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Resumo

A doenca renal cronica, cuja incidéncia tem vindo a aumentar, caracteriza-se
pela perda progressiva e irreversivel da funcdo dos rins. E uma patologia que nos
estadios iniciais € silenciosa e assintomatica, pelo que o diagndstico ocorre,
normalmente, em estadios avancados, 0 que compromete o tratamento e a qualidade de
vida do paciente. Apesar de ja existirem metodologias de diagnostico precoce, baseadas
na analise de biomarcadores desta doenca, estas sdo demoradas, dispendiosas e
requerem equipamentos sofisticados e técnicos qualificados. Assim, espera-se que 0
desenvolvimento de estratégias analiticas alternativas que simplifiguem a metodologia
de andlise contribua significativamente para a diagnostico precoce desta doenca. Neste
sentido, no presente trabalho propds-se o desenvolvimento de um imunoensaio
eletroquimico para o diagndstico precoce da doenca renal cronica, através da detecdo da
cistatina C. A estratégia sensora estudada combinou a versatilidade e baixo custo dos
elétrodos serigrafados com a elevada seletividade de um imunoensaio de tipo
“sanduiche”, no qual se utilizaram particulas magnéticas para a imobilizacdo do
anticorpo de captura. A interagdo entre o anticorpo de detecdo e o analito, foi
identificada recorrendo a uma marca enzimatica (fosfatase alcalina) e a detecdo
eletroquimica de um dos produtos da reacdo correspondente. Apds a otimizacdo das
condicdes experimentais, a resposta do imunoensaio a concentragdes crescentes do
analito em estudo demonstrou ser linear entre 5 ng/mL e 25 ng/mL de cistatina C,
tendo-se obtido um limite de detecdo de 2,1 ng/mL. No ambito deste trabalho foram,
também, analisadas com sucesso amostras reais de pacientes com doenca renal cronica,
0 que comprovou que com a metodologia desenvolvida foi possivel detetar este
biomarcador nos estadios iniciais da patologia com uma exatidao aceitavel. O ensaio
desenvolvido forneceu resultados altamente precisos (coeficiente de variacao inferior a
10%) num tempo de analise total inferior a 4 horas.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o0 imunoensaio proposto
podera, no futuro, contribuir para o diagnostico precoce e descentralizado da doenca

renal cronica.

Palavras-chave: imunoensaio eletroquimico, biomarcador, cistatina C, doenca renal
cronica, particulas magnéticas, elétrodos serigrafados.
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Abstract

Chronic kidney disease, which incidence has been increasing, is characterized by
the progressive and irreversible decline of kidney function. It is a pathology that in its
early stages does not reveal any symptoms, resulting in diagnosis in advanced stages
which compromises the treatment and quality of life of the patient. Although there are
already some early diagnosis methodologies based on biomarker analysis, these are time
consuming, expensive and require sophisticated equipment and qualified technicians.
Like this, it is expected that the development of alternative analytical strategies that
simplify the analysis methodology will greatly contribute to an earlier diagnosis of the
disease. Therefore, in the present work the development of an electrochemical
immunoassay for the diagnosis of chronical kidney disease is proposed through the
detection of cystatin C. The used sensing strategy combined the versatility and low cost
of screen-printed electrodes with the high selectivity of a “sandwich” type
magnetoimmunoassay, using magnetic beads modified with the capture antibody. The
interaction between the detection antibody and the analyte was monitored, employing an
enzymatic label, through the electrochemical detection of an enzymatic reaction
product. After the optimization of the experimental conditions the response of the
immunoassay to increasing concentrations of the analyte showed a linear range between
5 ng/mL and 25 ng/mL of cystatin C, with a limit of detection of 2.1 ng/mL.
Furthermore, real patient samples with chronic kidney disease were successfully
analyzed, which proved that the developed methodology was able to detect this
biomarker in the early stages of the disease with an acceptable accuracy. The developed
assay provided highly precise results (coefficient of variation below 10%) within 4
hours.

According to the obtained results it is expected that the proposed immunoassay

could be useful in the early and decentralized diagnosis of chronic kidney disease.

Keywords: electrochemical immunoassay, biomarker, cystatin C, chronic kidney

disease, magnetic beads, screen-printed electrodes.
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1. Introdugéo

1.1. Enquadramento

Este trabalho inseriu-se no ambito da unidade curricular de Dissertacao/Estagio
para a conclusdo do Mestrado em Engenharia Quimica, ramo de Qualidade, do Instituto
Superior de Engenharia do Porto (ISEP).

Os estudos conducentes a esta dissertacdo foram realizados no Grupo de Reacéo
e Analises Quimicas (GRAQ), situado no ISEP.

1.2. Temae Objetivos da Dissertacao

A dissertagdo teve como tema “Desenvolvimento de um imunoensaio
eletroquimico para o diagnostico da doenga renal crénica”. Assim, os objetivos do
trabalho consistiram na selecdo do transdutor, do formato do ensaio e da estratégia de
detecdo e na otimizacdo do procedimento analitico e sua aplicacéo.

1.3.  Apresentagdo do Centro de Investigacao

O GRAQ é um dos grupos de investigacdo do ISEP (Figura 1.1), exercendo a
sua atividade desde janeiro de 1999. Embora fosse considerado um grupo com
autonomia cientifica e financeira, até novembro de 2001, o GRAQ pertenceu ao Centro
de Quimica da Universidade do Porto. Apos essa data, este grupo de investigacdo do
ISEP passa a integrar a Rede de Quimica e Tecnologia (REQUIMTE), que €
considerada a maior rede de Quimica e Engenharia Quimica em Portugal e reconhecida
pelo Ministério Portugués da Ciéncia e do Ensino Superior como Laboratério Associado
para a Quimica Verde (LAQV) [1].

Atualmente, o0 GRAQ tem como linhas de investigacdo e desenvolvimento as
seguintes areas: quimica analitica, onde se insere esta dissertacdo, ambiente,
sustentabilidade e tratamento de residuos laboratoriais [2]. Este centro de investigagéo €

coordenado cientificamente pela Doutora Cristina Delerue-Matos [1].
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Figura 1.1: Localizagdo das instalagdes do GRAQ situadas no campus do ISEP: edificio G,
piso 1. Adaptada de [3].

1.4. Organizagao da Tese

A presente dissertagéo foi estruturada do seguinte modo:

No capitulo 1 faz-se um enquadramento do trabalho, referindo o seu tema e
objetivos, e uma breve apresentacdo do laboratério onde foram realizados os trabalhos
experimentais.

No capitulo 2 referem-se os fundamentos tedricos relativos a doenga renal
cronica, biomarcadores do dano renal, biossensores eletroquimicos e marcas
enzimaticas, particulas magnéticas, elétrodos serigrafados e técnicas voltamétricas.

No capitulo 3 procede-se a descricdo do material e equipamento utilizados, das
solucbes e reagentes necessdrios ao desenvolvimento do imunoensaio e dos
procedimentos analiticos efetuados.

No capitulo 4 apresentam-se os resultados obtidos e a respetiva discussao.

No capitulo 5 mencionam-se as principais conclusdes obtidas e sugerem-se

algumas propostas de trabalhos futuros.
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2. Fundamentos Teoricos

2.1. Doenca Renal Cronica

Os rins sdo oOrgaos que desempenham fungdes de controlo da composicdo
corporal através da excrecdo dos produtos resultantes do metabolismo, removendo,
assim, os produtos toxicos e as substancias que se encontram em excesso no plasma,
sob a forma de urina. Os rins desempenham, ainda, uma funcao enddcrina relevante [4].

O rim pode ser maioritariamente dividido em duas regides: a medula, regido
mais interna, e o cértex, que corresponde a parte mais externa deste 6rgdo. Nestas
encontram-se as unidades funcionais do rim que sdo estruturas microscopicas
designadas por nefronios. Estima-se que um rim saudavel possua entre 1 a 2 milhdes de
nefronios e cada nefronio € constituido por uma estrutura tubular denominada tubo
urinifero. Cada tubo urinifero inicia-se na zona do cértex renal por uma unidade em
forma de saco denominada de capsula de Bowman. A cépsula de Bowman, por sua vez,
envolve um novelo de capilares sanguineos, o glomérulo de Malpighi, que é originario
da arteriola aferente. Deste glomérulo parte outra arteriola, a eferente, a partir da qual se
forma uma rede de capilares que envolvem a restante parte do tubo urinifero. A urina é
produzida nos rins como resultado de um processo de filtragdo, reabsorcao e secrecao de
substancias transportadas pelo sangue. Neste processo verifica-se, ao nivel das capsulas
de Bowman, a filtracdo de uma parte do plasma, que passa dos capilares glomerulares
para os tubos uriniferos. Nos tubos uriniferos ocorrerem ainda processos de reabsor¢do
e secrecdo. Os tubos uriniferos reinem-se em tubos coletores da urina a qual é,
finalmente, recolhida no bacinete. A partir desta estrutura parte um ureter que transporta
a urina para a bexiga [4, 5]. O correto funcionamento dos rins é, assim, fundamental e
imprescindivel.

Uma patologia severa da funcdo renal denomina-se Doenga Renal Cronica
(DRC). Esta condicdo crénica consiste numa lesdo, com duracdo igual ou superior a 3
meses, onde se verifica a perda progressiva e irreversivel da funcdo dos rins, uma vez
que se danificam as estruturas renais impedindo o seu funcionamento [6, 7]. A DRC
pode resultar de doencas primarias do rim, mas também de complicagcdes de outras

patologias cronicas, nomeadamente a diabetes, a hipertensdo arterial grave e doengas
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autoimunes. Como consequéncias secundarias graves da DRC encontram-se as doencas
cardiovasculares [8, 9].

De modo a compreender melhor esta doenca é necessario referir que a DRC se
divide em 5 estadios, sendo que é frequente o estadio 3 se subdividir em dois (3a e 3b).
Tendo em consideracdo esta divisdo, € possivel designar os estadios 1 a 3a por fase
inicial e os estadios 3b a 5 por fase final. O diagnoéstico, assim como o estadio da
doenca, é normalmente determinado com base na Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG).
A TFG é uma medida da fungdo renal e pode ser calculada através de equacdes
especificas que incluem a concentracdo de creatinina presente no sangue do paciente e
que tém em consideracdo diversos fatores, tais como a idade, a etnia, 0 género, entre
outros. E relevante referir que quanto menor for a TFG, mais avancado sera o estadio da
doenca e, consequentemente, maior serd o risco de progressao da mesma, tal como se
verifica na Figura 2.1 [9, 10, 11]. Na Figura 2.1 também é possivel observar a influéncia

do estadio da doenca na fungdo renal.
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Figura 2.1: Representacgdo grafica da TFG em fungdo da progressdo da DRC e influéncia do

estadio da doenga na funcgdo renal. Adaptada de [10].
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Nos estadios iniciais, a DRC é silenciosa e assintomatica. Assim, é importante
reforcar que o diagndstico precoce, estadios 1 a 3a, pode abrandar a progressdo da DRC
e reduzir as complicacdes através do inicio atempado do tratamento. Além disso, o
diagnostico durante os estadios incipientes desta patologia pode potencialmente
favorecer a reversibilidade da funcdo renal perdida. No entanto, se diagnosticada nos
estadios 3b a 5 j& se observa um dano renal extenso, que geralmente resulta em DRC
terminal e na necessidade de tratamentos de substituigdo da funcéo renal [12, 13].

A incidéncia da DRC tem vindo a aumentar. Em Portugal estima-se que existam
mais de 800 mil pacientes a sofrer desta patologia. De acordo com as estatisticas da
unidade de saude CUF, todos os anos sdo registados 2200 novos casos de DRC em
estadio terminal, existindo 14 mil utentes dependentes de diélise, dos quais 5000 s&o
transplantados [6]. Neste sentido, a DRC, principalmente nos estadios finais, implica
uma despesa elevada para o sistema de salude. Ndo obstante 0s avancos na gestdo da
patologia e melhora nas técnicas de dialise, a taxa de mortalidade ainda permanece
elevada, razdo pela qual o diagnostico e o tratamento precoces sao fundamentais [14].

2.2. Biomarcadores para o Diagndéstico da Doenca Renal Croénica

O diagnéstico da DRC ocorre, normalmente, em estadios avancados, o que
compromete o tratamento e qualidade de vida do paciente. Neste sentido, a analise
rapida e especifica de biomarcadores podera ser uma &tima contribuicdo para a
prevencdo e diagndstico precoce desta patologia [12, 13]. De facto, a identificacdo
destes é uma area de investigacdo emergente e de extrema importancia [15].

Os biomarcadores séo substancias que podem ser medidas experimentalmente e
que indicam a presenga, gravidade ou progressdo de uma determinada patologia [16].
No ambito desta dissertacdo, os biomarcadores mencionados tém como objetivo
diagnosticar e/ou identificar a gravidade ou progressdo da DRC.

A concentracdo de biomarcadores séricos endégenos, como a creatinina (Cr), é
usada para estimar a TFG. No entanto, as concentracGes sericas de Cr s6 aumentam
significativamente quando cerca de 50% a 60% da parte funcional do rim ja se encontra
lesada ou, na pior das hipdteses, quando o rim ja esta irreversivelmente danificado, o
que compromete a detecdo precoce da DRC e/ou conduz a falsos negativos e, portanto,
traduz-se na demora nos diagnosticos detalhados e na implementacdo célere de



L

I s e Instituto Superior de
requimte Engenharia do Porto

tratamentos [11, 12]. Posto isto, um biomarcador adequado para a monitorizacdo da
DRC deve ser detetado rapidamente, preferencialmente de forma ndo invasiva e nos
estadios iniciais da doenga, e as medicbes efetuadas devem ser facilmente
correlacionadas com a patologia do tecido renal. Além disso, a concentracdo do
biomarcador ndo deve ser influenciado pela idade, estado nutricional ou por outros
problemas de satde que o individuo possua em simultdneo. Assim, um biomarcador
apropriado deve ser especifico para doengas renais e deve ser possivel a sua dete¢do em
niveis reduzidos, permitindo o diagndstico da doenca nos estadios iniciais da mesma
[12].

Neste sentido, a cistatina C (CysC) foi proposta como um novo biomarcador
para a TFG, uma vez que a sua concentracdo serica varia mais rapidamente ao declinio

da funcéo renal, mesmo na fase inicial, como se ilustra na Figura 2.2 [11].
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Figura 2.2: Representacdo grafica da relacdo entre a TFG estimada e as concentragdes de Cr e
CysC. Adaptada de [11].

Por observacdo da Figura 2.2 verifica-se que 0s niveis da Cr sérica ndo
apresentam uma variagédo significativa aquando de pequenas alteragcdes na funcao renal,
0 que corresponde especialmente aos estadios iniciais da DRC. Assim sendo, constata-
-se que a concentracdo de Cr no soro sO ultrapassa o valor limite de concentragdo
considerado normal (sem patologia) apds a redugdo em 50% da filtracdo glomerular. A
sombreado encontra-se representada a denominada “faixa cega” da Cr sérica, na qual
este biomarcador tradicional ndo tem sensibilidade suficiente para determinar

claramente se o paciente desenvolveu a DRC e em que fase de progressdo € que a
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doenca se encontra [11]. Comparativamente, verifica-se que os niveis de CysC
aumentam mais precocemente, portanto, conclui-se que esta é mais adequada do que a
Cr para o diagnostico precoce. Por esse motivo, a CysC tem sido considerada um
potencial biomarcador da DRC e também uma alternativa promissora para substituir a
Cr sérica no célculo da TFG [11, 17].

A CysC é uma proteina de baixo peso molecular (13,3 kDa) produzida em todas
as células nucleadas, filtrada através do glomérulo e, posteriormente, reabsorvida e
metabolizada nos tdbulos proximais que fazem parte do tubo urinifero. A concentracao
sérica deste biomarcador endogeno € constante e, em comparagdo com a Cr, a CysC nédo
é influenciada pela idade, género, etnia, massa muscular e/ou estado nutricional [18,
19]. Tendo em consideracdo que a elevada concentracdo de CysC estd inerentemente
associada a reducdo da funcao renal e, consequentemente, a progressdo da DRC, ja se
encontram disponiveis diversas metodologias de diagnostico baseadas neste
biomarcador, sendo que as mais atrativas sdo 0s imunoensaios turbidimétricos e
nefelométricos com particulas modificadas (PETIA e PENIA, respetivamente) e 0s
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Contudo, apesar de rapidos e sensiveis, verificou-
-se que os PETIA e os PENIA sdo métodos dispendiosos e que requerem equipamentos
sofisticados. Nos ELISA séo utilizados kits de teste dispendiosos e equipamentos de
grande dimensdo que limitam a sua aplicagdo em analises point-of-care (POC) [14, 18,
20]. Neste sentido surge a necessidade de desenvolver ferramentas para diagndsticos
mais simples e acessiveis.

Os biossensores e bioensaios eletroquimicos, devido as suas caracteristicas
analiticas, aparecem como uma alternativa competitiva para o desenvolvimento de
dispositivos de facil manuseio e de elevada sensibilidade e seletividade para uma analise

rapida e descentralizada [20, 21].

2.3. Biossensores e Imunoensaios Eletroquimicos

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
um biossensor eletroquimico (Figura 2.3) é um dispositivo capaz de fornecer
informacdo analitica especifica, quantitativa ou semiquantitativa, através da utilizacdo
de um elemento de reconhecimento biologico (biorrecetor), que estd em contacto com

um elemento de transducdo [22]. Assim, o0 analito (biomarcador) presente na amostra é
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reconhecido pelo biorrecetor e esta interagdo gera um sinal quimico que é convertido
pelo transdutor num sinal fisico que pode ser medido e detetado por um processador de
sinal [23]. Com base nesta tecnologia, o exemplo mais conhecido é o biossensor de
glicose, mundialmente utilizado e estabelecido no quotidiano dos pacientes diabéticos
[21].

De acordo com o tipo de elemento de biorreconhecimento, 0s biossensores
podem dividir-se em biossensores enzimaticos, genossensores, imunossensores, entre
outros. Os imunossensores eletroquimicos, que se baseiam em interacGes entre um
anticorpo e um antigénio na superficie do transdutor [24], sdo especialmente
interessantes devido a elevada disponibilidade de anticorpos seletivos para uma
diversidade de analitos relevantes.

Y 0
A I g Sl
0
. .' . =
Amostra Biorrecetor Transdutor

Figura 2.3: Representacdo esquematica do principio de funcionamento dos biossensores

eletroquimicos.

De modo semelhante aos imunossensores descritos anteriormente, 0s
imunoensaios eletroquimicos também sdo utilizados para detetar a ligacdo anticorpo-
-antigénio [25]. No entanto, no caso dos imunoensaios, 0 complexo antigénio-
-anticorpo nédo se forma na superficie do elétrodo, uma vez que este é apenas utilizado
como superficie transdutora do sinal analitico. Os imunoensaios eletroquimicos
caracterizam-se por combinar a elevada seletividade da ligacdo anticorpo-antigénio com
a alta sensibilidade dos métodos eletroquimicos, pela simplicidade da instrumentacéo e
pela variedade de marcas disponiveis, tanto enziméticas como eletroativas [26].
Portanto, a utilizacdo de técnicas de analise eletroquimicas como alternativa aos
métodos imunoquimicos classicos apresenta-se como uma alternativa promissora,
especialmente com vista ao desenvolvimento de dispositivos de analise descentralizada
[26].
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2.3.1. Imunoensaios: 0 Complexo Anticorpo-Antigénio

Anticorpos, também denominados imunoglobulinas (Ig), sdo uma familia de
glicoproteinas capaz de reconhecer antigénios com alta especificidade, sendo que a mais
utilizada em imunoensaios é a 1gG. Os anticorpos normalmente sdo representados como
uma molécula na forma de “Y” (Figura 2.4). Cada molécula “Y” contém dois tipos
distintos de cadeias polipeptidicas que diferem de acordo com o seu peso molecular.
Como se observa na Figura 2.4, um anticorpo apresenta quatro cadeias peptidicas: duas
cadeias menores, designadas cadeias “leves”, com um peso molecular individual de
aproximadamente 25 kDa, e duas cadeias maiores com um peso molecular de
aproximadamente 50 kDa cada, conhecidas como cadeias “pesadas”. Ambas as cadeias
pesadas e leves sdo divididas em regides constantes e varidveis com base na
variabilidade de sequéncia de aminoacidos. As cadeias sd0 mantidas juntas através de
ligacGes dissulfureto (S-S) [24].

Local de ligagao Local de ligagdo
do antigénio do antigénio
Cadeias
\\ pesadas //

Regido W Regido
Variavel -5-5- Variavel
-§-S-

Regido Cadeia Cadeia Regido
Constante leve leve Constante

Figura 2.4: Representacdo esquematica de um anticorpo (1gG).

Os anticorpos podem ser divididos em monoclonais e policlonais, dependendo
do epitopo (regido do antigénio que interage com o anticorpo) que reconhecem. Neste
sentido, como o nome indica, os anticorpos monoclonais (Figura 2.5 A) sdo especificos
para um anico epitopo, diminuindo, assim, a possibilidade de reatividade cruzada,
enquanto que os anticorpos policlonais (Figura 2.5 B) se podem ligar a epitopos

distintos do antigénio, mostrando uma resposta imunoldgica heterogénea [24]. A
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interacdo com o epitopo estabelece-se através do local de ligagdo ao antigénio presente

| = (A) % @)
S A

“ % y Am.gén.o%

Figura 2.5: Representagdo esquematica de um anticorpo monoclonal acoplado ao epitopo

no anticorpo e que se denomina paratopo.

especifico do antigénio representado por um quadrado (A) e de um anticorpo policlonal ligado a

diferentes epitopos do antigénio (B). Adaptada de [24].

Num formato tipico de um imunoensaio ndo competitivo, também conhecido
como “sanduiche” (Figura 2.6), o analito da amostra é capturado por um excesso de

anticorpos de captura () e, ap6s a interagcdo entre os anticorpos imobilizados e os

antigénios livres (o), é adicionado um excesso de anticorpos secundarios (RJL), que se
ligam ao analito [27]. Neste sentido, hum imunoensaio ndo competitivo ideal, seria
expectavel que ndo existisse sinal na auséncia de analito, uma vez que ndo existem
locais de ligacéo disponiveis para o anticorpo secundario. No entanto, na pratica, muitas
vezes isto ndo se verifica devido a interacbes ndo especificas entre o anticorpo
secundario e outros componentes do imunoensaio. Assim sendo, € recomendavel o uso
de um agente bloqueante para reduzir essas mesmas interacbes ndo especificas. E,
ainda, importante referir que os anticorpos secundarios podem estar diretamente
conjugados com uma marca enzimatica ou eletroativa ou podem ser utilizados reagentes
adicionais no ensaio com essa funcdo que se unirdo ao anticorpo secundario ndo

conjugado.

oy A

Figura 2.6: Representacdo esquematica de um imunoensaio “sanduiche”. Adaptada de [27].
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2.3.2. Marca Enzimatica: Fosfatase Alcalina

No desenvolvimento de imunoensaios, a fosfatase alcalina (ALP) é amplamente
usada como marca enzimatica [28]. A ALP exibe o seu desempenho 6timo em valores
de pH alcalinos e € utilizada para gerar produtos eletroativos, uma vez que a maioria
pode ser detetada e quantificada por métodos eletroquimicos [29].

Ao longo dos anos, foram estudados varios substratos da ALP que apds reacédo
enzimética dao origem a um produto Util para 0 uso em imunoensaios. Assim, alguns
dos substratos ja descritos para esta enzima sdo: catecol monofosfato, 3-indoxil fosfato,
hidroquinona difosfato, 4-fosfato de nitrofenol, fosfato de p-aminofenilo, 1-naftil
fosfato, fenil fosfato e acido 2-fosfo-l-ascorbico. Durante a reacdo enzimatica, estes
substratos sdo convertidos nas respetivas espécies eletroativas: catecol, indigo carmim,
hidroquinona, 4-nitrofenol, 4-aminofenol, 1-naftol, fenol e &cido I-ascorbico [29].

Fanjul et al. [30] descreveram um novo substrato eletroquimico para a ALP, o
qual consiste na utilizacdo de uma mistura de 3-indoxil fosfato (3-1P) e de ides prata
(Ag"). O 3-IP é constituido por um anel ind6lico substituido na posi¢do 3 por um grupo
fosfato. Na presenca de ALP este substrato é hidrolisado nessa posicao, dando origem a
um indoxil intermediario. Este indoxil intermediario oxida, produzindo azul de indigo
(insoluvel), e reduz os ides prata presentes em solucdo a prata metalica. Neste sentido, o
sinal analitico corresponde a intensidade da corrente gerada pela redissolucdo anddica
da prata metalica depositada, sendo esta medida por voltametria de varrimento linear
[30]. A vantagem deste substrato esta relacionada com o facto dos iGes prata atuarem
como potenciadores da reacdo enzimatica aumentando a sensibilidade do ensaio. No
presente trabalho selecionou-se a ALP como marca enzimética e o 3-IP/Ag* como
substrato da mesma, de acordo com o0 mecanismo descrito anteriormente e que se

encontra representado na Figura 2.7.
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Figura 2.7: Representacdo esquematica da reacdo enzimatica da ALP usando 3-1P e ides Ag*.
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2.3.3. Particulas Magnéticas no Desenvolvimento de Imunoensaios

Atualmente, uma das estratégias que tem suscitado maior interesse para o
desenvolvimento de imunoensaios eletroquimicos consiste no uso de particulas
magnéticas (MBs) como suporte de imobilizagdo do elemento de reconhecimento [31,
32]. Deste modo, este é colocado na superficie de um elétrodo ndo modificado para a
medicdo do produto enzimatico apenas no fim do imunoensaio, sendo que, nestes casos,
0 elétrodo s6 atua como transdutor de sinal [32].

As MBs sdo usualmente compostas por material ferromagnético, mais
concretamente ferrite e magnetite (Fe:Oz e FesO4). As MBs podem ser facilmente
funcionalizados com diferentes grupos de ligacdo fundamentais para a imobilizacéo
rapida e especifica do elemento de reconhecimento a utilizar no ensaio a desenvolver
[32, 33]. Como exemplos desses grupos de ligacdo pode-se indicar a estreptavidina [34],
anticorpos ou proteinas [35, 36], grupos tosilo [37], grupos amino [38] e grupos
carboxilicos [39]. As MBs utilizadas no presente trabalho sdo particulas compostas por
poliestireno altamente reticulado com material magnético uniformemente distribuido e
revestidas com uma camada hidrofilica de éter glicidilico, de modo a proteger o 6xido
de ferro e, assim, reduzir as ligacGes ndo especificas. Adicionalmente, estas particulas
apresentam a superficie funcionalizada com acido carboxilico e possuem 1 um de
didmetro [33].

A sua reduzida dimensdo e geometria esférica possibilita que um elevado
namero de biomoléculas possa ser imobilizado na superficie de cada particula
magnética, o que melhora a sensibilidade do imunoensaio, reduz os tempos de reacao e
permite a utilizagdo de menores volumes na superficie do elétrodo de trabalho. A
separagdo magnética pode também desempenhar um papel importante em
amostras/matrizes complexas, uma vez que permite eliminar eventuais interferentes nas
lavagens efetuadas durante o ensaio. Uma vantagem adicional da imobilizacdo do
anticorpo de captura nas MBs é o facto desta modificacdo poder ser efetuada em
elevadas quantidades numa unica etapa, podendo o complexo anticorpo de captura-MBs
ser armazenado durante algumas semanas sem perda de atividade, o que possibilita a
reducdo do tempo de analise quando se espera um elevado nimero de amostras. Um
inconveniente na utilizacdo de MBs é o facto do elemento de reconhecimento néo estar

em contato direto com a superficie do elétrodo, 0 que poderia representar limitagdes na
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sensibilidade do método. No entanto, de modo a contrariar esta desvantagem utilizam-se
elétrodos cujas superficies sdo0 magnetizadas ou colocam-se pequenos imanes por baixo
da superficie do elétrodo de trabalho, o que concentra as MBs na superficie do mesmo
[32].

2.3.4. Elétrodos Serigrafados

Elétrodos serigrafados - do inglés screen-printed electrodes (SPES) - séo
superficies, geralmente de cerdmica, papel ou plastico, que contém, pelo menos, uma
célula eletroquimica serigrafada. Estes elétrodos podem apresentar a configuracéo tipica
de uma célula eletroquimica de 3 elétrodos constituida pelos elétrodos de trabalho

(WE), auxiliar (CE) e de referéncia (RE), como se verifica na Figura 2.8 [40].

Elétrodo auxiliar
Elétrodo de trabalho

Elétrodo de referéncia

1

Figura 2.8: Representacdo esquematica de um SPE.

No WE € onde ocorre a reacdo de interesse, isto €, a reacdo de oxidacao/reducédo
da espécie eletroativa. O RE é o elétrodo em relacdo ao qual se controla o potencial
aplicado no WE. Nos RE convencionais (por exemplo: Ag/AgCl) o elétrodo de
referéncia possui um potencial que se mantém constante durante o ensaio. No caso dos
SPEs, devido as suas reduzidas dimensfes (Figura 2.9) e constru¢cdo com base na
serigrafia, existem algumas diferencas a destacar: 0 RE é um elétrodo sélido, impresso,
de prata, que funciona como um pseudo-referéncia (pseudo-RE). Assim, como
consequéncia, o potencial pode ndo ser totalmente reprodutivel e estavel ao longo de um
ensaio e poderdo observar-se ligeiros desvios de potencial. Na utilizacdo de SPEs para o
desenvolvimento de biossensores ou bioensaios, a utilizacdo de um pseudo-RE
usualmente ndo constitui um problema, uma vez que a variagdo do potencial aplicado ou
medido, neste tipo de ensaios, ndao costuma ser significativa. A introducdo de um

terceiro elétrodo na célula eletroquimica, designado CE, estd relacionada com a
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necessidade de minimizar a queda ohmica que se forma devido a resisténcia do
eletrolito entre os elétrodos. Na presenca do CE, a passagem da corrente elétrica
restringe-se entre o WE e aquele, evitando interferéncias no RE. Adicionalmente, a
proximidade estratégica entre os RE e WE contribui também para que a queda ohmica
entre eles seja desprezavel. O tipo de desenho e tamanho dos SPEs torna-se assim
vantajoso uma vez que permite que aqueles elétrodos se posicionem muito proximos na
célula eletroquimica serigrafada. De modo a controlar o potencial do WE relativamente

ao RE, assim como a sua variagdo, utiliza-se um potencidstato.

» SPE

Célula eletroquimica
convencional

Figura 2.9: Comparacao das dimensdes do SPE com uma célula eletroquimica convencional.

Os SPEs possuem inumeras vantagens sobre os elétrodos convencionais, 0s
quais exigem protocolos laboriosos de polimento para a renovacdo da superficie
sensora, assim como um elevado gasto de (bio)reagentes. Adicionalmente, as grandes
dimensbes das células eletroquimicas convencionais dificultam a transferéncia dos
sensores desenvolvidos para analises POC. Por outro lado, os SPEs, devido ao reduzido
tamanho da célula eletroquimica (que evita a utilizacdo de volumes elevados de
reagentes durante os ensaios), a facilidade de uso, o baixo custo, a possibilidade de
miniaturizacdo, a versatilidade e a incorporacdo em sistemas de andlise portatil, sdo

amplamente utilizados no desenvolvimento de biossensores e/ou bioensaios para uso
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descentralizado. Assim, varios ensaios eletroquimicos baseados em SPEs foram ja
descritos para aplicagdes analiticas em areas tdo diversas como o sector clinico,

alimentar e ambiental [41-43].

2.4. \oltametria

A voltametria compreende um conjunto de técnicas onde, durante um processo
eletroquimico, as carateristicas de uma espécie eletroativa em solucdo (eletrolito)
poderdo ser analisadas qualitativamente e/ou quantitativamente através do potencial de
oxidacdo/reducdo e da intensidade de corrente gerada na célula eletroquimica como
resposta a uma variacdo de potenciais. A representacdo grafica da intensidade de
corrente em funcdo do potencial aplicado é denominada voltamograma. O parametro
ajustado é o potencial aplicado (E), definido relativamente a um RE, e o parametro
medido é a intensidade de corrente resultante (i) [44].

Os fendmenos registados em voltametria ocorrem na interface entre a superficie
do WE e a camada fina de solucdo adjacente a essa mesma superficie. A corrente obtida
pode resultar de uma transferéncia de eletr6es do elétrodo para a solugdo ou vice-versa.
Quando a corrente de eletrdes flui do elétrodo para a solucdo, a espécie eletroativa
presente sera reduzida (corrente catodica). Por outro lado, a espécie eletroativa sera
oxidada se o fluxo de eletrbes ocorrer daquela para o elétrodo (corrente anddica).
Assim, a intensidade da corrente obtida pela transferéncia de eletrdes durante um
processo redox pode ser relacionada com a quantidade de espécie eletroativa presente na
célula eletroquimica [44]. Neste sentido € importante referir que, na voltametria, a
corrente de interesse analitico é a corrente faradaica, que surge devido a oxidacédo ou a
reducdo da espécie eletroativa no WE. No entanto, na célula eletroquimica também se
produz outra corrente, designada corrente capacitiva (ndo faradaica), que ndo esta
relacionada com o processo redox de interesse. Assim, esta corrente deve ser
minimizada, uma vez que interfere no sinal medido, pois corresponde a atragcdo ou a
repulsdo eletrostatica entre os iGes em solucao e os eletrdes no elétrodo [45].

Tendo em consideracdo que nesta técnica eletroquimica o potencial aplicado no
WE varia sistematicamente enquanto a intensidade de corrente é medida, verificam-se
diferentes representacdes do potencial aplicado no elétrodo em fungéo do tempo, sendo
que estes graficos sdo designados sinais de excitacdo [46]. Na Tabela 2.1 evidenciam-se
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as representacOes graficas dos sinais de excitacdo e exemplos dos respetivos
voltamogramas dos dois tipos de voltametria utilizados nesta dissertacdo: voltametria
ciclica (CV) e voltametria de varrimento linear (LSV).

Tabela 2.1: Sinais de excitacdo e voltamogramas das voltametrias de varrimento linear e

ciclica.
Tipo de Voltametria Sinal de Excitacéo Voltamograma
i ‘ /\ -
Voltametria Ciclica A
:;':’_ E
.
E i
Voltametria de
Varrimento Linear
t E

2.4.1. Voltametria Ciclica

A CV é uma técnica amplamente utilizada para adquirir informacdes qualitativas
sobre 0s processos eletroquimicos [44]. A corrente registada varia em funcdo do
potencial, aplicado em forma de onda triangular, desde um potencial inicial onde néo
deve ocorrer nenhuma resposta eletroquimica até um valor que ultrapasse o potencial de
equilibrio da espécie de interesse. Um ensaio de CV pode compreender um ciclo
completo, um ciclo parcial ou, ainda, vérios ciclos. Assim, na Figura 2.10, observa-se
um voltamograma ciclico constituido por um ciclo completo, uma vez que,
inicialmente, o varrimento de potencial é feito numa direcdo e, posteriormente, no

sentido oposto enguanto a intensidade da corrente € medida [46].
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Figura 2.10: Exemplo de um voltamograma ciclico para um sistema redox reversivel
(O + ne” > R). Adaptada de [44].

Como se pode observar na Figura 2.10, o sistema redox ilustrado € reversivel. O
varrimento do potencial aplicado para valores mais positivos conduz a oxidacdo do
composto em solugdo, gerando um pico de corrente ipa (intensidade de pico anddico).
No varrimento em sentido inverso (para potenciais mais negativos), ao tratar-se de uma
reacdo reversivel, surgird um novo pico, um pico de reducdo, ipc (intensidade de pico
catddico), que resulta da reducdo dos produtos previamente oxidados e que se localizam
na superficie do elétrodo. A intensidade maxima dos picos anodico e catodico pode ser
medida nos potenciais Epa (potencial de pico anddico) e Eyc (potencial de pico catodico),
respetivamente [44].

2.4.2. Voltametria de Varrimento Linear

No mais simples método voltamétrico, o potencial no WE pode variar no sentido
anodico ou catodico, registando-se a intensidade de corrente correspondente, de modo a
fornecer um voltamograma. Assim, é possivel afirmar que a LSV coincide com a CV
quando o varrimento é efetuado apenas num dos sentidos e, portanto, os principios

descritos anteriormente para a CV aplicam-se igualmente para esta técnica.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material e Equipamento

Durante a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais e

equipamentos:

v Balanca analitica Mettler Toledo, com precisao de 0,00001g
Medidor de pH Crison 2002
Agitador magnético VWR VMS-C7
Tubos Eppendorf
Agitador VWR Analog Vortex Mixer
Agitador VWR VV3
Suporte magnético ThermoFisher Scientific (DynaMag™.-2)
imanes
Micropipetas eppendorf Research plus
Elétrodos serigrafados de carbono (SPCEs) DropSens (Ref: DRP-110, Lotes
E0020871 e E0021503). Os SPCEs utilizados como transdutores do imunoensaio
apresentam trés elétrodos (WE, RE, CE) serigrafados sobre um substrato ceramico

NN N N N N N RN

de dimensdes 3,4 x 1,0 x 0,05 cm. Os contactos elétricos e 0 RE sdo feitos de tinta
de prata. Os WE e CE sdo feitos de tinta de carbono, sendo que o primeiro
apresenta uma forma circular com um didmetro de 4 mm [47].

v Potencidstato Metrohm Autolab PGSTAT101 com o software NOVA 1.10 versdo
1.9

v" Material de vidro classe A

3.2. Reagentes e Solucdes

3.2.1. Reagentes

Os seguintes reagentes foram adquiridos a Sigma-Aldrich: hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida  (EDC),  N-hidroxisuccinimida  (NHS),
etanolamina, albumina de soro bovino (BSA), IgG anti-rato (molécula inteira)
conjugado com biotina (anti-lgG-biotina), sal dissédico de 3-indoxil fosfato (3-IP) e
nitrato de magnésio hexaidratado (Mg(NO3)2:6H20). As particulas magnéticas
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funcionalizadas com 4&cido carboxilico (Dynabeads™ MyOne™), a cistatina C
recombinante humana, a estreptavidina conjugada com a fosfatase alcalina (STR-ALP)
1,5 mg/mL, o nitrato de prata (AgNOs) e o cloreto de sodio (NaCl) foram
comercializados pela Thermo Fisher Scientific. O anticorpo monoclonal anti-cistatina C
humana (anticorpo de captura) e o anticorpo monoclonal biotinilado anti-cistatina C
humana (anticorpo de dete¢do) foram comprados a R&D Systems. O tween 20, o
hidroxido de soédio (NaOH), o dihidrogenofosfato de sddio monohidratado
(NaH2PO4-H20) e o hidrogenofosfato dissédico diidratado (Na;HPO4-2H,0) foram
adquiridos a Merck. Por fim, o acido cloridrico (HCI) foi comprado a Fluka e o acido
nitrico (HNOs) foi comercializado a AppliChem Panreac.

As amostras de soro utilizados foram de dois pacientes com DRC do Servico de
Nefrologia do Centro Hospitalar do Porto. A comissdo de ética do Centro Hospitalar do
Porto aprovou o protocolo do estudo. Os pacientes participaram no estudo apds

consentimento informado, respeitando os seus direitos de privacidade.

3.2.2. Solucdes

Todas as solugbes utilizadas no procedimento experimental foram preparadas
com agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ.cm), obtida através de um sistema de
purificacdo da Millipore (Simplicity 185).

As solugdes tampdo necessarias para 0s ensaios efetuados foram as seguintes:

v.15 mM de 4cido 2- (N-morfolino) etanosulfénico, 4acido 4-
morfolinoetanossulfénico (MES), pH 6
v 10 mM de tampao fosfato salino (PBS), pH 8
50 mM de tris(hidroximetil)aminometano, pH 7,4 ajustado com HCI (Tris-HCI)
v" 0,1 M de tris(hidroximetil)Jaminometano, pH 7,4 ajustado com HNO3 (Tris-HNO3
pH 7,4)
v" 0,1 M de tris(hidroximetil)aminometano com 2 mM Mg(NOs)., pH 7,4 ajustado
com HNOs3 (Tris-HNO3 com 2 mM Mg(NOs). pH 7,4)
v" 0,1 M de tris(hidroximetil)aminometano com 20 mM Mg(NOs),, pH 9,8 ajustado
com HNO3z (Tris-HNO3z com 20 mM Mg(NOs)2 pH 9,8)

\

A solucdo de EDC/NHS foi preparada em &gua ultrapura. Na solucdo de
anticorpo de captura foi utilizado o tampdo MES. Para a preparacao da etanolamina foi
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utilizada a solucdo tampdo PBS. Os reagentes BSA 0,1%, BSA 2% do procedimento
analitico Il, anti-lgG-biotina e STR-ALP também do procedimento analitico Il foram
preparados com Tris-HCI. As solu¢bes de BSA 2% do procedimento analitico IlI,
cistatina C e anticorpo de detecdo foram preparadas em tampéo Tris-HNOz pH 7,4. Para
a preparacao da STR-ALP do procedimento analitico Il foi utilizada a solucdo tampé&o
Tris-HNOz com 2 mM Mg(NOs). pH 7,4. A solucdo de substrato enzimético que
continha 5,0 mM de 3-IP e 2,0 mM de nitrato de prata no procedimento analitico 1l e
1,0 mM de 3-IP e 0,4 mM de nitrato de prata no procedimento analitico 11l foi preparada
em Tris-HNOs com 20 mM Mg(NO3)2 pH 9,8 e armazenada em tubos opacos a 4 °C.

Todas estas solugdes foram preparadas diariamente.

3.3.  Procedimento Analitico

O procedimento analitico incluiu, inicialmente, (1) a ativacdo e acoplamento do
anticorpo de captura (CAb) as MBs, através da ligacdo covalente entre os grupos amina
do anticorpo (-NH2) e os grupos carboxilicos (-COOH) presentes nas particulas.
Seguidamente, procedeu-se (I1) a verificacdo da modificacdo das MBs utilizando um
anti-lgG-biotina que reconhece o CAb. Posteriormente, realizou-se (I11) o imunoensaio
formato “sanduiche” completo com as MBs-CAD, analito (CysC) e anticorpo de detecédo
(DAD).

I.  Ligacdo do CAb as MBs

Para a ativacdo e modificacdo das MBs com o CADb, aplicou-se 0 seguinte
procedimento:

1. Agitou-se a suspensdo stock de MBs (10 mg/mL).

2. Transferiu-se 10 pL de MBs para tubos Eppendorf de 0,5 mL.

3. Colocaram-se o0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

4. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e incubaram-se as MBs com 100 pL
de MES durante 5 minutos.

5. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

6. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e adicionaram-se 100 pL de MES.
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7. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

8. Retiraram-se os tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs em 50 pL
de MES e 50 pL de EDC/NHS 50 mg/mL, para ativacdo e estabilizacdo dos
grupos carboxilicos presentes nas MBs, e agitou-se durante 30 minutos.

9. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

10. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético, adicionaram-se 75 pL de CAb e
agitou-se durante 120 minutos.

11. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

12. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e incubaram-se as MBs-CAb com
100 pL de etanolamina 50 mM durante 60 minutos de modo a bloquear os grupos
carboxilicos ativos e livres.

13. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

14. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e adicionaram-se 100 puL de Tris-
-HCI.

15. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

16. Retiraram-se os tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs-CAb em

100 pL de BSA 0,1% e armazenou-se no frigorifico.

Il.  Verificagdo da Imobilizacdo do CAb nas MBs utilizando um Anti-IgG

Biotinilado

De modo a verificar o acoplamento do CAb as MBs, aplicou-se 0 seguinte
procedimento:
1. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.
2. Retiraram-se o0s tubos do suporte magnetico e adicionaram-se 50 pL de Tris-HCI.
3. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0

sobrenadante.
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4. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e incubaram-se as MBs-CAb com
50 pL de BSA 2% durante 30 minutos.

5. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

6. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e adicionaram-se 50 pL de Tris-HCI.

7. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

8. Retiraram-se os tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs em 50 pL
de anti-lgG-biotina e agitou-se durante 60 minutos.

9. Colocaram-se o0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

10. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e adicionaram-se 50 pL de Tris-HCI.

11. Colocaram-se o0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

12. Repetiram-se os pontos 10 e 11 do procedimento.

13. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs em 50 pL
da enzima STR-ALP e agitou-se durante 30 minutos.

14. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

15. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético e adicionaram-se 50 pL de Tris-
-HNO3 com 20 mM Mg(NOs)2 pH 9,8.

16. Colocaram-se o0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

17. Repetiram-se os pontos 15 e 16 do procedimento.

18. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético e suspenderam-se as MBs em 40 pL
de Tris-HNOs com 20 mM Mg(NO3)2 pH 9,8.

19. Colocaram-se os 40 pL das MBs suspensas em Tris-HNOs com 20 mM
Mg(NOz)2 pH 9,8 no SPCE, no qual foi imobilizado um iman por baixo do WE
para a atracdo das MBs.

20. Apo6s 3 minutos, adicionaram-se 10 pL de substrato enzimatico (3-IP/Ag*) no
WE.

21. Ap6s 20 minutos de reagdo enzimatica, mediu-se o sinal de acordo com os
seguintes parametros:
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Técnica: voltametria de varrimento linear
Ei: +00V

Es: + 0,35V

Estep: 5 mV

Velocidade de varrimento: 50 mV/s

I11.  Ensaio para Detecédo da Cistatina C

Para a realizacdo dos imunoensaios com o intuito de detetar a CysC, aplicou-se o
seguinte procedimento analitico:

1. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

2. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético, adicionaram-se 100 pL de Tris-
-HNO3 pH 7,4 e agitou-se durante 2 minutos.

3. Colocaram-se os tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

4. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético e incubaram-se as MBs-CAb com
100 pL de BSA 2% durante 30 minutos.

5. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

6. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e adicionaram-se 100 pL de Tris-
-HNO3 pH 7,4.

7. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

8. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs em 75 uL
de CysC e agitou-se durante 60 minutos.

9. Colocaram-se o0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

10. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e adicionaram-se 100 puL de Tris-
-HNO3 pH 7,4 com 0,01% de tween 20.

11. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

12. Repetiram-se os pontos 10 e 11 do procedimento.
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13. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs em 75 pL
de DADb e agitou-se durante 60 minutos.

14. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

15. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético e adicionaram-se 100 puL de Tris-
-HNO3 com 2 mM Mg(NOs3). pH 7,4 e 0,01% de tween 20.

16. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

17. Repetiram-se os pontos 15 e 16 do procedimento.

18. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético, suspenderam-se as MBs em 75 pL
da enzima STR-ALP e agitou-se durante 30 minutos.

19. Colocaram-se o0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

20. Retiraram-se 0s tubos do suporte magnético e adicionaram-se 100 pL de Tris-
-HNO3 com 20 mM Mg(NO3)2 pH 9,8.

21. Colocaram-se 0s tubos no suporte magnético por 2 minutos e removeu-se 0
sobrenadante.

22. Repetiram-se os pontos 20 e 21 do procedimento.

23. Retiraram-se os tubos do suporte magnético e suspenderam-se as MBs em 130 pL
de Tris-HNOs com 20 mM Mg(NOs). pH 9,8.

24. Colocaram-se 40 pL das MBs suspensas em Tris-HNOs com 20 mM Mg(NOs).
pH 9,8 no SPCE, no qual foi imobilizado um iman por baixo do WE para a
atracdo das MBs.

25. Ap06s 3 minutos, adicionaram-se 10 puL de substrato enzimético (3-1P/Ag*) no
WE.

22. Apo6s 20 minutos de reacdo enzimatica, mediu-se o sinal de acordo com o0s
seguintes parametros:

Técnica: voltametria de varrimento linear
Ei: +0,0V

Er. +0,35V

Estep: 5 MV

Velocidade de varrimento: 50 mV/s
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Representacdo Esquematica do Imunoensaio

3.4.
Para uma melhor compreensdo do procedimento analitico efetuado, apresenta-se,

na Figura 3.1, o esquema do imunoensaio desenvolvido para a detecdo da CysC e,

consequentemente, para o diagndéstico precoce da DRC.
Marca
Enzimatica

STR-ALP .

DAb
(biotinilado)

CysC

LY

CAb
MBs

Substrato enzimatico:
3-IP | Ag*

Ag°AgPAg® Ag°

lem——
LSV n
Ag® Ag*

Figura 3.1: Representacdo esquematica do imunoensaio desenvolvido para o diagnostico da
DRC.

i (A)

E (V)
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4. Resultados e Discussao

Para registar a interacdo entre o antigénio e os anticorpos de captura e detecéo,
através de um imunoensaio de formato “sanduiche”, utilizou-se a enzima fosfatase
alcalina (conjugada com estreptavidina) como marca enzimética. Atraves da forte
ligacdo estreptavidina-biotina, o anticorpo de detecdo biotinilado foi reconhecido pela
biomarca utilizada. Tal como descrito no subcapitulo 2.3.2., a rea¢do enzimatica conduz
a reducdo e deposicdo da prata presente em solucdo na superficie do SPCE. Assim,
através da redissolucdo voltamétrica da prata depositada na etapa da reacdo enzimaética
obteve-se uma resposta eletroquimica que estava, desse modo, correlacionada com a
concentracdo de analito. Portanto, a intensidade de corrente do pico resultante é a
medida analitica para avaliar aquela interacdo. Na Figura 4.1 evidencia-se um exemplo

de um voltamograma de varrimento linear obtido nestes imunoensaios.

i(nA)

E(V)

Figura 4.1: Exemplo de um voltamograma de varrimento linear tipico destes imunoensaios.

4.1. Otimizacéo do Protocolo de Modificacdo das MBs com o CAb

A otimizacdo dos procedimentos analiticos consistiu, inicialmente, na
verificacdo da ligacdo covalente entre o CAb e as MBs. De seguida, procedeu-se a
otimizacdo do blogueio dos grupos -COOH das MBs. Ainda no ambito da otimizagédo
do protocolo, avaliou-se a estabilidade das MBs-CAb quando armazenadas durante uma
semana. E, por fim, analisou-se a resposta da superficie sensora desenvolvida na
detecdo do analito (CysC).

27



- |
L/m, I: Instituto Superior de
requimte ‘ ‘ B Engenharia do Porto

4.1.1. Verificacdo da Ligacdo do CAb as MBs

De modo a verificar a modificacdo das MBs com CADb utilizou-se um anticorpo,
biotinilado, que reconhece outras IgG (anti-lgG-biotina) e avaliou-se a interagdo do
mesmo com o CAb (10 pg/mL) imobilizado na superficie das MBs. Como controlo
negativo do ensaio utilizaram-se MBs ndo modificadas com CAb (0 pg/mL). A
STR-ALP foi utilizada como marca enzimatica, reconhecendo o anti-lgG-biotina
através da interacdo estreptavidina-biotina. A estreptavidina tem a capacidade de se
ligar a quatro moléculas de biotina, as quais ao estarem, normalmente, conjugadas a
uma enzima, anticorpo ou proteina alvo para formar o complexo estreptavidina-biotina,
tornam esta interacdo ideal para estratégias de detecdo [48]. Na Figura 4.2, apresentam-

-se os resultados obtidos.

£®

70,0 -
60,0 - 60,0 ——[CAb] = 0 pg/mL T

(biotinilado)

50,0 1 ===[CAb] = 10 pg/mL
E: 40,0 |
= 30,0
20,0 A

50,0 -

10,0 4
0,0

40,0

0,0 01 0,2 03 04
E(V)

ip (HA)

(biotinilado)

20,0 A @

10,0

0,0 -
[CAb] = 0 pg/mL [CAb] = 10 pg/mL

Figura 4.2: Representagdo grafica dos resultados obtidos para verificagdo da modificacdo das
MBs com CAb. Pardmetros experimentais: CAb 0 pg/mL e 10 pg/mL; anti-lgG-biotina
1:10 000; STR-ALP 1:300 000 e 3-IP/Ag* 5 mM / 2 mM. As barras de erro correspondem ao
desvio padrdo de duas repeticoes.

Por observacao dos resultados apresentados na Figura 4.2 confirmou-se que o
sinal obtido na presenca de MBs modificadas com CAb é superior a resposta obtida
com as MBs ndo modificadas. Deste modo, a interacdo entre os anticorpos anti-lgG-
-biotina e CAb (1gG) certificou que o protocolo desenvolvido para a ligacdo covalente
das MBs ao CAb (protocolo I) é adequado.
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4.1.2. Otimizacao do Bloqueio dos Grupos Carboxilicos das MBs

Uma vez corroborado o protocolo de modificacdo das MBs com o elemento de
bioreconhecimento do analito, levou-se a cabo um imunoensaio para avaliar dois
métodos de bloqueio dos grupos carboxilicos das MBs que se encontravam livres apos a
etapa de conjugacdo com o CAb. Neste sentido, durante este ensaio, testou-se o efeito
de dois reagentes bloqueantes no sinal analitico: o blogueio com etanolamina 50 mM
durante 1 hora foi comparado com duas incubagdes sucessivas (10 minutos cada) das
MBs em solugéo tampéo Tris-HCI pH 7,4 com 0,1% de Tween 20 e 0,5% de BSA. Na
Figura 4.3 estdo representados os resultados obtidos, na qual também se incluiu a razdo

entre o sinal de interesse analitico e o branco (S/B).

L]
- X -
60,0 mm[CAb] = 0 pg/mL 35
(biotinilado)
"]
Em[CAb] =10 mL L
500 | J‘ [CAb] ug/ 3,0
S/B
(biotinilado) | | 2,5
40,0 - T
- L 2,0
wy
g-; 30,0 5
af - 1,5
20,0
- 1,0
10,0 L 05
0,0 4 - 0,0
Etanolamina Tris-HCl com 0,1% Tween 20
e 0,5% BSA

Figura 4.3: Representacdo gréfica dos resultados obtidos para otimizacdo do bloqueio dos
grupos -COOH das MBs. Pardmetros experimentais: CAb 0 pg/mL e 10 pg/mL; anti-lgG-
-biotina 1:10 000; STR-ALP 1:300 000 e 3-IP/Ag* 5 mM / 2 mM. As barras de erro

correspondem ao desvio padréo de duas repeticoes.

Através dos dados representados na Figura 4.3, verificou-se que, aquando do
blogueio dos grupos carboxilicos das MBs com etanolamina, a S/B foi bastante superior
a obtida utilizando Tris-HCI com 0,1% de Tween 20 e 0,5% de BSA. Com efeito, para
prosseguir os estudos optou-se pelo bloqueio dos grupos -COOH das MBs com
etanolamina 50 mM.
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4.1.3. Avaliacdo da Estabilidade das MBs-CAb

De forma a avaliar a estabilidade das MBs modificadas com CADb, procedeu-se a
realizacdo de dois ensaios, usando o protocolo Il; um no dia seguinte a ligacdo do CAb
as MBs (dia 0) e outro 1 semana ap6s a modificagdo das MBs (armazenadas a 2-8 °C).

Na Figura 4.4 apresentam-se os resultados obtidos.

60,0 1 ——[CAb] =0 pg/mL; Dia 0 @
50,0 =—[CAb] = 10 pg/mL ; Dia 0 (biotinilado)
~——[CAb] =0 pg/mL ; Semana 1
60,0 ~ 40,0 + _
—_ ——[CAb] = 10 pg/mL ; Semana 1
3 300
20,0
50,0 +
10,0
0,0
40,0 4 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
E(V)
3 30,0 - @ mDia0
o
o (biotinilado) @ 1Semana
20,0
10,0 4
0,0 A

[CAb] = 0 pg/mL [CAb] = 10 pg/mL

Figura 4.4: Representacdo grafica dos resultados da avaliagdo da estabilidade das MBs-CAb.
Parametros experimentais: CAb 0 pg/mL e 10 pg/mL; anti-lgG-biotina 1:10 000; STR-ALP
1:300 000 e 3-IP/Ag™ 5 mM / 2 mM. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de duas

repeticoes.

De acordo com os resultados evidenciados na Figura 4.4, verificou-se que as

MBs modificadas com o CAb se mantém estaveis durante 1 semana.

4.1.4. Aplicacdo do Ensaio na Detecdo da CysC

Uma vez comprovada a ligacdo do CAb a superficie das MBs, assim como 0
melhor agente blogueante para o referido protocolo e a estabilidade dos mesmos,
procedeu-se ao desenvolvimento do imunoensaio para a detecdo de CysC. Para
completar o imunocomplexo, de tipo “sanduiche” entre o antigénio e os anticorpos,
utilizou-se um anticorpo, biotinilado, que reconhece o analito e avaliou-se a interagcdo

do mesmo com a CysC (300 ng/mL) ligada ao CAb, imobilizado nas MBs, usando o
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procedimento analitico 11l. A semelhanca do ensaio com anti-lgG, a STR-ALP foi
utilizada como marca enzimatica, reconhecendo o DAb através da interacdo
estreptavidina-biotina. Como controlo negativo do ensaio ndo se incubou as MBs-CADb
com analito (0 ng/mL CysC). Adicionalmente, e de modo a tornar 0 ensaio mais
eficiente e “user-friendly”, avaliou-se a possibilidade de acoplar o CAb as MBs em
quantidade superior, comparando a intensidade da corrente quando 0s ensaios das
diferentes réplicas sdo efetuados em dois tubos em separado (n=1/tubo) e quando o
mesmo imunoensaio € realizado no mesmo tubo (n=2/tubo) e, posteriormente, a solucao
é colocada, de modo proporcional, em dois SPCEs. Na Figura 4.5 estdo apresentados 0s

resultados obtidos.

40,0 -
M [CysC] =0 ng/mL
350 1 B [CysC] = 300 ng/mL
30,0 4
25,0
3 20,0
'_ﬂ.
15,0
10,0 A
5,0
0,0 4
Tubos separados 1tubo
(| Y \
[11] 1] 11

Figura 4.5: Representacao grafica dos resultados da resposta do imunoensaio & CysC quando o
mesmo é efetuado em tubos separados e no mesmo tubo. Pardmetros experimentais: CAb
10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 300 ng/mL; DAb 2 pg/mL; STR-ALP 1:600 000 e 3-IP/Ag*
5mM /2 mM. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de duas repetigdes.

A partir dos resultados evidenciados na Figura 4.5 confirmou-se que ha uma

diferenca significativa entre o sinal de fundo (0 ng/mL de CysC) e o sinal analitico de
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interesse, ou seja, na presenca da CysC (300 ng/mL). Deste modo, a interagdo entre 0s
anticorpos CAb e DADb e a CysC corroborou que o protocolo desenvolvido para a
detecdo do analito (protocolo Ill) é adequado. No que diz respeito a realizacdo das
réplicas dos imunoensaios em apenas um tubo eppendorf ou em tubos separados,
verificou-se que os dados obtidos ndo apresentam diferencas significativas. Por isso,
tendo em conta que a ip registada € semelhante, é vantajoso efetuar o imunoensaio num
sO tubo eppendorf, uma vez que, desta forma, se garante que as MBs sdo sujeitas
exatamente as mesmas condi¢des, 0 que pode contribuir para uma melhor precisao dos
resultados. Além disso, este procedimento permite diminuir o tempo experimental,

contribuindo, assim, para o desenvolvimento de um protocolo mais eficiente.

4.2.  Avaliacdo da Biofuncionalidade do Imunoensaio

De modo a analisar as interac6es entre os diferentes biorreagentes envolvidos no
imunoensaio, procedeu-se a realizacdo de um ensaio onde se pretendeu verificar a

interacdo entre o antigénio (CysC) e o(s) anticorpo(s) CAb e DAb (Figura 4.6).

CAb =10 pg/mL CAb =10 pg/mL CAb =0 pg/mL CAb = 10 pg/mL
CysC=0ng/mL  CysC=300ng/mL CysC=300ng/mL CysC=300ng/mL
DAb = 2 pg/mL DAb =2 pg/mL DAb =2 pg/mL DAb =0 pg/mL

Figura 4.6: Representacdo grafica dos resultados da avaliagdo da biofuncionalidade do
imunoensaio. Pardmetros experimentais: CAb 0 pg/mL e 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e
300 ng/mL; DADb 0 pg/mL e 2 pg/mL; STR-ALP 1:600 000 e 3-1IP/Ag" 5 mM / 2 mM. As barras

de erro correspondem ao desvio padréo de trés repeticoes.
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Por observacdo da Figura 4.6 concluiu-se que, para um ensaio “completo”,
existe uma diferenca significativa entre o sinal de fundo (0 ng/mL - barra azul) e o sinal
de interesse analitico (300 ng/mL - barra vermelha). A partir da informacéo evidenciada
nesta mesma figura verificou-se, ainda, que, na auséncia de cada um dos dois elementos
de bioreconhecimento (CAb e DAb) e na presenca do analito (CysC), a intensidade da
corrente resultante foi significativamente inferior a resposta obtida num imunoensaio
“completo” (barra vermelha), corroborando, assim, o correto funcionamento da

interacdo especifica entre o antigénio (CysC) e os anticorpos (CAb e DAD).

4.3. Otimizacao dos Parametros Experimentais

Uma vez verificado o funcionamento adequado e seletivo dos imunorreagentes
selecionados para a detecdo da CysC, procedeu-se a otimizacdo das diferentes variaveis
experimentais envolvidas no imunoensaio. Deste modo, neste subcapitulo evidenciam-
-se 0s resultados obtidos na otimizacdo dos parametros experimentais mais relevantes
do imunoensaio, nomeadamente o efeito da etapa de blogueio, a concentracdo do CAb e

do substrato enzimatico e a concentracao e tempo de incubacdo do DAb e da STR-ALP.

4.3.1. Avaliacdo da Etapa de Bloqueio

Inicialmente avaliou-se a necessidade da etapa de bloqueio com BSA 2% prévia
a incubacdo da fase sensora com CysC (Figura 4.7). Este blogueio, que consiste na
incubacdo das MBs-CAb numa solucdo de BSA 2% durante 30 minutos, melhorou o
imunoensaio, uma vez que a S/B é muito superior a obtida na auséncia desta mesma
etapa. Assim, verificou-se que esta etapa de blogueio com BSA se deve manter no

imunoensaio de modo a minimizar as adsorc¢des nao especificas.
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30,0 - Em([CysC] = 0 ng/mL r 25
@l ([CysC] = 300 ng/mL
4-5/8 | 20
- 1,5
L
-]
- 1,0
- 0,5
- 0,0

BSA 2% Sem BSA

Figura 4.7: Representagdo grafica dos resultados obtidos para avaliacdo da etapa de bloqueio
com BSA referida no procedimento IlIl. Pardmetros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC
0 ng/mL e 300 ng/mL; DAb 2 pg/mL; STR-ALP 1:600 000 e 3-IP/Ag* 5 mM / 2 mM. As barras

de erro correspondem ao desvio padrdo de duas repeticdes.

4.3.2. Otimizacao da Concentracéo do Substrato Enzimatico (3-1P/Ag*)

Para a otimizagdo da concentragdo do substrato enzimético avaliaram-se duas
concentragOes distintas do substrato a utilizar. Neste sentido, estudaram-se duas
misturas com diferentes concentracdes dos dois reagentes: a) 5 mM de 3-IP / 2 mM de
Ag® e b) 1 mM de 3-IP / 0,4 mM de Ag". Na Figura 4.8 representam-se 0s

voltamogramas resultantes.

a)  5mM3-IP+2mM Ag* b)  1mM3-IP+0,4 mM Ag*
35,0 - 25,0 4
30,0 A 200
25,0 4 ~[CysC] = 0 ng/mL
] =—[CysC] = 300 ng/mL
2200 - — 150 [Cysc] g/
2 2
= 15,0 1 —[CysC] = 0 ng/mL 10,0 4
10,0 + ——[CysC] = 300 ng/mL 50
5,0 - ’
0,0 T T T T T 3 0,0 T T T T T "
o 01 0,2 03 04 0,5 0,6 0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 06

E(V) E(V)
Figura 4.8: Voltamogramas (LSV) resultantes do imunoensaio para otimizacdo da concentracéo
do substrato enzimatico. Parametros experimentais: CAb 10 ug/mL; CysC 0 ng/mL e
300 ng/mL; DADb 2 pg/mL; STR-ALP 1:600 000 e 3-IP/Ag*5mM /2 mM e 1 mM /0,4 mM.
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Os voltamogramas registados na Figura 4.8 demonstram que o pico resultante da
redissolucdo da prata é melhor definido quando a concentracdo de substrato enzimatico
é menor (1 mM de 3-IP e 0,4 mM de Ag"). Embora, na situacdo b), a ip obtida seja
inferior, possivelmente devido a menor quantidade de prata disponivel para reoxidar,
ndo se denotou a interferéncia consideravel do sinal de oxidacdo do 3-IP no pico de
reoxidacdo da prata metalica. Para estes ensaios, o potencial final da LSV foi,
excecionalmente, + 0,5 V, de modo a ser possivel observar o pico de oxidacao do 3-IP
que comeca a aproximadamente a + 0,2 V e tem 0 maximo por volta de + 0,30 V / +
0,35 V.

No sentido de comparar melhor estes resultados, organizaram-se os dados num

grafico de barras, no qual se incluiu também a S/B (Figura 4.9).

30,0 1 EE[CysC] = 0 ng/mL [ 25

Em([CysC] = 300 ng/mL

25,0 -
- 2,0

s/B

a/s

5 mM 3-IP + 2 mM Ag+ 1 mM 3-IP + 0,4 mM Ag+

Figura 4.9: Representacdo gréfica dos resultados da otimizacdo da concentracdo do substrato
enzimatico. Parametros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 300 ng/mL; DAb
2 pg/mL; STR-ALP 1:600 000 e 3-IP/Ag"* 5 MM /2 mM e 1 mM / 0,4 mM. As barras de erro

correspondem ao desvio padréo de duas repeticoes.

Atraves da Figura 4.9 concluiu-se que, de facto, a concentragdo de substrato
enzimético que maximiza a S/B é a de 1 mM de 3-IP e 0,4 mM de nitrato de prata.

Neste sentido optou-se por efetuar os restantes imunoensaios com estas concentracoes.
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4.3.3. Otimizagdo da Concentragédo da Enzima (STR-ALP)

Os resultados obtidos nos ensaios anteriores sugerem que, apesar do bloqueio
com etanolamina e BSA, persistem adsor¢des ndo especificas que se traduzem em sinais
de branco elevados. Um dos fatores que podera ter um papel mais relevante para esse
efeito € a concentracdo de STR-ALP. Assim, de modo a minimizar aquelas interacdes
ndo especificas e melhorar a S/B procedeu-se a um estudo preliminar de otimizagéo da
concentragdo da enzima e estudaram-se trés fatores de diluicdo da mesma (1:300 000,
1:600 000 e 1:1 200 000). Neste ensaio utilizou-se a concentracdo de substrato
enzimatico otimizada (1 mM de 3-IP e 0,4 mM de Ag*) e uma concentracdo de CysC de
100 ng/mL, uma vez que ndo se verificou uma diferenca significativa entre este valor e

300 ng/mL. Na Figura 4.10 evidenciam-se os resultados do imunoensaio.

°
350 1 EE([CysC] = 0 ng/mL )( r 4,0
[ EE[CysC] = 100 ng/mL
30,0 - ysC] =100 ng/m T [ 35
s/B N/

L 3,0
25,0 A

- 2,5

. 20,0 f
i [7)
2 F 205
o
"~ 15,0 A
1,5
10,0
F 1,0
5,0 4 L 05
0,0 - - 0,0

STR-ALP 1:300 000 STR-ALP 1:600 000 STR-ALP 1:1 200 000

Figura 4.10: Representacao grafica dos resultados da otimizagdo da concentracdo da STR-ALP.
Parametros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 100 ng/mL; DAb 2 pg/mL;
STR-ALP 1:300 000, 1:600 000 e 1:1 200 000 e 3-IP/Ag" 1 mM / 0,4 mM. As barras de erro
correspondem ao desvio padrao de duas repeticdes.

De acordo com os resultados evidenciados na Figura 4.10, concluiu-se que o
fator de diluicdo de enzima que maximiza a S/B é de 1:300 000. Assim, esta foi a
diluicdo selecionada, inicialmente, para prosseguir 0s ensaios de otimizagé&o.

Com o intuito de diminuir o sinal de fundo avaliou-se se a adicdo de BSA na

etapa de incubacdo com a enzima favorecia o0 ensaio. Assim, compararam-se 0S
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resultados obtidos num imunoensaio com STR-ALP 1:300 000 sem BSA, com 0,1% de
BSA e com 0,5% de BSA (Figura 4.11).

40,0 1 EE[CysC] =0 ng/mL  EM[CysC] = 100 ng/mL S/B [ 7.0

35,0 1 { ] L - 6,0

s [T A1

25,0 A
F 4,0

20,0 A

ip (HA)

a/s

- 3,0
15,0 A

F 2,0
10,0 A

5,0 - L 1,0

0,0 1 + 0,0

STR-ALP 1:300 000 STR-ALP 1:300 000 STR-ALP 1:300 000
com 0,1% BSA com 0,5% BSA

Figura 4.11: Representacdo gréafica dos resultados da otimizacdo da concentracdo da enzima.
Parametros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 100 ng/mL; DAb 2 pg/mL;
STR-ALP 1:300 000, 1:300 000 com 0,1% de BSA e 1:300 000 com 0,5% de BSA e 3-IP/Ag*
1 mM /0,4 mM. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de duas repeticoes.

Por observacdo dos resultados apresentados na Figura 4.11, verificou-se que
adicionar BSA a enzima melhorou o resultado do imunoensaio, no entanto a partir de
determinada concentracdo deste bloqueante o sinal de interesse analitico (100 ng/mL de
CysC) é significativamente afetado, prejudicando, assim, a S/B. Neste sentido, o fator
de diluicdo de STR-ALP selecionado foi o de 1:300 000 com 0,1% de BSA.

Tendo em consideracdo os resultados apresentados nas Figuras 4.10 e 4.11,
procedeu-se a analise da resposta do imunoensaio quando se diminuiu a diluicdo de
STR-ALP para 1:100 000 também com 0,1% de BSA e compararam-se estes dados com
os obtidos com a dilui¢do de 1:300 000 (Figura 4.12).
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20,0
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STR-ALP 1:300 000 STR-ALP 1:100 000
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Figura 4.12: Representacdo grafica dos resultados da otimizagdo da concentracdo da STR-ALP.
Parametros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 100 ng/mL; DAb 2 pg/mL;
STR-ALP 1:300 000 com 0,1% de BSA e 1:100 000 também com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag*
1 mM /0,4 mM. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de duas repeticoes.

Através da Figura 4.12 comprovou-se que o aumento da quantidade da enzima
favorece o imunoensaio, razdo pela qual se optou por efetuar os restantes ensaios com o
fator de diluicdo de STR-ALP de 1:100 000 com 0,1% de BSA. No entanto, para a
otimizacdo deste parametro foi necessario averiguar a concentracdo de enzima onde se
maximiza a S/B. Para esse efeito é necessario estabelecer também a concentracdo de
enzima a partir da qual a S/B satura e/ou diminui. Os resultados apresentados no ponto
4.3.2. foram fundamentais para melhorar a S/B e reduzir a contribuicdo de adsorcdes
ndo especificas da enzima devido a uma concentracdo excessiva. No entanto, o estudo
de otimizacdo final da concentracdo de STR-ALP foi novamente efetuado apds a
otimizacdo da concentracdo do CAb e da concentragdo e tempo de incubacdo do DAb

(resultados apresentados no subcapitulo 4.3.6).

4.3.4. Otimizacéo da Concentracdo do CAb

Uma vez minimizadas as intera¢des ndo especificas e melhorada a S/B, avaliou-
-se a possivel gama de linearidade do ensaio, tendo-se estabelecido uma concentracéo
de CysC de 25 ng/mL para prosseguir a otimizagdo dos parametros experimentais.
Neste sentido, para a otimizacdo da concentracdo do CAb estudaram-se trés
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concentracdes de anticorpo: 1 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL, sendo que se utilizaram as
concentragfes otimizadas da enzima e do substrato enzimatico. Na Figura 4.13,
representam-se os resultados obtidos.

45,0 1 ( ) r 4,5

40,0 J( - 4,0

B [CysC] = 0 ng/mL T
EH[CysC] = 25 ng/mL %

30,0 A s/B J( F 3,0

35,0 - 3,5

a/s

[CAb] =1 pg/mL [CAb] =5 pg/mL [CAb] = 10 pg/mL

Figura 4.13: Representacdo gréfica dos resultados da otimizagdo da concentracdo do CAD.
Pardmetros experimentais: CAb 1 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 25 ng/mL;
DAb 2 pg/mL; STR-ALP 1:100 000 com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag* 1 mM / 0,4 mM. As barras

de erro correspondem ao desvio padréo de duas repeticoes.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4.13, confirmou-se que se
deve manter a concentracdo de CAb de 10 pg/mL, pois é esta que potencia a S/B. A
semelhanca do que foi referido para a concentracdo de STR-ALP, para otimizar este
pardmetro analitico deveria ser efetuado 0 mesmo ensaio com uma concentracdo de
CADb superior de modo a verificar se esta variacdo beneficiava o imunoensaio, no
entanto isto ndo foi possivel devido a quantidade disponivel de CAb, pelo que se optou

por manter a concentracdo maxima de CAb testada (10 pug/mL) nos estudos seguintes.

4.3.5. Otimizacgdo da Concentracéo e do Tempo de Incubacgdo do DADb

De modo a otimizar a concentragdo do DAD, estudaram-se trés concentracdes de
anticorpo: 0,5 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL. Este imunoensaio foi efetuado com as
concentragfes otimizadas do CAb, da enzima e do substrato enzimatico e utilizou-se a
concentracdo de 25 ng/mL de CysC, pela razdo previamente descrita. Na Figura 4.14

organizaram-se os dados obtidos.
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Figura 4.14: Representacdo grafica dos resultados da otimizagcdo da concentragdo do DADb.
Parametros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 25 ng/mL; DAb 0,5 pg/mL,
2 pg/mL e 4 pg/mL; STR-ALP 1:100 000 com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag"* 1 mM / 0,4 mM. As
barras de erro correspondem ao desvio padrdo de duas repetigdes.

A partir da informacdo apresentada na Figura 4.14, certificou-se que se deve
manter a concentracdo de DAb, uma vez que, tendo sido estudadas concentracbes
superior e inferior a esta, a melhor S/B se verificou para o imunoensaio com 2 pg/mL de
DADb.

No sentido de otimizar o tempo de incubacdo do DAb analisaram-se 0s
resultados obtidos quando se incuba este anticorpo durante 1 hora (tempo utilizado até
aqui) e durante 30 minutos, de modo a verificar se € possivel reduzir o tempo do ensaio,

tal como se apresenta na Figura 4.15.
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Figura 4.15: Representacdo gréfica dos resultados da otimizacdo do tempo de incubacgdo do
DADb. Pardmetros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 25 ng/mL; DAb 2 pg/mL;
STR-ALP 1:100 000 com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag* 1 mM / 0,4 mM. As barras de erro
correspondem ao desvio padrao de duas repeticdes.

Tal como demonstrado na Figura 4.15, ndo foi possivel reduzir o tempo de
incubagdo do DAD, j& que existe uma diferenca muito acentuada no sinal analitico
aquando da incubacdo do anticorpo durante 1 hora e durante 30 minutos. Tempos
superiores a 1 hora ndo foram considerados uma vez que aumentariam
consideravelmente o tempo de ensaio, 0 que se traduziria numa desvantagem

significativa.

4.3.6. Avaliacdo da Otimizagédo da Concentragdo da Enzima e Otimizagéo

do Tempo de Incubacédo da mesma

De acordo com o referido no subcapitulo 4.3.2, para otimizar a concentracao de
STR-ALP verificou-se a necessidade de averiguar se 0 aumento da concentracdo de
enzima melhora a S/B. Neste sentido comparou-se a resposta do imunoensaio utilizando
trés diluicdes de STR-ALP: 1:500 000, 1:100 000 e 1:10 000, todas com 0,1% de BSA.
Os resultados obtidos para a otimizagdo deste pardmetro analitico sdo apresentados na
Figura 4.16.
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Figura 4.16: Representacdo grafica dos resultados da otimizagdo da concentracdo da STR-ALP.
Parametros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 25 ng/mL; DAb 2 pg/mL;
STR-ALP 1:500 000, 1:100 000 e 1:10 000 todas com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag* 1 mM /
0,4 mM. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de duas repeticoes.

Com base na Figura 4.16, confirmou-se que se deve manter a quantidade de
STR-ALP otimizada anteriormente, uma vez que, tendo sido estudadas uma diluigéo
superior e outra inferior, € aquela que maximiza a S/B.

Com o intuito de otimizar o tempo de incubacdo da enzima analisaram-se 0s
resultados obtidos quando se incuba a STR-ALP (1:100 000 com 0,1% de BSA) durante
30 minutos como até entdo e durante 15 minutos, de modo a verificar se é possivel

diminuir o tempo do ensaio, tal como se representa na Figura 4.17.
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Figura 4.17: Representacdo grafica dos resultados da otimizagdo do tempo de incubagdo da
STR-ALP. Pardmetros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL e 25 ng/mL; DAb
2 ug/mL; STR-ALP 1:100 000 com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag* 1 mM / 0,4 mM. As barras de erro
correspondem ao desvio padrao de duas repeticdes.

De acordo com os dados apresentados na Figura 4.17, um tempo de incubacéo
de 15 min resultou num decréscimo da S/B. Neste sentido, concluiu-se que o tempo de

incubacdo da enzima se deve manter em 30 minutos.

4.4. Curvade Calibracao

De modo estabelecer a curva de calibragdo, procedeu-se a avaliacdo da resposta
do imunoensaio desenvolvido a concentragdes crescentes de CysC (5 ng/mL, 10 ng/mL,
15 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL e 500 ng/mL) sob as condicdes
experimentais previamente otimizadas: CAb 10 pg/mL, DAb 2 pg/mL, STR-ALP
1:100 000 com 0,1% de BSA e 3-IP/ Ag* 1 mM / 0,4 mM. Os resultados obtidos podem

ser observados na Figura 4.18.
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Figura 4.18: a) Voltamogramas tipicos da resposta do imunoensaio a concentracdes crescentes
de CysC; b) Representacdo grafica dos resultados da intensidade da corrente dos picos em
funcéo da concentracdo crescente de CysC. Pardmetros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC
0 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 15 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL e 500 ng/mL; DAb
2 pg/mL; STR-ALP 1:100 000 com 0,1% de BSA e 3-IP/Ag* 1 mM / 0,4 mM. As barras de erro
correspondem ao desvio padréo de trés repetigoes.

Através da informacdo apresentada na Figura 4.18, confirmou-se que o
imunoensaio desenvolvido responde a concentracGes crescentes de CysC, uma vez que a
intensidade da corrente do pico aumenta com o aumento da concentracdo do antigénio.
Contudo, como se pode observar na Figura 4.18 b), para concentracdes mais elevadas
do analito (50-500 ng/mL) verificou-se que o sinal tende a saturar.

Assim, com base nos dados da Figura 4.18, na Figura 4.19, representa-se a curva
de calibragdo para a detecdo de solugGes padrdo de CysC (ip (MA) = 1,44 £ 0,05 [CysC]
(ng/mL) + 8,6 £ 0,6, r = 0,9981 (n = 5)) e, consequentemente, para a quantificacdo deste

analito em amostras reais.
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Figura 4.19: Curva de Calibragdo. Pardmetros experimentais: CAb 10 pg/mL; CysC 0 ng/mL,
5 ng/mL, 10 ng/mL, 15 ng/mL, 25 ng/mL; DAb 2 pg/mL; STR-ALP 1:100 000 com 0,1% de
BSA e 3-IP/Ag* 1 mM /0,4 mM.

No que diz respeito aos limites de detecdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), estes
foram estimados a partir da curva de calibracdo (Figura 4.19) de acordo com as

S . ~
/X onde Sy representa o desvio padréo da

~ S
equacdes: LOD = 3 x 22 e ,0Q = 10 x -~
regressdo linear e m corresponde ao declive da reta da curva de calibracdo. Assim,

obteve-se 2,1 ng/mL e 6,8 ng/mL para o LOD e LOQ, respetivamente.

45. Precisao

A precisdo da resposta do imunoensaio foi avaliada em termos de
reprodutibilidade. Para tal, analisou-se a resposta de diferentes ensaios, para 0 ng/mL e
25 ng/mL de CysC, em duplicado, em trés dias diferentes. Obtiveram-se coeficientes de
variacdo inferiores a 7% e 10%, respetivamente, o que indica que 0 imunoensaio

desenvolvido fornece resultados precisos.

4.6. Analise de Amostras Reais

Para avaliar o desempenho do imunoensaio do ponto de vista clinico, a
concentracdo de CysC foi determinada em amostras reais, isto é, amostras de soro de

pacientes com DRC. Como a concentracdo tipica de CysC no soro é significativamente

45



- Instituto Superior de
reqUimte I s ep Engenharia do Porto

superior a concentracdo mais elevada da gama de linearidade do imunoensaio, foi
necessario efetuar a diluicdo das amostras reais analisadas. Neste sentido, com base na
equacdo da reta da curva de calibracdo (Figura 4.19) e na intensidade média da
intensidade corrente de pico obtida para a amostra, determinou-se a concentracdo de
CysC na mesma (Tabela 4.1). Os resultados obtidos foram comparados com os de um
método estabelecido (PENIA). Com base nos desvios relativos, pode-se concluir que o
imunoensaio fornece resultados exatos, 0 que permite a sua utilizacdo para a detecédo da

CysC em amostras reais de pacientes com DRC no estadio inicial da doenca.

Tabela 4.1: Comparagdo dos resultados obtidos com o PENIA e com 0 imunoensaio

desenvolvido para a determinacdo da CysC em amostras de soro humano.

Estaddio da DRC | Método Analitico | [CysC] (ng/mL) | Desvio Relativo (%)

PENIA 819
1 -8,34
Imunoensaio 750,68 + 111,28
PENIA 950
2 14,98

Imunoensaio 1092, 27 + 166,29
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5. Conclusdes e Perspetivas Futuras

A DRC é uma patologia que nos estadios iniciais € silenciosa e assintomatica,
pelo que os imunoensaios eletroquimicos, através da analise rapida e especifica de
biomarcadores, como a CysC, sdo uma alternativa competitiva para a prevencao e/ou
diagnostico precoce desta doenca.

Nesta dissertacdo foi desenvolvido um imunoensaio magnético de tipo
“sanduiche” para a analise da CysC. O sinal analitico foi detetado num SPCE
recorrendo a uma marca enzimatica e detecdo eletroquimica de um dos produtos da
reacdo. O imunoensaio desenvolvido revelou ter uma elevada precisdo (coeficiente de
variacdo inferior a 10%) num tempo de analise total inferior a 4 horas. Além disso, as
MBs modificadas com CAb foram estaveis durante um periodo de uma semana. O
imunoensaio apresentou uma resposta linear entre 5 ng/mL e 25 ng/mL de CysC e foi
aplicado com éxito na determinagdo deste biomarcador em amostras reais de soro.

O ensaio desenvolvido possui inimeras vantagens quando comparado com
métodos estabelecidos, nomeadamente a simplicidade, sensibilidade e baixo custo. O
uso de SPCEs confere o enorme potencial de integrar o ensaio em sistemas de analise
portatil, descartavel e descentralizada, de modo a melhorar e facilitar a pratica clinica
atual. Para este imunoensaio também ndo é necessaria instrumentacdo complexa nem
pré-tratamento da amostra, a excecdo de uma diluicdo simples no tampédo adequado, o
que constitui mais uma vantagem no que diz respeito a um possivel desenvolvimento de
dispositivos de analise POC.

Os resultados obtidos indicaram que o imunoensaio desenvolvido pode
contribuir para o diagnéstico precoce e descentralizado da DRC, contudo deverdo
efetuar-se estudos subsequentes. Deste modo, como perspetivas futuras sugere-se a
analise de um numero superior de amostras reais de soro, ndo s6 de pacientes com DRC
em diferentes estadios, mas também de soros controlo, sendo os respetivos resultados
comparados com a informacao obtida através de procedimentos ja estabelecidos para a
analise e detecdo da CysC. A reducédo do tempo de ensaio através da juncéo de etapas e
a andlise da estabilidade das MBs modificadas com CAb para tempos de

armazenamento mais longos poderdo, também, ser fatores a avaliar.
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