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RESUMO

Cancer € a segunda causa de morte no mundo, e foi responsavel por cerca de 10 milhGes de
mortes em 2018, de acordo com a Organizacdo Mundial de Salde. Diversos estudos apontam
que a transferrina € um biomarcador canceroso em potencial, uma vez que células cancerosas
expressam niveis de transferrina maiores que células saudaveis. Neste contexto, este trabalho
descreve o desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico para a deteccéo de transferrina
(Tf), nas formas apo-Tf (ndo ligada a ferro) e holo-Tf (ligada a ferro). O imunossensor foi
baseado na imobilizacdo do anticorpo policlonal anti-transferrina (anti-Tf) pelo método de
ligacdo covalente cruzada, empregando os agentes de comprimento zero 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e n-hidroxisuccinimida (NHS). Como superficie
transdutora, placas de ITO (6xido de indio dopado com estanho) foram utilizadas e os resultados
foram obtidos pela adequacdo dos dados experimentais ao circuito equivalente de Randles.
Todas as medidas foram realizadas pela técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE), em meio de hexacianoferrato de potassio (1) 4 mmol L? preparado em tampéo fosfato
pH 7,4. A caracterizagdo dos imunossensores foi realizada utilizando a técnica de EIE e
voltametria ciclica (VC), avaliando assim a resposta eletroquimica de apo-Tf e holo-TT.
Observou-se que os dispositivos desenvolvidos foram capazes de detectar ambas as formas de
Tf, em termos de resisténcia de transferéncia de carga (Re«). As melhores condicOes
experimentais foram avaliadas para o desenvolvimento dos imunossensores, realizando estudos
acerca da afericdo da area geométrica do 1TO, da ativacdo da superficie eletrédica, do meio de
imobilizacdo ao anticorpo, do tempo de incubacdo e concentracdo de anti-Tf e do tempo de
incubacéo de cada antigeno. Curvas analiticas foram construidas para cada antigeno, utilizando
cinco niveis de concentragdo em duplicata. Realizou-se um estudo inicial para a validacéo
completa dos dispositivos as figuras de mérito de limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo
(LQ), precisao e linearidade, esta Gltima avaliada estatisticamente por meio de regressao linear
e teste de falta de ajuste no nivel de 95% de confianca. Ademais, 0s imunossensores
desenvolvidos foram aplicados na deteccdo de células cancerosas A549 (cancer de pulméo) e
MCF-7 (cancer de mama), comparando-as com a linhagem celular saudavel dos rins BHK.
Visando avaliar se as respostas obtidas diferem estatisticamente das células de controle (BHK)
foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) de um fator e um teste de Dunnett a um nivel
de 95% de confianca. Assim, foi observado que a resposta impedimétrica das células saudaveis
difere significativamente da resposta das células cancerosas, indicando a potencialidade dos
imunossensores para o diagnostico de cancer. Deste modo, o dispositivo construido pode ser
considerado como um avanco na deteccdo de apo-Tf e holo-Tf, bem como em diagndsticos
clinicos réapidos e de baixo custo.

Palavras-chave: Imunossensor impedimétrico. Espectroscopia de impedancia eletroquimica .

Deteccdo de transferrina. Validagéo.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death globally, and was responsible for an estimated 10
million deaths in 2018, according to the World Health Organization. Several studies shown that
transferrin is a potential cancer biomarker because tumour cells are able to overexpress high
levels of transferrin compared with their normal counterparts. In this context, this paper
describes the development of an electrochemical immunosensor for the detection of transferrin
(TT), in the forms apo-Tf (non-iron-bound) and holo-Tf (iron-bound). The immunosensor was
based on the immobilization of the polyclonal antibody anti-transferrin (anti-Tf) by the method
of covalent crosslinking, employing the zero-length agents 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) and n- hydroxysuccinimide (NHS). As transducing surface, ITO (indium-
tin oxide) slides have been used and the results were obtained by the adequacy of the
experimental data to Randles equivalent circuit. All measures were performed by the
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) technique, in 4 mmol L? potassium
hexacyanoferrate (Il) prepared in phosphate buffer pH 7.4. The immunosensors
characterization was performed using the technique of EIS and cyclic voltammetry (CV),
evaluating the electrochemical response of apo-Tfand holo-Tf. It was observed that the devices
developed were capable of detecting both forms of Tf, in terms of charge transfer resistance
(Ret). The best experimental conditions were evaluated for the development of the
immunosensors, performing studies about the measure of the geometrical area of ITO, the
activation of the eletrodic surface, the mean of the antibody immobilization, the anti-Tf
incubation time and concentration and the antigens incubation time. Analytical curves have
been built for each antigen, using five levels of concentration in duplicate. It was performed an
initial study for the full validation of the developed devices. For this, it was estimated the figures
of merit of limit of detection (LOD) and of quantification (LOQ), precision and linearity, the
last being statistical by linear regression and lack of fit test in the 95% level of confidence.
Thus, the developed immunosensors were applied in the detection of two cancer cells A549
(lung cancer) and MCF-7 (breast cancer), comparing with the healthy kidney lineage cell BHK.
Intending to evaluate if the obtained responses differ significantly from the control cells (BHK),
it was performed an one-factor variance analys (ANOVA) and a Dunnett’s test in 95%
confidence level. This way, it was observed that the impedimetric response of healthy cells
differ significantly from the cancerous cells, indicates the immunosensors potential for cancer
diagnosis. Thereby, the device constructed can be consider as an advance for the detection of
apo-Tfand holo-Tf, as well as in fast and low cost clinical diagnosis.

Key words: Impedimetric immunosensor. Electrochemical impedance spectroscopy.

Transferrin detection. Validation.
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1 INTRODUCAO

Sdo ditas cancerosas as células que apresentam crescimento rapido, desordenado e
incontroladvel, com comportamento diferente das demais células do corpo. As células
cancerosas sdo formadas por mutacdes genéticas e 0s genes que sofrem essas mutagdes sdo
chamados de oncogenes. Tumores (acimulos de células cancerosas) sao considerados malignos
quando possuem a capacidade de invadir 6rgédos inicialmente normais [1, 2].

No Brasil, para os anos de 2018-2019, a estimativa € de 420 mil novos casos de cancer,
sendo 70% deste valor nas Regides Sul e Sudeste. Destes, 0s tipos de cancer com maior
incidéncia sdo o0s que acometem o pulméo e a mama [3]. O cancer de mama, 0 mais comum
entre as mulheres, apresenta uma incidéncia de 56,3 casos a cada 100 mil mulheres. Apesar de
ser o0 tipo de cancer mais relacionado a casos de morte (12,9 em 100 mil), este também apresenta
maior cura, principalmente quando descoberto precocemente. O cancer de pulmao, por sua vez,
apresenta incidéncia de 11,81 casos a cada 100 mil mulheres e 18,16 casos a cada 100 mil
homens, superando em niimeros totais as ocorréncias de cancer de prdstata, 0 mais comum no
sexo masculino. Como nao apresenta sintomas iniciais, o cancer de pulméo € considerado um
dos tipos de cancer mais agressivos e com alta taxa de mortalidade, pois em geral é descoberto
ja em estagio avancado. Assim, apenas entre 10 e 15% dos pacientes apresentam sobrevida de
cinco anos [3].

Atualmente, o diagndstico do cancer ocorre por meio do monitoramento de marcadores
tumorais, também chamados de biomarcadores, que sdo moléculas de importancia biolégica
cuja atividade esta relacionada diretamente a processos especificos de nivel celular. Assim,
estas moléculas podem ser monitoradas para averiguar perturbacdes no organismo [4]. A cada
marcador tumoral esta relacionado um valor de referéncia, que indica a maior concentracao que
pode ser encontrada no organismo sem que este seja considerado doente [5].

Um biomarcador de diversos tipos de cancer, incluindo de mama [6] e de pulméo [7],
é a transferrina (Tf) [8], uma glicoproteina transportadora de fon Fe3* no organismo. Como o
ferro € requerido para o crescimento e a proliferacdo celular, este é exigido em grandes
quantidades em células cancerosas, que tém a caracteristica de se proliferarem rapidamente.
Assim, o maior transporte de ferro leva a utilizacdo em excesso de Tf na célula cancerosa, de
modo que esta apresenta uma variacao que pode ser monitorada para diagnéstico e controle da
doenca [9]. Esta substancia pode ser encontrada no organismo de duas formas: holo-Tf, quando

ligada & Fe®*, e apo-Tf, quando n3o ligada ao fon. E importante que o dispositivo analitico que
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realize 0 monitoramento de Tf seja capaz de reconhecer ambas, de modo que o diagndstico
possa ser realizado independente de qual forma esteja presente em excesso no momento da
deteccdo [10].

Os dispositivos analiticos utilizados atualmente para a detec¢do de biomarcadores séo
os biossensores, por serem faceis de manusear e rapidos na obtencdo dos resultados. Os
biossensores consistem de um material bioldgico (biorreceptor) acoplado a uma superficie
transdutora, que realiza a leitura da reacao de bioreconhecimento entre este biorreceptor e o que
se quer detectar, traduzindo-a em um sinal analitico [11]. Estes dispositivos podem ser
classificados de acordo com o tipo de biorreceptor e o tipo de transdutor, sendo que dentre 0s
biorreceptores mais comuns encontram-se 0S imunossensores, que sao baseados na interacéo
imunologica entre antigeno e anticorpo, 0s quais podem utilizar transdutores piezoelétricos
[12], dticos [13] ou eletroquimicos [14]. Os imunossensores eletroquimicos apresentam maior
precisdo, facilidade e rapidez de construgdo que os demais, destacando-se os impedimétricos,
que utilizam a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Esta técnica mede
a impedancia relacionada a interacéo entre as biomoléculas, sendo ideal para ambientes de alta
resistividade por ndo ser perturbativa ou destrutiva [15].

Todavia, para que uma metodologia seja considerada apropriada para analises de
rotina, é necessario que sua eficacia seja comprovada experimentalmente. Este processo,
chamado de validacdo, envolve a analise de diferentes parametros, que tem por objetivo avaliar
se 0 metodo é confidvel o suficiente para a aplicacdo pretendida [16]. No caso de
imunossensores eletroquimicos, sdo comumente avaliados o limite de deteccéo, a linearidade
e, raramente, o limite de quantificacdo e a precisdo. Assim, visando obter uma confiabilidade
maior acerca do sistema estudado, ferramentas estatisticas podem ser utilizadas. Por meio
destas, pode-se observar o quanto o modelo adotado é aplicavel ao ajuste dos dados
experimentais, qual a relacdo entre a concentracao do analito e a resposta gerada e o quanto esta
resposta varia sob diferentes condicdes [17].

Entrentanto, até 0 momento, ndo existe um procedimento eficaz e pouco invasivo para
o diagnostico da doenca. Assim, ha a necessidade de métodos mais rapidos, de custo reduzido
e alta sensibilidade para identificar a doenca em seu estagio inicial [18]. Desta forma,
imunossensores impedimétricos foram desenvolvidos e caracterizados, utilizando anti-Tf como
camada de bioreconhecimento para a determinacdo dos antigenos apo-Tf e holo-Tf. Estes
sensores tiveram seu desempenho analitico avaliado estatisticamente, sendo posteriormente
aplicados para monitoramento de duas linhagens de células cancerosas modelo, do tipo A549

(cancer de pulmao) e MCF-7 (cancer de mama).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRANSFERRINA (TF)

Transferrina (Tf) é uma glicoproteina composta por 679 aminoacidos, presente no
sangue de todos os mamiferos, produzida pelo figado e excretada no plasma. E responsavel
pelo transporte do ion ferro (I11) no organismo, podendo penetrar na célula por meio de um
receptor especifico. Assim, as concentragdes de Tf e Fe3* podem ser relacionadas [19]. Devido
a importancia biolégica do Fe®* no organismo, tanto para processos de respiracdo celular quanto
para reacOes enzimaticas de replicacdo de DNA, a Tf serve como um indicador para o
diagnostico de diversas doengas [20, 21].

Em um organismo saudavel, os niveis de transferrina variam de 0,20 a 0,38 g dL™,
logo, concentragdes acima ou abaixo desta faixa podem indicar disturbios no organismo. Nos
casos de hemorragia, anemia ferropriva e hepatite, os niveis de Tf apresentam-se acima do
normal, enquanto que na ocorréncia de cirrose e reumatismo, doencas que levam a sobrecarga
de ferro, esta é encontrada a niveis mais baixos que o comum. Estudos desenvolvidos nos
Gltimos anos reportaram superexpressao de Tfe TfR em células cancerosas [22], podendo assim
ser relacionada com estagio e progressdo do cancer. Ademais, a Tf também € utilizada em
processos de drug-delivery [23]. Como possui grande facilidade de penetracdo na parede
celular, vem sendo empregada principalmente em medicamentos de combate ao cancer,

transportando e depositando-os em 0rgaos especificos, sem afetar o restante do organismo.

2.1.1 O ciclo da transferrina

O processo de transporte de ferro inicia-se no intestino, quando a Tf liga-se ao ion
Fe®*, juntamente com um &nion carbonato (CO3s%*) para neutralizar as cargas positivas e evitar
a repulsdo do cétion, em pH sanguineo levemente basico. Isso ocorre em pH 7,4, uma vez que
os grupos funcionais da Tf tendem a estar desprotonados (ponto isoelétrico entre 5,4 e 5,9),
levando a uma carga total negativa da proteina [24]. O carbonato forma liga¢6es de hidrogénio
com a Tf, preparando o sitio de ligagdo para o metal. Forma-se entdo um complexo Fe3*/Tf,
que percorre o0 organismo pelo sangue, chegando a célula onde deve adentrar. O receptor de
transferrina (TfR) esta presente na superficie da maioria das células, de modo que o complexo
é internalizado por endocitose (absorgdo através da membrana celular). Dentro da célula, ocorre

entdo a queda do pH, rompendo as ligagGes de hidrogénio, liberando o Fe** e fazendo com que
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a transferrina seja excretada da célula. Novamente livre no organismo, ela esté apta a ligar-se a
ferro mais uma vez, reiniciando o ciclo [25].

Cada Tf pode carregar até 2 ions, porém apenas 1/3 de toda Tf no organismo esté ligada
aFe®", sendo chamada de holo-Tf. A holo-Tfapresenta conformagcéo fechada devido as ligaces
de hidrogénio formadas pelo carbonato, que mantém o Fe** imobilizado no sitio ativo. Quando
essas ligacdes de hidrogénio se rompem, a conformacdo se torna aberta e a Tf é chamada de
apo-Tf [26]. O processo de transporte do ferro, a endocitose e a liberacdo de apo-Tf leva cerca
de 10 minutos e estima-se que cada Tf possa realizar esse ciclo cerca de 100 vezes [27, 28].

2.1.2  Anticorpos

Anticorpos séo glicoproteinas produzidas pelo sistema imunologico, tendo como
funcdo marcar os componentes estranhos ao organismo para eliminacdo. Estes componentes
séo conhecidos como antigenos, podendo ser desde polissacarideos até moléculas presentes em
microrganismos em geral. A interacdo entre antigeno e anticorpo leva a geracdo de um
complexo imune (ou imunocomplexo), de acordo com a Equacéo 1, sendo Ab o anticorpo e At
0 antigeno. O imunocomplexo é mantido por interacGes intermoleculares fracas (for¢as de van

der Waals, ligacéo de hidrogénio e forcas idnicas), de ligacao reversivel [29].

Ab + At = AbAt (Equacao 1)

Os anticorpos sdo formados por quatro cadeias de polipeptideos, duas leves (23 kDa)
e duas cadeias pesadas (53 — 75 kDa), ligadas entre si por pontes dissulfeto (Figura 1A).
Possuem dois sitios idénticos de interacdo com o antigeno, chamados de epitopos,
possibilitando a formacdo de um complexo estavel (Figura 1B) [30]. Eles podem ser divididos
em isotipos (classes), de acordo com suas caracteristicas estruturais. Nos mamiferos, por

exemplo, ha cinco isotipos que diferem entre si pelas cadeias pesadas [31].
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FIGURA 1 - (A) ESTRUTURA DO ANTICORPO E (B) COMPLEXO IMUNE
zona de ligagao com antigeno

ponte dissulfeto
> cadeia pesada

(A) !

FONTE: Adaptada de KARYNAKARAN, PANDIARAJ e SANTHARAMAN (2015) [61].

Quando a Tf estd superexpressa no organismo, ela desencadeia a producdo do
anticorpo anti-transferrina (anti-Tf). A anti-Tf € um anticorpo policlonal (originario de
diferentes linfocitos B), ou seja, as zonas de ligacdo ndo reagem com apenas uma regido do
antigeno [32]. Este anticorpo é de isotipo imunoglobulina G (IgG), do tipo que corresponde a
cerca de 73% dos anticorpos no organismo, com cadeia pesada representada pela letra grega .
Assim como os demais anticorpos 1gG, a anti-Tf recobre o antigeno, marcando-o para consumo
pelos fagocitos [33].

A anti-Tf pode ser utilizada para determinacdo da concentracdo de Tf, por meio do
monitoramento da formacdo do complexo antigeno-anticorpo. Atualmente, sdo encontrados
comercialmente Kkits de imunoensaios para a determinacdo in vitro de Tf, utilizando
turbidimetria [34]. Também, foram desenvolvidos dispositivos compactos para o

monitoramente deste imunocomplexo [35], ainda nao disponiveis no mercado.

2.2 TECNICAS ELETROQUIMICAS

2.2.1 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) utiliza a teoria de corrente
alternada (AC, do inglés alternating current), onde a impedancia (Z) € definida como a relacéo
entre o potencial e a corrente, sendo considerada um tipo de resisténcia presente em circuitos
AC. Assim, esta técnica envolve a aplicagdo de um potencial de baixa amplitude ao sistema em

estado de equilibrio, em um intervalo de frequéncia. Esse potencial gera uma corrente elétrica
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resultante, sendo ent&o registrado em cada frequéncia a relagéo corrente-potencial [36, 37].

A impedéancia é, graficamente, representada como uma funcdo complexa, sendo
matematicamente dividida em uma componente imaginaria (-Z”) ¢ uma componente real (Z”)
(Equacdo 2) [36], sendo Z a impedancia total do sistema e j 0 nimero imaginario definido como
(_1)1/2_

Z = Zreq t]* Zimaginéria (Equagao 2)

Um dos diagramas mais utilizados para esta representacdo € o de Nyquist, que
apresenta um gréafico de -Z” versus Z’, em Ohms (Q2). O diagrama de Nyquist é caracterizado
como um semicirculo em regides de altas frequéncias e uma regido linear em regides de médias
e baixas frequéncias (Figura 2). Da regido grafica de altas frequéncias, pode-se obter
informacBes como a resisténcia da solugéo eletrolitica (Rs), a resisténcia de transferéncia de
carga (Rc) e a capacitancia da dupla camada elétrica (Cqc) representada por um elemento de
fase constante (CPE, do inglés constant phase element), no caso de capacitores ndo ideais. Em
baixas frequéncias, onde pode-se observar uma reta apos o final do semicirculo, esta a regido
referente ao transporte de massa por difusdo das espécies. A capacitancia da dupla camada
elétrica é obtida por meio da Equacdo 3, sendo f o valor de frequéncia do maximo do

semicirculo [38].

Cac (Equacgao 3)

~ 2nfR,

FIGURA 2 - REPRESENTACAO DE DIAGRAMA DE NYQUIST

A
Controle de
Controle cinético transferéncia de
massa
-le (Q)
N
%
Rs Rs + Ret 7' (Q)

FONTE: Adaptada de PRODOMIDIS (2010) [39].
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Os valores numéricos referentes as resisténcias e a capacitancia sdo obtidos por meio
de modelagem com um circuito equivalente, sendo o que comumente se adapta aos dados
experimentais de biossensores o circuito de Randles [40], representado na Figura 3. Este
circuito apresenta, além de R, Rs € CPE, o elemento de Warburg (W), relacionado a difuséo

das espécies [41].

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DO CIRCUITO EQUIVALENTE DE RANDLES

CPE
Rs

@—o1 W
Ret

FONTE: O Autor (2018).

A EIE é utilizada em estudos de processos interfaciais [42] e fontes de energia [43],
fornecendo informagdes cinéticas e mecanisticas da eletroquimica envolvida. Assim, ela ¢é
aplicada, em geral, juntamente com a técnica de voltametria ciclica (VC) na caracterizacao de

sistemas [36].

2.2.2  Voltametria ciclica

A técnica de voltametria ciclica (VC) é utilizada para a obtencdo de informacGes
qualitativas acerca da eletroquimica do sistema estudado. Ela consiste na varredura triangular
de potencial sobre o eletrodo de trabalho estacionario, primeiro no sentido direto e depois no
sentido reverso (Figura 4A) [44]. Essa varredura é registrada em funcdo da corrente resultante,
de modo que a reducédo ou oxidacdo do composto € observada pelo surgimento de picos (Figura
4B).
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FIGURA 4- (A) VARREDURA DE POTENCIAL DA VOLTAMETRIA CI'C’LICA EM FUNCAO DO TEMPO.
(B) VOLTAMOGRAMA CICLICO PARA REACAO REVERSIVEL.
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FONTE: Adaptado de WANG [45]

A VC é utilizada para avaliar a reversibilidade, calcular o nimero de elétrons e avaliar
a cinética envolvida na reacdo redox. Ademais, ela também pode ser utilizada para a
caracterizacdo de sistemas adsortivos, acompanhando uma reacdo redox estabelecida na
literatura. Por exemplo, pode-se utilizar o par redox ferri/ferrocianeto e observar a variacao da
corrente resultante e o deslocamento de potencial oriundos da adsorcdo de espécies na

superficie eletrodica [45].

2.3 BIOSSENSORES

Biossensores sdo dispositivos analiticos que utilizam um componente biologico
(biorreceptor) para reconhecimento do analito de interesse, numa reacéo que é traduzida por
um transdutor. O sinal gerado é amplificado e entdo processado, estando assim pronto para ser
analisado [46]. Possuem a vantagem de serem seletivos a determinada molécula ou grupo de
moléculas, dependente do biorreceptor utilizado. Também apresentam possibilidade de
miniaturizacdo, rapida obtencdo de resultados e limites de deteccdo pequenos quando
comparado com outros dispositivos analiticos [47].

A reacdo de bioreconhecimento entre o biorreceptor e a substancia de interesse deve
gerar uma alteracdo quimica ou fisica no sistema, que seja estavel por tempo suficiente para ser
traduzida em sinal analitico pelo transdutor. O biorreceptor precisa apresentar interacdo seletiva
com a substéncia que se deseja detectar, devendo assim ser escolhido de acordo com o analito

de interesse [48].
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Os biossensores tiveram origem em 1956, com Leyland C. Clark e o sensor
amperométrico de oxigénio [49]. Este eletrodo, com glicose oxidase imobilizada, era capaz de
monitorar o peréxido de hidrogénio gerado como produto da reacdo de oxidacdo envolvendo
glicose, oxigénio e a enzima biorreceptora. Assim, em 1962, o dispositivo foi fabricado em
massa e comercializado pela empresa norte americana Yellow Springs Instruments, sendo
também o primeiro biossensor a entrar no mercado [46]. Desde entdo, os biossensores vém
sendo utilizados para diversos fins, dentre eles: monitoramento ambiental [50, 51], deteccéo de
microorganismos e metabdlitos toxicos em alimentos [52, 53], controle de qualidade de
farmacos [54] e andlises clinicas para diagnéstico de doencas [4, 55].

2.3.1 Tipos de biossensores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o transdutor e o biorreceptor
escolhidos. O transdutor € um dos componentes essenciais de todo biossensor, sendo
responsavel pela conversdo da reacdo de bioreconhecimento em um sinal capaz de ser
mensurado [56]. Os mais comuns sdo os piezoelétricos [12], oticos [13] e eletroquimicos [14].
Os transdutores que utilizam cristais piezoelétricos baseiam-se na diferenca de frequéncia de
ressonancia do cristal, inversamente proporcional a diferenca de massa gerada pela reacdo de
bioreconhecimento [57]. Por sua vez, os dispositivos oticos medem as variacfes geradas por
meio de transmissdo de luz, utilizando propriedades Oticas como comprimento de onda,
absorcdo e fosforescéncia [58]. J& 0s sensores eletroquimicos monitoram alteracbes nas
propriedades elétricas na interface eletrodo/eletrélito, tais como diferenca de potencial e
corrente elétrica, resisténcia e capacitancia [59].

Os biossensores 6ticos e piezoelétricos, entretanto, possuem um custo elevado devido
a necessidade de equipamentos e acessorios adequados (monocromadores, fontes de luz,
balanca de cristal de quartzo). Deste modo, 0s eletroquimicos vém a ser a alternativa mais viavel
economicamente, devido ao baixo custo de instrumentacdo quando comparado a outros
dispositivos [60]. Também, necessitam de pouco ou nenhum preparo de amostra, apresentam
rapidez na obtencdo de resultados e possibilidade de miniaturizacdo, de modo que as analises
ndo dependam de grandes volumes, podendo ser realizadas em escala de microlitros ou
nanolitros [61, 62].

Os biorreceptores mais comuns sdo as enzimas [63] que, como o sensor de Clark,
compdem um biossensor enzimatico. Estes possuem a vantagem de apresentar elevada

seletividade quando comparados com outros materiais utilizaveis, embora também sejam
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menos estaveis as variacbes do meio reacional [64]. Biossensores que utilizam fitas de DNA
(&cido desoxirribonucleico), nos chamados genossensores [65] e anticorpos (proteinas de
defesa) nos ditos imunossensores [66] vém ganhando espaco, pois apresentam maior
estabilidade do que os enziméticos. Atualmente, sdo utilizados para os mais diversos fins, em
especial para andlises clinicas [67, 68].

Porém, apesar da ampla gama de aplicacbes em analises de DNA, 0s genossensores
apresentam limitacdes devido a complexidade do genoma humano. Deste modo, o
desenvolvimento de imunossensores torna-se uma alternativa tanto ao uso de enzimas quanto
de DNA, apresentando maior facilidade de manuseio e estabilidade frente as diferentes

condicBes adversas a que uma andlise de rotina esta sujeita [11].

2.3.2 Imobilizacéo de biomoléculas

Para o desenvolvimento de um biossensor, necessita-se de um processo de
imobilizacdo entre o biorreceptor e o transdutor, de modo que os sitios que devem se ligar ao
analito fiquem expostos e ndo haja desnaturacdo da biomolécula. Entretanto, a escolha do
método imobilizador depende ndo sé do material bioldgico, mas também dos compostos a
serem utilizados nesse procedimento. Assim, métodos que utilizam substancias estaveis, baratas
e de baixa toxicidade sdo preferiveis [69, 70].

Atualmente, existem quatro métodos para a imobilizacdo de biomoléculas,
representados pela Figura 5. S8o eles: (A) adsorcao fisica (envolve interacdes eletroestéaticas,
geralmente i6nicas), (B) oclusao (utiliza polimeros para a formacao de matriz tridimensional,
que aprisiona o biorreceptor), (C) ligacdo covalente (uma ligacdo covalente é formada entre a
plataforma imobilizadora e um grupo funcional presente no biorreceptor) e (D) crosslinking ou
ligacdo covalente cruzada (com um agente de reticulacdo, a biomolécula forma uma rede rigida

entre suas moléculas), sendo o Gltimo o método mais utilizado atualmente [71, 72].
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FIGURA 5 — METODOS DE IMOBILIZACAO DO ANTICORPO. (A) ADSORCAO FiSICA, (B) OCLUSAO,
(C) LIGACAO COVALENTE E (D) CROSSLINKING.

(C) (D)

FONTE: Adaptada de MARQUES e YAMANAKA (2008) [73].

O método de ligacdo covalente cruzada apresenta menor custo e maior estabilidade
frente aos demais métodos. Ele envolve o uso de um agente de reticulacdo, também chamado
de crosslinker. O crosslinker deve apresentar em sua estrutura duas ou mais extremidades
reativas, com afinidade por grupos funcionais presentes na biomolécula. Um desses
agrupamentos terminais deve ligar-se covalentemente ao biorreceptor, enquanto que o outro
deve formar ligacdo com a superficie transdutora [69, 61].

Os agentes de reticulagdo mais comuns sdo 0s de comprimento zero, que mediam a
imobilizacdo de biomoléculas sem participar da ligacdo final. Um exemplo de agente de
comprimento zero € o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC), usada para unir
grupos carboxila a aminas primarias. Esta reacdo gera um intermediario reativo, de modo que
faz-se necessario o uso de n-hidroxisuccinimida (NHS) para formacdo de um novo
intermediario mais estavel [74]. Como vantagem para 0 uso destes reagentes, pode-se citar a
baixa toxicidade dos subprodutos gerados, solubilidade em agua e eficiéncia de acoplamento

em pH fisiologico (4,5 — 7,5) a temperatura ambiente [72, 74, 75].
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2.4 IMUNOSSENSORES ELETROQUIMICOS

A formacdo de imunocomplexos vem sendo utilizada em dispositivos analiticos
compactos, chamados imunossensores [76]. O primeiro imunossensor eletroquimico foi
desenvolvido em 1975 [77], onde utilizou-se a proteina Concanavalin A (Con A), imobilizada
em uma membrana polimérica. O sensor baseava-se na formacdo do complexo entre a Con A e
manano de levedura, numa relacdo similar a de antigenos e anticorpos, que resultou em variacdo
de potencial com a formacao do complexo imune. Desde entdo, 0s imunossensores vém sendo
estudados cada vez mais, buscando aplicacfes em testes de qualidade de alimentos [78],
monitoramento ambiental [79, 80] e em analises clinicas para o diagnéstico de diversas
enfermidades [81, 82], principalmente diferentes tipos de cancer [83, 84].

As caracteristicas dos imunossensores podem variar de acordo com a clonalidade do
anticorpo utilizado. Imunossensores que fazem uso de anticorpos policlonais apresentam maior
sensibilidade e menor complexidade, uma vez que ndo h& necessidade de modificantes
intermediarios que garantam o posicionamento especial para que ocorra a reagdo de
bioreconhecimento. Entretanto, sdo menos seletivos, podendo ligar-se também a outros
antigenos de estrutura semelhante a do antigeno de interesse [85].

Os imunossensores eletroquimicos podem ser classificados de acordo com o parametro
eletroquimico mensurado. Os mais comuns sao: amperomeétricos ou voltamétricos, que medem
a corrente elétrica resultante da reacdo redox [86, 87]; potenciométricos, que medem a diferenca
de potencial [88]; condutimétricos, que medem a variacdo de condutancia [89]; e
impedimétricos, que medem a impedancia e as propriedades resistivas do sistema [90]. Além
disso, a técnica eletroquimica utilizada depende da interacéo entre o antigeno de interesse e o
anticorpo utilizado, do material transdutor (eletrodo) e do método de imobilizacdo adotado, de
modo a garantir que a camada de material biolégico na superficie eletrddica ndo seja danificada
ou removida.

Neste sentido, destaca-se a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE), uma técnica ndo destrutiva que fornece informacBes acerca das resisténcias e

capacitancia envolvidas no processo de bioreconhecimento.

2.4.1 Imunossensores impedimétricos

Como € considerada uma técnica precisa, reprodutivel e ndo destrutiva devido a

magnitude baixa do potencial aplicado, a EIE vem sendo utilizada no trabalho com
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biomoléculas [80, 91]. Deste modo, imunossensores impedimétricos podem ser utilizados para
monitoramento ambiental de corantes [92] e pesticidas [80], na deteccdo de toxinas [93] e
microrganismos em alimentos [94] e na medicina humana [81] e veterinaria [95].

Todavia, como mencionado, a reagdo de bioreconhecimento entre o antigeno e o
anticorpo leva a formagdo de um complexo imune. Esse processo ndo envolve transferéncia
eletrnica, de modo que ndo pode ser monitorado eletroquimicamente de maneira direta. Assim,
0 método utilizado para essa deteccdo consiste no acompanhamento da variacdo da resposta
eletroquimica de um composto eletroativo modelo, como por exemplo ferricianeto de potéssio
(K3[Fe(CN)s]) ou ferrocianeto de potassio (Ka[Fe(CN)s]).

Utilizando a técnica de EIE, pode-se entdo observar os valores de resisténcia de
transferéncia de carga (Rct) de cada etapa da reacédo de bioreconhecimento. Quando a superficie
eletrodica esté limpa (sem biomoléculas imobilizadas), a reagdo redox é efetiva, havendo maior
corrente envolvida e, consequentemente, menor R¢. Com a imobilizacdo do biorreceptor,
ocorre 0 bloqueio desta superficie, de modo que a reacdo redox ndo ocorre mais em toda
interface eletrodo-solugdo. Assim, ha aumento de R¢. A formagdo do complexo imune, com a
adicdo do antigeno, leva ao bloqueio dos sitios de ligacdo da biomolécula imobilizada,
aumentando a R¢t mais uma vez.

De maneira semelhante, a R¢t varia com a concentragéo de antigeno ligada ao anticorpo
imobilizado. Quanto maior o numero de imunocomplexos formado, maior é a resisténcia do
sistema, uma vez que ha bloqueio do eletrodo para a transferéncia de carga decorrente dos novos

processos redox.

2.4.2  Instrumentacdo eletroquimica

Para a utilizacdo das técnicas de EIE e VC, € necessaria uma cela eletroquimica
composta por trés eletrodos: eletrodo de referéncia (geralmente Ag/AgCl), eletrodo auxiliar
(placa de platina) e eletrodo de trabalho, sendo este Gltimo onde ocorre 0 bioreconhecimento.
Os eletrodos de trabalho mais comumente utilizados em imunossensores impedimétricos sdo
de ouro [96], carbono vitreo [97], impressos (screen-printed) [98] e ITO (do inglés, indium-tin
oxide ou 6xido de indio dopado com estanho) [99].

Dentre estes, as placas de ITO se destacam devido a estabilidade fisica e quimica, bem
como a ampla janela de potencial. O ITO é um 6xido semicondutor transparente, capaz de
refletir radiagdo eletromagnética na regido do infravermelho. Apresentam também baixa

resistividade elétrica, de modo que podem ser utilizados como transdutores eletroquimicos
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[100]. Frente aos eletrodos de ouro e carbono vitreo, possuem a vantagem de ser descartaveis,
eliminando assim o tempo de limpeza e diminuindo interferentes de anélises anteriores. Quando
comparados aos eletrodos impressos, apresentam maior homogeneidade de superficie, de modo
a facilitar a deposicdo e aumentar a precisdo do sistema [101]. S&o utilizadas ndo sé como
superficies eletrodicas, mas também em células fotovoltaicas [102] e em equipamentos éticos
[103].

2.5 CELULAS A549 E MCF-7

Ao céancer gerado pela reproducdo anormal de células epiteliais € dado o nome de
carcinoma, sendo o tipo que mais se manifesta em humanos, devido a sua capacidade de auto
renovacao [1]. Os carcinomas mais comuns sdo no colon, bexiga, préstata, pulmao e mama,
com destaque aos ultimos por apresentarem taxas de incidéncia acima dos demais [104]. Desta
forma, dentre as células de carcinoma, pode-se destacar as linhagens A549, de pulméo, e MCF-
7, de mama, utilizadas amplamente como modelo em estudos acerca de tumores.

As celulas epiteliais MCF-7 provenientes de adenocarcinoma mamario de mulher,
foram isoladas em 1970, sendo estabelecidas para uso em 1973 na Fundacdo de Michigan para
o Cancer [105]. E considerada pouco agressiva e n3o invasiva, com pouco potencial de
metéstase [106]. Ao longo dos anos, vem sendo usada para estudos acerca do cancer de mama,
como inducdo de apoptose [107] e drug delivery [108].

As celulas epiteliais A549 (Alveolar 549) séo provenientes de adenocarcinoma (tecido
glandular) pulmonar de homem, sendo cultivadas para estudo desde 1972 [109]. Quando se
proliferam in vivo, sdo escamosas, responsaveis pela difusdo de substancias pelo alvéolo [110].
E utilizada em estudos de toxicidade [111], apoptose (morte celular programada) [112] e
desenvolvimento de medicamentos antitumorais [113]. Como € cancerosa, apresenta
superexpressdo de proteinas necessarias a reproducdo celular, de modo que € também aplicada
no estudo de outras doencas, como por exemplo tuberculose [114].

Ademais, ressalta-se que ambas as linhagens de células cancerosas mencionadas
superexpressam Tf, de modo que este biomarcador canceroso pode ser utilizado para o
monitoramento de A549 e MCF-7.
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2.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Quando um novo método analitico é desenvolvido, é necessario garantir que seus
resultados sejam estatisticamente confiaveis, mostrando assim sua eficicia. Esta avaliacdo de
desempenho, chamada de validacdo, pretende assegurar a proximidade entre o resultado
experimental da metodologia proposta e o resultado real, atestando sua aplicabilidade para
analises de rotina [115, 12]. Deve-se ressaltar, também, que a validacéo ndo € utilizada apenas
para avaliar a confiabilidade de metodologias, sendo também requerida no desenvolvimento de
dispositivos de analise (sensores).

A validacao é realizada por meio de figuras de mérito, que sdo os diferentes parametros
indicativos de desempenho analitico. Os parametros a serem avaliados dependem das
particularidades de cada sistema, do objetivo proposto, dos recursos disponiveis e da
aplicabilidade requerida, de modo que nem todos os processos sdo avaliados da mesma forma
[116, 117]. No desenvolvimento de sensores, geralmente séo utilizadas as figuras de mérito de
linearidade, limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e precisdo [118].

O LD pode ser definido como a menor quantidade de um analito que pode ser
distinguida do branco da amostra, mas nao quantificada, a um determinado nivel de confianca.
E diferente de LQ, que representa a menor quantidade que pode ser determinada com niveis de
precisdo e exatidao adequados [119, 120].

A precisdo € tida como o nivel de concordancia dos resultados entre si. Pode ser
avaliada de trés maneiras diferentes: repetibilidade (amostras avaliadas pelo mesmo analista,
no mesmo dia e com a mesma instrumentacéo), precisdo intermediaria (avaliacdo da amostra
em dias diferentes ou com analistas diferentes, mas com a mesma instrumentacdo) e
reprodutibilidade (amostra analisada em diferentes laboratérios). Em geral, sdo avaliadas
apenas a repetitividade e a precisdo intermediaria, buscando tornar o trabalho independente de
outros grupos de pesquisa [116].

A linearidade é a capacidade de obtencdo de respostas analiticas proporcionais a
concentracdo do analito na amostra. Comumente, é representada pelo coeficiente de correlacéo
(r), embora este fator sozinho ndo seja suficiente para determinar se um sistema € linear. Neste
contexto, o uso de ferramentas estatisticas, faz-se necessario para compreender também a
homogeneidade de variancias, a aleatoriedade dos erros, a significancia dos coeficientes e o
grau de adequacdo do modelo linear aos dados experimentais [121]. Para a linearidade de
métodos bioanaliticos, segundo Shah et al. [122], é necessario a construgdo de curvas analiticas,

com no minimo cinco pontos. Esta curva deve abranger toda a faixa de concentracgao pretendida,
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devendo ser analisada com o uso de um algoritmo simples (regresséo linear) e de um teste de

falta de ajuste.

2.7 ESTADO DA ARTE

2.7.1 Deteccdo de Tf

Como mencionado anteriormente, a deteccdo de Tf pode ser realizada por meio de
imunoensaios turbidimétricos comerciais [34]. Existe também um exame clinico chamado de
indice de saturacdo de transferrina (IST), que representa a porcentagem de Tf que esta ligada a
Fe®*. O IST pode ser calculado conhecendo-se a concentragio de ferro sérico (FeS) e a
capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF), obtidos por ensaios colorimeétricos [123, 124].
Ademais, sdo encontrados na literatura trabalhos que retratam a deteccdo de Tf utilizando
eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas [125], espectrometria de massas por
plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) [126, 127], sistema aquoso bifasico com liquidos
idnicos [128], analise de fluxo por multicomutacdo (MCFA) [129], quimioluminescéncia [130]
e teste ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) [131]. Entretanto, os sistemas
acima citados apresentam elevado tempo de anélise e custo de instrumentacdo, de modo que
dispositivos mais simples e compactos sdo requeridos. Neste contexto, biossensores vém sendo
desenvolvidos, visando diminuir o tempo e o custo das analises e facilitar 0 manuseio dos
sistemas estudados. Destaca-se que todos 0s biossensores encontrados séo do tipo imunologico,
ndo sendo encontrados sensores enzimaticos ou de DNA para deteccédo de TT.

O primeiro registro da deteccdo de Tf utilizando um biossensor é de 1990, quando
Prusak-sochaczewski e Luong [132] desenvolveram um imunossensor com a proteina A
(encontrada na bactéria Staphylococcus aureus) imobilizada em um cristal piezoelétrico. Este
sensor apresentou resposta linear para concentracdes entre 10 e 0,1 mg mL™ de Tf, com tempo
de andlise aproximado de 40 minutos. Outro trabalho que utilizou sistema piezoelétrico para
deteccdo de Tf foi desenvolvido por Wu et al. [133], empregando polietilenoglicol como agente
aglutinante, em um imunoensaio liquido. Neste trabalho, foi obtida uma resposta linear de 0,16
a 0,24 ug mL* e um limite de deteccéo de 0,16 pg mL2. O imunossensor foi aplicado em soro
humano, apresentando resultados comparaveis estatisticamente com 0s de imunoensaios
turbidimétricos comerciais.

A maioria dos biossensores para detec¢do de Tf, entretanto, séo os 6ticos, em especial

0s que utilizam ressonancia de plasmons de superficie (SPR, do inglés surface plasmon
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ressonance). Esses trabalhos fazem uso de materiais amplificadores de sinal, como
nanoparticulas de ouro (AuNPs) [134, 135], éxido de grafeno [135], acido bordnico [136] e
filmes de ouro [137], obtendo limites de deteccdo na escala de pg mL? [132, 136]. Outros
dispositivos 6ticos envolvem o uso de fluorescéncia com quantum dots [138, 139] e com
nanoparticulas magnéticas [140], apresentado valores de limite de deteccdo similares aos
encontrados com SPR.

Os biossensores eletroquimicos para monitoramento de Tf, apesar do baixo custo e de
apresentarem menores limites de deteccdo (escala de ng mL™), sdo escassos na literatura. O
trabalho mais recente é de Matysiak-Brynda et al. [141], que produziram um imunossensor
baseado em nanoparticulas de ferro encapsulado por carbono (Fe@C). Utilizou-se neste
trabalho um eletrodo de ouro aliado as técnicas de EIE, gravimetria e voltametria de varredura
linear, tendo como biorreceptor um anticorpo monoclonal. Este dispositivo foi aplicado em
amostras de sangue de ratos, com limites de deteccdo de 0,150 ng mL™* para EIE, 0,120 ng mL"
! para gravimetria e 0,240 ng mL™* para voltametria.

Antes disso, Hu et al. [142] produziram um imunossensor capacitivo baseado no
oligdmero o-aminobenzentiol, utilizando eletrodo de ouro. O limite de deteccdo obtido para
este dispositivo foi igual a 0,12 ng mL™.

Também utilizando o-aminobenzentiol em eletrodo de ouro, Zeng et al. [143]
desenvolveram um imunossensor capacitivo para a deteccdo de apo-Tf e holo-Tf. A
capacitancia foi medida por pulsos potenciostaticos e foi obtido um limite de deteccdo de
0,04 ng mL™ para holo-Tf e de 0,15 ng mL™ para apo-Tf, indicando que holo-Tf é mais
suscetivel a determinacdo pelo dispositivo. Entretanto, apesar da eficiéncia de detec¢éo, apenas
52% dos antigenos ligaram-se aos anticorpos imobilizados, demonstrando que pouco mais da
metade de Tf presente estava orientada de modo que a formacéo do imunocomplexo ocorresse.

Por sua vez, Yin et al. [144] utilizaram filmes derivados de alumina-sol-gel e AuNPs,
visando a deteccdo de Tf por meio de um imunossensor. Foi utilizada a técnica de EIE, com
faixa linear de trabalho de 1,0 a 75,0 ng mL™. O limite de deteccéo obtido foi igual a 0,050 ng
mL? e o sistema apresentou boa taxa de restauracéo, indicando a possibilidade de uso para mais
de uma analise.

Ademais, Kong et al. [19] desenvolveram um imunossensor baseado em
eletroquimioluminescéncia para o monitoramento de Tf em soro humano. Foram utilizadas
AuNPs, luminol e eletrodos impressos de carbono, avaliando uma faixa de concentragdo de
0,10 a 18,0 ng mL™. Para este sensor, obteve-se um limite de deteccdo de 0,033 ng mL™,

biocompatibilidade e boa seletividade frente a possiveis interferentes.
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Ressalta-se que, com excec¢éo ao trabalho de Zeng et al., todos os estudos detectaram
Tf de maneira geral, sem diferenciar quanto a ocupacdo dos terminais de ligagdo com Fe®*.
Adicionalmente, salienta-se que ndo foram encontrados relatos acerca da aplicagédo de

imunossensores para deteccao de Tf em cultura celular cancerosa.

2.7.2 Monitoramento de células A549 e MCF-7

Atualmente, a deteccdo de células cancerosas € realizada por meio de exames de
imagem (ultrassom, ressonancia magnética) e de sangue, capaz de detectar a presenca de
biomarcadores utilizando ensaios quimioluminescentes [145]. Neste contexto, visando diminuir
0 custo e o tempo de analises clinicas, materiais compactos vém sendo estudados, em sua
maioria biossensores. Assim, foram encontrados sensores que utilizam diversas técnicas, dentre
as quais pode-se destacar SPR [146] e fluorescéncia [147] como as mais aplicadas. Também,
encontrou-se dispositivos eletroquimicos que utilizam voltametria [148], amperometria [149] e
EIE [79].

As linhagens celulares MCF-7 e Ab49 séo exploradas para estudos relacionados a
cancer, em especial apoptose e drug-delivery de medicamentos. Entretanto, pouco se encontra
na literatura acerca de imunossensores para a deteccdo das mesmas. Assim, para 0
monitoramento de MCF-7, foram encontrados imunossensores eletroquimicos que relatam a
utilizacdo de técnicas voltamétricas com diversos materiais, dentre eles AuUNPs [150, 151, 152],
quantum-dots [153], nanoclusters [154] e nanoparticulas hibridas de grafeno e prata [155].
Adicionalmente, destaca-se o trabalho de Hussain et al. [156], que retrata o desenvolvimento
de um imunossensor amperométrico para a detec¢do de MCF-7 e A549. Neste estudo, visou-se
a detecgdo do biomarcador HIFla (do inglés, hypoxia inducible fator 1 alpha), usando um
polimero condutor e AuNPs acopladas a superficie de um eletrodo de carbono vitreo. O
imunossensor apresentou estabilidade e seletividade frente a possiveis interferentes, sendo
proposto como um complemento aos exames de imagem tradicionais. Para as células A549,
este foi 0 Unico imunossensor desenvolvido até o momento.

Ademais, ndo foram encontrados relatos de metodologias que utilizam Tf para o
monitoramento de A549 e MCF-7, apesar da potencialidade desse biomarcador no diagndstico

de cancer.
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2.7.3  Validacdo no desenvolvimento de imunossensores

Segundo a ANVISA [120], o processo de validacdo é dependente das caracteristicas
do analito e da natureza do método desenvolvido, de modo que as figuras de mérito e os critérios
de aceitacdo variam de sistema para sistema. Os imunossensores, em sua maioria, realizam
validacdo cruzada, que consiste na comparacdo entre uma metodologia estabelecida como
padrdo de analise e a que se quer validar. Em geral, é utilizada quando sdo comparados sistemas
que fazem uso de técnicas diferentes [115, 157], sendo o teste imunoenziméatico ELISA a
referéncia mais aplicada.

Embora a validacdo de métodos nao seja algo novo, o uso de ferramentas estatisticas
para a avaliacdo de figuras de mérito ndo é comum. Para a linearidade, em geral, estima-se o
coeficiente de correlacédo (r) e o coeficiente de determinagéo (R?), sendo considerados lineares
0s sistemas que apresentem valores proximos a 1 e 100%, respectivamente. Estudos de
regressao linear e teste de falta de ajuste, como sugeridos na literatura [122, 9], s@o raros,
especialmente para o desenvolvimento de sensores bioldgicos.

Para imunossensores, foi encontrado apenas o estudo de Talib et al. [158], que
desenvolveram um sensor amperométrico baseado em nanotubos de carbono e poli(3,4-
etilenodioxitiofeno) para a deteccdo de clenbuterol. A avaliacdo estatistica se deu pela
construcdo de curvas analiticas em uma faixa de concentragéo de 0 — 250,0 ng mL, adotando-
se 0 modelo quadréatico. Apds, foi aplicada uma analise de variancias (regressao quadratica) e
um teste de falta de ajuste, que mostrou por meio de um teste F que a regressao fora significativa

sem falta de ajuste ao modelo utilizado.

2.8 JUSTIFICATIVA

O cancer é, atualmente, a segunda doenca ndo transmissivel que mais mata no mundo,
sendo considerada um problema de satde publica, em especial em paises em desenvolvimento,
onde é mais incidente. Neste contexto, é imprescindivel o diagnéstico clinico precoce da doenca, uma
vez que quanto mais rapida for a identificacdo, maiores sdo as chances de controle, contribuindo para o
aumento da sobrevida e queda da taxa de mortalidade. Ressalta-se que, até entdo, ndo existe um
procedimento ideal, capaz de detectar a presenga de células cancerosas ainda no inicio de sua
proliferacdo e com potencial para ser aplicado em larga escala. Para tal, faz-se necessario o
desenvolvimento de dispositivos sensiveis, estaveis e com alto nivel de confianca, podendo ser
utilizados eficientemente em andlises de rotina. Também, busca-se metodologias de baixo custo e com

tempo total de analise reduzido, tornando o exame acessivel para todos de maneira rapida e efetiva.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral dessa dissertacdo foi desenvolver um imunossensor impedimétrico
para deteccdo do biomarcador canceroso transferrina (Tf) nas formas apo-Tf e holo-Tf, visando

0 monitoramento das linhagens cancerosas A549 e MCF-7.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Imobilizar o anticorpo anti-Tf na superficie eletrodica pelo método de ligacdo covalente
cruzada, utilizando os reagentes de comprimento zero EDC e NHS;

e Estabelecer as melhores condicGes experimentais para a imobilizacéo de anti-Tf e detecgéo
de apo-Tf e holo-Tf, de modo a obter a resposta mais intensa e precisa;

e Caracterizar 0s imunossensores construidos por meio das técnicas de voltametria ciclica
(VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE);

e Avaliar o desempenho analitico dos imunossensores por meio do calculo de parametros de
validacdo como linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e
precisao;

e Detectar as células A549 e MCF-7 pela utilizacdo do imunossensor impedimétrico

desenvolvido, diferenciando-as estatisticamente da célula saudavel de controle.
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4 METODOLOGIA

41 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucbes utilizaram &gua ultrapura, proveniente em uma unidade de
purificacdo Mega UP (Mega Purity®). Para realizar as medidas analiticas, utilizou-se pipetas
automaticas de 1, 50 e 1000 pL (Costar®), com ponteiras volumétricas descartaveis de
polietileno. As demais vidrarias (béqueres e baldes volumétricos) foram mantidas por 24h em
solucdo de HNOz 10% (v/v) para limpeza e lavadas com agua ultrapura abundante antes da
utilizacdo, visando eliminar quaisquer interferentes de analises anteriores.

A origem dos reagentes utilizados encontra-se na Tabela 1.

TABELA 1 - PROCEDENCIA E PUREZA DOS REAGENTES UTILIZADOS

Reagente Férmula Quimica Marca Pureza (%)
Hexacianoferrato de potassio (I1) K4Fe(CN)g Sigma-Aldrich 99,0
Perodxido de hidrogénio H,O, Sigma-Aldrich 30,0
Hidroxido de aménio NH,OH Sigma-Aldrich 30,0
Alcool isopropilico C3H;OH Synth 99,9
Propanona C3HsOH Synth 99,9
Alcool etilico C,HsOH Synth 99,9
Hidroxido de Sédio NaOH Sigma-Aldrich 98,0
Fosfato dissédico Na;HPO4 Sigma-Aldrich 99,5
Fosfato monosddico NaH;PO4 Sigma-Aldrich 99,5
(3-am|nopEZ|c;)|_lletg;z toxisilano CoH2sNO;Si Sigma-Aldrich 99,0
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) CgHi7N3 Sigma-Aldrich 97,0

carbodiimida (EDC)

N-hidroxisuccinimida (NHS) C4HsNO3 Sigma-Aldrich 98,0
Albumina de soro bovino (BSA) - Sigma-Aldrich 98,0
Anticorpo Anti-Tf - Sigma-Aldrich 98,0
Antigeno Apo-Tf - Sigma-Aldrich 98,0
Antigeno Holo-Tf - Sigma-Aldrich 97,0

FONTE: O Autor (2018).

A solucdo de tampao fosfato 0,1 mol L™ foi feita com dissolugdo de 2,84 g de Na;HPO4
e 4,14 g de NaH2PO4s em 500 mL de &gua ultrapura Mega UP (Mega Purity ®). O pH foi
ajustado para 7,4, utilizando NaOH 0,1 mol L. As demais solucdes foram preparadas em meio
de tampéo fosfato 0,1 mol L pH 7,4, exceto a solugio de APTES (meio etandlico) e a de BSA
(meio aquoso). A solucdo de APTES foi preparada com concentracdo 2% (v/v) em meio de
etanol, utilizando aliquotas previamente separadas na glovebox, devido a sensibilidade do
APTES em condi¢des ambiente. Por sua vez, a solugéo de BSA foi preparada com concentragéo

de 0,1% (m/v) em meio aquoso.
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A mistura EDC/NHS foi feita com concentragdes de 8,0 mmol L? de EDC e
5,0 mmol L de NHS, estabelecidas na literatura [159]. Também, foi preparada uma solugio
estoqgue de 10 mL de hexacianoferrato de potéassio (II) com concentracdo de
4 mmol L, sendo mantida protegida da luz para evitar fotodegradacio durante a realizacio das

medidas eletroquimicas.

4.2  INSTRUMENTACAO

Para a execugdo das medidas, foi utilizada uma célula de vidro Pyrex® com
capacidade para 30 mL, equipada com tampa em Teflon®. Utilizou-se trés eletrodos, dispostos
na cela conforme mostra a Figura 6: (1) eletrodo de referéncia Ag/AgCl em KCI 3,0 mol L%,
(2) imunossensor construido sobre placas de ITO com area geométrica de 0,5 cm?, fixos em um
suporte metalico, como eletrodo de trabalho e (3) placa de platina com area de 1,3 cm? como
contra-eletrodo. Os eletrodos ITO foram obtidos originalmente da Delta Technologies, como
placas retangulares medindo 75x25 mm (altura x largura) e 1,1 mm de espessura, com

resisténcia de 8-12 Q.

FIGURA 6 - ESQUEMA DA CELA ELETROQUIMICA UTILIZADA NOS EXPERIMENTOS
2

\, v

LEGENDA: (1) eletrodo de referéncia Ag/AgCl; (2) eletrodo de trabalho (suporte metélico e placa de ITO); (3)
contra-eletrodo de placa de platina.

FONTE: O Autor (2018).

As medidas foram realizadas em um potenciostato Autolab® equipado com os
softwares GPES 4.9 e FRA 4.9. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em uma velocidade
de varredura igual a 100 mV s, em um intervalo de potencial de -0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl. O

intervalo de frequéncias varridas pela EIE foi de 10 kHz a 10 mHz, sendo registrados 0s
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espectros em 51 pontos. Uma amplitude de 10 mV foi utilizada para obter linearidade na relacéo
corrente-potencial, caracteristica em condigdes ndo perturbativas, de modo que os espectros de
impedéancia sejam bem definidos e ndo haja remocao do biorreceptor imobilizado na superficie
eletrddica [160].

Como os eletrodos ITO séo descartaveis, as respostas de EIE foram avaliadas por
valores de ARc/A, visando comparacdo entre os resultados obtidos. Assim, utilizou-se a
Equacdo 4 para avaliar a resposta da formacdo do complexo antigeno-anticorpo e a Equacédo 5

para avaliar a imobilizacdo do anticorpo na superficie eletrédica. R corresponde a

Clanticorpo

resisténcia de transferéncia de carga do anticorpo imobilizado na superficie eletrddica,

é aresisténcia de transferéncia de carga da etapa de deteccdo (formacéo do complexo

Clantigeno

antigeno-anticorpo) e R é a resisténcia de transferéncia de carga relacionada a etapa

Clsilanizacio

de funcionalizacdo com APTES.

Clantigeno Clanticorpo

AR /A =~ vy
et/ area geométrica do eletrodo

(Equacgao 4)

Clanticorpo RCtsilanizagéo

area geométrica do eletrodo

AR /A = (Equacgao 5)
As medidas foram obtidas em condic&o de circuito aberto em meio de hexacianoferrato

de potassio (1), com concentracdo de 4 mmol L™ em tampéo fosfato, pH 7,4.

43  CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS
IMUNOSSENSORES

A construcdo dos imunossensores foi realizada por meio da imobilizacdo da
biomolécula anti-Tf a superficie eletrédica, sendo utilizados eletrodos ITO. Inicialmente, 0s
eletrodos ITO foram limpos em banho de ultrassom na seguinte sequéncia: 5 minutos em
acetona, 5 minutos em etanol, 5 minutos em isopropanol e 15 minutos em agua, sendo esse
procedimento realizado em triplicata. Em seguida, os eletrodos foram colocados para secar em
estufa por 90 minutos.

A primeira etapa da constru¢do do imunossensor foi a funcionalizagdo do eletrodo
ITO, utilizando o aminosilano APTES (Figura 7A). Este processo, chamado de silanizacéo,

envolve a formacdo de uma ligagdo Si-O-Si- entre o grupo silano do APTES e os atomos de
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oxigénio presentes no ITO, fixando o composto na superficie eletrddica. Deste modo, 0s grupos
amina terminais ficam expostos, estando passiveis de ligagdo com a biomolécula. Para este
processo, os eletrodos foram imersos por 60 minutos em uma solucdo de APTES 2% em etanol.

Simultaneamente a silanizacao da superficie eletrédica, os grupos carboxila presentes
na biomolécula foram ativados pela rea¢do carbodiimida/succinimida (EDC/NHS), em um
mecanismo conhecido [37]. O anticorpo foi colocado em contato com solugdo de EDC
8 mmol L™ e NHS 5 mmol L e deixado em repouso por 90 minutos, em temperatura ambiente.
Durante este tempo, um dos nitrogénios do grupo carbodiimida (-N=C=N-) da molécula de
EDC reage com um grupo carboxilico terminal da biomolécula, formando um éster
intermediario ativado. Este intermediario é hidrolisavel, justificando assim a necessidade da
utilizacdo de NHS para a formacdo de uma amida estavel. Ocorre, em seguida, a imobilizacéo
do anticorpo via ligacdo covalente cruzada (Figura 7B) dos grupos carboxilato terminais
ativados no anticorpo e as aminas expostas no eletrodo. Esta reacéo substitui a ligacdo formada
com os grupos amina do NHS, liberando-o em solugdo juntamente com o EDC. Para que tal
ligacdo ocorresse, os eletrodos funcionalizados foram colocados em contato com a solucao
EDC/NHS/anti-Tf por 90 minutos.

Apos, foi realizado enxague com tampao fosfato pH 7,4 para remover 0s anticorpos
que nao foram imobilizados. Os eletrodos foram entdo imersos em uma solucéo 0,1% (m/v) de
albumina de soro bovino (BSA), para bloqueio dos grupos amina ainda disponiveis (néo ligados
a anticorpo) e dos sitios de ligacdo ndo especificos do anticorpo, visando garantir a seletividade
do imunossensor (Figura 7C) [159]. Entdo, foi feita a imersao do imunossensor construido no
antigeno, levando a formacdo do complexo antigeno/anticorpo, passivel de monitoramento
(Figura 7D).
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO DA CONSTRUCAO DOS IMUNOSSENSORES
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LEGENDA: (A) Silanizagao dos eletrodos ITO com APTES (B) Imobilizacdo de anti-Tf (C) Blogueio com
BSA (D) Reconhecimento do antigeno (apo-Tf ou holo-Tf).
FONTE: Adaptada de Freitas et al. [159]

Apos cada etapa, os eletrodos foram cuidadosamente lavados em tampéo fosfato
0,1 mol L? e secos sob um fluxo de N antes de serem caracterizados pelas técnicas de
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Todo o processo foi
conduzido a temperatura ambiente (25°C). Finalmente, foi utilizado o software Nova 2.1.3 para

adotar um modelo de circuito equivalente adequado aos dados obtidos.
44  CONDICOES EXPERIMENTAIS IDEAIS

As condicOes ideais para a construcao e aplicacdo dos imunossensores foram avaliadas
para que houvesse uma resposta mais intensa e precisa de R Assim, foram realizados estudos
relacionados a definicdo da area superficial do eletrodo, ativacdo da superficie eletrodica, meio
de imobilizacdo do anticorpo, concentracao do anticorpo e tempos de incubacdo do anticorpo e
dos antigenos. Todas os parametros foram estudados para os antigenos apo-Tf e holo-Tf,
avaliando os espectros de impedancia com o anticorpo e com cada antigeno.

Deste modo, o primeiro estudo realizado foi a avaliagdo do melhor método para a
definicdo da area geométrica do eletrodo. O método utilizado pelo grupo de pesquisa (Grupo
de Nanomedicina e Nanotoxicologia, IFSC — USP) para a limitagdo da area geométrica do

eletrodo ITO é com cola isolante Araldite®, que demora entre 4 e 8 horas para secagem. Esta
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cola e soltvel em etanol e, como a silanizagdo é realizado em meio etandlico, a demarcacao foi
realizada apos este processo. O eletrodo silanizado foi entdo colocado na glovebox para secar
por 8 horas. Entretanto, como esta espera aumentaria o tempo total de analise, buscou-se
também um método alternativo para a delimitacdo da area que ndo necessitasse de secagem.
Assim, a hipotese proposta foi a de realizar uma marcagdo na haste metalica de suporte do
eletrodo ITO (Figura 8), de modo a controlar o quanto este eletrodo € imerso na solucao presente
na cela eletroquimica. Para fins de comparacdo, a &rea geométrica foi fixa em
0,5 cm? para os dois casos e os diagramas de Nyquist para a etapa de silanizagcdo foram

avaliados.

FIGURA 8 — (A) HASTE METALICA EM SOLUCAO E (B) HASTE METALICA FORA DA SOLUCAO

Fonte: O Autor (2018).

Em seguida, foi realizada uma etapa de pré-tratamento da superficie eletrddica, por um
procedimento descrito na literatura [159]. Este procedimento visa melhorar a ancoragem do
APTES a superficie eletrodica por meio da formacdo de grupos hidroxila no eletrodo. Assim,
foi realizada a imersdo dos ITOs em solucdo 5:1:1 (v/v/v) de H20:H.02:NH4OH, a 80°C por 15
minutos. Apos, estes foram lavados com agua ultrapura em abundancia e imersos em solucao
etanolica de APTES, sendo entéo avaliadas as respostas de AR«t/A na etapa de silanizagéo para
eletrodos com e sem este processo de ativacao.

Apos, para a avaliacdo do meio de imobilizagdo do anticorpo, foram realizados testes

em triplicata de duas situagdes, representadas na Figura 9. No primeiro caso, os eletrodos ITO
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foram imersos por 90 minutos em uma mistura de EDC e NHS. Em seguida, foram colocados
em imersdo novamente em uma solugio de anti-Tf com concentragdo de 6 pg mL™? por 90
minutos, a 4°C (Figura 9A). No segundo caso, uma mistura contendo EDC, NHS e anti-Tf
(também com concentragio de 6 ug mL™) foi preparada e deixada em repouso por 90 minutos,
a temperatura ambiente. Apds, os eletrodos ITO foram imersos por 90 minutos, a
4 °C (Figura 9B). As solucdes de EDC (8 mmol L't) e NHS (5 mmol L?) séo estabelecidas na
literatura para o trabalho com eletrodos ITO [161], visando ativar os grupos carboxila do
anticorpo ou proteina para a posterior imobilizacdo na superficie modificada com APTES.

FIGURA 9 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA PARA A AVALIACAO DO MEIO DE IMOBILIZACAO
DO ANTICORPO. (A) MISTURA EDC/NHS SEGUIDA DE ANTI-TF E (B) MISTURA
EDC/NHS/ANTI-TF NA SUPERFICIE ELETRODICA

MEIO DE IMOBILIZACAO DO ANTICORPO

+ 90 minutos
+  EDC/MHS fanti-Tf

* 90 minutos
+  EDCSMNHSfanti-Tf +ITO

« 90 minutos
+ EDCSNHS +ITO

* 90 minutos
« ITO + anti-Tf

(A B)

ARy

* erro

FONTE: O Autor (2018).

As Ultimas condicBes experimentais avaliadas foram os parametros de incubacgéo:
tempo de imersdo do eletrodo no anticorpo, concentracdo do anticorpo e tempo de imersdo do
eletrodo no antigeno. Os parametros de incubacgédo avaliados constam na Tabela 2, sendo cada
teste realizado em duplicada. Os testes de tempo e concentracdo do anticorpo foram avaliados
na auséncia e na presenca de cada antigeno, com concentracdo de 250 ng mL™ e tempo de
incubacdo de 30 minutos. Tempos de incubacdo dos antigenos acima de 30 minutos ndo foram
utilizados devido a inaplicabilidade em cultura celular, podendo ocasionar a morte das células

estudadas. Ademais, quando os resultados obtidos para estas avaliagbes ndo seguiam uma
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tendéncia (aumento ou queda de resposta com aumento da concentragdo ou tempo utilizado),

realizou-se uma anélise de variancias (ANOVA) de um fator, no nivel de 95% de confianca.

TABELA 2 — PARAMETROS DE INCUBACAO AVALIADOS

Tempo anticorpo 30, 60, 90 e 120 minutos
Concentracéo anticorpo 3,6,9,12e 16 pg mL*
Tempo antigeno 10, 20 e 30 minutos

FONTE: O Autor (2018)

45  AVALIACAO DO DESEMPENHO ANALITICO

O desempenho dos imunossensores desenvolvidos foi avaliado por meio da construcéao
de curvas analiticas. Utilizando os melhores parametros, os imunossensores foram incubados
em diferentes concentracdes de cada antigeno, em meio de tampéo fosfato pH 7,4. Utilizou-se
concentragdes de 3,0 — 50,0 ng mL* para apo-Tf e de 5,0 — 50,0 ng mL* para holo-Tf,
avaliando-se cinco pontos, cada um em duplicata. Apds o tempo de incubacao requerido para a
formagdo do complexo, a técnica de EIE foi utilizada para obter os valores de ARc/A.

A relacdo entre a concentracdo de cada antigeno e a resposta de ARc/A, Ou Seja, a
linearidade do sistema, foi avaliada pela aplicacdo da técnica de regressao linear e de um teste
de falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, bem como pelos valores de r (coeficiente de
correlacdo) e R2 (coeficiente de determinacdo). Os resultados estatisticos foram avaliados por
meio do software computacional Minitab for Windows 16.2.2 (Minitab, Minitab Incorporation,
USA, 2010).

Também, foi possivel realizar os calculos dos limites de deteccdo e de quantificacao
para cada antigeno (EquacGes 6 e 7, respectivamente) [162], onde B € a inclinacdo da curva
analitica e Sy € 0 desvio padréo do anticorpo imobilizado (branco) dos 10 eletrodos utilizados

na construcdo da curva [120].

3,35, .
D = B (Equacao 6)
10 * S, .
=3 (Equacao 7)

Ademais, um estudo foi conduzido para estimar a precisao dos imunossensores, pelo
calculo das estimativas de repetitividade e de precisdo intermediaria. Para a repetitividade,

foram construidos dois sensores no mesmo dia e cada sensor foi avaliado em triplicata. Por sua
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vez, para a precisdo intermediéria, foram construidos dois sensores, cada um em um dia
diferente, também avaliados em triplicata. Os respectivos resultados foram expressos como
desvios padrdo relativos (DPR).

4.6  CULTURA DE CELULAS

As células epiteliais cancerosas A549 e MCF-7, bem como as células saudaveis de
controle (células fibroblastos saudaveis dos rins - BHK570) foram adquiridas do Banco de
Celulas do Rio de Janeiro. As células A549 e BHK570 foram cultivadas em meio DMEM —
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, enquanto a célula MCF-7 cultivada no meio de cultura
RPMI-1640 (Vitrocell, Campinas, Brasil) suplementados com 10% de soro bovino fetal (FBS,
Vitrocell, Campinas, Brasil) e mantidas em incubadora a 5% de CO, a 37 °C.

As celulas foram separadas do meio de cultura e ressuspensas em tampéo fosfato a pH
7,4 nas concentracdes 102 e 10* células mL? para experimentacdo. Essa suspensdo foi mantida
em gelo e por curto tempo em tampdo até os experimentos serem realizados para evitar
degradacéo e morte celular. O tampao fosfato foi utilizado como o eletrélito devido ao ambiente
isotonico e ndo toxico proporcionado para as células durante as medidas [163].

Apos a separacdo das células, foi realizada entdo a detecgdo com 0s imunossensores
construidos. Adicionalmente, realizou-se uma analise de variancias (ANOVA) e um teste de
Dunnet, no nivel de 95% de confianca, visando avaliar a significancia estatistica da diferenca

de resposta impedimétrica entre as células cancerosas e o controle (célula saudavel).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS IMUNOSSENSORES

As técnicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) foram utilizadas para avaliar cada etapa da construgdo dos imunossensores. Foi avaliada
a possibilidade de uso de ambas as técnicas para a deteccdo e quantificacdo dos antigenos,
observando as variagdes de corrente de pico (lp) e resisténcia de transferéncia de carga (Rc)
obtidos respectivamente pelos voltamogramas ciclicos e diagramas de Nyquist.

Na Figura 10 estdo representados os voltamogramas ciclicos para as etapas de
silanizagdo (ITO-NH2) em vermelho, imobilizagdo do anticorpo (anti-Tf) em verde e a deteccéo
dos antigenos apo-Tf (Figura 10A) e holo-Tf (Figura 10B) em azul. Os dados foram obtidos
com velocidade de varredura de 100 mV s*, concentracdo do antigeno de 250 ng mL™ e
concentracio do anticorpo de 12 pg mL™ para holo-Tf e 16 pg mL™ para holo-Tf. Os tempos
de incubacédo do anticorpo e do antigeno foram de 90 e 30 minutos, respectivamente.

Nota-se que as correntes de pico (lp) referente ao processo de silaniza¢do sdo as mais
intensas, indicando 0s grupos amina expostos e passiveis de ligacdo na superficie eletrodica.
Na etapa de imobilizacdo do anticorpo ocorre entdo o bloqueio dos sitios de ligacdo da
superficie eletrddica para novas transferéncias de carga, fazendo com que haja queda de (Ip).
Nesta mesma etapa, pode-se observar, também, um deslocamento de potencial de pico para
regibes mais negativas. Com a adicao de apo-Tf, ocorre novamente queda de Iy, indicando o
blogueio dos sitios de ligagdo com o antigeno — ou seja, a formacdo do complexo antigeno-
anticorpo. Entretanto, com a adicdo de holo-Tf, houve apenas variacdo de potencial de pico

(Ep), sem queda de corrente.
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FIGURA 10 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DAS ETAPAS DE CONSTRUCAO DOS
IMUNOSSENSORES PARA (A) APO-TF E (B) HOLO-TF
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LEGENDA: (—) silanizacdo; (—) imobilizagdo do anticorpo; (—) formacéo do complexo antigeno-anticorpo.
Voltamogramas obtidos em meio de K4[Fe(CN)s] 4,0 mmol L, com velocidade de varredura de 100 mV s,
emum intervalo de potencial de -0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl.

FONTE: O Autor (2018).

Os resultados experimentais de impedancia foram obtidos por meio de modelagem
com um circuito equivalente. Para tal, foi utilizado o software Nova 2.1.3 para escolher o
modelo mais adequado ao sistema (Figura 11), sendo o circuito de Randles o que mais se
aproximou aos dados. Tem-se CPE como a capacitancia com elemento de fase constante, R
como resisténcia de transferéncia de carga, Rs como resisténcia da solugéo eletrolitica e W como
elemento de Warburg, referente a difusdo das espécies eletroativas na solucdo. A regido de
frequéncias baixas (representada por W) mostra divergéncia entre o resultado experimental e 0
esperado para o circuito equivalente escolhido. Entretanto, esta diferenca nao foi considerada
na modelagem, uma vez que os dados necessarios para o desenvolvimento dos sensores sdo

apenas os de R, representados pelo didmetro do semicirculo.
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FIGURA 11 — CIRCUITO EQUIVALENTE DE RANDLES
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LEGENDA: Em azul, o circuito de Randles adotado. Em vermelho, o dado experimental utilizado como base.
FONTE: O Autor (2018).

Os diagramas de Nyquist para a caracterizacdo das etapas de silanizacdo (ITO-NH>)
em vermelho, imobilizacao do anticorpo (anti-Tf) em verde e detec¢do dos antigenos apo-Tf e
holo-Tf em azul estdo representados na Figura 12 (A e B, respectivamente). Os dados foram
obtidos em um intervalo de frequéncia de 10 kHz a 10 mHz, com registro dos espectros de
impedancia em 51 pontos e amplitude 10 mV. As concentra¢es do antigeno e do anticorpo,
bem como os tempos de incubacdo de ambos, sdo os mesmos utilizados para obtencdo dos

voltamogramas ciclicos.
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FIGURA 12 — DIAGRAMAS DE NYQUIST DAS ETAPAS DE CONSTRUCAO DOS IMUNOSSENSORES
PARA (A) APO-TF E (B) HOLO-TF
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LEGENDA: (—) silanizacdo; (—) imobilizagdo do anticorpo; (—) formacdo do complexo antigeno-anticorpo.
Diagramas de Nyquist obtidos em meio de [Fe(CN)s]3>"* 4,0 mmol L, em circuito aberto, com
amplitude de 10 mV e intervalo de frequéncia de 10 kHz a 10 mHz.

FONTE: O Autor (2018).

Como descrito pela literatura, pode-se observar a formacdo de um semicirculo em
frequéncias altas, equivalente a resisténcia de transferéncia de carga (Rc). Nota-se que na
primeira etapa, em vermelho, Rc: € pequena quando comparada com as subsequentes. Com a
imobilizagdo do anticorpo, entdo, o valor de R¢t aumenta, reagindo com os grupos livres na
superficie eletrddica e bloqueando-os para novas transferéncias de carga. Em seguida, com a
imersdo no antigeno, ocorre novo aumento de resisténcia, indicando que houve o
reconhecimento da espécie pelo bloqueio dos sitios de ligacdo do anticorpo.

Os valores obtidos por meio dos voltamogramas ciclicos (Ep e I, para 0s processos de
oxidacéo e reducdo) e diagramas de Nyquist (R«, Rs e Cqc fornecidos pela modelagem do
circuito) estdo apresentados na Tabela 3. Deve-se levar em conta que a concentracdo de
antigeno detectada (250 ng mL™) é considerada alta, uma vez que esta acima da faixa de
trabalho utilizada para controle de biomarcadores cancerosos [164, 165], especialmente com
dispositivos eletroquimicos [166, 167]. Assim, observando a variacdo de resposta entre as
etapas de imobilizacdo de anti-Tf e detec¢do de cada antigeno, nota-se que os valores de Ep e I,
apresentam diferenga menor que os valores de R¢te CPE. Isso leva a crer que a técnica de VC
ndo é adequada para 0 monitoramento dos antigenos, apresentando baixa sensibilidade frente a
EIE.
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TABELA 3 — VALORES OBTIDOS DOS VOLTAMOGRAMAS CICLICOS E DIAGRAMAS DE NYQUIST

PARA CADA ANTIGENO
Valores VC Valores EIE
Etapa Ep Ox Ep Red |p Ox |p Red Rs Ret CPE
(mV) (mV) (HA) (HA) (L) (L) (F)
ITO-NH: 408 76 235 -195 401 60 3x10°
Anti-Tf 375 108 216 -171 296 168 4 x 108
Apo-Tf 378 95 193 -146 252 436 5x 10
Valores VC Valores EIE
Etapa Ep Ox Ep Red Ip Ox Ip Red Rs Rct CPE
(mV) (mV) (HA) (HA) (L) (L) (F)
ITO-NH: 430 46 243 -202 458 33 2x10°
Anti-Tf 386 76 230 -191 376 104 4 x 10
Holo-Tf 413 68 230 -183 361 234 4 x10°

FONTE: O Autor (2018)

Adicionalmente, nota-se que a diferenca de R para holo-Tf (AR¢ = 130 Q) ¢ menor
que para apo-Tf (AR = 268 Q). Isto se deve ao fato de holo-Tf apresentar Fe3*, um facilitador
de transferéncia eletrénica, em seus terminais de ligacdo. Ao mesmo tempo em que o0 antigeno
liga-se ao anticorpo, bloqueando-o para novas transferéncias de carga, o ion Fe®" exposto é
capaz de realizar troca de elétrons com a solugdo de [Fe(CN)]*"*, diminuindo a resisténcia do

sistema.

5.2  CONDICOES EXPERIMENTAIS IDEAIS

5.2.1 Definicdo da area geométrica do eletrodo

O primeiro método avaliado para a definicdo da area geométrica do ITO foi realizado
utilizando cola Araldite®, logo apds o processo de silanizacdo. O eletrodo foi seco em N e
demarcado com uma ponteira descartavel de polietileno para que a area utilizada fosse de 0,5
cm?2. Em seguida, foi deixado na glovebox para secar por 8 horas. No segundo método, a haste
suporte do eletrodo ITO (Figura 8) foi marcada a caneta para que somente uma area de 0,5 cm?
de ITO fosse imersa na solucéo do eletrolito. Esta marcagdo foi a mesma para todas as medidas,
de modo que a area fosse constante. Apds, foi realizada uma medida de EIE da etapa de

silanizag@o para ambos os casos (Figura 13).
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FIGURA 13 — DIAGRAMA DE NYQUIST PARA ETAPA DE SILANIZACAO DE ELETRODO MARCADO
COM ARALDITE® E MARCADO NA HASTE SUPORTE
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LEGENDA: (—) marcacdo com cola Araldite®; (—) marcacdo na haste suporte. Diagramas de Nyquist obtidos
em meio de [Fe(CN)s]>"* 4,0 mmol L%, em circuito aberto, com amplitude de 10 mV e intervalo de frequéncia
de 10 kHz a 10 mHz.

FONTE: O Autor (2018).

Notou-se que Rt (diametro do semicirculo) para o primeiro método é maior do que
para o segundo, considerando a mesma area geometrica em ambas as situacOes. Esta diferenca
se deve a umidade do ar a que a superficie € exposta durante a secagem da cola, que gera a
decomposicdo do APTES [168] e, consequentemente, leva a um menor nimero de moléculas
ancoradas a superficie eletrddica. Isso indica que no primeiro caso ha menos agrupamentos
aminas expostos quando comparado com o segundo, ou seja, hd menos sitios de ligacao
disponiveis para interacdo com o anticorpo, diminuindo a eficiéncia da imobilizacdo da
biomolécula. Desta forma, foi escolhida entdo a marcacdo na haste metalica de suporte do

eletrodo ITO como o método ideal, fixando a &rea imersa no eletrélito em 0,5 cm2.

5.2.2  Ativacdo de superficie eletrddica

Para avaliar a ativacdo da superficie do ITO, foi realizado um pré-tratamento
estabelecido na literatura [161], envolvendo a imersédo dos eletrodos em uma solugdo 5:1:1
(v/viv) de H20:H202:NH4OH, a 80°C por 15 minutos. Apds, o eletrodo foi funcionalizado com
APTES, sendo esta etapa entdo avaliada por meio de EIE. O diagrama de Nyquist referente a

esta avaliacdo esta representado na Figura 14.
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FIGURA 14 — SILANIZACAO EM ELETRODO ATIVADO VS ELETRODO SEM ATIVACAO
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LEGENDA: (-) eletrodo silanizado sem etapa de pré-tratamento; (-) eletrodo silanizado com etapa de pré
tratamento. Diagramas de Nyquist obtidos em meio de [Fe(CN)s]*** 4,0 mmol L, em circuito
aberto, com amplitude de 10 mV e intervalo de frequéncia de 10 kHz a 10 mHz.

FONTE: O Autor (2018).

Foi observado, entretanto, que ndo houve diferenca significativa de R¢ na etapa de
silanizacdo com e sem esta ativacdo, de modo que o processo nao € justificavel. Assim, a etapa

de ativacao foi eliminada da metodologia.

5.2.3 Meio de imobilizacdo do anticorpo

Para a escolha do melhor meio de imobilizacdo do anticorpo, foram realizados testes
com duas situacfes. Na primeira, o eletrodo é imerso em uma mistura de EDC/NHS, seguida
de nova imersdo em anti-Tf. Na segunda, a imersdo ocorre em uma mistura EDC/NHS/anti-Tf,
em uma so etapa. Assim, foram avaliados tanto a intensidade de resposta de AR«/A quanto 0
erro das triplicatas.

No primeiro caso, o valor de ARc/A encontrado foi de 1184 + 1105 Q/cm?, enquanto
que no segundo caso ARc/A foi igual a 485 + 144 Q/cm?. Nota-se que, apesar da primeira
situacdo apresentar maior magnitude de Rct, também apresenta um erro de 93,3% do valor de
ARe/A, maior que no segundo caso, cujo o erro é de 29,6% da resposta. Deste modo, pode-se
afirmar que quando os eletrodos s&o imersos na mistura de EDC/NHS/anti-Tf os resultados sdo

mais precisos do que quando a imersdo é feita na mistura de EDC/NHS seguida de Tf. Assim,
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a imobilizagdo de anti-Tf foi realizada em meio de EDC/NHS/anti-Tf, buscando maior preciséo

das medidas realizadas.

5.2.4 Tempo de incubagédo do anticorpo

Foram testados quatro tempos para a incubacdo do eletrodo ITO na mistura
EDC/NHS/anti-Tf, sendo estes 30, 60, 90 e 120 minutos. Para tal, utilizou-se a técnica de EIE,
realizando duplicata de trés medidas: a primeira, na etapa de silanizacdo, a segunda apds a
imobilizacdo do anticorpo e a Ultima para o imunocomplexo formado na presenca de cada
antigeno. Assim, os resultados foram avaliados de acordo com valores de AR/A, obtidos por
meio da Equacdo 4 para a imobilizacdo de anti-Tf e da Equacao 5 para a deteccéo de apo-Tfe
holo-Tf. Utilizou-se concentracdo do anticorpo igual a 6 ng mL™ e concentragdo do antigeno
de 250 ng mL?, com tempo de incubacdo de 30 minutos. A Figura 15 mostra os resultados

obtidos para os antigenos apo-Tf (A) e holo-Tf (B).

FIGURA 15 — AVALIACAO DA VARIACAO DO TEMPO DE INCUBACAO DO ANTICORPO
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LEGENDA: (-) ARc/A do anticorpo; (-) ARc/A do antigeno (A) apo-Tf e (B) holo-Tf.
FONTE: O Autor (2018).

Nota-se que a resposta do anticorpo aumenta com o tempo, mantendo-se constante de
90 a 120 minutos. De maneira semelhante, apo-Tf (Figura 15A) mostra-se constante acima de
90 minutos. Holo-Tf (Figura 15B), por sua vez, exibe um aumento de AR«/A até 90 minutos,
seguido de uma queda de resposta para 120 minutos, indicando possivel saturagdo da superficie
eletrodica. Deste modo, para ambos 0s antigenos o tempo escolhido para a detecgéo de apo-Tf

e holo-Tf foi de 90 minutos.
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5.2.5 Concentracdo do anticorpo

A concentragdo do anticorpo foi avaliada em cinco pontos: 3, 6, 9, 12 ¢ 16 ug mL™.
Novamente utilizando a técnica de EIE, foram realizadas duplicatas de trés medidas, uma na
silanizacéo, a segunda ap0s a imobilizacdo do anticorpo e a Ultima na deteccao do antigeno. O
tempo de incubacdo do anticorpo foi de 90 minutos, escolhido previamente, com concentragdo
de anti-Tf igual a 6 pg mL™. Foi usada uma concentracdo de cada antigeno de 250 ng mL™,
com tempo de incubagdo de 30 minutos. A Figura 16 mostra os resultados obtidos para o
antigeno apo-Tf (A) e holo-Tf (B).

Para a imobilizacdo do anticorpo, nota-se que os valores de ARc/A ndo variam
proporcionalmente com as diferentes concentragdes. Desse modo, foi aplicada uma anélise de
variancia (ANOVA) de um fator e um teste de Tukey, no nivel de 95% de confianga, de modo
a avaliar se as respostas obtidas diferem entre si. Para tal, utilizou-se quatro replicatas para cada
concentracdo, duas referentes ao sensor que avaliou apo-Tf e duas ao sensor que avaliou holo-

Tf, uma vez que esta etapa foi realizada da mesma maneira para os dois casos.

FIGURA 16 — AVALIACAO DA VARIACAO DA CONCENTRACAO DO ANTICORPO
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LEGENDA: (—) ARc/A do anticorpo; (—) ARc/A do antigeno (A) apo-Tf e (B) holo-Tf.
FONTE: O Autor (2018).

Os resultados, presentes na Tabela 4, mostram que as concentrages apresentam
diferenca significativa entre si (Fobservado > Feritico; p < 0,05). Ademais, com base no teste de
Tukey, os dados puderam ser distribuidos em trés grupos (agrupamentos A, B e C), cujos
componentes ndo diferem significativamente. Assim, as concentracoes de 3, 6 e 12 ug mL™ néo

apresentam diferengas significativas. Também n&o diferem entre si as concentracfes de 9, 12 e
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16 pg mL2, bem como 6, 9 e 12 ug mL™. As demais relages apresentam diferenca que deve

ser considerada.

TABELA 4 —- TABELA ANOVA PARA A SIGNIFICANCIA DAS DIFERENCAS ENTRE AS
CONCENTRACOES DE ANTI-TF NA ETAPA DE IMOBILIZACAO DO ANTICORPO

Concentragéo (ug mL™?) Média Agrupamento* | Fobservado™™ p
3 113 A
6 125 A B
9 203 B,C 5,78 0,005
12 136 A B, C
16 211 C

LEGENDA: * letras diferentes indicam diferencas significativas entre as médias. **Fecritico (0,05; 4,15y« = 3,06.
FONTE: O Autor (2018).

Sabendo entéo que as concentracOes avaliadas s@o agrupadas conforme as diferencas
estatisticas e que existem trés grupos possiveis para o conjunto de dados avaliado, deve-se
considerar a resposta do complexo antigeno-anticorpo para a escolha da melhor concentragéo.
Assim, para apo-Tf, pode-se observar aumento significativo da resposta para 16 pg mL?,
quando comparado com as demais. Para holo-Tf, ocorre um aumento de R para cada
concentragdo até 12 pg mL™?. Ao atingir a concentragdo de 16 ug mL™, entretanto, deu-se a
queda de resposta de 384 + 5 Q/cm? para 343 + 37 Q/cm?, indicando a saturagdo da superficie
eletrddica. Deste modo, as concentragdes escolhidas foram de 12 ug mL™ para holo-Tfe 16 pg
mL? para apo-TT.

Entretanto, caso este imunossensor seja futuramente aplicado em larga escala, deve-se
considerar o uso da mesma concentracdo para ambas as formas da Tf, visando simplificar seu
processo de fabricacdo. Para tal, € necessario avaliar se seria possivel a utilizacdo de uma
concentracdo comum por meio de uma andlise de variancia (ANOVA) de um fator e um teste
de Tukey, no nivel de 95% de confianca. Deste modo, foi avaliada a diferenca estatistica entre
as concentracBes que apresentaram melhor resposta impedimétrica (12 e 16 ug mL™?). Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5 para apo-Tf e holo-Tf. Segundo o teste de
Tukey, as concentracdes de 12 e 16 ug mL™* ndo apresentam diferenca significativa. Isso pode
ser observado na coluna de agrupamento, sabendo que médias que compartilham a mesma letra

nao diferem entre si.
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TABELA 5 - TABELA ANOVA PARA A SIGNIFICANCIA DAS DIFERENCAS ENTRE AS
CONCENTRACOES ESCOLHIDAS DE ANTI-TF NA ETAPA DE DETECCAO DOS

ANTIGENOS
APO-TF

Concentragéo (ug mL™?) Média Agrupamento
12 237 A
16 600 A

HOLO-TF

Concentragéo (ug mL™?) Média Agrupamento
12 324 A
16 343 A

FONTE: O Autor (2018).

Assim, pode-se afirmar que ambas as concentracfes avaliadas podem ser utilizadas
para a detecgdo de Tf, ligada ou ndo a Fe®*. Isso indica que uma concentragdo padrdo de anti-
Tf pode ser usada para a construgdo de imunossensores em larga escala, visando facilitar sua
aplicagdo em andlises de rotina. Poréem, como pretende-se realizar a deteccdo de ambas as
formas de Tf de modo separado, foram utilizadas as concentragdes de 12 pg mL™ para holo-Tf
e 16 ng mL™* para apo-Tf, escolhidas devido a maior intensidade de resposta impedimétrica da

formacdo do imunocomplexo (Figura 16).

5.2.6 Tempo de incubacdo do antigeno

Ambos o0s antigenos tiveram seu tempo de incubacdo avaliados, sendo considerados
10, 20 e 30 minutos, usando EIE, com concentragao fixa de 250 ng mL™. Tempos acima de 30
minutos ndo foram avaliados devido a aplicabilidade em analise de células, uma vez que
poderiam ocasionar a morte das mesmas. Foi utilizado um tempo de incubagdo do anticorpo de

90 minutos, com concentragio de 12 pg mL™ para holo-Tfe 16 ug mL™ para apo-Tf, avaliados
anteriormente. As barras de erro para apo-Tf e holo-Tf estdo representadas na Figura 17, Ae B

respectivamente.
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FIGURA 17 — AVALIACAO DA VARIACAO DO TEMPO DE INCUBACAO DO ANTIGENO
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LEGENDA: (-) AR:/A do antigeno (A) apo-Tf e (B) holo-Tf.
FONTE: O Autor (2018).

Para apo-Tf, observa-se resposta similar em 10 ¢ em 20 minutos, tendo ARc/A igual a
79 + 31 e 69 + 13 Q/cm?, respectivamente. Em 30 minutos, ocorre entdo aumento de resisténcia,
levando a um valor de ARc/A de 600 + 91 Q/cm?. No caso de holo-Tf, ocorre um aumento de
resisténcia entre 10 e 20 minutos, apresentando valores de ARc/A iguais a 65 + 13 e 164 + 23
Q/cm?, respectivamente. Para 30 minutos, ARc/A foi de 385 + 5 Q/cm?.

Estes valores mostram que tempos abaixo de 30 minutos ndo sdo suficientes para que
0 anticorpo se ligue a todas as moléculas de Tf disponiveis, de modo entdo que 30 minutos foi

o tempo escolhido para apo-Tf e holo-Tf.

5.3 AVALIACAO DE DESEMPENHO ANALITICO

5.3.1 Linearidade

Apo6s encontrar as melhores condicGes para a construcdo e caracterizacdo dos
imunossensores, foi realizado um estudo da relagdo entre ARc/A e a concentracdo de ambos os
antigenos. O modelo de regressdo linear foi utilizado para ajustar os dados experimentais.
Assim, foi utilizado o software Minitab for Windows 16.2.2 para aplicar a regressao e o teste
de falta de ajuste no nivel de 95% de confianca.

Os diagramas de Nyquist obtidos para diferentes concentragcbes de apo-Tf estdo

representados na Figura 18A. Foi construida uma curva analitica (Figura 18B) para 5 niveis de
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concentragéo, cada um avaliado em duplicata: 3, 10, 15, 35 e 50 ng mL™. Os valores de R
(didmetro do semicirculo) apresentam comportamento crescente com a concentracdo do
antigeno, indicando aumento de moléculas de apo-Tf ligadas ao imunossensor. Utilizando o
valor das médias encontradas e por meio de regressao linear, foi observada a proporcionalidade
entre a concentragdo do antigeno e valor de ARc/A. Também, pode-se observar que nem todos
0s pontos estdo dentro do intervalo de confianca (IC, referente a variabilidade da resposta), o
que indica que ha erros puros que devem ser considerados, podendo afetar a precisdo das
analises. Entretanto, todos os pontos estdo dentro do intervalo de predicdo (IP, referente a
variabilidade na concentragdo do antigeno), de modo que a faixa de concentracéo é considerada

adequada para a determinacéo de apo-Tf.
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FIGURA 18 — (A) DIAGRAMA DE NYQUIST E (B) CURVA ANALITICA PARA APO-TF
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LEGENDA: (A) Diagramas de Nyquist obtidos em meio de [Fe(CN)s]*’* 4,0 mmol L, em circuito aberto,
com amplitude de 10 mV e intervalo de frequéncia de 10 kHz a 10 mHz.
(B) (_) Regressdo, (_ _) Intervalos de confianga (95%) e (----) Intervalos de Predicéo (95%).
FONTE: O Autor (2018).

Da mesma forma, por meio da resposta eletroquimica obtida pelos diagramas de
Nyquist (Figura 19A), uma curva analitica foi construida para holo-Tf (Figura 19B). Utilizou-
se, também, 5 niveis de concentracdo avaliados em duplicata: 5, 10, 18, 25 e 50 ng mL™. O
comportamento observado para holo-Tf foi semelhante ao descrito para o apo-Tf (Figuras 18A

e 18B). Conforme o aumento da concentracdo de holo-Tf, nota-se que ocorre também o
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aumento de R, indicando um maior numero de biomoléculas ligando-se ao anticorpo
imobilizado. Novamente, percebe-se que todos os pontos estdo dentro do IP, mas alguns
encontram-se fora do I1C. Nota-se, também, que IP e IC sdo maiores (mais largos) para holo-Tf

do que para apo-Tf, indicando que holo-Tf apresenta erro puro maior e precisdo menor.

FIGURA 19- DIAGRAMA DE NYQUIST (A) E CURVA ANALITICA (B) PARA HOLO-TF
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LEGENDA: (A) Diagramas de Nyquist obtidos em meio de [Fe(CN)s]*’* 4,0 mmol L, em circuito aberto,
com amplitude de 10 mV e intervalo de frequéncia de 10 kHz a 10 mHz.

(B) (_) Regressdo, (_ _) Intervalos de confianga (95%) e (----) Intervalos de Predicdo (95%).
FONTE: O Autor (2018).
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Desta forma, visando avaliar o ajuste dos sistemas ao modelo linear aplicado, foram
obtidos dados estatisticos, como constam nas Tabelas 6 e 7 para apo-Tf e holo-Tf,

respectivamente.

TABELA6 - AVALIAQNAO DE LINEARIDADE PARA A CURVA ANALITICA DE APO-TF POR
REGRESSAQ LIENAR (95% CONFIANCA)

Faixa linear de trabalho (ng mL™) 3-50
Regressdo* Falta de ajuste** r R? (%)
Fregress&o p Ffalta de ajuste p 0,929 92,89
104,46 0,000 2,98 0,135
Coeficientes da Reta + Erro Padréo tobservado™™** p
Intercepto: 80,1 + 8,6 9,33 0,000
Inclinagdo: 3,1 £0,3 10,22 0,000

LEGENDA: *Feritico0,025:1:8) = 5,32; **Feritico(0,025:3:5) = 4,07; ***tcritico(0,025:8) = 2,31.
FONTE: O Autor (2018).

TABELA 7 — AVALIACAO DE LINEARIDADE PARA A CURVA ANALITICA DE HOLO-TF POR
REGRESSAO LIENAR (95% CONFIANCA)

Faixa linear de trabalho (ng mL™) 5-50
Regressdo* Falta de ajuste** r R? (%)
Fregressiao p Fralta de ajuste p 0,957 65,70
15,32 0,004 1,75 0,272
Coeficientes da Reta + Erro Padréo fobservado™** p
Intercepto: 55,9 £ 14,9 3,74 0,006
Inclinacdo: 2,2 + 0,6 3,91 0,004

LEGENDA: *Feritico(0,025;1:8) = 5,32; **Feritico(0,025:3:5) = 4,07; ***tcritico(0,025:8) = 2,31.
FONTE: O Autor (2018).

Visando avaliar a significancia dos coeficientes da reta de regresséo, foi realizado um
teste-t no nivel de 95% de confianga. Os valores de tintercepto € tinclinagao apresentam-se acima do
valor de teritico (2,31) € 0s valores de Pintercepto € Pinclinagao SE0 Menores que 0,05 para ambos 0s
antigenos. Desta forma, tanto o coeficiente angular quanto o linear sdo estatisticamente
significativos, devendo ser inseridos na equacao da reta para apo-Tf e holo-Tf.

O coeficiente de correlacdo (r) indica a dependéncia entre duas variaveis dentro do
modelo escolhido. Este valor tende a ser proximo de -1 ou +1, caso uma variavel diminua ou
aumente em relacdo ao crescimento da outra, respectivamente. Analogamente, se ndo ha
correlacdo linear entre elas, r serd igual a zero [169]. Assim, os valores de r encontrados (0,929
para apo-Tf e 0,957 para holo-Tf) indicam um bom ajuste do sistema ao modelo linear.

Por sua vez, o coeficiente de determinacdo (R2), também conhecido como percentagem
de variacéo explicada, avalia o qudo proximos os residuos (dados reais) estdo do valor previsto
(curva tracada a partir da média das replicatas). Deste modo, quanto mais proximo de 100%
estd R2, menores 0s residuos, ou seja, menor a variacdo ao redor da média. Para apo-Tf, este

valor esta proximo o suficiente de 100% para que o modelo seja considerado adequado para
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descrever os dados experimentais. Entretanto, para holo-Tf, R? encontra-se abaixo do esperado.
Isso indica que a distribuicdo dos pontos esta distante da reta tracada modelo de regressao
ajustado, o que pode dar-se devido a inadequacdo ao modelo linear utilizado ou ao erro puro
entre os residuos [119].

Em contrapartida, R2 ndo é suficiente para definir a aplicabilidade de um modelo,
fazendo-se necessario observar os valores de Fregressio. ASSim, para ambos o0s antigenos, 0s
valores de Fregressao S80 maiores que o valor de Feritico tabelado de 5,32, confirmando assim a
linearidade do sistema [16]. Da mesma forma, para avaliar o ajuste do sistema ao modelo e sua
significancia, utilizou-se o teste de falta de ajuste (lack of fit), no nivel de 95% de confianca.
Os valores de Fraita de ajuste S80 maiores que 0 Feritico tabelado de 4,07, o que indica que néo existe
falta de ajuste dos dados ao modelo linear, corroborando com os dados anteriores [170, 171].
Conclui-se, entdo, que o valor de R? de 65,70% é causado devido ao erro elevado entre as
replicatas, ndo indicando falta de ajuste ao modelo adotado.

Ademais, € necessario realizar uma analise dos residuos para confirmar a adequacéo
dos dados experimentais ao modelo linear aplicado. Deste modo, a Figura 20 mostra os graficos
de residuos referentes a apo-Tf (A) e holo-Tf (B). Observando os graficos de probabilidade
normal, pode-se notar auséncia de pontos distantes ou inclinacGes, apresentando os dados
distribuidos ao longo de uma linha reta. Isto indica, assim, que os residuos séo distribuidos
normalmente. Complementarmente, o histograma de residuos determina se os dados sao
assimetricos ou possuem valores atipicos. Entretanto, devido ao nimero de pontos abaixo de
20, os histogramas ndo sdo totalmente confiaveis, de modo que cada barra apresenta valores
insuficientes para avaliar a assimetria ou atipicidade do sistema. O grafico de residuos versus
ajustados, por sua vez, deve apresentar distribuicdo aleatéria em torno de zero para que a
variancia seja constante. Em ambos os casos, porém, agrupamentos podem ser observados, o
que indica que os valores obtidos encontram-se distantes do valor esperado (média), devido ao
erro entre as medidas. Finalmente, os graficos de residuos versus ordem ndo apresentam
padrdes, indicando que os residuos sdo independentes entre si e ndo resultado de variaveis ndo
avaliadas [172].



FIGURA 20— GRAFICOS DE RES{DUO PARA (A) APO-TF E (B) HOLO-TF
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5.3.2
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O limite de deteccédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados por meio

das curvas analiticas de apo-Tf e holo-Tf, conforme as equagdes 6 e 7 citadas na metodologia,
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e constam na Tabela 8, juntamente com valores referentes aos demais trabalhos da literatura.
Nota-se que o imunossensor apresentado neste trabalho apresenta LD similar aos demais, bem
como faixa de trabalho, embora ndo sejam encontrados valores de LQ para comparagédo. Os
valores de Sy utilizados para apo-Tf e holo-Tf foram de 191 e 149, respectivamente, e b pode
ser encontrado nas equacdes da reta. Nota-se, assim, que tanto LD quanto LQ estdo abaixo do
primeiro ponto das curvas analiticas, indicando que os antigenos podem ser detectados e
quantificados na faixa de trabalho adotada.

TABELA 8 - COMPARACAO ENTRE IMUNOSSENSORES ENCONTRADOS NA LITERATURA

Referéncia Técnica Faixa de trabalho LD LQ
Eletroguimica (ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)
Hu et al. (2002) [142] Pulso 1,25-80,0 0,120 -
potenciostatico
Zeng et al. (2005) [143] Pulso
apo-Tf potenciostatico 1,00-12,50 0,150
holo-Tf 0,040
Yin et al. (2006) [144] EIE 1,0-75,0 0,050 -
Kong et al. (2014) [19] Eletroquimio- 0,1-18,0 0,033 -
luminescéncia
Matysiak-brynda et al. EIE 5,0 — 5,0x10° 0,150 -
(2017) [141] Voltametria linear 0,240
Este trabalho EIE
apo-Tf 3,0-50,0 0,049 0,162
holo-Tf 5,0-50,0 0,053 0,147

FONTE: O Autor (2018).

5.3.3 Precisdo

A Tabela 9 mostra os resultados para o estudo de precisdo, estimados como desvios
padrdo relativos (% DPR). Os resultados de repetitividade e precisdo intermediaria ficaram
abaixo do limite de 15 % tido como aceitavel para métodos bioanaliticos [122], permitindo uma

andlise confiavel dos dois antigenos no mesmo dia e em dias diferentes.

TABELA 9 - RESULTADOS DE DPR (%) OBTIDOS PELOS ESTUDOS DE PRECISAO PARA DETECCAO
DE APO-TF E HOLO-TF

Sensor DPR (%)
Repetitividade Precisdo intermediaria
apo-Tf 2,9 8,3
holo-Tf 8,9 12,3

FONTE: O Autor (2018).

Ressalta-se, novamente, que a diferenca entre os dois antigenos deve-se aos terminais
de ligagdo ocupados com Fe** em holo-Tf e livres em apo-Tf, oferecendo assim valores distintos

relacionados com a linearidade e com a precisdo do sistema. Sem o facilitador de transferéncia
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eletronica, apo-Tf apresenta menor erro puro entre as replicatas, fato observado comparando os
coeficientes de determinagdo (R?2) e os intervalos de predicao (IP) e de confianga (1C). Também,
liga-se melhor ao anticorpo utilizado, apresentando melhor precisdo (% DPR menor) em

andlises inter e intradias.
5.4  DETECCAO DE CELULAS CANCEROSAS

A capacidade de detec¢do de Tfem células cancerosas foi avaliada por EIE, novamente
observando a variacdo de R pela area geométrica do imunossensor. As linhagens utilizadas
foram A549, MCF-7 e BHK (controle), sendo todas avaliadas em duas concentragdes: 10% e 10*
células mL™. Os resultados estdo apresentados na Figura 21, respectivamente para as células
BHK (A), A549 (B) e MCF-7 (C), com escalas diferentes para melhor visualizagdo do sinal

impedimétrico.

FIGURA 21 - DIAGRAMAS DE NYQUIST PARA A DETECCAO DE LINHAGENS CELULARES (A)
BHK, (B) A549 E (C) MCF-7 EM DUAS CONCENTRACOES DIFERENTES.
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LEGENDA: Diagramas de Nyquist obtidos em meio de [Fe(CN)s]*’* 4,0 mmol L, em circuito aberto, com
amplitude de 10 mV e intervalo de frequéncia de 10 kHz a 10 mHz.

FONTE: O Autor (2018).
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Pode-se observar que, embora as células BHK também possam ser detectadas, devido
a presenca de Tf, em todas as células, a resposta impedimétrica € menor que o encontrado para
células cancerosas, pois nesse caso a Tf € superexpressa. Deste modo, 0s imunossensores
construidos sdo capazes de diferenciar os trés tipos de linhagem celular estudados por meio da
EIE. A intensidade das respostas de AR«/A para cada célula e cada concentracdo esta
apresentada na Figura 22.

FIGURA 22 — VARIACAO DA RESPOSTA IMPEDIMETRICA PARA AS CELULAS A549, MCF-7 E BHK,
EM DIFERENTES CONCENTRACOES
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FONTE: O Autor (2018).

Ademais, de modo a avaliar estatisticamente se as respostas obtidas para cada célula
diferem entre si, foi aplicada uma ANOVA de um fator e um teste de Dunnett (comparacao
com controle — célula saudavel), no nivel de 95% de confianca.

TABELA 10 - TABELA ANOVA PARA A SIGNIFICANCIA DAS DIFERENCAS ENTRE AS CELULAS
BHK, A549 E MCF-7 PARA 10? E 10* CELULAS ML'!

Concentragao Célula Média Agrupamento* Fobservado™™ p
BHK 149 A
102 células mL™* A549 319 - 26,14 0,013
MCF-7 361 -
BHK 251 A
10*células mL™* A549 755 - 82,60 0,002
MCF-7 457 -

LEGENDA: * médias ndo rotuladas com a letra A diferem significativamente do nivel de controle (célula
saudavel). **Feritico 0,05; 2.3) = 9,55.
FONTE: O Autor (2018).
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Observando os valores de Fobservado para ambas as concentragdes de células e
comparando-0 com o respectivo Feritico, pode-se afirmar que ha diferencas significativas entre a
célula saudavel e as cancerosas (Fobservado > Feritico). ESte fato é corroborado pelos valores de p
serem menores que 0,05, confirmando assim que o imunossensor construido foi capaz de

diferenciar entre as células saudaveis e as cancerosas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, imunossensores impedimétricos para o monitoramento de apo-Tf e
holo-Tf foram desenvolvidos, utilizando eletrodos ITO como transdutores e o anticorpo
policlonal anti-Tf como biorreceptor. Os dispositivos puderam ser utilizados para a
determinacéo de Tf quando ligada ou ndo a Fe®*, indicando que a detecgdo pode ser realizada
em qualquer etapa do transporte do ion.

Os imunossensores construidos apresentaram caracteristicas de desempenho analitico
importantes para seu uso rotineiro, tais como boa linearidade (no nivel de 95% de confianca),
estabilidade e precisdo, as quais sdo adequadas a sistemas bioldgicos. Os limites de deteccdo
(LD) e de quantificacdo (LQ) foram obtidos na escala de ng mL™, sendo os LD condizentes
com o encontrado na literatura para demais imunossensores eletroquimicos de Tf, enquanto que
os LQ sdo inéditos, ndo sendo encontrados outros valores para comparagdo. Além disto, o
tempo total de analise foi de 4h, considerado pequeno para uso clinico. Isso indica que, em um
eventual exame de rotina realizado com os dispositivos, 0s resultados podem ser fornecidos no
mesmo dia, sendo um avanco com relacdo aos métodos utilizados atualmente.

Em decorréncia ao bom desempenho analitico, 0os imunossensores foram capazes de
diferenciar as células cancerosas das células de controle, em duas diferentes concentragdes.
Entretanto, a deteccdo celular realizada foi de carater preliminar, sendo necessaria a realizacédo
de um teste de seletividade com interferentes possivelmente encontrados em amostras reais.
Deve-se avaliar, entdo, o melhor procedimento de preparo da amostra, visando resultados mais
exatos para uma possivel aplicacdo futura dos dispositivos em analises de rotina. Da mesma
forma, para facilitar a construcéo destes imunossensores em larga escala, faz-se necessario um
teste de estabilidade em diferentes periodos de tempo (semanas e meses), buscando definir a
validade dos dispositivos em caso de comercializacdo. Ademais, podem ser realizados estudos
acerca da miniaturizacdo do sistema, com a medida realizada em apenas uma frequéncia fixa,
de modo a facilitar e agilizar o resultado. Com este aprimoramento, ha possibilidade do sensor
ser utilizado dentro do consultério médico, fornecendo um diagndstico rapido e preciso.

Assim, ainda que mais estudos sejam requeridos para a aplicacdo dos sensores em
larga escala, os dispositivos desenvolvidos mostram-se um avanco no monitoramento do
biomarcador canceroso transferrina, uma vez que apresentaram simplicidade e desempenho
analitico inéditos até o momento. S&o, portanto, considerados como uma importante

contribui¢do no aprimoramento de diagndsticos clinicos rapidos e de baixo custo.
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