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RESUMO

O transplante de rins é considerado atualmente a forma de tratamento mais efetiva
para a Insuficiéncia Renal Cronica na fase terminal, possibilitando a melhoria na
qualidade de vida e sobrevida do paciente em longo prazo. Por este fator, a rejeicao
do alo-enxerto tem sido considerada um fator que tem gerado grande preocupacao
na terapia de receptores de transplantes renais na busca por medidas de prevencgéo
deste evento. Neste trabalho utilizou-se um eletrodo de ouro, “homemade” que
apresentou voltamograma caracteristico de ouro policristalino. Foram imobilizados
os linfécitos e testados com soros humanos positivos e negativos e complementos
sobre o eletrodo de ouro. Os experimentos foram realizados em uma célula de trés
eletrodos: trabalho o eletrodo de ouro; referencia Ag/AgCl em solugdo de KCI
saturado; contra eletrodo placa de platina. A técnica utiliza foi a técnica
eletroquimica, voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos dos linfocitos
imobilizados sobre a superficie do ouro apresentou corrente anddica 1,78 YA em
aproximadamente 0,50 V vs. Ag/AgCl. As respostas eletroquimicas dos soros
(positivo e negativo) e do complemento ndo apresentam sinais oxidacdo ou reducao
no intervalo de potencial medido. Os eletrodos com células e soro positivo
apresentou o sinal de corrente amplificado, no potencial de oxidacdo das células
O eletrodo foi qualitativamente eficiente quando comparado aos métodos de andlise
citométrica de fluxo e citotoxicidade dependente de complemento, podendo ser

utilizado com vantagens operacionais e econdémicas.

Palavras-chave: linfocitos; biossensor; antigeno; anticorpo



ABSTRACT

Kidney transplantation is currently considered the most effective form of treatment for
chronic renal failure in the terminal phase, making it possible to improve quality of life
and long-term survival of the patient. Due to this factor, allograft rejection has been
considered a factor that has generated great concern in the therapy of renal
transplant recipients in the search for measures to prevent this event. This work
reports the development of an electrochemical biosensor for use in genetic
compatibility testing among individuals. A "homemade" gold electrode was used,
which showed characteristic voltammograms of polycrystalline gold. Lymphocytes
were immobilized and tested with positive and negative human serum and
complements on the gold electrode. The experiments were carried out in a cell of
three electrodes: work electrode - electrode gold; reference electrode - Ag/ AgClin
saturated KCI solution; counter electrode - plate platinum. The technique used was
cyclic voltammetry. The cyclic voltammograms of immobilized lymphocytes on the
gold surface presented 1.78 pA anode current at approximately 0.50 V vs. Ag / AgCI.
The electrochemical responses of serums (positive and negative) and complement
do not show oxidation or reduction signals in the measured potential range. The
electrodes with cells and positive serum showed the amplified current signal in the
oxidation potential of the cells. The electrode developed to verify genetic compatibility
between individuals, in a qualitative analysis, was effective when compared with the
methods of flow cytometric analysis and complement dependent cytotoxicity. The
results suggest that the electrochemical biosensor can be used for such an
application.

keywords: kidney transplantation, biosensor, blood cells; antigen; antibody
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1. INTRODUCAO

No tratamento da Insuficiéncia Renal Cronica na fase terminal, o transplante
de rins € a forma de tratamento mais efetivo, possibilitando melhoria na qualidade de
vida e sobrevida do paciente em longo prazo. Entretanto, a rejeicdo do alo-enxerto
tem sido considerada um fator que tem gerado grande preocupacdo na terapia de
receptores de transplantes renais (SRINIVAS; MEIER-KRIESCHE, 2008; LO et al.,
2014; PARK et al., 2014).

Andlises para determinacdo de compatibilidade envolvem macromoléculas
antigénicas que sdo comuns a todos os linfocitos (BONA, 1972). As macromoléculas
séo distribuidas na superficie dos linfécitos, permitindo processos como: reacgoes,
interacdes fisico-quimicas e adsorcdo (CAl, 2010). Macromoléculas (proteinas)
contém aminoacidos, tais como: lisina, cisteina, histidina e arginina. Os aminoacidos
devem ser responsaveis pelo processo de adsorcdo em funcdo dos grupos NH:z e
SH (BROTTON, 2013; MCDONALD, 2010; MATYSIK, 2001, MOULTON, 2003).

Para a realizacdo de cirurgia de doacdo de 6rgaos, para doadores vivos, 0
processo de selecdo requer a tipagem HLA do receptor e dos possiveis doadores,
para permitir a selecdo do melhor doador entre os candidatos. Considera-se de
maior importancia a compatibilidade entre os antigenos de classe Il, seguido da
compatibilidade entre os antigenos HLA-B e, por fim, os antigenos HLA-A. A prova
cruzada ou “cross-match”, proposta por Terasaki and Mc Clelland em 1964 é
empregada para avaliar se o receptor ndo € sensibilizado contra os antigenos (AQ)
de histocompatibilidade do doador e deve resultar negativa. A analise é realizada
através de um ensaio "in vitro" no qual uma amostra de soro do receptor € misturado
com linfécitos do doador e incubados por um periodo. Apés a incubacao, durante a
qgual deve ocorrer a formacao de complexos antigeno-anticorpo (se no soro houver a
presenca de anticorpos antiHLA), adiciona-se ao sistema, uma fonte de
complemento, que devera provocar a lise de linfécitos reconhecidos pelos
anticorpos. Na reacao positiva, uma vez que existem anticorpos especificos anti-
doador em circulagéo, se for realizado um transplante, este podera ser rapidamente
rejeitado (TERASAKI; MC CLELLAND, 1964).

Desde 1964, a prova cruzada por citotoxicidade dependente de complemento
(CDC) tem sido a técnica padrao para a avaliacdo da presenca de anticorpos anti-

HLA especificos contra o doador antes de um transplante. Alo-anticorpos pré-
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formados assim detectados podem causar rejeicdo hiperaguda e perda imediata do
enxerto (PICASCIA et al., 2012). A técnica citometria de fluxo (CF), utilizada desde
1983 por Garovoy, é considerada até hoje a mais sensivel na deteccado de alo-
anticorpos € a técnica-padrao para o diagnostico de atividade humoral através da
deteccao de baixos titulos de alo-anticorpos circulantes. Prova cruzada através desta
técnica é capaz de detectar anticorpos anti-HLA em pacientes que tiveram resultado
negativo em prova cruzada por CDC (ROELEN et al., 2012). Pode ser 50 vezes mais
sensivel do que a CDC e até 15 vezes mais sensivel do que a CDC com anti-
globulina humana (AGH) (DEMIR et al., 2017; ALHEIM et al., 2015, PATEL;
TERASAKI, 1969).

Empregada na verificacdo de possibilidade de rejeicdo do alo-enxerto, a
bidpsia, é invasiva e subclinica, apresentando-se inUmeras vezes imprecisiva o que
atualmente tem despertado consideravel interesse no desenvolvimento de métodos
nao invasivos e os biomarcadores preditivos de rejeicdo surgem como alternativa
para estimar a rejeicdo em pacientes transplantados renais (SOLEZ et al., 2008). O
impulso no desenvolvimento e aplicacdo dos biomarcadores apresentam-se como
caracteristicas vantajosas as de serem nao invasivos, precisos para alcancar o
monitoramento, sensibilidade consideravel, frequente e econémico da atividade da
doenca, buscando assim diminuir os episédios de rejeicdo clinica precoce e tardia
(BETHESDA, 2001). Nesse contexto, o0s sensores eletroquimicos tem se
apresentado como ferramentas adequadas a essas propostas de desenvolvimento
de marcadores devido a crescente necessidade de respostas analiticas simples,
rapidas e baratas (NANKIVELL; ALEXANDER, 2010; MANUNU, 2004).

Visto as caracteristicas apresentadas pelas técnicas CDC e CF aqui
abordadas, neste trabalho apresentou-se a constru¢do de um sensor eletroquimico
de ouro, capaz de detectar a reacdo entre 0s anticorpos e antigenos HLA
especificos presentes em amostras de soro, empregando-se a técnica voltametria
ciclica, baseando-se no principio de que o ouro é um material eficiente para
imobilizacdo de biomoléculas e por isso tem sido bastante empregado no
desenvolvimento de imunobiossensores. As particulas imobilizadas sobre eletrodos
apresentam uma amplificacdo de sinal em eventos que evidenciam a reagao entre
anticorpo — antigénio (ZHANG et al, 2010).
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Um sensor que possa ser utilizado para evidenciar a ligacdo antigeno
anticorpo e complemento, com a reducdo do tempo de respostas, quando

comparados com as técnicas de CF e CDC ¢é a proposta do trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Desenvolver um biossensor eletroquimico, de baixo custo, para a

determinacao de reatividade Anti-HLA, no contexto do transplante de 6rgaos solidos,

a partir da confecgcéo de um eletrodo de ouro modificado.

2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

Preparar os eletrodos de ouro a partir de folhas de poliéster com depdsitos
de ouro obtidos por sputtering;

Obter as células mononucleares a partir da separacdo por gradiente de
densidade em solucao Ficoll — Hypaque;

Imobilizar as células mononucleares sobre a area fisica do eletrodo de ouro e
analisar as respostas eletroquimicas por voltametria ciclica em solugcdo PBS
Utilizar amostras de soro controle positivo, soro controle negativo e de
complemento (Laboratoério de Imunogenética e Biologia Molecular-LIB);
Comparar os resultados com os obtidos por técnicas tradicionais de CF e
CDC.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Transplantes de 6rgéos solidos

O termo transplantacdo em imunologia € o ato de transferir células, tecidos ou
orgaos saudaveis de um local para outro. A historia relacionada ao processo de
transplantes é relatada nos textos da biblia sagrada, tendo sido iniciada desde os
tempos antes de Cristo. Transplantes de oOrgdos solidos tiveram inicio com o
transplante renal a partir da segunda metade do século XX. Acreditava-se que
apenas transferindo uma parte do rim, poderia se prevenir a doenca terminal, uma
metodologia que foi mal-sucedida (LAMB, 2000).

O primeiro transplante de um 6rgéo sélido ndo regenerativo foi um transplante
de rim no ano de 1952 na cidade de Boston, realizado por David M. Hume. Neste
procedimento foi usado um doador cadavérico. Nos anos seguintes, Hume e seu
colega, Joseph E. Murray (ganhador do prémio Nobel de 1990) continuaram
realizando mais dez transplantes de rim com doadores cadavéricos, mas a maioria
dos seus pacientes faleceram logo apds a realizacdo da operacao de transplante.
No dia 11 de fevereiro de 1953 um transplante renal foi realizado num paciente que
sobreviveu por seis meses (GARCIA, 2015).

O primeiro transplante que foi reconhecido como o primeiro transplante do
mundo com um doador vivo (entre gémeos monozigéticos) ocorreu no ano de 1954
por Murray e John Merrill. Apds a cirurgia, o paciente transplantado teve uma
sobrevida de oito anos com funcdo renal satisfatoria. A partir desse evento, uma
progressiva melhora nos resultados dos programas de transplante renal, na medida
em que passou haver melhor avaliacdo e pareamento dos antigenos além da
evolucéo da terapéutica com medicamentos imunossupressores (Lamb, 2000).

A literatura relata que o primeiro transplante, no Brasil, foi realizado com
sucesso em 1954 e a partir desse marco, os transplantes de 6rgaos solidos tém
sofrido constante avanco no tratamento de doencas do rim, péancreas, figado,
coracgao, pulméo e intestino (GARCIA, 2006) .

Segundo Pégo-Fernandes & Garcia (2010, pag. 51), a descoberta da
ciclosporina na década de 70 e sua aplicacdo clinica inicial como medicamento
imunossupressor no inicio dos anos 80 levaram a melhores resultados no
transplante renal. Em consequéncia dessa descoberta, foram reativados os

programas para transplante cardiaco (1984), hepatico (1985) e pancreatico (1987) e
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um programa precoce de transplante pulmonar foi instituido no Brasil no ano de
1989.

Essa primeira descoberta, possibilitou a obtencéo de resultados cada vez
melhores nos diversos tipos de transplantes, como nos de rim, coracdo e figado
proporcionando uma sobrevida de até 80% em dois anos aos pacientes
transplantados. Como se trata de uma fase experimental, a literatura relata a
expectativa dos pacientes com relagéo a rejeicao (Pereira, 2004).

Os primeiros testes de avaliacdo de tipagem do antigeno leucocitario humano
(HLA) ocorreram a partir de 1962, e a prova cruzada entre células do doador e soro
do receptor, desenvolvida por Terasaki em 1964 foi introduzida por Kissmeyer-
Nielsen em 1966, levou a marcada diminuicdo na rejeicao hiperaguda (TERASAKI;
MC CLELLAND, 1964).

Para os doadores vivos, 0 processo de selecdo requer a tipagem HLA do
receptor e dos possiveis doadores, para permitir a selecdo do melhor doador entre
os candidatos. Considera-se de maior importancia a compatibilidade entre os
antigenos de classe Il, seguido da compatibilidade entre os antigenos HLA-B e, por
fim, os antigenos HLA-A.

Um teste de compatibilidade bastante utilizado € a prova cruzada ou “cross-
match”, proposta por Terasaki e Mc Clelland em 1964 e modificada em 1977 por
Bodmer e Bodmer, empregado para avaliar se o receptor ndo é sensibilizado contra
os Ag de histocompatibilidade do doador (ainda que seja seu primeiro transplante), o
gue deve resultar negativa. Esta avaliacéo é realizada através de um ensaio "in vitro"
no qual uma amostra de soro do receptor € misturada com linfécitos do doador e
incubada por um periodo. Apo6s a incubacéo, durante a qual deve ocorrer a formacgéao
de complexos antigeno-anticorpo (se no soro houver a presenca de anticorpos anti-
HLA), adiciona-se ao sistema, uma fonte de complemento, que devera provocar a
lise de linfocitos reconhecidos pelos anticorpos. Na reacao positiva, uma vez que
existem anticorpos especificos anti-doador em circulacdo, se for realizado um
transplante, este podera ser rapidamente rejeitado.

A reacdo de "cross-match" positiva pode ser observada em pacientes que
foram submetidos a transfusdes multiplas, mulheres multiparas ou individuos que ja
foram previamente transplantados. Na realidade, um cross-match positivo nem
sempre é sinbnimo de mau prognaostico para o enxerto/receptor. Assim, nos casos

supra referidos, se o cross-match for positivo para linfécitos totais do sangue
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periférico, o teste é repetido com suspenséo rica em células T ou em células B. Se o
este for negativo para células B, o transplante pode ser realizado. Se for positivo
para B, o teste é repetido para verificar se os antigenos reconhecidos séo anti-MHC
| ou anti-MHC II. A presenca de anticorpos (ou linfocitos B) anti-MHC II, n&o
contraindica o transplante.

Outra técnica utilizada, nesses testes, a de citometria de fluxo (CF) utilizada
desde 1983 por Garovoy, é considerada até hoje a mais sensivel na detec¢do de
alo-anticorpos, € uma técnica-padrdo para o diagnéstico de atividade humoral
através da deteccdo de baixos titulos de alo-anticorpos circulantes. Prova cruzada
através desta técnica € capaz de detectar anticorpos anti-HLA em pacientes que
tiveram resultado negativo em prova cruzada por CDC (ROELEN et al., 2012). Pode
ser 50 vezes mais sensivel do que a CDC e até 15 vezes mais sensivel do que a
CDC com anti-globulina humana (AGH) (DEMIR et al., 2017; ALHEIM et al., 2015,
PATEL; TERASAKI, 1969).

Devido ao crescente numero de pacientes com necessidade de
transplantacéo, foi criado o primeiro programa de intercambio de érgdos, o Euro-
transplante (Woodruff, 1951) e como demonstrado até aqui, a rejeicdo do alo-
enxerto desde o comeco da histéria do transplante, tem sido considerada um fator
gue tem gerado grande preocupacao na terapia de receptores de transplantes renais
(SRINIVAS, AND MEIER-KRIESCHE, 2008; LOet al., 2014; PARK,et al., 2014).

A lista de espera é a Unica opcao para aqueles pacientes renais que nao
possuem contraindicacdes e que ndao encontram um doador entre seus familiares
até o quarto grau de parentesco, doacdo de cdnjuges ou de qualquer outra pessoa
(BRASIL, 2015).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Transplantes e Orgdos (ABTO,
2018), o Brasil € o segundo pais em numero absoluto de casos de realizacdo de
cirurgias de transplante renais, apresentando entre janeiro e dezembro do ano de
2018 um numero total de 4429 cirurgias, perdendo apenas para os Estados Unidos
que apresentou, no mesmo semestre, 17107 cirurgias de transplantes renais.
Outras cirurgias de transplantes que sdao comumente relatadas nos dados da ABTO
séo as de coracao, pulmdes, figado, pancreas, medula 6ssea e de cérnea.

Em contrapartida ao aumento da quantidade de doacdes de rins, 0 aumento
anual da quantidade de novos casos de pacientes com doenca renal em estagio final

e que necessitam de realizagdo da cirurgia de transplante do 6rgéo, assim como o
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crescente gap entre a procura e a oferta de rins levou a expansao cada vez maior da
espera de transplante renal na lista mundial. Isto se tornou um grande problema,
pois muitos pacientes morrem enquanto esperam para receber a oferta de um rim.

A fila de pacientes que esperam um transplante € Unica para todos os estados
do pais e a alocacdo dos oOrgaos € regulamentada pela legislacdo especifica e
controlada pelo Sistema Nacional de Transplante, a distribuicéo €é feita com base no
exame de compatibilidade HLA (Human Leucocyte Antigen) (ABTO, 2015, BRASIL,
2009).

A doacédo de 6rgdo é um tema que é bastante debatido tanto de discussdes
formais entre os profissionais da medicina, nos questionamentos da ciéncia e na
sociedade devido a sua complexidade. Portanto, existe a necessidade de fazer da
doacdo um assunto de conhecimento publico. H4 sem duvida a necessidade de
desenvolvimento de novos testes que tenham o objetivo de avaliagdo da
compatibilidade entre possiveis doadores e receptores de 6rgaos, de forma rapida,
que permita a avaliacdo de uma maior quantidade de pacientes que aguardam um
transplante na lista de espera, bem como uma maior sensibilidade e especificidade
durante a realizac&o dos testes.

Sabe-se que as analises para determinacdo de compatibilidade envolvem a
utilizacao linfécitos que sdo moléculas ricas em proteinas. As proteinas, por sua vez,
estdo distribuidas na superficie e permitem a ocorréncia de processos como, por
exemplo, reacdes, interacdes fisico-quimicas e adsor¢céo (CAl, 2010).

Existem na literatura, indmeros trabalhos que relatam o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos capazes de evidenciar interacdes proteicas em diferentes
superficies metalicas (Ahmed, 2017; Cheuquepan, 2017; TriSovic, 2015; Wang,
2014). O impulso no desenvolvimento e aplicacdo dos biossensores apresentam
como caracteristicas vantajosas as de serem néo invasivos, precisos para alcancar o
monitoramento, sensibilidade consideravel, frequente e econémico da atividade da
doenca, buscando assim diminuir os episédios de rejeicdo clinica precoce e tardia
(NANKIVELL, 2010).

Considerando o contexto citado, o grupo de pesquisa, Bioeletroquimica-UFPI,
com a ajuda de outros pesquisadores desenvolveu um eletrodo de ouro, para ser
utilizado em analises de moléculas e biomoléculas, organicas e inorganicas, tais
como: enzimas, acidos nucléicos (DNA e RNA), anticorpos ou antigenos, micro-

organismos, células animais e vegetais, cortes de tecidos, farmacos,
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neurotransmissores e poluentes quimicos, dentre outros. Esse eletrodo foi
inicialmente empregado no estudo desenvolvido por Moura-Melo e colaboradores
(2017, pag.1), envolvendo a determinagéo de transgenia em milho a partir do evento
P35S. Para o rastreamento foi utilizada uma sequencia de DNA especifica fixada ao
eletrodo e uma terminal enzimatico, o qual revela, na presenca de agua oxigenada,
a quantidade de transgénicos na amostra.

Em outro trabalho, desenvolvido com o emprego do eletrodo, por Santiago
(2018) para determinacdo de testosterona em amostras de urina sintética. O
eletrodo de ouro foi modificado com polianilina e nanoparticulas de ouro. A
metodologia empregada mostrou-se seletiva, sensivel, estavel e rapida.

Nesse trabalho, especificamente, foi desenvolvido um biossensor
eletroquimico, de baixo custo, para a determinacdo de reatividade anti-HLA, no
contexto do transplante de Orgdos soélidos, onde foi empregado amostras de

linfécitos de doadores andnimos para realizacéo de testes qualitativos.

3.2 Biossensores

De acordo com a definicdo recomendada pela IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada), biossensor € um dispositivo no qual a reacédo bioquimica
especifica, mediada por enzimas isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou
células inteiras séo utilizados por meio de um transdutor que converte a resposta
biolégica em um sinal analitico detectavel. A deteccdo geralmente é realizada por
sinais elétricos, térmicos ou Opticos (THEVENOT, 1999).

O primeiro registro de construcdo de biossensor amperométrico foi realizado
por Clark e Lyons em 1962, denominado por estes de "eletrodo enzimatico" ou “
eletrodos de oxigénio”. Nesse biossensor, a enzima oxidase da glicose € imobilizada
através de uma membrana semipermeavel na superficie de um eletrodo platina.
Mais tarde, Updike e Hicks construiram o primeiro sensor biocatalitico funcional para
a determinacado de glicose no sangue. Esses primeiros eletrodos sdo considerados a
primeira geragao de biossensores.

A deteccéo e a quantificacdo confidvel de diferentes tipos de analito tornou-se
uma questdo de grande importancia na realizacdo de diversos diagnésticos. Em
consequéncia disso, tem-se observado o aumento de pesquisas relacionadas ao

desenvolvimento de dispositivos analiticos simples e baratos, de facil manuseio, que
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necessitam de baixo consumo de amostra a ser analisada e que permitam realizar
analises rapidas que possam ser empregados em escala industrial (NANKIVELL;
ALEXANDER, 2010; FU, 2009).

No reconhecimento molecular de diversas substancias, os biossensores tém
sido empregados como auxilio vantajoso, podendo ser empregados em diversos
tipos de andlises, como; diagndsticos clinicos, no controle ambiental na monitoracéo
de substancias como fendis, pesticidas e metais pesados, na analise da composicao
de alimentos, na concentracdo de nutrientes e corantes e na deteccao de drogas
ilicitas e na marcacdo de doencas humanas e em animais (BILLAN, 2010; PAN,
2010; SHEN et al , 2015; LIU, 2011).

De forma geral, os biossensores s&o denominados dispositivos que
combinam a atividade seletiva de elementos de reconhecimento biolégico podendo
ser enzimas, DNA, antigenos, anticorpos, células, organelas, tecido animal ou
vegetal, entre outros, que sejam sensiveis a um analito de interesse, a um transdutor
que converte a reacdo de reconhecimento em um sinal mensuravel, que pode ser
elétrico, térmico ou acustico.

Em relacdo a resposta, 0s biossensores podem ser vantajosos, pois em
relacdo as ferramentas atuais de diagnosticos, como por exemplo, ELISA,
apresentam como caracteristicas alta sensibilidade e especificidade, simplicidade,
rapidez em termos de respostas, baixo custo, portabilidade e facilidade de
automacao (MALHORTA et al., 2006). Na constru¢do de um biossensor podem ser
utilizados diferentes tipos de materiais com o objetivo de contribuir na imobilizacédo
do analito de interesse, objetivando todos esses critérios supracitados e também

como possibilitando a obtencéo de limites de deteccdo cada vez menores.

3.2.1 Elementos basicos para a construc¢do de um biossensor

Um biossensor € um dispositivo constituido por duas partes: uma parte
biolégica e uma parte transdutora. O transdutor tem a funcdo de promover o
processamento do sinal elétrico que é proporcional em magnitude ou frequéncia a
concentracéo do analito. Quando unidas essas duas partes sao capazes de detectar
componentes biologicos qualitativamente ou quantitativamente (MALHORTA, 2006;
THEVENOT, 2001).
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Na construcdo do biossensor, o elemento de reconhecimento (analito) &
imobilizado sobre a superficie do eletrodo de trabalho, o que exige conhecimento
das caracteristicas das amostras de trabalho e 0 que se pretende analisar. Nesse
caso, a bionanotecnologia tem oferecido uma enorme possibilidade de substratos,
em que permitem por sua vez, a producao de diferentes biossensores (GIANNNETO
et al, 2014).

Na producédo de biossensores, alguns fatores devem ser levados em
consideracao, dentre os quais, a selecado do bioelemento adequado ao analito a ser
detectado, a escolha do método de imobilizacdo do analito, adequacdo de um
transdutor, linearidade e minimizacdo de interferéncia. Levando em consideracdo o
desempenho do biossensor, € necessaria uma concentracdo adequada do
bioelemento, baixas interacbes ndo especificas e uma camada biol6gica estavel
(GORODKIEWICZ et al., 2010; MONOSIK, 2012, DINH et al., 2000).

A Figura 1 apresenta os principais componentes de um biossensor.

Figura 1. Principais componentes de um biossensor
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Fonte: autora, 2019.

Uma vez que ocorre a interacdo da amostra com o receptor, este gera um
efeito que sera captado pelo transdutor, o qual ira produzir um sinal elétrico ou
optico. As principais medidas Opticas realizadas pela transducéo sdo: as medidas de
luminescéncia, absorcdo, ressonancia de plasma de superficie, entre outras,
medidas de massa, voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). O transdutor pode ser um eletrodo, fibra éptica ou quartzo

oscilante. No desenvolvimento de biossensores, diversas moléculas biologicas
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podem ser utilizadas, tais como, enzimas, sistemas multienzimaticos, anticorpos,
antigenos, organelas, peptideos (GORODKIEWICZ et al., 2010).

Um biossensor ideal ndo existe, mas algumas caracteristicas desejaveis para
gue um biossensor seja considerado ideal podem ser levadas em consideracao.
Dentre estas caracteristicas estdo o tempo de resposta reduzido, o que promove
uma resposta em tempo real da presenca ou atividade do analito, elevada
estabilidade, tanto operacional como de armazenamento. A interface com o usuéario,
de forma que exija pouca habilidade e conhecimento do operador, além de baixo
custo unitario, reprodutibilidade, precisdo robustez e possibilidade de reutilizacédo
(MEHVAR, 2004; WANG, 2006).

Atualmente, as areas em que podem ser aplicados os biossensores estdo em
constante crescimento, dentre elas podemos citar, controle de bioprocessos, no
diagnéstico de doencgas, na seguranca alimentar, no monitoramento ambiental,
analise forense e aplicacbes militares e médicas (VERMA; BHARDWAJ, 2015;
MURUGAIYAN et al, 2014; D'ORAZIO, 2011; WANG, 2014; YANES-SEDENO,
2014).

Existem muitos tipos de biossensores e geralmente sdo classificados de
acordo com o tipo de transdutor ou com o tipo de reconhecimento biolégico
empregado e ainda, podem ser classificados de acordo com o tipo de substancias a
serem detectadas. A Figura 2 apresenta um resumo dessa classificacdo dos

biossensores de forma resumida.
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Figura 2. Classificacdo dos biossensores
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Fonte: autora, 2019.

Na classificacdo para os biossensores elaborada por Malhorta (2000) e

Lequin (2005), estes podem ser classificados em:

e Biosensores enziméaticos; os quais empregam enzimas (por exemplo
glicose oxidase, a urease, a penicilinase e a dehidrogenase de alcool)
como elementos bioreceptores (DU et al, 2018).

e Imunobiosensores: que sao biosensores que monitoram as interagdes
do par anticorpo-antigeno, nos quais o anticorpo ou o antigeno sao
imobilizados na superficie (GIANNETO et al, 2014)

e Biosensores celulares: que utilizam microorganismos, especialmente
para o monitoramento ambiental de poluentes (PERUMAL; HASHIM.
2014)
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e Biosensores eletroquimicos: consistem de dois componentes. Um
elemento bioldgico que reconhece o analito alvo e o transdutor
(eletrodo) que "traduz" o evento de biorreconhecimento em um sinal
elétrico util. Estes podem ser de trés tipos: potenciométrico,
amperomeétrico e condutométrico (RASSAEI, 2011);

e Sensores oOpticos: sensores que sao baseados em mudancas nas
propriedades Opticas das substancias, com a finalidade de monitorar a
concentragéo do analito (GERARD et al, 2004).

e Biosensores acusticos: baseados na propriedade da piezo-eletricidade
gue os cristais anisotrépicos possuem) (HIDEAKI, 2003).

e Biossensores calorimétricos: que usam o calor gerado por reacdes
catalisadoras de enzimas exotérmicas para medir a concentracdo do
analito) ( PERUMAL, 2014).

A partir destas duas classificacbes serdo abordados nesta revisdo, 0s
principais métodos de deteccdo e os principios basicos de cada um dos tipos de
biossensores, tendo como classificagdo para estes, a biocamada e o tipo de

transdutor empregado.

3.3 Classificacdo de biossensores com base na transducéo do sinal

3.3.1 Métodos de deteccao eletroquimicos

A literatura aponta os transdutores de deteccéo eletrogquimicos como 0s mais
antigos e mais comumente utilizados. A deteccdo eletroquimica pode ser
classificada de trés tipos: a amperométrica, potenciométrica e condutimétrica.

A amperométrica ocorre pela transferéncia de cargas ap6s um potencial ou
rampa de potencial. Uma corrente é gerada pela oxidacdo ou reducédo de espécies
eletroativas na superficie do eletrodo. O sinal gerado pela reagédo é diretamente
proporcional a concentracdo das espécies envolvidas (GRIESHABER, 2008).

Nas medidas potenciomeétricas, o potencial € medido ao ser aplicado valores
de correntes fixos ou rampas. Nas detec¢Bes condutimétricas, ocorre mudancas na

condutancia entre eletrodos. A espectroscopia de impedancia eletroquimica € outra
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técnica que monitora a resisténcia e a reatancia no biossensor e que também esta
se tornando mais comum sua utilizacao.

Dentre estes quatro tipos de transdutores, o0s potenciométricos e
amperomeétricos sao 0s que mais sao utilizados em pesquisas. Contudo, subsistem
alguns desafios incluindo alto desempenho e rentabilidade que caracterizam
basicamente o objetivo das pesquisas que tém sido desenvolvidas nos ultimos anos
(STRADIOTTO, 2003).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com a biocamada e o
transdutor empregado. Com relacdo a biocamada, podem ser classificados em:
enzimaticos, celulares, de anticorpos, receptores, de acidos nucleicos e aptameros
QA transducéo eletroquimica pode ser dividida em trés tipos: potenciométrico,

amperomeétrico e impedancia.

3.3.1.1 Biossensores potenciométricos

S&o0 sensores que tem sua atividade baseada na medida do potencial de uma
célula eletroquimica, tendo como fixo o valor da corrente. Exemplos comuns sé&o o
eletrodo de pH de vidro e eletrodos seletivos de ions para ions, como K*, Ca?*. Os
sensores utilizam uma célula eletroquimica com dois eletrodos de referéncia para
medir o potencial através de uma membrana que reage seletivamente com o ion
carregado de interesse.

Neste tipo de transducdo, a mudanca do potencial de um sistema € medida

com base na equacado de Nerst em que,

Potencial = K + 2,303RT/ZF Logwi

E as mudancas no potencial estéo relacionadas a atividade iénica especifica.
Devido a isso esses transdutores podem ser denominados muitas vezes de
eletrodos ions seletivos ou de transistores de efeito de campo sensiveis a ions. O
sensor consiste em uma camada externa seletiva de um material bioativo. O
pHmetro é o sensor potenciométrico mais conhecido, utilizado em quimica analitica
(LUPPA, 2001).

Na reacdo quando catalisada por enzimas, o eletrodo enziméatico €

considerado eletrodo de ions, e este gera ou consome uma espécie que é detectada
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pelo eletrodo seletivo de ions e gera um sinal logaritmico, dependente da
concentracdo. A principal aplicacdo deste tipo de eletrodos encontra-se na
determinacao de enzimas (POHANKA, 2008).

3.3.1.2 Biossensores amperometricos

Sao biossensores baseados na medida da corrente resultante da oxidacao ou
reducdo eletroquimica de uma espécie eletroativa, momento em que ocorre a
transferéncia de elétrons do analito para o eletrodo ou vice-versa. A dire¢ao do fluxo
de elétrons depende das propriedades do analito e pode ser controlada pela
aplicacdo de um potencial elétrico no eletrodo (THEVENOT et al., 2001; WANG et
al., 2008).

Uma célula amperométrica pode conter dois ou trés eletrodos. Uma vantagem
deste sistema é que a carga da eletrélise passa pelo eletrodo auxiliar em vez de
passar pelo eletrodo de referéncia, que tem a fungcéo de proteger a referéncia de
possiveis mudancas no seu potencial de meia-célula. Um sistema de dois eletrodos
possui apenas dois eletrodos, eletrodos de trabalho e de referéncia. Se a densidade
da corrente for baixa o suficiente (WA cm?), o eletrodo de referéncia pode carregar a
carga sem efeito adverso. Esses dois sistemas, de trés eletrodos e dois eletrodos,
sdo comumente utilizados no desenvolvimento de sensores. No entanto, dois
eletrodos sdo geralmente preferidos para sensores descartaveis porque a
estabilidade a longo prazo da referéncia ndo é necessaria e 0 custo € menor
(RONKAINEN, 2010).

Os eletrodos de trabalho geralmente incorporam metais nobres, grafite e
formas modificadas de polimeros de carbono ou condutores a que o anticorpo é
imobilizado. Biossensores amperométricos as vezes sao prejudicados pela
necessidade de rotulagem e separacao de etiquetas livres. (D’ORAZIO, 2003).

Os biossensores amperométricos sao classificados em primeira, segunda e
terceira geracdo. Nos biossensores de primeira geracdo o acoplamento entre
enzima e eletrodo € baseado na eletroatividade do substrato ou do produto da
reagcdo enzimatica. Nos biossensores de segunda geracdo esse acoplamento é
garantido pelo uso de mediadores ou de cofatores que atuam na transferéncia de
carga entre o sitio ativo da enzima e a superficie do eletrodo. O principal objetivo do

7

uso de mediadores € a transferéncia de elétrons oriundos de reacdes redox
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paralelas a reacao entre a enzima e o substrato e podem ser de naturezas organica,
inorganica, polimeros condutores ou complexos de metais de transicdo. Os
biossensores amperométricos de terceira geracdo ndo utilizam esses mediadores, a
transferéncia eletrénica € direta, e devido a isso, sdo os mais utilizados. Apresentam

potencial de minituarizacdo, sensibilidade e seletividade melhoradas (DI, 2004).

3.3.1.3 Biossensores condutimétricos

Neste tipo de biossensor, as mudancas sdo observadas nas medidas de
condutancia, resultante de produtos de reacao catalitica. Sdo geralmente utilizados
na deteccdo de enzimas como a urease, cuja atividade origina produtos idnicos
(OLIVEIRA et al., 2013).

3.3.2. Biossensores opticos

Sao biossensores que se baseiam nas mudancas das propriedades Opticas
de substancias em resposta a reacdo bioquimica para a deteccdo do analito. Séo
empregados em sistemas em que se pretende obter uma deteccdo direta. Neste
caso, o produto de interesse é a luz, que uma vez capturada em uma fibra oOptica
pode ser determinada, pode ser definida como resultado de uma reacao quimica ou
biolégica (GESCHWINDNER, 2012).

Ao incidir sobre a amostra biologica, as moléculas da amostra absorvem em
determinado comprimento de onda, dependendo do nimero e tipos de moléculas.
Em seguida, o espectro de luz dispersa ou que atravessa € medido e comparado
com um sinal de calibragdo, o que permite entdo determinar a concentracdo do
analito (ENDO, 2008).

Entre as propriedades Opticas que podem ser utilizadas estdo: absorcéo,
indice de refracdo, fluorescéncia, fosforescéncia, refletividade e comprimento de
onda. Entre as vantagens desses biossensores estdo o seu tamanho reduzido, a
velocidade de resposta, a facilidade de integragdo, imunidade a ruido
eletromagnético, boa biocompatibilidade e ndo-necessidade de elementos ativos na
biocamada. Cabe ressaltar que o biossensores Opticos podem responder a mais de
um analito, quando utilizados reagentes que possibilitem a absor¢cdo ou emisséao a

diferentes comprimentos de onda (FAN, 2008).
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Os sensores opticos e os detectores baseados na Ressonancia Plasmon de
Superficie Localizada (LSPR) de nanoparticulas de metais nobres tem ganhado
importancia nos ultimos anos devido a sua maior sensibilidade e maior tempo de
resposta (NAIK, 2018). A literatura cientifica mostra que o autor Endo et al., 2008
introduziu, pela primeira vez, nanoparticulas de prata revestidas com a
polivinilpirrolidona, como uma sonda Optica para a determinacdo quantitativa de
espécies reativas de oxigénio (ROS). No artigo, os autores propuseram que a
decomposicao catalitica de agrupamento das nanoparticulas, na presenca de H202 &
responsavel pela reducdo de intensidade no LSPR. Desde entdo, as AgNPs, sao
produzidas por varios protocolos sintéticos e estabilizado com diferentes agentes de

cobertura, foram utilizados para melhorar a resposta do detector

3.3.4. Biossensores piezoelétricos

Também conhecidos na literatura como biossensores acusticos. Baseiam-se
na propriedade de piezo-eletricidade que os cristais anisotropicos apresentam, por
exemplo, os cristais de quartzo (JIANG et al., 2008). Quando uma tenséo alternada
€ aplicada a este biossensor, o cristal de quartzo oscila com uma determinada
frequéncia, sendo tal frequéncia associada a massa e as constantes elasticas do
cristal. O mais antigo e conhecido biossensor acustico € o de Microbalanca de
Cristal de Quartzo (QCM - Quartz-Crystal Microbalance), utilizado em vérias
aplicacoes e é também facilmente integravel (PATEL, 2002; MUTLU et al., 2008).

Nesses biossensores, sdo levados em consideracdo os efeitos de
interferéncia viscoelastica e eletroacustica devido ao liquido da amostra e aos filmes
absorvidos nestes. Os avancos nos sensores piezoelétricos incluem o uso de QCM
e microcantilevers (MCGOVERN, 2008).

3.3.5 Biossensores calorimétricos

Também conhecidos como biossensores termométricos. Esses biossensores
utilizam o calor gerado por reacdes catalisadoras de enzimas exotérmicas para
medir a concentracdo do analito (THEVENOT et al., 2001). S&o baseados em uma

das propriedades fundamentais das reacdes biologicas, a absorcao e liberacdo de
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calor. As mudancas de temperatura sdo geralmente determinadas por termistores de
alta sensibilidade (GERARD, 2002).

Um termistor enzimético (ET) é um biossensor calorimétrico de injecdo de
fluxo que detecta diretamente o calor desenvolvido durante a reagéo catalisada por
enzima. O seu principio de deteccao universal permite uma estratégia sem etiqueta
que simplifica o ensaio e o design do instrumento. Outra vantagem desses
biossensores € a medicdo sem contato que diminui a interferéncia do sinal e dissipa
0 risco de contaminacdo do sensor, e dessa forma melhora significativamente a
estabilidade operacional e reduz a taxa de recalibracdo. O trabalho de Chen et al
(2013) demonstra esse tipo de biossensor e sua aplicacdo na deteccédo de ureia e
lactato em leite adulterado, para observacgao de interferentes em amostras.

A literatura apresenta esses biossensores possuindo bastante aplicabilidade,
como no artigo publicado por Zhou et al (2013, pag. 100) em que foi desenvolvido
um biossensor térmico para determinagao de (B-lactamases no leite, monitorando a
conversdo da penicilina G usando o biossensor térmico. A penicilina G adicionada
como marcador € especificamente hidrolisada pela B-lactamase, portanto, a
quantidade de [-lactamase no leite, nesse caso, pode ser determinada pela

guantidade de penicilina G consumida durante a incubacéo.
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3.4. Classificacdo com base no elemento de reconhecimento bioldgico

(biocamada)

Nessa etapa, vale ressaltar que alguns requisitos basicos sao exigidos na
escolha de um biocomposto para atuar como elemento de reconhecimento biologico,
dentre eles, pode-se classificar a necessidade de um sitio reativo disponivel capaz
de reagir e/ou interagir com o analito, a estabilidade face ao meio e também as
condicbes de medicdo e possibilidade de modificagdo/ imobilizacdo sobre suporte
por métodos quimicos sem afetar o seu desempenho. Concluindo, sdo estas
caracteristicas principais que definem um biossensor tendo como base a biocamada
(RONKAINEN, 2010).

3.4.1 Biossensores enzimaticos

Nestes biossensores, enzimas, sao empregadas como elementos de
bioreconhecimento. Bastante conhecida, a enzima glicose oxidase é amplamente
utilizada na medicdo de glicose no sangue. Também varias outras enzimas S&o
utilizadas na construcdo de biosensores, tais como a urease, a penicilinase e a
dehidrogenase de alcool.

A literatura aponta como o primeiro eletrodo enzimético na década de 60
quando Clark e Lyons (1962) tiveram a ideia de usar uma enzima aliada a um
eletrodo para determinacdo de glicose para controle de diabetes. Esse biossensor
foi baseado na oxidacdo de glicose a acido glicénico, envolvendo consumo de
oxigénio e formacédo de perdxido de hidrogénio por acdo da enzima glicose oxidase,
de forma que o oxigénio ou perdxido consumido poderiam ser detectados.

A utilizacdo destes biossensores enzimaticos é limitada devido a estabilidade
relativamente baixa, principalmente no que diz respeito a variacdo das condicdes
fisico-quimicas do meio reacional, mas que podem ser contornados usando as
condi¢cOes adequadas de pH, temperatura e pressdo que garantam a manutencao da
atividade enzimética (LEONARD, 2003).

Em contrapartida, a vantagem do uso deste componente é que as enzimas
séo catalisadores biologicos altamente especificos e seletivos, pois apresentam um
alto nivel de especificidade com o substrato devido principalmente a ligacéo forte na

molécula de substrato pelo seu sitio ativo envolvendo fatores do meio ambiente
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reacional tais como, tamanho da molécula substrato, polaridade, grupos funcionais
ligados e relativa energia de ligacdo (CAMPANELLA, 2008).

A GOx é altamente especifica para b-D-glucose, e pode ser detectada através
das seguintes reacgdes 1, 2 e 3 (MAIGA, 2017; ABELLAN-LLOBREGAT, 2017).

b-D-Glucose + GOx—FAD — GOx—FADH: + d-D-gluconolactone (1)
GOx—FADH2z + O2 — GOx—FAD + H202 (2)
H202 - 2e — + O2 + 2H* (3)

A GOx € uma enzima prontamente disponivel, barata e estavel de Aspergillis
Niger que esta entre as enzimas mais importantes em aplicacdes de biossensor e
processos industriais. O artigo publicado por Maiga e colaboradores no ano de 2017,
aponta essa caracteristica e aplicacdo da Gox, uma vez imobilizada sobre a
superficie de um eletrodo de carbono vitreo, esta pode ser detectada pelas técnicas
de fluorescéncia e amperometria. O objetivo do estudo foi desenvolver um
biossensor baseado em poli (amic) acido seccionado (BG-PAA) para ser utilizado

como material de suporte de enzimas.

3.4.2 Biossensores celulares ou microbiolégicos

Estes biossensores utilizam microorganismos especialmente para o
monitoramento ambiental de poluentes. As células sao incorporadas a superficie de
um eletrodo, sendo o principio de operacdo muito semelhante aos biosensores
enzimaticos. Contudo apresentam custo reduzido, maior atividade catalitica e
estabilidade (CORTES, 2011).

Também conhecidos como biossensores microbianos, utilizam células vivas
como elemento de reconhecimento. Microorganismos como bactérias e fungos sao
geralmente utilizados como biorreceptores para a detec¢cdo de moléculas especificas
ou o estado geral de um ambiente circundante pode ser utilizado. As enzimas que
sdo proteinas presentes nas células podem ser utilizadas como biorreceptores
(CIUCU, 2014)..
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3.4.3 Imunobiossensores

Sao biossensores que utilizam proteinas globulares (imunoglobulinas IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM) do soro que formam parte de um importante grupo de proteinas
altamente ligaveis. Os anticorpos ligam-se aos antigenos, com alta especificidade e
alta afinidade. As variantes em polipéptidos de cadeia pesada permitem que cada
classe de imunoglobulina funcione como um tipo diferente de resposta imune ou
durante um estdgio adifferente da defesa do corpo (HARBOE, 1973; CHOTHIA,
1987).

Elementos comuns em imunobiossensores sao antigenos anticorpos e
antigenos especificos. Por exemplo, em imunobiossensores eletroquimicos, 0s
antigenos sao imobilizados na superficie dos eletrodos. Quando os anticorpos se
ligam aos antigenos imobilizados, sdo gerados sinais elétricos (ROBINSON, 2002;
TANG et al., 2006; WANG et al., 2005).

Um problema bastante relatado para o desenvolvimento destes tipos de
biossensores, e encontra-se na abordagem de que os antigenos, que sdo proteinas
moléculas, podem desnaturar a superficie solida. Para enderecar isto questdo, mais
e mais estudos nos ultimos anos estdo focados no uso um pedaco de oligopéptido
linear (em vez de toda a proteina de antigeno moléculas), para o desenvolvimento
de imunobiossensores (MASON et al., 2009).

Em geral, nos uma ilustracdo esqueméatica do mecanismo de um
imunossensor padrdo a reacao ocorre de forma como apresentado na Figura 3, na
qual se inicia com a formacdo do complexo antigeno/anticorpo, o que produz um
sinal mensuravel que por sua vez pode ser transduzido eletroquimicamente,

termometricamente, opticamente ou piezoelétrico (JUNG, 2008).

Figura 3. Formacdo do complexo antigeno/anticorpo em diferentes superficies

transdutoras

€ antigenos

N T Ct
anticorpos

Fonte: Adaptado: Felix (2018).
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3.5 Técnicas de imobilizacéo

As técnicas mais comuns de imobilizacdo séo adsorcao fisica e quimica. A
estabilidade das técnicas de imobilizacdo que a serem empregadas, determinam a
sensibilidade e confiabilidade do sinal do biossensor devido a preservacéo dos sitios
ativos da molécula. Na imobilizacéo fisica ou direta (que envolvem interacdes fracas,
do tipo ibnica e polar e ligagdo de hidrogénio), ligacao cruzada (reticulagao), ocluséo
ou aprisionamento, ligacdo covalente e covalente cruzada, encapsulamento e
microencapsulamento (LIU, 2001; GARCINUNO, 2000). A Figura 4 apresenta as
principais estratégias de imobilizacdo de forma objetiva, de acordo com Oliveira, JE,

(2013, p. 5) e colaboradores.

Figura 4. Principais técnicas de imobilizacéo: (a) adsorcéo, (b) ligacdo covalente, (c)

ligacdo cruzada, (d) encapsulamento e (e) afinidade

u«vj Yy «T¥

(b) (c)

[m[???

(d) (e)

Fonte: Oliveira, 2013.

Com relacdo ao método de imobilizacdo quimica ou de ligacdo covalente, &
empregado o principio segundo o qual alguns grupos quimicos presentes (e nao
essenciais para a atividade bioldgica da molécula) se ligam aos suportes
quimicamente ativos. Comparado a imobilizacdo direta, requer maior tempo de
analise e € mais dificil de ser realizado, pois requer uma cobertura maxima de uma
monocamada (PEREIRA, 2002).

Os outros métodos que nao empregam ligacdo covalente apresentam

desvantagens como, por exemplo, como ligacdes ndo muito estaveis que podem ser
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facilmente influenciadas pela temperatura do meio e pH reacional (KRAJEWSKA,
2009).
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos o0s reagentes utilizados na pesquisa foram de grau analitico e

especificados a seguir. A 4gua foi purificada com um sistema de purificacao, Purelab
Option Q.

v

NN NN

Células mononucleares
Solucéo PBS (pH=7,2);
Solugao H2S04 0,5 mol/L
Solucéo fisiolégica
Develope

PBS Citrato

4.1 Instrumentacao eletroquimica e construcao do eletrodo de trabalho

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/

galvanostato, Autolab Metrohm, modelo pgstat 302, controlado pelo software NOVA

2.0.2 apresentado na Figura 5. Utilizando uma célula convencional de trés eletrodos.

Os eletrodos foram: o de trabalho (ouro), o de referéncia (Ag/AgCI/KCl(sat) e o

contra eletrodo de platina. As analises foram realizadas através da técnica de
voltametria ciclica (VC) (MOURA-MELO, 2017).

Figura 5. Potenciostato/galvanostato para medidas eletroquimicas

|

Fonte: autora, 2019.
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Todos o0s experimentos eletroquimicos foram feitos em uma célula
eletroquimica de vidro com capacidade de 150 mL, contendo o eletrodo de ouro
(eletrodo de trabalho) obtido por deposicéo fisica a vapor, o eletrodo de platina
(eletrodo auxiliar) e o eletrodo de prata-cloreto de prata (eletrodo de referéncia),

como apresentado na Figura 6.

Figura 6. Célula eletroguimica utilizada com entrada para trés eletrodos. CE =
eletrodo auxiliar; ER = eletrodo de referéncia; ET = eletrodo de trabalho

Fonte: autora, 2019.

Ja para as analises voltamétricas de deposicdo das células, foram realizados
experimentos em uma microcélula, com capacidade de 1,5 mL, também
confeccionada e inserida a célula eletroquimica, como apresentado na Figura 7.

Esse dispositivo foi utilizado nesta pesquisa com a finalidade de que o
processo de difusdo das solugcdes de pequeno volume fosse minimizado em relagéao
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a célula maior, permitindo assim que o contato entre a superficie do eletrodo e essas

solucdes fosse mais eficiente.

Figura 7. Microcélula eletroquimica para o eletrodo de ouro

Contato
eletrico

Ponte
salina

Fonte: autora, 2019.

O eletrodo de trabalho, esquema de montagem na Figura 8, foi
confeccionado, conforme modelo construido inicialmente por Moura-Melo e
colaboradores (2017), a partir da deposicdo de um filme fino de ouro, realizada em
uma camara de vacuo Edwards 306, com revestimento para evaporacéo térmica de

um fio de ouro (99,99% de pureza), em alto vacuo (10 torr) com posterior
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condensacdo em uma peca de poliéster previamente irradiada com ultravioleta (360
nm) por 5 dias, conforme a Figura 8 representa um esquema de montagem do
eletrodo.

A camada de ouro obtida possui espessura entre 65 e 80 nm. O contato
elétrico é feito, nesse eletrodo aqui confeccionado, foi realizado com um fio de
cobre. Finalmente, as laterais foram envolvidas com fita Teflon para proteger o

eletrodo de possiveis infiltra¢cdes, quando colocado em contato com as solugdes.

Figura 8. Esquema de montagem do eletrodo de trabalho de ouro

--

Folhasl_de Poliester Polimero sob irradiacio Particulas de ouro depositadas
Impa UV por 5 dias por sputtering (65 -80nm)
5
Fio de cobre Alto vacuo 10 torr

¥

f

Area fisica do eletrodo de trabalho

Fonte: autora, 2019.

Na sequéncia deste trabalho foi acoplado a éarea fisica do eletrodo( lado ),
manta magnéticas adesivadas, recortadas em pedacos, para 0os ensaios realizados
com as esferas magnetizadas que contem na sua superficie anticorpos monoclonais
(anti-CD3 e anti-CD19), para realizacdo de posterior caracterizacdo eletroquimica

dos anticorpos monoclonais, de acordo com a Figura 9.
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Figura 9. Esquema de montagem do eletrodo de trabalho de Au com manta

magnetizada acoplada

e

# Pedacgo de folha de
\ Touro

' ——ph

Area cha do eletrodo

Fio de cobre

Beads l
magnéticas
9 Manta
magnética

L /

Fonte: autora, 2019.

4.2 Limpeza e condicionamento do eletrodo de trabalho

Inicialmente a superficie de ouro foi mantida a um potencial de 0 V no
intervalo de tempo de 10s. Depois, o eletrodo foi limpo eletroguimicamente com
ciclos de potencial em pH acido (velocidade de varredura 0,2 V/s; em H2S04 a 0,5
M) em uma faixa de potencial entre -0,1 e 1,55 V, para verificar se 0s processos de
oxidacdo e reducdo do ouro aqui tratado, até que fosse obtido um voltamograma
redox estavel tipico de ouro policristalino. Todos os eletrodos ao serem submetidos
a esta etapa, apresentaram area geométrica em torno de 3x10° m? e diamero de 2

mm.

4.3 Protocolo de separacao das células mononucleares

A purificacdo de células foi feita no sangue total proveniente de sangue
humano, a partir da separagdo por gradiente de densidade em solucdo Ficoll —
Hypaque, obedecendo ao protocolo descrito a seguir. Ap0sS a separacdo com O
reagente Ficoll, o sangue foi diluido em PBS na propor¢éo de 1:3. Logo em seguida
foi realizada a centrifugagéo (1500rpm, por 25 min a 22°C).

As células mononucleadas do sangue periférico formam um anel, assim como

destacado na Figura 10 onde ha predominancia de linfocitos, pelo qual € obtido um
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concentrado de linfécitos totais, como apresentado. Essas células foram novamente
centrifugadas (2000 rpm, por 5 min, a 4°C) e o pellet contendo os linfécitos foram

homogeneizados para uma nova centrifugacao.

Figura 10. Separacdao celular por gradiente de densidade

Fonte: autora, 2019.

4.4 Construcao do biosensor eletroquimico a partir da deposicéo de células

A primeira etapa de deposicdo das células sobre a superficie do eletrodo foi
realizada de forma direta, onde 5uL da solucdo contendo linfécitos totais foram
colocados na érea fisica do eletrodo de trabalho. A adsorcdo foi testada diversas
vezes na faixa de 15 a 60 min na superficie do eletrodo. O segundo passo foi a
diluicdo da soluc@o concentrada de células para verificar a menor quantidade na
qual o eletrodo apresentaria uma resposta satisfatéria. Considerando que as células
linfocitarias ndo sdo homogéneas em tamanho e quantidade no sangue, sua
distribuicdo na superficie do eletrodo deve ser irregular e podem ser adsorvidas para
formar aglomerados ou multiplas camadas.

O numero de células no eletrodo depende da quantidade de adsorcdo
disponivel. Assim, o processo de diluicdo baseado no célculo foi realizado para
determinar o numero de células disponiveis para adsor¢ao na superficie do eletrodo.
Para obter a populacéo de linfécitos na superficie do eletrodo, os valores teéricos de
tamanhos e quantidades de linfocitos ja disponiveis na literatura foram utilizados
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com diametros de linfocitos (DL) de 7-20 um (Abbas et al., 2007). Usando esses
dados, calculou-se a média geométrica da area dos linfécitos. O niamero minimo de
células por area de eletrodo foi obtido usando a correlagdo de &reas. A correlacao
matematica foi a area do eletrodo (De = 2 mm) / area geométrica média dos
linfocitos.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados na solucdo concentrada (5
ML) e nas diluicbes obtidas a partir de 5 pL (42.450 células) para os volumes finais
de 10, 50, 100 e 150 pL. Calculos do numero de células para as diluicdes foram
28.300, 14.150, 2.830 e 1.415, respectivamente

4.5 Obtencdo de amostras de soro controle positivo em células humanas, soro

controle negativo e complemento em células de coélho

As amostras de soro controle negativo utilizados foram constituidas de soro
humano de homem, tipo sanguineo AB (marca: Sigma-aldrich). As Amostras de soro
controle positivo, concedidos pelo Laboratério- Lib, foram constituidas a partir de um
“pool” de soros de pacientes hipersensibilizados contra moléculas HLA presentes em
uma populacdo. E o complemento foi obtido a partir de complemento de coelho da

marca (marca: Sigma-aldrich).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo eletroquimica do eletrodo de trabalho

Resultados de voltametrias ciclicas, no padrdo de eletrodo de ouro foram
avaliados em funcdo da carga de reducdo (Figura 11). Os voltamogramas foram
obtidos em solugdo de H2SOs4 0,5 mol.L?. Na varredura direta e reversa em
potenciais, variado de —0,2 a 1,55 V vs. Ag/AgCI (MANUNU ET AL., 2004).

Estudos realizados demonstraram que 0s voltamogramas com eletrodos de
ouro em meio acido apresentam potencial de pico anddico, Epa, € potencial de pico
catddico, Epc, caracteristicas devido a adsor¢cdo do oxigénio no (Epa) € sua
dessorcdo no, Epc sobre a superficie do eletrodo de ouro (Au), como apresentado na
Figura 1. Para todos os eletrodos confeccionados observaram-se as correntes de
pico anddicas (ipa) no potencial, Epa = +1,38 V vs. Ag/AgCl, correspondentes a
oxidacao e correntes de pico catddicas (ipc) em potencial Epc = +0,85 V vs. Ag/AgCl,
nos voltamogramas obtidos. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados
na literatura (WANG ET AL., 2013; WALTER, ET AL. 2016).

Figura 11. Eletrodo de trabalho limpo eletroquimicamente, varredura de potencial,
de -0,2 a 1,55 V vs. Ag/AgCl, velocidade de varredura 250 mV s, em solucdo de
H2S04 0,5 mol L, comparacéo da terceira varredura de quatro eletrodos diferentes

i/ (MA)

2 Electrode 1
- - - Electrode 2
—— Electrode 3
-3 P
+0,85V - — - Electrode 4
O:O ' 0:4 ' 0:8 ' 1:2 ' 1,6

E vs (Ag/AgCI)/IV



47

O voltamograma de ouro limpo obtido pelo eletrodo construido apresentou as
mesmas caracteristicas encontradas na literatura para todos os eletrodos de ouro
policristalinos, possuindo areas geométricas semelhantes (3,14x102 cm?) e area
eletroquimica entre (3,0 a 4,0 x10° C), comprovando que o ouro da superficie
transdutora do eletrodo, na varredura de oxidacdo, ndo apresenta correntes
anddicas faradaicas, na faixa de potencial de -0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl. Em se
tratando da varredura reversa foi observado processo de reducdo bem definido
referente a reducdo do 6xido de ouro, na superficie transdutora nesse eletrodo, livre
de impurezas (STEVEN ET AL., 2016).

Apoés a etapa de limpeza em solugdo de acido sulfarico 0,5 mol.L%, o eletrodo
foi lavado com agua pura (18,2 MQ) e seco em atmosfera de nitrogénio para

posterior deposicdo das células.

5.2 Deposicéo de células sobre a superficie do eletrodo (Eau)

Utilizando as diversas diluicbes foram depositados em cada caso 5 pL de
solucdo de células nas concentragbes previamente definidas. Na Figura 12
apresentamos a comparagcdo da superficie do eletro limpo e com as células

adsorvidas.

Figura 12. Imagem da superficie do eletrodo em microscopio éptico (A) superficie do
eletrodo de ouro limpo e (B) células depositadas na superficie do eletrodo de ouro.
Magnificacao de (A) e (B) a 40x.
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5.3 Estudo do tempo de adsorcao de células sobre o eletrodo de trabalho(Eau)

ApGs o processo de adsorcao celular no eletrodo Eau, foi realizada a analise
de voltametria ciclica. O intervalo de potencial escolhido foi na regido onde o Eau ndo
apresentou reacdes (-0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl/(KClsat)). Inicialmente, a voltametria
do eletrodo Eau foi realizada na solugdo de PBS para verificar se eles tinham
respostas eletroquimicas na faixa de potencial. Figura. 13 (A) (insert) mostra que
processos faradaicos ocorrem nesta faixa de potencial, revelando que o eletrodo Eau
nao possui atividade na solucdo PBS(Kim et al., 2017).

O estudo do tempo de adsorgao foi realizado pela adigdo de 5 pL de solugao
concentrada de linfécitos ao Eau e variando o tempo. Os voltamogramas dos
eletrodos de Eau+ cel foram obtidos (Figura 13B) para os tempos de adsorcéao de 15,
30, 45 e 60 minutos. Segundo Ahmed et al., 2017, a adsor¢do de moléculas como
proteinas, DNA e RNA em substratos de ouro € um processo altamente reprodutivel.
Na literatura, muitos estudos examinaram a adsor¢cédo dessas diferentes amostras
em superficies de ouro (Koo et al.,, 2016; Sina et al.,, 2014; Yadav et al., 2016;
Cheuquepan, 2017; TriSovic, 2015; Wang, 2014). ). Considerando este principio, em
uma solucdo contendo residuos de aminoacidos (atomos de nitrogénio e / ou
enxofre) em contato com uma superficie de ouro, é esperada uma ligacdo covalente
(Oliveira et al., 2015).

Na primeira voltametria realizada apos o tempo de deposicao celular de 15
min (Figura 13B), pode-se observar o pico de corrente anddica de 4,66 pA a um
potencial de aproximadamente 0,50 V vs. Ag/AgCIl/(KClsat) na primeira curva de
voltametria. A oxidacdo observada € irreversivel. Este processo pode ser atribuido a
oxidacao de grupos amino, presentes na superficie das células HLA. Os grupos NH2
podem ser facilmente oxidados e produzirem radicais NHe. A ligacao covalente (CN)
€ entdo formada pela reacdo de radical livre de NH com grupos de aminoéacidos CO.
(Hasazadeh, 2018) Para os outros tempos de adsorgédo, um aumento na corrente de
pico anodico foi observado, com um aumento no tempo de contato de a solucao
celular com a superficie do Eau, indicando um aumento de células na superficie a 30,
45 e 60 min.

A Figura 13 mostra que, a cada voltametria, foi observado um pico irreversivel
com o potencial de 0,50 + (0,01 ou 0,02) V vs. Ag/AgCl/(KClsat). As correntes de
pico anddico dos voltamogramas em 15, 30, 45, 60 min foram Ipas 4,66 YA, 6,78 YA,
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7,05 pA e 11,09 pA, respectivamente. Os valores de Ipa aumentaram, mas
mostraram um desvio de linearidade. Este resultado é atribuido ao aumento da
densidade e organizacao das células adsorvidas na superficie do eletrodo de ouro. A
Tabela 1 apresenta os valores obtidos para os célculos de area dos picos anddicos

em cada um dos protocolos de voltametria nos pontos de tempo analisados.

Figura 13. (A) voltamograma ciclico do eletrodo de ouro em solucdo PBS; (B)
eletrodo de ouro com células adsorvidas nos tempos de 15, 30, 45 e 60 min, em
solucdo PBS, velocidade de varredura de 250 mV s, no intervalo de potencial de -
0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl/(KClsat).
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Os valores das areas dos picos anddicos ndo podem ser representados em
um gréfico linear, indicando a possivel influéncia na adsor¢cédo devido aos tamanhos
e tipos celulares; além disso, os ions estavam presentes na solucao. Por outro lado,
como a resposta aos 15 min tem um valor de area na mesma década (107 C) que
nas outras vezes e devido a necessidade das respostas rapidas dos testes, este

tempo de adsorc¢éao foi o utilizado na diluicéo.
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Tabela 1. Areas dos picos de corrente obtidos nos voltamogramas resultantes em
diferentes tempos de adsorcdo das células sobre a superficie do eletrodo de ouro.

Varredura de potencial entre -0,2 e 0,80 V, velocidade de varredura a 250 mV s

Tempo de adsorcéao Area do pico (C)
15 min 3,74x10°7
30 min 8,93x1077
45 min 9,00x10”
60min 13,9x107

5.4 Estudo da concentracado de células sobre o eletrodo de trabalho (Eau)

Apés a andlise do tempo de adsorcdo, a diluicdo celular foi realizada em
relacdo a adsorcdo no eletrodo. A diluicdo foi feita com o objetivo de avaliar a
propor¢cdo adequada de células que poderiam ser adsorvidas na superficie do
eletrodo de ouro.

As amostras de células recebidas mostraram em seu rétulo a concentracéo
de células por mililitro. Diluicdes foram realizadas usando este valor.

A observacédo das respostas eletroquimicas de Eau + cen Nas varias diluicbes
revelou que o namero de células ndo € o Unico fator a determinar a adsorcéo.
Parametros fisico-quimicos das substancias expostas na superficie das células e
ions presentes na solucéo estédo envolvidos.

A Figura 14 mostra os voltamogramas para as diluicbes feitas a partir de 5 uL
do volume inicial da amostra de células em tampado PBS para obter volumes de 10,
50, 100 e 150 pL. Essas diluicdes da amostra inicial permitiram o calculo do numero
de células presentes em cada volume de 28.300, 14.150, 2.830 e 283 células,
respectivamente.

De acordo com os dados obtidos a partir da voltametria ciclica, foram
observados picos de oxidacdo nos potenciais de 0,54, 0,54, 0,50 e 0,50 V vs.
Ag/AgCl/ KClsat, respectivamente, para cada diluicdo, revelando que a diminuicéo
do numero de células na superficie do eletrodo muda o sinal atual Ipa para um
potencial menos positivo. A diluicdo de 5 uL da amostra inicial para 100 ou 150 pL
mostrou voltamogramas muito semelhantes, permitindo o desempenho de todas as

experiéncias subsequentes a uma diluicdo de 150 pL.
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Figura 14. Voltamogramas da adsorcdo de células para as diluicdes realizadas com
um tempo de adsorcao na superficie do eletrodo por 15 min. Eletrodo de ouro com
células adsorvidas, em solucdo PBS, velocidade de varredura de 250 mV s, no
intervalo de potencial de -0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCI/KClsat.
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5.5 Medidas de voltametrias para as diferentes amostras de soros, positivo e

negativo e para o complemento.

Os materiais, soros e complementos, utilizados na determinacdo de
atividades interativas entre células, soros e complementos, foram testados para
determinar quais respostas eletroquimicas, por voltametria ciclica, poderiam
apresentar, sob o eletrodo ouro limpo. Na Figura 15 esta apresentada a resposta
eletroquimica 15(A) do soro controle negativo, 15(B) soro controle positivo e 15(C)
complemento. Nas condi¢des: presenca do eletrodo de ouro em solucédo PBS; no
intervalo de potencial -0,2 a 0,75 V vs. Ag/AgCI/KClsat.; velocidade de varredura de
250 mV/s. O voltamagrama obtido para o soro controle negativo, para 0 Soro
controle positivo e para o complemento ndo apresentaram quaisquer correntes
faradaicas (oxidacdo/reducdo), indicando a auséncia de interagdo dos soros e do
complemento com o eletrodo.

Por outro lado, pode-se observar que a dupla camada, nos voltamogramas,
apresentam diferentes areas capacitivas para soro negativo, Figura 15 A, e soro

positivo Figura 15 B, neste ultimo apresentando uma area de voltamograma maior
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que a de soro negativo, onde pode-se atribuir a presenca de substancias

(anticorpos) que sofrem efeito de polarizacédo no intervalo de potencial.

Figura 15. Voltamogramas resultantes (A) amostra — 5 pL de soro controle positivo
no eletrodo de trabalho limpo de Au, (B) amostra — 5 puL de soro controle negativo no
eletrodo de trabalho limpo de Au, (C) amostra de complemento — 5 pyL no eletrodo de
trabalho limpo de Au e (D) solucéo diluida de células (42450 células). 3 varreduras
com potencial variando entre -0,2 e 0,75V, velocidade de varredura de 250 mV s
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As respostas das voltametrias de soro positivo, negativo e complemento
foram comparadas com a da voltametria da diluicdo de linfécitos para a menor
quantidade de células (diluicdo 5 pL para 150 uL) e o tempo de adsorcao de 15 min.
As amostras de células, de acordo com a Figura 15(D), apresenta um pico de
oxidacao definido em 0,50 V vs. Ag/AgCI/KClsat., enquanto para as outras amostras,

Soro positivo e negativo e complemento, nenhum pico foi observado.
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5.6 Anédlises voltamétricas para o cruzamento das diferentes amostras

A partir da voltametria obtida para os soros controle (positivo e negativo) e
complemento, foram realizados testes equivalentes a um crossmatch, ou seja, as
amostras foram misturadas e submetidas a polarizacdo em ciclo de voltametria com
Eau + cell. As Figuras 16C e 16D mostram voltametria ciclica realizada em amostras
contendo: (a) soro de controle negativo e células; e (b) soro controle positivo e
células.

Na Figura 16C e 16E, voltamogramas de Eau + cel COm soro negativo e Eau + cell
com soro negativo e complemento mostraram muito pouco ou nenhum processo
oxidativo comparado ao Eau + cen isolado. Esse comportamento foi atribuido a
remocdo de células Eau por ions cloreto presentes no soro (HAN, 2018). O soro
negativo foi testado para a presenca de cloretos (Figura 17). Os anticorpos eram nao
reativos, o que facilitou a acdo dos cloretos nas células HLA, como demonstrado na
Figura 18, das amostras, obtidas em microscopio optico.

Na Figura 16D, um voltamograma de Eau + cel COM SOro positivo pode ser
observado como uma resposta eletroquimica no potencial aproximado de 0,50 V vs.
Ag/AgCl/ sat. KCI, com a area do pico andédico de 7,8 x 107 cm?, valor aproximado
ao encontrado para Eau + cel. A Figura 16F mostra o voltamograma obtido para o
cruzamento de amostras de soro controle positivo/células/complemento e uma
voltametria ciclica com pico de oxidagdo no potencial 0,52 V vs. Ag / AgCl / sat. KClI,
com area de 9,19 x 107 cm? e o aumento de toda a regido de dupla camada da
curva de voltametria, diferem do voltamograma obtido para soro controle
negativo/células/complemento.

Estes resultados observados na Figura 16C-16F mostram uma distingéo entre
as andlises de Eau + cel cCOm amostras de soro controle positivo/ células e de soro
controle negativo/ células a medida que o sinal de corrente no soro positivo é
amplificado. Os resultados da analise eletroquimica de amostras de soro positivas e
negativas e complemento utilizando Eau + cen sdo indicadores qualitativos das
reacoes entre os anticorpos e antigenos HLA especificos presentes na superficie
celular, e podem ser utilizados para as analises qualitativas de CF e CDC. No
entanto, os testes de voltametria sdo mais rapidos e podem ser medidos

qualitativamente.
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Figura 16. Analises voltamétricas das solucdes (A) solucdo de 5 pL de soro controle
negativo e complemento sobre o eletrodo de ouro limpo, (B) solucdo de 5 uL de soro
controle positivo e complemento, (C) solucédo de 5uL de soro negativo e células, (D)
solucdo de 5 pL de soro positivo e células, (E) solucdo de 5 pL de células diluidas,
soro controle negativo e complemento (5 pL:1 pL: 4 yL) e (F) amostra de 5 yL de
células, soro controle positivo e complemento (5 pL:1 pL: 4uL) sobre o eletrodo de

ouro limpo, na faixa de potencial -0,2 a 1,55V, 3 varreduras a 250mV s
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Figura 17. Identificacdo Teste de ions cloreto em amostras de soro humano com
solucdo de nitrato de prata (AgNO30.1 mol.L?).

No tubo 1, contendo amostra de 1 mL de agua ultrapura e solucédo de 0,1
mol.L** de AgNOs, deve-se notar que ha formacéo de precipitado, devido a auséncia
de ions cloreto (CI) da agua. No tubo 2 contendo 1 mL de agua e 10 pL de solucao
de NaCl 0,1 mol L't e 10 pL de solucéo de AgNOz 0,1 mol.L1. Neste caso ocorre a
formacdo de precipitado de AgCl, a coloragédo branca do precipitado é observada
pela turbidez da amostra. Finalmente, no Tubo 3, com 1 mL de agua ultrapura, 10 pl
de amostra de soro humano e 10 pL de solucdo de AgNOs 0,1 mol.L, a solucéo,
apos a adicdo de AgNOs, apresentou cor branca com formacdo de precipitado de

AgCl. O teste realizado indica a presenca de ions CI- na amostra de soro humano.
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Figura 18. Imagem da superficie do eletrodo no microscopio optico (A) superficie do
eletrodo de ouro com células e controle positivo do soro (B) superficie do eletrodo de

ouro com células e soro controle negativo; ampliacédo (A) e (B), 40x.

5.7. Andlise voltamétrica das amostras de beads magnéticas utilizadas em

separagéao por crossmatch

Para realizar as andlises de linfocitos B e T foram utilizadas as Beads B e T,
sistema magnético com o anticorpo monoclonal, anti-CD19 e anti-CD3
respectivamente. As beads magnéticas se ligam aos linfocitos permitindo a
separacdo destes dos demais, em cada caso B ou T através de campo magnético
(imd). Uma vez obtido as beads B ou T com os linfécitos B ou T conforme a
aquisicdo, cada um deles foi submetido & analise por voltametria. No entanto antes
de realizar os experimentos com as beads + linfocito foi seguido o protocolo: a)
medidas de voltametria do eletrodo limpo em solucdo PBS; b) medidas de
voltametria do eletrodo com as beads em solucéo PBS; e ¢) medidas de voltametria
das beads + linfocitos em solugéo PBS.

As medidas com Eau limpo em solu¢cdo PBS no intervalo de potencial -0,2 a
+0,8 V vs. Ag/AgCI/KClsat,nd0 apresenta nenhuma corrente faradaica como nos
outros experimentos realizados neste trabalho.

Para as beads sem acoplamento com os linfécitos (Figura 19 bB e bT) os
voltamogramas obtidos em velocidades de varreduras diferentes (0,25 e 0,50 V), no
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mesmo intervalo de potencial ja utilizado, mostra uma corrente faradaica, com pico
no potencial 0,34 e 0,46 V para bead B e T respectivamente (SUGAWARA, 2017).
Esse pico de corrente esta associado ao processo de oxidagao envolvendo terminal
aminos de amino 4cido.

Para as beads ligadas ao linfocito ndo foi possivel obter voltamogramas
distintos dos obtidos para beads em funcdo do processo oxidativo dos linfécitos

ocorrerem em potencias que tornam indistinto a contribuicdo de cada oxidacéo, do
linfécito e da beads.

Figura 19. Voltamogramas ciclicos das amostras de beads magnéticas com
anticorpo monoclonal anti- CD19 e anti-CD3 sobre o eletrodo de ouro limpo, na faixa
de potencial -0,2 a 0,8V, 3 varreduras a 250mV s

1 |—— 250 mVi/s| —— 250 mV/s|
—— 500 mV/s| —— 500 mV/s
s bB 1 bT
- <
5: 0 :1 04

-10 T T T T -10 T T T T
0,2 0,0 0,2 04 06 08 0,2 0,0 0,2 0.4 06 08

E vs (Ag/AgCI)/V E vs (Ag/AgCI)/V




58

6. CONCLUSOES

A montagem dos eletrodos utilizando folha de poli-estireno, recoberta com
ouro por técnica de “sputering”, e fitas de cobre servindo de contato, mostrou ser um
sistema de facil execucdo e de baixo custo para realizacdo do trabalho. As células
se ligaram aos eletrodos de ouro por adsorcdo permitindo a avaliagdo do sinal de
oxidagdo da superficie. O processo envolvido na adsor¢cdo das células sobre o
eletrodo provavelmente se deve a interagcbes de grupos, de nitrogénio e/ou de
oxigénio, expostos na superficie da célula e essa adsorcao pode ser removida pela
presenca do ion cloretos. As células adsorvidas na superficie do eletrodo de ouro
apresentaram um pico de oxidacdo, em um processo irreversivel, em
aproximadamente 0,50 V vs. Ag/AgCI/KClsat., quando se efetuou a varredura de
potencial entre -0,2 e 0,8 V vs. Ag/AgCI/KClsat.. As medidas elétricas (por
voltametria) mostraram que os soros (positivo e negativo) e o complemento néo
apresentam sinais oxidagéo ou reduc¢ao no intervalo de potencial medido (--0,2 a 0,8
V vs, Ag/AgCI/KClsat.). Quando os eletrodos com células e soro positivo foi
submetido a varredura de potencial no intervalo (-0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCI/KClsat.),
apresentou o sinal de corrente amplificado, no potencial de oxidacdo das células
(0,50 V), provavelmente devido a interacdo de substancias (anticorpos) do soro

positivo com elementos da células.
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