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AMPEROMETRIC IMMUNOSENSOR. The reaction between antigen and antibody has been widely used in many strategies for
the development of analytical methodology, due to its high specificity. The immuno-reaction has been successfully employed for
the biosensor development. A focus on biosensor based on immunoassay coupled to amperometric transducer is presented.
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INTRODUCAO

Biossensor é um dispositivo no qual o material de origem biol6-
gica, tais como enzima, organela, tecido animal ou vegetal, micror-
ganismo, antigeno ou anticorpo, &cidos nucleicos, lecting, entre ou-
tros, € imobilizado junto a um transdutor adequado. De acordo com
0 transdutor utilizado, o biossensor pode ser classificado como
eletroquimico (potenciométrico, amperométrico e condutimeétrico),
Optico (medida de luminescéncia, fluorescéncia, €lipsiometria, etc.),
detector de massa (relaciona a oscilagdo da frequéncia dos cristais
piezelétricos com variagdo da massa). Conforme o tipo de interagdo
que ocorre entre a substancia a ser determinada e o materia biol égi-
€0, 0 hiossensor é classificado como catalitico ou de afinidade.

A sdletividade do reconhecimento do analito, pelo componente
biolégico ativo, aliadaasensibilidade do transdutor, tem gerado gran-
de nimero de trabal hos na area de biossensor catalitico'®. No entan-
to, a determinacao de niveis de concentragoes aceitaveis de compos-
tos poluentes e de drogas ou hormdnios em quimica clinica reque-
rem o desenvolvimento de metodol ogias confidveis com detecgdo na
ordem de 10° mol L. Nesse caso a tecnologia imunolégica, que é
baseada na habilidade do anticorpo (Ac) formar complexo com o
correspondente antigeno (Ag) é essencial, pois ndo somente a sensi-
bilidade deve ser considerada, mas também a especificidade.

O imunossensor é um tipo de biossensor baseado na reagéo
imunoldgica, sendo que o antigeno ou anticorpo € imobilizado na
superficie do transdutor. Assim, diversos tipos de imunossensores
podem ser construidos, de acordo com o tipo de transdutor emprega-
do*®.

No presente artigo serdo destacados 0s imunossensores que em-
pregam transdutor amperométrico, além dos conceitos necessarios
para melhor compreensdo dessa importante ferramenta de andlise.

PRINCIPIO DO IMUNOENSAIO

Os anticorpos pertencem a familia das glicoproteinas denomina-
daimunoglobulinas (1g) e sdo produzidos pelos animais em resposta
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a presenca de substancias estranhas denominadas imunogenos ou
antigenos.

Ao desenvolver o imunossensor ha que se dispor do anticorpo
adequado para a substancia em questdo. Alguns sdo disponiveis co-
mercialmente, porém as rotas para a produgdo segue esquema co-
nhecido e tém sido descritas®®.

No imunoensaio, o anticorpo combina-se especificamente com
0 correspondente antigeno ou hapteno (substancia de baixo peso
molecular que por si ndo é imunogénica, mas pode se ligar ao
anticorpo especifico), formando um complexo, conforme a Equagao
1. Essa interacdo € caracterizada pela constante de afinidade, K,
definida pelas concentragdes do complexo (AgAc), do antigeno li-
vre (Ag) e dos sitios livres dos anticorpos (Ac) no equilibrio, de
acordo com a Equagéo 2.

Ac + A ——= AgAc )
K = [AcAg] 5
A7 [Acl[Ag] @

Os vaores das constantes de afinidade entre 10* e 10" L mol*
resultam na alta sensibilidade dos imunoensaios. Embora estudos
para a determinagdo das constantes tenham sido realizados™®, na de-
terminacdo do anticorpo, antigeno ou hapteno, frequentemente, o
valor da constante néo € diretamente empregado.

Sob o ponto de vista analitico, aformagdo do complexo pode ser
monitoradapelo método direto (sem qual quer marcador), porém gran-
de parte dosimunoensaios langam méo de marcadores (método indi-
reto). Tanto 0 antigeno quanto o anticorpo podem ser marcados e,
entdo, sdo denominados conjugados. Os primeiros imunoensaios
empregavam marcadores radioativos™, mas a restricdo quanto ao
emprego de radioisdtopos conduziu ao desenvolvimento de ensaios
com compostos fluorescentes ou enzimas, sendo o ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), 0 mais amplamente utilizado em
andlises clinicas e biolégicas. Em termos do desenvolvimento de
imunossensores amperométricos, as enzimas tém sido empregadas
como marcadores.
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FORMATO DE IMUNOENSAIO

Os imunoensaios sdo classificados como homogéneo, quando
para a detec¢do ndo se faz necessaria a separagdo, entre espécies
marcadas e livres, e, heterogéneo quando necessita-se, para a
quantificagcdo precisa, de uma etapa adicional para separacdo dasfra
¢Oes livres e ligadas da espécie marcada (Ag ou Ac)®. A determina-
¢80 com imunossensor amperométrico é do tipo heterogéneo. Den-
tre os diversos formatos de imunoensaios®'2 os denominados com-
petitivos e sanduiche tém sido os mais empregados, conforme se
depreende da Tabela 1.

No ensaio competitivo o antigeno marcado com enzima (Ag*) e
o0 antigeno livre (Ag), competem pela ligago com o anticorpo imo-
bilizado formando o complexo de acordo com a seguinte equacao:

Ac+Ag +Ag* < AcAg + AcAg*

Apbs a competicdo pela quantidade restrita de Ac, 0 excesso de
reagente é eliminado por lavagens sucessivas e o complexo formado
€ medido através do agente empregado como marcador. Neste en-
saio imunogquimico, a grandeza de medida € inversamente proporci-
onal a concentragdo de antigeno livre®, apresentando alta sensibili-
dade?. Alternativamente, o antigeno pode ser imobilizado e o anticorpo
€ conjugado com uma enzima (Ac*).

O ensaio tipo sanduiche pode ser realizado pelaimobilizacdo do
Ac ou Ag em uma superficie sdlida e, apds a reagdo com o andlito,
adiciona-se um sistema para 0 monitoramento dareacdo Ag-Ac com-
preendido por um anti-analito conjugado a uma enzima. O ensaio
tipo sanduiche proporciona, teoricamente, uma alta sensibilidade e
especificidade, uma resposta linear para um intervalo de concentra-
¢80 consideravel e um curto tempo de reagdo comparando-se com o
ensaio competitivo. Apesar dessa alta especificidade esse tipo de
ensaio pode ocasionar um alto “background” e uma dependéncia de

Tabela 1. Aplicagdes de imunossensores amperométricos
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fatores de diluicao®. Contudo, a configuragdio depende do reconheci-
mento simultéaneo de sitios de ligagdes distintos no analito e requer
uma grande quantidade de anticorpos reagentes. Além disso, no caso
de moléculas pequenas (por exempl o, residuos de pesticidas ou seus
produtos metabolicos) a ligagdo torna-se impossibilitada por impe-
dimento estérico.

IMOBILIZAGAO DE ANTICORPO

A metodologia de andlise com imunossensor amperométrico é
do tipo heterogéneo e, consequentemente, envolve etapas de lava
gens apos as interagdes do antigeno e anticorpo. Dessaforma, aimo-
bilizacdo do anticorpo especifico na superficie do eletrodo constitui
uma das etapas criticas do desenvolvimento do imunossensor. Em
geral, asuperficie slidadeve apresentar algumas caracteristicas fun-
damentais como alta capacidade para ligagdo de imunoreagentes;
ligac@o estavel, ndo causar desnaturagdo da molécula imobilizada.

A molécula de anticorpo é composta pelo fragmento F(ab), que
possui 0 grupo amino terminal o qual interage com o sitio de ligagéo
do antigeno, e uma fragdo Fc, que ndo interage com o Ag. Portanto,
a0 propiciar aimobilizacdo pela fragdo Fc, permite-se uma orienta-
¢30 adequada do anticorpo imobilizado obtendo-se sitios ligantes
direcionados para a solugéo contendo a amostra ou padréo. O uso de
proteinas que orientem aimobilizagdo dos anticorpos, como a prote-
ina A% e proteina G, aimobilizacdo através de monocamadas for-
madas pelo método L angmuir-Blodgett?® ou via tiocompostos®® sdo
osideais sob 0 ponto de vista do acesso do antigeno paraareacdo de
afinidade.

Os anticorpos, também, tém sido imobilizados via adsor¢éo em
membrana de cloreto de polivinil*°, adsor¢do em eletrodo de carbo-
no vitreo seguida de ligagdo cruzada do glutaraldeido com polimero
de polivinilpiridina dopado com complexo de 6smio®, bem como
oclusdo durante a oxidagdo do filme de polianilina dopado com

Substéncia Conjugado Eletrodo Limite deteccao Formato Ref.
2,4-D Ac-HRP ouro 0,1 ppb c 40
eritrocitos IgM-HRP carbono vitreo 1x10%él. mL* S 63
progesterona Ag-ALP El (gréfite) 1x10°mol L* c 57
hLH hLH-HRP grafite Ing mL* s 64

19gG 1gG-HRP carbono 1x10* mol L* s 65
2,4-D ALP oxigénio 0lglL? c 49
2,4-D Ag-AChE El (grafite) <0,01 pgL? c 66

S aereus, E. coli Ac-ALP carbono 10 cél. mL*? s 67
hCG (sangue) Ac-ALP ouro 251U L? s 68
hCG (soro) catalase Clark 20-10° U L? c 69
hCG (urina) Ac-GOD Clark 1501U L? S 70
TSH (soro) ADH/NADH OD platina 02mliUL? c 71
Ag prostético Ac-ALP ouro 04 puglL? s 72
corticosteréides Ag-HRP platina 0,2 mu g/100mL c 73
GM-CSF Ag-ALP El (carbono) 0,10 pg mL* c 74

E. coli e Salmonella 1gG-HRP carbono, FIA 50 cd. mL? S 75
E. coli O 157:H7 IgG-HRP carbono, FIA 100 cdl. mL*? s 15
tedfilina (soro) HRP / lipossomas Clark 0,7puglL? c 76
H-FABP GOD-H-FABP GOD-1gG Clark 100 ng mL?* cs 77
atrazina HRP El (gréfite) 0,01 pg L c 78

Ac (anticorpo); Ag (antigeno); 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxacético); hLH (horménio luteinizante); 1gG (imunoglobulina G); IgM
(imunoglobulina M); B-HCG (hormdnio gonadotrofico); TSH (hormdnio tireotrofico); GM-CSF(fator estimulante de coldnia de macr6fagos);
H-FABP (lipoproteina cardiaca); HRP (peroxidase de raiz forte); ALP (fosfatase alcalina); AchE (acetilcolinesterase); GOD (glicose oxidase);
ADH (acool desidrogenase); NADH OD (NADH oxidase); El (eletrodo impresso); FIA (andlise por injegdo em fluxo); c (ensaio tipo

competitivo); s (ensaio tipo sanduiche).
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polivinilsulfonato?, em polimero e etroativo condutor? e em matriz
sol-gelZ. Esses métodos de imobilizacdo sdo ao acaso e diminuem a
capacidade do anticorpo em reagir com o correspondente antigeno.

Estudos para diminuir as reagdes ndo especificas do anticorpo
imobilizado tém sido realizados*.

Em alguns casos o antigeno é imobilizado para construir o
imunossensor. Por exemplo, aimobilizagdo da imunoglobulina 1gG
de coelho em matriz constituida da mistura sol-gel com grafite®,
imobilizacdo de conjugado 7-hidroxicumarina e ovoalbumina em
filme de né&fion?®.

TRANSDUTOR AMPEROMETRICO

O transdutor amperométrico emprega a medida de intensidade
de corrente de uma célula eletroquimica aum potencial fixo, sendo a
corrente gerada por reagdo redox na superficie sensitiva, proporcio-
nal a concentragdo do analito?. No biossensor catalitico a enzima
adequada, imobilizada na superficie do eetrodo, catalisa a reagdo
dos substratos e 0 monitoramento da corrente elétrica podera ser
efetuado devido a formagdo dos produtos ou consumo de regente.
Outras vezes modifica-se a superficie do eletrodo com substancia
apropriada, denominada mediador, que oxidara um dos produtos e,
entdo, monitora-se a corrente elétrica devido a reoxidagéo
eletroguimica do mediador na superficie do eletrodo. O mediador,
evidentemente, deve ser seletivo e diminuir o valor do potencial a ser
aplicado diminuindo assim os eventuais interferentes da reacéo.

No caso do imunossensor do monitoramento da reacdo de afini-
dade também tem sido através dos produtos, reagentes ou de media-
dores, no entanto, previamente outras reagfes deverdo ocorrer. Inici-
amente, tem-se areacdo de afinidade entre 0 Ac e Ag ou hapteno, a
reacdo (de competicdo ou sanduiche) com o conjugado e, finalmen-
te, 0 monitoramento do ensaio pela enzima marcadora da reacéo.
Portanto, a revelagdo da reacdo entre antigeno e anticorpo segue o
mesmo esquema que os biossensores catal iticos, porém a determina-
¢80 de dada substancia com imunossensores tem como principio a
reacdo de afinidade, e ndo, areacfo catalitica.

Além da medida de intensidade de corrente em dado potencidl,
medidas a partir de amperometria pulsada?®, a qua € menos influenci-
ada pela espessura do filme, velocidade de agitacdo e temperatura séo
aternativas no desenvolvimento de imunossensores amperométricos.

O primeiro trabaho sobre imunossensor amperométrico foi pu-
blicado por Aizawa na determinagdo do horménio de crescimento,
empregando eletrodo de oxigénio®. Nesse caso, o anticorpo foi imo-
bilizado em membrana de celulose e col ocada sobre amembrana géas
permeavel do eletrodo de Clark. Apds a reacdo de competicéo entre
0 horménio e o conjugado preparado com catalase, 0 imunossensor
foi lavado e exposto a solugdo de perdxido de hidrogénio o qual é
convertido em oxigénio e &gua.

Conforme se depreende da Tabela 1, além do eletrodo de Clark,
carbono, ouro, gréfite (na forma de eletrodo impresso) e carbono
vitreo; eletrodos modificados com mediador e arranjo de
microeletrodos® tém sido empregados na construgéo de imunos-
sensores. Metodologias envolvendo a andlise por injecéo em fluxo
também tém sido propostas™.

ENZIMA MARCADORA

Em geral, o antigeno e o0 anticorpo sdo espécies eletroquimi-
camente inertes e, portanto, 0 imunossensor eletroquimico requer
um marcador que serd Util paramonitorar areagdo de &finidade. Nesse
sentido, o0 anticorpo ou o antigeno deve ser marcado com enzima,
congtituindo ent&o o conjugado. A medida da corrente elétrica, que
sera correlacionada com a substancia a ser determinada, sera funcdo
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do produto dareacdo enzimética (quando em contato com o substrato
adequado) na superficie do eletrodo, da transferéncia eletronica di-
reta da enzima na superficie do eletrodo, ou da reacdo do mediador.

Considerando que o conjugado deve ser de facil obtencdo, ser
estavel eativo, algumas enzimastém sido utilizadas como marcadores
dareacdo imunoquimica®®3®, A seguir so destacadas aquelasde maior
interesse em imuUNOSseNsor amperometrico.

Glicose oxidase (GOD): a forma nativa contém duas moléculas
do cofator adenina flavina dinucleotideo (FAD), que é responsavel
pelas propriedades redox da enzima®; o sistema de deteccdo ocorre
através do consumo de oxigénio pela oxidacdo direta do perdxido de
hidrogénio® ou oxidagdo do mediador®.

Acetilcolinesterase (AchE): emprega a acetiltiocolina como
substrato e adeterminagdo do analito ocorre monitorando atiocolina®;
tem sido usada como enzima marcadora de reacdo imunoenzimética,
uma vez que exibe uma alta constante catalitica®; a presenga de gru-
pos amino primério permite o uso da AchE no acoplamento de
haptenos sem alterar as propriedades cataliticas da enzima®.

Peroxidase (HRP): catalisa a desidrogenacéo de diversos com-
postos arométicos como fendis, hidroquinonas e derivados da
benzidina; a atividade da enzima também tem sido determinada por
técnica amperométrica usando hidroquinona, 1,2-fenilendiamina ou
pirocatecol®, tetrametilbenzidina®, ou através da transferéncia de
elétrons por mediadores®#,

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD): requer o cofator NAD*
gue é convertido em NADH e, entdo, pode ser monitorada pela
reoxidagdo eletroquimica na superficie do eletrodo. As substancias
teofilina® e digoxina® foram determinadas via imunoensaio tipo
homogéneo. O cofator tem sido determinado amperome-tricamente
através da reacdo com mediador®.

Galactosidase: apresenta atividade maxima em pH neutro ou le-
vemente acalino que a torna adequada para ensaios de fluidos bio-
|6gicos®.

Fosfatase alcalina (ALP): cataisaahidrélise de éster fosfato pro-
duzindo fosfato inorganico e grupo fendlico que podera ser determi-
nado através da oxidagdo em 750 mV vs Ag/AgCl. A oxidagao direta
do fenol é complicada pelo envenenamento da superficie do eletro-
do provocada pelapolimerizacdo dosradicaisfenoxi, entdo Scheller®®
desenvolveu um immunosensor no qual o fenol reage com atirosinase
formando a quinona que é convertida em catecol, amplificando o
sinal da resposta do sistema. Essa enzima tem sido usada em
imunossensores para a detecgdo de progesterona®, bifendis
policlorados™, GM-CSF®, imunoglobulina IgG®, entre outros.

Considerando que as enzimas em geral s8o volumosas e que ape-
nas regido limitada estaria envolvida na catélise, autores tém sugeri-
do empregar compostos que mimetizam a enzima ou minizimas™,
como por exemplo a microperoxidase. A microperoxidase é obtida
pela digestéo do citrocromo c e é constituida de ferro porfirina no
qual restam somente 8-11 residuos de seus aminoacidos. A atividade
da microperoxidase em solugdo € menor que HRP, no entanto quan-
do imobilizada na superficie de eletrodo exibe considerével veloci-
dade de conversdo que foi atribuida afacilidade de transferenciaele-
trénica devido ao ndo isolamento pela concha dos aminoacidos®.
Tem sido empregado na deteccdo de anticorpos anti-dinitrofenol na
presencade persulfato, o qual atuacomo substrato paraaeletrocatdlise
da microperoxidase®.

O substrato ideal, para a enzima marcadora do imunoensaio
amperomeétrico, deve apresentar alguns requisitos como, por exem-
plo, alta velocidade de conversdo pela correspondente enzima; o
potencial redox do produto deve ser baixo para minimizar interfe-
rentes; o potencial redox do substrato deve ser ato para que a cor-
rente de fundo mantenha-se em niveis baixo. Estudos com diferen-
tes substratos da fosfatase alcalina® > e da peroxidase® tém sido
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realizados no sentido de desenvolver imunossensor com bom de-
sempenho.

A literatura tem registrado estudos sobre imobilizacdo de
anticorpos em filme de polipirrol onde o anticorpo atua como con-
tra-ion e a apds a reacdo de afinidade, determina-se o antigeno atra-
vés de amperometria pulsada. Nesses trabal hos ndo sdo empregados
conjugados.

APLICABILIDADE DE IMUNOSSENSORES

O imunossensor amperométrico tem sido empregado na pesqui-
sa para a determinagdo de vérios anticorpos, antigenos ou haptenos.
Em algumas determinagdes a substéncia a ser analisada é a prépria
enzima, por exemplo, a isoenzima lactato desidrogenase (LDH-1)
cuja concentragdo no soro pode ser indicativo de infarto agudo do
miocardio. Nesse caso, 0 anticorpo anti-LDH-1 encontra-se imobi-
lizado em membrana pré-ativada e aisoenzima foi determinada pela
reagdo eletroquimica envolvendo o NADH®,

Até 0 momento apenas dois tipos de imunossensores estdo dis-
poniveiscomercialmente: ossistemasBIA, fornecidos pelaPharmacia
Biosensor, e 0 BIOS-1™ daArtificia Sensing Instruments ASI AG.
A deteccdo pelo sistema BIA é baseada em superficie plasma resso-
nante (SPR) e, usualmente, aplicado em rotina diagndstica para a
deteccdo de patdgenos®. O sistema BIOS-1 é baseado na detecgéo
Optica e, geralmente, usado em células de fluxo tornando o método
adequado para a deteccdo de bactérias, virus e células®.

Nenhum imunossensor amperomeétrico, para qualquer analito,
esta disponivel comercialmente. No entanto, a maioria dos sistemas
propostos na literatura permite andlises répida e continua da ligacao
antigeno-anticorpo e, eventualmente, ndo requerem a adi¢céo de
reagentes e etapas de lavagem. Como conseguéncia , tem crescido o
interesse no desenvolvimento de imunossensores que possam ser
comercializados para aplicacfes, principalmente, na érea clinica
(lipoproteinas, proteinas de coagul agéo, hormdnios, &cidos nucleicos),
ambienta e andlise de alimentos™. De modo geral a recuperagéo do
anticorpo ou antigeno imohilizado, apds aandlise, ndo tem sido boa.
Portanto os imunossensores que empregam os e etrodos impressos
s80 0s mais adequados para a comercializacdo.

Estéo apresentados na Tabela 1 outros exempl osdeimunossensores
amperométricos para detecgdo de substancias de interesse ambiental,
farmacéutico e diagnostico clinico, registrados na literatura.

CONCLUSAO

A sensibilidade dastécnicas amperométricas aliadaasel etividade
das reagBes entre 0 anticorpo e o antigeno e das enzimas marcadoras
resulta nos imunossensores amperométricos. Esse dispositivo além
de preencher 0s requisitos necessérios para determinacdo de subs-
tancias em baixas concentragdes, dispensa um elaborado pré-trata-
mento de amostra, aumenta a confiabilidade e a vel ocidade de anéli-
se reduzindo o custo financeiro da andlise.

No desenvolvimento de imunossensores ha que se considerar o
anticorpo e antigeno, sua imobilizagdo na superficie do eletrodo, o
preparo do conjugado contendo enzima e 0 monitoramento do sinal
enzimatico. A imobilizagdo do anticorpo ou antigeno e o
monitoramento do sinal enzimético segue esquema semelhante ao
desenvolvimento de biossensores cataliticos, no qual varios grupos
de pesquisa atuam nessa linha no pais. Quanto a etapa de producao
de anticorpos, a metodologia € conhecida porém, no Brasil poucos
grupos atuam nessalinha, assim, restrito por aqueles comercialmen-
te disponivels ou pela doagdo de algum grupo de pesquisa, via de
regra, do exterior. Dessa forma, para a determinac&o de compostos,
que sgjam de interesse especifico do pais, urge unir esforgos para
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preencher a lacuna referente a produgéo de anticorpos monoclonais
ou de compostos que 0 mimetizem®.
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