 °C para a completa

imobilizacdo do anticorpo sobre o eletrodo.

Por fim, os eletrodos foram lavados com aproximadamente 1,0 mL de
solucdo de PBS 0,01 mol L™ pH 7,4 e Tween-20 0,05% (PBS-T), e logo apés,
bloqueado por 1 hora com solucdo de BSA (2%), a fim de evitar reacGes néo
especificas, e assim lavado com solucdo de PBS-T pH 7,4, e armazenado sob

refrigeracao.

3.5 Preparo do bioconjugado composto por Ab2, PMs e enzimas
HRP (Ab2-PM-HRP)

Primeiramente, 98 pL de PMs foram lavadas trés vezes com 1,0 mL do
tampdo MES 0,05 mol L™ pH 5,2. Essa lavagem consistiu em agitar a suspen¢ao
em voOrtex por 5 minutos a temperatura ambiente, e separd-la magneticamente
através de um suporte com iméa que atua na lateral dos Eppendorfs® como pode ser

visto na Figura 3.3.
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FIGURA 3. 3 - Procedimentos para a lavagem das PMs (A) PMs diluidas em
tampdo MES 0,05 mol L-1 pH 5,2 (B) Separacdo magnética por meio de um

suporte com imé (C) Retirada do sobrenadante.

A PM lavada, adicionou-se 1,0 mL de solu¢io EDC (3,2 mg de EDC
em 1,0 mL de MES). A dispersdo resultante foi lavada duas vezes com tampéo
MES 0,05 mol L™, agitada em vortex por 5 minutos, e, em seguida, deixada por 30
minutos no agitador rotatdrio. Apds esse tempo, foi separada magneticamente e 0
sobrenadante foi descartado. A essa mistura foi adicionado 10,0 pL de Ab2, 990
puL de PBS 1,0 mmol L™* pH 7,0, obtendo uma concentracdo final de Ab2
equivalente a 10 pg mL™, que foi agitada em vortex e posteriormente deixada por
24 horas sob agitacdo em agitador rotatorio a temperatura ambiente. A solucédo
entdo foi separada magneticamente e lavada com 600 puL de PBS-T. Apos o
descarte do sobrenadante, adicionou-se HRP 1,2 mg mL" preparada
antecipadamente em PBS pH 7,0 contendo 0,5% de BSA (750 pL PBS + 240 pL
HRP a partir da solugdo estoque de HRP 5,0 m.mL™). A mistura resultante foi
separada magneticamente e lavada quatro vezes com solucdo de PBS-T e 0,1%

BSA, descartando o sobrenadante.

As particulas modificadas adicionou-se 1,0 mL de glicina 1,0 mol L™

pH 8,0 sendo a dispersdo agitada em vortex, e em seguida colocadas no agitador
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rotatério por 30 minutos a temperatura ambiente. Ao final, a mistura, que
chamamos de complexo, foi separada magneticamente, e lavada trés vezes com

solucdo de PBS-T e 0,1% BSA, e ressuspensas em 400 pL da mesma.

3.6 Captura do biomarcador ADAM10 com Ab2-PM-HRP

Inicialmente 20 pL do complexo Ab2-PM-HRP, 320 uL de PBS pH
7,4 e 20 pL do biomarcador na concentracdo desejada diluido em soro de bezerro
foram misturados e incubados, sob agitacdo constante e lenta, por 30 minutos a
37°C. Em seguida, foram separados magneticamente, lavados trés vezes com 400
uL de uma solucéo de PBS-T pH 7,4 + BSA (2%), descartando o sobrenadante, e
ao fim dispersos em 125 pL da mesma solugdo, que foram injetados no sistema

microfluidico.

3.7 Etapas envolvidas no Sistema Microfluidico desenvolvido

O sistema microfluidico foi constituido de uma bomba de seringa
(New Era Pumping System NE-1000) responsavel pela propulsdo das solucdes,
uma valvula manual de injecdo (Rheodyne, 9725i) e o dispositivo microfluidico

construido, conforme Figura 3.4.

A bomba de seringa foi ligada ao conector de entrada do dispositivo
microfluidico por meio da valvula de injecdo, que esta diretamente conectada a alca

de amostragem. Para isso disp0s-se de um conector poliéter-éter-cetona (Peek) de
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0,2 mm, que foi fixado no dispositivo com o auxilio de uma fita adesiva Command

3M adquirida no mercado local.

Uma solucdo carreadora de PBS-T + BSA 0,1% preencheu a seringa
da bomba de seringa, e esta foi condicionada a uma vaz&o de 100 pL min™ e uma
alca de amostragem de 100 pL foi utilizada. Por meio da valvula injetora manual, a
dispersdo das PMs com o analito ja capturado foi injetada. Entdo, com o fluxo
ativado, através da valvula manual, a dispersdo alcancou o dispositivo. Apos o
preenchimento de todo canal microfluidico, o fluxo foi interrompido, para que
houvesse a captura do analito pelo Abl imobilizado na superficie dos eletrodos de
trabalho. Apo0s esse tempo de captura, que chamamos de tempo de incubacdo, o
fluxo foi religado e para que por meio da passagem da solucéo carreadora, as PMs

ndo conjugadas fossem removidas por lavagem.

microfluidic channel

g = outlet

xg

Microfluidic array

Syringe pump
Manual injector

S

FIGURA 3. 4 - Sistema microfluidico, consistindo da bomba de seringa, injetor

manual e célula microfluidica.
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3.8 Medidas Eletroquimicas

Durante as medidas eletroquimicas um potencial fixo de -0,2 V foi
aplicado, para que houvesse a reducdo da HQ,” em uma solucdo carreadora
contendo PBS-T e BSA pH 6,5. As solugdes de H,0, 0,1 mmolL™ e HQ 1,0
mmolL™ foram injetadas no momento das medidas e foram preparadas
imediatamente antes do uso em tampdo PBS pH 6,5, e borbulhadas com gas

nitrogénio a temperatura ambiente.

3.9 Amostras reais de plasma de idosos controle e idosos com

diagnostico de Alzheimer

As amostras de plasma sanguineo dos idosos foram obtidas no
Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN) do Departamento de
Gerontologia da UFSCar, coordenado pela Professora Dra. Marcia Regina
Cominetti e seguiu todos os procedimentos éticos, sendo aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSCar, n° 427/2009. O estudo conta
com as instituicbes de saude colaborativas: Centro Municipal de Especialidades
(CEME) e Unidades de Saude da Familia (USFs) de S&o Carlos, Unidade Saude
Escola (USE) da UFSCar e Instituto de Biociéncias - UNESP/Campus Rio Claro.
Foi criado um biorrepositério para depdsito das amostras biologicas dos sujeitos da
pesquisa, segundo a resolucdo 441/2011 do Conselho Nacional de Saude. Todas as
amostras foram estocadas a -20 °C antes dos ensaios.

Os participantes foram idosos com idade de 60 ou mais, usuarios de

trés servicos de saude do municipio de Sdo Carlos, servicos de referéncia e
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contra referéncia em deméncia: Unidade Saude Escola (USE), Centro Municipal
de Especialidade em Saude (CEME) e Unidades de Saude da Familia (USFs) e
idosos usudrios do Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus de Rio Claro.
Os participantes foram divididos em trés grupos: idosos com doenca de
Alzheimer, idosos com comprometimento cognitivo leve e idosos controles
(sujeitos saudaveis). Para preservar o anonimato, as siglas DA (sujeito com
doenga de Alzheimer), TNCL (transtorno neurocognitivo leve) e CT (sujeito
controle) foram utilizadas para identificar cada um dos sujeitos da pesquisa.

A avaliacdo dos pacientes com diagnoéstico de DA e TNCL foi realizada por
meio do Clinical Dementia Rating (CDR), que é uma escala validada para o
portugués do Brasil de avaliacdo clinica da deméncia e seu objetivo é graduar a
deméncia, em especial na DA, além de identificar casos de TNCL.

As amostras foram separadas nos seguintes grupos:

o Grupo DA, classificado em trés niveis: leve (CDR1), moderado
(CDR2) ou avancada (CDR3) de acordo com os critérios do National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) e 0 Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association (ADRDA) (MCKHANN et al., 2011);

o Grupo Controle (CT) sdo idosos sem presenca de sinais ou sintomas de
declinio cognitivo ou doenca neurologica (identificados através do CDRO).

As Amostras de plasma sanguineo de idosos com DA, TNCL e CT foram
analisadas e o teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) foi realizado com as mesmas amostras como méetodo comparativo, afim de
avaliar a precisdo do imunossensor.

As amostras foram analisadas utilizando o método proposto (imunossensor) e
por um segundo método comparativo, utilizando o ensaio imunoenzimatico ELISA.

Um kit ELISA comercial da Cloud-Clone Corp (Produto n°® SEA766Hu,
Houston, USA) foi utilizado. As amostras ndo necessitaram de uma diluigcdo prévia
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e a leitura foi feita em leitora de ELISA Labtech LT-4000 (Labtech International
Ltd, Uckfield, UK) em 450 nm.

Para os ensaios utilizando os imunossensores descartaveis, o plasma foi
previamente descongelado e diluido 40.000 vezes em tamp&o PBS 0,01 mol L™ pH
7,0 para deteccdo da proteina ADAMI0 utilizando o imunossensor descartavel

proposto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da repetitividade e reprodutibilidade do arranjo

de eletrodos

Inicialmente, para a caracterizacdo dos eletrodos de trabalho foram
feitos estudos a fim de averiguar a repetitividade e a reprodutibilidade dos mesmos.
A érea dos mesmos era 3,14 mm?, e o procedimento foi feito ao utilizar uma célula
eletroquimica convencional, contendo um contra-eletrodo de platina, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl 3,0 mol L™, e o arranjo descartavel contendo os oito eletrodos
de trabalho. Uma sonda eletroquimica de acido ferroceno monocarboxilico 1,0
mmol L™ em solugéo de KCI 0,5 mol L™ foi utilizada sendo variado o potencial de
0a 0,5V e as respostas eletroquimicas foram caracterizadas por voltametria ciclica

com de um multipotenciostato, e podem ser conferidas na Figura 4.1.

A respeito do estudo de repetitividade (Figura 4.1 A), observou-se que
0s oito eletrodos de trabalho contidos no arranjo geraram picos anddicos bastante
similares com média de 2,90 £ 0,13 YA e coeficiente de variacdo entre 0S mesmos
igual a 4,34%, indicando que ndo ha interferéncia cruzada entre eles, além de
apresentarem boa precisdo. Quanto ao estudo de reprodutibilidade (Figura 4.1 B),
quatro arranjos, cada um composto por oito eletrodos foram comparados, sendo que
todos eles apresentaram picos anddicos na média de 2,92 + 0,14 pA e coeficiente
de variacdo também inferior a 5,0%, para n=32, apontando que os diferentes

arranjos de eletrodos apresentaram resposta similar com boa preciséo.
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FIGURA 4. 1 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de ferroceno
monocarboxilico 1,0 mmol L™ e KCI 0,5 mol L™ ao variar o potencial de 0 a 0,5 V.
(A) Repetitividade do arranjo com 8 eletrodos; (B) Reprodutibilidade entre quatro

diferentes arranjos.

4.2 Estudo da influéncia da velocidade de varredura na resposta
eletroquimica em meio de acido ferroceno monocarboxilico 1,0

mmol L™ em solucdo de KCI 0,5 mol L™

O estudo da influéncia de diferentes velocidades de varredura foi
realizado utilizando os mesmos procedimentos do Item 4.1. As medidas foram
realizadas antes e apds a modificacdo dos eletrodos de carbono com um filme de
PDDA e AuNPs-GHS em diferentes velocidades de varredura, sendo elas 10, 25,
50, 75, 100, 125 mVs™. Por meio do conjunto de voltamogramas ciclicos (Figura
4.2 A) foi possivel notar uma boa reversibilidade do par redox, com diferenca dos

potenciais de pico igual a 68,8 mV, resultando de uma cinética rapida.®® Além
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disso, é possivel observar que os potenciais de pico anddico e catédico independem

da velocidade de varredura.

A partir dos voltamogramas da Figura 4.2 A foi construido o gréafico
da relagéo logaritmica entre corrente de pico anddica em funcéo da velocidade de
varredura (Figura 4.2 B), obtendo um coeficiente angular igual a 0,45, sendo este
valor préximo ao encontrado na literatura (~0,50)% o que indica que o processo de

oxidacdo do acido ferroceno monocarboxilico é controlado por difuséo.

104 A 504 B
5,14

5,2 4

log Ipa (A)

I (nA)

-5,3 4

10 mV/s
— 5 MV/S 5,4 4
50 mV/s
75 mV//s
100mV/s +5,3 4
125 mV/s

T -1 1 5 1 1" -5.,6 r——r+ I r r - 1 "~ 1 - T
0,0 0.1 0.2 03 0.4 0,5 0.6 -2,0 -1,8 -1,6 -1.4 -1,2 -1,0 -0,8

E (V)/ Ag/AgCl log velocidade de varredura (Vs

FIGURA 4. 2 - (A) Voltamogramas ciclicos obtido em solucdo de ferroceno
monocarboxilico 1,0 mmol L™ e KCI 0,5 mol L™ dos eletrodos de trabalho sem
modificacdo em diferentes velocidades de varredura; (B) Relacdo logaritmica entre
a corrente de pico anddico e a velocidade de varredura de potenciais em solugéo

ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol L™ e KCI 0,5 mol L™,

Em seguida, a partir dos voltamogramas da Figura 4.2 A, foi obtida a
relacdo da corrente de pico anddica em funcdo da raiz quadrada da velocidade de
varredura. Por intermédio da Figura 4.3, observa-se uma boa linearidade, com

coeficiente de correlacéo linear igual a 0,998. O valor da area eletroativa foi obtida
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levando-se em conta a equacdo de Randles-Sevcik® (Equacdo 3), em que Ip é a
corrente de pico, n é o nimero de elétrons, A é a area do eletrodo (cm® ), C é a
concentragdo do &cido ferroceno monocarboxilico (mol cm™) e D é o coeficiente de

difusdo (cm?s™).

Ip=(2,69x10%)n22ADY2Cy2 Equacéo 3

Ip=Kv*?; onde K é o coeficiente angular da reta.

Sendo a area geométrica do eletrodo igual a 3,14 mm?, para o eletrodo
sem modificacdo a area eletroativa encontrada foi de 3,68 mm?, apesar da elevada
rugosidade o maior valor da area eletroativa ndo € significativo, pois a tinta de

carbono possui polimeros que séo maus condutores elétricos.

0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
w)21vs1)1/2

FIGURA 4. 3 — Variagdo da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura do mesmo eletrodo sem modificacao.

O estudo da influéncia da velocidade de varredura se deu também apds
a modificacdo dos eletrodos de carbono com um filme de PDDA e AuNPs-GHS ao
variar da mesma maneira as velocidades de varredura. Por meio do conjunto de

voltamogramas ciclicos (Figura 4.4 A) € possivel notar que ndo ha reacdes
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paralelas, sendo a diferenca de potenciais de pico encontrada inferior a 90 mV. Esta
configuracdo indica que a cinética que comporta a transferéncia de elétrons é rapida
o suficiente para manter as concentracGes das espécies redox na interface dos
eletrodos, comportando-se, novamente, como um processo reversivel. Além disso,
é possivel afirmar que os potenciais de pico anodico e catodico independem da

velocidade de varredura.

A partir dos voltamogramas da Figura 10 foi feita a relacdo logaritmica
da corrente de pico anodica em funcdo do logaritmo da velocidade de varredura
(Figura 4.4 B), obtendo um coeficiente angular préximo a 0,5, o que indica que
apos a modificacdo dos eletrodos a reacdo de oxidacdo também é controlada por

difuséao.
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FIGURA 4. 4 - (A) Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de trabalho modificado

log velocidade de varredura (Vs™)

com PDDA e AuNPs-GSH em diferentes velocidades de varredura, (B) Relagéo
logaritmica entre a corrente de pico anddico e a velocidade de varredura de
potenciais para 0os mesmos eletrodos de trabalho modificados com PDDA e
AuNPs-GSH em solucéo ferroceno monocarboxilico 1 mmol L™ e KCI 0,5 mol L™,

Em seguida, foi feita a relacdo entre a corrente de pico anddica e a raiz

quadrada da velocidade de varredura, a fim de averiguar o valor da area eletroativa
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para os eletrodos apds a modificacdo. Por meio da Figura 4.5, observou-se boa
linearidade, com coeficiente de correlacdo linear igual a 0,999. O valor da &rea
eletroativa foi calculado utilizando a equacdo de Randles-Sevcik (Equacdo 3), e
obtendo como resultado o aumento dessa area. Para o eletrodo modificado com
PDDA e AuNPs-GSH, a &rea foi de 4,37 mm? o que indica um aumento de
aproximadamente 20% comparado com a area obtida a partir do arranjo de
eletrodos sem modificacdo. A presenca do polication PDDA pode ser responsavel

por um aumento ainda maior devido a sua baixa condutividade.

Ip nA

0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
W) M2/vs1,112

FIGURA 4. 5 - Variacdo da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais dos mesmos eletrodos de trabalho
modificados com PDDA e AuNPs-GSH.
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4.3 Imobilizacdo covalente do anticorpo anti-ADAM10 sobre o0s

eletrodos modificados e caracterizacdo do sistema microfluidico.

Ap0s a caracterizacdo dos eletrodos de trabalho, partiu-se entdo para a
caracterizacdo do imunossensor acoplado ao sistema microfluidico, em que os
sinais foram obtidos por meio de uma deteccdo amperométrica. Uma vez
imobilizado os anticorpos Ab1 na superficie dos eletrodos de trabalho, foi realizado
a captura dos biomarcadores utilizando o bioconjugado injetado atraves da valvula
manual. A dispersdo alcangou o dispositivo com o auxilio da solucé@o carreadora
PBS-T + BSA 0,1% contida na bomba de seringa do nosso sistema microfluidico.
Ap0s o preenchimento de todo o canal microfluidico do dispositivo eletroquimico o
fluxo foi interrompido para que houvesse a captura do analito pelo Abl. Esse
tempo de captura (tempo de incubacéo) foi estudado, variando o tempo em 10, 20 e

30 minutos. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.6.

Apds esse tempo o fluxo foi religado e por meio da passagem da
solucdo carreadora, as PMs ndo conjugadas foram removidas por lavagem. Para a
realizacdo das medidas eletroguimicas foi aplicado um potencial fixo de -0,2 V em
uma solucdo de H,0, 0,1 mmol L™ e HQ 1,0 mmol L™ preparadas em tamp&o PBS

pH 6,5, e borbulhadas com gas nitrogénio a temperatura ambiente.



36

-0,12 80

——Branco_10min A B
—— ADAM10_10min -l-
-0.10+ Branco_20min I
—— ADAM10_20min 60 l
0,084 Branco_30min
_~ ——ADAM10_30min -
2 g
3 _006- < a0l
= T
1
0,044
20 4
0,024
0,004
0 T v T M T
T T T T T T T T
0 100 200 300 400 10 10 3
t(s) Tempo de captura ADAM10 (min)

FIGURA 4. 6 - (A) Sinais transientes de corrente obtidos para o biomarcador
ADAMI10 0,555 pg mL™ em diferentes tempos de incubacdo com injecdo de uma
solucdo de H,O, e HQ, e uma solucédo carreadora de PBS-T + BSA 0,1% com
vazdo de 100 pL min™. Potencial aplicado: -0,2 V. (B) Média das correntes de pico
provenientes da ADAM10 variando o tempo de incubacdo em 10, 20 e 30 minutos

do complexo no eletrodo.

Como visto, na Figura 4.6, tem-se a comparacao entre cada tempo de
incubacdo e o branco, e nota-se que o melhor tempo de incubacdo foi de 30
minutos, pela maior corrente de pico obtida nesse tempo, enguanto que para o
tempo de 10 minutos, a corrente foi equivalente aquela obtida durante a medida do
branco. Essas informagdes conferem com resultados obtidos na literatura.®® Tempos
maiores que 30 minutos ndo foram estudados, uma vez que as analises tornar-se-

iam relativamente longas.

A respeito da deteccdo amperomeétrica, o ciclo catalitico ocorrido ap0s
a injecdo da solucdo de medida esta ilustrado na Figura 4.7. Na superficie dos
eletrodos de trabalho ocorre a reducdo da hidroquinona que foi catalisada pela

enzima HRP usada para a modificacdo da particula magnética. A HRP ¢é
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comumente utilizada como marcador de reacOes de afinidade devido ao fato de
manter uma resposta estavel por longos periodos de tempo a temperatura ambiente,
abranger um amplo intervalo de pH, possuir baixo custo e ser facilmente

encontrada comercialmente em diversos graus de pureza.

H,O H,0,

HRP,, HRP,
OH ©
oH 2e” + 2H ©

" ELETRODO

FIGURA 4. 7 - Diagrama das rea¢tes envolvidas no mecanismo de resposta do
imunossensor proposto, sendo HRPox a peroxidase oxidada e HRPred a peroxidase

reduzida.

Quando ha a presenca de um mediador de elétrons, este permite a
transferéncia de elétrons do sitio ativo da enzima oxirredutase para a superficie do
eletrodo de trabalho. Assim, a enzima HRP sofre oxidacdo pelo perdxido de
hidrogénio e, para retornar a sua forma nativa, oxida uma molécula doadora de
elétrons, no caso a hidroquinona, que é reduzida na superficie do eletrodo gerando

uma variacao de corrente que é proporcional a concentracdo do analito.
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Outro parametro avaliado na etapa de imobilizacdo das biomoléculas
sobre os eletrodos foi a vazdo, variando-a em 50, 100, 200 pL min™. O tempo de

incubacéo utilizado foi de 30 minutos, e os resultados obtidos sédo apresentados na

Figura 4.8.
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FIGURA 4. 8 - (A) Sinais transientes de corrente obtidos para o biomarcador
ADAM10 0,555 pg mL™ em diferentes vazdes da solucdo carreadora com injecao
de uma mistura de H,O, e HQ. Tempo de incubacdo de 30 min e potencial
aplicado: -0,2 V. (B) Média das correntes de pico provenientes da ADAM10 ao

variar a vaz&o da soluco carreadora em 50, 100 e 200 pL min™.

Como pode ser observado na Figura 4.8, com o fluxo de 50 pL min™
obteve-se um pico relativamente alargado, com uma corrente de pico ndo téo
acentuada. Com o fluxo de 200 pL min™®, a corrente de pico diminuiu
consideravelmente. Enquanto que na vazdo de 100 pL min™ ocorreu uma maior
corrente de pico, sem acontecer o alargamento do mesmo, sendo este fluxo o que
apresentou melhor reposta para a melhor captura do biomarcador no sistema

proposto.
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4.4 Curva analitica

Por meio dos parametros ja otimizados, a curva analitica para o
imunossensor descartavel proposto para a DA foi, entdo, obtida, utilizando soro de
bezerro, que consiste em uma matriz complexa que apresenta composi¢do similar
ao do soro humano. A curva analitica obtida esta representada na Figura 4.9 A, em
que o valor do branco ja esta devidamente descontado. A partir da curva analitica
obtendo-se um excelente limite de deteccdo (LOD) de 5,56 fg mL™, sensibilidade
de 1,47 nA mL fg [ADAM10]™ e intervalo linear de 5,56 fg mL™ a 1,389 pg mL™,
com coeficiente de correlacéo linear igual a 0,993. Os sinais transientes de corrente

utilizados para a construcao da curva analitica estdo apresentados na Figura 4.9 B.
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FIGURA 4. 9 - Curva analitica obtida em soro de bezerro. (A) Variacao da corrente
em funcdo concentracdo do biomarcador ADAMI10 e (B) Sinais transientes de

corrente.
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4.5 Determinacdao de ADAM10 em Amostras Reais de Plasma de

Pacientes

O imunossensor proposto foi utilizado para a determinacdo de
ADAM10 em amostras reais de plasmas de pacientes idosos com Alzheimer e de

idosos sadios.

As amostras foram previamente analisadas pela doutoranda Patricia do
Departamento de Gerontologia por meio do método de ELISA. Ao compararmos
esses resultados com os obtidos por meio do imunossensor descartavel, obtivemos
as barras ilustradas na Figura 4.10, equivalentes as concentracdes da proteina
ADAM10 no plasma dos pacientes, sendo em (A) as amostras de pacientes controle
e (B) as amostras de pacientes portadores da DA. Na figura, observa-se que 0S
resultados obtidos foram compativeis, sendo que para 0 método de ELISA foi feito
em duplicata, enquanto com o imunossensor descartavel foram utilizados n=8, bem
como a diluicdo das amostras realizada no metodo proposto foi de 40000 vezes,

enguanto no ELISA néo houve dilui¢cdo das mesmas.
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FIGURA 4. 10 - Comparacéo entre os resultados obtidos pelo método de ELISA e
0 imunossensor descartavel, provenientes das concentracdes da proteina ADAM10

em amostras de plasma de idosos. ldosos (A) sadios e (B) portadores da DA.

Com os resultados obtidos foi possivel observar a expressdo da doenca
no cérebro, de acordo com a progressdao da mesma, em que para pacientes controle
foi obtido uma menor concentracdo de ADAMI10 quando comparada as

concentragdes encontradas em estagios mais avancados da DA (Figura 4.11).
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FIGURA 4. 11 — Comparacdo dos resultados obtidos com ELISA e com o
imunossensor descartavel em amostras de plasma de idosos cognitivamente
saudaveis (controle) e idosos com doenca de Alzheimer (DA), em diferentes
estagios da doenca, identificados como CDR 1 (DA leve), CDR 2 (DA moderada) e
CDR 3 (DA grave).

Desta forma, o método desenvolvido apresentou como vantagens, 0 baixo
custo além de tempo curto de analise quando comparado ao método de ELISA. O
método permite uma grande diluicdo da amostra (40.000 vezes), 0 que reduz o
consumo e minimiza a acdo de possiveis interferentes, aléem da capacidade de
deteccdo de concentragbes muito baixas do biomarcador, o que pode oferece ao
paciente um recurso menos invasivo devido ao baixo volume de amostra
necessario, quando comparado ao diagnostico realizado em liquido

cefalorraquidiano.
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5. CONCLUSOES

O desenvolvimento da célula eletroquimica totalmente descartavel
com um arranjo de oito eletrodos de trabalho para a deteccdo da proteina ADAM10
foi eficaz, e possibilitou uma maior rapidez nas analises, uma vez que obteve-se
oito respostas simultaneas para uma unica amostra, 0 que garante maior seguranca
no diagnaostico.

Além disso, 0 uso das PMs para captura, separacdo e pré-concentracao
do biomarcador contribuiu para 0 bom desempenho do dispositivo. A proteina
ADAM10 revelou ser um biomarcador viavel para o diagnostico precoce da DA,
bem como para 0 monitoramento da mesma, uma vez que foi possivel verificar um
aumento da sua concentracdo conforme a progressao da doenca. O biomarcador,
além disso, pbde ser detectado no plasma sanguineo, 0 que proporciona ao paciente
maior segurancga, uma vez que a coleta é feita de forma simples e menos invasiva,

quando comparada a coleta do liguido cefalorraquidiano.

O imunossensor descartavel acoplado ao sistema microfluidico para a
deteccdo e quantificacdo do biomarcador ADAM10 mostrou-se uma excelente
alternativa para a deteccdo precoce da DA quando aplicado em amostras reais de
idosos saudaveis e portadores da DA em diferentes estagios, o que pode vir a
proporcionar ao paciente uma melhor qualidade de vida. O dispositivo
desenvolvido demonstrou ser um método simples, rapido e de baixo custo para
deteccdo do biomarcador ADAM10 apresentando um baixo limite de deteccédo e
excelente correlagdo com o método ELISA, o que confirma sua preciséo.
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