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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOENSAIO ELETROQUIMICO PARA
DETECCAO DE BIOMARCADORES PROTEICOS UTILIZANDO
PARTICULAS MAGNETICAS E ARRANJO DE ELETRODOS
DESCARTAVEIS PARA O DIAGNOSTICO DE CANCER DE PROSTATA

Este trabalho descreve o desenvolvimento de imunoensaios eletroquimicos
utilizando dispositivos descartaveis a base de eletrodos fabricados com materiais
de baixo custo como alternativa para deteccdo dos biomarcadores p16, GSTP1,
PSA e CYFRA-21-1 voltados para o diagndstico de cancer de prostata. Nos
Imunoensaios desenvolvidos foram utilizados micro/nanoparticulas magneticas as
quais proporcionaram a captura e separacao dos biomarcadores e amplificacdo do
sinal analitico, permitindo atingir alta seletividade e baixos limites de deteccéo.
Para isso, uma célula microfluidica descartavel foi desenvolvida contendo 8
eletrodos de trabalho a base de carbono, um eletrodo de Ag|JAgCIl como pseudo
eletrodo de referéncia e um eletrodo de carbono como eletrodo auxiliar. Trés
diferentes imunoensaios foram desenvolvidos. O primeiro trabalho consistiu no
desenvolvimento de um imunoensaio eletroquimico para a deteccdo do
biomarcador pl16. As imunoanalises foram realizadas ap0s a otimizacdo dos
parametros, como tempo de incubacdo e vazdo do fluxo utilizada no sistema
microfluidico. A curva de calibracdo foi construida com solucdo padrdo dos
biomarcadores preparadas em soro de bezerro com concentracdo de pl6 no
intervalo de 1,38 a 27,7 fg mL™. O dispositivo apresentou limite de deteccdo
(LoD) de 0,04 fgmL?, sensibilidade de 11,6 nA(fg/mL)! e coeficiente de
correlacdo de 0,995. O segundo método consistiu na detec¢do simultanea dos
biomarcadores PSA e GSTP1. As correntes de pico obtidas apresentaram resposta
linear entre 0,7 - 27,8 fg mL* para GSTP1 e 0,28 - 277 fg mL™ para o PSA. As
sensibilidades alcancadas para GSTP1 e PSA foram de 22,4 nA(fg/mL)™* para
ambos biomarcadores e os LoDs foram de 0,15 fg mL™* para 0 GSTP1 e 0,16 fg

mL? para o PSA. Por fim, o terceiro imunoensaio consistiu na aplicacdo de
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nanoparticulas magnéticas sintetizadas (MNPs) de Co0g25ZNng.75F€204
(CoZnFeONPs) e de FesO4, (FeONPs) que foram utilizadas para mimetizar a
enzima peroxidase. O uso de eletrodos de trabalho de carbono modificado com
oxido de grafeno (GO) e MNPs permitiram a detec¢éo eletroquimica de CYFRA-
21-1 com LoDs de 0,30 fg mL™* e 0,19 fg mL™, para FeONPs e CoZnFeONPs,
respectivamente. Por fim, foi possivel testar os imunossensores frente a soro de
pacientes fornecidos pelo Hospital de Amor de Barretos/SP obtendo respostas
concordantes com o método ELISA, evidenciando que o dispositivo é uma
escolha promissora para uso no diagndstico de cancer de préstata frente aos
métodos tradicionais ECL e ELISA.

Palavras chave: Imunoensaio, Diagndstico, Particulas magnéticas, Cancer de
préstata, GSTP1, PSA, pl16 e CYFRA-21-1.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMMUNOASSAY FOR
PROTEIN BIOMARKERS DETECTION USING MAGNETIC PARTICLES
AND DISPOSABLE ELECTRODES ARRAY FOR THE DIAGNOSIS OF
PROSTATE CANCER

This work describes the development of electrochemical immunoassays using
electrode disposable devices made from low cost materials as an alternative for
detection of the biomarkers p16, GSTP1, PSA and CYFRA-21-1 for prostate
cancer diagnosis. In the immunoassays developed, magnetic micro/nanoparticles
were used in order to provide the capture and separation of the biomarker and the
amplification of the analytical signal allowing to reach high selectivity and low
limits of detection. For this propose, disposable microfluidic cell was developed
and constructed containing 8 carbon-based working electrodes, an Ag|AgCI
electrode as a pseudo reference electrode and a carbon electrode as an auxiliary
electrode. Three different immunoassays were developed. The first work
consisted in the development of an electrochemical immunoassay for the
detection of the p16 biomarker. Immunoassays were performed after optimization
of the parameters, such as incubation time and flow rate used in the microfluidic
system. The calibration curve was prepared in calf serum with p16 concentration
in the range of 1.38 to 27.7 fg mL™*. The device presented detection limit (LoD)
of 0.04 fgmLtand sensitivity of 11.6 nA (fg/mL)™. The second method consisted
of the simultaneous detection of PSA and GSTP1 biomarkers. Peak currents
obtained showed a linear response between 0.7 - 27.8 fg mL* for GSTP1 and
0.28-277 fg mL* for PSA. The sensitivities reached for GSTP1 and PSA were
22.4 nA (fg/mL)? for both biomarkers and the LoDs were of 0.15 fg mL* for
GSTP1 and 0.16 fg mL™* for the PSA. Finally, the third immunoassay consisted
of the application of synthetic nanoparticles (MNPs) of Cog25Zng75Fe,04
(CoZnFeONPs) and Fe;0,4 (FEONPs) used to mimic the enzyme peroxidase. The

use of modified carbon work with graphene oxide (GO) and MNPs allowed the
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electrochemical detection of CYFRA-21-1 with LoDs of 0.30 fg mL* and 0.19 fg
mL* for FeONPs and CoZnFeONPs, respectively. Finally, it was possible to test
the immunosensor in serum of patients provided by the Hospital de Amor from
Barretos city obtaining concordant results with ELISA method, which showed
that the device is a promising choice for diagnosis of prostate cancer in relation
to traditional methods as ECL and ELISA.

Keywords: Immunoassay, Diagnostic, Magnetic Particles, Prostate Cancer,
GSTP1, PSA, p16 and CYFRA-21-1.
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1- INTRODUCAO E MOTIVACAO

O aumento do céancer no mundo é um grande obstaculo para o
desenvolvimento humano. Os numeros e estimativas para 0s proximos anos sao
sinais de que € necessaria uma acao imediata para contornar os efeitos deletérios
causados pela doenca a longo prazo. Ate 2035, é esperado que 0 numero de casos
da doenca cresca em torno de 24 milhdes e os gastos aumentem em fungdo dos
recursos necessarios para 0s procedimentos, como cirurgias oncologicas,
quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia e cuidados paliativos?.

O cancer de proéstata (CaP), o qual é o motivador deste trabalho, €
aquele de maior incidéncia e mortalidade em homens em todo o mundo?
excluindo-se ao cancer de pele ndo melanoma que se apresenta como a neoplasia
sélida mais incidente® 4. Esse tipo de cancer ndo apresenta sintoma até que a
doenca atinja o estagio avancado ou metastatico. Além disso, o teste de antigeno
especifico da prostata (teste de PSA) para CaP tem demonstrado algumas
limitacGes, uma vez que sua especificidade clinica € de até 35%, e alguns homens
com altos niveis de PSA ndo possuem cancer. Desta forma, a identificacdo e
quantificacdo de biomarcadores especificos para o CaP por meio de técnicas com
simples operacdo, alta sensibilidade e seletividade podem auxiliar no diagnéstico
precoce e no monitoramento da recorréncia da doenca.

As pesquisas na area de Quimica Analitica tém concentrado seus
inimeros esforgcos no desenvolvimento de métodos para o diagndstico precoce de
doencgas como o cancer. Ademais, com 0S avangos no conhecimento na area de
oncologia com relacdo a identificacdo de biomoléculas que possuam sua
concentracdo aumentada ou diminuida em fluidos bioldgicos (urina, saliva,
sangue, lagrima, etc), tem-se guiado a escolha de anticorpos e antigenos que hoje
podem ser usados como interface de reconhecimento em imunossensores para o
diagnostico de cancer precoce, no estadiamento e nos casos de recorréncia. Além

disso, tecnologias complementares, como, microfluidica, tecnologias lab-on-a-



chip, integracédo de sistemas, automacéo de dispositivos tem fornecido diversas
vantagens para os sistemas de analises, como miniaturizacdo e automacao do
sistema, facilitando o uso do dispositivo fora do ambiente laboratorial.

Nesse contexto, levando em conta a baixa concentracdo desses
biomarcadores no sangue e a inviabilidade de reutilizacdo de dispositivos de
analises de deteccdo motivaram o presente trabalho visa desenvolver dispositivos
descartaveis de baixo custo, utilizando imunossensores eletroquimicos acoplados
ao uso de particulas magnéticas, obtidas comercialmente e sintetizadas. Estes
foram utilizados tanto para a imunocaptura e separacao do analito quanto para a
amplificacdo de sinal, voltados para deteccdo de biomarcadores objetivando o

diagnostico precoce do cancer de proéstata.
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2 -ESTADO DA ARTE

2.1 - Cancer de prostata (CaP)

O cancer de prostata (CaP) foi identificado pela primeira vez em
1853 pelo cirurgido J. Adams®. Devido a limitacdo dos diagnosticos da época,
assim como para 0s demais canceres, a expectativa de vida para 0os homens
acometidos pela doenca era relativamente muito baixa.

A doenca ndo possui causa definida, entretanto, foi observado que a
idade € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenca, cujo
avanco da idade compreende um fator de risco bem estabelecido, visto que tanto
a incidéncia como a mortalidade aumentam apds os 50 anos®. O histérico familiar
em primeiro grau (pai, irmdos ou filhos) apresenta associagdo positiva para
aumento do risco de desenvolvimento dessa neoplasia, assim como a cor de
pele/etnia sdo relevantes na etiologia desse tipo de cancer”8,

Ainda néo se sabe com clareza quais as razdes, mas homens negros
apresentam risco de duas a trés vezes maior que o restante da populagédo
masculina, bem como o dobro da probabilidade de morrer por conta da doenca. E
essa diferenca pode se dar, em parte (cerca de 5% a 10%), devido a uma propensao
genética, observada pelas altas taxas de incidéncia desse cancer em jamaicanos,
caribenhos e americanos com ascendéncia africana. Japoneses e indigena formam
um grupo no qual a incidéncia da doenca € até 70% menor em relacédo a branca.
Outras associacgdes estdo descritas na literatura, como hormdénios sexuais padrdes
dietéticos, alimentacdo rica em gordura animal e obesidade® ° também
colaborarem para a incidéncia da doenca® # 1%, Consequéncia marcante desses
fendmenos relaciona-se com a elevacéo, de trés a sete vezes na incidéncia do
cancer de prostata detectada, na primeira geracdo de japoneses e chineses, cujos

pais migraram para S&o Francisco. A melhor explicacdo, a despeito do fator racial,



foi a mudanga ambiental, destacando-se a aquisi¢do de novos habitos alimentares,
como maior ingestdo de gordura®?.

Antes da década de 1970, a maioria dos casos de CaP eram
diagnosticados pelo exame retal digital (DRE) que permite que o profissional
avalie a prostata em funcéo da consisténcia, tamanho, lesdes, presenca de nodulos
ou endurecimento. Nesse exame, leva-se em consideracéo a idade do homem, uma
vez que com o passar da idade a glandula tende normalmente a crescer. Embora
continue sendo um procedimento fundamental para o diagnostico da doenca, essas
alteracBes ocorrem em estagios avancados, dificultando o diagndstico inicial da
doencall.

Complementar ao exame de toque, a triagem clinica é tambem
realizada em pacientes com suspeita de cancer de prostata por meio de exames de
sangue para deteccdo do antigeno prostatico especifico (PSA, do inglés Prostate
specific antigen). O PSA é uma glicoproteina de 237 aminoacidos da familia das
calicreina humanas (KLK-3). Codificado pelo gene KLK3, o PSA se localiza no
cromossomo 19 e ¢ secretado pelo epitélio prostatico com a funcéo de liquefazer
o liquido seminal. A quantificacdo do PSA é realizada pelo método de Ensaio de
imunoadsorcdo enzimética do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
(ELISA) e pela técnica de eletroguimiluminescéncia, em geral, em grandes
hospitais ou laboratorios de anélises clinicas.

Os dois exames devem ser realizados anualmente por homens acima
de 50 anos e, caso haja incidéncias da doenca na familia, deve ser realizado aos
45 anos. De acordo com a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), um em cada
seis homens com idade acima de 45 anos desenvolvera o cancer durante a vida!?
14.

O ponto de corte da doenca € dado pelo historico de homens ja
diagnosticados com a doenca. Estatisticamente, cerca de 70 a 80% dos homens
que possuem niveis de PSA até 4 ng mL™ sdo considerados isentos da doenca.

Cerca de 50% dos pacientes com valores de PSA acima de 4 ng mL* e/ou exame



de toque alterado apresentaram a doenca confirmada pela biopsia. Entretanto, ndo
h& valores consensuais que fornecam a efetiva separacdo entre pacientes
saudaveis e doentes, pois pacientes com cancer de prostata podem apresentar
niveis inferiores a 4 ng mL* de PSA™. Desta forma, ndo ha um nivel de PSA
abaixo do qual o homem esteja restrito a doenca, além de muitos casos nao
entrarem na estatistica de valores®. Além disso, vale ressaltar que a Unica forma
de efetivamente identificar a doenca é pela bidpsia, a qual é indicada para a
confirmacdo e estadiamento da doenca.

No passado, acreditava-se que o PSA era um biomarcador especifico
para o 6rgdo prostata, no entanto, foi demonstrado posteriormente que outros
6rgdos também secretavam o PSA, inclusive em mulheres®. Seus resultados
também foram criticados por fornecer resultados pouco confiaveis, incluindo
falsos positivos e falsos negativos devido a sua baixa especificidade de 35%,
levando a procedimentos arriscados, dolorosos e desnecessarios aos pacientes?’.

O teste também ndo permite a discriminagéo de hiperplasia benigna
da prostata (BPH) e carcinoma, ndo faz distingdo entre a doenca no estagio inicial
e de tumores indolentes “insignificante822, Portanto, as limitacGes encontradas
no teste de PSA fizeram com que houvesse uma busca por outros biomarcadores
com a finalidade de melhorar o diagndstico e evitar os tratamentos invasivos

desnecessarios?3,

2.2 - Biomarcadores para CaP reportados na literatura

De acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), um
biomarcador de cancer € uma molécula bioldgica encontrada em fluidos corporais
como, sangue, urina, saliva, suor ou tecidos e que atua no sinal de um processo
normal ou anormal do organismo?°.

Uma enorme variedade de biomarcadores pode ser encontrada na

literatura, incluindo proteinas, como uma enzima ou receptores celulares, acidos



nucléicos, como microRNA ou RNA, anticorpos e peptideos, assim como outras
categorias de compostos como aqueles estudados via metaboldomica que levam
em conta um conjunto de metabdlitos de baixa massa molecular (até 1500 Da)
presente ou alterado apds um estimulo fisiopatoldgico ou modificacdo genética.

A quantificacdo destes compostos, agora referidos como
biomarcadores, pode ser utilizada para uma estimativa de risco da doenca, para o
rastreamento de canceres primarios ocultos e para as distingdes da benignidade da
malignidade. Além disso, os biomarcadores podem possibilitar o progndstico para
pacientes que foram diagnosticados com cancer e o monitoramento do estado da
doenca, seja para detectar recorréncia ou determinar a resposta da progressao
frente a terapia®® 2°,

Muito tém sido estudados com relacdo ao cancer de prostata no
sentido de contornar os problemas associados a baixa precisdo do PSA em relacdo
ao seu mau diagnostico. Dentre os biomarcadores de cancer de prostata relatados
na literatura podem ser citados a fosfatase acida prostatica (PAP)?"-28 e a calicreina
humana 2 (HK2)?* 3% a qual é da mesma familia do PSA. O PAP foi o primeiro
marcador tumoral usado no cancer de prostata. Este marcador possui limitacdes,
pois costuma se apresentar elevado apenas nos estagios mais avancados da
doenca, ndo sendo por isso, de muita utilidade nos estagios iniciais. Ja a HK2 ¢
uma proteina que apresenta homologia de cerca de 80% ao PSA. Sua expressao
aumenta exponencialmente desde o epitélio prostatico benigno até o cancer de
préstata e as metastases linfonodais. Estudo revelaram que a dosagem de hK2, em
combinagcdo com a relacdo PSA livre/PSA total, melhora a acurécia do
diagndstico do cancer de prostata em pacientes com PSA total entre 2,5 e 4,0 ng
mL1 131320 antigeno 3 especifico (prostate cancer antigen 3 (PCA3))%- tém
sido utilizado em testes comerciais de analise de urina vem demonstrando
resultados promissores para sinalizar a doenca. No teste, sdo analisados RNAs de
células circundantes fornecendo interessante preciséo e especificidade clinica de

80% e 93%, respectivamente. Entretanto, séo testes demorados que levam entre



7-15 dias para ficar prontos. Enzimas, tal como a alfa metilacil CoA racemase
(AMACR)®-3 jdentificada por meio da expressdo de RNA, também tem sido
reportadas, no entanto, a deteccdo desta enzima possui maior sensibilidade e
especificidade para a analise de tecidos obtidos via biopsia, que necessita 0 avango
da doenca para observar a alteracao desse biomarcador. Os fatores de crescimento
a insulina (IGF’s)*, tal como IGF-1, apresentam uma potente atividade mitética
em células normais e doentes sugerindo que estes fatores podem estar envolvidos
com o cancer de prostata.

Vérios biomarcadores teciduais, encontrados nos testes Prolaris® e
Oncotype DX®, comercialmente disponiveis, tém sido propostos para fornecer
uma avaliacdo precisa da agressividade do cancer. Entretanto, nenhum deles
forneceu potencialidade para a detecgdo precoce. A Tabela 2.1 apresenta alguns

biomarcadores estudados para a deteccdo do cancer de proéstata.

TABELA 2.1 - Biomarcadores aplicados para o diagnéstico do cancer de prostata.

Biomarcador Tipo de marcador Amostra Referéncia
PAP Proteina Sangue  Amorim et al.?
HK2 Proteina Sangue Finlay et al.*
PCA3 microRNA Urina Aubin et al®4,
AMACR Proteina Tecido Box et al.*’
EPCA Proteina Tecido  Gauchez et al.*°
PSMA Proteina Tecido  Gauchez et al.*°
ERG-TMPRSS2 microRNA Urina Attard et al.*
PSA Proteina Sangue Yang et al.*?

PAP: fosfatase acida prostatica; HK2:calicreina humana 2; PCA3: antigeno do cancer de
préstata 3; EPCA: antigeno precoce da prdstata; AMACR: alfa-metilacil-coenzima A; PSMA:

antigeno especifico de membrana; PSA: Antigeno prostatico especifico.
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Neste trabalho foi avaliado a utilizagdo dos biomarcadores pl6,
GSTP1 e CYFRA-21-1 que ja foram explorados em trabalhos na area da salde e

demonstraram ser potenciais biomarcadores para a deteccdo do cancer de prostata.

2.2.1-pl6

A proteina 16 (p16) formada pelo gene supressor de tumor p16 é um
importante regulador do ciclo celular cuja perda funcional pode contribuir
significativamente para a transformacdo e progressdo maligna do cancer de
prostata®®. Devido a capacidade de inibir a atividade catalitica, essas proteinas
desempenham um papel importante na inibicdo de progressdo do ciclo celular®,

O biomarcador tem destacado ndo apenas no diagndstico precoce,
mas também, na avaliacdo de metastase, recidivas tumorais, prognostico e no
acompanhamento da eficécia das terapias anticancer. Resultados apresentados por
Gu® et al. indicaram que a inativagdo do gene p16 por meio da metilacéo da ilha
CpG ndo sdo eventos comuns no cancer de prostata em estagio inicial. Entretanto,
sugere-se que a diminuicédo de proteinas p16 em tumores prostaticos séo eventos

presentes durante a metastase e podem ter implicacdes progndsticas*® 47,

2.2.2 - GSTP1

A Glutationa-S-Transferase 1 (GSTP1) tem sido reportada em muitos
trabalhos como um marcador epigenético para o diagndstico precoce do cancer de
prostata. Esse biomarcador tém funcdes no metabolismo celular, como
detoxificagdo de substancias prejudiciais ao organismo, atuando como
“vigilantes” de células prostaticas, sendo observada em mais de 90% dos tumores
da prostata. As GSTP1 interagem com diversos fatores, tais como regulacdo de
quinases, envolvido com proliferacdo de células, diferenciacdo e apoptose®.

As alteracOes epigenéticas tais como a hipermetilacdo de um gene,
estdo frequentemente envolvidas no desenvolvimento de tumores, progressdo e

recorréncia da doenca. Cerca de 70-80% dos casos de cancer de prostata avaliados



11

apresentavam metilacéo do gene, enquanto que a hiperplasia benigna apresentava
hipometilagdo®.

Martignano et al. relataram que os tumores malignos nao expressam
GSTP1, enquanto que os tecidos saudaveis apresentaram a maior expressao desse
biomarcador®. Nesse contexto, a perda de expressdo de GSTP1 pode estar
associada a carcinogénese precoce ou mau progndstico®® 5. Ainda, foi
demonstrado que a sensibilidade do GSTP1 no teste clinico foi de 42,3% e sua
especificidade de 92,9% em comparagdo com PSA, o qual possui 89,9% e 35,7%,
respectivamente, onde a sensibilidade clinica é definida como a capacidade do
teste de identificar corretamente os individuos que possuem a doenca (casos) e
especificidade, a capacidade do teste de identificar corretamente os individuos
que ndo possuem a doenca (ndo-casos)*®.

Logo, a alta especificidade do GSTP1 em comparacdo ao PSA pode
ser uma vantagem interessante para o rastreamento e diagndstico do cancer de
préstata, uma vez que o diagndstico pode ser feito precocemente, diminuindo o
numero de falsos positivos e falsos negativos, bem como aumentando a taxa de

sobrevida dos pacientes.

2.2.3 - CYFRA-21-1

O CYFRA-21-1 é um biomarcador amplamente utilizado no cancer
de pulmédo, mama, cabeca, pescoco, bexiga, colo-retal, ovario e préstata®>>°. O
biomarcador foi reconhecido por dois anticorpos monoclonais de camundongo,
um anticorpo especifico para citoqueratina 19 monoclonal biotinilado (KS 19-1)
e um anticorpo monoclonal especifico para citoqueratina 19 (BM 19-21),
direcionado contra dois epitopos diferentes de um fragmento de citoqueratina 19
que sofre clivagem com a ajuda da enzima caspase-3 e € liberada na circulacédo
sanguinea durante a progressao e a regeneracdo de um tumor®. Por este motivo,
pode ser detectado e quantificado na corrente sanguinea, fluidos e tecidos

bioldgicos®? >4,
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A concentragdo de CYFRA-21-1 em soro humano foi relatada como
de 3,3 ng mL* para uma pessoa saudavel, no entanto, foi encontrado em uma

concentracdo menor durante a supressdo androgénica (terapia hormonal)®®.

2.3 - Dispositivos Point-of-care e Sistemas microfluidicos

A acessibilidade de analises clinicas requerem uma série de
caracteristicas para a deteccdo como, baixo custo, operavel com pouco ou
nenhuma fonte de energia, adaptavel a varios tipos de ensaio em uma gama de
condicdes, simples o suficiente para ser usado por qualquer pessoa, rapido,
preciso e quantitativo®’.

Métodos como ELISA, cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS)%8, ensaios de reacdo em cadeia de polimerase
com transcricdo reversa em tempo real (QRT-PCR)®®, radioimunoensaio (RIE) e
Western Blotting tém sido utilizados para a detec¢do de doengas como o cancer.
Entre as principais desvantagens encontradas nesses métodos convencionais estao
a significativa complexidade das analises, o tempo e o custo envolvidos, que
imp0e limitagdes no nimero de amostras analisadas®. Além disso, algumas delas
sdo semi-quantitativas como é o caso da técnica Western blotting, tornando-o
inviavel para se acompanhar o aparecimento, evolucgdo e progndstico da doenga®’.
Sendo assim, os métodos citados ndo preenchem 0s requisitos essenciais para a
utilizagdo imediata proximos ao paciente ou em areas remotas.

As analises point-of-care (POC) constituem uma abordagem
alternativa e essencial para a deteccéo rapidas da doenca proximos ao paciente, o
que facilita um melhor diagnéstico, monitoramento e gerenciamento das doencas.
Além de permitir rapida decisdes médicas, uma vez que as doencas podem ser
diagnosticadas precocemente, levando a melhores resultados de salde para

pacientes e permitindo o inicio precoce do tratamento, bem como o



13

monitoramento dos pacientes ja diagnosticados podendo ser utilizados em casos
de recorréncia.

Tecnologias complementares, como microfluidica, tecnologias lab-
on-a-chip, integracdo de sistemas, automacdo de dispositivos podem fornecer
diversas vantagens para os sistemas POC. A tecnologia microfluidica possui
caracteristicas notaveis para o diagnostico de doencas como, baixo custo e baixo
consumo de reagentes, analise rapida, alta portabilidade e processamento
integrados de fluidos bioldgicos complexos com alta sensibilidade para aplicagcdes
na area da saide®?%. Logo, esses dispositivos microfluidicos podem atuar como
uma ponte para melhorar o sistema global de saude com alta eficiéncia e
sensibilidade, especialmente para areas remotas com poucos recursos, Como em
locais de assisténcia domiciliar e em situagdes de emergéncia.

Embora avancos significativos tenham sido feitos no
desenvolvimento desses dispositivos a partir de métodos de prototipagem rapida
usando materiais simples como polidimetilsiloxano (PDMS), poli(metacrilato de
metila) (PMMA)®, poli(olefina ciclica) (COC)%, a base de papel®™® e
dispositivos hibridos™, estes ainda precisam de etapas quimicas que demandam
longos tempos para fabricacdo trazendo limitacdes para producdo em escala
comercial™ 72,

A prototipagem baseada em polimeros usando uma impressora de
corte provou ser uma boa técnica para o desenvolvimento rapido e barato de
dispositivos microfluidicos. Numerosos estudos envolvendo a aplicacdo de
impressoras de corte usando laser para o desenvolvimento facil e rapido de canais
microfluidicos em materiais como poliéster, PDMS e PMMA foram recentemente
relatados na literatura™’®. No entanto, apesar do progresso substancial neste
campo, ainda ha uma necessidade de desenvolver processos de fabricacdo simples
e rapidos para produzir de forma rentavel dispositivos microfluidicos portateis e

descartaveis para aplicagdes analiticas.
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Uliana et al. reportaram um método de prototipagem rapida néo-
litografica baseado no uso de uma impressora de corte (~ R$ 1.000,00) e materiais
simples e de baixo custo. O dispositivo foi constituido de oito eletrodos de
trabalho modificados, um contra eletrodo e pseudo-referéncia. O dispositivo foi
aplicado com sucesso para deteccdo do biomarcador receptor de estrogénio (ERa)
em lisados de células doentes, empregando particulas magnéticas e deteccédo
eletroquimica. O sistema apresentou-se como uma excelente plataforma para
ensaios de alto rendimento, possibilitando até oito medi¢des simultéaneas
apresentando grande potencial para deteccdo multiplexada de biomarcadores
vinculados ao cancer’’.

Dentro deste contexto, técnicas emergentes na area de deteccdo e
quantificacdo de biomarcadores, como as técnicas eletroanaliticas mais
especificamente, no campo de biossensores tém demonstrado grande potencial na
area de analises clinicas entre elas o cancer. Isto, vem associado a facilidade na
manipulacdo dos instrumentos, necessidade de pequena quantidade de reagente e
amostras, principalmente quando utilizado sistemas miniaturizados, alem de
permitir a fabricacdo de sistemas na configuracdo multiplexada e grande

viabilidade de producédo em larga escala’®®°,

2.4 — Biossensores

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico
composto basicamente por um componente bioldgico (enzimas, anticorpos,
acidos nucleicos, tecidos, polissacarideo, bactéria, etc.) ou biomimético de
reconhecimento e um transdutor. O primeiro faz o reconhecimento de uma
determinada substancia (proteina, toxina, peptideo, vitamina, acUcares, ion
metalicos) por meio de uma reacao bioquimica especifica. Na interacdo do analito
com o biocomposto, alguma variacdo ira ocorrer, como um aumento na

concentracdo de protons, liberacdo de gases, emissdo ou absorcéo de luz, emisséo
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de calor, variacdo de massa, mudanca de estado de oxidacdo, potencial elétrico,
corrente elétrica, condutancia, impedancia, etc. A principal funcdo destinada ao
sistema de reconhecimento é fornecer a unidade sensora, seletividade e
especificidade para que o analito seja identificado e quantificado em amostras de
matrizes complexas®!: 82,

Por fim, o transdutor, converte a energia destes eventos numa forma
mensuravel. O transdutor pode ser éptico, magneético, térmico, acustico ou
elétrico. Com isto, o transdutor ira converter o evento em um sinal elétrico que
sera amplificado por meio de um amplificador (componente fisico) e, entdo,
enviado a um dispositivo que ira processar os dados (computador, celular, etc)
para serem salvos e interpretados. A Figura 2.1 apresenta o esquema dos

componentes basicos de um biossensor83-¢,

/N "‘Wﬂgiﬁ i

Ve B @ RN '
@ :Q*‘_ ) B | " ——
t\(-‘ a S F » | Elemento de reconhecimento biolégico

Viagné tico

/ j Processamento do sinal \ﬁ
\ 4

FIGURA 2.1 - Representacdo esquematica dos componentes de um biossensor.

- Medida do Sinal

O primeiro trabalho descrevendo um dispositivo biossensor ocorreu
em 1962 por Clark e Lyons os quais realizaram o0 monitoramento do sangue em
funcdo da concentracdo de glicose e sugeriram que a superficie do eletrodo
(eletrodo de oxigénio de Clark) poderia reter uma camada fina de enzima soluvel
a partir do uso de uma membrana de dialise em que o consumo de oxigénio da

reacdo catalitica era medido®l. Anos depois, em 1967, Updike e Hicks relataram
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a utilizacdo do eletrodo de Clark para a imobilizacdo da enzima glicose oxidase
em gel poliacrilamida no monitoramento de glicose em sistemas biologicos. Esses
sensores baseados em reacdes enzimaticas em funcdo do oxigénio consumido
foram considerados biossensores de primeira geracéo®’.

Com a evolucéo dos sistemas biossensores de primeira geragao, 0S
de segunda geracdo apresentaram independéncia em relacdo a quantidade de
oxigénio dissolvida. Isso ocorre devido a presenca de aceptores artificiais de
elétrons que evitam a reducdo do oxigénio. Biossensores desse tipo sédo
dependentes do potencial de oxidacdo ou reducdo do mediador. Ja os biossensores
de terceira geracdo apresentam a transferéncia direta de elétrons entre o eletrodo
e o sitio ativo da molécula na qual durante a conversdo do substrato um par redox
no sitio ativo tende a ceder elétrons e a outra aceitar. Como vantagem, esses
biossensores ndo necessitam da presenca de um mediador, permitindo o uso de
potenciais menos elevados, e consequentemente, diminuindo a acdo de
interferentes®® 8

Os biossensores ainda podem ser classificados de acordo com a
espécie biologica imobilizada sobre o eletrodo podendo ser DNA, ceélulas,
anticorpos, organelas e enzimas, e por meio do tipo de transdutor de energia.

Dentro do mecanismo que confere a especificidade bioldgica, duas
categorias podem ser discutidas, como, 0s biocatalisadores (enzimas, células e
organelas), em que o reconhecimento de um analito é seguido de uma mudanca
quimica; e reacbes de afinidade utilizando anticorpos, DNA e receptores de
membranas celulares denominados imunossensores e genossensores®®-%?,
respectivamente, estes possuem ligacdes reversiveis e nao cataliticas.

A grande maioria dos biossensores estudados utilizam transdutores
eletroquimicos devido ao baixo custo, facilidade de uso, portabilidade e a
possibilidade de serem facilmente miniaturizados. Esses sensores transformam
uma informacgdo quimica, uma reacdo de oxirreducdo, em um sinal elétrico

mensuravel e proporcional a concentracdo do analito analisado e sdo classificados
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em 4 principais categorias: potenciométricos®®, condutimétricos®® 9

impedimétricos® % e voltamétricos/amperométricos®’.

2.5 — Imunossensores eletroquimicos

Os imunossensores utilizam como elemento de reconhecimento
anticorpos ou antigenos integrados a um transdutor fisico. O primeiro
Imunossensor eletroquimico para deteccdo de biomarcadores tumorais foi
desenvolvido no final da década de 1970%. O dispositivo envolveu o ensaio
competitivo da gonadotrofina coriénica humana (hCG) marcado com a enzima
catalase e 0 monitoramento da reacdo enzimatica foi acompanhado pela técnica
amperomeétrica. Posteriormente, muitos imunossensores para proteinas voltados
para o diagnoéstico de doencas foram relatados na literatura 99100,

Imunossensores amperometricos vém sendo amplamente utilizados
na deteccdo de biomarcadores proteicos vinculados ao cancer®® 878, Sey
mecanismo de funcionamento é baseado na medida de corrente resultante da
aplicacdo de um potencial constante no eletrodo de trabalho em relacdo ao
eletrodo de referéncia. A corrente obtida da oxidacdo ou reducédo € geralmente
obtida pelo uso de algum marcador redox uma vez que nem o anticorpo nem o
antigeno possuem propriedades redox. Desta forma a medida da corrente obtida
sera diretamente proporcional a concentragdo das espécies de interesse!®L,

Os Imunossensores eletrogquimicos sdo baseados no ensaio de
imunoabsorcao enzimatica ELISA que é largamente utilizado para a deteccéo de
antigenos e anticorpos onde a captura do antigeno (ou anticorpo) em uma amostra
envolve o uso de anticorpos (ou antigenos) especificos. A deteccdo em geral
envolve o uso de enzimas e substrato especificos que levam a uma mudanca do
mesmo??2,

Os marcadores enzimaticos mais comumente utilizados sdo as

enzimas Horseradish peroxidase (HRP), Beta galactosidase e a Fosfatase
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alcalina, uma vez que estas apresentam alta pureza, alta atividade especifica e
substrato estavel. Sdo utilizados substratos cromogénicos especificos para as
respectivas enzimas, os quais sdo hidrolisados gerando produtos com cor cujas
intensidades sdo proporcionais a concentracdo do analito presente na amostra.
Essas enzimas em contato com seus substratos também fornecem espécies
eletroquimicamente ativas que podem oxidar ou reduzir normalmente de forma
reversivel.

O método pode ser realizado com diversas combinag6es utilizando
enzimas e anticorpos nas quais varios tipos de ligacdes ndo covalentes contribuem
para a interacdo entre antigeno e anticorpo. Dentre elas estdo forcas de Van der
Waals, ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas. A afinidade entre
anticorpo e antigeno é dada pela constante de afinidade (Ka) a qual esta
relacionada com a formagdo do imunocomplexo antigeno/anticorpo (AgAc)
mostrada na Equacdo 1. Altas sensibilidades dos imunoensaios sao resultados de

altos valores de constante de afinidade, que variam de 10* a 10*2 L mol™.

__ AcAg
¢ [Ac]lAg]

Eq. (1)

Dependendo do tipo de analito (peptideos, proteina, anticorpos e
hormdnios) que se quer detectar, varias configuracdes podem ser construidas para
0 ensaio, como por exemplo: ELISA direto, indireto, competitivo e sanduiche
indireto'®2, A Figura 2.2 apresenta ilustracoes de algumas configuracdes possiveis
para o imunoensaios ELISA

Na configuracdo direta um antigeno (ou um anticorpo) € imobilizado
na superficie dos pogos da microplaca e entdo, um excesso de outra proteina
(normalmente albumina de soro bovino, caseina, etc) é adicionado para bloquear
os sitios de ligacdo livre. Uma enzima ligada a um Ab numa reacéo separada é

adicionada ao poco. O Ab interage com o seu Ag, formando um complexo Ag/Ab-
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enzima, e o0 excesso de Ab-enzima néo reagido com Ag é lavado. Apds a lavagem,
0 substrato da enzima € adicionado e é convertido em um composto que fornece
um sinal mensuravel diretamente ligado a quantidade de Ag. A intensidade da cor
produzida é medida por uma leitora de placas espectrofotométrica que medem a
absorbancia em cada poco utilizado. A FIGURA 2.2A apresenta a configuracdo
do imunoensaio ELISA na configuracdo direta.

Os marcadores enzimaticos mais comumente utilizados séo a HRP,
beta galactosidase e a fosfatase alcalina por apresentarem alta pureza, alta
atividade especifica e substrato estdvel (facilmente conjugaveis a sistema
eletroquimico). Sao utilizados especificos substratos cromogénicos para as
enzimas, os quais sao hidrolisados gerando produtos com cor proporcionais a
concentracdo do analito presente na amostral®? 103,

Para peroxidase usa-se como substrato o orto-phenildiamina (OPD)
e paranitrofenil fosfatase para a alcalina fosfatase. A enzima peroxidase HRP
(Horseradish), obtida de raiz forte, é frequentemente empregada devido a suas
excelentes propriedades redox que além do seu baixo custo e possibilidade de ser
encontrada comercialmente em diversos graus de pureza, possui resposta estavel
por longos periodos de tempo a temperatura ambiente, num amplo intervalo de
pH. A HRP é uma glicoproteina que consiste de 308 residuos de aminoéacido,
possuindo dois fons Ca?* e uma porcdo ferroprotoporfirina, denominado grupo
heme, que esta ndo covalentemente ligada a cadeia peptidica formando o grupo
prostético (sitio ativo da enzima) e que tem como funcéo catalisar a reducédo do
peroxidol®s,

O ELISA indireto ocorre em duas etapas que envolvem dois
processos de ligacdo do anticorpo primario e anticorpo secundario marcado para
ligar no Ag. O Ab primaério é incubado com o Ag seguido da incubacdo com o Ab
secundario. No entanto, isso pode levar a sinais ndo especificos por causa de uma
reacdo cruzada que o Ab secundario pode causar. Essa técnica tem alta

sensibilidade porque mais de um Ab esta ligado a molécula de Ag. Durante o
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procedimento, primeiramente, a solugdo contendo os anticorpos sdo adicionadas
e, em seqguida, realizado a etapa de lavagem para eliminar os anticorpos nao
ligados. Apds a adicdo do Ag, e uma etapa de incubacéo e eliminacdo do excesso
de antigeno, para etapa de deteccdo, uma solucdo do anticorpo secundario
marcado com enzima é adicionada seguido da adicdo do seu substrato. A FIGURA
2.2B apresenta a configuracdo do imunoensaio ELISA na configuracao indireta.
Na microplaca incuba-se o antigeno e mantém-no por um tempo determinado para
interacdo. Em sequida, a placa é lavada e bloqueada com BSA.

O terceiro tipo, competitivo, apresentado na A FIGURA 2.2C tem
como evento central um processo de ligagdo competitiva executado pelo Ag
original (Ag da amostra) e Ag adicionado. Os procedimentos de ELISA
competitivo sao diferentes em alguns aspectos, em compara¢do com 0s ensaios
ELISA indiretos, sanduiche e diretos. Em ensaios competitivos, as seguintes
etapas sucessivas estdo envolvidas: 1) O Ab primario (sem marcacao) € incubado
com a amostra (Ag), 2) Complexo de Ab-Ag é entdo adicionados a placas de 96
pOcos que sdo pré-revestidas com o mesmo Ag; 3) O Ab néo ligado é removido
lavando a placa (quanto mais Ags na amostra, menos Abs sera capaz de se ligar
ao Ag no pogo, portanto, "competicdo™); 4) o Ab secundario que é especifico para
0 Ab primario e conjugado com uma enzima é adicionado; 5) um substrato é
adicionado, e as enzimas restantes provocam um sinal cromogénico ou
fluorescente. Para o ELISA competitivo, quanto maior a concentracdo de Ag da
amostra, mais fraco é o eventual sinal. A principal vantagem de um ELISA
competitivo é a capacidade de usar amostras brutas ou impuras e ainda ligar
seletivamente qualquer Ag que possa estar presente.

O ELISA do tipo sanduiche ¢ o teste mais comumente utilizado para
guantificacdo de antigenos. O ELISA no formato sanduiche quantifica antigeno
entre duas camadas de anticorpos (Anticorpo de captura e deteccdo). Nesse
método ao invés de ligar antigenos diretamente a placa, anticorpos primarios de

alta especificidade sédo imobilizados sobre a placa seguido da adi¢cdo da amostra
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contendo o antigeno de interesse permitindo a interacdo entre antigeno-anticorpo.
Seguido a etapa de lavagem um segundo anticorpo marcado é adicionado. Os
anticorpos ndo ligados sdo eliminados na etapa de lavagem. Por fim, o substrato
é adicionado e hidrolisado pela enzima para formar o produto colorido. O Ag a
ser medido deve conter pelo menos dois epitopos antigénicos capazes de se ligar
ao Ab, ja que pelo menos dois Abs atuam no sanduiche. Abs monoclonais ou
policlonais podem ser usados como captura e deteccdo de Abs em sistemas ELISA
tipo sanduiche. A FIGURA 2.2D apresenta a configuragdo do imunoensaio
ELISA na configuracdo sanduiche. A vantagem do ELISA sanduiche é que a
amostra ndo precisa ser purificada antes da anélise, e 0 ensaio pode ser muito mais
sensivel (até duas a cinco vezes mais sensivel que o ELISA direto ou indireto).

Muitos ELISA comerciais sdo construidos sobre sanduiche ELISA%4,

secundario

A B Substrato ‘ D Substrato
Substrato Anticorpo
C (@] Substrato e
Anticorpo A\ ()
primario J t\ J L\ Antigeno @ .\nncorpo\ /
— - S B inibidor ‘ 7\_ de captura —

]

@ Antigeno

i’ Substrato+ enzima = reagao de cor

Antigeno . -
. < JAntigeno

£ Substrato+ enzima = reagao de cor % Substrato + enzima = reagdo de cor

. Antigeno

{_J Substrato+ enzima = reagao de cor

FIGURA 2.2 - Tipos de imunoensaio ELISA: (A) configuracdo direta, (B)
configuracéo indireta, (C) competitiva e (D) indireta do tipo sanduiche. (adaptado

de Pensabio).

Para evitar confusGes, o termo "imunoensaio™ é usado para testes
baseados em imunorreagdes, enquanto o termo “imunossensor” € empregado
especificamente para descrever instrumentos inteiros, ou seja, biossensores
baseados em imunorreacao.

Nos imunoensaios heterogéneos, o Ab ou Ag é imobilizado num

substrato sélido (por exemplo, microplaca), enquanto 0s imunoensaios
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homogéneos ocorrem em solucdo. Os imunoensaios heterogeneos sdo mais faceis
de conceber e construir, mas requerem uma separacdo do Ag e do Ab das amostras
e a sua imobilizacdo numa superficie solida. Em contraste, 0os imunoensaios
homogéneos geralmente envolvem a imobilizacdo das biomoléculas em
nano/microesferas, permitindo a integracdo de multiplos processos de
manipulacdo de liquidos. Os imunoensaios homogéneos acoplados a dispositivos
microfluidicos séo alternativas relativamente baratas e eficientes e podem ser
utilizados para a deteccdo de amostras complexas, tais como urina ou sangue, sem

qualquer pré-tratamento da amostra ou grande consumo de volume!®?,

2.5.1 - Eletrodos impressos a base de Carbono

Os materiais de carbono tém sido largamente empregados para
construcao de sensores e biossensores eletroquimicos, incluindo principalmente o
eletrodo de carbono vitreo e eletrodo de grafite pirolitico, tanto com orientacéo
basal quanto edge!® 1% Apesar do excelente desempenho destes eletrodos, estes
possuem custo elevado e requer constante renovacao da sua superficie a cada nova
aplicacéo, e ndo séo viaveis para aplicacdes do tipo POC.

Eletrodos de carbono impressos pela técnica de screen printing (SPE,
do inglés, screen printed electrode) tém sido frequentemente preferidos devido a
sua grande flexibilidade de construcéo aliado ao baixo custo quando comparado
com eletrodos tradicionais. Além das dificuldades acima descritas para 0s
eletrodos solidos a sua reutilizagdo pode apresentar limitacGes extras devido a
possibilidade da amostra conter contaminantes bioldgicos, como frequentemente
ocorre no caso das analises clinicas, tornando o emprego de SPE descartaveis
extremamente interessantes devido a facilidade em sua construcdo, elevada
reprodutibilidade e possibilidade de producédo em larga escalal?’.

A técnica screen printing ou serigrafia consiste na deposi¢do de uma
camada de tinta através de uma tela colocada sobre um substrato solido. Diversos

materiais isolantes podem ser empregados como substratos para a deposicédo de
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tinta, como por exemplo, poliéster, cloreto de polivinila (PVC), materiais
ceramicos, poliamida, entre outros que podem facilmente ser modificados com
uma grande variedade de tintas condutoras®® 197,

Basicamente, as tintas de carbono consistem de particulas de grafite,
um ligante polimérico e outros aditivos utilizados para dispersao e adesédo da tinta.
A formulacdo da tinta é considerada propriedade do fabricante e as diferencgas na
sua composicdo estdo associadas ao tipo, tamanho ou carga de particulas de
grafite, as quais podem interferir nas etapas de fabricacdo do eletrodo e cura da
tinta®® 107,

Os SPEs em geral consistem em uma configuracao de trés eletrodos
(eletrodos de trabalho, referéncia e contra eletrodo). No eletrodo de referéncia é
depositado uma camada de tinta que pode conter somente particulas de prata ou
pode conter tanto Ag quanto AgCl. Para delimitacdo da area eletroativa do
eletrodo um filme isolante é colado sobre o sistema. A Figura 2.3 apresenta

algumas configuracoes de eletrodos comerciais impressos.

& (DS 8X550 DS
i OO0 000O0
A B

FIGURA 2.3 — (A) Eletrodos de carbono individuais e (B) arranjos de eletrodos

comerciais. Fonte: Dropsens.%

Uma gama de configuracdes e modificacdes podem ser obtidas via
SPE comercial ou produzidos em laboratorio. A Figura 2.4 apresenta algumas
configuracOes obtidas pela técnica de screen printing utilizando materiais de
baixo custo, como filme para transparéncia, papel adesivo vinilico e papel cartdo

dupla-face desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa.
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FIGURA 2.4 — Configuragdes de arranjos de eletrodos em (A)!%° de trabalho e
contra eletrodo e seu respectivo eletrodo de referéncia e (B)'" 119 eletrodos de

trabalho delimitados com papel adesivo vinilico formando micropocos.

Na literatura, existem poucos trabalhos relacionados ao uso de SPEs
sem modificagdo, uma vez que a modificagdo aumenta 0 nimero de possiveis
aplicacdes e melhoramento no desempenho dos sensores. A modificacdo em
massa de SPEs é simples em comparacao com os eletrodos de carbono vitreo, por
exemplo, os quais precisam de varias etapas para preparacao.

As modificacbes das propriedades eletroquimicas podem ser
realizadas alterando a composicéo das tintas ou até mesmo por meio da deposicéo
de compostos especificos na superficie dos eletrodos, tais como filmes metéalicos,
polimeros e enzimas. Além disso, um grande avango no desenvolvimento de
biossensores foi alcangado utilizando materiais nanoestruturados como Au, Ag,
Pt, Pd*!, nanotubos de carbono (CNTs)'*?, grafeno!'® e negro de fumo. Estes
materiais permitem tanto uma maior eficiéncia na imobilizacdo de moléculas

bioldgicas, quanto uma melhora na taxa de transferéncia de elétrons do eletrodo.
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2.5.2 - Técnicas de imobilizacdo de biocompostos

O desempenho de um imunoensaio depende diretamente da efetiva
ligacdo entre anticorpos e antigenos e a imobilizacdo de anticorpos ou antigenos
em um substrato deve manter a integridade do composto bem como uma
orientacdo que favoreca seu potencial para captura do alvo. Estratégias como,
modificacdo de superficie com substratos tridimensionais, monocamadas
automontadas, técnicas de bioafinidade utilizando peptideos, interacdo biotina-
estreptavidina, imobilizacdo dirigida por DNA, proteinas A e G e aptameros,
adsorcdo fisica e afinidade com metal tém sido reportadas na literatural?4,

As condicbes de imobilizacdo também sdo importantes, como por
exemplo o tipo de tampdo e pH, temperatura, bem como o tempo de reagéo entre
antigeno e anticorpo, e podem ser aprimoradas durante a otimizacdo do
dispositivo, além de estarem e estdo diretamente relacionadas ao desempenho do
sensor. Logo, dentro das estratégias para o desenvolvimento de imunoensaios, a
modificagcdo adequada do eletrodo pode levar a um significativo aumento da
resposta dos imunosenssores e, consequentemente, melhorar a performance do
Imunoensaios. Nas secdes a seguir estdo apresentadas algumas formas de

imobilizacdo de biomoléculas.

i) Adsorcéo fisica

Baseada em interacGes fracas como interacdo de Van der Waals e de
hidrogénio, o processo de imobilizacdo é simples e durante um intervalo de tempo
preé-estabelecido para que ocorra a adsorcdo. Os suportes comumente usados séo
grafite, resina de troca ionica e eletrodos modificados com nanomateriais. Embora
este método ofereca uma via de fixacdo mais simples, os anticorpos podem ser
imobilizados de maneira orientada aleatéria, podendo ser deslocados em etapas
posteriores por lavagem!®. Além disso, a orientacdo adequada do elemento de
reconhecimento para a formacdo do imunocomplexo é pobre e a passivacdo da

superficie do eletrodo ocorre com frequéncial®?.
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if) Imobilizacéo covalente

A imobilizacdo por ligacdo covalente € a mais empregada na
construcdo de imunossensores. Esta ocorre entre os grupos funcionais néo
essenciais, por exemplo amina, hidroxila, carboxila e tiol em cadeias laterais, para
a atuacdo da biomolécula e grupos reativos disponiveis na superficie do suporte.
Em geral, este método envolve as etapas de ativacdo do suporte com um reagente
especifico (bi ou multifuncional), e adicdo da biomolécula para formacdo da
ligacdo entre as cadeias laterais da biomolécula e o suporte. Nas imobilizacbes
por ligacdes covalentes, dificilmente a molécula ira desprender-se do suporte e a
estabilidade diante de variagdes fisico-quimicas é aumentadal*6-118,

O acoplamento via ligacéo entre grupos amina e grupos carboxilicos,
presentes no substrato e no biocompostos, obtidas com o auxilio de intermediarios
reativos a base de carbodiimida EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida) com ésteres succinimidicos, como o NHS (hidroxisuccinamida),
tém sido largamente empregados para efetiva imobilizacdo covalente de
biocompostos. Este método é conhecido como acoplamento EDC/NHS e resulta
na formacéo da ligacdo amidal!® 1%,

Dentre os materiais utilizados para a modificacdo da superficie
eletrodica podemos citar os materiais carbondceos em suas diversas formas
alotrépicas conhecidas, as quais podemos citar o grafite, grafeno'?!, negro de
fumo (do inglés, Carbon Black (CB)*??, nanotubos de carbono (single e multi
walls)!?®, diamante, grafeno e nanomateriais metalicos!?4. A seguir sdo abordados
0s materiais utilizados neste trabalho para a modificacdo de superficie e para

ancoramento de anticorpos

iii) Oxido de Grafeno (GO)
O grafeno possui uma estrutura bidimensional planar de carbono
com a espessura de um atomo, sendo que os atomos de carbono apresentam

hibridizacdo sp? com ligacGes covalentes e estdo empacotados em um reticulo
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cristalino de formato hexagonal. Possui propriedades interessantes, como
condutividade elétrica (até 6000 S/cm) e térmica (5000 W/(m.K),
impermeabilidade a gés e alto mddulo de Young (1 TPa)*?®,

Semelhante ao grafite, 0 GO é composto por folhas de grafite
oxidadas emparelhadas com um espagamento de 6 a 12 A entre as lamelas. Estas
folhas sdo fortemente hidrofilicas devido a presenca de moléculas de agua entre
elas. O oxido de grafeno pode ser visto como sendo uma folha de grafeno com
varios grupos funcionais oxigenados ligados covalentemente na sua superficie, 0s
quais sdo os responsaveis pela hidrofilicidade do material*?. Os primeiros estudos
relacionados ao GO datam dos anos de 1840, com os trabalhos do cientista alemé&o
Schafhaeutl, que estudou a intercalacdo e exfoliacdo das camadas de grafite com
moléculas de acido sulfurico e nitrico*?’. Em 1859, quando Brodie estudava as
propriedades do grafite, a partir da mistura deste com HNO;s; fumegante e
KCIlO;1%#4 128,129 gle conseguiu fazer a exfoliacdo do grafite e também a oxidacédo
quimica das superficies, resultando no éxido de grafite e bem provavelmente no
6xido de grafeno (o qual néo foi caracterizado)**°,

O GO possui uma estrutura que néo é totalmente planar uma vez que
a rede de carbono sp? tende a possuir defeitos, contendo quantidades de grupos
oxigenados, o que pode ser benéfico para a funcionalizacdo por meio da
imobilizacdo de biomoléculas®®. A superficie de GO possui diferentes grupos
funcionais oxigenados, tal como carbonilas, carboxilas, hidroxilas e epoxilas que
sdo suscetiveis a ataques de substituicdo nucleofilica por grupos aminas (-NH>),
podendo assim, ser uma via interessante para imobilizar covalentemente pequenas
moléculas organicas, polimeros e até biomoléculas que possuem esse grupo

funcional®3?,

Iv) Nanoparticulas de ouro
Nanoparticulas metalicas (NP) sdo compostos com propriedades

fisicas e quimicas significamente alteradas quando comparados com 0s materiais
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convencionais devido a seu tamanho reduzido (< 100 nm). Sua elevada area
superficial e alta condutividade elétrica seu uso tende a facilitar a transferéncia de
elétrons e 0 ancoramento de materiais biol6gicos!3® 134,

Dentre as NPs mais utilizadas pode-se destacar as nanoparticulas de
ouro (AuNP) que vém sendo especialmente empregadas no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos devido a sua 6tima compatibilidade com materiais
bioldgicos!®®. As AuNPs podem ser utilizadas para modificar a superficie de
eletrodos com intuito de aumentar a area tanto geometrica como a eletroativa,
permitindo a imobilizacdo de um grande nimero de biomoléculas ou mesmo
serem utilizadas como marcadores para gerar sinais eletroquimicos e, assim,
aumentar a intensidade dos sinais.

Estudos demonstraram que as nanoparticulas sdo sistemas ideais
capazes de formar arranjos tridimensionais com propriedades diferentes das
nanoparticulas isoladas e de eletrodos convencionais. Enzimas possuem
dimensdes semelhantes as AuNPs de modo que tém sido combinado com uso de

biocompostos*?®,

2.5.3 - Particulas magnéticas (PMs) e amplificacéo de sinal

Biomarcadores para o diagnéstico de doencas como canceres, em
geral, encontram-se em baixos niveis, principalmente durante os estagios iniciais,
0 que pode comprometer a sua detec¢do por métodos consagrados como 0 ELISA.
Desta forma, o desenvolvimento de métodos altamente sensiveis para deteccédo
destes biomarcadores é altamente desejavel.

As PMs ganharam popularidade no desenvolvimento de
imunossensores devido a sua boa estabilidade, tamanho pequeno e geometria
esférica com uma grande quantidade de elementos de reconhecimento, cinética de
reacdo rapida e facilidade de modificacdo de superficie com grupos funcionais,
DNA, enzimas, estreptavidina, proteina A ou G, etc'®. As PMs sdo formadas

basicamente por 6xidos de ferro como a magnetita (Fe;O4), maguemita (a-Fe,O3)
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e hematita (Fe.03)'*. Os métodos para sintetizar nanoparticulas de magnetita
incluem método amplamente utilizado como irradiacdo ultrassonica, sol gel,
decomposicdo térmica e coprecipitacdo!®®. Sdo de grande interesse na area da
biomedicina devido aos diferentes tamanhos que podem ser menores ou
semelhantes a uma célula (10-100 um). As particulas podem ser utilizadas para
separacdo magnética de biocompostos de interesse em matrizes bioldgicas como
na liberacdo de farmacos entre muitas outras aplicagdes4°.

Em imunossensores, as PMs tém sido amplamente exploradas como
material para imobilizacdo de anticorpos, antigenos e enzimas. Essa estratégia
implica na utilizacdo de nano/microparticulas como meio de imobilizacdo de
marcadores e, consequentemente, amplificacdo de sinal analitico. Além disso atua
principalmente para a captura e separacdo do analito, devido suas propriedades
magnéticas, permitindo tanto a preconcentracao quanto a eliminacdo de possiveis
interferentes, minimizando o efeito de matriz® °’.

A possibilidade de funcionalizacdo das PMs com grupos aminos e
carboxilicos permitem a sua modificacdo de forma simples com anticorpos e
enzimas. Imunoensaios do tipo sanduiche usando particulas magnéticas
apresentam vantagens sobre os ensaios sanduiche convencionais, como o0 método
ELISA devido a possibilidade da amplificacdo do sinal, uma vez que uma
guantidade massiva de enzimas e anticorpos sdo imobilizados sobre o suporte
solido que tem sua grande area de superficie fornecendo amplificacdo Gtil do sinal,
melhorando o desempenho dos imunoensaios analiticos**14,  Nos
imunossensores eletroquimicos convencionais, a relagdo entre o anticorpo e
enzima € de 1:1. Com o uso das particulas magnéticas, a relacdo é amplificada
para milhares de anticorpos e milhares de enzimas para um antigeno, conforme
reportado nos trabalhos de Otieno et al*®.

Além disso, trabalhos na literatura utilizaram particulas
ferromagnéticas a fim de biomimetizar'#® a enzima peroxidase e suas atividades

cataliticas. O grupo heme encontrado nas enzimas peroxidase atuam na catalise
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da reducdo de peroxido de hidrogénio que pode ser utilizado no monitoramento
da oxidacdo de substratos como 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidino (TMB),
Hidroquinona (HQ) e o-fenilendiamina (OPD).

Sharafeldin'#’ et. al. imobilizaram anticorpos sobre nanoparticulas de
oxido de ferro decoradas com oOxido de grafeno (Ab,@Fe;O,@GO) onde sobre
um arranjo de eletrodos de carbono foi depositado eletroquimicamente grafeno
reduzido para imobilizacdo de anticorpos primarios via agente de reticulacédo
EDC/NHS. Os biomarcadores PSA e PSMA foram capturados pelo complexo
Ab2@Fe;0,@GO e posteriormente incubados no imunossensor contendo
anticorpo formando uma estrutura tipo sanduiche. A deteccdo dos biomarcadores
foi medida por amperometria pela atividade biomimética das ferritas frente a
reducdo de peroxido de hidrogénio aplicando um potencial fixo de - 0,3 V vs.
Ag|AgCI. O limite de deteccéo obtido para o PSA foi de 15 fg mL™. J4 no trabalho
de Chikkaveeraiah et al.1*® foi reportado microparticulas magnéticas decoradas
com anticorpos e HRP como marcador enzimatico. Para o biomarcador PSA foi
encontrado um LoD de 0,23 pg mL, demonstrando a viabilidade do uso das PMs,
ndo sO para captura e separacdo do analito, mas também como marcador

biomimético.



Capitulo 3 — Objetivos
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3-OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho consistiram em desenvolver métodos
analiticos para a deteccdo de biomarcadores proteicos em amostras de soro
humano, utilizando particulas magnéticas massivamente decoradas com
anticorpos e/ou marcadores enzimaticos para captura e separacdo dos analitos e
arranjo de imunossensores, construidos em dispositivo microfluidico descartavel
para a deteccdo eletroquimica dos biocompostos, visando o diagndstico de cancer
de prostata.



Capitulo 4 — Desenvolvimento

de imunoensaio eletroquimico
descartavel aplicado na deteccéo do
biomarcador p16 utilizando
particulas magnéticas comerciais
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4 - DESENVOLVIMENTO DE IMUNOENSAIO ELETROQUIMICO
DESCARTAVEL APLICADO NA DETECCAO DO BIOMARCADOR p16
UTILIZANDO PARTICULAS MAGNETICAS COMERCIAIS

Neste capitulo foi explorado a constru¢do de um sistema
microfluidico contendo 8 eletrodos de trabalho de carbono para obtencdo de
medidas simulténeas visando a quantificacdo do biomarcador p16 em amostra de
soro de pacientes controle negativos e acometidos com o cancer de préstata. O
imunoensaio desenvolvido contou ainda com o uso de particulas magnéticas
comerciais massivamente decoradas com enzimas e anticorpos com o objetivo de

obter baixos limites de deteccdo e elevada seletividade.

4.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver imunoensaio eletroquimico para a deteccdo do

biomarcador pl16. Para isso, foram necessarios:

v" Fabricar arranjos de eletrodos de carbono pela técnica screen printing;

v" Obter nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa;

v" Modificar os arranjos de eletrodos com anticorpos especificos monoclonais
(anti-p16);

v’ Caracterizar eletrogquimicamente a superficie dos eletrodos;

v" Preparar os bioconjugados HRP-PM-anti-p16 utilizando anticorpos policlonais
e enzima HRP;

v Otimizar parametros experimentais tempo de incubacdo e vazdo do sistema
microfluidico;

v" Obter curva de calibracéo;

v" Aplicar os imunossensores em amostras de pacientes cedidas pelo Hospital de

amor da cidade de Barretos/SP;
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v" Realizar a quantificagdo do biomarcador via ELISA como método comparativo.
4.2 - PARTE EXPERIMENTAL

O imunoensaio microfluidico desenvolvido envolve seis etapas: 1-
Construcdo do arranjo de eletrodos pela técnica screen printing; 2-Modificacdo
da superficie dos eletrodos de trabalho utilizando, PDDA, AuNP-GSH e
anticorpos monoclonais (Abl); 3-Modificacdo das PMs utilizando anticorpos
secundarios (Ab2) e enzima HRP (Ab2-PM-HRP); 4- Captura e separacdo do
biomarcador das solug6es das amostras utilizando o bioconjugado Ab2-PM-HRP;
5- Injecéo e incubacao do bioconjugado contendo o analito capturado (p16-Ab2-
PM-HRP) no sistema microfluidico para a deteccdo via imunoensaios tipo
sanduiche e 6-Deteccdo amperométrica em fluxo. As etapas estdo sumarizadas na

Figura 4.1 a seguir:

P
t S 5- Deteccao
> amperométrica

i Y ab, HRP-PM-Ab,
s Captt.ua de :|> 3- Preparacao do bioconjugado \“i
analito N HRP-PM-Ab, ]{Abz . PDDA
\\ ( ¢ BSA
2- Modificacao do AuNP-GSH
eletrodo de trabalho <> Biomarcador

1- Fabricacao do arranjo de
eletrodos impresso por serigrafia

FIGURA 4.1 — Representacdo esquematica das etapas de formacdo do

imunossensor com formato sanduiche.

4.2.1 - Reagentes e Preparo de Solucdes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Poli
(cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), &cido ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2- etanosulfénico))
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(HEPES), albumina de soro bovino (BSA), L-glutationa (GSH), hidroquinona
(HQ), KCI, fosfato de sodio monobéasico e dibasico, glicina, acido
tetracloroaurico(lll) (HAuCI,), N-hidroxisuccinimida (NHS), peroxidase de raiz
forte (HRP), boridreto de Sdédio (NaBH4) Tween-20 (TW-20), soro de vitelo
bovino e perdxido de hidrogénio foram obtidos da Sigma-Aldrich. Acido acético
glacial, metanol, hidroxido de sédio (NaOH, 97%)) da marca Synth. Anticorpos
primarios e secundario Anti-p16 e o peptideo p16 foram adquiridos da empresa
IMUNY. As particulas magnéticas comerciais (PM) foram adquiridas da marca
Thermofisher com diametro aproximado de 1,0 um. Para fabricacao dos eletrodos
descartaveis foram utilizadas folhas de poliéster da marca USA Folien ultra-clear
para impressao a laser e papel adesivo de vinil obtido do comércio local da cidade
de Sdo Carlos/SP. Papel cartdo adesivo dupla face com as dimensdes 3 mm de
espessura e tamanho 24x25 cm foi obtido do comércio local. A tinta de grafite
utilizada foi da marca HENKEL (cddigo 423SS) e a de Ag|AgCl foi obtida da
GWENT codigo (C2130905D3).

A solucdo de PDDA foi preparada considerando os valores de
densidade (1,04 g mL™ a 25 °C) e titulo do polication. A solucdo foram
adicionados NaCl (0,1 mol L) e agua Milli-Q.

A sintese das AuNPs modificadas com L-glutationa (GSH), utilizada
para o fornecimento de grupos carboxilicos para o ancoramento dos anticorpos,
foi realizada pela solubilizacao de 0,079 g de HAuCl, e 0,038 g de GSH em 2,0
mL de acido acético e 12,0 mL de metanol, resultando numa solucdo com
coloragdo amarelo. A solugdo foram adicionados 6,0 mL de NaBH, e mantidos
sob agitacdo constante por 2 h. Em seguida, a solucao foi filtrada com o auxilio
de uma membrana molecular de 50 kDa (lavada previamente com solucdo de
NaOH 0,1 mol L) em centrifuga com rotagdo de 3500 rpm e lavadas quatro vezes
com agua. O sobrenadante foi descartado e as AUNP-GSH foram ressuspensas em
15 mL de tampdo HEPES (20 mmol L, pH 8) com uma concentracéo final de
46,68 pgmL,
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4.2.2 -Equipamentos e aparatos

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um
equipamento DropSens pStat 8000 Multi-Potentiostat/Galvanostat interfaceado a
um computador contendo o software Dropview 8400. As caracterizacGes dos
eletrodos foram realizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
utilizando um equipamento da ZEISS modelo EVO LS15.

Os valores de pH foram ajustados com auxilio de pHmetro Hanna,
modelo pH 21. As pesagens foram feitas utilizando-se balanca analitica
SHIMADZU modelo AUW 220D com precisdo de 0,01 mg. A técnica de
comparacdo utilizada foi a Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA)
realizada com leitor de placa da marca Labtech, modelo LT-4000MS.

O sistema microfluidico foi montado com uma bomba de seringa
simples programavel da New Era Pump System modelo NE-1000, (Farmingdale,
EUA) e uma valvula manual de injecdo cromatografica (Rheodyne, 7725i)
conectada & bomba de seringa usando tubos de polietileno-cetona (PEEK). A
valvula foi acoplada ao dispositivo microfluidico e uma alca de amostragem de
100 pL de tubo PEEK foi utilizada. Conectores PEEK foram utilizados para
conectar a entrada e saida do sistema microfluidico utilizando adesivo de
comando 3 M adquirido no comércio local.

As medidas de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) foram realizadas utilizando espectrometro Jasco modelo FTIR-
4100 (Reino Unido). As imagens de microscopia eletrénica de varredura de
emissdo de campo (MEV) e espectroscopia de dispersdo de energia (EDX) foram
realizadas usando um modelo Hitachi S-4800. O EDX foi realizado utilizando
uma radia¢io de CuKa (L =1,5418 A, 40 Kv e 30 mA) na faixa angular 2 < 20 <
80 com passos de 0,05° a uma taxa de 0,25° mint. Imagens de microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) foram obtidas utilizando JEM 200 CX, operando

a uma voltagem de aceleracdo de 200 kV. Utilizou-se uma placa de aquecimento



38

IKA C-MAG modelo HS 7 (IKA Works, Inc), conectada a um controle de

temperatura integrado e uma sonda de temperatura Pt1000.

4.2.3 - Construcdo do arranjo de eletrodos descartavel pela técnica de screen
printing

O sistema microfluidico descartavel proposto foi constituido por um
arranjo de 8 eletrodos de carbono como eletrodo de trabalho (2 mm de diametro
cada), um contra eletrodo de carbono e um pseudo-eletrodo de referéncia de
Ag|AgCl, ambos comuns aos 8 eletrodos de trabalho. As etapas para a construcdo
do dispositivo estdo representadas na Figura 4.2. O design do eletrodo foi
previamente selecionado e elaborado utilizando o software Silhoutte Studio. O
método de fabricacdo do dispositivo microfluidico foi patenteado por Faria et al.
via Privilégio de Inovacdo. Numero do registro: BR1020160109841, data de
depdsito: 13/05/2016.

Uma impressora de recorte foi utilizada para recortar folhas de
adesivo de vinil com o design dos eletrodos, conforme etapa 1 da Figura 4.2. Das
folhas de vinil recortadas foram retiradas as partes indesejadas (Figura 4.2 etapa
2) com o0 uso de uma pinca. A folha de vinil adesivo contendo o design dos
eletrodos foi entdo transferida com ajuda de um adesivo de transferéncia (adesivo
contact transparente) para uma folha de poliéster (Figura 4.2 etapa 3) a qual é
comumente utilizada como transparéncia para impressao a laser. Apds esta etapa,
uma pequena guantidade de tinta de carbono foi depositada na parte superior da
transparéncia com auxilio de um rodo foi distribuida ao longo da folha passando
entre as areas dos eletrodos (Figura 4.2 etapa 3). Nessa etapa, os eletrodos de
trabalho e contra eletrodo foram serigrafados juntos em uma Unica folha. Em
seguida, a folha foi colocada na estufa a 90 °C durante 30 minutos para a cura da
tinta (Figura 4.2 etapa 4). Apos essa etapa, 0s adesivos de vinil foram removidos

e os eletrodos estdo prontos para uso (Figura 4.2 etapa b5).
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O eletrodo de referéncia foi serigrafado de maneira similar aos
eletrodos de trabalho e contra eletrodo (Figura 4.2 etapas de 1’ a 7°), com uma
etapa adicional de aplicacdo de tinta de Ag|AgCl apo6s a etapa de cura da tinta de
carbono, seguida de uma nova etapa de cura em estufa por 30 min a 60 °C sendo
entdo o adesivo de vinil retirado conforme Figura 4.2 (etapas 5°, 6’e 7°).
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por 30 min

FIGURA 4.2- Representacdo da fabricacdo do arranjo de eletrodo de trabalho e

contra eletrodo e pela técnica screen printing.

Na Figura 4.3 sdo apresentadas as imagens dos eletrodos de trabalho

e contra-eletrodo em A e do eletrodo de referéncia em B.
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FIGURA 4.3 - Fotografias do arranjo de eletrodo de trabalho e contra eletrodo em
(A) e eletrodo de pseudo-referéncia em (B) obtidos pela técnica de screen printing
patenteado por Faria et al. via Privilégio de Inovacdo. NUmero do registro:
BR1020160109841, data de depdsito: 13/05/2016.

4.2.4 - Modificacéo da superficie eletrodica

A modificacdo dos eletrodos foi realizada por meio da formacéao de
bicamadas de PDDA e AuNP-GSH por interacdo eletrostatica, conforme
representado na Figura. 4.4.

A modificagdo consistiu primeiramente em adicionar 5 pL do
polication PDDA (2 mg mL?) contendo 0,05 mol L de NaCl sobre a superficie
eletrodica mantendo a solucdo por 20 min (Figura 4.4. etapa 1). O excesso do
polication foi lavado com agua e em seguida, 5 pL de uma dispersdo de AuNP-
GSH foi adicionada sobre os eletrodos e mantida por 20 min (Figura. 4.4. etapa
2). Em seguida, o eletrodo foi lavado retirando o excesso de nanoparticulas.

Antecedendo a adi¢do do anticorpo, foram adicionados 5 pL da
solucdo mista de EDC/NHS (0,4 mol L de EDC e 0,1 mol L de NHS) para a
ativacdo dos grupos carboxilicos presentes nas AuNPs. A solucdo foi mantida
sobre o eletrodo por 10 min sendo em seguida lavado com agua. O excesso de
EDC/NHS foi retirado e 5 puL de anticorpo primario (Abl, 10 pug mL?) foi

adicionado e mantido por 18 h para formacgéo de ligacdo amida entre 0s grupos
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amino e carboxilicos provenientes do anticorpo e AuUNP-GSH, respectivamente
(Figura 4.4. etapa 3).

Por fim, os eletrodos foram lavados e, em seguida, foi realizada a
etapa de blogueio dos sitios ativos remanescentes, adicionando 5 pL de albumina
de soro bovino (BSA 2% m/m) preparado em PBS 7,4 (Figura 4.4. etapa 4). A
etapa de blogueio foi mantida por 1 h e os eletrodos foram lavados com uma
pequena quantidade de tampédo fosfato salino (PBS 0,01 mol L pH 7,4) e
mantidos sob refrigeracdo para posterior uso.

A atuacdo do EDC/NHS para a imobilizacao covalente do Abl esta representada
na Figura 4.5. Neste processo, o grupo carboxilico presente no eletrodo reage com
EDC formando um intermediario o-acilurea (intermediario ndo estavel). O
intermediario formado reage com o NHS formando um éster estavel (Figura 4.5
etapa 1). Em seguida, a reacdo de acoplamento com anticorpo monoclonal foi
realizada pela adicdo de Ab1 (10 pg mL) sobre a superficie dos eletrodos (Figura

4.5 etapa 2). As etapas resumidas estao ilustradas nas Figuras 4.4 e 4.5.

| | YATATATA A4 A TAT4
R RN NS Maadas

Etapal Etapa 2 Etapa3 Etapa4

FIGURA 4.4 - Representacdo esquematica das etapas de modificacdo dos

eletrodos.
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FIGURA 4.5 - llustracdo da reacdo covalente entre AUNP e anticorpo por meio
da solucdo mista de EDC/NHS.

Ester NHS Amina primaria

Apods modificacdo do arranjo de eletrodos, o sistema microfluidico
foi finalizado unindo-se a folha de poliéster contendo os eletrodos de trabalho e
contra-eletrodo e outra folha contendo o eletrodo de referéncia utilizando um
cartdo de polietileno de 3 mm de espessura com adesivo dupla face contendo o
canal microfluidico. Para isso, o cartdo com adesivo dupla face foi recortado com
uma impressora de recorte de forma a obter um canal microfluidico com as
dimens0es de 24x25 cm perfazendo um volume de aproximadamente 70 puL. O
canal foi utilizado para a delimitacdo da area eletroativa dos eletrodos trabalho
bem como para estabelecer o canal microfluidico.

Um furo para injecéo de solucéo e outro para saida foram realizados
na folha de transparéncia contendo os eletrodos de trabalho e referéncia com
auxilio de uma agulha. O eletrodo de trabalho e contra eletrodo foram
primeiramente posicionados em um dos lados do cartdo adesivo e em seguida o
de referéncia foi adicionado para fechar o sistema. A Figura 4.6 apresenta a

construcédo do sistema microfluidico utilizando cartdo adesivo dupla face.
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FIGURA 4.6 - Representacdo das etapas de montagem do dispositivo
microfluidico descartavel desenvolvido, o qual contém o arranjo de eletrodos de
trabalho e contra-eletrodo, o cartdo adesivo contendo o canal microfluidico e o

eletrodo de referéncia.

4.2.5 -Etapas de modificacdo das PMs para o preparo do bioconjugado Ab.-
PM-HRP.

As particulas magnéticas comerciais (10 mg mL?, didmetro de 1,0
pum) foram utilizadas para deteccdo do biomarcador pl6. A Figura 4.7 apresenta
0 procedimento ilustrativo para o preparo do bioconjugado Ab,-PM-HRP, Para a
preparacdo do bioconjugado Ab2-PM-HRP, 200 uL da dispersdo de PM foram
adicionadas em microtubo de 2,0 mL. As PMs foram manipuladas com auxilio de
separacdo magnética, utilizando uma estante magnética, e uma micropipeta.
Assim, as PMs foram lavadas utilizando 200 pL do tampdo é&cido 2-N-
morfolinoetanossulfénico (MES) 0,05 mol L (pH 5,2), agitadas em um vortex e
separadas magneticamente. O sobrenadante foi descartado e a lavagem repetida
por mais duas vezes.

As PMs lavadas foi adicionada uma solug&o de EDC/NHS (3 mg mL-
1) preparada em tampédo MES 0,05 mol L (pH 5,2). Em seguida, a solugéo foi
agitada em vortex e posteriormente agitada vagarosamente por 30 min em
agitador rotatorio. As particulas foram separadas magneticamente e lavadas duas
vezes com tampdo MES. Ap0s esta etapa foi adicionado 5 pL de Ab2 (10 pg mL-
1 0 qual foi preparado em tampéo PBS 0,01 mol L (pH 7) (Figura 4.7 etapa 1).

A solucéo foi mantida sob agitacdo lenta por 24 horas a temperatura ambiente.
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Seguido o tempo de conjugacao do Ab2, as PMs foram separadas magneticamente
e lavadas com 400 pL tampédo MES, seguido do descarte do sobrenadante.

A proxima etapa consistiu na conjugacdo da enzima HRP ao
complexo Ab2-PM previamente obtido. 250 pL de solu¢do de HRP (1,2 mg mL-
1) foi adicionado a dispersdo de PM-Ab2 e mantido por 18 horas em agitador
rotatério em temperatura ambiente (Figura 4.7 etapa 2). A solucéo da enzima foi
preparada em 0,5% m/m de BSA em PBS (pH 7). O sobrenadante foi descartado
com o excesso de HRP em solucdo. Ao biconjugado foi adicionado 1,0 mL de
glicina 1 mol L (pH 8) a fim de bloquear os sitios ativos remanescentes e evitar
ligacGes ndo especificas (Figura 4.7 etapa 3). A solucéo foi colocada sob agitagédo
em vortéx e em seguida em agitador rotatorio por 30 min (temperatura ambiente).
Por fim, o bioconjugado foi lavado utilizando PBS com Tween-20 0,05%
(Monolaurato de Sorbitan Etoxilado 20) e 0,1% BSA por 3 vezes e por fim
ressuspendido em 400 pL tampédo PBS e TW-20 e colocado em geladeira para
posterior uso. A Figura 4.7 mostra as etapas de preparo do bioconjugado Ab2-
PM-HRP.

FIGURA 4.7 - Etapas para a preparacao do bioconjugado Ab2-PM-HRP.

4.2.6- Etapas de imuno-captura e magneto-separacao dos biomarcadores da
solucdo da amostra utilizando o bioconjugado Ab2-PM-HRP e construcdo da
curva analitica

Para este estudo, solucdes de soro de vitelo comercial foram

fortificadas com quantidades conhecidas dos biomarcadores e utilizadas como
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solucdes padrdes. O soro de bezerro foi utilizado como alternativa ao sangue
humano no desenvolvimento do imunoensaio uma vez que ele simula uma matriz
complexa como o soro humano. O soro de bezerro contém um total de 5,5-8,0%
de proteina total, enquanto o soro humano apresenta de 4,0 a 9,0%.

Assim, 20 pL do complexo Ab2-PM-HRP foi adicionado a 320 pL
de tampéo (pH 7,4) e 20 pL da proteina diluida em soro de vitelo de acordo com
a concentracéo de interesse para obter a curva de calibracdo padréo. A solucéo foi
agitada em vortex e colocada em agitador rotatério a 37°C por 30 min.

Ap0s a captura do biomarcador e formacdo do bioconjugado HRP-
PM-Ab2-proteina, o sobrenadante contendo a amostra foi descartado e realizou-
se a lavagem com PBS pH 7,4 contendo BSA 2%. A etapa de lavagem foi repetida
trés vezes e o0 sobrenadante foi descartado. Por fim, o complexo HRP-PM-Ab2-
proteina foi ressuspendido em 125 pL de PBS-TW-20 e BSA 2% (pH 7,4). A
representacdo esquematica do processo de incubacdo utilizado durante a deteccéo

dos biomarcadores € apresentada na Figura 4.8.

- \?f/'—b

O Albumina de soro bovino €0 Interferentes

FIGURA 4.8 — Representacdo esquematica do processo de incubacdo utilizado

para a deteccdo dos biomarcadores.

Ap0s a captura e separacdo magnética dos biomarcadores estes foram
injetados no dispositivo microfluidico visando a detec¢do via imunoensaio do tipo

sanduiche via anticorpo monoclonal especifico imobilizado sobre a superficie do
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eletrodo. Para isto, o sistema microfluidico foi montado conforme imagens
apresentadas na Figura 4.9.

O sistema é composto por uma bomba de seringa, valvula de injecéo
manual com alca de amostragem de 100 pL e o dispositivo microfluidico
descartavel desenvolvido. Os diferentes componentes foram conectados
utilizando tubos conectores tipo PEEK.

Uma vez formado o bioconjugado HRP-PM-Ab2-biomarcador,
durante a etapa de captura e separacdo, 125 pL da dispersdo obtida foi
imediatamente injetada no dispositivo microfluidico via valvula de injecdo com
auxilio de uma microsseringa. Apés o preenchimento da alca de amostragem, a
valvula manual é acionada e a dispersdo do imunoconjugado é injetada no
dispositivo microfluidico. Apds o preenchimento do canal microfluidico o fluxo
foi parado para a etapa de incubacdo. Apos este tempo, o fluxo foi religado e o
canal microfluidico foi lavado com tampéo salino PBS-TW 20 pH 6,5. O tempo

de incubacdo assim como a vazao no sistema microfluidico foram avaliados.

Computador

Célula microfluidica

| Bomba microfluidica ” Injetor

T~

Eletrodos de pseudo
referéncia

Eletrodos de trabalho e
contra eletrodo

FIGURA 4.9 - Representacdo esquematica do sistema microfluidico.
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Na etapa de deteccdo por amperometria, a resposta de corrente foi
monitorada durante o processo de injecdo de uma solucdo contendo H,O, 10,0
mmol L*? e hidroquinona (HQ) 1,0 mmol L? no sistema microfluidico e o
potencial aplicado fixado em — 200 mV. O fluxo foi ligado para a passagem do
eletrdlito suporte (PBS-TW20 pH 6,5) e apds a estabilizacdo do sinal de corrente
uma aliquota de 100 pL da solugéo desaerada de H,O,/HQ, previamente inserida

na al¢a de amostra, foi injetada no sistema e o sinal corrente foi registrado.

4.3 - RESULTADOS

4.3.1 - Caracterizacédo das AUNPs, PMs e do eletrodo de trabalho

A Figura 4.10A-C apresenta as imagens de Microscopia eletronica
de transmissdo (MET) em alta resolucdo e MET bem como o histograma
(inserido) das AuNPs decoradas com GSH. Observa-se que as nanoparticulas
apresentaram um aspecto semi-esférico com didmetro médio de particula de 5,9
nm, indicando que a sintese das AuNPs proposta foi bem-sucedida.

Na Figura 4.10D e E sdo apresentadas as MEVs da superficie do
eletrodo SPE antes e ap6s a modificacdo. O eletrodo preparado mostrou a
presenca de materiais de carbono dispostos em blocos com aspecto semi-esféricos
(Figura 4.10D), que ¢ esperado para eletrodos serigrafados. Na Figura 4.10E é
apresentado o SPE modificado com AuNP-GSH no qual pode ser observada a
presenca de particulas agregadas menores (circulo vermelho).

A andlise quimica do SPE modificado revelou a presenca de ouro e
enxofre sobre a superficie, comprovando a presenca de AuNP-GSH (Figura
4.10F). A Figura 4G-1 apresenta os graficos e histograma das PMs comerciais, as
guais possuem aspectos esféricos e rugosos com diametro medio de 900 nm, valor

proximo ao indicado pelo fornecedor (1,0 pm)4,
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FIGURA 4. 10 - Imagens de HRMET (A) e MET e B) e histograma (insercéo) da
AUNP-GSH (C), imagem de MEV da superficie do SPCE sem modificagéo (D),
e com AuNP-GSH depositado (E) e analise EDS (F), MEV das PMs e histograma

(G-1).

4.3.2 - Caracterizacdo eletroqguimica do arranjo de eletrodos descartavel
desenvolvido

As propriedades eletroquimicas dos eletrodos fabricados pela técnica
de screen printing foram determinadas utilizando a voltametria ciclica. As etapas
para imobilizagdo de anticorpos sobre o eletrodo de trabalho envolveu a
modificacdo prévia da superficie com PDDA e AuNP-GSH formando uma

bicamada estabilizada por interacéo eletrostatica.
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As diferentes etapas de modificacdo foram acompanhadas em
comparacdo ao eletrodo sem modificagcdo. Os experimentos foram realizados
utilizando o 4cido ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol L em KCI 0,5 mol L*
como sonda eletroquimica.

O dispositivo foi conectado a uma valvula de inje¢cdo com uso de
conectores de PEEK aderidos com fita dupla face adesiva comercial modelo
Comand 3M. A valvula de injecdo foi conectada a bomba de seringa utilizando
tubos de PEEK. A bomba foi ligada e a celula microfluidica foi preenchida com
a solucdo contendo a sonda eletroquimica. Os estudos de voltametria ciclica foram
realizados na faixa de potencial de 0 a 1,0 V com diferentes velocidades de
varredura.

Os picos tipicos anodicos e catddicos observados nos voltamogramas
ciclicos para os eletrodos modificados e sem modificacdo em 0,32 € 0,22 mV vs.
Ag|AgCI para o acido ferroceno monocarboxilico podem ser observados na
Figura 4.11. Como pode ser observado ndo houve diferenca significativa no perfil
dos voltamogramas antes e apds a modificacdo, o que era de Se esperar uma vez

gue ambos possuem carga superficial negativa.
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FIGURA 4. 11 -Voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura (10-
125 mV s?) para (A) SPE e (B) AuNP-GSH/SPE modificados previamente com
PDDA e AuNP-GSH utilizando &cido ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol mL-
! preparados em KCI 0,5 mol L e (C) grafico da corrente de pico anddico vs. a
raiz quadrada da velocidade de varredura para SPE sem modificacéo (linha preta)
e AUNP-GSH/SPE (linha vermelha).

A presenca das AuUNP decoradas com GSH levou a um aumento na
resposta de corrente, indicando que ocorreu a modificacdo na superficie do
eletrodo quando comparado com a SPE sem modificacdo (Figura 4.12). O
aumento de area esta relacionado com o aumento da area superficial causada pelo
material nanoestruturado. A é&rea eletroativa dos eletrodos antes e apoés

modificacdo foram estimados utilizando a equacdo Randle-Sevcik. Um aumento
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da ordem de 97% foi observado para o elerodo de AuNP-GSH/SPCE quando

comparado com o eletrodo sem modificacéo.

00 02 04 06 08 1,0

E/Vvs. Ag/AgCl
FIGURA 4.12 — Voltamogramas ciclicos de (A) SPE e (B) AuNP-GSH/SPE (3°
ciclo) a 50 mV s em meio de 4cido ferroceno monocarboxilico em 1,0 x 10~ mol
Lte KCI0,5mol L.

A repetibilidade para os oito eletrodos de um mesmo dispositivo foi
avaliada tanto para o eletrodo ndo modificado (Figura 4.13A) quanto para o
eletrodo modificado com AuNP-GSH (Figura 4.13B) utilizando acido ferroceno
monocarboxilico. Os resultados mostraram valores de desvio padrdo relativo
(RSD) de 1,7% para o SPE sem modificacao e 4,6% para a AUNP-GSH/SPE (n =
8). Os resultados indicam que o método proposto para construcdo de eletrodos
descartaveis além de simples e de baixo custo mostrou-se eficaz em termos de
repetibilidade, bem como o método para a modificacdo dos eletrodos utilizando
PDDA/AUNP-GSH.
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FIGURA 4. 13 — Voltamogramas ciclicos do (A) SPE e (B) AUNP-GSH/SPE (3°
ciclo) em meio de acido ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol Lt em KCI 0,5 mol

L e velocidade de varredura igual a 50 mV s,

4.3.3 - Otimizagdo das variaveis experimentais para 0 imunoensaio imuno-
magnético desenvolvido

O procedimento utilizado para imobilizar anticorpos monoclonais e
policlonais na superficie de carbono SPE e das PMs envolveu o uso de EDC/NHS
que é largamente utilizado para imobilizacdo de biocompostos 97 110150 Ngo
entanto, alguns pardmetros considerados importantes sdo especificos para cada
sistema. Desta forma, levando em conta as caracteristicas individuais dos
biomarcadores, as condicdes ideais para o biomarcador p16 foram estudadas®?.

Os parametros avaliados para o arranjo microfluidico construido para
deteccdo do pl6 foram: tempo de incubacédo e vazdo utilizada para a deteccdo
amperométrica. Todos os estudos foram realizados em soro de bezerro fortificado
com o biomarcador e as concentracdes para imobilizacdo dos anticorpos sobre o
eletrodo de trabalho e sobre as PMs foram mantidas constantes em 10 pg mL™,

Para esse estudo, os eletrodos de trabalho foram previamente
modificados com anticorpos monoclonais pl6. Em seguida, 20 uL do
biomarcador preparado em soro de bezerro foi adicionado a 20 puL do

bioconjugado HRP-PM-Ab2(p16) e 320 uL de PBS mantidos sob agitacéo lenta
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por 30 min. O bioconjugado foi separado magneticamente e lavado 3 vezes com
PBS contendo 2% BSA a (pH 7,4) e ressuspenso em 200 uL. de PBS-Tween-20
contendo 2% BSA.

O tempo de incubacdo para a captura do biomarcador com os
anticorpos policlonais presentes nas PMs para formar o complexo p16-Ab2-PM-
HRP € de suma importancia, pois este parametro pode tanto levar a menores
limites de deteccéo, por assegurar a maxima formacéo do imunocomplexo do tipo
sanduiche, quanto a tempos menores para 0 imunoensaios. Esses parametros
afetam diretamente o desempenho analitico dos imunoensaios e, geralmente,
dependem das caracteristicas cinéticas da imunorreacdo e da transferéncia de
massa de imunorreagentes. Os intervalos de tempo de incubacdo investigados
foram de 10, 20, 30, 40 e 60 min, mantendo a concentracdo do peptideo em 50 pg
mL2,

A variacdo da intensidade de correntes de pico catddico,
correspondente a reducdo eletroquimica, foi avaliada aplicando um potencial
constante de —200 mV vs. Ag|AgCl e utilizando vazdo de 100 uL min* para a
injecdo da solucdo de deteccdo composta de HQ e H,0,.

O mecanismo de resposta do dispositivo € baseado no ciclo catalitico
de HRP. O complexo biomarcador-Ab2-PM-HRP foi conduzido a superficie do
eletrodo onde o anticorpo especifico (Abl) estava previamente ligado. Durante a
deteccdo eletroquimica, a enzima peroxidase (HRP) ¢ ativada pelo seu substrato
(H20,) (etapa 1). Em seguida, a enzima é oxidada de HRP-Fe3* para HPR-Fe** e
promove a reducédo da molécula H,O, para H,O. Posteriormente, a especie HRP-
Fe(IV) reage com o mediador redox HQ, reduzindo a enzima para HRP-Fe(lll) e
oxidando HQ para benzoquinona (BQ) (etapa quimica). Finalmente, na etapa
eletroquimica, a molécula de BQ é reduzida na superficie do eletrodo, gerando

moléculas de HQ e a HRP retornando a sua forma nativa (etapa 2) (Figura 4.14).
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HRP(III) + H0, —— HRPFe(IV)=0 + H,0

OH o (Etapal)

HRPFe(IV)=0 + > HRP(II)+

OH O

(Etapa 2)

+2¢ +2H" ——>

0O OH

Y
Eletrodo

FIGURA 4. 14 — Mecanismo Catalitico da enzima HRP.

Os valores de picos referentes as respostas transientes de corrente
obtida nas medidas em funcédo do tempo de incubacdo séo apresentadas na Figura
4.14. Observa-se que 0 aumento no tempo de incubacdo proporcionou um
incremento na intensidade das correntes de pico catédico. O aumento foi
significativo até o tempo de 30 min, com saturacdo para tempos de incubacéo
posteriores. 1sso pode estar associada a saturacdo dos sitios de ligacdo de anti-p16
presentes na superficie das particulas magneticas. Portanto, o tempo de 30
minutos foi escolhido para a incubacao na etapa de captura do p16 nas amostras

e soro sendo este um tempo adequado para a realizacdo do imunoensaio.
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FIGURA 4. 14 - Otimizagdo do tempo de incubacdo para a imuno-captura do

biomarcador p16 e detec¢do utilizando o dispositivo microfluidico. Concentracédo

de p16 de 50 pg mL* em soro de bezerro. Solucéo de deteccéo: hidroquinona 10,0

mmol L* e H,0,1,0 mmol L (n>4).

O estudo da influéncia da vazdo utilizada no sistema microfluidico para a
deteccédo de p16 foi realizada considerando as vazdes de 50, 100 e 200 puL mint,
Para isso, foram utilizados tempo de incubacédo e tempo de captura de 30 min e
concentracgdo de p16 de 50 pg mL, sendo o padréo preparado em soro de bezerro.

Como pode ser verificado na Figura 4.15, a vazdo de 100 pL min
apresentou maiores correntes de pico catddico que as vazdes de 50 € 200 puL. min
!, Para a menor vazdo da solucdo de deteccdo (50 pL min?), observou-se um
alargamento do pico em relacdo aos valores superiores de vazles, devido a
geracdo mais lenta da espéecie benzoquinona e reducdo da mesma no eletrodo.
Para a mais alta vazdo estudada (200 puL min™!), obteve-se um pico mais estreito,
porém de menor intensidade de sinal em relagdo a vazdo de 100 pL min?. O
estreitamento do pico na vazio de 200 uL min! se deve ao fato de nédo de haver
tempo suficiente para formacdo efetiva da espécie benzoquinona. Dentro do

dominio experimental estudado, a vazdo de 100 pL min? forneceu a melhor
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relacé@o entre intensidade e definicdo de pico, ou seja, nesta condic¢ao de trabalho
a reducdo eletroquimica de BQ na superficie do eletrodo foi mais efetiva.

Portanto, a vazdo de 100 pL min™ foi utilizado nos estudos posteriores.

0,06 - 100 pL min™
- -1
. 50 L min’ 200 pL min
2 004
2
o 0,02 +
0,00 + .J

200 300 400 500 600
Tempo (s)

FIGURA 4. 15 - Resposta transiente de corrente em funcdo da vazdo para a
deteccéo de p16 utilizando o imunoensaios proposto. Concentracdo de p16 de 50
pg mL? preparada em soro de bezerro. Solucdo de deteccdo: hidroquinona 10

mmol Lte H,0, 1,0 mmol L.

4.3.4 - Curva de calibracéo para determinacao do biomarcador p16

Os estudos para obter a curva de calibracéo para p16 foram realizados
apos a otimizacdo dos parametros como tempo de captura e vazdo do sistema
microfluidico. Para isto foram utilizadas solugdes padréo de pl6 preparadas em
soro de bezerro fortificadas nas concentracdes de 0,00; 1,38; 2,77; 6,90; 13,8; e
27,7 fgmL1,

A Figura4.16(A) apresenta a variacao de resposta de corrente obtidas
em funcdo da variacdo de concentracdo de pl6 aplicando o imunoensaio
desenvolvido. Pode-se observar na Figura 4.16(B) que a corrente catddica

aumentou linearmente com o logaritmo da concentracdo de pl6. A equacéo da
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reta obtida foi de I(A) = 1,93x107 + 1,16x10%log[p16] com coeficiente de
correlagdo linear (R?) igual a 0,997, limite de deteccdo de 0,04 fg mL? e
sensibilidade de 11,6 nA(fg/mL)* (Figura 4.16(B)). O limite de deteccéo foi
determinado como trés vezes o desvio padrdo das correntes obtidas da analise de
10 brancos dividido pela sensibilidade, dadas pelo coeficiente angular da equacao
da reta. O alto valor do branco observado na Figura 4.16(A) pode estar associado
com a tendéncia de as PM adsorverem sobre o eletrodo, conduzindo assim altas
correntes de fundo.

A repetibilidade para o arranjo de imunossensores desenvolvidos foi
avaliada por medidas de deteccdo de p16 em solucdo padréo preparada em meio
de soro de bezerro. As medidas foram realizadas com os imunossensores de um
mesmo dispositivo microfluidico descartavel e entre diferentes dispositivos. As
medidas realizadas em triplicatas utilizando diferentes dispositivos microfluidicos

apresentaram RSD de 4,6 e 4,5% entre eletrodos de um mesmo arranjo.
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FIGURA 4. 16- (A) Respostas amperomeétricas obtidas na detec¢do de pl6 em

soro de bezerro a -0,2 V vs. Ag|AgCl desenvolvido pela injecdo de uma mistura

de 10,0 mmol L't HQ e 1,0 mmol L H,0, e (B) curva de calibragéo para o p16.

O desempenho do dispositivo descartavel

desenvolvido foi

comparado com métodos previamente relatados para a deteccdo de pl6, como

pode ser visto na Tabela 4.1.

A grande maioria dos imunossensores desenvolvidos encontrados na

literatura utilizando o biomarcador p16 em sua forma proteica ou peptidica sdo

associados ao diagnostico do cancer cervical.
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Duangkaew et al.’® relataram um imunossensor eletroquimico
sensivel para deteccdo especifica de pl6 utilizando imunorreacbes na
configuracdo sanduiche com estratégia dupla de amplificacdo de sinal (AuNP e
AgNP,15 nm de diametro) conjugadas com anticorpos de deteccdo (Ab,). Além
disso, SPEs foram modificados com anticorpos de captura (Abl) o que forneceu
uma sensibilidade de 1,78 pA mL (ng GST-p16)* cm=2 e limite de deteccéo de 1,3
ng mL 1 para proteina GST-p16 . O alto limite de deteccéo pode estar associado
na incapacidade das NPs com didametro de 15 nm de carregar abundéncia de Abs,
0 que leva a diminuicdo da atividade catalitica em direcdo a reducdo de H,0..
Além disso, o imunossensor foi aplicado em swab assim como o Papanicolau o
gue o torna mais invasivo quando comparado ao nosso método que utiliza um
pequeno volume de sangue como amostra (1 pL).

Wang et al.'® reportaram um biossensor ECL baseado em
nanofibras funcionais que foi desenvolvida para a deteccdo de anti-oncogene
CdkN2A/p16 através de nanoparticulas luminescentes para amplificacdo de sinal.
O eletrodo PA6-MWCNTSs-SiO, com nanoestrutura 3D, grande area superficial
especifica e boa biocompatibilidade (amino-funcionalizado) com a combinacgéo
de nanofibras funcionais e nanoparticulas compostas de material luminescentes
core-shell pode resultar em uma enorme amplificacéo do sinal e, assim, fez com
gue o biossensor ECL alcancasse uma sensibilidade elevada. O biossensor exibiu
ampla faixa linear, alta sensibilidade e boa estabilidade. O ensaio permite um
limite de deteccdo tdo baixo quanto 0,5 fmol L de anti-oncogene CdkN2A/p186,
gue é comparavel ou melhor do que nos ensaios anti-oncogene relatados. Como
desvantagem frente ao imunossensor desenvolvido nesta tese, temos a utilizacao
etapas de hibridizacdo adicional que séo altamente dependentes da temperatura o

Um imunossensor para a deteccdo de pl6INK4a utilizando um
sistema de microbalanca de quartzo foi desenvolvido por Yang et al.® Um
anticorpo policlonal contra pl6INK4a foi ligado na superficie do cristal

piezoelétrico em uma orientacdo ordenada utilizando proteina A. Os



60

sobrenadantes de diferentes amostras clinicas, incluindo vérias lesGes cervicais,
contendo diferentes concentracGes de p16INK4a foram usadas para teste. Sob as
condicdes otimizadas, os desvios de frequéncia foram linearmente dependentes
da concentragdo de antigeno na faixa de 50-1200 ng mL~!. O dispositivo mostrou
um tempo de analise curto semelhante ao imunossensor proposto nesta tese para
p16 (menos de 30 min). Como vantagem, 0s sensores podem pode ser reutilizados

seis vezes sem perda detectavel de atividade.

TABELA 4. 2 - Parametros analiticos para deteccdo de pl6 por diferentes

metodologias.

Eletrodo Técnica Faixa Linear LoD Ref.
SPI?A/\ll\Jlgglliléilt\cljsana LSV 0,(;196 r;l IE)_,125 1.3 ng mL Duar;gﬁgzew et
GCH PASGi'g/l WENTs- ECL 1’]9;5?_9?’0 0,5 fmol L' Wang et al’**,
Cristal piezoelétrico QCM 50'&}28 ? "9 10 ngmL? Yangetal.?*
SPE/AUNP AMP 1?;;5717 0,04 fg mL* Tr:;;elho

QCM: Quartz crystal microbalance (Microbalanca de cristal de quartzo); LSV: Linear Sweep
Voltametry  (Voltametria de Varredura Linear); AMP: Amperometria, ECL:
Eletroguimioluminescéncia.

4.3.5 - Aplicagdo do imunossensor em amostras de pacientes

O imunossensor desenvolvido foi aplicado em amostras reais
fornecidas pelo Hospital de Amor da cidade de Barretos, contendo amostras de
pacientes com cancer de prostata e pacientes considerados controles negativos
(auséncia de cancer de préstata) e comparados com o método ELISA.

O teste t-student pareado foi aplicado e o valor de tejculado fOI menor
que 0 teritico(s:95%)(2,44), demonstrando que os metodos ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa ao nivel de confianca de 95%. Portanto, os valores de
concentracdes obtidos para o imunossensor apresentaram boa concordéancia com

os valores de concentracdo obtidos pelo método ELISA.
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As concentracdes das amostras variaram de 0,54 pg mL™ para os

controles negativos a 2,17 ug mL™* para individuos doentes (Figura 4.17).

I ELISA
"5 I Imunossensor

[p16] (ngmL-1)

Capl Cap2 Cap3 Capd C1 C2 C3

Amostras de pacientes

FIGURA 4.17 - Determinagéo de p16 em pacientes com cancer de prostata usando

0S imunossensores propostos e 0 método ELISA.
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4.4 — CONCLUSOES

NOs desenvolvemos com sucesso um imunossensor amperometrico
microfluidico para a detec¢do de pl6 usando uma base de matriz imunoldgica
descartdvel com uso de particulas magnéticas massivamente decoradas que
permitiram amplificar o sinal eletroquimico. A aplica¢do destas PM na captura e
separacdo de pl6 e a deteccdo empregando imunoensaio eletroquimico em
dispositivos microfluidicos descartaveis apresentaram excelente linearidade,
repetibilidade e baixo limite de deteccdo em excelente concordancia com
processamento de dados e método padrdo ELISA. O método proposto envolveu o
uso de material de baixo custo permitindo a deteccdo do biomarcador de forma
simples apresentando-se como uma alternativa rapida e de baixo custo para
auxiliar no diagnéstico do cancer de prostata. Além disso, 0 imunossensor
proposto pode ser facilmente construido na configuracdo multiplexada com o PSA

e/ou combinado com outras proteinas, a fim de melhorar a preciséo dos resultados.



Capitulo 5 - Deteccao eletroquimica
multiplexada da Glutationa-S-
Transferase pl (GSTP1) e

antigeno especifico da prostata
(PSA) em amostras de paciente

com cancer de prostata




64

5-DETECCAO  ELETROQUIMICA  MULTIPLEXADA DA
GLUTATIONA-S-TRANSFERASE P1 (GSTP1l) E ANTIGENO
ESPECIFICO DA PROSTATA (PSA) EM AMOSTRAS DE PACIENTE
COM CANCER DE PROSTATA

Neste capitulo sera descrito o desenvolvimento de imunoensaios
utilizando o arranjo de 8 eletrodos de trabalho de carbono para a deteccdo
multiplexada dos biomarcadores GSTP1 e PSA. A GSTP1 apresenta sensibilidade
de 42,3% e sua especificidade é de 92,9% para o diagnostico de cancer de prostata,
em comparagao com PSA que possui parametros iguais a, respectivamente, 89,9%
e 35,7%*. Logo, a alta especificidade da GSTP1 em comparacéo com o PSA pode
ser uma vantagem interessante para o diagnostico do cancer de prostata,
aumentando a chance de diagnostico precoce, e de diminui¢cdo no ndmero de
falsos positivos e falsos negativos, o que pode levar a um aumento na taxa de

sobrevida dos pacientes.
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5.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver imunoensaio eletroquimico para a deteccdo

multiplexada dos biomarcadores GSTP1 e PSA. Para isso, foram necessarios:

Modificar o arranjo de eletrodos com anticorpos especificos monoclonais (anti-
PSA e anti-GSTP1);

Preparar bioconjugados com PMs utilizando anticorpos policlonais e enzima
HRP (HRP-PM-anti-PSA e HRP-PM-anti-GSTP1);

Otimizar parametros experimentais como tempo de incubacdo e vazdo do
sistema microfluidico para os imunoensaios desenvolvidos;

Obter as curvas de calibragdo para os biomarcadores;

Aplicar os imunossensores em amostras de pacientes cedidas pelo Hospital de
Amor da cidade de Barretos/SP;

Realizar a quantificacdo do biomarcador via ELISA como método comparativo.

5.2 - PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1- Reagentes

Anticorpos primérios e secundario Anti-PSA e anti-GSTP1 e suas
respectivas proteinas foram comprados da empresa Abcam e o kit ELISA GSTP1
(Sandwich ELISA) (Custom) foi adquirido da Sellex. Os demais reagentes
utilizados foram citados na se¢io 4.2.1 no CAPITULO 4.

5.2.2 - Fabricacdo e modificacdo quimica do arranjo de eletrodos SPE e
avaliacdo da resposta do imunoensaio para a deteccdo dos biomarcadores
proposto

Os eletrodos de trabalho foram fabricados e modificados como

supracitado no CAPITULO 3 (item 4.2.5) com algumas modificacdes. Para a
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deteccdo multiplexada dos biomarcadores os quatro primeiros eletrodos foram
imobilizados com anticorpo anti-PSA (Ab1-PSA) e os demais com anticorpo anti-
PSA (Ab1-GSTP1) (Figura 5.1).

o -

FIGURA 5.1 - Modificacdo dos eletrodos de trabalno para a detecgao
multiplexada dos biomarcadores PSA e GSTP1.

Para a realizacdo das etapas de imuno-captura e magneto-separacao
dos biomarcadores na solucdo da amostra foram utilizados dois bioconjugados
baseados em Ab2-PM-HRP, sendo utilizados anticorpos anti-PSA para a captura
de PSA (Ab2-PSA) e anticorpos anti-GSTP1 para a captura de GSTP1 (Ab2-
GSTP1). Uma solucéo de soro de vitelo comercial foi fortificada com quantidades
conhecidas dos biomarcadores e utilizadas como solugdes padrao. Assim, 10 puL
do complexo Ab2-PSA-PM-HRP e 10 pL de Ab2-GSTP1-PM-HRP foram
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adicionados em um microtubo de 2,5 mL e, em seguida, foram adicionados 320
pL de tampéo (pH 7,4) e 20 uL da solugdo padrdo contendo o biomarcador de
acordo com a concentragdo de interesse a fim de obter a curva de calibragcdo. A
solucdo foi agitada em vortex e colocada em agitador rotatdrio a 37°C durante 30
min.

Apds a captura dos biomarcadores e formacdo dos bioconjugados
HRP-PM-Ab2-biomarcador, o sobrenadante contendo a amostra foi descartado e
realizou-se a lavagem com PBS contendo 2% de BSA, pH 7,4. A etapa de lavagem
foi repetida trés vezes. O sobrenadante foi descartado e o complexo HRP-PM-
Ab2-biomarcador foi ressuspendido em 125 pL de PBS-TW-20 e BSA 2% (pH
7.4).

5.3 - RESULTADOS

5.3.1- Otimizacdo das variaveis experimentais para o desenvolvimento do
imunossensor para deteccdo do GSTP1

Os parametros avaliados para o arranjo microfluidico para GSTP1
foram tempo de incubacdo da proteina GSTP1 e vazdo. Para esse estudo, 0S
eletrodos de trabalno foram previamente modificados com anticorpos
monoclonais GSTP1. Em seguida, 20 uL. do biomarcador preparado em soro de
bezerro foi adicionado a 20 uL. do bioconjugado HRP-PM-Ab2(GSTP1) e 320 uL
de PBS mantidos sob agitacao lenta por 30 min. O bioconjugado foi separado
magneticamente e lavado 3 vezes com PBS contendo 2% BSA a (pH 7,4) e
ressuspenso em 200 uL. de PBS-Tween-20 contendo 2% BSA.

O tempo de incubacdo da proteina alvo com anticorpos de captura
para formar o complexo GSTP1-Ab2-PM-HRP ¢ de suma importancia, pois esse
parametro pode impactar diretamente no tempo do imunoensaio e na maxima
formacéo desses imunocomplexos. Os intervalos de tempo investigados foram de

10, 20, 30, 40 e 60 min, mantendo a concentragdo da proteina em 50 pg mLt. A
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resposta de corrente foi monitorada durante o processo de injecdo de uma solucéo
contendo H,O, 10 mmol L™* e HQ 1 mmol L™ no sistema microfluidico preparado
em PBS-TW20 pH 6,5. Apo0s a estabilizacdo do sinal de corrente, uma aliquota
de 100 pL da solucéo desaerada de H,O,/HQ, os valores de corrente obtidos nas
medidas foram registrados em funcdo do tempo de incubacéo e sdo apresentados
na Figura 5.2.

Conforme observado na Figura 5.2, 0 aumento no tempo de
incubacdo proporcionou um aumento na intensidade das correntes de pico
catédico. O aumento foi significativo até 30 minutos e houve saturacdo para
tempos de incubacao superiores. Isto implica que a saturacédo dos sitios de ligacédo
de anti-GSTP1 presentes na superficie das particulas magneéticas foi quase que
plenamente alcangado com tempo de 30 minutos, sendo este o tempo escolhido

para a captura da proteina.

150- 9 o Q
120

90 + J

-1 (nA)

60 - °

10 20 30 40 50 60
Tempo de incubacgéo (min)
FIGURA 5.2 - Otimizagdo do tempo de incubacéo para a deteccdo de GSTP1
utilizando o imunoensaio desenvolvido. Concentracdo de GSTP1de 50 pg mL™*

(n>4).

Outro parametro investigado para o desenvolvimento do

imunoensaio foi a influéncia da vaz&o na resposta de corrente amperomeétrica no
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sistema microfluidico. As vazdes estudadas foram de 50, 100 € 200 uL min™ e 0s
resultados foram apresentados na Figura 5.3. A resposta de corrente foi
monitorada durante o processo de inje¢cdo de uma solucdo contendo H,0O, 10
mmol L e HQ 1 mmol L no sistema microfluidico preparado em PBS-TW20
pH 6,5.

Como pode-se observar, o GSTP1 apresentou um comportamento
semelhante ao obtido no estudo de vazéo realizado para o biomarcador p16. Desta
forma, utilizando a vazdo de 100 uL min ! foram obtidas correntes de maior
intensidade, cerca de 25% e 16% maiores que as vazdes de 50 e 200 pL min?
respectivamente. Além disso, o perfil do pico de corrente obtido para cada vazao
também foi avaliado neste estudo. Em menor vazéo da solucdo de deteccdo (50
uL min't) ocorreu um alargamento do pico devido a geracdo mais lenta da espécie
benzoquinona. Para a vazdo de 200 pL min? obteve-se um pico estreito e de
menor intensidade em relagdo a vazio de 100 uL min*. A maior vazéo da solucéo
de deteccdo fez com que ndo houvesse tempo suficiente para a conversao de
espécies de hidroquinona em benzoquinona em larga escala sobre o eletrodo.
Dentre os valores de vazoes estudados, 100 pL min* forneceu a melhor relagéo
entre intensidade e definicdo de pico, sendo esta, portanto, selecionada para ser

utilizada nos estudos posteriores.
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FIGURA 5.3- Resposta transiente de corrente em funcao da vazo para a detec¢cdo
de GSTP1 utilizando o imunoensaio proposto. Concentragdo GSTP1 de 50 pg mL"
! preparada em soro de bezerro. Solucéo de deteccéo: hidroquinona 10 mmol L*
e H,O, 1,0 mmol L. Na insercdo encontra-se o grafico de barras referente a

média das correntes de pico obtida para cada vazdo estudada (n>4).

5.3.2 - Deteccao multiplexada de PSA e GSTP1 em soro de bezerro fortificado
utilizando o imunoensaios desenvolvido

As curvas de calibragdo multiplexada para os biomarcadores GSTP1
e PSA foram construidas usando o imunoensaio do tipo sanduiche desenvolvido
e solucdes padrdo com ambos biomarcadores preparadas em soro de bezerro. Para
a deteccdo multiplexada, apds as etapas de captura e separacdo realizadas
utilizando ambas PMs modificadas para os dois bioconjugados, estas foram
injetadas no canal microfluidico, seguido da etapa de deteccdo amperométrica. A
resposta de corrente foi monitorada durante o processo de injecdo de uma solucéo
contendo H,0O, 10 mmol L™t e HQ 1 mmol L no sistema microfluidico preparado
em PBS-TW20 pH 6,5. Os sinais transientes obtidos estdo apresentados na Figura
54A e B). Como pode ser observado, as correntes de pico aumentaram
linearmente com a concentracdo de GSTP1 de 0,7 a 41,7 fg mL* (I1(A) = 3,49x10°
"+ 2,24x108 log[GSTP1]), e a concentracdo de PSA de 1,7 a 277 fg mL* (I(A)=
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3,45x107 + 2,24x10® log([PSA]). O coeficiente de correlacdo foi de 0,974 para
0 GSTP1 e de 0,986 para o0 PSA. As sensibilidades alcangadas para GSTP1 e PSA

foram obtidas por meio das inclinacdes das curvas de calibragéo (Figura 5.4B e

D), sendo de 22,4 nA(fg/mL)* para ambos biomarcadores. O LoD foi determinado

como trés vezes o desvio padrdo das correntes obtidas da analise de 10 brancos

dividido pela sensibilidade (coeficiente angular da equacéo da reta) foi de 0,15 fg
mL! para o GSTP1 e 0,16 fg mL* para o PSA.
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FIGURA 5.4 - Resposta transiente de corrente em funcdo da vazdo para a

deteccdo de GSTP1 utilizando o imunoensaio proposto. Concentragdo GSTP1

de 50 pg mL* preparada em soro de bezerro. Solucdo de detec¢do: hidroquinona

10 mmol L e H,0, 1,0 mmol L. Na insercdo encontra-se o grafico de barras

referente a média das correntes de pico obtida para cada vazao estudada (n>4).
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Os LoDs obtidos sdo menores do os reportados na literatura para
estes biomarcadores. Porém, poucos trabalhos sdo relatados na literatura
referentes a deteccdo de GSTP1 na sua forma proteica. Topkaya et al.’®®
desenvolveram um genossensor eletroquimico livre de marcadores para a
deteccdo da hipermetilacdo do DNA referente ao gene de GSTP1 em amostras
contendo DNA amplificado via cadeia da polimerase via transcriptase reversa
(PCR) e usando eletrodos de grafite. Os autores obtiveram um limite de deteccéo
de 2,92 pmol em 100 mL de volume de reacdo. Neste caso, alem da necessidade
de promover a separacdo e amplificacdo do DNA via PCR sdo necessarias etapas
de aquecimento para a desnaturacdo das fitas de DNA o que requer maior
complexidade na deteccéo.

Para 0o PSA, muitos trabalhos foram desenvolvidos na literatura
vinculados ao desenvolvimento de dispositivos sensiveis para essa proteinal4: 15¢-
161 O desempenho do dispositivo descartavel desenvolvido foi comparado com
métodos previamente relatados para a deteccdo de PSA, como pode ser visto na
Tabela 5.1.

Mani et al.1** desenvolveram uma plataforma de nanoparticulas de
ouro densamente compactada combinada com uma deteccdo por meio de
bioconjugado de particulas magnéticas e multiplas enzimas para detectar o PSA
em soro. O procedimento utilizado para fabricagdo dos imunonessores foram
semelhantes com excecdo a utilizacdo de grafite pirolitico como substrato que
foram modificados com bicamadas de PDDA e AuNPs. A sensibilidade foi
amplificada pelo bioconjugados magnéticos contendo 7500 HRP juntamente com
anticorpos de deteccdo (Aby) ligados. Esses sensores apresentaram sensibilidade
de 31,5 pA mL ng? e limite de deteccdo de 0,5 pg mL™* para o PSA.

Outra abordagem interessante foi apresentada por Koukouvinost®®
e colaboradores. Os autores fabricaram um imunossensor livre de marcagdo com
folhas de grafeno decoradas com AuNPs preparados por pirolise. Um LoD de 0,59

ng mL* e uma faixa linear de 0-10 ng mL"* foram alcancados. O bom desempenho
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do imunossensor foi associado ao efeito sinérgico de grafeno e Au que
favoreceram uma rapida transferéncia de elétrons. Estudo de seletividade foram
realizados provaram ser seletivos para interferentes como alfa-fetoproteina,
glicose, &cido urico, albumina de soro bovino e vitamina C.

Kavosi*®® e colaboradores relataram o desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimicos baseados em nanocompositos para a deteccdo de
PSA. Anticorpo PSA, HRP e tionina foram ligados covalentemente com
AUNPs/PAMAM e a superficie do eletrodo de carbono foram modificadas com
MWCNTSs/IL/Quitosana como uma promissora plataforma de transducdo. O
imunoensaio foi estabelecido colocando-se o antigeno entre o anti-PSA e o
secundario anticorpo (anti-PSA marcado com HRP) e corrente de pico catalitico
de tionina para H,O, na presenca de HRP foi usado como sinal analitico. Sob
condi¢des otimizadas, o limite de deteccdo foi de 1 pg mL™? na faixa de
concentragdo de até 80 ng mL*, usando DPV como técnica de medigdo. Além
disso, devido ao aumento da capacidade de imobilizagao de anti-PSA na presenca
de AuNPs-PAMAM, a técnica de impedancia foi utilizada como método analitico
com limite de deteccdo de 0,5 ng mL™ na faixa de concentracdo acima a 25 ng
mL™*. A melhora da sensibilidade do imunoensaio foi devido ao aumento de
moléculas anti-PSA ligadas covalentemente e aumento da atividade
eletrocatalitica de sistema de tionina/HRP para o sinal de reducdo de H,O, na

presenca de AuNPs.
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TABELA 5. 1 - Par@metros analiticos para deteccdo de PSA por diferentes

metodologias.

Eletrodo  Técnica Faixa linear LoD Ref.
G/AuNPs AMP 4,0 -5,0 ng mL 50 ng mL Mani et al.'**
GO/AuNPs  DPV 1,0 — 20,0 ng mL 0,24 fg mL Pal et al.''?
4 1 Shoujiang et
Grafeno/GC ~ ECL  1,0x102-8,0ngmL 80 ngmL o
al.
CV/MWCNT/
Chit/ AuNP—  DPV | 0x103 - 80 ng mL 10 fg mL Kavosi et al.!s8
PAMAM
PSA/AuNP/ ¥ 4
SPE AMP 173 -277fgmL  0,12fgmL  Este trabalho
DPV: Differential pulse Voltametry (Voltametria de pulso diferencial); ECL:

Eletroquimioluminescéncia; AMP: Amperometria.

5.3.3 - Aplicagdo do imunoensaios desenvolvido em amostras reais de soro de

pacientes

Para avaliar a aplicabilidade do magneto-imunoensaio proposto

foram avaliadas cinco amostras de pacientes fornecidas pelo Hospital de Amor de

Barretos/SP. As amostras foram avaliadas tanto pelo método proposto quanto por

ELISA para o GSTP1. Ja o PSA foi analisado pelo método proposto e pela técnica

de eletroquimiluminescéncia (ECL), a qual foi realizada pelo Hospital de Amor

utilizando o equipamento de grande porte COBAS da Roche. Na Figura 5.5 séo

apresentados os resultados obtidos com os diferentes métodos.
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FIGURA 55 - Comparacdo dos resultados obtidos para deteccdo dos
biomarcadores PSA e GSTP1 em soro de paciente utilizando o imunoensaio
desenvolvido, ELISA para GSTP1 e o ensaio de ECL para 0 PSA (n>4).

Como podemos observar, o magneto-imunoensaio desenvolvido
apresentou excelente concordancia com os métodos ELISA e de ECL para o
GSTP1 e 0 PSA, respectivamente. O teste t-student pareado foi aplicado e o valor
de teaiculado fOI MeNOr que 0 terticoa;05%) (2,77), demonstrando que os resultados ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre o metodo desenvolvido e os
métodos ECL e ELISA ao nivel de confianca de 95%. Os resultados também
indicam que ndo houve reacdo intercruzada entre os biomarcadores indicando a
viabilidade do método desenvolvido para a detec¢do simultanea de mais do que
um biomarcador de forma simples com baixo custo e com pequeno consumo de
amostra.

A repetibilidade para o arranjo de imunossensores desenvolvidos foi
avaliada por medidas de deteccéo de PSA e GSTP1 em solucéo padrao preparada
em meio de soro de bezerro. As medidas foram realizadas com os imunossensores

de um mesmo dispositivo microfluidico descartavel e entre diferentes
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dispositivos. As medidas realizadas em triplicatas utilizando diferentes
dispositivos microfluidicos apresentaram RSD de 9% para o biomarcador GSTP1
e 8% para o biomarcador PSA. As medidas para um mesmo dispositivo
apresentaram RSD de 5% para o biomarcador GSTP1 e 6% para o biomarcador
PSA.

5.4 - CONCLUSOES

Neste estudo, o imunoensaio multiplexado desenvolvido permitiu a
deteccédo simultaneamente dos biomarcadores GSTP1 e PSA em soro de paciente
com boa precisdo, a qual pode ser confirmada pela comparacdo com metodos
estabelecidos como ELISA e ECL. Sob condi¢Ges otimizadas foram obtidas
respostas lineares entre 0,7 a 41,7 fg mL* e entre 1,7 a 277 fg mL™* para GSTP1
e PSA, respectivamente, com excelentes limites de deteccdo de 0,15 fg mL™* para
0 GSTP1e 0,16 fg mL™ para 0 PSA. O método proposto por requerer um pequeno
volume de amostra, 1,0 uL, apresenta-se como uma alternativa pouco invasiva
uma vez que pode ser realizada em uma gota de sangue. O magneto-imunoensaio
desenvolvido apresenta-se como uma alternativa simples e de baixo custo para a
deteccdo de um painel de proteinas, que podem vir a melhorar significativamente

a precisdo do diagndstico do cancer.



CAPITULO 6 — Imunoensaio
para a deteccao de CYFRA 21-1
utilizando nanoparticulas sintetizadas
de Co0o25ZNno75Fe204 € FesOs sem a
utilizacao de enzimas para aplicacao
em amostra de paciente com cancer de
prostata
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6 - IMUNOENSAIO PARA ADETECCAO DE CYFRA 21-1 UTILIZANDO
NANOPARTICULAS SINTETIZADAS DE Co0o25Zno.75Fe204 € Fes04 SEM
A UTILIZACAO DE ENZIMAS PARA APLICACAO EM AMOSTRA DE
PACIENTE COM CANCER DE PROSTATA

Neste capitulo serd apresentado o desenvolvimento de um
imunoensaio para deteccdo do biomarcador CYFRA-21-1 utilizando
nanoparticulas magnéticas sintetizadas de Cog 25Zng 75F€,04 € Fes0,4 tanto para a
captura e separacdo do analito quanto para a determinacéo eletroquimica atuando

como potencial mimetizadores de enzimas tipo peroxidase.
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6.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um novo imunossensor eletroquimico livre de enzimas
para a deteccdo de CYFRA 21-1 em pacientes com cancer de prostata. Para isso

foram necessarios:

v" Sintetizar nanoparticulas magnéticas (MNP) de Co0g25Zng75Fe204
(CoZnFeNP) e Fe;0,4 (FEONP) pelo método de co-precipitacao;

v" Preparar os bioconjugados de MNPs contendo anticorpos anti-CYFRA-21-
1 (MNP-anti-CYFRA-21) utilizando anticorpos policlonais;

v" Sintetizar 6xido de grafeno para a imobilizacdo de anticorpos anti-CYFRA-
21 sobre a superficie dos eletrodos por ligacdo covalente via EDC/NHS;

v’ Caracterizar as MNPs, o grafeno oxidado e eletrodos com e sem
modificacao;

v' Calcular o valor das constantes de Michaelis-Menten aparentes para 0s
sistemas com CoZnFeNP e FeONP;

v" Aplicar os imunoensaios em amostras de pacientes cedidas pelo Hospital
de Amor de Barretos/SP e comparacao entre as MNPs;

v' Realizar a quantificacdo do biomarcador via ELISA como método

comparativo.
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6.2 - PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1 - Reagentes

O grafeno foi adquirido da Graphene Supermarket (Nova lorque,
EUA) (Tamanho: 2-8 um e espessura: 3 nm). Proteina Recombinante (His + T7)
Humana CYFRA 21-1, Anticorpo Anti-CYFRA 21-1 (Ab,-CYFRA 21-1),
Anticorpo Anti-KRT19/ CK19/Citoqueratina 19 (Ab1CYFRA 21-1) foram
adquiridos da Selex. O kit ELISA CYFRA 21-1 humano (Sandwich ELISA)
(Custom) foi adquirido da Sellex, Inc. Amostras de soro de pacientes foram
fornecidas pelo Hospital de Amor de Barretos sob aprovacdo do Comité de ética

da Universidade Federal de Sdo Carlos/SP.
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6.2.2- Instrumentacao

Medidas de voltametria ciclica e amperometria em fluxo foram
realizadas utilizando um multipotenciostato/galvanostato Dropsens Modelo
uStatT8000 (LInera, Spain). As caracterizacbes morfologicas foram realizadas
por microscopia eletronicas de transmissdo usando um microscépio JEM 200cx
(JEOL). O metodo ELISA foi realizado como método comparativo para a
determinacdo de CYFRA-21-1 em amostras de pacientes utilizando um leitor de
microplaca de ELISA (Modelo LT4000, Labtec). Medidas de espessura e
rugosidade da superficie do eletrodo de trabalho com e sem Oxido de grafeno

foram realizadas utilizando um microscopio confocal de varredura a laser.

6.2.3 - Sintese e funcionalizacédo de nanoparticulas magneticas CoZnFeONPs

As nanoparticulas de CoZnFeONPs foram sintetizadas utilizando o
método de co-precipitagdo descrito por Lopez et al.»*8. A sintese foi realizada na
Universidad del VValle em Cali na Colombia e contou com duas etapas envolvendo
a preparacdo da nanoparticulas seguida da estabilizacdo da dispersdo utilizando
acido oléico. Na primeira etapa, preparou-se uma solucdo de hidroxido de sédio
3,0 mol L como co-precipitante e adicionou-a a uma solucédo contendo 75 mL de
cloreto de ferro(l11) 0,4 mol L, 75 mL de cloreto de cobalto 0,05 mol L e 75
mL de sulfato de zinco 0,1 mol L. O hidréxido de sédio foi adicionado gota a
gota sob agitacdo magnética constante até a formacdo de uma solucédo castanha
escura. Apos isso, a dispersao foi aquecida a 80°C e mantida nesta temperatura
por 1 h. Em seguida, a solucdo foi resfriada até a temperatura ambiente e as
CoZnFeONPs obtidas foram lavadas com agua. A reacéo relacionada a formacéo

das nanoparticulas pode ser descrita como:

4Fe3+(aq) + Zn2+(aq) + 1/2C02+(aq) + 16OH_(aq)—> 2C00,25zno,5|:ezo4(5) + 8H,0
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Na segunda etapa, para estabilizar a dispersdo de CoZnFeONPs, 5
mL de 3,15 mol L™ de acido oléico foi adicionado as MNPs e mantido por 2 h sob
aquecimento a 80°C com o pH ajustado para 11. Logo apos, as nanoparticulas
foram lavadas duas vezes com agua, etanol e acetona, para remover 0 excesso de
surfactante. A solucdo foi centrifugada durante 15 min a 4000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi seco a 100°C por 10 h. Por fim, as

CoZnFeONPs foram dispersas em tolueno.

6.2.4 - Sintese de Nanoparticulas magnéticas FeONP

As nanoparticulas FeONPs foram preparadas seguindo o método de
co-precipitacdo baseado no procedimento descrito por Ferreira et al.'®® com
modificacdes. Resumidamente, uma solucédo de cloreto de ferro(111) 0,17 mol L*
e cloreto de ferro(11) 0,12 mol L™ foi preparada contendo 62,5 mL de agua e 2,5
mL de &cido cloridrico concentrado. Esta foi aquecida e mantida a 60 °C durante
30 min. Em seguida, os sais de ferro foram adicionados rapidamente na solucdo
de hidréxido de sédio 1,5 mol L a qual foi mantida durante 30 min a 60 °C sob
atmosfera de N,. As FeONPs obtidas foram lavadas varias vezes com agua para
remover 0 excesso de reagentes. A modificacdo superficial das FeONPs foi
realizada pela adicdo de citrato de sodio. Para isso, a suspensdo de FeONPs foi
aquecida a 85 °C e adicionou-se citrato de sddio sob agitacdo constante e mantida
por 30 min. As FeONPs modificadas foram lavadas varias vezes com agua até
atingir pH igual a 7,0. As FeONPs funcionalizadas resultantes foram suspensas
em agua, mantidas sob atmosfera de N, por 30 min e armazenadas a temperatura
de 4°C. Antecedendo o uso das mesmas, as MNPs funcionalizadas foram deixadas

a temperatura ambiente e sonicadas durante 1 hora.

6.2.5 - Sintese de oxido de grafeno (GO)
Para a preparacdo do grafeno oxidado, 10 mg de grafeno foram

dispersos em 100 mL de uma solucdo de &cido sulfarico concentrado: &cido
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nitrico (1:1, v/v). Em seguida, a solucdo reacional foi mantida sob agitacdo
durante 12 h, a temperatura ambiente. A suspenséo obtida foi filtrada e lavada
com agua até o pH atingir valores em torno de 6,5-7,0. O 0xido de grafeno obtido

foi seco a 100 °C por 12 h, armazenado em frascos e mantidos em dessecador.

6.2.6 - Imobilizacdo de anticorpo monoclonal anti-CYFRA-21-1 sobre a
superficie dos eletrodos de trabalho

A superficie dos eletrodos de trabalho foi modificada com uma
bicamada formada pelo polication PDDA e 6xido de grafeno a fim de fornecer
grupos carboxilicos a superficie para posterior imobilizacdo covalente com
anticorpo anti-CYFRA-21-1. Para isso, 3,0 pL de PDDA 2,0 mg mL* foram
adicionados a cada eletrodo de trabalho do arranjo e mantidos por 20 min. O
excesso de PDDA foi removido e 3,0 pL da dispersdo de GO (2mg mL™),
preparado em meio aquoso, foi adicionado e mantido durante a noite a
temperatura ambiente. Em seguida, 3 puL de uma solucdo mista de EDC 0,1 mol
L eNHS 0,4 mol L recém preparada foi adicionada sobre os eletrodos e mantida
por 10 min para ativacao dos grupos carboxilicos presentes no GO.

Em seguida, 5 pL do anticorpo primario de concentracédo igual a 10
g mL? foi covalentemente imobilizado sobre o eletrodo e mantidos durante a
noite (16-18 h). O eletrodo foi lavado com PBS pH 7,4 para remover os anticorpos
ndo ligados. Os eletrodos de trabalho foram incubados com albumina de soro
bovino 2% preparadas em PBS e mantidos durante 1 h a temperatura ambiente
para bloguear os sitios ativos nédo reativos e evitar ligacoes ndo especificas. Por

final, os eletrodos foram armazenados em temperatura igual a 4 °C.

6.2.7 - Bioconjugacao das nanoparticulas magnéticas com anticorpo policlonal
contra CYFRA 21-1
As nanoparticulas FeEONPs e CoZnFeONPs sintetizadas foram

decoradas com anticorpo policlonal por meio da reacdo covalente entre o grupo
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carboxilico proveniente das MNPs e o grupo amina do anticorpo secundario
CYFRA 21-1 (Ab2) utilizando a solugdo mista de EDC/NHS (preparada no
momento do uso). Para isso, um volume da dispersdo das nanoparticulas
magnéticas com uma concentracdo 10 mg mL* foi transferido para microtubos de
2,0 mL e lavadas trés vezes pela adicdo de hidréxido de sédio 0,5 mol L. Em
seguida, as nanoparticulas foram mantidas sob agitacdo suave por 10 min
utilizando um agitador rotatorio. Apds isso, as nanoparticulas foram separadas
utilizando suporte magnético e lavadas utilizando tampdo PBS pH 7,4.
Posteriormente, os grupos carboxilicos das nanoparticulas foram ativados pela
adicdo de 1,0 mL da solugdo de EDC/NHS 3,0 mg mL* e mantidos sob agitacdo
lenta por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apobs a lavagem e separagdo magnética, 10 pg mL™* do anticorpo
policlonal CYFRA 21-1 diluido em PBS foi adicionado a dispersdao de
nanoparticulas magnéticas e mantido por 24 h, sob agitacdo a 6 rpm. Os
bioconjugados formados foram separados e lavados trés vezes com albumina de
soro bovino a 0,1% preparados em PBS (pH 7,4) e 0,05% de monolaurato de
polietileno glicol sorbitano (PBS-TW). Em seguida, uma solucdo de 1,0 mL de
glicina (1,0 mol L, pH 8,0) foi adicionada e mantida por 30 min a temperatura
ambiente, sob agitacdo suave. A glicina foi usada para bloquear sitios de ligacao
livre. Finalmente, apds lavagem, o bioconjugado formado pelas nanoparticulas
magnéticas ligadas ao anticorpo (Ab2-MNP) foram ressuspensas em 250 pL de
PBS-TW e mantidos a 4°C até o uso.

6.2.8 -Deteccdo de CYFRA 21-1 usando o dispositivo de imunoensaio
microfluidico descartavel

Primeiramente, adicionou-se um volume dos padrdes de CYFRA 21-
1 preparados em PBS a um microtubo contendo 20 puL de Ab2-MNP o qual foi

mantido sob agitacdo suave durante 30 min a 37 °C.
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O biomarcador capturado (CYFRA-Ab2-MNP) foi separado
magneticamente, lavado trés vezes com 400 uL de PBS e BSA a 2% e ressuspenso
em 200 pL de PBS-TW+BSA 2%. O complexo CYFRA-Ab2-MNP foi entdo
injetado no dispositivo microfluidico utilizando a valvula de injecdo com um loop
de amostra de 100 pL. Depois de preenchido o canal microfluidico com a amostra,
o fluxo foi interrompido por 30 min. Posteriormente, o fluxo foi reiniciado para a
lavagem do dispositivo utilizando PBS, seguido da injecdo da solucéo de deteccao
composta por 50 pmol L de peréxido de hidrogénio preparado em PBS.

A deteccdo eletroquimica foi realizada por amperometria, aplicando
potencial de -0,3 V vs. Ag|AgCl (KCI 3,0 mol L?) e pela injecdo de 100 pL da
solucdo de deteccdo a uma vazédo de 100 pL mint. Uma curva de calibragdo foi

construida com diferentes concentracfes de padrdes de CYFRA 21-1.

6.3- RESULTADOS

6.3.1 - Caracterizacdo morfologica e topografica de Fes3Os (FeONP) e
Co00,25ZN0,75F€204 (CoZNFeONP) e superficie do eletrodo

A Figura 6.1 apresenta as imagens obtidas com um microscopio
eletrénico de varredura (MEV) da superficie dos eletrodos a base de carbono
(Figura 6.1A) e modificado com 6xido de grafeno em diferentes ampliaces.
Como pode ser visto na Figura 6.1B-C, o eletrodo de carbono apresenta estruturas
de rugosidade que sdo tipicamente observadas em eletrodos impressos pela
técnica de screen printing. Apés a modificagdo com 6xido de grafeno (GO), o
eletrodo de carbono ficou completamente coberto, apresentando uma estrutura
superficial diferente da inicial.

A analise de espectroscopia de dispersdo de energia de Raios X
(Figura 6.1D) demonstrou a presenca de carbono, como esperado em ambos 0s

eletrodos de carbono ndo modificados (i) e modificados (ii). Ja no eletrodo de
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carbono modificado com GO, uma grande quantidade de oxigénio pode ser
observada, demonstrando a funcionalizacdo bem-sucedida com GO.

As imagens do microscopio eletrdnico de transmissdao (MET) das
FeONPs (Figura 6.1E) e CoZnFeONPs (Figura 6.1F) revelaram que ambos os
compostos formam aglomerados com tamanhos no intervalo de 6-12 e 8-20 nm,
respectivamente. Os diametros médios dos aglomerados (inser¢6es na Figura 6.1
E e F) sdo 9,0 nm para FeONPs e 14,5 nm para CoZnFeONPs, que foram muito

semelhantes aos valores relatados em outros trabalhos na literatura®*,
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FIGURA 6.1- Imagem MEV da superficie de carbono (A), superficie de carbono
modificada GO (BC), analise EDX de SPE (i) e SPE/GO (ii) (D), imagens MET

obtidas para Fe;O4 (E), Cog25ZNno.75Fe204 (F) com histogramas (inseridos).

Um microscopio confocal foi utilizado para adquirir imagens
topogréaficas do dispositivo. As estruturas tridimensionais das superficies do
eletrodo na auséncia e na presenca de GO sdo mostradas na Figura 6.2. Como
pode ser visto, os eletrodos modificados com GO mostraram um aumento na
rugosidade da superficie do eletrodo em cerca de duas vezes em comparagao com

0 eletrodo nao modificado. A partir dos gréaficos de rugosidade valores médios de
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rugosidade de 0,24 um para o eletrodo de carbono e 0,47 um para o eletrodo
modificado com GO foram calculados. As espessuras dos filmes estimadas para
0 eletrodo de carbono e carbono modificado com GO foram, respectivamente, de

18,3 e 23,4 um.
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FIGURA 6. 2 - Rugosidade dos eletrodos SPE sem modificacdo (A) e modificado
com GO (B).

6.3.2 - Desempenho eletroguimico dos eletrodos modificados com GO
O efeito da concentracdo de GO utilizado na modificacao do eletrodo
descartavel de carbono foi investigado utilizando voltametria ciclica. Para isso, 0s

eletrodos foram modificados com dispersdes contendo diferentes concentragdes
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de GO (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg mL™*) preparados em agua. Inicialmente, a superficie
de carbono negativamente carregada do eletrodo foi modificada com PDDA, a
qual foi entdo seguida pela deposicdo de 3 pL da dispersédo de GO e mantida por
16 h. ApoOs a secagem, o dispositivo microfluidico foi montado como nos
trabalhos supracitados (item 4.2.5).

A resposta eletroquimica do eletrodo de carbono modificado com
GO foi avaliada em solucédo contendo 1,0 mmol L de ferroceno monocarboxilico
em cloreto de potéssio a 0,5 mol L, com velocidade de varredura igual a 50 mV
s, A corrente de pico catddica foi entdo monitorada em funcdo da concentracéo
do GO. Conforme observado na Figura 6.3, a corrente de pico (l,) aumentou com
0 aumento da concentracdo de GO até 1,5 mg mL™. Embora, foi observada uma
tendéncia a estabilizacdo. O aumento da concentracdo de GO ocasionou um
incremento do sinal analitico. Porém, para concentragdes acima de 1,5 mg mL™*
ocorreu a saturacdo da corrente. Este comportamento de saturacédo do sinal pode
estar relacionado com o pleno recobrimento da superficie eletrédica atingida a
partir da concentracdo de 1,5 mg mL™. Embora, com a concentragdo de 2,0 mg
mL* de GO o eletrodo apresentou valores de corrente similares aos obtidos com
1,5 mg mL*, mas com um menor desvio padrdo. Logo, a concentracdo de GO

igual a 2,0 mg mL™ foi selecionada para estudos posteriores.
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FIGURA 6.3 - Otimizacdo da quantidade de GO utilizado na modificacdo de

eletrodos de carbono (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg mL™?) via técnica de CV em solucéo
contendo ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol L em cloreto de potéssio 0,5 mol

Ltauma velocidade de varredura de 50 mV s,

A éarea eletroativa dos eletrodos tambem foi avaliada pelos
experimentos de voltametria ciclica em 1,0 mmol L* de acido ferroceno
monocarboxilico com 0,5 mmol L* de KCI. A Figura 6.4 apresenta os CVs
registrados, bem como a variacdo da densidade de corrente de pico catodico em
relacéo a raiz quadrada da velocidade de varredura (j vs. v¥?), obtidos para os
eletrodos sem modificacdo e com GO. A inclinagdo da curva foi utilizada para
estimar a area eletroativa, empregando a equacéo de Randles-Sevcik!®®. As areas
de superficie eletroativas obtidas foram de (9,7 = 0,1) x10™* cm? para o eletrodo
de carbono sem modificacdo e (2,0 + 0,1) x 103 cm? para o eletrodo modificado
com GO. A modificagdo com GO resultou em um aumento de 2,1 vezes na area
eletroativa, o que pode ser explicado tanto pelo aumento de area superficial do

eletrodo modificado com GO quanto pela maior presenca de material.
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FIGURA 6.4 - Voltamogramas ciclicos realizados com os eletrodos de carbono
(A) ndo modificados e (C) modificados com GO (3° ciclo), em diferentes
velocidades de varredura, na presenca de &cido ferroceno monocarboxilico 1,0
mmol L em KCI 0,5 mmol L. Variacdo de j vs. v’ dos eletrodos (B) néo

modificados e (D) modificados com GO.

6.3.3 - Comportamento biomimeético das FeONPs e CoZnFeONPs
Para avaliar a capacidade das nanoparticulas sintetizadas de FeONPs
e CoZnFeONPs de mimetizar enzimas semelhantes a peroxidase, foram
realizados experimentos de voltametria ciclica na presenca de H,O,. Neste caso,
as MNPs foram depositadas na superficie do eletrodo ndo modificado utilizando
um ima posicionado externamente sob o eletrodo de trabalho. Quantidades iguais
de cada MNPs foram adicionadas a diferentes eletrodos (10 pL de FeONPs e
CoZnFeONPs, em uma concentracdo de 10 mg mL1). Em seguida, os eletrodos
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foram lavados e adicionou-se uma aliquota de 1,0 umol L de H,O, preparada em
PBS. Os voltamogramas foram obtidos com intervalo de potencial de 0,2a-1,0 V
e velocidade de varredura de 50 mVs™. A Figura 6.5 apresenta os voltamogramas
obtidos para o eletrodo sem MNPs e com MNPs na superficie dos eletrodos.

Os eletrodos com MNPs exibiram um grande aumento na densidade
de corrente obtida com o H,O, em comparacdo com o eletrodo de carbono sem
MNPs. O eletrodo com CoZnFeONPs apresentou maior intensidade de corrente,

representando incremento de 51% em comparacéo ao eletrodo com FeONPs.
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FIGURA 6.5 - Voltamogramas obtidos com os eletrodos: sem modificacédo (linha
preta) e com FeONPs (linha vermelha) e CoZnFeONPs (linha azul) (3° ciclo), na
presenca de 1,0 umol L de H,O, em PBS. v=50 mV s™,

A capacidade de FeONPs e CoZnFeNPs para mimetizar a atividade
semelhante a peroxidase foi avaliada por meio de medidas de VCs realizada em
diferentes concentracbes de H,O,. Neste caso, as MNPs foram capturadas
magneticamente na superficie do eletrodo ndo modificada, como descrito

anteriormente, e diferentes concentrac6es de H,O, preparados em PBS 0,01 mol
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L foram adicionados sobre o eletrodo. Como pode ser observado na Figura 6.6,
ambas as MNPs apresentaram boas correlagoes lineares dos valores correntes de
pico catodico com 0 aumento da concentracdo de H,O,, com sensibilidades de 6,9
e 8,0 HA L pumol? para FEONPs e CoZnFeONPs, respectivamente. Os LoDs
calculados foram de 0,60 e 1,05 pmol L' para FEONPs e CoZnFeONPs,
respectivamente.

Os resultados indicaram que ambas MNPs apresentaram atividade
catalitica para reducdo de H,O, indicando o potencial para serem utilizadas como
marcadores biomimético nos imunoensaios eletroquimicos. No entanto, deve-se
notar que a presenca de Co(ll) e Zn(Il) em MNPs ndo levaram a uma melhora
significativa nos parametros eletroanaliticos para a deteccdo de H,O., utilizando
guantidades similares de MNPs depositadas na superficie do eletrodo. Isso indica
a auséncia de uma contribuicdo relevante desses metais no comportamento

eletrocatalitico para reducéo de H,0O..
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FIGURA 6.6 - Voltamogramas dos eletrodos modificados com FeEONPs (A) e
CoZnFeONPs (B) (3¢ ciclo) na presenca de diferentes concentracdes de H,O, (0-
15 umol L) preparados em 0,01 mol L de PBS. v=50 mV s. Inser¢des mostram

as variacgoes de corrente em funcgéo da concentracao de H,0,.

A influéncia da presenca de oxigénio na atividade catalitica das
MNPs foi avaliada em solucdes saturadas de N,. Como observado na Figura 6.7

e Tabela 6.1, os resultados demostraram que ndo houve interferéncia do oxigénio
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dissolvido nas respostas eletroguimicas em ambas as MNPs durante o processo

de reducéo do H,0,.
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[H,0,] (pmol L)

10 -08 -06 -04 -02 00 02
E/Vvs. Ag/ AgCl

-504

| (WA)

-100 -

-150 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

[H,0,] (wmol L)

10 08 -06 -04 -02 00 02
E/V vs. Ag/ AgCl
FIGURA 6.7 - Influéncia da purga de N, na (A) voltametria ciclica de FeONPs e
(B) CoZnFeONPs (3° ciclo) na superficie de eletrodos de SPE na presenca de

diferentes concentragdes de H,O, em 0,01 mol L de PBS.
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TABELA 6. 2 - Sensibilidade e Limite de deteccdo para FeONPs e CoZnFeONPs.

Sensibilidade Limite de Deteccéao

MNP (LA pmol2L) (umol L)
FeONPs 6,90 0,60
CoZnFeONPs 7,90 1,05
FeONPs* 6,42 3,74
CoZnFeONPs* 7,60 1,94

*Solugbes purgadas com N

A atividade catalitica das MNPs foi avaliada por meio de medidas de
voltametria ciclica em meio de peroxido de hidrogénio afim de avaliar a constante
aparente de Michaelis-Menten e comparar os valores encontrados na literatura
para biossensores enzimaticos'®. As medidas foram realizadas em diferentes
concentragdes de H,0, dissolvido em 100 mmol L de PBS a uma velocidade de
varredura de 50 mV s* e em uma janela de potencial de 0,2 a -0,8 V vs. Ag/AgCI.
A constante aparente de Michaelis-Menten (Ky,) foi calculada a partir da equacéo

de Lineweaver-Burk de acordo com a Equacdo 2°7:

1 Km+][S] Km 1 1
Y =V max 151 Eq.(2)
V. Vmaxx[S] Vmax [S] V max

onde, V é a velocidade de reacdo, Km é a constante de Michaelis-Menten, Vmax
é a velocidade maxima de reacéo e [S] € a concentracdo do substrato. O intervalo
adequado de concentracdes de H,O, e os graficos tipicos de Lineweaver-Burk
foram obtidos para ambas as MNPs, como mostrado na Fig. 6.8 (A) e (B).

Os valores obtidos de Km foram de 1,1x107°> mol L™! e 1,8x107> mol
L™! para FeONPs e CoZnFeONPs, respectivamente. Estes valores sdo um pouco
menores que os relatados na literatura para biossensores com base no uso da
enzima peroxidase’®®, indicando assim a boa atividade catalitica de FeONPs e
CozZnFeONPs para H,0..
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FIGURA 6.8 - Gréafico de Lineweaver-Burk da reducdo de H,O, catalisada por
eletrodos modificados com (A) FeONPs e (B) CoZnFeONPs.

O mecanismo de decomposicdo de H,O, por ferritas tem sido
extensivamente estudado nos Ultimos anos. Pires et al.'®8 relataram um estudo das
reacBes envolvidas no processo de decomposicdo catalitica de H,O, utilizando
maguemita e maguemita dopada, sugerindo diferentes rotas de reacdo com H;0O,
baseadas em estudos tedricos. Os autores consideraram que as possiveis espécies:
HO-M-OH, os grupos de perdoxidos M-O-O-M, M-H,O, e M-OOH foram
produzidas pela interagdo entre os atomos de oxigénio de H,O, e 0 metal na

superficie do catalisador. A rota de formacéo de HO-M-OH provou ser o caminho
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mais termodinamicamente favoravel que pode ser explicado pela presenca da
ligacdo instavel O-O, que pode facilmente produzir radicais reativos. Um possivel
mecanismo para a atuacdo das MNPs é proposto nas sequéncias de reacOes a
sequir. | inicialmente ocorreira a adsor¢do de H,O, na superficie catalitica das
nanoparticulas (etapa 1), onde o H,0, é eletroquimicamente reduzido a OH-M-
OH mais OH" e OH" (etapa 2). Em seguida, 0 OH" formado pode levar a reagéo
em cadeia em contato com mais H,O, (etapa 3) gerando outros radicais (HO,)

para formar H,O mais OH" e O, (etapa 4).

M + H,0,>M---H,0, (etapa 1)
M---H,0; + H,0,+ & > OH—M—OH + OH + OH"  (etapa 2)
(H202)ags + OH™ 2 (HO2)ags + H20 (etapa 3)
(H202)ags + (HO2)ags = H20 + OH + O, (etapa 4)

6.3.4 — Avaliacdo do imunoensaio, envolvendo o uso de CoZnFeONPs e
FeONPs, para deteccdo de CYFRA 21-1

A eficiéncia das MNPs para a imunocaptura de CYFRA 21-1 e para
a deteccdo amperometrica pela mimetizacdo da enzima peroxidase foi avaliada
em solucdo de PBS fortificada com CYFRA 21-1 e em amostras reais de soro de
individuos saudaveis e pacientes com cancer. Os resultados obtidos com o
magneto-imunoensaio para deteccdo de diferentes concentracdes de CYFRA 21-
1 foram avaliados utilizando FeONPs e CoZnFeONPs para comparacao.

A deteccéo eletroquimica foi realizada por amperometria, aplicando
potencial de -0,3 V vs. Ag|AgCl (KCI 3,0 mol L) e pela injecdo de 100 pL da
solucdo de deteccdo a uma vazédo de 100 pL min. Uma curva de calibragdo foi
construida com diferentes concentracfes de padrdes de CYFRA 21-1 e a Figura
6.9 apresenta as correntes transientes obtidas para diferentes concentragfes de

CYFRA 21-1 e as respectivas curvas de calibracdo obtidas utilizando cada MNP.
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Como pode ser observado, as CoZnFeONPs apresentaram uma
diminuicéo significativa no sinal do branco quando comparado com aquele obtido
usando as FeONPs. Os efeitos sinérgicos do uso de eletrodo de carbono
modificado com GO e o uso de MNPs permitiram a deteccdo eletroquimica de
CYFRA-21-1 com limites de deteccdo de 0,30 fg mL* e 0,19 fg mL™?, para
FeONPs e CoZnFeONPs, respectivamente (Tabela 6.2). As particulas de ferrita,
conforme observado nos diferentes estudos, tendem a se adsorver nos eletrodos o
gue leva a valores de branco elevado, sem comprometer, no entanto, o
desempenho analitico dos dispositivos, o que fica evidenciado pelos LoDs
obtidos. O uso de BSA e surfactante nas solugfes tampdes tentem a minimizar
este efeito, mas ndo é suficiente para elimina-los. No caso das nanoparticulas
contendo Co e Zn este efeito foi significativamente minimizado indicando serem

uma excelente alternativa as particulas contendo somente ferritas.
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FIGURA 6.9 - Perfis amperomeétricos para CYFRA 21-1 em um sistema
microfluidico utilizando 0,01 mol L™! de PBS em -0,3 V vs. Ag|AgCl, apds injecdo
de 50 pumol L de H,O; para (A) FeONPs e (C) CoZnFeONPs e correspondentes
curvas de calibragao para (B) FeEONPs e (D) CoZnFeONPs (n>4).

TABELA 6.3 - Parametros analiticos obtidos para deteccdo de CYFRA 21-1

com base nos imunoensaios realizado utilizando as diferentes MNPs.

Faixa linear Sensibilidade LoD
MNP R?
(fg mL) (WA L fg™) (fg mL™)
FeONPs 3,9-500 0,991 1,39 0,30
CoZnFeONPs 3,9-1000 0,997 1,56 0,19

O desempenho do imunoensaio desenvolvido foi comparado com

métodos relatados na literatura para a deteccdo de CYFRA 21-1, como pode ser



100

visto na Tabela 6.3. O limite de deteccdo extremamente baixo obtido neste
trabalho pode ser atribuido as seguintes caracteristicas: i) a imobilizagéo efetiva
de anticorpos primarios na superficie do eletrodo; ii) notavel atividade catalitica
de ambas as MNPs em relacdo a H,0,, comprovada pelos valores de Km e,
comparacdo com trabalhos na literatura; iii) uso de MNPs sintetizadas que
permitiram a imobilizacdo de Ab, para captura e separacdo do biomarcador, aléem
da deteccdo eletroquimica amplificada na presenca na oxigénio dissolvido. Vale
ressaltar que a presenca do Co e do Zn nas MPNs ndo melhorou
significativamente a deteccdo do biomarcador, quando comparados com oS
FeONPs. Entretanto, as propriedades magnéticas foram significativamente
melhoradas devido a presenca de cobalto nas nanoparticulas, reduzindo os tempos
para a captura com uso de imas comerciais. As propriedades magnéticas dessas
nanoparticulas podem desempenhar um papel vital em sistemas em que a captura
de biomoléculas é crucial, como em imunoensaios ou dispositivos microfluidicos
para aplicages médicas. Além disso, as vantagens que podem ser destacadas para
0S imunoensaios aqui desenvolvidos incluem a ndo necessidade do uso de
mediador enzimatico como a HRP a qual requer uma solucéo de deteccéo livre de
O, para a etapa de deteccdo com HQ além da descartabilidade e baixo custo.

A repetibilidade do dispositivo descartavel foi avaliada e os valores
dos desvios-padrao relativos (%RSD) obtidos para oito eletrodos e para arranjos
diferentes foram menores que 8%. Estes resultados confirmaram a boa
reprodutibilidade do método proposto para a detec¢do do biomarcador CYFRA
21-1.

Zeng e colaboradores desenvolveram um  imunossensor
eletroquimico livre de enzimas para deteccdo sensivel e seletiva do marcador
tumoral antigeno do fragmento da citoqueratina 19 21-1 (CYFRA21-1). Neste
trabalho, grafeno@ nanoparticulas de ouro (3D-G@Au) foi utilizado para
modificar a superficie de eletrodo de carbono vitreo (GCE) para melhorar a

condutividade do imunossensor. O anti-CYFRAZ21-1 foi capturado e fixado no
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GCE modificado utilizando quitosana (CS), glutaraldeido (GA) e anti-CYFRA21-
1. Sob condic¢des otimizadas, 0 imunossensor eletroquimico proposto exibiu uma
ampla faixa linear de 0,25 a 800 ng mL! e LoD de 100 pg mL™! (S/N = 3).

Outra abordagem foi apresentada por Kumar et al. que reportou um
isento de enzima baseado em zirconia nanoestruturada decorado com oxido de
grafeno fabricado para detectar o biomarcador CYFRA-21-1 na saliva de
pacientes com cancer bucal. funcionalizado com anticorpos anti-CYFRA-21-1 e
moléculas de BSA. O imunoeletrodo fabricado (BSA/anti-CYFRA21-
1/APTES/ZrO,-rGO/ITO) apresentou sensibilidade de 0,756 nA mL ng?, faixa
de deteccéo linear mais ampla 2-22 ng mL* e LoD de 0,122 ng mL™.

Tiwari e colaboradores apresentaram o0 resultado de estudos
relacionados a sintese in situ de nanoparticulas de hidroxido de lantanio (L-Cys-
La(OH)3NPs) decoradas com aminoacidos (L-Cisteina) para a fabricacdo de
imunossensor eficiente para deteccdo ndo invasiva de cancer bucal. Este
imunossensor apresentou um amplo intervalo de deteccéo de 0,001-10,2 ng mL™*,
0 baixo limite de deteccdo de 0,001 ng mL™* e sensibilidade de 12,044 pA (ng mL

cm?) com um tempo interessante de resposta de 5 min.

TABELA 6.3 - Pardmetros analiticos para deteccdo de CYFRA 21-1 com

diferentes MNPs e metodologias de deteccao.

Dispositivo  Técnica Faixa linear LoD Ref.
-1 -1
(fg mL ) (fg mL )

3D grafeno- DPV 2,5 x 105 a 8,0 x 108 1,0 x 105 Zeng et al. '’
Au/carbono

vitreo
ZI’OZ—RGO/ DPV 2,0 x 106 a2 x 107 1,2 x 105 Kumar et al.'™
ITO
3 6 3 : : 171
Cys— DPV 190 x 10 a 10)2 x 10 1’0 x 10 Tiwari et al.
La(OH),/ITO
FeONPs Amp 39250x10 0,30 Este trabalho

CoZnFeONPs  Amp 39210x%10 0,19 Este trabalho
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6.3.5 - Aplicacéo do dispositivo microfluidico para detec¢do de CYFRA 21-1 em
amostras de soro de individuos saudaveis e pacientes com cancer de prostata

Para avaliar a confiabilidade analitica e a viabilidade do método
proposto, amostras de soro de pacientes com cancer de préstata e de individuos
saudaveis foram coletadas e avaliadas utilizando os imunoensaios baseados em
ambas MNPs sintetizadas, bem como o método ELISA para fins de comparacéo.

A Figura 6.9 apresenta a comparacao entre os resultados obtidos para
a deteccdo do CYFRA 21-1, utilizando o dispositivo microfluidico desenvolvido
com ambas MNPs, e com no método ELISA. A deteccdo de CYFRA 21-1 em
amostras de soro de pacientes com cancer de prostata e saudaveis usando 0 0s
dispositivos descartaveis com base no uso de FeONPs e CoZnFeONPs
apresentaram boa concordancia com método ELISA (C para individuos saudaveis
e CaP para pacientes com cancer de prostata). Uma excelente correlacéo entre 0s
imunoensaios utilizando as MNPs pode ser observada, o que indica o potencial
deste método para a deteccdo do CYFRA 21-1 em concentragfes clinicamente
relevantes. O teste-t student pareado demonstrou ndo haver diferenca estatistisca
significativa ao nivel de confianca de 95% para os imunossensores desenvolvidos
com as ferritas em relacdo ao método ELISA.

Além disso, é interessante observar a grande variagdo nos niveis de
CYFRA 21-1 quando se compara o grupo de individuos saudaveis e os pacientes
com cancer. As concentracdes do biomarcador no soro variaram de 0,90 - 5,96 pg
mL para individuos saudaveis e de 66,6 a 172,50 ng mL! para os pacientes com
cancer de prostata.

Os métodos desenvolvidos que envolveram a captura, separacao e
deteccdo imunomagnética baseadas no uso de propriedades mimeéticas intrinsecas
das FEONPs e CoZnFeONPs mostraram-se simples e de baixo custo para o
diagndstico clinico, com as vantagens da elevada especificidade e possibilidade
de miniaturizacgéo tendo grande potencial para serem utilizados como dispositivos

portateis para aplicacdes POC.
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FIGURA 6.10 - Deteccdo de CYFRA 21-1 em amostras de soro de pacientes com
cancer de préstata (PCA) e individuos saudaveis (C) utilizando o imunoensaios

desenvolvidos e o ELISA.
6.4 - CONCLUSOES

A deteccdo de CYFRA 21-1 nas amostras de soro de individuos
controle e com cancer de préstata foi plenamente alcancada utilizando um novo
imunoensaio microfluidico sem enzimas, baseado no uso de nanoparticulas de
CoZnFeONPs. As MNPs apresentaram boa biocompatibilidade com similaridade
de comportamento quando comparados as nanoparticulas de FeONP. Além disso,
este novo método também se mostrou promissor para analises tipo POC, com
vantagens sobre os métodos tradicionais, incluindo baixo limite de deteccéo,
elevada especificidade, boa precisao e reprodutibilidade e baixo custo. Ambas as
MNPs utilizadas no método proposto, forneceram LoDs 6 vezes menores do que
o ponto de corte clinico de 3,3 ng mL* para a deteccdo de CYFRA 21-1, além de
apresentar interessante diferenca entre os individuos saudaveis e doentes. O uso

das MNPs tanto para a captura e separacdo e, em especial, na etapa de deteccao
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mimetizando enzimas do tipo peroxidase permitiu um avanco significativo
guando comparado com o imunoensaios utilizando HRP uma vez que néo requer
a prévia etapa de remocao do oxigénio com purga de N, necessario quando do uso

da HRP e na presenca de HQ.



Capitulo 7— CONCLUSOES FINAIS
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7 - CONCLUSOES FINAIS

Os magneto-imunoensaios desenvolvidos neste projeto para
deteccdo de biomarcadores mostraram-se promissores para 0 rastreamento e
diagndstico do cancer com vantagens sobre os métodos tradicionais incluindo
analises rapidas, baixo limite de deteccdo, pequena quantidade de amostras e
reagentes, elevada especificidade, boa preciséo e repetibilidade e baixo custo.

O arranjo de eletrodos utilizados permitiu a deteccdo de um
biomarcador com um maior nimero de espaco amostral (n=8) corroborando com
0 aumento da precisdo do método, e além disso, por meio do imunoensaio
multiplexado desenvolvido foi permitido a deteccdo simultanea dos
biomarcadores GSTP1 e PSA.

As AuNP utilizadas para o0 ancoramento dos anticorpos monoclonais
sobre o eletrodo de trabalho colaboraram também para um maior aumento de area
eletroativa quando comparada ao GO. Isso se deve ao maior carater condutivo das
NPs comparado com o GO.

O teste t-student pareado aplicado e o valor de teajculado para os 3
trabalhos foram menores que 0 tuiico, demonstrando que os métodos nédo
apresentaram diferenca estatistica significativa ao nivel de confianca de 95% em
relacdo ao método comparativo ELISA. Entretanto, o baixo numero de amostras
de pacientes disponiveis analisadas ndo possibilitou encontrar a associagéo entre
0s biomarcadores p16, GSTP1 e CYFRA com o cancer de prostata. Entre os
biomarcadores, 0 CYFRA-21-1, demonstrou uma maior diferenca entre os valores
de concentracdo para individuos saudaveis e doentes o que o faz promissor no
diagnostico da doenga.

Vale a pena mencionar que os dispositivos descartaveis desenvolvido
para a deteccdo de CYFRA 21-1 apresentaram vantagens frente aos demais, como
a ndo utilizacdo do uso de mediador enzimatico, como a HRP, que requer uma

solucéo de deteccéo livre de O,, e consequentemente, demorada etapa de remogéo
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com purga de Ny, sendo portanto um interessante candidato ao desenvolvimento
de dispositivos POC.

Economicamente, os metodos foram desenvolvidos usando néo
apenas materiais simples que podem ser adquiridos em muitos casos localmente,
mas também uma impressora domestica de baixo custo, 0 que permite a producao
de centenas de dispositivos em poucas horas. O custo medio em material para a
construcao do dispositivo proposto é de aproximadamente R$4,00 (com enzima)
e 2,40 (sem enzima), incluindo todas as etapas de modificacéo.

Por fim, a possibilidade de utilizar os imunossensores eletroquimico
no direcionamento da terapia contra o cancer de préstata e, até mesmo, de auxiliar
no diagnostico precoce da doenca ou em diferentes estagios da doenca € uma
alternativa aos metodos de rotina atualmente utilizado (ECL (Roche Diagnostics,
Mesoscale Discovery) e ELISA), o que pode vir a proporcionar ao paciente um
maior acesso e disponibilidade ao rastreamento da doenca e consequentemente,

uma melhora da qualidade de vida.
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