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RESUMO

A urbanizacdo de forma desordenada pode acarretar consequéncias que afetam a saude
publica, como o acumulo de poluentes na atmosfera. Estudos tém demonstrado que o
benzeno e a exposicao a radiagdo ionizante podem estar relacionados ao aumento no risco
de casos de leucemia. A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é o principal tipo de cancer infantil
e um dos tratamentos se refere a aplicacdo da enzima asparaginase (Ashase) no paciente,
com consequente eliminagdo da célula leucémica. Entretanto, o corpo pode produzir
anticorpos anti-asparaginase, (anti-Asnase) que inibem a atividade enzimética e, portanto,
atenuam o efeito farmacol6gico do tratamento. Desta maneira, o0 monitoramento desses
anticorpos nos pacientes contribui para a eficiéncia do tratamento. Por isso, 0
desenvolvimento de novos métodos que permitam essa andlise de forma simples, precisa e
seletiva € de grande interesse. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento
de um biossensor eletroquimico para o monitoramento dos anticorpos produzidos pelo
organismo humano durante o tratamento da leucemia infantil. Para isso, a enzima Asnase foi
imobilizada sobre a superficie de um eletrodo impresso de carbono usando nanocompdésito
constituido por nanoparticula magnética de FesO. recoberta com quitosana. A interacdo do
anticorpo com a enzima imobilizada gera um imunocomplexo na superficie do eletrodo
bloqueando o fluxo de corrente elétrica, resultando na diminui¢cdo do sinal. Apdés otimizacao
do tempo de interacdo entre nanocomposito e enzima, tempo de interagdo entre
nanocompaosito e a superficie do eletrodo e pH de imobilizacdo da biomolécula, o biossensor
apresentou linearidade entre as concentracdes 0,1 e 10 ug.mL* do anticorpo, com limite de
deteccdo foi de 150 ng.L™. Além disso, o dispositivo se mostrou seletivo e apresentou
reprodutibilidade de construgdo com erro padréo relativo de 3,3%. Na aplicacdo em amostra
o erro foi de 11,6%. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que o biossensor apresentou
perspectivas satisfatérias para monitoramento do anticorpo anti-Asnase durante o tratamento
da leucemia infantil.

Palavras-chave: Poluicdo atmosférica; Poluicdo urbana; Leucemia linfoblastica
aguda; Biossensores; Anti-asparaginase.



ABSTRACT

The disorganized urbanization can have consequences in public health, such as the
accumulation of pollutants in the atmosphere. Studies have shown that benzene and exposure
to ionizing radiation may be related to an increased risk of leukemia. Acute lymphoblastic
leukemia (ALL) is the main type of childhood cancer and one of the treatments involves the
use of the enzyme asparaginase, with the consequent elimination of the leukemic cell.
However, the body can produce anti-asparaginase antibodies, which mitigate the
pharmacological effect of the treatment. In this way, the monitoring of these antibodies in
patients contributes to the efficiency of the treatment. Therefore, the development of new
methods that allow this analysis in a simple, precise and selective way is of great interest. In
this context, the aim of this work was the development of an electrochemical biosensor for
monitoring the antibodies by the organism during the treatment of childhood leukemia. For this,
the enzyme asparaginase was immobilized on the surface of a printed carbon electrode using
a nanocomposite made up of a Fe304 magnetic nanoparticle covered with chitosan. The
interaction of the antibody with the immobilized enzyme generates a bi-layer on the surface of
the electrode blocking the flow of electrical current, resulting in decreased signal amplitude.
After optimizing the interaction time between nanocomposite and enzyme, the interaction time
between nanocomposite and electrode surface and the immobilization pH of the biomolecule,
the biosensor showed linearity for concentrations of the antibody between the 0.1 and 10
ug.mL1, with a limit of detection 150 ng.L™. In addition, the device was selective and showed
reproducibility of construction with a relative standard error of 3.3%. In the sample application,
the error was 11.6%. From the results obtained, it was found that the biosensor presented
satisfactory prospects for monitoring the anti-Asnase antibody during the treatment of
childhood leukemia.

Keywords: Atmospheric pollution; Urban pollution; Acute lymphoblastic leukemia;

Biosensors; Anti-asparaginase.
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1 INTRODUCAO

Com a expansao do meio urbano, aliado ao adensamento populacional e
falta de planejamento, surgem as problematicas ambientais que podem causar
alteracdes na qualidade da agua, do solo e do ar (TUCCI et al., 2003; SANTOS;
SILVA, 2016). Entre estes, a poluicdo atmosférica recebe destaque por ser de dificil

remediacao.

A poluicéo atmosférica € decorrente de gases liberados em concentragfes
bastante elevadas, evitando que processos naturais possam dissipa-los, causando o
comprometimento da qualidade do ar, danos a saude da populacéo, deterioracdo de
bens materiais e contribuicdo para o efeito estufa. S&o apontados como os principais
emissores de gases poluidores, o desenvolvimento industrial e urbano, crescimento
da frota automotiva, altos niveis de padrdo de consumo e o desmatamento. No
entanto, os gases emitidos pelos combustiveis fésseis, utilizados como fontes
energéticas por meio do processo de combustdo, sdo um dos maiores responsaveis
pela poluicdo atmosférica nas grandes cidades. A maioria dos veiculos ainda utiliza
este tipo de combustivel em seus motores, e estudos tém mostrado que a correlacdo
entre a frota de veiculos de uma cidade e a poluicéo é positiva (RIBEIRO; SHIRMER,
2017; MELO et al., 2018; GARG et al., 2019). A quantidade de poluentes liberados na
atmosfera depende do tipo de veiculo, combustivel usado e ano de fabricacéo
(CANCELLI; DIAS, 2014).

A partir do processo de combustao dos combustiveis fésseis € liberado uma
diversidade de compostos gasosos, como 0s oxidos de nitrogénio, monoxidos e
diéxidos de carbono, didxido de enxofre e uma grande quantidade de hidrocarbonetos
(RIBEIRO; SHIRMER, 2017). Dentre os compostos emitidos, 0s organicos volateis
chamam atencdo por serem considerados toxicos devido suas propriedades
mutagénicas e cancerigenas, especialmente o benzeno, tolueno e xileno (compostos
BTX). Além da toxicidade, os compostos BTX podem entrar no organismo de varias
maneiras, tais como a oral, inalacéo e penetracao na pele. Os BTX podem causar, a
curto prazo, problemas de pele, desconforto no nariz e garganta, incapacidade de
concentracéo, tremores, dor de cabeca entre outros efeitos (GARG et al., 2019). Ja a
prazos mais longos, a exposi¢ao pode causar diminuicdo na capacidade antioxidante
do organismo, o que contribui para danos oxidativos as proteinas, lipideos e DNA.
Ainda, a exposicdo pode aumentar a probabilidade para os casos de cancer como a
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leucemia, doencas cardiovasculares e respiratérias (KERETETSE et al.,, 2008;
BADJAGBO et al., 2010; MANTOVANI et al., 2016).

1.1 DOENCAS RELACIONADAS A POLUICAO ATMOSFERICA URBANA

Em 2010, foi estimado que mais da metade da populacdo mundial estava
alocada em areas urbanas. A tendéncia para esta estimativa, ao decorrer dos anos, é
de aumento significativo (TORRES et al., 2017). No Brasil, no ano de 2015, de acordo
com os dados obtidos pela Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD),
84,72% da populacéo ja vivia em areas urbanas (IBGE, 2021).

Desde o século XX, a saude das pessoas que vivem em meios urbanos
atrai atencdo e preocupacao devido a maior concentracdo de poluentes nessas
regides. Estudos apontam que a qualidade do ar tem papel importante na saude
publica e, ainda, evidenciam associacdes entre poluentes atmosféricos e o aumento

da morbidade e mortalidade em populacfes (TORRES et al., 2017).

Os poluentes particulados presentes no ar podem penetrar nas regides da
pele que ficam em contato direto com a atmosfera. Nesse sentido, a pele é apontada
como 6rgédo-alvo e via de entrada de compostos com potencial toxico. Leite e Pereira
(2017) realizaram uma revisao sistematica sobre as doencas de pele relacionadas a
poluicdo atmosférica e foi relatado que, dos 34 trabalhos selecionados, a maioria
(82,3%) apresentaram a ocorréncia de dermatite atdpica e o restante, mostraram
alopecia, envelhecimento cutaneo e cancer de pele. Através dos trabalhos analisados,
constatou-se que 0 processo que acelera o envelhecimento das células e,
consequentemente o da pele, é provocado pelo estresse oxidativo induzido pelos
poluentes. Ainda, os autores evidenciaram a influéncia de poluentes oriundos de
veiculos, em grandes centros urbanos, como fator ambiental que intensifica a
dermatite. Em relacdo a associacado entre cancer de pele e poluentes atmosféricos,

apenas um trabalho foi encontrado abordando a possivel associagéo destes fatores.

Tuan et al. (2016) relataram, em um estudo realizado, a relacdo entre
ocorréncias de infarto agudo do miocardio (IAM) e poluentes atmosféricos. Através de
trabalhos analisados, os autores apontaram como principais fatores as internacdes
por IAM, em grandes centros e cidades de médio porte, o material particulado, o

0zo6nio, o dioxido de enxofre, o dioxido de nitrogénio e 0 mondéxido de carbono.
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A pneumonia é uma doenca que pode ser influenciada por diversas causas.
No entanto, Tuan et al. (2015) analisaram a associacao entre os poluentes emitidos
no ar e as internacdes hospitalares por pneumonia em criancas de até 10 anos em
Sao José do Campos, Séo Paulo. Foi identificado um aumento na concentracdo de
0zo6nio no ar, comparando-se os resultados obtidos no ano de 2012 (94,4 ug m3) e os
de outro trabalho entre os anos de 2000-2001 (65 ug m=3), tornando o 0z6nio um
importante fator de impacto na hospitalizacdo por pneumonia. Segundo os autores, a
elevacdo da concentracdo de ozobnio pode ser atribuida ao aumento da frota de
veiculos observada no mesmo periodo de tempo, uma vez que a queima do
combustivel fossil gera 6xido de nitrogénio e através de reacdes na atmosfera pode
dar origem ao ozo6nio. No estudo, constatou-se que o monoxido de carbono foi o Gnico

poluente associado a todos os tipos de doencas respiratérias, incluindo a pneumonia.

Em revisdo sistematica dos estudos epidemioldgicos desenvolvidos no
estado Sao Paulo, elaborada por Dapper et al. (2016), foi mostrado que as doencas
associadas aos poluentes, presentes na atmosfera, vao além das respiratérias e
circulatorias. Os altos niveis de poluentes poderiam estar associados, também, ao
baixo peso de recém-nascidos, partos prematuros, anemia falciforme e incidéncia e

mortalidade por alguns tipos de cancer, como a leucemia.

1.2 A LEUCEMIA E AS AREAS URBANAS

Em uma estimativa mundial realizada pelo Instituto Nacional de Cancer, no
ano de 2018, a leucemia ocupou o décimo lugar na classificacdo dos tumores mais
incidentes entre todos os canceres, sendo para os homens, o risco estimado de
6,5/100 mil. E para as mulheres, estimou-se um risco de 5,0/100 mil. As maiores taxas
de incidéncia de leucemia se encontram nos paises de alto desenvolvimento humano
como, a Australia e grande parte da Europa (BRAY et al., 2018; INCA, 2019). No
Brasil, no ano de 2019, foi estimado a ocorréncia de 10.800 novos casos da doenca,
sendo que, em uma estimativa para o triénio de 2020-2022, é previsto para cada ano,
5.920 casos em homens e 4.890 casos em mulheres. (INCA, 2019). Em relacdo a
mortalidade por leucemia no Brasil, no ano de 2017 ocorreram um total de 4.795
Obitos. Para homens, a taxa de bruta mortalidade foi de 4,75/100 mil e para as

mulheres, a taxa bruta foi de 4,25/100 mil. Ademais, a leucemia acomete com maior
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frequéncia adultos com idade superior a 55 anos, mas também ocorre em criancas,

sendo o cancer mais comum em crian¢as menores de 15 anos (INCA, 2019).

A leucemia € uma doenca maligna, muitas vezes, de origem desconhecida
e ocorre devido algumas células jovens sofrerem mutagdo genética, tornando-as
cancerigenas. Essas células passam entdo a multiplicar-se com maior rapidez do que
as células sanguineas normais, de forma que passam a substitui-las. Assim sendo, a
leucemia pode ser agrupada de acordo com a velocidade de evolucdo da doenca,
podendo ser cronica (geralmente agrava-se lentamente) ou aguda (agrava-se
rapidamente). Podem ser classificadas também, baseando-se nos tipos de globulos
brancos afetados. As leucemias que afetam as células linfoides sdo chamadas de
linfoide, linfocitica ou linfoblastica. J& as que afetam as células mieloide sdo chamadas
de mieloide ou mieloblastica. Com base nas duas classificacbes apresentadas,
existem quatro tipos de leucemia mais comuns: a leucemia linfoide crénica (LLC), a
leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e a leucemia
mieloide aguda (LMA) (CAVALCANTI JUNIOR, 2005).

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € descrita pelo aparecimento de células
do tipo linféide (globulo branco) imaturas, com caracteristicas malignas na medula
Ossea. Este tipo de leucemia raramente é diagnosticado em adultos, sendo mais
comum sua manifestacdo em criancas, representando um terco dos tumores infantis
(HARRISON, 2011).

A LLA prevalece nas idades entre 2 a 5 anos (CAZE et al., 2010). A sobrevida
mediana estimada para a doenca no periodo de 2010-2014 foi de 66%. Embora as
causas dessa doenca ainda ndo estejam bem definidas, ha estudos que indicam a
possivel associacdo com os fatores ambientais, tais como a exposi¢do ao benzeno e

a radiagdo ionizante (raios X e gama) (INCA, 2019).

Estudos mostram que os poluentes atmosféricos intensificados em centros
urbanos por emissao industrial e/ou de veiculos que queimam combustiveis fésseis,
podem ser fatores agravantes para os riscos de casos de leucemia. Segundo
Schraufnagel et al. (2019), a exposicdo ao benzeno, presente no escapamento de
veiculos, durante o pré-natal e os primeiros anos de vida, poderiam aumentar o risco

da crianca desenvolver leucemia.
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Na capital do Ird, Teerd, um estudo conduzido pelos autores Seifi et al.
(2019), analisou a associacdo entre os poluentes ambientais, material particulado
(MP10), dioxido de enxofre e didéxido de nitrogénio com o céncer infantil. Os autores
concluiram que o risco de céancer infantil pode estar associado ao aumento da

proximidade de areas industriais, rodovias e regides de cidades com grande trafego.

Schiz e Erdmann (2016) revisaram, na literatura, trabalhos que
relacionaram a exposi¢cdo ambiental aos riscos de casos de leucemia. Os autores
apresentaram possivel associacdo, no entanto, sugerem trabalhos adicionais para
melhor conclusdo. No mesmo trabalho, os autores apresentaram preocupacdes
levantadas sobre a influéncia da exposicéo a radiacdo nao ionizante, como 0s campos
eletromagnéticos de radiofrequéncia e os de frequéncia extremamente baixa, no

cancer infantil.

Diante do exposto sobre alguns fatores, amplificados em meio urbano, que
podem influenciar na incidéncia de casos de leucemia, Schiz e Erdmann (2016)
ressaltaram que é fundamental a identificacdo das causas para a implementacédo da
prevencao primaria, devido aos efeitos adversos da doenca, do tratamento e dos

possiveis efeitos tardios.

1.3 O TRATAMENTO PARA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA)

Os avangos na sobrevida do paciente estdo associados aos constantes
aperfeicoamentos nos protocolos terapéuticos, a adequag¢do no tratamento, ao
desenvolvimento de novos medicamentos, assim como ao fornecimento de dados
essenciais a farmacoterapia da LLA, tornando possivel a avaliacdo da eficacia do

tratamento, bem como a necessidade de alteracdes no mesmo (CAZE et al., 2010).

Na década de 1980, iniciou o primeiro protocolo brasileiro multicéntrico de
tratamento da LLA infantil, surgindo o Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento de
Leucemia Linfoide Aguda na Infancia (GBTLI-LLA-80). Tal protocolo sofreu alteractes
ao longo do tempo, visando aumentar a taxa de sobrevivéncia dos pacientes, fazendo
com que, no Brasil, 0 mesmo seja utilizado em tratamentos até os dias atuais. Neste
protocolo, inicialmente ocorre a distribuicdo dos pacientes em dois grupos: o de baixo
risco e o de alto risco. Cada grupo tem o tratamento dividido em etapas, cada qual

possui um periodo de duracdo. O periodo de duracéo total do tratamento € por volta
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de dois anos. Ainda, em cada etapa especifica sdo administrados um conjunto de
medicamentos com doses ja previstas. Embora esse conjunto de acdes provoque
efeitos colaterais, os protocolos de tratamento utilizados sdo de suma importancia
para a cura da doenca (ELMAN, et al., 2007; CAZE et al., 2010).

Em estudo realizado por Saraiva et al. (2018) no periodo de 1980 a 2015,
foi observado nas ultimas décadas uma reducdo mundial na mortalidade de criancas
e adolescentes com leucemia. Porém, em paises com alta renda, a reducdo se
mostrou mais significativa. No Brasil, essa reducao foi mais proeminente nos estados
com melhores condi¢cdes socioecondmicas, evidenciando uma possivel relacdo entre
a taxa de mortalidade por leucemia e tais condi¢des. Por fim, os autores atribuiram tal
reducdo na mortalidade por leucemia aos avancos e melhorias no tratamento da

doenca.

Entre os medicamentos presentes nas etapas do tratamento, esta a L-
asparaginase (L-Asnhase), utilizada também em varios protocolos desenvolvidos em
outros paises. A inclusdo desse medicamento no tratamento causou significativo
aumento no numero de pacientes que entraram em remissdo. Entretanto, sua
alergenicidade e seu perfil de hipersensibilidade tém sido motivo de preocupacao,
embora estudos para modificar essas caracteristicas venham sendo explorados.
Como uma das alternativas para substituicdo da L-Asnase, existe a peg-asparaginase
que apresenta melhor perfil em relacdo a imunogenicidade e ainda, tem menor
namero de administracdo. Apesar das vantagens, o alto custo da peg-asparaginase

dificulta sua inclusdo nos protocolos (CAZE et al., 2010).

Uma das caracteristicas das células cancerigenas leucémicas € a alteracao
no seu metabolismo. Como consequéncia, a célula leucémica apresenta deficiéncia
na sintese do aminoacido asparagina, sendo este, necessario e essencial para a
sintese proteica, ou seja, a asparagina € essencial para sua sobrevivéncia. N&o
podendo sintetizar 0 aminoacido necessario, a célula cancerigena passa a utilizar a
asparagina extracelular para manter-se viva. Nesse sentido, a enzima L-Asnhase,
utilizada no tratamento para LLA, de origem bacteriana, possui a capacidade de
converter o aminoacido asparagina em acido aspartico. Assim, a partir da degradacao
do aminoacido essencial, ocorre a inibicdo da sintese proteica da célula cancerigena

e entdo, a morte celular da mesma (MOSCARDO GUILLEME et al., 2013).
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Entretanto, a L-Asnase esta associada a alguns dos efeitos secundarios do
tratamento, como a reducéo na sintese de outras proteinas essenciais ao organismo,
coagulopatia, pancreatite, difusdo hepética, cerebral entre outros. Além disso, a sua
origem bacteriana provoca reac¢des imunes do organismo, como a hipersensibilidade
e formacao de anticorpos. Em relacdo aos anticorpos, estes sdo denominados anti-
asparaginase (anti-Asnase) e atuam especificamente sobre a enzima para qual foram
desenvolvidos pelo organismo. Desta maneira, tal acdo imune pode causar a rapida
inibicdo da L-Asnase, levando o paciente a desenvolver resisténcia ao tratamento. A
inibicdo ocorre em aproximadamente 30% dos pacientes. Nesse caso, o tratamento &
avaliado e considerada a necessidade de alteracbes (ALVES et al., 2007,
MOSCARDO GUILLEME et al., 2013; DUARTE et al., 2016). Além disso, quando
ocorre as reacOes adversas, a nao interrupcédo da administracado da L-Asnase pode
agravar tais efeitos (BALLON COSSIO, 2014).

Desta forma, a proposta do desenvolvimento de um dispositivo para o
acompanhamento do tratamento da leucemia infantil LLA, que seja capaz de detectar
a presenca destes anticorpos, se torna significativamente consideravel por contribuir

com a reducao de efeitos colaterais.

Para isso, os biossensores se mostram uma boa alternativa devido a
seletividade que as interacdes biologicas oferecem para determinagcédo de um analito.
Tais dispositivos sdo encontrados em diversas areas como, saude, alimentos,
agronomia, entre outras, e ganham cada vez mais espago em pesquisas e empresas.
Estes dispositivos chamam atencéo por suas atratividades como, a possibilidade de
analise em tempo real, ndo sendo necessario técnicos especializados para seu
manuseio, além de fornecer resposta rapida sem a necessidade de pré-tratamento da
amostra (OLIVEIRA; PEREIRA, 2016).

1.4 BIOSSENSORES

O biossensor pode ser definido como um subgrupo dos sensores quimicos,
gue contém como elemento de reconhecimento uma molécula biolégica (anticorpos,
enzimas, proteinas, acidos nucléicos, organelas e células) com a funcéo de traduzir
as informac¢des do dominio bioquimico, geralmente a concentracdo de uma espécie,

em um sinal com uma sensibilidade definida. O elemento de reconhecimento é
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acoplado a um transdutor que transforma a informacdo em um sinal mensuravel
(THEVENOT et al., 2001; BARROCAS et al., 2008; SALOMAO, 2018), como mostrado
na Figura 1. Dentre os transdutores mais utilizados destacam-se os eletroquimicos,

devido ao relativo baixo custo e simplicidade de utilizagéo.

Figura 1. Configuracdo esquematica de um biossensor.

F =
Transdutor

=
Amostra<}— D Zﬁ

Analito <—— D :>

-

Elemento de
reconhecimento

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2013.

Os biossensores por bioafinidade que utilizam como componentes
biolégicos os anticorpos, antigenos e fragmentos de DNA, possuem uma interacao
especifica e sdo bastante usados na area da saude (PORFIRIO et al., 2016). O
imunossensor é um tipo de biossensor baseado em reacfes imunoldgicas entre um
determinado anticorpo e o seu antigeno, podendo ser um ou outro imobilizado na

superficie do transdutor como elemento de reconhecimento (DUNAJOVA et al., 2019).

Na medicina, o uso de biossensores vem sendo ampliado tanto para o
diagndéstico e monitoramento quanto na prevencao de doencas. Nos Estados Unidos,
0s biossensores sdo aplicados para acelerar o diagnéstico de exames ou no
monitoramento da saude de pacientes com AIDS e hepatite C. J& no Brasil, os
dispositivos tém sido desenvolvidos para diagnosticar doencas ou realizar exames,
visto a possibilidade de ser portatil (ANDRADE, 2017).

Os biossensores apresentam uma etapa critica no momento de sua
construcdo, que se refere a imobilizacdo do biorreconhecedor na superficie sensora.

Se a imobilizacdo néo for realizada de forma eficiente e estavel, pode ocasionar sua
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lixiviagdo, diminuindo a sensibilidade do dispositivo (MARQUES; YAMANAKA, 2008).
Ha varias formas de realizar a imobilizacdo do elemento de reconhecimento,
destacando-se o uso de nanomateriais, tais como as nanoparticulas metalicas, como

suporte para a biomolécula.

As nanoparticulas metalicas aliadas aos transdutores eletroquimicos vém
trazendo excelentes perspectivas para novos sistemas de deteccdo biolégicos. Tais
perspectivas se devem a combinacdo de propriedades atrativas como a
biocompatibilidade, condutividade elétrica, estabilidade quimica e elevada area
superficial (SONG; CHOI, 2013). As nanoparticulas metéalicas apresentam fortes
propriedades de adsorcéo, além de proporcionarem maior sensibilidade ao sensor,
pois aumentam a taxa de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, entre

outras propriedades vantajosas (YU, et al., 2016; CHO et al., 2018).

Neste sentido, destacam-se as nanoparticulas de Fesz0Os4 (magnetita) por
apresentarem propriedades que possibilitam o desenvolvimento de biossensores com
alto desempenho. As nanoparticulas de Fe3O4 possuem propriedades fisico-quimicas
diferenciadas que estéo correlacionadas com sua estrutura cristalina (organizacéo dos
atomos de forma geométrica), morfologia e tamanho das particulas. Entre as mais
exploradas, esta a sua propriedade intrinseca, 0 magnetismo, que as proporciona a
habilidade de se moverem através da influéncia de um campo magnético, facilitando
procedimentos de precipitacao e etapas de lavagem, utilizando-se um ima. Quando o
campo € removido elas sdo dispersas novamente (GEE, et al., 2003; FIGUEROLA et
al., 2010; YU, et al., 2016; CHO et al., 2018).

As magnetitas sdo constituidas pelo ferro em dois estados de oxidacéo,
Fe*? e Fe*3. A sua propriedade magnética se deve a uma propriedade intrinseca dos
elétrons, o spin, que pode ser interpretado como a rotacao do elétron em torno de um
eixo. Por vez, o elétron apresenta carga e, desta forma, o spin € associado a um
momento magnético. Em atomos comuns, o spin é nulo, pois elétrons paralelos nos
orbitas eletrénicos rotacionam em sentidos diferentes. Por outro lado, certos atomos
apresentam spin diferente de zero como, por exemplo, o ferro. Assim, no caso da
magnetita, os ions Fe*? e Fe*? apresentam spins ndo nulo, dando origem a um fraco
momento magnético, 0 que ocasiona um magnetismo permanente nas particulas de
FesO4(NURMI et al., 2005; KUCHERYAVY et al., 2013; FRANCISQUINE et al., 2014).
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Os atomos da magnetita estdo organizados em uma estrutura chamada
espinélio invertido, composta por ions de O% coordenados pelos ions Fe*?e Fe*3. A
presenca do ferro nos dois estados de oxidacao e a possibilidade de troca de elétrons
entre seus centros, fornece a magnetita a possibilidade de conduzir corrente elétrica.
Além disso, devido a organizacdo dos atomos na estrutura cristalina, a superficie
deste material se apresenta porosa (KUCHERYAVY et al., 2013; CAMPOS et al.,
2015). Segundo Konig et al. (2011), as propriedades quimicas das superficies dos
oxidos estdo associadas as imperfeicbes em sua estrutura cristalina, como as
vacancias, intersticios e até mesmo as impurezas. Como as vacancias e intersticios
sdo guimicamente ativos, sdo geralmente nestes locais onde ocorre o processo de
adsorcao, possibilitando a imobilizacdo de agentes bioldgicos. Ainda, nestas regides
ocorrem 0s processos de transferéncia de elétrons. Entretanto, as interacdes fisicas
entre as nanoparticulas metalicas e o biorreconhecedor, neste caso a enzima
asparaginase, podem ser consideradas fracas, fragilizando a estabilidade do

dispositivo.

A imobilizacdo da enzima no nanomaterial através de ligacGes covalentes,
conhecidamente mais estaveis, é possivel por meio da funcionalizacdo do suporte. A
funcionalizacdo, por exemplo, pode ser realizada por meio do recobrimento do
nanosuporte com polimeros contendo grupos funcionais, tais como o biopolimero
quitosana, obtendo-se um nanocompdésito. A quitosana é um polimero biocompativel
extraido da carapaca de crustaceos e possui grupos amino reativos que permitem a

ligacdo covalente com o0s grupos reativos presentes na enzima (LIU et al., 2019).

Em relacdo as vantagens do uso de nanocompoésito na producdo de
biossensores, Godoi et al. (2019) desenvolveram um biossensor eletroquimico
miniaturizado, utilizando como elemento de reconhecimento a enzima tirosinase para
a deteccédo de clorofenol em aguas naturais. O estudo mostrou significativo aumento
na corrente elétrica quando a enzima foi imobilizada em nanocompasito constituido
por nanoparticulas de FesOs e quitosana, conferindo ao biossensor maior
sensibilidade, com um limite de deteccéo para o composto clorofenol de 0,87 umol L
1. De modo similar, Wang et al. (2008) desenvolveram um biossensor amperométrico
para deteccado de compostos fendlicos, utilizando a enzima tirosinase imobilizada em

nanocomposito de FesOs4 e quitosana. Os autores concluiram que o biossensor
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desenvolvido apresentou boa repetibilidade e estabilidade, com um limite de deteccéo

para os compostos catecol, cresol e fenol de 2.5 x 10 mol L.

No setor alimenticio, Kundu et al. (2019), apresentaram um biossensor para
determinacao de formaldeido, um adulterante comum no suco de laranja. Para isso,
0s autores imobilizaram a enzima deidrogenase em nanocompa@sito constituido por
nanotubos de carbono e nanoparticulas de FesOs. O dispositivo apresentou alta
sensibilidade, atribuida ao aumento na taxa de transferéncia de elétrons provido pelas
nanoparticulas metalicas e apresentou um limite de deteccéo de 0,05 mg.L™.

Para Albuquerque et al. (2017), a relacdo custo beneficio da tecnologia dos
biossensores vem atraindo interesses para o desenvolvimento desses dispositivos
para deteccdo de glicose. Diante disso, o0s mesmos desenvolveram um biossensor
para deteccdo da glicose, utilizando a enzima glicose oxidase imobilizada em
nanocomposito de Fe20s /FesOs com a superficie funcionalizada com 3-
aminopropiltrimetoxissilano e quitosana. Os resultados do trabalho mostraram que a
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas reduziu o valor de magnetizacéo de
saturacdo, mas manteve a caracteristica ferrimagnética. Além disso, constataram que
a funcionalizacdo das nanoparticulas aumentou a capacidade de imobilizacdo da

enzima, cerca de 2,7 mg de enzima imobilizada para cada 100 mg de nanocompasito.

Além disso, uma melhor imobilizacdo a partir do hanocompdsito pode ser
realizada através do método de entrecruzamento, que consiste em unir a rede
polimérica da quitosana aos grupos funcionais da enzima através de ligacdes
covalentes cruzadas usando agentes de reticulacdo. O entrecruzamento visa
modificacdes nas propriedades do polimero como, a estabilidade quimica e térmica,
a capacidade de imobilizacdo proteica e celular, além de manter ao maximo as
funcdes e atividades do material bioldgico, ja que esses fatores sao importantes para

o funcionamento e eficicia desses biossensores (GONSALVES, et al., 2011).

Os agentes de reticulagcado covalente apresentam baixo peso molecular,
grupos reativos e podem ser monofuncionais ou bifuncionais. O primeiro, apresenta o
grupo funcional reativo em apenas uma extremidade da molécula como, por exemplo,
o formaldeido. JA& o segundo, apresenta grupos funcionais reativos nas duas
extremidades da molécula como, por exemplo, o glutaraldeido. Durante a reacéo de
entrecruzamento ocorre uma adicado nucleofilica da amina, presente em moléculas de

cadeias poliméricas, a carbonila dos agentes. A Figura 2 apresenta um esquema da
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reacao resumida do entrecruzamento que une a rede polimérica da quitosana a uma
rede polimérica de uma enzima a partir do glutaraldeido como agente de reticulacéao
(MARQUES; YAMANAKA, 2008; GONSALVES, et al., 2011).

Figura 2. Reacdo resumida do entrecruzamento que une a rede polimérica da

guitosana a uma rede polimérica de uma enzima a utilizando o glutaraldeido.
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Fonte: Adaptado de Gonsalves, et al., 2011.

Em relacdo aos biossensores eletroquimicos, outra vantagem associada é
a facilidade de miniaturizacdo do dispositivo, que utilizam volume de amostra e de
reagentes em torno de microlitros, diminuindo o custo final da analise e a geracéo de
residuos (XUAN VIET et al., 2019).

1.5 VOLTAMETRIA

A voltametria € uma técnica eletroquimica utilizada para obter informacdes

qualitativas e quantitativas sobre uma espécie quimica, na qual se obtém uma curva
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gue relaciona corrente e potencial chamada de voltamograma. Tal técnica exige o uso
de trés eletrodos: o eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar e o eletrodo de referéncia,
sendo um potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, j& o de referéncia
mantem seu potencial constate. Se tratando da voltametria de pulso diferencial, ocorre
a aplicacdo de um pulso de potencial em funcao do tempo, de forma linear crescente
e a corrente é medida em instante antes a aplicacdo do pulso (Al) e em instante apos
(A2) (ALEIXO, 2003), como apresentado na Figura 3.

Figura 3. Representacao da aplicacdo de um pulso de potencial em funcéo do

tempo.

A2

A1

Fonte: Adaptado de Aleixo, 2003.

7

E a corrente final obtida € a diferenca entre A1 e A2, originando um

voltamograma: potencial vs corrente, como representado na Figura 4.

Figura 4. Representacdo de um voltamograma da técnica pulso diferencial.

Corrente

Potencial

Fonte: Do autor, 2021.
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Para substancias eletroativas, ou seja, que diante da aplicacdo de
determinado potencial passam por processo de oxidag¢édo ou reducdo, gerando fluxo
de elétrons, a sua concentracdo é proporcional a corrente gerada, permitindo sua
determinacao quantitativa ou a determinagéo de um segundo composto, podendo ser
nao eletroativo, de forma indireta (ALEIXO, 2003).

No presente trabalho foi utilizada a técnica de pulso diferencial e
monitorada a corrente gerada pelo par redox de Fe (ll) / Fe (lll) da molécula modelo
de K3[Fe(CN)s] para determinacdo do anticorpo anti-Asnase, que devido ser uma
molécula de grande volume causa resisténcia ao fluxo de corrente entre os eletrodos,

diminuindo o sinal.

1.6 BIOSSENSORES PARA LEUCEMIA

A leucemia pode levar a morte muitos pacientes diagnosticados com a
doenca. Na area médica, as pesquisas desenvolvidas relacionadas ao cancer sao de
suma importancia. Pois em tais pesquisas, desenvolve-se, entre outros, dispositivos
que auxiliam no diagnéstico de doencas, na prevencdo das mesmas, bem como em
seu tratamento, possibilitando ao paciente uma qualidade de vida e um tratamento
com melhor eficacia (YAZDIAN-ROBATI et al., 2017).

Como descrito anteriormente, a leucemia esta relacionada com mutacdes
nas células, podendo ser classificado de acordo com o tipo de célula atingida pela
mutacéo, linfoide ou mieloide, e de acordo com a velocidade de evolucéo da doenca,

crdnica ou aguda.

A Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) pode causar mutacdes na molécula
do anticorpo imunoglobina. Existem dois tipos de LLC: o que apresenta mutacdes na
molécula do anticorpo (MLLC) e o que ndo apresenta muta¢cdes na molécula do
anticorpo (uLLC). Os pacientes diagnosticados com o tipo uLLC apresentam uma
doenca mais indolente e com uma média de tempo de vida apés o diagnostico, de 25
anos. Ja os pacientes diagnosticados com o tipo mLLC sofrem uma doenca mais

agressiva e com uma média de sobrevida de 8 anos.

Diante disso, os autores Ensafi et al. (2016) desenvolveram um biossensor
capaz de diferenciar estes dois tipos de leucemia, o mLLC e o uLLC. Para a

construcdo do biossensor, a superficie do eletrodo de ouro foi modificada com
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nanoparticulas de ouro a partir de deposicéo eletroquimica, seguido por revestimento
com a sonda oligonucleotideo ZAP70. As nanoparticulas de ouro fornecem ao
biossensor maior sensibilidade devido a maior condutividade e capacidade de
imobilizar a sonda. J& a sonda oligonucleotidos ZAP70, realiza, através de interacfes
guimicas, o reconhecimento do gene associado a uLLC e, desta forma, diferencia os
dois tipos da doenca. O método utilizado foi a espectrometria de impedancia
eletroquimica e os resultados foram analisados usando as informagdes de resisténcia
de transferéncia de carga (Rct), uma vez que a interacdo entre a sonda e o gene
reconhecido fornecem um aumento na resisténcia a tal transferéncia. O biossensor
construido apresentou um limite de deteccédo para o gene associado ao uLLC de
4,0.10* mol.L* e, ainda, se mostrou eficaz ao diagnosticar e distinguir os dois tipos
de LLC.

Ainda para a deteccdo da LLC, Ensafi et al. (2011) construiram um
biossensor baseado no reconhecimento do DNA relacionado ao cancer. A sonda de
reconhecimento foi imobilizada em nanoparticulas de ouro e as técnicas utilizadas
foram a espectrometria de impedancia eletroquimica e voltametria ciclica. Para este

biossensor, o limite de deteccédo apresentado foi de 1,0 x 1012 mol L.

De modo similar, Mazloum-Ardakani et al. (2019), construiram dois
biossensores para a detec¢do da LLA, utilizando diferentes métodos eletroquimicos.
O primeiro biossensor (biossensor de DNA) foi construido para a deteccdo de
mutacdes no DNA relacionadas ao céancer ou ao risco de desenvolvé-lo. O segundo
biossensor (biossensor AC), foi construido para a determinagcédo da concentracdo do
antigeno carcinoembrionario, um biomarcador da doenca, em amostra de sangue. A
alta concentracdo desse antigeno no sangue indica a presenca do cancer, sendo
possivel estimar o estagio da doenca através da sua concentracdo. Para a construcao
do biossensor de DNA, utilizou-se como reconhecedor uma sonda imobilizada sobre
eletrodo de carbono vitreo, via nanocompésito constituido por nanoparticulas de ouro
e nanoparticulas de carbono. Ja para o biossensor AC, utilizou-se 0 mesmo método
de imobilizag&o, porém, usando um aptamero como reconhecedor. O biossensor de
DNA apresentou um limite de deteccdo de 1,5 pmol.Lt. Em relacdo ao limite de
detec¢do do biossensor para o antigeno alvo (biossensor AC), 0 mesmo apresentou
um valor de 0.26 pg.mL*. Os autores afirmam que os biossensores se mostraram

seletivos e capazes de detectar a LLA.
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Kumar e Walia (2012) desenvolveram um biossensor para o monitoramento
da asparagina presente em amostras de sangue com LLA, através da enzima L-
asparaginase extraida a partir de pimentdes verdes. A enzima foi imobilizada junto ao
indicador vermelho fenol no alginato de célcio e, apos, acoplada a um eletrodo
sensivel a ions. O principio do biossensor se baseou na mudanca de coloracdo do
indicador, indo do vermelho para o violeta, na ocorréncia de interacdo entre a enzima
asparaginase e o seu substrato, a asparagina, devido uma reacao de desaminacao,
na qual a asparagina se decompde em &cido aspartico e em ions NH4*. Foram
estudadas concentracées de asparagina entre 10° a 10" mol.L! e avaliado o tempo
de resposta obtido para cada concentracdo. Para a concentracdo 10 mol. L%, o
tempo de resposta foi de 12 seg. Ja para a concentragdo 10° mol.L, o tempo de
resposta foi 7 segs. Observou-se decréscimo no tempo de reacdo conforme a
diminuicdo na concentracdo. Na aplicacdo do biossensor em amostra de sangue
normal, o tempo de resposta foi de 9,4 seg com uma concentracdo de asparagina na
faixa de 10 mol.L. Para a amostra de sangue com LLA, o tempo de resposta foi de
11,2 seg. e uma concentragdo de asparagina na faixa de 102 mol.L%, evidenciando a

maior concentracdo de asparagina ha amostra de sangue com LLA.

De maneira complementar e utilizando o mesmo principio do estudo
anterior, Verma et al. (2007), desenvolveram um biossensor para detectar niveis de
asparagina em amostras de sangue de pacientes com LLA, utilizando a enzima L-
asparaginase, obtida comercialmente, como elemento de reconhecimento. Neste,
foram avaliadas diferentes técnicas de imobilizacdo da enzima: com membrana de
nitrocelulose, com silicone em gel e com alginato de calcio. Para cada técnica foi
avaliada a capacidade de deteccdo de asparagina em concentracées entre 10° a 10
! mol.L't. Para a membrana de nitrocelulose, a deteccdo ocorreu apenas com 101
mol.L de asparagina. J& quando utilizado o silicone em gel e o alginato de célcio para
imobilizacdo da enzima, o biossensor apresentou resposta para as todas as
concentracdes de asparagina avaliadas (10° a 10" mol.L!). Segundo os autores, o
trabalho desenvolvido mostrou ser possivel o desenvolvimento de um biossensor de

resposta rapida e com baixo custo.

Para monitoramento do tratamento da LLA, Aubé et al. (2016) afirmaram
publicar um dos primeiros trabalhos sobre o desenvolvimento um biossensor de

ressonancia plasmonica de superficie (SPR) para detectar os anticorpos anti-Asnase
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desenvolvidos como resposta imune para a enzima L-Asnase administrada durante o
tratamento da doenca. A técnica citada se baseia em interacfes entre a luz e uma
superficie contendo um metal nobre, neste caso, o ouro. Tais interacdes sdo
influenciadas por alteracdes na superficie do metal, de modo que quando o anticorpo
se liga ao seu antigeno, imobilizado em tal superficie, ocorre alteracdo no indice de
refracdo do meio. Para reparar as interacées ndo especificas associadas a técnica, a
enzima foi imobilizada na superficie metalica através de uma monocamada auto-
organizada de um peptideo tiolado. Neste estudo, os autores constataram que
alteracbes na conformacdo da estrutura quaternaria da enzima e o método de
imobilizacdo influenciaram na atuacdo do anticorpo sobre a mesma e,
consequentemente, na sensibilidade do biossensor. Segundo o0s autores, o dispositivo
se mostrou eficaz quando aplicado a uma amostra de sangue real, apresentando um
limite de detecgéo de 0,5 nmol.Lt. Por fim, ressaltaram as vantagens do biossensor
para deteccéo desses anticorpos em relacdo ao método utilizado convencionalmente,

0 método ELISA, como a maior seletividade e rapidez.

Contudo, de acordo com Carvalho et al. (2003), a técnica ressonancia
plasmoénica de superficie apresenta um limite de deteccado limitado a grandeza de
10® mol.L? quando se trata de proteinas de 20 KDa. Ainda, segundo Jamali et al.
(2014), embora os métodos O6pticos apresentem sensibilidade e seletividade, as
técnicas eletroquimicas apresentam menores limites de deteccdo, sensibilidade,
seletividade e a possibilidade de miniaturizacdo por menores custos, o que as fornece

um grande potencial para fins de diagndstico clinico.

Como foi descrito, h& varias publicacbes na literatura sobre o
desenvolvimento de biossensores para a determinacdo de compostos no organismo
relacionados a leucemia. No entanto, nas bases de dados analisadas, foi pouca a
guantidade de trabalhos envolvendo o desenvolvimento de biossensores para uso
durante o tratamento da doenca. Corroborando, Yao et al. (2019) observaram que
foram reportados poucos biossensores que utilizaram a enzima L-Ashase como
elemento de reconhecimento para analitos. Embora tenha sido encontrado o trabalho
de Aubé et al. (2016), que utilizou a ressonancia plasménica de superficie para o
monitoramento do tratamento, biossensores para a mesma finalidade utilizando

técnicas eletroquimicas nao foram encontrados. Desta forma, este trabalho apresenta
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aspecto inovador e relevancia, uma vez que o dispositivo poderia ser utilizado na

avaliacdo do tratamento com LLA.

Como mencionado anteriormente, durante o tratamento com a enzima L-
Asnase podem ser produzidos anticorpos anti-Asnase, que s&o prejudiciais ao
combate das células tumorais. Tal constatacédo sugere o monitoramento da producéo
do anticorpo durante o tratamento da doenca. Para isso, foi monitorada a corrente
gerada pelo par redox de Fe (ll) / Fe (lll), antes e ap0s a presenca do anticorpo no
sistema. Por meio da imobilizacdo da enzima L-Asnase no dispositivo, havera
formacédo de um imunocomposto na presenca do anticorpo, aumentando a espessura
da biocamada na superficie eletrodica, com consequente diminuicdo da taxa de
transferéncia de elétrons devido ao bloqueio da superficie do sensor (BRAIEK et al.,
2012).

2 OBJETIVO

O objetivo geral foi desenvolver um biossensor eletroquimico para uso no
monitoramento do tratamento de doenca néo infecciosa intensificada pela poluicao

urbana nas regifes metropolitanas.
Para a realizacdo do objetivo proposto, realizou-se:

e Construcdo de nanocompésito constituido por nanoparticula de
Fes04 envolvida pelo biopolimero quitosana;

e Imobilizagéo da enzima L-Asnase sobre o nanocompasito atraves de
ligacdo covalente cruzada via glutaraldeido;

e Estudo da resposta do biossensor ap0s interacdo com 0 anticorpo
anti-Asnase;

e Otimizacao das condi¢des experimentais;

e Obtencéo dos parametros analiticos do biossensor;

e Aplicacdo do biossensor em amostra de tampé&o de pH fisiologico
fortificado com o anticorpo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparo das solucdes
e Solucdo tampéo fosfato 0,1 mol.L* em pHs de interesse:

Foi preparada pesando-se 3,446g de fosfato de s6dio monobasico e 3,522¢g
de fosfato dibasico em recipientes diferentes. Apds, cada reagente foi dissolvido

separadamente em agua deionizada.

As duas solucdes foram transferidas para um bal&o volumétrico de 1000
mL e avolumado com agua deionizada. Em seguida, foi realizado o ajuste do pH da
solucdo tampao para o pH desejado para cada estudo com hidroxido de sédio
1 mol.L! e &cido cloridrico 1 mol.Lt. Finalizado o ajuste, a solucédo foi armazenada

em frasco ambar e mantida em geladeira.
e Solucéo de ferricianeto de potassio 0,05 mol.L™:

Para o preparo dessa solucéo, inicialmente foi pesado em balanca de
precisdo, 0,164g de ferricianeto de potassio. A massa pesada foi transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL e dissolvida em solugdo tampé&o 0,1 mol.L, pH 7. Apoés,

a solucéo preparada foi armazenada em frasco ambar e mantida em geladeira.
e Solucdo da enzima L-Asnase 5 U.mL:

Para a preparacdo da solucdo, 1,0 mg da enzima L-Asnase na
concentracdo 10.000 U por 46 mg, foi diluida em 10 mL de solucéo tampéo fosfato 0,1
mol.L't, em pH determinado por estudo, resultando em uma solucdo da enzima na
concentracdo de 21,7 U.mL™2. Apds, foi realizada a diluicdo necessaria para obtencéo
de uma solucéo da enzima na concentragdo de 5 U.mL*. Para isso, um volume de 2,3
mL da solucdo 21,7 U.mL™! foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL e
avolumado com solucédo tampéao fosfato, 0,1 mol.Lt, em pH determinado por estudo.

e Solucdo do anticorpo anti-Asnase 0,005 mg.mL™:

A partir de uma solugéo inicial de anticorpo anti-Asnase na concentragao
de 0,5 mg.mL*! foram realizadas diluicbes para obtencdo de uma solucdo na
concentracdo de 0,005 mg.mL™. Para isso, em um Eppendorf® foi dispensado 10 pL

da solucéo inicial e diluida com 990 pL de solucdo tampéo fosfato 0,1 mol.L?, pH 7.
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e Solucao glutaraldeido 2,5%:

Para isso, foram pipetados 15,6 mL de uma solugéo de glutaraldeido 8,0%
e diluido em balé&o volumétrico de 50 mL com solucéo tampéo fosfato 0,1 mol.L, pH

7, resultando em uma solucao de glutaraldeido na concentracédo de 2,5%.
3.2 Construcdo do nanocompdsito

A construcdo do nanocomposito foi realizada conforme descrito por Ates et
al. (2018). Para isso, 0,3 g de quitosana foi completamente dissolvida em solucéo de
acido aceético 2% (v/v). Entéo, 0,15 g de nanoparticulas de Fe3Oa4 secas, sintetizadas
de acordo com Ballesteros et al. (2014), foram adicionadas a solucdo de quitosana. A
solucéo obtida foi homogeneizada por 20 minutos no ultrassom. Apoés, foi adicionado
junto as nanoparticulas e quitosana, 50 mL de solucdo de NaOH 1 mol.L™. A solucéo
obtida foi centrifugada para precipitacdo das particulas, retirado o sobrenadante e
entdo o nanocompdsito foi lavado com agua deionizada até obtencdo de pH neutro.

O sistema foi seco em estufa na temperatura de 50°C por 12 horas.

Apods, 1,0 g do sdlido obtido na construgdo do nanocompasito foi misturado
a 30 mL de solucao de glutaraldeido 2,5% (v/v) e colocado em agitacdo por 2 horas
para a ativacdo do nanocompdésito. O nanocompésito modificado foi lavado por trés
vezes com agua deionizada para remocdo do glutaraldeido que ndo reagiu e
armazenado em solucdo de tampdo fosfato 0,1 mol.L, pH 7, na geladeira para

posterior imobilizacdo enzimatica.

3.3 Imobilizac&o da enzima L-Asnase na superficie do eletrodo

Para maior estabilidade da enzima com relacdo as variacbes de pH e
temperatura, a L-Asnase foi imobilizada através de ligacdes covalentes cruzadas
sobre o nanocompdsito. Para isso, um volume de 5 pL da soluc¢do da enzima 5 U.mL"
! em solucdo tampdo, no pH 7,0, foram adicionados a 1,5 pL do nanocompdésito
ativado e deixado em geladeira para a imobilizacdo da biomolécula por 96 horas

(tempo otimizado).

Apos, foi entdo gotejado sobre o eletrodo de trabalho, 3 pyL da solugéo do
nanocomposito modificado com a enzima e deixado em repouso por 30 min para

secagem da gota sobre a superficie do eletrodo.
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3.4 Interacdo da enzima L-Asnase com anticorpo anti-Asnase

A construcdo do biossensor foi realizada em eletrodo miniaturizado de
carbono impresso constituido por um eletrodo de referéncia de platina, um contra
eletrodo de carbono e um eletrodo de trabalho, também de carbono, como mostrado

na Figura 5.

Figura 5. Eletrodo de carbono impresso miniaturizado utilizado na construcao do

biossensor.

Contra eletrodo
Eletrodo de trabalho
Eletrodo de referéncia

Fonte: Do autor, 2020.

Para as medidas eletroquimicas com o biossensor, uma vez que a enzima
e 0 anticorpo ndo séo eletroativos, foi monitorada a diminuicdo da corrente elétrica na
presenca da solucdo eletroativa modelo, no caso, o ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)s]).

Como descrito anteriormente, a enzima na concentracdo 5 U.mL! em
solucdo tampéo, pH 7,0 foi imobilizada sobre o nanocompdésito ativado por um periodo
de 96 horas na geladeira. Apds, 3 uL dessa solugao foi gotejado na superficie do
eletrodo de trabalho e deixado em repouso por 30 min.

Apbs a imobilizacdo da enzima sobre o eletrodo de trabalho, o dispositivo
foi conectado ao potenciostato. Entdo, adicionado sobre os trés eletrodos, 35 pL da
solucéo de Ks[Fe(CN)g], 0,05 mol.Lt, em tampéo fosfato 0,1 mol.LpH 7,0, e realizada
a leitura de corrente elétrica.
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Posteriormente, a solucdo foi retirada por um processo de lavagem
cuidadoso utilizando pipeta Pasteur com solucéo tampéao fosfato, pH 7,0. Em seguida,
foi gotejado sobre a enzima imobilizada 2 pL da solucéo contendo os anticorpos anti-
Asnase na concentragdo 0,005 mg.mL* e deixado em repouso por 20 min. para
ocorrer a interacdo antigeno-anticorpo e formacdo do imunocomplexo. Entédo, apos
lavagem cuidadosa com solucdo tampao fosfato pH 7,0, foi adicionado novamente
sobre os eletrodos, a solucdo de Ks[Fe(CN)e], realizada a leitura de corrente elétrica

e registrada.

A formacéao de tal imunocomplexo na superficie do eletrodo de trabalho
promove 0 aumento de espessura da biocamada sobre a superficie eletrodica,
ocasionando uma diminuicdo da taxa de transferéncia de elétrons em relacdo a
medida de corrente sem a presenca do anticorpo. A realizacdo das leituras foi feita
através de um potenciostato AUTOLAB PGSTAT 204 (Metrohm), por meio do uso de

medidas de voltametria de pulso diferencial.

As Figuras 6 e 7 apresentam um resumo das etapas de construcdo do

dispositivo e obtencéo dos dados.

Figura 6. Demonstrativo das etapas de construcdo do hanocompdésito e imobilizac&o

da enzima.
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Figura 7. Etapas da construcédo do biossensor e resposta analitica esperada.
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3.5 Otimizacao das condi¢cfes experimentais

Antes de se realizar as medidas do anti-Asnase em amostra de tamp&o em
pH fisioldgico fortificado, realizou-se a otimizacdo do sistema para selecdo das
melhores condi¢bes experimentais. Os parametros testados foram: o tempo de
interacdo entre nanocompdsito e L-Asnase para a imobilizacdo da mesma, o tempo
de interacdo entre o nanocompdésito e superficie do eletrodo e o pH para imobilizacdo

da L-Asnase.

3.5.1 Tempo de interacdo entre nanocompdsito e L-Asnase

Este estudo é de elevada importancia, pois impacta significativamente na
estabilidade do dispositivo e, consequentemente, em sua sensibilidade. Os tempos
estudados foram: 24, 48, 72, 96 e 192 horas. Ressalta-se que para cada tempo
estudado, foi construido um biossensor, sendo todos construidos nas mesmas

condi¢des experimentais.
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3.5.2 Tempo de interacdo entre nanocompodsito modificado com a enzima e

superficie do eletrodo

Apos a otimizagdo do tempo de imobilizacdo da enzima, foi otimizado o
tempo de interacdo entre 0 nanocompadsito modificado com a enzima e a superficie
do eletrodo de trabalho. Os tempos estudados foram, 30, 45, 60 e 120 minutos.
Ressalta-se que, para cada tempo estudado foi construido um biossensor, entretanto,

todos nas mesmas condi¢gbes experimentais.

3.5.3 Estudo de pH para imobilizacédo da L-Asnase

A influéncia do pH foi avaliada considerando-se a imobilizacdo da enzima

sobre o nanocompadsito. Os pHs avaliados foram: 5,0, 7,0, e 8,5.

Para este estudo foram feitas solugcdes da enzima L-Ap, como descrito
anteriormente, em cada pH de estudo na concentragdo de 5 U.mL! em tampéao fosfato
0,1 mol.Lt. Foi retirado, separadamente, 5 pL dessa solucdo enzimatica, em seu
respectivo pH de estudo, e colocado em um frasco do tipo Eppendorf®. Em seguida,
em cada frasco, foram adicionados 1,5 pL do nanocompdsito e deixados em repouso
na geladeira por 96 horas para o processo de imobilizacdo. Ressalta-se que, para
cada pH estudado foi construido um biossensor, entretanto, todos nas mesmas

condicBes experimentais.

3.6 Obtencdo dos parametros analiticos do biossensor

ApOs a otimizacdo das condicbes experimentais, foi possivel obter os
parametros analiticos do biossensor, tais como regido linear, limite de deteccéo,

reprodutibilidade de construcao e seletividade e exatidao.

3.6.1 Curva Analitica

Para que o0 biossensor possa ser usado para monitoramento do anticorpo
anti-Asnase em tampao fisiologico, é necessaria a obtencdo de uma curva de
calibracdo. Para isso, construiu-se os dispositivos, aplicando-se as condi¢des

otimizadas selecionadas anteriormente. Foram obtidas as correntes elétricas em
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diferentes concentragcdes de anti-Asnase: 10 pg.mL%; 7,5 pg.mL%; 5,0 ug.mL%; 2,5

ug.mL?; 1,0 ug.mL?; 0,5 pg.mL1; 0,1 pg.mL.

Foram construidos sete biossensores nas mesmas condi¢cdes
experimentais, um para cada concentragéo de anticorpo, realizado a leitura antes e
apos a adicao do anticorpo e, entdo, calculado a variacdo de corrente elétrica para
cada concentracao e plotado um grafico com as variacdes. A partir da Curva Analitica

obtida foi possivel calcular o limite de deteccao e quantificacédo

3.6.2 Analise da reprodutibilidade de construcdo do biossensor

A reprodutibilidade indica se o método usado na confecc¢ao dos dispositivos

produz respostas confiaveis.

Para isso, foram construidos quatro biossensores nas mesmas condi¢des
experimentais. Todos foram avaliados com 5 pg.mL?! de anti-Asnase. Foram
realizadas medidas de corrente antes e apds a adicdo do anticorpo para cada
biossensor e, entdo, calculado suas respectivas variacoes. A partir de tais resultados
foi obtido o coeficiente de variacdo das medidas, avaliando-se a reprodutibilidade do

método.

3.6.3 Andlise de seletividade do biossensor

Considerando-se que o sangue humano, amostra real para a qual o
biossensor foi construido, é constituido por diversos componentes, € necessario
realizar o estudo de seletividade do biossensor para possiveis substancias presentes
no sangue e com possibilidade de interferéncia no sinal obtido. Foi avaliada a
seletividade do biossensor para anti-Asnase na presenca das seguintes substancias:
glicose (GLI), hemoglobina (HEM) e albumina (ALB), de forma individual e na mistura
de todas elas. Tanto as concentracfes das substancias testadas quanto do anti-

Asnase foram de 5 pg.mL™.

Para isso, foram construidos cinco dispositivos nas condi¢des
experimentais otimizadas: no biossensor 1 foi adicionado apenas solugéo de anti-
Asnase; no biossensor 2 foi adicionado solugdo de anti-Asnase + glicose; no

biossensor 3 foi adicionado solugéo de anti-Asnase + hemoglobina; no biossensor 4
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foi adicionado solucéo de anti-Asnase + albumina, no biossensor 5 foi adicionado
solucéo de anti-Asnase + glicose + hemoglobina + albumina. Foi realizada a leitura do
sinal de corrente antes e apos a adicao das biomoléculas sobre o dispositivo. A
resposta obtida com o biossensor sem a presenca dos possiveis interferentes foi
assumida como 100%. A interferéncia das biomoléculas testadas foi avaliada

comparando-se o sinal obtido com o do biossensor 1.

3.6.4 Aplicagao do biossensor em amostra preparada

Para aplicar o biossensor em uma amostra, 0 mesmo foi testado em uma
amostra de tampao fosfato em pH fisiolégico (7,4) fortificada com 5 pg.mL* de anti-

Asnase.

Foram construidos trés biossensores (triplicata) nas condi¢cdes otimizadas
e gotejados 3 uL da amostra de tampao fortificada. Foram realizadas leituras antes e
apos a adicao da amostra. A equacéo da reta obtida na Curva Analitica foi usada para
converter a média das correntes obtidas em concentracdo de anticorpo. Assim, a

exatidao do biossensor foi obtida.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes Iniciais de Construcao do Biossensor

Conforme descrito anteriormente, trata-se de um biossensor ainda nao relatado
na literatura. Dessa forma, o procedimento para sua construgao foi testado usando
algumas metodologias encontradas na literatura para dispositivos de monitoramento
da interacdo antigeno-anticorpo, a fim de selecionar aquela mais adequada a

determinacao proposta neste trabalho.

Considerando-se que a imobilizagcédo do elemento de reconhecimento, a enzima
L-Asnase, é de grande importancia para a deteccdo do anticorpo anti-Asnase, 0S
testes iniciais foram realizados para determinacdo do tipo de suporte para a
imobilizacdo da enzima, uma vez que a eficiéncia da imobilizagdo enzimética ideal é

dependente das condi¢des do sistema (MENDES, et al., 2011).

Inicialmente, procurou-se imobilizar a enzima por meio de ligagdes covalentes,
gue sado conhecidamente mais estaveis. Para isso, utilizou-se o biopolimero
quitosana, que possui grupos terminais amino (-NH2), permitindo ligagbes com o grupo
acido (-COOH) terminal da enzima. Assim, uma solucao contendo este biopolimero
(4,5 mg.mL?) foi adicionada a solucdo da enzima L-Asnase por 20 min, sob
refrigeracdo a 4°C. Este processo de imobilizacdo visava uma imobilizacdo rapida,
simples e de baixo custo (MONTEIRO; SILVA, 2009). Ap0s 0 processo de
imobilizacao, o sistema foi lavado com tampéo fosfato 0,1 mol L* pH 7,0, para retirar
as moléculas fracamente ligadas. Entéo, este sistema foi gotejado sobre um eletrodo
impresso de carbono e aguardou-se o tempo até secagem da gota. Foi medida a
corrente elétrica em solugéo de Ks[Fe (CN)s] antes e apds a adigédo do anticorpo anti-

L-Asnase. A Figura 8 apresenta os voltamogramas obtidos.
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Figura 8. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para avaliagdo da quitosana
como suporte de imobilizacdo para a enzima L-Asnase em solucdo de Ks[Fe (CN)g]
0,05 mol. L1, em tampéo fosfato 0,1 mol. L, pH 7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e
50 mV.s* de velocidade de varredura.
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Observando-se a Figura 8 percebe-se que apos a adi¢cdo do anticorpo ocorreu
um aumento na corrente elétrica registrada. Sugere-se que, a interacdo entre
anticorpo e antigeno (WILSON; STANFIELD, 2021), pela sua intensidade contribuiu
de maneira indesejavel no sistema, de forma que ocorreu a retirada da enzima da
superficie eletrddica, causando assim, o0 aumento da corrente elétrica apds a adicao
do anticorpo. Isso ocorreu, provavelmente, devido a fraca fixacdo da enzima sobre a
superficie do eletrodo. Ressalta-se que ocorreram diversas tentativas utilizando-se
este procedimento, entre elas, alterando-se o pH do meio, uma vez que a quitosana
apresenta alteraces em suas caracteristicas fisicas e quimicas conforme o pH do
meio (NURUNNABI, et al., 2017). Procurava-se, dessa forma, tentar uma interacéo
eletrostatica entre o grupo amino protonado da quitosana e o grupo desprotonado da

enzima. Entretanto, ndo se obteve resultados satisfatorios.

Ainda se baseando em trabalhos revisados na literatura seguiu-se com 0s
testes para a imobilizacdo da enzima L-Asnase, utilizando-se, agora, nanoparticulas
de ouro, pois trabalhos evidenciam eficicia na imobilizacdo de biomoléculas utilizando
tal método (VIDOTTI. et al., 2011; FURLANI. et al., 2020). Para isso, pipetou-se 50 pL
da solucéo das nanoparticulas e adicionou-se 3-acido mercaptopropionico (3-MPA) a
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fim de formar monocamadas auto-organizadas sobre o nanomaterial. E conhecido que
a formacao destas monocamadas permite imobilizacdo mais estavel da biomolécula
por meio de ligagbes covalentes, além de possibilitar que a enzima se mantenha
orientada, de maneira a permanecer com seu sitio ativo mais disponivel para interagédo
com o anticorpo (MENDES, et al., 2008). Ap6s 20 min, as nanoparticulas de ouro
modificadas foram adicionadas a solu¢cdo da enzima L-Asnase para imobilizacao por
20 min. Apods lavagem do sistema com solucédo tampéo fosfato 0,1 mol L2, pH 7,0, o
mesmo foi gotejado sobre a superficie de um eletrodo impresso de carbono. Foi
realizada medida antes e apds a adicdo do anticorpo, em solucéo de Ks[Fe(CN)s]. A

Figura 9 apresenta os voltamogramas obtidos.

Figura 9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para avaliagédo de
nanoparticulas envolvidas por 3-MPA como suporte de imobilizacdo para a enzima
L-Asnase em solucdo de Kz[Fe(CN)s] 0,05 mol.L1, em tampéo fosfato 0,1 mol.L™, pH

7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e 50 mV.s! de velocidade de varredura.
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Na Figura 9 percebe-se um aumento na corrente elétrica quando
adicionado o anticorpo anti-Asnase. Tal resultado obtido pode ser atribuido a sintese
das nanoparticulas de ouro ou até mesmo ao tempo desde a sintese da mesma, uma
vez gque a coloragdo vermelha-arroxeada indica transigcdo no tamanho da particula,
assim como alteragBes em suas caracteristicas (PATIL; BIM, 2016). Ressalta-se que

as nanoparticulas usadas neste procedimento ja haviam sido sintetizadas no
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laboratorio havia algum tempo e, este fator, pode ter influenciado no processo de

construcdo da monocamada auto-organizada.

Apés diversas tentativas de ensaios com diferentes tipos de imobilizacdo e
pesquisas na literatura, se chegou ao método de imobilizacdo que utiliza
nanoparticulas de oxido de ferro (FesOas) funcionalizadas com quitosana. A formacao
de nanocompdsitos formados por nanoparticulas de éxidos metalicos com quitosana
ja € um procedimento conhecido do Grupo de Pesquisa (MENDES et al., 2016).
Optou-se pela nanoparticula de Fes3Oas devido a sua propriedade magnética, que
permite ser atraida com a aproximacdo de um ima. Dessa forma, as etapas de
lavagem do sistema se tornam de maior simplicidade. Além disso, para possibilitar
ligagbes cruzadas mais estaveis com este nanocompadsito, utilizou-se também um
agente de reticulacdo, o glutaraldeido. A quitosana reticulada com glutaraldeido é
apresentada na literatura como 6timo adsorvente de corantes, farmacos e metais, pois
a adicdo de glutaraldeido permite seu uso em pHs abaixo de 4,0 sem que solubilize
(DIAS, et al.,, 2008). A se tratar de imobilizacdo enzimatica, Ates et al. (2018)
realizaram o recobrimento de nanoparticulas magnéticas pelo biopolimero quitosana,
obtendo-se nanoparticulas magnéticas na estrutura core-shell ativadas por
glutaraldeido, possibilitando a imobilizacdo covalente da enzima L-Asnase. Os
resultados iniciais obtidos a partir deste procedimento se mostraram eficazes,
tornando-o aquele utilizado para imobilizacdo da enzima L-Asnase na constru¢do do
biossensor proposto, utilizando-se 0 nanocompdésito modificado com a biomolécula
gotejado sobre eletrodos miniaturizados de carbono. No mais, os resultados obtidos

sdo apresentados nos tépicos seguintes.

4.2 Resposta do biossensor

Apoés a selecdo do método mais adequado para a imobilizacdo da enzima
L-Asnase na superficie do eletrodo impresso de carbono, foi verificada a resposta do
dispositivo em solucéo de Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol.L%, em tampé&o fosfato 0,1 mol.L%, pH
7,0, antes e apos a adicao do anti-Asnase. Os resultados dos voltamogramas de pulso

diferencial obtidos estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para verificacdo da
viabilidade do método em solucéo de Kz[Fe(CN)s] 0,05 mol.Lt, em tampéo fosfato
0,1 mol.L%, pH 7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e 50 mV.s* de velocidade de

varredura.
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Analisando a Figura 10 é possivel verificar que, na presenca da L-Asnase,
o valor da corrente € mais elevado que apés a adicdo do anticorpo, evidenciando a
diminuicdo da taxa de transferéncia de elétrons, devido ao aumento da espessura da
biocamada (ZANATO et al., 2017), formada pela interagcédo entre oS imunocompostos.
Dessa forma, a proposta de monitoramento do anticorpo envolvendo o biossensor se
mostrou viavel. Assim, prosseguiu-se com os estudos da otimizacdo das condi¢cfes
experimentais, para selecionar as condicbes em que a resposta do dispositivo era

maxima, visando obtencdo de um biossensor com alta sensibilidade.

4.3 Tempo de interacdo entre nanocompdsito e a L-Asnase

Para melhor desempenho do biossensor, a enzima L-Asnase foi
imobilizada através de ligagOes covalentes cruzadas sobre o nanocompasito ativado
com glutaraldeido. Para que ocorresse as ligacfes entre 0s grupos reativos terminais
da enzima e 0s grupos reativos terminais do glutaraldeido, foi necessario deixa-los em

interagcédo por determinado tempo. Os tempos estudados foram, 24; 48; 72; 96 e 192
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horas. Para cada tempo estudado foram obtidos voltamogramas de pulso diferencial
antes e apés a adicdo do anticorpo, em solucdo de Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol.L, em
tampéo fosfato 0,1 mol.L?, pH 7,0. As variacées da corrente elétrica para cada tempo

estudado s&o apresentadas na Figura 11.

Figura 11. Resultados da variacdo de corrente elétrica obtidos em cada tempo de
estudo da interacdo entre 0 nanocompdésito e a enzima, em solugcédo de Ks[Fe(CN)s]
0,05 mol.Lt, em tampéo fosfato 0,1 mol.L, pH 7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e

50 mV.s! de velocidade de varredura.
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Para melhor avaliagcdo dos resultados, os dados obtidos na Figura 9 séo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Correntes elétricas obtidas no estudo de tempo de interagdo entre

nanocomposito e a L-Asnase antes e apos a adicdo do anticorpo e suas respectivas

variacoes.
Tembo de estudo Corrente antes Corrente ap0s Variacio de
p t adicdo do anti- adicdo do anti- corren%e (/pA)
(horas) Asnase (I/uA) Asnase (I/uA) H
24 70,4 70,3 0,1
48 56,6 54,4 2,2
72 63,8 59,1 4,7

96 67,1 62,1 50
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192 71,7 62,3 9,4

Analisando-se os resultados apresentados na Figura 11 e na Tabela 1, é
possivel perceber que a interacdo entre a enzima e suporte no periodo de 24 h nao
foi suficiente para a imobilizacdo enziméatica, pois ndo houve queda de corrente
elétrica significativa nesse tempo. A partir do tempo de 48 horas € possivel observar
gue a imobilizagdo da L-Asnase comeca se tornar eficiente, ocorrendo uma variagao
de corrente elétrica de 2 pA, bem como incremento na variacdo da corrente com o
passar das horas. Segundo Mateo et al. (2007), o processo de imobilizacdo pode ser
lento e dependente do tempo, uma vez que o suporte de imobilizacao pode se ligar a

enzima em varios pontos.

Neste sentido, o tempo em que ocorreu a maior imobilizacdo da enzima na
superficie do suporte foi o de 192 horas. Tempos acima deste ndo foram testados
devido inviabilidade no processo por ser tornar muito demorado. Portanto, foi usado

nos experimentos subsequentes o tempo de 192 horas.

4.4 Tempo de interacdo entre o nanocompdsito modificado com a enzima e

superficie do eletrodo

Foi realizado também o estudo do tempo de interagcdo entre o
nanocompoésito modificado com a enzima imobilizada e a superficie do eletrodo, a fim
de aumentar a estabilidade e a confiabilidade do dispositivo. Os tempos estudados
foram: 30; 45; 60 e 120 minutos. Para cada tempo estudado foram obtidos
voltamogramas de pulso diferencial antes e apés a adicdo do anticorpo, em solucao
de Ks[Fe(CN)e] 0,05 mol.L, em tampéo fosfato 0,1 mol.L%, pH 7,0. Os resultados de
variacdo da corrente elétrica para cada tempo estudado sdo apresentados na Figura
12.
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Figura 12. Resultados da variacdo de corrente elétrica obtidos em cada tempo de
interagcdo entre o nanocomposito modificado com a enzima e superficie do eletrodo,
em solucéo de Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol.L%, em tampéo fosfato 0,1 mol.L%, pH 7,0,

amplitude de pulso de 25 mV e 50 mV.s* de velocidade de varredura.
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Para melhor avaliacdo, o0s resultados obtidos na Figura 12 séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Correntes elétricas obtidas no tempo de interacdo entre 0 nanocompagsito
modificado com a enzima e superficie do eletrodo antes e ap0s a adi¢cdo do anticorpo

e suas respectivas variagoes.

Corrente antes Corrente apoés

Tempo de estudo - : o5 ' variacao de
iUt adicdo do anti- adicdo do anti- corrente (I/pA)
(minutos) Asnase (I/uA) Asnase (I/pA) g
30 67.1 58,4 8,7
45 64'5 59,1 5;4
60 67'2 63,7 3;5

120 67,0 64,6 2,4
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Observa-se pelas Figura 12 e Tabela 2 que, conforme ocorreu o incremento
no tempo de estudo, houve reducédo na variacado de corrente elétrica, evidenciando
diminuicdo da formagdo do imunocomplexo na superficie do eletrodo de trabalho.
Desta forma, no tempo de 30 minutos o biossensor apresentou melhor desempenho.
Além disso, ressalta-se que foi realizado estudo no tempo de 20 minutos, entretanto,
neste tempo verificou-se que a interacdo entre o nanocomposito e a superficie do
eletrodo nédo foi estavel, pois 0 nanocompaosito foi lixiviado da superficie do eletrodo

no primeiro processo de lavagem.

Estudos desenvolvidos relataram alteracbes nas caracteristicas de
polimeros, como a quitosana, quando ocorre evaporacdo de solventes, como a
viscosidade (relacionada com a dimensao da molécula do polimero), e interacfes
existentes entre particulas do sistema (SRINIVASA et al., 2004; ALVES et al., 2009).
Desta forma, diante dos resultados apresentados, sugere-se uma possivel mudanca
de conformacdo ou alteracdo na composicdo da quitosana com a evaporacao de
solvente. Em maiores tempos, a evaporacao do solvente também se torna mais
efetiva. Assim, acredita-se que esta alteracao conformacional prejudica a imobilizacao
da enzima na superficie do biossensor, com consequente diminuicdo da variacdo da

corrente elétrica antes e apos a adi¢cao do anticorpo.

4.5 Estudo de pH para imobilizagéo da L-Asnase

Uma das otimizacdes do biossensor foi a determinacdo do pH utilizado, na

imobilizacdo da enzima, que proporcionasse a melhor resposta.

A reacdo entre a enzima e o glutaraldeido é fortemente influenciada pelo
pH, forca ibnica da solugéo, tempo de reacéo, entre outros fatores. Ressalta-se que
suportes de imobilizacéo constituidos por glutaraldeido, geralmente apresentam maior
estabilidade em pHs préximo a neutralidade. Por outro lado, valores elevados de pH
podem tornar mais efetiva a reacéo entre o grupo carbonila presente no glutaraldeido
e 0s grupos nucleofilicos presente na enzima (WALT; AGAYN, 1994; BETANCOR et
al., 2006; ZHANG et al., 2009). Encontrou-se na literatura trabalhos que realizaram a
imobilizacdo da enzima L-Asnase em diferentes suportes ativados por glutaraldeido.
Na maioria dos mesmos, para a imobilizacdo enzimética, foi verificado uso de pHs
entre 7,0 & ligeiramente basico (BALCAO et al., 2001; ZHANG et al., 2004; AGRAWAL
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et al., 2018). Entretanto, é salientado que os resultados obtidos nos trabalhos
relatados anteriormente estdo fortemente relacionados as suas condicbes
experimentais, de modo que, neste estudo foi analisada uma faixa de pH baseada nas

informagdes acima.

Os pHs avaliados foram: 5,0, 7,0 e 8,5. Em cada pH obteve-se
voltamogramas de pulso diferencial antes e apos a adicdo do anticorpo, em solucéo
de K3[Fe(CN)s] 0,05 mol.L%, em tampdo fosfato 0,1 mol.L2. Os resultados da variacéo

de corrente elétrica obtidos para cada pH estéo apresentados na Figura 13.

Figura 13. Resultados da variacdo de corrente elétrica obtidos em cada pH de
estudo para imobilizagdo da L-Asnase, em solugéo de Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol.Lt, em
tampéo fosfato 0,1 mol.Lt. Amplitude de pulso de 25 mV e 50 mV.s! de velocidade

de varredura.
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Para melhor avaliacdo, os resultados obtidos na Figura 13 séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Correntes elétricas obtidas no estudo de pH para imobilizacdo da L-Asnase

antes e apos a adicdo do anticorpo e suas respectivas variacoes.

c - Corrente apés Variacao de

orrente antes adigéo - )

pH do anti-Asnase (I/pA) adicao do anti- corrente
H Asnase (I/pA) (pA)

5,0 66,0 56,7 9,3

7,0 63,8 51,3 12,5
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8,5 59,8 56,5 3,3

Ao analisar a Figura 13 e a Tabela 3 é possivel verificar que a melhor
resposta foi obtida em pH 7,0. Observou-se durante a etapa de lavagem do eletrodo,
para a retirada do excesso de nanocompdésito modificado que ndo aderiu & sua
superficie, que quanto maior o pH de estudo, menor a adsorcdo do suporte a
superficie. Pois, visivelmente, com o aumento do pH, uma maior quantidade de
nanocomposito modificado acabou sendo retirada no momento da lavagem. Devido a
isso, no pH 8,5, parte do suporte depositado na superficie eletrédica foi lixiviado no
momento da lavagem, mesmo tomando-se o devido cuidado. Com isso, observou-se
influéncia do pH também na interacao entre o nanocompadsito modificado e superficie
do eletrodo. Além disso, ressalta-se que, mesmo nesse pH, houve maior dificuldade
no momento da lavagem. O procedimento e as condi¢cdes experimentais realizadas

foram as mesmas para todos o0s biossensores construidos nesse estudo.

Em relacdo aos resultados obtidos, solu¢cdes tamponadas em pHs elevados
contendo glutaraldeido por um periodo prolongado podem prejudicar a imobilizagédo
enzimatica, uma vez que reduz a quantidade de ligacdes entre enzima e glutaraldeido.
Além disso, pHs elevados favorecem a polimerizacao do glutaraldeido (MIGNEAULT,
et al.,, 2004). Neste estudo, embora os monémeros da molécula estivessem
adsorvidos em nanoparticulas magnéticas, nos pHs mais elevados, sugere-se uma
interacdo mais forte entre as proprias moléculas do glutaraldeido, disponibilizando
menos grupos funcionais para ligacdo com a enzima. Ja em pHs ligeiramente acidos
a neutros, a ligacao entre grupos funcionais do glutaraldeido e da enzima séo instaveis
(MIGNEAULT, et al., 2004).

4.6 Curva Analitica do biossensor

Apdés a otimizacdo das condicbes experimentais, foram obtidos os
parametros analiticos com o biossensor, primeiramente, foi verificada a diferenca de
corrente obtida com o biossensor sob influéncia de diferentes concentragbes do
anticorpo anti-Asnase no sistema. As concentragées verificadas foram: 0,1 pg.mL;

0,5ug.mLY; 1,0 pg.mLt; 2,5 pg.mLt; 5,0 ug.mL?; 7,5 ug.mL%; 10 pg.mL2. As medidas
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foram realizadas usando voltametria de pulso diferencial, com amplitude de 25 mV e
velocidade de varredura de 50 mV s, A Figura 14 (A-G) apresenta os voltamogramas

obtidos em cada concentracdo avaliada.

Ressalta-se que concentracdes maiores que 10 pg.mL* de anticorpo foram
testadas, no entanto, observou-se um aumento do sinal apés a adicdo do analito.
Neste caso, sugere-se que tal concentragdo € muito elevada para o sistema, de forma
que, devido a forte interacdo entre a ligacdo antigeno-anticorpo, a enzima € retirada
da superficie do eletrodo, diminuindo o blogueio da transferéncia de elétrons causado

pelo biocamada, com consequente aumento da corrente elétrica.

Figura 14. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o biossensor em
diferentes concentracdes de anti-Asnase (A: 0,1 ug mL?; B: 0,5 ug mL?; C: 1,0 ug
mL?; D: 2,5 ug mL?; E: 5,0 ug mLY; F: 7,5 ug mL; G: 10 ug mLt) usando solugéo

de Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol L** em tampao fosfato 0,1 mol L'* pH 7,0. Amplitude de

pulso de 25 mV e velocidade de varredura de 50 mV s,

Através dos dados obtidos na Figura 14 foi possivel a constru¢éo da curva
analitica correspondente, assim como a obtencéo do desvio padrdo de cada medida

realizada (duplicata). A Figura 15 apresenta a curva analitica obtida.
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Figura 15. Curva analitica obtida com o biossensor em diferentes concentracfes de
anti-Asnase usando solucédo de Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol L't em tampéo fosfato 0,1 mol
L1 pH 7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e velocidade de varredura de 50 mV s,
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Através da curva analitica apresentada na Figura 15 percebe-se que o
biossensor proposto apresentou resposta satisfatéria com a variagdo da concentracao
de anti-Asnase no sistema. Além disso, apresentou linearidade entre 0,1 a 10 ng mL"
L e, apos esses valores ndo se observou-se mais queda na corrente. A equacgédo da

reta correspondente esta na Equacéo 1.

y(uA) = 0,3633x (ug.mL1) + 0,1531 (R? = 0,9911) Eq. 1

A partir da curva analitica foi possivel também calcular o limite de detec¢éo
do biossensor para anti-Asnase. O referido valor foi de 150 ng.Lt e um limite de
quantificacédo de 450 ng.L! (usando 3.3 sd/b e 10 sd/b, respectivamente, sendo sd 0

desvio padréo de 10 medidas do branco e b o coeficiente angular da curva).

Por se tratar de um dispositivo ainda ndo encontrado na literatura, foi
possivel a comparacdo apenas com o limite de deteccdo encontrado por Aubé et al.
(2016), que obtiveram 0,5 nmol.L* como limite de deteccédo para o biossensor éptico

proposto pelos autores.
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No entanto, dados da literatura envolvendo outros biossensores
eletroquimicos para a deteccéo de anticorpos, apresentam regifes lineares similares
as encontradas com o biossensor proposto. Zhou et al. (2003) desenvolveram um
biossensor amperométrico baseado em carbono vitreo modificado com Nafion para
imobilizar o antigeno e determinar o anticorpo anti-Schistosoma japonicum. Os
autores descrevem que para os ensaios foi utilizado analise competitiva, também
obtendo resposta linear na magnitude de pg mL?* (0,05 a 4,8 ug mLt). Também
usando analise competitiva, Kreuzer et al. (2001) para a determinacédo de anticorpos
de alergia usando eletrodo impresso de carbono, respondendo linearmente entre
0,063 e 1 ug mLt. Em outro estudo, envolvendo o método eletroquimiluminescente
para a deteccdo do anticorpo anti-glutamato descarboxilase, nanoparticulas de ouro
foram usadas como suporte para imobilizacdo do antigeno. O biossensor apresentou

uma faixa linear entre 0,30 a 50 ng mL™t (MA et al., 2018), usando luminol na deteccéo.

Ndo foram encontrados muitos biossensores eletroquimicos para a
deteccdo de anticorpos na literatura, o mais comum é a imobilizacdo de anticorpos
para a determinacdo dos antigenos correspondentes. Dessa forma, destaca-se a
inovacado do biossensor proposto, pois ndo usa analise competitiva, € deteccao direta,
e também ndo utiliza substancias de revelacdo como o luminol, além de sua
simplicidade e miniaturizacdo. Além disso, o dispositivo proposto podera auxiliar no
acompanhamento do tratamento da leucemia, permitindo que sejam tomadas

decisGes mais rapidas sobre o0 uso da enzima L-Asnase no paciente.

4.7 Anélise da reprodutibilidade de construcédo do biossensor

A reprodutibilidade de construcdo dos biossensores é um parametro
analitico relevante, pois indica se o método usado na confeccdo dos dispositivos
produz respostas confidveis. Para isso, foram construidos quatro biossensores nas
mesmas condi¢des experimentais, sendo todos avaliados com a mesma concentracao
de anti-Asnase: 5 pg.mL?l. Foram realizadas medidas antes e apds a adicdo do
anticorpo na referida concentracdo. A Figura 16 apresenta os voltamogramas

correspondentes.
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Figura 16. Voltamogramas obtidos na analise de reprodutibilidade do biossensor,
utilizando a concentracdes de 5 pg.mL* de anti-Asnase em solucdo de Ks[Fe(CN)e]
0,05 mol.Lt em tampéo fosfato 0,1 mol L* pH 7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e

velocidade de varredura de 50 mV.s™.

A partir da Figura 16, construiu-se a Tabela 4 para melhor verificacdo dos

resultados obtidos.

Tabela 4. Correntes elétricas obtidas antes e apds a adicdo do anticorpo e suas
respectivas variacdes para os quatro biossensores construidos para avaliacdo da

reprodutibilidade do dispositivo.

Variacdo da entre

Corrente ap6s da
as correntes

Corrente antes da

Biossensor adicéo do Zﬂlt(i;fgrgg obtidas antes e
anticorpo (l/pa) (i/na) apo6s a adigéo do
K anti-Asnase (I/pA)
1 66,4 64,7 1,7
2 65,1 63,3 1,8
3 65,1 63,3 1,8

4 66,4 64,7 1,7
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Dessa forma, a partir dos resultados da Tabela 4, foi obtido o coeficiente

de variacdo (CV), segundo a Equacéao 2:
CV = - .100% Eq. 2

Onde s corresponde ao desvio padrdo das medidas e x a média da variagédo de

corrente (n=4).

Os resultados mostram um coeficiente de variacao de 3,3%, indicando que
o método usado para construcdo do biossensor apresenta-se adequado e
reprodutivel, uma vez que o erro associado as medidas obtidas € considerado baixo

(menor que 5%).

4.8 Analise de seletividade do biossensor

Com o propésito de verificar a seletividade, um dos parametros mais
importantes no desenvolvimento deste tipo de dispositivo, foi avaliada a contribuicao
no sinal ou interferéncia, produzida por algumas substancias com possibilidade de
serem encontradas no sangue. Tais substancias foram: glicose (GLI), hemoglobina

(HEM) e albumina (ALB), sendo todas na concentragdo 5 ug.mL™.

Para isso, foram construidos 5 biossensores utilizando a mesma
concentracdo de anti-Asnase (AB). As biomoléculas foram avaliadas de forma isolada
e em conjunto. A leitura antes e apds a adicdo das biomoléculas, foi monitorada. A
resposta obtida com o biossensor sem a presenca das biomoléculas foi assumida
como 100%. A Figura 17 apresenta os voltamogramas obtidos e a Figura 18 a
comparacao dos resultados.
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Figura 17. Voltamogramas de pulso diferencial obtido com biossensor para anti-

Asnase na presenca de outras substancias, em solugdo de Kz[Fe(CN)s] 0,05 mol.L?
em tampéo fosfato 0,1 mol.L™* pH 7,0. Amplitude de pulso de 25 mV e velocidade de

varredura de 50 mV.s1.
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Observando a Figura 18, é possivel verificar que as demais substancias
analisadas tém efeitos despreziveis na resposta do biossensor para deteccéo de anti-
Asnase, sendo que o sinal da hemoglobina foi 0 que mais afetou a corrente (92,5%).
Porém, ainda assim, sua interferéncia pode ser considerada pouco significativa
(abaixo de 10%), indicando que o dispositivo apresenta alta seletividade e que pode
ser satisfatoriamente aplicado na determinacdo deste importante anticorpo em

amostras reais.

4.9 Aplicacdo do biossensor em amostra preparada

Apoés obtencdo da curva analitica, foi possivel verificar a exatiddo do
biossensor por meio da aplicacdo do biossensor em amostra de tampéo fosfato 0,1
mol.L"* em pH fisiolégico (7,4), contendo Ks[Fe(CN)s] 0,05 mol.L?, fortificada com 5
ug.mLt de anti-Asnase. Dessa forma, foi obtida a corrente elétrica antes e apés a
adicdo da amostra fortificada. O estudo foi realizado em triplicata. A Tabela 5

apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5. Correntes elétricas obtidas antes e apés a adi¢cao da solu¢do tampao fosfato
em pH fisiolégico (7,4) com presenca de 5 pg.mL?! de anti-Asnase e variacdo das

respectivas correntes elétricas.

Corrente antes da Corrente ap6s da

. A . . . Variagédo de
Biossensor adicdo do anticorpo adicdo do anticorpo
corrente (I/pA)
(I/pA) (I/pA)
1 66,4 64,7 1,7
2 65,1 63,3 1,8
3 65,1 63,3 1,8

Média = 1,76 pA

O valor da variagcédo de corrente média foi substituido na equacao da reta,
obtendo-se uma concentracdo de 4,42 pug mL%, cujo erro relativo foi calculado de

acordo com a Equacgéo 3:
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valor encontrado—valor verdadeiro
ER = .100% Eq. 3

valor verdadeiro

O erro obtido foi de 11,6%, considerado dentro do esperado em se tratando
de biossensores. Provavelmente, em pH ajustado para o otimizado (7,0) o erro deve
diminuir. Para aplicagbes em amostras de sangue, deve-se considerar a possibilidade

de ser necessério ajuste do pH antes da medicdo com o biossensor.

Neste contexto, verificamos que o0 biossensor proposto pode ser
considerado uma alternativa confiavel para a determinacédo do anticorpo anti-Asnase
em pacientes em tratamento para leucemia linfoblastica aguda. Dessa forma, a
qualidade do tratamento prescrita ao paciente pode ser monitorada de maneira que o
procedimento possa ser revisto precocemente pela equipe médica, em caso de

necessidade.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que a proposta de
monitoramento do anticorpo anti-Asnase envolvendo o biossensor se mostrou viavel,
uma vez que ocorreu queda da corrente elétrica quando adicionado o analito ao
biossensor. Em relacdo as otimizacfes, obteve-se: o tempo de interacdo entre
nanocomposito e a L-Asnase de 192 horas, tempo de interacdo entre o
nanocomposito modificado com a enzima e superficie do eletrodo de 30 minutos e pH
7,0 como o mais adequado para imobilizacdo da L-Asnase. Os resultados mostram
que o biossensor possui resposta linear entre as concentracdes de 0,1 a 10 ug.mL?
de anti-Asnase, sendo possivel calcular um limite de deteccdo de 150 ng.mL™.
Entretanto, ndo foi possivel direta comparacdo dos resultados obtidos com os da
literatura, uma vez que, ndo foram encontrados trabalhos que desenvolveram
dispositivos eletroquimicos para determinacdo do anti-Asnase, destacando-se a
inovagao do presente trabalho.

Além disso, foi avaliada a reprodutibilidade do biossensor que apresentou
um erro de 3,3% indicando que o dispositivo é construido de forma reprodutivel. Em
relacdo a seletividade, foi avaliada a possivel interferéncia de substancias presentes
no sangue humano: a glicose, hemoglobina e albumina. A maior interferéncia
apresentada ocorreu por parte da hemoglobina, no entanto, foi menor que 10%. Por
fim, foi avaliada a exatiddo do biossensor em solu¢do tampéo fosfato em pH
fisiologico. O erro obtido foi de 11,6% e presume-se que ao ajustar-se para pH 7,0, o
erro possa diminuir. Desta forma, chama-se atencéo que possa haver necessidade de
ajuste de pH de amostras de sangue antes da leitura no biossensor. Assim, verificou-
se gue o biossensor apresentou perspectivas favoraveis para uso no monitoramento

do anticorpo anti-Asnase durante o tratamento de leucemia infantil.

No mais, visto o perfil inovador do presente trabalho, junto a possibilidade
a melhoria da qualidade de vida de pacientes com leucemia linfoblastica aguda (LLA),
e a obtencdo dos resultados favoraveis apresentados, sugere-se a continuidade do
mesmo até que possa ser aplicado em amostras reais de sangue e validado com
ELISA, uma vez que o andamento e obtenc&o de tais resultados foi comprometido

pelas restricbes sanitarias devido a pandemia da COVID-19.
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