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APRESENTAGAO

Alergia: o mal do século. Esse termo, muito utilizado pela midia, retrata o
aumento exponencial das doencas alérgicas no mundo nos ultimos anos, sendo
esta considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), uma das quatro
doengas cronicas mais comuns. Esse aumento é devido, principalmente, as
mudancgas de habitos da rotina da vida moderna, a higiene publica e poluentes
ambientais.

A alergia € uma reagdo exacerbada do sistema imunoldgico, quando o
individuo geneticamente predisposto, entra em contato com alérgenos. Assim, 0s
individuos s&o denominados atdpicos ao produzirem altos niveis de anticorpos IgE
sob baixas doses repetitivas de estimulos alergénicos.

As doencas alérgicas respiratérias mais comuns sao a rinite alérgica e
asma alérgica. Ambas s&o rea¢des de hipersensibilidade do tipo | e tém alta
prevaléncia, principalmente em paises industrializados. Estas doengas sé&o
consideradas um problema de saude publica e afetam negativamente a qualidade
de vida dos pacientes.

Os &caros s&o 0s principais responsaveis pelo desenvolvimento das
doencas alérgicas respiratérias. Eles s&o encontrados em diferentes regibes
climaticas e podem estar presentes na poeira domiciliar. Atualmente, os acaros
mais estudados s&o do género Dermatophagoides e Blomia, pois esses possuem
alérgenos clinicamente relevantes para o desenvolvimento de doencas alérgicas.

O diagnodstico para a alergia pode ser feito por testes cutaneos ou por
mensuragao dos niveis séricos de IgE especifica. O grande problema é que além
de dispendiosos, em muitas das vezes o resultado pode ser demorado.

Os biossensores eletroquimicos tém despertado bastante interesse
cientifico, devido serem de simples manuseio, terem baixo custo, resposta rapida
e, principalmente, bastante sensiveis, especificos e seletivos. Esses biossensores
apresentam capacidade de deteccdo imediata em sistemas bioldgicos, tanto na
analise clinica quanto em analise biomédica.

Dessa maneira, visando o aprimoramento das formas de diagnédstico e
consequente melhoria do tratamento de doengas alérgicas, esse trabalho teve
como objetivo a utilizacdo de biossensores eletroquimicos para a detec¢do dos

niveis de IgE alérgeno-especifico, para antigenos dos acaros de Blomia tropicalis,



Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus. Para isso, foi
utilizado um anticorpo anti-IgE biotinilado em um biossensor com a superficie de
grafite modificada com estreptavidina para o reconhecimento de IgE alérgeno
especifico presente em soros de individuos alérgicos. Além disso, foi desenvolvido
um sistema com multiplos alérgenos, com a adicdo progressiva de diferentes
alérgenos, em um mesmo biossensor.

Assim, para melhor elucidagdo desse estudo, essa dissertacdo esta dividia
em dois capitulos, sendo o Capitulo | a fundamentacdo tedrica que tem como
objetivo expor a base conceitual dessa pesquisa e o Capitulo Il que tem como
finalidade expor de maneira mais detalhada como a utilizagcdo dos imunossensores
eletroquimicos podem ser uma alternativa futura para diagnoéstico de doencas

alérgicas.



Capitulo |

Fundamentacao Tedrica




CAPITULO | - FUNDAMENTAGAO TEORICA

1. Alergia e doencas alérgicas

Apesar de ser uma doenga muito antiga, o termo “alergia” s6 passou a ser
usado a partir de 1906 com os pesquisadores austriacos Clemens Von Pirquet e
Béla Schick, para designar uma manifestacao clinica. A origem da palavra “alergia”
€ grega e deriva das palavras allos (estranho) e ergon (trabalho, reacdo), o que
significa “atividade de um corpo estranho”. Assim, o termo alergia ou
hipersensibilidade imediata é utilizado para designar uma resposta imune
exacerbada com ocorréncia de sintomas ou sinais reprodutiveis em individuos
geneticamente predispostos, quando expostos a determinados estimulos
antigénicos (alérgenos) e cofatores ambientais que levam a sensibilizac&o alérgica,
em doses toleradas por individuos ndo alérgicos (JOHANSSON et al.,, 2004,
TRAIDL-HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009; KONRADSEN et al., 2014).

Dessa forma, o desenvolvimento de doencas alérgicas esta relacionado a
predisposicao genética do individuo, exposigdo aos alérgenos € ainda a interagéo
com fatores ambientais que podem amplificar a resposta alérgica inflamatéria
(D’AMATO et al., 2013). Portanto, na atualidade, existe evidéncias de que a
predisposicao genética a alergia envolve multiplos genes (ARLIAN, 2002).

A exposicédo aos alérgenos podem ocorrer de diversas fontes, incluindo
biomoléculas de natureza protéica, glicidica e mesmo lipidica. Estas biomoléculas
sao capazes de interagir com anticorpos da classe IgE e desencadear
manifestagcdes clinicas da alergia (ARLIAN, 2002; PLATTS MILLS; WOODFOLK,
2011). As principais fontes de alérgenos presentes no ar sdo biomoléculas
derivadas de fungos, grados de pdlen, pélos e epitélios de animais domésticos,
barata e acaros da poeira domiciliar. A exposi¢do continuada a essas particulas
pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas,
principalmente respiratérias, como a rinite e asma alérgica (KELLY; ERWIN;
PLATTS MILLS, 2012).

Assim, individuos que apresentam a predisposicao para a biossintese de
altos niveis de anticorpos IgE, quando sensibilizados com baixas doses de

alérgenos, sdo denominados atopicos. Portanto, a atopia € uma tendéncia de o



individuo ser sensibilizado e produzir anticorpos IgE em resposta a exposigcao para
alérgenos (JOHANSSON et al., 2004).

Por outro lado, fatores ambientais podem potencializar respostas alérgicas
em individuos atdépicos. Um exemplo € o ar atmosférico que possui diversas
particulas que transportam particulas inorganicas, como aquelas derivadas do fumo
ou queima do diesel que podem estimular e potencializar respostas alérgicas em
individuos pré-dispostos (KELLY; ERWIN; PLATTS MILLS, 2012).

Doencas alérgicas afetam grande parte da populagdo no mundo. As
doencgas alérgicas tém aumentado significativamente ao longo dos ultimos anos,
devido ao aumento da urbanizacdo, mudanc¢as do estilo de vida, higiene publica e
poluentes ambientais, principalmente em paises industrializados (TRAIDL-
HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009; LAl et al, 2011, PLATTS-MILLS;
COMMINS, 2013).

O microambiente exerce um importante papel no desenvolvimento de
doencgas alérgicas e, com novos habitos da vida moderna, aumentou-se a
permanéncia das pessoas em ambientes domésticos, escolares ou ocupacionais,
onde aumenta-se a exposi¢cio a uma variedade de substancias imunogénicas que
contribuem para o aumento da sensibilizacdo alergénica de individuos
geneticamente predispostos, aumentando a prevaléncia de doencgas respiratoérias,
como asma e rinite (PLATTS-MILLS et al., 1997).

Rinite alérgica, asma alérgica e dermatite atopica constituem as principais
doencas alérgicas, sendo a ultima menos frequente. Dermatite atdpica tem como
principais sintomas o prurido intenso e grave, secura e descamacgao excessiva da
pele. E uma doenca inflamatéria crénica da pele caracterizada por episédios de
eczema agudo alternada com periodos de remissao e, estima-se sua prevaléncia
entre 10 e 15% na populacdo (AUBERT et al., 2013).

As reacdes de hipersensibilidade do tipo |, como a rinite e asma alérgica,
tém prevaléncia de 5% a 30% em paises industrializados (TRAIDL-HOFFMANN,;
JAKOB; BEHRENDT, 2009). A rinite é definida como inflamag&o do revestimento
das mucosas nas vias aéreas superiores. Assim, apresenta sintomas como
obstrucéo nasal, espirros, prurido nasal e palatal (JOHANSSON et al.,, 2004,
BEARD, 2014).



Em um diagnéstico para rinite alérgica deve-se considerar outras condi¢des
coexistentes, como asma alérgica. A asma € a doenca respiratoria crénica mais
comum em criangas, a qual afeta 30% das criangas e 10% dos adultos no Ocidente
e, causa grande impacto na qualidade de vida do individuo (JACKSON et al., 2011;
FU; TSAI, 2014). Esta apresenta um perfil imunoldgico semelhante a rinite, diferindo
pelos sintomas caracteristicos de obstrugcdo e inflamacdo das vias aéreas
inferiores, como tosse, dispneia, opressao toracica e sibilancia (LEMANSKE;
BUSSE, 2003; MARTINEZ; VERCELLI, 2013).

2. Resposta imune alérgica e fisiopatologia da alergia

A alergia, ou hipersensibilidade do tipo I, € uma reagdo imune exacerbada
que ocorre quando ha exposi¢ao do individuo a uma substancia exdgena, que s&o
associadas com a inflamacdo cronica caracterizada pelo intenso fluxo de
eosinofilos e acumulo de mastécitos nas lesdes, bem como 0 aumento na produgéo
de anticorpos da classe IgE (OBOKI et al., 2008).

Os tipos de células T helper (Th) com perfil de citocinas do tipo 1 (Th1) e
do tipo 2 (Th2), s&o caracterizadas com fun¢des antagdnicas. O balango entre Th1
e Th2, com seus diferentes perfis de citocinas, incluindo o desenvolvimento de
células T reguladoras, promovem a manutencdo da homeostase do sistema
imunoldgico do organismo. Assim, o desequilibrio dessa regulagéo entre Th1 e Th2
pode conduzir a uma ativagdo excessiva de células Th1, podendo resultar no
desenvolvimento de doengas autoimunes, ou a predominancia de células Th2
podera induzir o aparecimento de doengas alérgicas (OBOKI et al., 2008).

Células apresentadoras de antigenos (APC) s&o essenciais para a
diferenciacdo de células T naive em subpopulacdes de T helper (Th), através da
secrecgao de citocinas e cofatores. Quando diferenciadas, as células T migram dos
tecidos periféricos para os 6rgaos linfoides secundarios, onde produzem citocinas
efetoras caracteristicas de seu perfil (JUTEL; AKDIS, 2011).

Assim, o inicio do desenvolvimento da alergia se da pela geracéo de células
T helper CD4" alérgeno-especifica. As células apresentadoras de antigenos (APC),
como macréfagos, células B e células dendriticas, reconhecem o alérgeno e,

realizam o processamento e a apresentacdo dos peptideos resultantes para as



células T CD4* via moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
de classe Il. Além das moléculas CD4, outras moléculas acessoérias associadas ao
receptor de células T (TCR), como CD3 e CD45, participam da ativacao de células
T. Sob influéncia da interleucina 4 (IL-4), as APCs ativam as células T naive que se
diferenciam, principalmente, em células do perfil Th2 (ARLIAN, 2002; JUTEL et al,,
2006; OBOKI et al., 2008; KUCUKSEZER et al., 2013).

As células Th2 apresentam como fator de transcricdo GATA-3 e, sob
expressdo desse fator, as células produzem e liberam citocinas, principalmente as
interleucinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e |IL-13, e fator estimulador de colénias
de granulécitos e mondcitos (GM-CSF) (CORRY; KHERADMAND, 1999; AKDIS,
2006; JUTEL; AKDIS, 2011). Estas citocinas s&o responsaveis por realizar
diferentes fungbes reguladoras e efetoras, como a mudanca (switch) de classe em
células B para a sintese de anticorpos da classe IgE (IL-4 e IL-13), maturacéo e
ativacao de eosindfilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF) e basdfilos (IL-3 e IL-4). Estas ultimas
células juntamente com os mastoécitos sdo as principais células efetoras produtoras
e secretoras de mediadores inflamatérios envolvidos na fisiopatologia das doencgas
alérgicas (HOLGATE; POLOSA, 2008; KUCUKSEZER et al., 2013).
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Figura 1. Processo da resposta imune alérgica. Os alérgenos s&o apresentados por células
apresentadoras de antigeno, como células dendriticas (DC), para células T naive. A liberacéo da
citocina IL-4 induz a diferenciacdo das células T naive em células do perfil Th2, que produzem
citocinas especificas para a ativacdo de células efetoras da alergia, ou relacionadas ao switch de
células B para a producéo de IgE. Adaptado de KUCUKSEZER, 2013.



Assim, neste cenario imune individuos ndo atopicos apresentam baixos
niveis de anticorpos IgE alérgeno-especificos, em contrapartida, individuos
atopicos possuem altos niveis de IgE sérica alérgeno-especifica, produzidos pelas
células B, além de mastocitos e eosindfilos com maior numero de receptores de
alta afinidade para IgE (FceRI) em suas superficies (FUJITA et al., 2012).

Dessa forma, a reacdo alérgica, propriamente dita, inicia-se quando duas
ou mais moléculas de IgE presentes nos receptores FceRI se ligam em um
determinado alérgeno, desencadeando uma cascata de sinaliza¢des intracelulares,
que promovem a degranulacido dos mastécitos e baséfilos seguido da liberacéo de
mediadores pro-inflamatérios pré-formados, como histamina, prostaglandinas,
leucotrienos, quimiocinas e outras citocinas (KUCUKSEZER et al., 2013; AKDIS;
AKDIS, 2015, OZDEMIR et al, 2016). Apos a liberacdo dos mediadores
inflamatérios, estes promovem o aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatagdo, edema e contragdo dos musculos lisos, que sdo responsaveis pela
manifestagcéo clinica da fase imediata das reagbes alérgicas (METZGER; NYCE,
1999; OZDEMIR et al., 2016), sendo estas observadas nos primeiros 30 minutos
apos o contato com o alérgeno.

Os anticorpos IgE também podem se ligar em FceRI em células dendriticas
e monocitos, assim como nos receptores de baixa afinidade (FceRIl) presentes na
superficie das células B. Essa interagdo permite o reconhecimento e apresentacéo
dos alérgenos pelas APCs e, a liberagao de citocinas, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13,
pelas células Th2, contribuindo para o desenvolvimento, sobrevivéncia e
recrutamento de linfécitos, eosindfilos, basoéfilos e mastdcitos no sitio de
inflamacéo, particularmente nas fases tardias das reac¢des alérgicas, com evolugéo
para cronicidade (LARCHE, 2006).

Além dos mecanismos descritos, a linfopoietina estromal timica (TSLP), IL-
25 e IL-33 tém sido reportadas como citocinas envolvidas com a iniciagdo €
desenvolvimento da resposta imune do tipo Th2 (LIAO et al., 2015; VANNELLA et
al., 2016) e, com importante papel no desencadeamento da resposta imune alérgica
(LICONA-LIMON et al., 2013; FARAHANI et al., 2014). A citocina IL-25 & produzida
por células epiteliais em resposta a um alérgeno e pode ser considerada um
iniciador da resposta alérgica, por induzir a produgdo de TSLP, eosindfilos e
formacdo de muco (FORT et al.,, 2001; ANGKASEKWINAI et al., 2007). Em



humanos, TSLP é produzida principalmente por células epiteliais, mastocitos e
basofilos, e é capaz de ativar células dendriticas mieldides (mDC). Essas mDC
ativadas expressam MHC-II e moléculas acessorias, como OX-40L, responsaveis
pela ativacéo de células T, promovendo a diferenciacéo de células TCD4* naive em
células do tipo Th2 (HUSTON; LIU, 2006). Assim, a TSLP esta diretamente
relacionada com doencas alérgicas respiratorias, como asma, devido a indugéo da
resposta do tipo Th2 (YING et al., 2005; WATSON; GAUVREAU, 2014). Além disso,
TSLP também pode ser expresso por queratindcitos em pacientes com pele
lesionada, devido a dermatite atopica (LIU, 2006).

A citocina IL-33, membro da familia de IL-1 e, contribui para a resposta
alérgica, por estar diretamente envolvida com a ativacao de basdfilos. Além disso,
€ responsavel por induzir aumento da expressao de moléculas de ades&o, como
ICAM-I, e a sobrevida de eosindfilos (CHOW et al., 2010). Em humanos, os niveis
de IL-33 presentes no sangue de paciente atdpicos aumentam durante o choque
anafilatico, por ativarem mastocitos que liberam mediadores quimicos
(PUSHPARAJ et al., 2009).

Apesar de as células Th1 e Th2 terem maior destaque nas respostas
imunoldgicas, nos ultimos anos, tém sido caracterizadas novas subpopulacdes de
células T helper, como Th9, Th22, Th17 e T reguladoras (Treg) (AKDIS;AKDIS,
2015).

As células Th17 possuem perfil inflamatério, com producéo e liberacéo,
predominantemente, de citocinas inflamatérias como IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26
(MANNI;: ROBINSON; ALCORN, 2014). Estas células exercem importante papel
de protecdo contra patdégenos extracelulares e participam na inflamagao tecidual,
além de terem participacéo na patogénese de doencgas autoimunes (OBOKI et al.,
2008). A expressédo exacerbada de IL-17 pode levar a inflamagdo das vias
respiratorias € aumento da producéo de muco, sugerindo uma correlacéo entre a
gravidade da doenca e os niveis desta citocina (WANG et al., 2010).

Em contrapartida células T reguladoras (Treg) s&o uma subpopulagdo de
células T que possuem propriedades reguladoras do sistema imunolégico e séo
caracterizadas pela expressao da molécula CD25, CD127 e do fator de transcrigéo
Foxp3 (JUTEL et al., 2006; MELO; CARVALHO, 2009; RODRIGUEZ-PEREA et al.,

2016). S&o reconhecidas por secretarem as citocinas IL-10 e TGF-B (fator



transformador de crescimento beta), que inibem a resposta Th1, Th2 e Th17,
sugerindo que elas exercem um importante papel na inibicdo e desenvolvimento
de doencas alérgicas (AKDIS, 2006).

As células Treg inibem a ativagdo de células Th2 alérgeno-especificas,
diminuindo a producdo de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que s&o citocinas essenciais
durante a fase efetora da reacédo alérgica, além de inibirem a inflamacao alérgica
através de acao direta sobre os mastocitos, basdfilos e eosindfilos. Assim, a IL-10
produzidas por células Treg podem suprimir células B diminuindo a producéo de
IgE alérgeno-especifica, além do que a IL-10 é responsavel pela estimulacio de
células B para induzir a mudancga de isotipo de anticorpo para IgG4 especifica aos
alérgenos (PALOMARES et al., 2010).

3. Nomenclatura dos alérgenos

A maioria dos alérgenos bem caracterizados sdo de natureza protéica e
pertencem a grupos particulares de proteinas que podem exercem exercer
mecanismos imunopatolégico similares ou mesmo compartilhar epitopos
importantes para indu¢&o do processo alérgico. Assim, € de extrema importéncia a
unificagdo da nomenclatura dos alérgenos ja caracterizados. Dessa forma, foi
proposto um sistema de nomenclatura para alérgenos, baseada em propostas do
Subcomité da Unido Internacional das Sociedades de Imunologia (IUIS) (KING et
al., 1995). O método para designacéo da nomenclatura dos alérgenos consiste nas
primeiras trés letras do género do organismo, a primeira letra da espécie € 0 numero
arabico, o qual € empregado de acordo com a ordem de descoberta e purificacéo.
O nome do alérgeno ndo deve ser em italico e possui um espago entre cada um
dos elementos, por exemplo: Derp 1, Betv 1, Blot5 e Feld 1 (KING et al., 1995;
TRAIDL-HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009).

Além disso, a nomenclatura abrange diferentes formas moleculares do
mesmo alérgeno (isoalérgeno ou isoformas). Os isoalérgenos s&o alérgenos com
diferentes formas moleculares que possuem reatividade cruzada para IgE e ainda
podem conter propriedade bioquimica semelhantes, fungdes semelhantes e ainda

que tenham alta identidade entre a sequéncia de aminoacidos, maior que 67%.
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Assim, isoalérgenos sao distinguidos por numeros adicionais, por exemplo Bet v
1.01, Bet v 1.31 etc (ARLIAN, 2002; CHAPMAN et al., 2007).

Em contrapartida, o termo isoforma ou variante, refere-se a variantes
polimérficas do mesmo alérgeno, ou seja, s&o aqueles que normalmente possuem
90% de identidade da sequéncia de aminoacidos. As isoformas sao diferenciadas
na nomenclatura pela inclusdo de dois numeros, por exemplo Bet v 1.0101
(CHAPMAN et al., 2007).

Para manter a integridade do sistema de nomenclatura, apenas alérgenos
com reatividade maior que 5% com IgE séo incluidos nesse sistema. Além disso,
um alérgeno é considerado como “principal’” quando mais de 50% dos individuos
testados possui reatividade com IgE (LARSEN; LOWERSTEIN, 1996; ARLIAN,
2002).

4. Acaros da poeira domiciliar

Aeroalérgenos sdo alérgenos facilmente carreados pelo ar, os quais s&o
pequenos € soluveis, 0 que permite sua dispersdo no muco e outros fluidos
corporais, € desempenham um importante papel na patogénese de doencas
alérgicas (GALLI;, LANTZ, 1999; ASSAREHZADEGAN; SHAKURNIA; AMINI,
2013). Estes estdo presentes naturalmente tanto no ambiente extradomiciliar, como
em graos de polens, quanto no ambiente domiciliar, como em epitélio de animais
domésticos, fungos, baratas e acaros da poeira domiciliar (ASSAREHZADEGAN;
SHAKURNIA; AMINI, 2013).

Em 1964, Voorhost e colaboradores, demonstraram que os acaros da
poeira domiciliar eram responsaveis por causar doencas alérgicas através da
inalagdo (RAULF et al., 2015). Assim, atualmente os acaros da poeira domiciliar
s80 reconhecidos como a causa mais comum de doencgas alérgicas no mundo
(THOMAS; HALES,; SMITH, 2010). Os acaros encontrados na poeira sao
originados principalmente de colchdes, tapetes, moveis estofados, devido as
condi¢des oferecidas que favorecem a sobrevivéncia desses organismos. Além
disso, os acaros da poeira domiciliar podem responder de maneira dependente a
algumas condi¢cdes ambientais, como temperatura e umidade do ar elevada, que

favorecem o crescimento e proliferagcdo. As diferencas ambientais determinam as
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diferengas geograficas e sazonais na prevaléncia e concentracio de determinadas
espécies de acaros (MUNIR et al., 1995).

Ja foi relatada a relag&o entre os acaros da poeira domiciliar e doengas
como asma e, estima-se que a concentragdo de alérgeno dos acaros da poeira
domiciliar necessaria para a sensibilizac&o alérgica do individuo seja de 2 ug/g de
poeira, enquanto que para o desencadeamento dos sintomas de asma, a
concentragc&o € deve ser maior ou igual a 10 ug/g de poeira (PLATTS-MILLS; De
WECK, 1988; PLATTS-MILLS et al., 1997).

Embora acredita-se que a principal fonte de alérgenos dos acaros da poeira
domiciliar seja por exposicao a aeroalérgenos, ha evidéncias de que a ingestao oral
de acaros também seja uma das fontes de exposicdo ao alérgeno (SANCHEZ-
BORGES et al., 1997, SANCHEZ-BORGES et al., 2012).

Acaros da poeira domiciliar foram descritos a partir das familias Acaridae,
Glycophagidae, Chortoglyphidae, Pyroglypidae e Echimyopodidae (Figura 2).
Acaros pertencentes as familias Pyroglypidae e Echimyopodidae sdo fontes de
alérgenos de maior importancia (CHUA et al., 2007). As espécies pertencentes a
familia Pyroglypidae, Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides
farinae, tém grande importancia devido a potencialidade alergénica intrinseca
destas espécies e pela ampla distribuicdo das mesmas em diferentes regibes
climaticas, onde em clima temperado a tropical sdo encontrados principalmente
acaros da espécie D. pteronyssinus e em regides mais secas sao encontrados D.
farinae. A espécie Blomia tropicalis esta em maior incidéncia em climas tropicais,
mas podem ser encontrados em clima temperado, prevalecendo sobre
Dermatophagoides sp.(ARLIAN, 2002; CHUA et al., 2007).

Filo Sub-filo Classe Sub-classe Ordem Familia Género Espécie

Arthropoda

Acaridae
Chelicerata

Arachnida | Glycophagidae

Astigmata Chortoglyphidae

D. pteronyssinus

Pyroglypidae Dermatophagoides

D. farinae

Echimyopodidae Blomia B. tropicalis

Figura 2. Taxonomia dos principais acaros da poeira domiciliar. Adaptado de CHUA et al., 2007.
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5. Blomia tropicalis

Blomia tropicalis € um acaro pertencente a familia Echimypodidae e, apesar
de ser comumente encontrado em regides tropicais e subtropicais, também pode
existir em regides de clima temperado (CARABALLO et al., 1994; JULIA-SERDA et
al., 2012). Esse acaro foi descrito em 1973 por Van Bronswijk e colaboradores, o
qual possui forma globular e tamanho entre 230 e 365 um. Blomia sp é considerado
um acaro de estocagem, entretanto € encontrado altas concentragdes desse acaro
na poeira domiciliar de paises de clima tropical e subtropical (ARRUDA et al., 1991).

Esse acaro € reconhecido como importante fonte de alérgenos que
exercem forte influéncia no desenvolvimento de doencgas alérgicas respiratoérias,
como asma e rinite alérgica (ARRUDA et al., 1997; RIZZO, et al., 1996). Em paises
tropicais a sensibilizagdo com alérgenos de B. fropicalis corresponde a
aproximadamente 60% a 80% em individuos atopicos (LLERENA et al., 1991;
FERNANDEZ-CALDAS et al., 1993).

Os principais alérgenos do género Dermatophagoides o0s principais
alérgenos estdo presentes no grupo 1 e 2, enquanto que Blomia tem seu principal
alérgeno no grupo 5 (CHUA et al., 2007). Assim, muitos alérgenos tém sido
reconhecidos em extratos de Blomia tropicalis, sendo o mais importante deles a Blo
t 5, a qual possui 14 kDa e, aproximadamente 92% dos individuos alérgicos sao
sensibilizados por esse alérgeno (CARVALHO et al., 2013) e, 70% dos pacientes
asmaticos possuem reatividade com Blo t 5 (CHUA et al., 2007). O peptideo sinal
de Blo t 5 consiste em 17 residuos de aminoacidos seguido de uma proteina
madura de 117 residuos de aminoacidos, totalizando, assim, um montante de 134
residuos de aminoacidos (CHUA et al., 2007).

Os avancgos nas técnicas de biologia molecular facilitam a identificagéo e
producdo de alérgenos recombinantes, 0s quais oferecem vantagens por serem
moléculas quimicamente definidas e podem ser formuladas de maneira
normalizada e reprodutivel, sendo de extrema importancia para imunoterapia de
doencas alérgicas respiratérias (LARCHE, 2006), além de serem importantes para
analises aprofundadas no ambito molecular e bioquimico. Ja foram identificados e

descritos pela literatura pelo menos 21 alérgenos de Blomia tropicalis.
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Aproximadamente 13 alérgenos recombinantes foram caracterizados
molecularmente e imunologicamente e depositados no banco de dados de
alérgeno, de acordo com a Unido Internacional das Sociedades de Imunologia

(IUIS), como pode ser visto na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades moleculares e reatividade a IgE dos alérgenos de Blomia fropicalis
Massa

Alérgenos Identidade Bioquimica Isoale_rgenos € molecular Remtiridane

variantes (kDa) com IgE
Blot 1 Cisteina protease 1.0101; 1.0201 39 62-90%
Blot2 - 2.0101; 2.0102; 2.0103 14 -
Blot3 Tripsina 3.0101 25 50-57%
Blot4 Alfa amilase 4.0101 56 <15%
Blot5 - 5.0101 14 43-92%
Blot6 Quimotripsina 6.0101 25 <10%
Blot8 Glutationa S-transferase 8.0101 27 -
Blot10 Tropomiosina 10.0101 33 29%
Blot 11 Paramiosina 11.0101 110 12-52%
Blot12 - 12.0101 14 50%
Blo t 13 Proteina Ligante de Acido 13.0101 15 1%

Graxo

Blo t 19 Peptlc.ief) homologo
antimicrobiano
Blot 21 - 21.0101 13 -
Fonte: Subcomité de Nomenclatura dos alérgenos (IUIS) (www.allergen.org); CHUA et al., 2007.

19.0101 7 3%

6. Biossensores

Biossensores s&o dispositivos responsaveis em converter uma resposta
biolégica em um sinal elétrico (MEHROTRA, 2016). O primeiro biossensor
desenvolvido em 1962 pelos pesquisadores Clark e Lions, o qual era conhecido
como eletrodo enzimatico. Esse utilizava de uma enzima, glicose oxidase,
imobilizada na superficie de um eletrodo de oxigénio, o qual detectava o consumo
de oxigénio sob altos potenciais de reducdo. Segundo Clark e Lions (1962), o
sistema de deteccdo eletroquimica gerava informacgbes rapidas com pouca
utilizacdo de reagentes € manipulacdo quimica. A partir de entao, diversos tipos de
biossensores tém sido desenvolvidos com o intuito de diversificar analises da area
meédica e biologica, industrias alimenticias e agricolas, protecdo ambiental e
pesquisa farmacologica, gerando resultados mais rapidos e precisos (KLOS-
WITKOWSKA, 2016; MEHROTRA, 2016).
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Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
biossensor pode ser definido como um equipamento integrado, o qual o receptor é
conectado ao transdutor que € capaz de converter um sinal biolégico em sinal
elétrico, gerando informagdes analiticas especificas, de forma quantitativa ou
semiquantitativa, a partir de um elemento de reconhecimento biolégico (receptor

bioquimico).

Receptor biolégico

‘;
‘ Transdutor
S

Analito

Receptor biolégico

Transdutor | ®

Sem Sinal

Figura 3. Esquema representativo da estruturacdo de um biossensor

Os biossensores podem ser classificados como eletroquimicos, 6pticos,
piezoelétricos e sensores calorimétricos, baseando-se nos elementos de
transducdo de acordo com os principios da transdu¢do de sinal e reconhecimento
dos elementos biolégicos (THEVENOT et al., 2001; KOYUN et al., 2012).

Dentre os diferentes tipos, pode-se citar os imunossensores, os quais foram
estabelecidos na alta afinidade e especificidade da ligagdo entre antigeno e
anticorpo ou interagdo com componentes do sistema imunoldgico; biossensores
baseados em enzimas, que utilizam de métodos de imobilizagdo enzimatica na
superficie do eletrodo como elementos bioreceptores; biossensores de DNA,

baseados na imobilizacdo de uma sonda e seu reconhecimento através da
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complementariedade das fitas de DNA; biossensores magnéticos, 0s quais
conseguem detectar nano ou microparticulas magnéticas; biossensores
pizoelétricos, baseados em um cristal de quartzo e um dispositivo de onda acustica
de superficie, no qual a medi¢ao € realizada através das altera¢des na frequéncia
de ressonancia de um cristal pizoelétrico, devido a alteracdo de massa da estrutura
desse cristal, biossensores calorimétricos, que utilizam o calor gerado pelas
reacdes catalisadoras de enzimas exotérmicas, com objetivo de quantificar a
concentragc&o do analito; biossensores opticos, fundamentados na detecgéo das
alteracdes das propriedades Opticas das substancias, a fim de monitorar a
concentracdo do analito (LEATHERBARROW; EDWARD, 1999; AKYILMAZ,
YORGANCI; ASAV, 2010; WANG, 1998; SCOGNAMIGLIO et al., 2014; HELI et al.,
2016; KELOS-WITKOWSKA, 2016; MEHROTRA, 2016).

Biossensor eletroquimico € um sensor com um transdutor eletroquimico, o
qual pode ser do tipo potenciométrico, amperométrico, condutimétrico,
impedimétrico ou carga iénica (ou efeito de campo) (THEVENOT et al., 2001).
Esses sensores sdo os mais utilizados e estudados em analises clinicas e
bioldgicas e, se baseiam em eletrodos quimicamente modificados com materiais
biolégicos imobilizados (SOARES, 2010). Além disso, possuem a vantagem de
serem simples de manuseio, sensiveis, confiaveis e de resposta rapida, além de
terem baixo custo e permitirem determinacées analiticas em uma ampla faixa de
concentracdo (THEVENOT et al., 2001; SILVA, 2011).

7. Imunoterapia e diagnoéstico de doencgas alérgicas

Para o diagnédstico da alergia, podem-se realizar métodos como testes
cutaneos (in vivo) ou determinagao dos niveis de IgE especifica em soro (in vitro).
Dentre os testes cuténeos, o teste cutédneo de puntura é altamente empregado,
visto que apresenta a reacao alérgica mediada por IgE com alta especificidade e
sensibilidade e baixo custo. Entretanto, esse teste apenas determina a presenca
ou auséncia de anticorpos IgE alérgeno-especificos, ou seja, ndo tem a capacidade
de diagnosticar a doenga alérgica (OWNBY, 1988).

Os testes de determinacdo dos niveis de IgE especifica em soros séo

utilizados para confirmacéao do teste cutaneo ou quando n&o € possivel a realizacéo
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de testes cutaneos por diversos fatores, seja por lesdes presentes na pele, como
eczema ou dermografismo; uso de medicamentos que interfiram no teste; historico
ou pds-quadro de anafilaxia; ou quando o teste cutaneo possa oferecer riscos de
reacdes sistémicas, como por exemplo teste a venenos de insetos ou alimentos
especificos. Semelhantemente ao teste cutdneo de puntura, o resultado positivo
nao deve ser utilizado como diagnodstico a doenca alérgica (DAHER et al., 2009).

Com o aumento da prevaléncia de doencas alérgicas, o principal objetivo &
criar alternativas que visam a diminuicdo das respostas bioldgicas exacerbadas
frente aos alérgenos (BOUSQUET, LOCKEY, MALLING, 1998; VALENTA et al.,
2011). Uma vez diagnosticada a alergia, os tratamentos séo realizados com uso de
medicamentos, como corticoides, anti-histaminicos e anti-inflamatérios, ou ainda o
uso de imunoterapia especifica com alérgenos (SIT).

A imunoterapia consiste em administrar gradualmente quantidades de
extratos de um determinado alérgeno, até atingir uma concentragdo maxima, com
subsequente exposicdo ao alérgeno por um periodo de manutencéo que varia de
individuo para individuo, a fim de reduzir os sintomas associados a doenc¢a através
da indugéo da tolerancia imunoldgica (FUJITA et al., 2012; WANBRE, 2015), com
consequente reducao do uso de medicamentos.

A imunoterapia especifica com alérgenos tem sido retratada como o
tratamento mais eficaz para doencas alérgicas respiratérias, tendo como
mecanismos imunologicos a inducao de tolerancia imunoldgica especifica para o
alérgeno (DHAMI et al., 2016). Esta imunotolerancia pode ser definida como o
estabelecimento a longo prazo da auséncia dos sintomas da alergia apds a
exposicéo aos alérgenos (AKDIS; AKDIS, 2015).

Dessa maneira, ha diferentes hipdteses sobre os mecanismos que
garantem o sucesso da imunoterapia, como 0s que visam desviar a resposta do
perfil Th2 induzindo respostas de células do tipo Th1, as quais s&o responsaveis
pela producgao de IFN-y, ou ainda com a indugao de células Treg que produzem as
citocinas imunomodulatérias IL-10 e TGF-B (JUTEL et al., 2006; LARCHE, 20086).

Esse desvio de resposta para o tipo Th1 ou Treg e a secrecdo de citocinas
desses perfis, colaboram para o aumento dos niveis de IgG alérgenos especificos,
favorecendo a biossintese de anticorpos IgG1 e IgG4 especificas que atuam como

anticorpos bloqueadores do alérgeno, sendo eles antagdnicos aos efeitos
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mediados por IgE por competirem pelo mesmo sitio de ligacdo do alérgeno
(KOWALSKI; JUTEL, 1998; MOTHES et al., 2003; OZDEMIR et al., 2011).

Além disso, 0 aumento da produgao de IL-10, secretadas por Treg, induzem
atolerancia de células T alérgeno especificas, através da supresséo da proliferacéo
de células Th1 e Th2 e secregéo de citocinas induzidas por alérgenos (JUTEL et
al., 2006). Além dessa geracédo de células Treg e Th1 e regulagéo de IgE e 1gG4,
0s mecanismos da imunoterapia incluem a dessensibilizacdo precoce de
mastoécitos e basdfilos e diminuicdo do numero de células e atividade de eosindfilos
e mastocitos (AKDIS; AKDIS, 2014).

Para efetuar a imunoterapia especifica com alérgenos, € necessario avaliar
alguns fatores importantes para o processo, como as caracteristicas estruturais e
dosagem dos alérgenos, a via e 0 tempo de exposi¢cdo ao alérgeno e a existéncia
de outras substancias no alérgeno que estimulam a resposta imune inata (JUTEL
et al., 2016).

As abordagens utilizadas para aumentar a eficacia e seguranca da
imunoterapia, incluem vacinas que utilizam alérgenos recombinantes
hipoalergénicos (JUTEL; AKDIS, 2014). Para o aumento da eficacia da
imunoterapia, esses alérgenos recombinantes podem ter modificagdes estruturais,
baseadas em caracteristicas moleculares e imunolégicas, a fim de gerar uma
atividade alergénica reduzida. Em contrapartida, quando a finalidade é o
diagnédstico da alergia, essas proteinas recombinantes devem manter os epitopos
de IgE mais relevantes que estao presentes nos extratos naturais (VRTALA, 2008).

Dessa forma, o uso de alérgenos recombinantes podem ajudar a melhorar
o diagnéstico da alergia e a determinar o perfil de sensibilizacido dos pacientes
alérgicos, além de serem usados como pré-requisito para selecionar os alérgenos
a serem utilizados em imunoterapia especifica para o individuo. Assim, diante do
aumento das doencas alérgicas no mundo, pesquisas que envolvam estratégias
para desenvolver ou aprimorar as formas de diagnédstico ou tratamento da alergia,
podem impactar positivamente na qualidade de vida dos pacientes. Dessa maneira,
a utilizacdo de biossensores eletroquimicos para a deteccdo de anticorpos
alérgenos-especificos, pela sensibilidade, rapido resultado e baixo custo, pode ser

uma alternativa no futuro para diagndstico de doencgas alérgicas.
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Capitulo 1

Desenvolvimento de biossensor para deteccdo rapida de
anticorpos especificos para alérgenos derivados dos acaros
Blomia tropicalis e Dermatophagoides sp

*Este capitulo esta formatado de acordo com as normas da revista Biosensors and Bioelectronics com algumas
modificages para a Dissertagéo.
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Resumo

No decorrer dos ultimos anos, aumentou-se a prevaléncia de doengas alérgicas no
mundo. Atualmente, técnicas como teste cutaneo de puntura, ELISA e immunoCap
sdo amplamente utilizadas na area clinica como diagnéstico dessas doencas.
Biossensores eletroquimicos podem atuar como uma perspectiva de melhoria do
diagnéstico das doencas alérgicas, por ser uma plataforma mais sensivel,
especifica e seletiva, quando comparada com outras técnicas de diagndstico.
Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos com a superficie modificada com estreptavidina para a detec¢éo de
multiplos alérgenos derivados de B. tropicalis, D. farinae e D. pteronyssinus em
soro de individuos IgE positivos. Esse estudo mostrou que é possivel a deteccéo
de rBlo t 5 e antigenos de B. tropicalis em individuos atopicos, através da técnica
de captura magnética. Além disso, foi desenvolvido um imunossensor
eletroquimico capaz de reconhecer multiplos alérgenos dos principais acaros da
poeira domiciliar em soros de individuos atopicos. Assim, pode-se concluir que
biossensores eletroquimicos s&o importantes para a clinica de doencas alérgicas,
e podem ser mais eficazes para o diagnostico dessas doencas que outras técnicas

mais comumente utilizada, sendo esses altamente sensiveis e especificos.

Palavras-chave: Biossensores eletroquimicos, alergia, rBlo t 5, extrato de B.

tropicalis
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Abstract

Over the past years, the prevalence of allergic diseases has increased substantially
in the world. Techniques such as skin prick test, ELISA and ImmunoCAP are widely
used in the medical field for diagnosis of allergies. Electrochemical biosensors may
be valuable approach for improvement of the allergic diseases diagnosis, because
it may be more sensitive, specific and selective platform in comparison with other
diagnostic technologies. This study aimed to develop multifunctional
electrochemical biosensors with the streptavidin-modified surface for the detection
of IgE antibodies, from allergic patients, specific to allergens from Blomia tropicalis,
Dermatophagoides farinae and Dermatophagoides pteronyssinus. The biosensor
produced with magnetic capture-structured was able to detect IgE antibodies from
serum samples specific to whole B. tropicalis allergens and also to the major B.
tropicalis allergen, Blo t 5. In addition, the biosensor developed was also able to
detect IgE antibodies specific to multiple allergens from different sources of house
dust mites, specially when minimal volumes of serum samples from multi-sensitized
atopic individuals were probed. In conclusion, the biosensor developed in this study
may be an innovative and powerful platform that may be relevant to the monitoring
of respiratory allergic diseases, contributing to clinical management in allergen-
specific immunotherapy and also to the healthcare promotion of patients with

allergic diseases.

Keywords: Electrochemical biosensors, allergy, Blo t 5, Blomia tropicalis extract,

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae.

28



1. Introdugao

As doencas alérgicas afetam grande parte da populacdo mundial e sua
incidéncia tém aumentado significativamente devido a fatores de risco como
predisposicao genética e aumento da exposi¢céo alergénica devido ao aquecimento
global, aumento da urbanizacao, fatores psicossociais, higiene publica e poluentes
ambientais, como os aeroalérgenos (TRAIDL-HOFFMANN et al., 2009; LAI et al,
2011; KELLY et al.,, 2012, D’AMATO et al., 2013; PLATTS-MILLS; COMMINS,
2013).

As principais doenc¢as alérgicas respiratérias s&o a rinite e asma alérgica.
Segundo a organizacdo mundial da saude (OMS), a asma € a doenga nao
transmissivel mais comum em criangas €, a estimativa é de que 235 milhdes de
pessoas sofrem de asma. Essa doenga afeta a qualidade de vida do individuo € é
considerada um problema de saude publica, a qual o indice de mortalidade € maior
em paises de baixa renda.

Os acaros da poeira domiciliar sdo reconhecidos como a causa mais
comum de doengas alérgicas no mundo (THOMAS et al., 2010). Os acaros das
espécies Dermatophagoides sp e Blomia sp. possuem alérgenos considerados
clinicamente relevantes no desenvolvimento de doencgas alérgicas, em regibes
tropicais e subtropicais (CHUA et al., 2007). Blomia sp. € considerado um acaro de
estocagem, apesar de ser encontrado em altas concentragdes na poeira domiciliar
(ARRUDA et al., 1991). Estima-se que 60% a 80% dos individuos atopicos sejam
sensibilizados com alérgenos de B. tropicalis (LLERENA et al., 1991; FERNANDEZ-
CALDAS et al,, 1993). Blo t 5 é o principal alérgeno desse acaro, o qual possui 14
kDa e, estima-se que aproximadamente 92% dos individuos alérgicos sao
sensibilizados por esse alérgeno e, 70% dos pacientes asmaticos possuem
reatividade com Blo t 5 (CHUA et al., 2007; CARVALHO et al., 2013).

O diagnéstico para doencgas alérgicas pode ser realizado por métodos in
vivo (teste cutaneo de puntura) ou in vitro (mensuracgao dos niveis séricos de IgE).
Uma vez diagnosticada, a alergia pode ser tratada a partir de uso de medicamentos
ou através de imunoterapia especifica com alérgenos, sendo esta a mais eficaz

para doencas alérgicas respiratorias (DHAMI et al., 2016).
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O processo de imunoterapia especifica com alérgeno visa o desvio da
resposta imune do perfil Th2 para o perfil Th1 ou mecanismos de supresséo de
proliferacdo de células T, pela indugao de células T regulatotias (Treg), incluindo a
produgcéo de anticorpos bloqueadores, como IgG1 induzida por IFN-y e 1gG4
induzida pela IL-10 (KOWALSKI; JUTEL, 1998; MOTHES et al., 2003; JUTEL et al.,
2006; LARCHE, 2006; OZDEMIR et al., 2011).

A utilizacio de biossensores na area clinica e biolégica tem sido cada vez
mais constante, com a finalidade de gerar resultados relativamente mais rapidos e
precisos, além de terem baixo custo (KLOS-WITKOWSKA, 2016; MEHROTRA,
2016). Biossensores eletroquimicos se baseiam em eletrodos quimicamente
modificados com materiais bioldgicos imobilizados (SOARES, 2011). A utilizagao
de sensores biolégicos € uma ferramenta que podem garantir a melhoria da
sensibilidade do diagndstico laboratorial.

Assim, estratégias que visam o0 desenvolvimento ou aprimoramento de
formas de diagndstico e que auxiliem no tratamento da alergia, podem causar um
impacto positivo na qualidade de vida do individuo alérgico. Dessa maneira, esse
trabalho visa 0 desenvolvimento de biossensores eletroquimicos acoplados a
proteina estreptavidina e modificados com anticorpos anti-IgE biotinilados para
deteccdo de anticorpos especificos para alérgenos de acaro das espécies de
Blomia tropicalis e Dermatophagoides sp., podendo este ser uma alternativa no

futuro para diagnostico de doencgas alérgicas.
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2. Material e métodos

2.1.Individuos e teste cutaneo de puntura (TCP)

Participaram dessa pesquisa dezenove individuos, homens ou mulheres,
com idade entre 19 e 57 anos, dentre os quais 11 relataram histérico de quadro
alérgico com rinite ou asma alérgica. Foram considerados como critérios de
inclus&o dos individuos atopicos aqueles que tiveram TCP positivos a alérgenos de
Blomia tropicalis, histérico clinico de sintomas respiratorios relacionados a
exposicao a poeira domiciliar e que tinham idade entre 18 e 65 anos. Em
contrapartida, para os critérios de exclusdo do estudo, foram considerados aqueles
individuos que se recusaram a participar do estudo, que estiveram sob tratamento
com anti-histaminicos ou corticosterdides por via oral até uma semana anterior ao
teste, gestantes, presenca de lesbes dermatoldgicas na area da realizagao do teste
cutaneo de puntura ou aqueles que realizaram procedimentos de imunoterapia a
alérgenos de acaros da poeira domiciliar.

A reacdo de hipersensibilidade imediata foi aferida através do teste cutaneo
de puntura (TCP), seguindo as normas recomendadas pela European Academy of
Allergoglogy and Clinical Imuunology (EAACI) (HEINZERLING et al., 2013). Para a
realizacdo do teste, foram utilizados extratos alergénicos comerciais (FDA Allergic
Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) de aeroalérgenos como acaros da poeira domiciliar
(Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia fropicalis),
epitélio de animais domésticos (Canis familiaris e Felis domesticus), baratas
(Blatella germéanica e Periplaneta americana), fungo (Alternaria alternata) e gréaos
de pdlen (Lollium multiflorum, Paspalum notatum e Gramineas).

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia, e o aceite dos participantes na
pesquisa foi feito através do preenchimento do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Os protocolos de pesquisa foram submetidos e aprovados junto ao Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob

processo n° 322/08, e ainda aprovado junto a CIBio-UFU.

31



2.2.Preparacéo dos extratos alergénicos de B. tropicalis

A extrac&o de antigenos de B. fropicalis foi realizada utilizado o protocolo
anteriormente descrito por Pereira e colaboradores (2005). Dessa forma, material
seco de cultivo dos acaros, cedido pelo Dr. Federico Montealegre (Laboratorio de
Imunoquimica, da Escola de Medicina de Ponce, Porto Rico, Estados Unidos), foi
macerado exaustivamente em nitrogénio liquido e os alérgenos de B. tropicalis
foram extraidos em tampéao borato salino (BBS) 5mM, pH 8,0, na presenca de de
inibidores de protease (Leupeptina 1uM; Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1uM:;
Benzamidina 1mM e; Aprotinina 10ug.mL™". A concentracdo do contelido proteico
foi determinada utilizando o método do acido bicinconinico (BCA) (Smith et al.,
1985).

2.3.Inducgéao e expressao da proteina Blo t 5 recombinante

O gene de Blo t 5 foi amplificado por reagéo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando os primers Forward 5 GCTCAAGAGCATATGCCAGAGAAGGS e
Reverse 5TTATTGGGATCCAATATCCTTCACS’ a partir de plasmideos contendo
0 gene de interesse, sintetizados quimicamente pela empresa Genscrip corporation
(www.genscript.com). O produto da reacéo de PCR foi restringido com as enzimas
Ndel e BamHI e, em seguida clonados no vetor de express&o pET28a (Novagen).
O vetor de expressdo pET28a foi utilizado para transformagdo genética de
bactérias E. coli das cepas BL21 (DE3), o qual foi incubado com cloreto de calcio
50mM e submetidos a choque térmico. As bactérias submetidas a transformacéao
foram plaqueadas em placas contendo meio LB agar com antibiéticos cloranfenicol
e canamicina. As colbnias transformadas foram crescidas em cultura LB liquido € a
inducao da expressao da proteina de interesse foi realizada com adigcao isopropil-

d-tiogalactopiranosideo (IPTG) a 1 mM.

2.4. Purificagao da proteina Blo t 5 recombinante

As bactérias foram coletadas por centrifugacéao e lisadas utilizando tampéao
de lise (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, sacarose 200 mM, NaCl 50 mM, imidazol 10 mM,
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Triton X-100 0,2% suplementado com 1 mg/ml de lisozima), seguido de ciclos de
cridlise e sonicacio. A fracdo da lise foi submetida centrifugacéo sobrenadante foi
utilizado para processo cromatografico em resina de afinidade de niquel (Ni-
sepharose, GE Bioscience), para purificacdo de Blo t 5 recombinante.

A coluna de niquel foi equilibrada com tampé&o de equilibrio (Tris-HcL 50mM
pH 8,0; NaCl 500mM; TritonX-100 0,2%; Imidazol 10mM) e a eluigdo ocorreu com
tampéao de eluigdo com 75mM de Imidazol (Tris-HCI 50mM pH 8,0; Imidazol 75mM),
seguida da aplicacdo do tampéo de eluicdo com 250mM de Imidazol (Tris-HCI
50mM pH 8,0; Imidazol 250mM). As proteinas eluidas foram dialisadas PBS em
membranas de dialise de 6kDa. A concentracdo do conteudo proteico foi

determinada utilizando o método do acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985).

2.5.Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecc¢ao de anticorpos IgE

As amostras de soro de individuos atopicos e ndo atdpicos foram coletadas
e avaliadas pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto para a detecgéo de
anticorpos IgE sérico, como previamente descrito (QUEIROS et al., 2008; SIMAN
etal., 2013). Assim, placas de alta afinidade (Costas, Corning Laboratories Inc, New
York, NY, EUA) foram sensibilizadas com extrato total de B. tfropicalis (3 ng/pogo)
ou com a proteina recombinante Blo t 5 (3 pg/pog¢o). O bloqueio foi realizado com
solugéo salina tamponada com fosfato 0,01M pH 7,2 (PBS) acrescido de Tween-20
a 0,05% (PBS-T) e 1% de soroalbumina bovina (BSA). As amostras de soro foram
incubadas na raz&o 1:2, por 2 horas a 37°C. Em seguida, foi adicionado anticorpo
secundario anti-IgE-humano bictinilado (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA) diluido em PBS-T-BSA na proporg¢éo 1:1000, por 1 hora a
37°C, com subsequente adicdo do conjugado com estreptavidina-peroxidase
(Sigma), diluido em PBS-T-BSA 1:500, incubado a temperatura ambiente, por 30
minutos, protegido da luz. A reacdo foi revelada através do reagente 2,2’-diazino
do &cido etil-benzotiazolino sulfénico (ABTS; Kirkegaard and Perry Laboratories
Inc., Gaithersburg, MD, EUA). A densidade Optica foi determinada por
espectrofotometria em leitor de placas (Epoch Microplate Spectrophotometer -
BioTek) a 405 nm.
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2.6.Biossensores eletroquimicos

Eletrodos de grafite screen-printed modificados com estreptavidina
(DropSens® LLanera, Spain - DRP-110STR) foram utilizados para o
desenvolvimento do biossensor. No primeiro e no terceiro ensaio, esses eletrodos
foram funcionalizados para construgdo de uma sonda de reconhecimento bioldgico
convencional. Uma segunda estratégia foi desenvolvida com a constru¢éo de uma
sonda de reconhecimento biologico acoplada a beads magnéticas, como

demostrado no segundo ensaio.

2.6.1. Caracterizagao de um biossensor convencional

Para esse primeiro ensaio, o eletrodo DRP-110STR modificado com
estreptavidina foi funcionalizado com 3 pL de anticorpos anti-IgE-humano
biotinilados (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, MD, EUA)
previamente diluidos em PBS na razdo 1:100.000. A incubac&o ocorreu por 15
minutos a temperatura ambiente na superficie do eletrodo DRP-110STR. Apés,
uma lavagem utilizando 1 mL de agua Milli-Q foi realizada, para remover o excesso
de anti-IgE biotinilada que nao se ligou a estreptavidina, configurando assim, apds
a secagem, uma sonda de reconhecimento biolégico para o biossensor
convencional proposto. Procedimento simultdneo de incubacido também por 15
minutos foi realizado em Eppendorf, na temperatura ambiente, com as amostras de
soros utilizadas de individuos atépicos, contendo o alvo (IgE), diluidas previamente
na razdo 1:10 em PBS com 0,6 pg.mL-! de alérgeno (Blo t 5 ou extrato total de Bt).
1,5 UL das amostras foram adicionadas sobre a sonda de reconhecimento bioldgico
permanecendo em contato por mais 15 minutos. Em seguida ocorreu novamente
uma lavagem com 1 mL de agua Milli-Q e posterior secagem. Testes similares
foram realizados com soros de individuos nao atdpicos, sendo esses considerados
como controle negativo, seguindo o mesmo protocolo acima descrito.

Foram obtidas imagens topograficas usando um sistema de microscopia de
forca atdbmica modelo XE-70 de fabricagdo Park System® e SPM-9600®
(Shimadzu). As imagens obtidas pelo AFM foram varridas em uma area de 10 um?,

utilizando o modo n&o contato com resolucao real de 10 nm do eletrodo DRP-
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110STR antes e apds a adicéo dos anticorpos anti-IgE-humano biotinilados, assim
como apos a adigdo de soro de individuos atopicos e n&o atdpicos, contendo Blo t

5 ou extrato total de Bt.

2.6.2. Construcao de um biossensor usando beads magnéticas

O esquema ilustrativo da Figura 1A mostra um sistema de deteccéo
eletroquimico utilizando beads magnéticas modificadas com estreptavidina. Assim,
5 uL de beads magnéticas modificadas com estreptavidina (0,1 mg.mL™") foram
funcionalizadas através do acoplamento com 5 L de anticorpos anti-IgE-humano
biotinilados (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, MD, EUA)
diluidos previamente em PBS na raz&o 1:100.000, por incubagéo de 15 minutos a
temperatura ambiente.

Apds lavagem com tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, utilizando captura
magnética para remocdo de espécies ndo ligadas, temos uma sonda de
reconhecimento bioldgico magnética para o biossensor proposto em solugéo
disponivel em Eppendorf. Neste, posteriormente foram adicionadas 5 uL de
amostras de soro de individuos atdpicos contendo o alvo (IgE) diluidos previamente
em PBS na razédo de 1:10 e mais 5 L de alérgeno Blo t 5 (0,6 pg.mL™"), para outra
incubacao de 15 minutos a temperatura ambiente. Apds, novo ciclo de lavagem
com respectiva captura magnética, 3 pyL dessa solucdo foi adicionada sobre a
superficie do eletrodo DRP-110STR e através de um im& de neodimio por
aproximadamente 1 minuto, a sonda de reconhecimento bioldgica magnética
acoplada ao alvo foi migrada para superficie do eletrodo DRP-110STR. Ent&o foi
adicionado 97 uL da sonda redox indicadora composta de ferrocianetofferricianeto
de potassio 5 mol.L' para mensuracdo de sinal usando voltametria de pulso
diferencial (VPD) com o potenciostato PalmSens3, cujos voltamogramas foram
fornecidos pelo Software PSTrace 4.0. As medidas de VPD foram conduzidas na
faixa de potencial entre -0,4 V a 0,4 V na velocidade de varredura de 0,015 V.s™.
Testes similares foram realizados com soros de individuos ndo atopicos, sendo
esses considerados como controle negativo, seguindo o protocolo acima descrito.

Adicionalmente, foram obtidas imagens por AFM, como descrito em 2.6.1.

35



2.6.3. Construgcao de um biossensor convencional para detec¢édo de

multiplos alérgenos

O esquema ilustrativo da Figura 1B mostra a detec¢do de alvos multiplos
em adi¢cdes sucessivas em um unico eletrodo.

Para esse primeiro ensaio, o eletrodo DRP-110STR modificado com
estreptavidina foi funcionalizado com 3 pL de anticorpos anti-IgE-humano
biotinilados (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, MD, EUA)
previamente diluidos em PBS na razdo 1:100.000. A incubac&o ocorreu por 15
minutos a temperatura ambiente na superficie do eletrodo DRP-110STR. Apés,
uma lavagem utilizando 1 mL de agua Milli-Q foi realizada, para remover o excesso
de anti-IgE biotinilada que nao se ligou a estreptavidina, configurando assim, apds
a secagem, uma sonda de reconhecimento biolégico para o biossensor
convencional proposto. Procedimento simultdneo de incubacdo também por 15
minutos foi realizado em microtubos, na temperatura ambiente, com as amostras
de soros utilizadas de individuos atopicos, contendo o alvo (IgE), diluidas
previamente na razao 1:10 em PBS, e com 0,6 ug.mL"' de alérgeno. 1,5 L das
amostras foram adicionadas sobre a sonda de reconhecimento biolégico
permanecendo em contato por mais 15 minutos. A etapa de detecgao eletroquimica
foi iniciada com 1,5 uL do alérgeno Blo t 5 (0,6 ug.mL™), e, em seguida ocorreu
novamente uma lavagem com 1 mL de agua Milli-Q e posterior secagem, entao foi
adicionado 100 UL da sonda redox indicadora composta de ferrocianeto/ferricianeto
de potassio 5 mol.L" para mensuracao de sinal usando VPD com o potenciostato
PalmSens3, cujos voltamogramas foram fornecidos pelo Software PSTrace 4.0. As
medidas de VC foram conduzidas na faixa de potencial entre -04 V a 0,4V na
velocidade de varredura de 0,05 V.s'. Na sequéncia foram adicionados
consecutivamente 1,5 uL dos demais alérgenos, sendo eles extrato total de Bt,
extrato total de Dermatophagoides farinae (Df) e extrato total de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt). As condigbes de incubagao e das lavagens antes e apos a
deteccao foram mantidas conforme descrito acima.

Testes similares foram realizados com soros de individuos n&o atopicos,
sendo esses considerados controle negativo, seguindo 0 mesmo procedimento

experimental descrito acima.
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Figura 1. Esquema representativo da constru¢cdo de um biossensor. (A) Utilizacdo de beads
magnéticas acopladas a sonda (anti-IgE biotinilada) para captura magnética de anticorpos
especificos para rBlo t 5 presente em soros de individuos atépicos e ndo atépicos. (B) Deteccbes
consecutivas de IgE especifica de individuos atépicos para proteina rBlo t 5, extrato total de Blomia
tropicalis, Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus.
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3. Resultados e discussao

3.1. Anticorpos IgE séricos alérgeno-especifico reconhecem a proteina

recombinante Blo t 5 e antigenos do extrato total de B. tropicalis

A proteina recombinante rBlo t 5 foi obtida apds a cromatografia de
afinidade em coluna de Niquel-sepharose. A figura 2A-B, demostra o processo
cromatografico com as proteinas proteinas que ndo interagem com a resina saem
no volume excluido (Flow through - F), representadas pelo primeiro pico do
cromatograma. Ja o segundo pico corresponde a elui¢do com notdria a presencga
da proteina recombinante rBlo t 5. Estas fracées estdo destacada entre as linhas
pontilhadas do cromatograma (Figura 2A) e na analise eletroforética (Figura 2B),
onde observa-se uma banda fortemente corada em aproximadamente 14,2 kDa, a
qual apareceu em alto grau de pureza nas fragcbes 4, 6 e 7. Estes dados estdo de
acordo com os dados previamente descritos no em trabalho cientifico que
descreveu a clonagem e expressdo da proteina Blo t5 como uma proteina de
aproximadamente 15 kDa (ARRUDA et al., 1995).

Como esperado a analise eletroforética do extrato total de B. tropicalis (Figura
2C), apresentou componentes protéicos variando de 124 kDa a 7 kDa,
comprovando a eficiéncia de extracdo desses alérgenos em nossa condigbes
experimentais. A determinagdo protéica dos alérgenos de Bt total e rBlo t5, foi
determinada pelo método de BCA, e demonstrou que as concentra¢des obtidas das
proteinas foram de 4,2 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente (dados ndo mostrados).

Para validagdo dos antigenos produzidos, a reatividade de anticorpos IgE
ao extrato Bt total e rBlo t 5 foram mensurados por ELISA indireto utilizando
amostras de soros de individuos atépicos (TCP positivos para B. tropicalis - Bt+) e
individuos nao atépicos (TCP negativo para B. tropicalis — Bt-). Assim, conforme
demostrado na figura 2D como esperado, os individuos Bt+ apresentaram os niveis
de IgE significantemente maiores em comparacéo aos individuos atopicos, para
ambos 0s antigenos analisados (extrato total de Bt, p > 0,05; rBlot 5 p > 0,001).
Ja no grupo de individuos ndo atopicos, n&o foi encontrada positividade para
anticorpos IgE para nenhum dos antigenos analisados. Nesta analise uma maior

reatividade média foi obtida quando antigenos de rBlot 5 foram utilizando no
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imunoensaio em comparagao aos extrato total. De maneira similar aos nossos
dados, Carvalho e colaboradores (CARVALHO et. al., 2013), também demostraram
maior sororeatividade para alérgenos Blot 5 ou Blo t 21 em comparagao ao extrato
total de Blomia Tropicalis. Assim, a introdug&o de antigenos recombinantes podem
produzir uma sensibilidade equivalente ou mesmo superior em comparacao ao
emprego de aos extratos totais, quando utilizados no sorodiagnostico de doencgas
alérgicas. Por outro lado, com base nestas analises foi possivel selecionar

individuos com altos valores de IE para o seguimento desse trabalho.
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Figura 2. Producgao de rBlo t 5 e extrato total de B. tropicalis e reatividade com anticorpos
IgE. (A) Perfil cromatografico do processo de purificacdo da proteina recombinante Blo t 5 obtido
por cromatografia de afinidade em coluna de Niquel-sepharose. O primeiro pico representa o volume
excluido ( F- flow through) da extracdo proteina de bactérias. As fragdes purificadas da proteina Blo
t 5 esta representada a partir do segundo, eluidas com a adi¢cdo de 75 mM de imidazol e estéo
destacadas entre linhas pontilhadas. (B) Perfil eletroforético (SDS-PAGE 18%) representativo da
purificacdo da proteina recombinante Blo t 5, onde indicado A- Extrato total bacteriano aplicado, F
— Volume excluido e 1-6 as fragbes eluidas da resina. (C) Perfil eletroforético (SDS-PAGE 14%) do
extrato total de Bt, extraido com tamp&o borato 5 mM, pH 8,0 e da proteina recombinante Blo t 5
purificada (SDS-PAGE 18%). (D) Niveis de anticorpo IgE especifico para extrato total de B. tropicalis
ou para a proteina recombinante Blo t 5 em amostras de soros de individuos atépicos e ndo atépicos.
Dados expressos em valores de indice ELISA (IE). A comparac¢io entre os niveis de anticorpos IgE
foi realizada com o teste T-student para amostras independentes (*** p> 0,001; ** p > 0,05).
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3.2. Biossensores convencionais sensibilizados com anticorpos IgE

detectam proteinas alergénicas

Imunossensores eletroquimicos s&o biossensores analiticos altamente
sensiveis que combinam reacdes imunoquimicas com as caracteristicas
convencionais de um biossensor, tendo varias vantagens sobre campo de
diagnédstico convencional, como baixo custo, facil manuseio e, detec¢ao rapida do
imunocomplexo antigeno-anticorpo (SHARMA et al., 2016).

Assim, foi desenvolvido um biossensor com eletrodo de grafite com a
superficie modificada com estreptavidina tendo como alvos de detec¢do anticorpos
especificos para os antigenos rBlo t 5 e extrato total de B. Tropicalis (Bt total). A
caracterizacdo desses eletrodos, foi realizada pela caracterizagdo morfoloégica
desses eletrodos por meio de microscopia de for¢ca atbmica (AFM). Essa técnica
detecta forgcas atuantes entre uma ponteira (‘cantilever’) e a amostra (eletrodo), que
oscila em uma frequéncia especifica e consegue detectar a diferenca topografica
entre diferentes regides da amostra.

A Figura 3 apresenta as imagens obtidas por AFM, evidenciando a
topografia durante cada etapa a construcdo do biossensor e as alteracdes da
superficie durante o reconhecimento dos diferentes alvos bioldgicos. Os valores de
rugosidade (Rq) do eletrodo DRP-110STR aumentam de 65 nm para 89 nm, apds
a imobilizacdo do anticorpo anti-IgE-humano biotinilado, demonstrado pela
alteracao topografica na AFM e, portanto, indicativo de sucesso na primeira etapa
de construgéo do biossensor (Figura 3G).

Os dados de AFM ainda apontam um aumento na superficie apds a adi¢éo
de soros (positivos e negativos) e os antigenos Blot 5 e Bt total, em comparacéo ao
eletrodo acoplado somente com anticorpos anti-IgE; demostrando claramente que
apos a adicdo do complexo antigenos-anticorpo ao biossensor fica funcionalizado
com anticorpos IgE que podem reconhecer antigenos especificos (figura 3G). Os
dados de AFM também, confirmam a especificidade do biossensor desenvolvido,
os valores de rugosidade (Rq). Conforme demostrado na figura 3G, os valores de
Rq séo consideravelmente maiores para eletrodos que receberam soropositivo do
que aqueles que receberdo soronegativos e ainda a adi¢do rBlot 5 (138 nm e 90

nm respectivamente). Isto pode ser explicado pela interacido na superficie do
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eletrodo de anticorpos IgE (provenientes de soros positivos) com o antigenos
recombinante Blo t 5. De maneira similar, diferenca significante foi observada
quando soros positivos para Bt total foram utilizados em comparacdo ao soros
negativos para o mesmo antigeno (241 nm — 98 nm, respectivamente). A diferenca
neste caso € ainda maior a diferenca entre valores de Rq quando soros positivos e
negativos para Bt total séo utilizados no biossensor (Figura 3G). Este fendbmeno de
aumento de Rg em biossensores pode ser explicado pelo reconhecimento por

anticorpos IgE policlonais aos multiplos antigenos presentes em Bt total.

[ DRP-110STR

= Sonda

&= Blot 5 - soro positivo
@ Blot 5 - soro negativo
mm Bt total - soro positivo
Bt total - soro negativo

Rq = 89,550,02 v

D

Rg = 138,695 +0,505 i*

F

Rq = 97.825£0475 » Rq=241,05+7,14

Figura 3. Caracterizacido morfolégica de biossensores utilizados para detec¢do de extratos
alergénicos. (A) DRP-110STR; (B) Sonda do biossensor — anti-IgE humana biotinilada. (C) anti-IgE
humana biotinilada sensibilizada com rBlo t 5 e soros de pacientes IgE negativos para rBlo t 5; (D)
Sonda do biossensor sensibilizada com rBlo t 5 soros de pacientes IgE positivos para rBlo t 5; (E)
Sonda do biossensor sensibilizada com extrato total de Bt e soros de pacientes IgE negativos para
extrato total Bt; (F) Sonda do biossensor sensibilizada com extrato total de Bt e soros de pacientes
IgE positivos para extrato total Bt; (G) Grafico de barras representativo dos valores de rugosidade
(Rqg - Roughness values) para biossensor sensibilizado com rBlo t 5 e soros de pacientes positivos
ou negativos para Blo t 5 e incubados com rBlo t 5 e, sensibilizado com extrato total de Bt e soros
de pacientes positivos ou negativos para B. tropicalis. A comparacio da rugosidade entre os grupos
foi realizada com o teste One way ANOVA com pés-teste de compracdo multipla de Bonferroni (****
p > 0,0001).
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3.3. Biossensores detectam anticorpos IgE especificos para rBlo t 5 através

de captura magnética

Apds a analise morfolégica do biossensor capaz de detectar proteinas
alergénicas em soros de individuos alérgicos, por métodos convencionais, foram
realizados testes com a utilizagdo de sondas (anti-IgE humana biotinilada)
acopladas a beads magnéticas com estreptavidina. O uso de sondas de
reconhecimento bioldgico magnéticas € interessante para promover a reutilizagao
dos eletrodos tipo screen-printed, diminuindo substancialmente o custo da analise.

Dessa forma, anti-IgE acoplada a beads magnéticas foram sensibilizados
com soros de individuos IgE positivo ou negativo para rBlo t 5 juntamente com a
proteina alergénica Blo t 5, para captura magnética em eletrodos DRP-110STR. A
Figura 4 apresenta voltamogramas de pulso diferencial para a detecgdo do
alérgeno rBlo t 5 nesse sistema de captura magnética.

A sonda redox indicadora Ferro/Ferri difunde através do seio da solugéo
até a superficie do eletrodo polarizado pela aplicagdo de potencial no sentido
anodico (positivo) e catddico (negativo). Na superficie do eletrodo as espécies
[Fe(CN)B]*(aq) e [Fe(CN)s]*(aq) sofrem seus processos redox com mais facilidade ou
nao, dependendo do arranjo biolégico que esta na camada adjacente ao grafite.
Normalmente, quanto mais obstruida esta essa camada, menores valores de
corrente de pico (Ip) em Ampere (A) e carga elétrica de oxidagao (Qeo) em coulomb
(C) s&o encontrados, possibilitando assim monitorar reconhecimentos bioldgicos
(SANTOS et al., 2012).

Atualmente, os imunossensores tém uma ampla aplicacdo em area de
diagnéstico clinico e possuem grande potencial para comercializacdo. Entretanto,
a utilizacdo desse tipo de biossensor enfrenta desafios para alcan¢car um método
de funcionalizagdo da superficie, que seja simples, robusto, com baixo custo e
compativel com técnica em massa de fabricacdo (SANCHEZ et al., 2016). Para a
funcionalizacdo da superficie dos biossensores, em muitas vezes requerem uma
modificagdo bioquimica ou da superficie ou da biomolécula que, podem ser
dispendiosos, demorados e dificil de implementar na produ¢do em larga escala.

Dessa forma, os biossensores screen-printed de carbono com a superficie

modificada com estreptavidina podem ser uma alternativa em resposta a esses
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desafios. A estreptavidina possui alta afinidade estavel para biomoléculas
biotiniladas (DIAZ-GONZALEZ et al., 2005), sendo essa uma ligag&o nao covalente
de forca Ka = 10° mol.L™".

A diminuicdo de Ip relativa ao eletrodo DRP-110STR virgem apds o
acoplamento dos anticorpos anti-lgE-humano biotinilado, comprova a imobilizacao
dessa sonda, viabilizada pela interagéo da biotina do anticorpo com a estreptavidina
ligada superficie de grafite, demonstrando o sucesso na construgdo do biossensor
(Figura 4).

Assim, esse resultado indica que a utilizacdo desses biossensores com
superficie modificada com estreptavidina, permitiu a imobilizacdo dos anticorpos
anti-IgE humana biotinilada, assegurando maior estabilidade do imunocomplexo
formado, gracas a ligagdo de reagentes biotinilados a estreptavidina sendo,
portanto, eficazes para imobilizacdo de proteinas ou anticorpos (DARAIN et al.,
2003; DIAZ-GONZALEZ et al., 2005; IKONOMOVA et al., 2016; ZHU et al., 2015).

A relacdo percentual de corrente de pico entre o controle positivo e
negativo € de 82% na técnica de VPD. Nesta técnica pode ocorrer uma
discriminagao mais acentuada entre a corrente capacitiva, resultante da formagao
da dupla camada elétrica na polarizacdo do eletrodo, e a corrente faradaica,
resultante do processo difusional das espécies [Fe(CN)B]* (aq) € [Fe(CN)s]* @q).

Conforme pode ser visto na Figura 4, houve uma tendéncia na diminuigcé&o
da corrente (Figura 4A e C) ou da carga de oxidagéo (Figura 4B e D) dos
biossensores que utilizaram soros de pacientes alérgicos para a detecgdo do
alérgeno Blo t 5 em relac&o aos soros de pacientes ndo alérgicos, embora estes
dados nado atingiram a significancia. No entanto, foi detectada uma diminui¢cdo
estatisticamente significativa entre o biossensor com eletrodo acoplado somente a
sonda (anti-lgk humana biotinilada) e aqueles que apresentaram biossensores com
eletrodos que continham soro de individuos IgE positiva para rBlo t 5. Estes dados
em conjunto indicam que o biossensor esta adequadamente funcionalizado e que
ajustes nas concentracdes de soros e antigenos podem permitir 0 incremento da
sensibilidade do biossensor permitindo detectar diferengcas significativas entre
amostras de soros positivos e negativos para rBlo t 5.

Por outro lado, a incapacidade de detectar diferencas estatisticas entre

soros positivos € negativos com esta técnica também pode estar relacionada ao
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pool de soros utilizados neste ensaio. Nossas amostras s&o de pacientes
concomitantemente sensibilizados com antigenos de Dermatophagoides
pteronissinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis (SIMAN et. al, 2013) e
desta forma anticorpos especificos para o género Dermatophagoides podem
reduzir a densidades de anticorpos IgE especificos para Blo t 5 no eletrodo,
reduzindo a sensibilidade no biossensor eletroquimico. Isso refor¢ca a necessidades
de maiores ajustes nas concentragdes de soros e antigenos para atingir diferengas
significantes entre a reatividade de soros positivos e negativos com esta
metodologia.

Reacbes utilizando técnicas eletroquimicas s&o muito sensiveis possuem
carater promissor quando comparadas a métodos tradicionais, que se baseiam em
arranjos como ELISA, devido ao potencial de miniaturizacdo da reacgéo, baixos
volumes de amostras e reagentes, além de rapida analise com precisdo,
sensibilidade e especificidade. Entretanto, algumas desvantagens como o numero
de biomoléculas acessiveis a seres reconhecidas, a influéncia do eletrodo sobre a
cinética de reagdo do complexo antigeno-anticorpo e, a possibilidade de ocorrer
danos aos eletrodos devidos aos passos de lavagens entre as reagdes podem estar
presentes. Assim, a utilizacdo de beads magnéticas € interessante para reduzir os
riscos do ndo funcionamento das reagdes eletroquimica (RICI et al., 2012). Ja foi
relatado o sucesso do acoplamento de particulas magnéticas em biossensores
eletroquimicos, como por exemplo em eletrodo de platina para a captura e detec¢éo
proteinas alimentares (CADKOVA et al., 2015).
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Figura 4. Deteccao de rBlo t 5 em sistema de captura magnética (A) Voltamograma de pulso
diferencial do biossensor usando beads magnéticas na deteccio a proteina recombinante Blo t 5
como proteina alergénica; (B) Curva de corrente vs. tempo na detec¢io a proteina recombinante
Blo t 5 como proteina alergénica por VPD; (C) Grafico de barras representativo da corrente de pico
obtida pelo biossensor usando beads magnéticas na deteccdo de Blo t 5 recombinante proteina
alergénica; (D) Grafico de barras representativo da carga de oxidacédo do biossensor usando beads
na deteccio da proteina Blo t 5 recombinante como proteina alergénica; Para todas as curvas (—)
DRP-110STR, (—) DRP-110STR + Biossensor, (—)DRP-110STR + Biossensor + controle negativo
e (—)DRP-110STR + Biossensor + controle negativo. A comparacéo da corrente e da carga de
oxidacéo entre os grupos foi realizada com o teste One way ANOVA com po6s-teste de compracéo
multipla de Bonferroni (**** p > 0,0001).

Para a confirmacgéo da eficiéncia de detecgcdo de rBlo t 5 no sistema de
captura magnética, através do acoplamento da sonda anti-IgE humana biotinilada
sensibilizada a proteinas rBlo t 5 e com soros de individuos IgE rBlo t 5, foi realizada
a caracterizacdo morfolégica desses eletrodos pela técnica de AFM.

As imagens obtidas por AFM, evidenciaram a topografia durante a
construcdo do biossensor usando beads magnéticas acopladas a anti-IgE humana
biotinilada como sondas de reconhecimento bioldgico e as alteracbes da superficie
durante a migracao dessas, usando ima de neodimio. As medidas de AFM foram
realizadas antes de efetuar as respectivas medidas eletroquimicas, usando os

controles positivo € negativo para o alérgeno rBlo t 5 (Figura 5).
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Figura 5. Caracterizacdo morfolégica de biossensores utilizados para deteccdo de rBlo t 5
utilizando beads magnéticas. (A) DRP-110STR; (B) Sonda do biossensor — anti-IgE humana
biotinilada. (C) anti-IgE humana biotinilada sensibilizada com rBlo t 5 e soros de pacientes IgE
negativos para rBlo t 5; (D) anti-lgE humana biotinilada sensibilizada com rBlo t 5 e soros de
pacientes IgE positivos para rBlo t 5; (E) Grafico de barras representativo dos valores de rugosidade
(Rg - Roughness values) para biossensor sensibilizado com soros de pacientes positivos ou
negativos para Blo t 5 e incubados com rBlo t 5. A comparacdo da rugosidade entre 0s grupos foi
realizada com o teste One way ANOVA com pos-teste de compracao multipla de Bonferroni (**** p>
0,0001).

Ry 197120515

O comportamento topografico do biossensor utilizando beads magnéticas
com estreptavidina € semelhante ao observado para o biossensor convencional,
todavia foram encontrados valores de rugosidade mais elevados em todas
imagens. Isso pode ser explicado, pois todas as medidas foram realizadas
utilizando beads magnéticas de aproximadamente 4 um adsorvidas na superficie
do eletrodo DRP-110STR. Além disso, é interessante ressaltar o aumento de
rugosidade observado apds 0 reconhecimento do biossensor usando beads
magnéticas a amostras de individuos com IgE especifica para rBlo t 5 é
estatisticamente significativo quando comparado com biossensor sensibilizado com
amostras de individuos nao atépicos, comprovando a especificidade do biossensor

e corroborando com os resultados eletroquimicos obtidos por VPD.

3.4. Biossensor eletroquimico é capaz de detectar consecutivamente

alérgenos de B. tropicalis, D. farinae e D. pteronyssinus

As técnicas eletroquimicas apresentam algumas vantagens em relacéo ao
ELISA para deteccao de amostras bioldgicas, como por exemplo os alérgenos, pois

s$80 mais sensiveis, permitem a obten¢do do resultado em menor tempo e ainda
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utilizam um menor volume de amostra. Nesse sentido, intentou-se fazer a deteccéo
de multiplos alvos em um unico eletrodo, usando um bioeletrodo convencional, para
minimizar perdas de espécies especificas, durante as multiplas lavagens
suportadas, e usando a voltametria de pulso diferencial para obter maior
sensibilidade.

E sabido acaros da poeira domiciliar desempenham um importante papel na
patogénese de doencgas alérgicas respiratdrias, como a rinite e asma alérgica.
Assim, foi desenvolvido um biossensor para detec¢do de anticorpos especificos
para os alérgenos dos principais acaros responsaveis em desencadear resposta
alérgica em individuos atépicos: rBlo t 5, B. tropicalis, Dermatophagoides farinae e
Dermatophagoides pteronyssinus.

Para tal, foram obtidos voltamogramas apds as adigcdes sucessivas de
alérgenos (Figura 6). A minimizacdo de corrente apds as adi¢des sucessivas de
diferentes antigenos, demonstra que 0 biossensor € capaz de identificar multiplos

alvos seletivamente (Figura 6A).
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Figura 6. Desenvolvimento de um biossensor capaz de detectar multiplos alérgenos. (A)
Voltamograma de pulso diferencial do biossensor convencional utilizando eletrodo DRP-110STR
(—) acoplado com anti-IgE humana biotinilada (—) para deteccdo consecutiva de proteina
alergénica Blo t 5 recombinante (—), extratos de: Blomia tropicalis (—), Dermatophagoides farinae
(—) e Dermatophagoides pteronyssinus (—). (B) Gréfico de barras representativo da corrente de
pico média obtida pelo biossensor convencional ao adicionar amostras de soro IgE negativa (—) ou
positivaspara os alérgenos de rBlo t 5 (—), B. tropicalis (—), Dermatophagoides farinae (—) e
Dermatophagoides pteronyssinus (—). A comparacdo da corrente entre os grupos foi realizada com
o teste One way ANOVA com pés-teste de compracdo multipla de Bonferroni (* p> 0,005; *** p >
0,0001).
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A adicdo de amostras de soros de individuos IgE negativa para esses
alérgenos testados, resultou em um o sinal de corrente de pico semelhante aquele
registrado somente com biossensor na auséncia de anticorpos e alérgenos alvos
(Figura 6B - Barras vermelha e cinzas).

A diferenca dos valores médios de corrente apresentados apds a detecgéo
de D. farinae e D. pteronyssinus em amostras de individuos IgE positivo foi
estatisticamente maior, quando comparados com aqueles dados de corrente das
amostras de individuos com IgE negativa. Neste tipo de analise, também
detectamos um tendéncia de redugao nos valores médios de corrente para 0s soros
positivos € os negativos para os alérgenos rBlo t 5 e Bt total, contudo sem atingir
significancia (figura 6B). Estes dados suportam a ideia que 0 biossensor
eletroquimico apresenta uma maior capacidade de discriminar soros positividade
para alérgenos de D. farinae e D. pteronyssinus em amostras de individuos em
comparacao aos de Blomia tropicalis. Estes dados corroboram com a hipotese que
0 pool de soros utilizados de pacientes fortemente sensibilizados D. farinae e D.
pteronyssinus possam produzir o fendmeno de maior sensibilidade do biossensor
para deteccédo de anticorpos especificos para aeroalérgenos de D. farinae e D.
pteronyssinus ao invés de alérgenos de Blomia tropicalis.

Na atualidade a detecgdo de anticorpos IgE especificos a alérgenos
particulares (isolados) podem fornecer informacdes valiosas, em comparacédo ao
diagndstico com extratos totais, para a determinacao do perfil de sensibilizacdo dos
pacientes alérgicos e ainda auxiliar na selecéo de alérgenos a serem utilizados em
tratamentos no tratamento das doencgas alérgicas, com particular atencdo a
imunoterapia especifica para alérgenos. Portanto, as mudancas do diagnostico
convencional com extratos alergénicos para aqueles que empreguem alérgenos
isolados (diagnéstico molecular), devem requerem na necessidade de
infraestrutura complexa e ainda recursos humanos treinados que nao estéo
disponiveis em todos os servicos de saude (CHAPMAN et. al, 2015),
particularmente em um pais em desenvolvimento como o Brasil.

Além disso, a tecnologia de detecgdo de multiplos alérgenos em um curto
periodo de tempo € interessante para inovagcdo da area de diagnéstico clinico.

Desta forma, a mudanca para o diagnostico molecular envolve 0 emprego de
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diferentes plataformas de diagnostico para a deteccdo de anticorpos alérgenos-
especificos que incorporem as tecnologias multiplex e ainda dispositivos
inovadores que possam fornecer resultados do teste em 15 minutos, tempo
equivalente para realizar um teste cutaneo no consultério de um alergista, sendo
essa uma técnica menos invasiva e mais eficiente (CHAPMAN et. al, 2015).

Técnicas multiplex, como ImmunoCap ISAC utilizadas no diagnostico de
alergias, sdo capazes de detectar 112 alérgenos reconhecidos por IgE de
individuos alérgicos. Apesar de possuir vantagens como necessitar de baixo
volume de sangue dos pacientes alérgicos e conseguir detectar alto numero de
antigenos simultaneamente, € um método semi-quantitativo, realizado de forma
manual que possui baixa sensibilidade e maior coeficiente de variagdo por possuir
maior variabilidade na analise interensaio para determinados alérgenos
(CANONICA et al., 2013).

Assim, nossos resultados estabelecem uma “prova de conceito” de um
biosensor eletroquimico capaz de realizar a detecgdo rapida e sequencial
anticorpos IgE especificos para de multiplos aeroalérgenos de acaros da poeira
domiciliar utilizando um mesmo eletrodo e utilizando pequenos volumes de
amostras. Esta plataforma inovadora podera contribuir para 0 monitoramento de
doencas alérgicas respiratéria e ainda contribuir para conduta clinica na
imunoterapia alergeno-especifica, favorecendo a promoc¢ao a saude de pacientes

com doencas alérgicas.
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4. Conclusao

Nesse trabalho foi possivel realizar a expressao e purificacdo de Blo t 5
recombinante e selecionar individuos com IgE especifica para essa proteina, bem
como para extrato total de B. fropicalis.

Além disso, foi desenvolvido um biossensor capaz de detectar proteinas
alergénicas, como rBlo t 5 ou extrato total de B. tropicalis, em soros de individuos
atopicos, utilizando o método de voltametria de pulso diferencial. Teste utilizando
captura com beads magnéticas com estreptavidina acopladas a sonda do
biossensor (anti-IgE biotinilada) e os sinais obtidos a partir de voltametria de pulso
diferencial, além de diminuir o custo de analise devido a possibilidade de
reutilizacdo dos eletrodos, melhoram a especificidade da reacéo.

Por fim, foi possivel o desenvolvimento de um biossensor, o qual foi capaz
de detectar alérgenos de Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae e
Dermatophagoides pteronyssinus, simultaneamente. Esses resultados s&o
promissores para propor uma alternativa de diagnostico para doencas alérgicas,
substituindo ou complementando testes clinicos realizados rotineiramente, como
teste cutdneo de puntura ou testes para mensuragdo sérica de anticorpos IgE
alérgeno-especifica, 0os quais podem ter resultado demorado além de serem
dispendiosos.

Assim, plataformas utilizando biossensores podem ser uma alternativa que
visa melhorar a especificidade do diagndstico de doengas alérgicas, sendo esse

um meétodo sensivel, de resposta rapida, e baixo custo.
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