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RESUMO

Imunossensor impedimétrico para determinacao de rituximabe aplicado ao controle
de qualidade e monitoramento clinico

RESUMO

Introducado: Céncer é um termo genérico para um grande grupo de doencas que pode afetar
qualquer parte do corpo. O Rituximabe (RTX) € um anticorpo monoclonal (mAb) quimerico
formado pela combinacdo camundongo/humano, que se liga especificamente ao marcador da
célula CD20 que é expresso em linfécitos B normais e malignos, exercendo atividade antitumoral
significativa. Nesse contexo o RTX surgiu como alternativa terapéutica no tratamento de varias
patologias, incluindo doengas autoimunes, doencgas inflamatorias e diversos tipos de céancer no
gual é necessario métodos sensiveis e de baixo custo para 0 monitoramento terapéutico de
farmacos (TDM) e controle de qualidade (CQ) desse medicamento. Objetivo: Desenvolver um
imunossensor eletroquimico seletivo para a deteccao e quantificagdo de RTX na urina e sangue.
Metodologia: O anticorpo ploliconal (pAb) foi purificado a partir de ovo de galinha, usado como
elemento de bioreconhecimento para criar um imunossensor para a deteccéo e quantificacdo de
RTX. O imunossensor foi construido apartir da imobilizacdo do anticorpo IgY de RTX nas
superficies do eletrodo de carbono vitreo. A caracterizagdo do imunossensor foi obtida atravez do
monitoramento em cada etapa via voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica, onde a seletividade é obtida pela ligacao especifica em o pAb e 0 RTX e a caseina
€ utilizada para bloquear possiveis interacdes inespecifica de outras protéinas. Apoés o
desenvolvimento do imunossensor foi realizado a validacdo do método, avaliando a seletividade,
exatidao, preciséo, linearidade e os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ). Por fim foi
determinado o RTX em amostras de urina e sangue. Resultados e discussdes: Foi demonstrado
a linearidade entre a resisténcia de transferéncia de carga e RTX de 2 a 14 ug mL™" (r? de 0,99),
com LOD e LOQ de 130 e 400 ng mL™" respectivamente. O método apresentou precisdo
adequada com DPR de 0,96% para o pesquisador 1 e 1,27% para o0 pesquisador 2, e exatidao
com DPR de 1,30%, com um intervalo de confiaga entre 99,0% a 101,0%. A seletividade foi
alcancada demonstrando a especificidade da ligagdo entre o anticorpo e o RTX, onde a caseina
bloqueia liga¢cBes inespecificas quando o imunosensor € aplicado em amostras de sangue e urina.
Conclusdes: O imunossensor desenvolvido apresentou precisdo e exatiddo para a deteccdo de
RTX com resultados em aproximadamente 20 minutos. Dessa forma imunossensores
eletroquimicos de baixo custo, com marcadores e sensiveis podem auxiliar no TDM, CQ e
monitoramento de estabilidade estendida de diferentes medicamentos, de maneira simples e com
ensaios versateis.

Palavras-Chave: imunoensaio, proteina CD20, espectroscopia de impedancia eletroquimica,
monitoramento terapéutico de farmacos, testes on-site

Agradecimentos: LAFAM, IMTEK, CNPq e FAPEG.
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ABSTRACT

Impedimetric immunosensor for rituximab experience applied to quality control and
clinical monitoring
ABSTRACT

Introduction: Cancer is an umbrella term for a large group of diseases that can affect any part of
the body. Rituximab (RTX) is a chimeric monoclonal antibody (mAb) formed by the mouse/human
combination, which specifically binds to the CD20 cell marker that is expressed in normal and
malignant B lymphocytes, exerting significant antitumor activity. In this context, RTX emerged as a
therapeutic alternative in the treatment of various pathologies, including autoimmune diseases,
inflammatory diseases and various types of cancer in which sensitive and low-cost methods are
required for therapeutic drug monitoring (TDM) and quality control (QC) of this drug. Objectives:
To develop a selective electrochemical immunosensor for the detection and quantification of RTX
in urine and blood. Methodology: The ploliconal antibody (pAb) was purified from chicken egg,
used as a biorecognition element to create an immunosensor for the detection and quantification of
RTX. The immunosensor was constructed from the immobilization of the RTX IgY antibody on the
glassy carbon electrode surfaces. The characterization of the immunosensor was obtained through
monitoring at each stage via cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy,
where selectivity is obtained by specifically binding pAb and RTX and casein is used to block
possible nonspecific interactions of other proteins. After the development of the immunosensor, the
validation of the method was carried out, evaluating the selectivity, accuracy, precision, linearity
and limits of detection (LOD) and quantification (LOQ). Finally, the RTX was determined in urine
and blood samples. Results and discussion: Linearity was demonstrated between charge
transfer resistance and RTX from 2 to 14 uyg mL-1 (r2 of 0.99), with LOD and LOQ of 130 and 400
ng mL-1 respectively. The method showed adequate precision with a RPD of 0.96% for
researcher 1 and 1.27% for researcher 2, and accuracy with a RPD of 1.30%, with a confidence
interval between 99.0% and 101.0 %. Selectivity was achieved by demonstrating the binding
specificity between the antibody and RTX, where casein blocks non-specific binding when the
immunosensor is applied to blood and urine samples. Conclusion: The developed immunosensor
presented precision and accuracy for the detection of RTX with results in approximately 20
minutes. In this way, low-cost, marker-sensitive electrochemical immunosensors can help in TDM,
QC and extended stability monitoring of different drugs, in a simple way and with versatile assays.

Keywords: immunoassay, CD20 protein, electrochemical impedance spectroscopy, therapeutic drug
monitoring, on-site testing

Acknowledgements: LAFAM, IMTEK, CNPq e FAPEG.
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1 INTRODUGAO

Céancer é um termo genérico para um grande grupo de doencas que pode afetar
qgualquer parte do corpo. Outros termos utilizados sdo tumores malignos e neoplasias.
Uma caracteristica que define o cancer é a rapida criagcdo de células anormais que
crescem além de seus limites habituais e podem invadir partes adjacentes do corpo e se
espalhar para outros 6rgdos, processo referido como metdstase. A metastase é a
principal causa de morte por cancer. (ALMEIDA et al., 2005).

Nas ultimas décadas tem sido observado um aumento na ocorréncia de
diagndsticos de cancer pelo mundo. A Organizacdo Mundia de Saude (OMS) descreve
gue o cancer € a segunda principal causa de morte na escala global, sendo responsavel
por 9,6 milhdes de 6bitos em 2018, onde estima-se que uma a cade seis mortes sao
devidas ao cancer (OMS, 2021). O crescimento da incidéncia global do cancer esta
relacionado ao envelhecimento da populacdo, obesidade, qualidade alimentar
inadequada, sedentarismo, tabagismo e etilismo (OMS, 2021).

Atualmente o tratamento contra o cancer pode ser abordado de diferentes formas,
sendo elas os procedimentos cirargicos, radioterapias e terapias sistematicas. A
abordagem invasiva em procedimentos cirirgicos é considera em estagios iniciais da
doenca, avaliando o risco ao paciente, mas em grande parte dos casos € realizado o
tratamento com farmacos ou combinacao entre as abordagens no tratamento. Em relacéo
as terapias sistematicas elas sao definidas em quatro grupos sendo eles a terapia
hormonal, terapia direcionada, imunoterapia e quimioterapia (DICKENS, E.; AHMED, S,
2018; FERNANDO; JONES, 2015).

Séculos atras, o grande Paul Ehrlich, previa que os anticorpos monoclonais (mAbs)
seriam o grande avanco da terapéutica moderna (STREBHARDT E ULLRICH, 2008). Nas
tltimas duas décadas, a teoria de Ehrlichs tornou-se realidade e apesar do alto custo, os
mADs tém sido amplamente utilizados no tratamento de doencgas alérgicas (CHEN ET AL.,
2021) autoimunes e inflamatérias (ANDREAKQOS, 2002). Além disso, os medicamentos
mADbs trouxeram uma nova esperanca para o combate ao cancer (Sl, 2021). Portanto a
imunoterapia consolidou-se como um dos pilares terapéuticos antineoplasicos na ultima
década (WAINSTEIN, 2017; WEINER, 2010).

Nesse contexto, o rituximabe (RTX) é classificado com um anticorpo monoclonal

(mAb) quimérico (combinacdo da regido variavel do anticorpo de camundongo com a

17



regido constante do anticorpo humano), surgindo como alternativa terapéutica no
tratamento de varias doencas, incluindo doencas autoimunes, doencas inflamatorias e
diversos tipos de cancer (ELTAHIRA, 2021; ATES et al., 2020; ROSMALEN et al., 2018;
JACORBS et al., 2017; HONG et al., 2012). No entanto, a farmacocinética e a resposta
clinica resultante dos mAbs sdo altamente variaveis e sdo afetadas por fatores
multifatoriais como comorbidade, idade, sexo, dieta e genética familiar. Portanto, a
utilizacdo de dosagem personalizada para cada paciente com monitoramento terapéutico
do RTX pode melhorar os resultados do paciente e reduzir os custos em saude (CHEN et
al., 2021; TRABIK, 2020; NAVAS et al., 2013). A posologia padrédo para RTX é de 375 mg
m~2, que é administrada por meio de infusdes intravenosas. O ciclo pode ser repetido de
acordo com o regime de tratamento, enquanto que, devido a finalidade terapéutica e
depuracéo, a concentracdo plasmaética pode variar amplamente de 10 a 400 mg mL™".
(ELTAHIRA, 2021).

O monitoramento terapéutico de farmacos (TDM), especificamente para o RTX,
requer técnicas com alta seletividade e sensibilidade, como cromatografia e
imunoensaios, uma vez que os mAb que sdo moléculas grandes com alto peso molecular
e com baixa dosagem clinica. Estes requerem um laboratoério bem equipado, possuem
alto custo em relacdo a equipamentos e reagentes utilizados e pessoas bem qualificadas
na execucao dos ensaios (NAVAS et al., 2013).

Uma alternativa bastante atrativa para abordagens do TDM e controle de qualidade
(CQ) é a eletroanalise, uma vez que é de facil aplicacdo analitica e miniaturizacdo do
sistema para aplicacbes em analises tipo point-of-care (POC). Além disso, a eletroanalise
oferece a possibilidade de combinar simplicidade, tempo de andlise com precisdo e
sensibilidade adequadas (HAMPSON ET al., 2010; FELIX E ANGNES, 2018; GU et al.,
2019; AFKHAMI et al., 2017; PAULY et al., 2011; ATES et al.,, 2021). Ademais, em
relacdo aos mMAbs, 0s imunossensores se destacam como sistemas de deteccgéo
altamente especificos, podendo ser facilmente acoplados a transdutores eletroquimicos
(FELIX E ANGNES, 2018; GU et al., 2019; AFKHAMI et al., 2017; PAULY et al., 2011).
Nesse contesto a espectroscopia de impedancia (EIS) é uma das abordagens mais
convenientes para monitorar imunocomplexos apds eventos de bioreconhecimento,
oferecendo um método ndo destrutivo juntamente com detec¢cdo sem marcadores (GU et
al., 2019; AFKHAMI et al., 2017; PAULY et al., 2011).

No presente trabalho, foi desenvolvido e testado um imunossensor impedimétrico
para a quantificacdo in loco e de baixo custo de RTX em amostras biolégicas humanas

ndo invasivas (urina) e invasivas (soro sanguineo) para aplicagcbes de TDM, controle de
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gualidade (CQ), monitoramento de estabilidade estendida (ESM). Dessa forma, o
reconhecimento de RTX foi alcancado por um anticorpo policlonal (pAb) contra RTX
imobilizado na superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) oxidado, utilizando

ferrocianeto de potassio como sonda redox.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RITUXIMABE

O RTX é um mAb quimérico 1gGl, formado pela combinagéo
camundongo/humano, que se liga especificamente ao marcador da célula CD20 que é
expresso em linfécitos B normais e malignos. O CD20 €é uma fosfoproteina
transmembrana que € expressa na superficie de quase todas as células B, assim como
em 40-50% dos blastos na leucemia linfoblastica aguda de células B precursora e na
maioria dos blastos na leucemia linfoblastica aguda B matura (80-90%) (ELTAHIRA, 2021;
PUI, JEHA, 2007; GOKBUGET, HOELZER 2004). O farmaco foi aprovado para uso e
comercializacdo em 1997 pela Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos
da América, com indicacao descrita em bula para o tratamento de linfoma ndo Hodgkin,
leucemia linfoide crénica, artrite reumatoide, granulomatose de Wegener e poliangite
microscopica (RODRIGUES, LIMA, DE DOMENICO, 2022; ELTAHIRA, 2021; PUI, JEHA,
2007). Nesse contexo o RTX surgiu como alternativa terapéutica no tratamento de varias
patologias, incluindo doencas autoimunes, doencas inflamatérias e diversos tipos de
cancer (ELTAHIRA, 2021; ATES et al.,, 2020; ROSMALEN et al., 2018; JACOBS et al.,
2017; HONG et al., 2012).

A farmacocinética dos mAbs possuem grande variacdo devido as caracteristicas
especificas de cada paciente. Portanto fatores multifatoriais como comorbidade, idade,
sexo, dieta e genética de cada paciente influenciam na resposta clinica dos mAbs durante
o tratamento. Nesse contexto € aplicado o uso de dosagem personalizada em cada
paciente, isso por meio do monitoramento terapéutico de farmacos (TDM), dessa forma é
possivel melhorar os resultados obtidos pelo paciente durante a terapia com o RTX, de
forma assertiva e reduzindo custos (CHEN et al., 2021; TRABIK, 2020; NAVAS et al.,
2013). A posologia padrdo para RTX é de 375 mg m~2, sua administracéo € realizada por
meio de infusdes intravenosas. O ciclo pode ser repetido de acordo com o regime de
tratamento e de acordo com o quadro de cada individuo, onde a concentracao plasmatica
do RTX pode variar de 10 a 400 mg mL~" (ELTAHIRA, 2021).

O TDM, especificamente do RTX, requer técnicas com alta seletividade e
sensibilidade, como cromatografia liquida por exclusdo e imunoensaios para 0
acompanhamento e assertividade durante a terapia, uma vez que por se tratar de um
mADb, que sdo moléculas grandes e com baixa dosagem clinica, essa podendo ser de

forma personalizada ao paciente.
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2.2 MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE FARMACOS

O TDM descreve uma abordagem importante para a medicina personalizada, que
permite durante a abordagem clinica a individualizagdo medicamentosa durante um
tratamento especifico, controlando a dosagem do farmaco, de modo a atingir a
concentracdo ideal do medicamento, garantindo o resultado terapéutico desejado. N&o
obstante o TDM reduz o risco de efeitos adversos com relacdo a dosagem administrada
nos pacientes, onde esses riscos sao avaliados de forma individual e personalizada
(ZHANG, ZHANG, 2017; FREUDENBERGER, GAUGLITZ, 2016).

Novas tecnologias abordam o TDM em varios estudos que visam medir de forma
sistémica as concentracdes de medicamentos e sua relacdo com a eficacia terapéutica e
suas reacOes adversas. Esses estudos apresentam dados que corroboram na terapia
individual dos pacientes, onde é realizado a avaliacdo do farmaco dentro de um intervalo
terapéutico de baixo range ou critico em sua a¢ao farmacologica. Dessa forma, esse tipo
de aborgagem tem como obijetivo reduzir os intervalos entre a coleta de dados de estudos
iniciais de respostas a farmacos em condi¢cdes experimentais e em admistragcbes em
casos clinicos (CREMERS, GUHA, SHINE, 2016; ZHANG, ZHANG, 2017).

Para a aplicacdo do TDM os farmacos devem seguir alguns critérios durante sua
aplicacdo, onde obrigatoriamente deve existir uma relacdo entre a dose do farmaco e
concentracdo sanguinea e entre a concentracdo sanguinea e o feito terapéutico do
farmaco, um indice terapéutico estreito, variabilidade farmacocinética interindividual ou
uma relacao ruim entre a dose e a resposta ao medicamento, a resposta farmacologica
deve ter dificil avaliacdo e se diferenciar dos efeitos advesos (ZHANG, ZHANG, 2017;
FREUDENBERGER, GAUGLITZ, 2016).

Por fim, o objetivo do TDM ¢é individualizar a terapia de medicamentos de dificil
administracdo, assumindo conhecimento sobre farmacocinética e farmacodinamica,
otimizando o resultado clinico (CREMERS, GUHA, SHINE, 2016).

2.3 CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS

O controle de qualidade de medicamentos é imprescindivel para a liberagcdo dos
insumos farmacéuticos ativos e produtos acabados na industria farmacéutica e também
durante o TDM. Portanto é necessario o desenvolvimento de métodos analiticos para a

avaliacdo de farmacos, para garantir a eficacia e seguranca dos mesmos. Nao obstante
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alguns parametros devem ser seguidos durante o desenvolvimento e a etapa de validacéo
do método seguindo as diretrizes guias e legislacdes vigentes (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

A RDC n° 166 de 2017 dispde sobre a validacdo de métodos analiticos, onde o
objetivo € demonstrar par@metros que garantam resultados confidveis, sendo adequado a
finalidade proposta, de forma documentada e mediante critérios objetivos. O processo de
validacdo consiste em analisar e verificar alguns parametros, sendo eles seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez
(BRASIL, 2017).

No presente trabalho, foi desenvolvido e testado um imunossensor impedimétrico
para a quantificacdo no local e de baixo custo de RTX em amostras biologicas humanas
nao invasivas (urina) e invasivas (soro sanguineo) para aplicacdes de TDM, CQ e ESM,
seguindo as diretrizes aplicadas no desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos
(ICH, 2005; BRASIL, 2017).

2.4 METODOS ELETROQUIMICOS

Os métodos eletroquimicos sdo capazes de determinar propriedades cinéticas e
termodinamicas, as quais sdo avaliadas por fenbmenos interfaciais redutivos e oxidativos
(redox). Portanto € possivel quantificar e caracterizar o comportamento fisico-quimico de
diferentes compostos. Nesse contexto, processos redox podem ser usados para a
elucidacdo e quantificacdo farmacos, auxiliando no controle de qualidade de
medicamentos. (RODRIGUES et al., 2019; RODRIGUES et al., 2021).

A aplicagédo de ferramentas eletroguimicas é possivel em diferentes sistemas, 0s
quais podem ser classificados em interfaciais (INT) ou n&o interfaciais (N-INT). Aqueles
cujo sistema envolve a presenca de um contato entre eletrodo/solucédo, i.e. INT, podem
ser divididos de acordo com a mobilidade do ambiente analitico e.g. estatico ou dinamico.
Nos sistemas onde ndo ha interface entre eletrodo/solucédo, i.e. N-INT, é empregada a
condutometria (BRETT e BRETT, 1996; SERRANO, MACHADO & GIL, 2010). Na figura 1

estdo descritos os métodos eletroanaliticos com suas respectivas classificagdes.
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Espectroscopia
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de impedancia

Figura 1. Diagrama dos diferentes métodos eletroanaliticos e suas classificacoes.
Fonte: Adaptado de Skoog, Holler e Crouch (2009).

Considerando as ferramentas INT, e suas respectivas divisées quanto a mobilidade
do sistema, sabe-se que aqueles estaticos envolvem a potenciometria, enquanto que o0s
dindmicos envolvem voltametria, coulometria e amperometria. No tocante a aplicabilidade
desses métodos, os sistemas estaticos ndo dependem da aplicacdo de um distlrbio no
ambiente experimental, enquanto os sistemas dindmicos dependem da aplicacdo desse
disturbio (SKOOG, HOLLER & CROUCH, 2009).

Apesar dos meétodos eletroquimicos disponiveis para a caracterizacdo dos
processos redox e determinacdo de farmacos, a voltametria € uma das principais técnicas
para esse estudo. Essa ferramenta permite a aquisicdo de informacOes sobre a
termodinamica e a cinética reacional de moléculas eletroativas, o que a torna ideal para
estudos de TDM e CQ de medicamentos (PACHECO et al., 2013).

2.4.1 VOLTAMETRIAS

As técnicas voltamétricas baseiam-se na perturbagéo do sistema, aplicando-se um
potencial, no qual s&o obtidas informagdes sobre o composto em estudo pela amplitude
da corrente elétrica, que representa o parametro cinético e o valor do potencial aplicado,
gue representa a termodinamica do sistema. Essa metodologia é facilmente aplicavel por

meio de um potenciostato/galvanostato, cujo principal sistema consiste em uma célula
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eletroquimica acoplada a um sistema tri-eletrédico (BRETT e BRETT, 1996; PACHECO et
al.,, 2013). A figura 2 apresenta um sistema eletroquimico para a operagdo de

voltametrias.

Software
NOVA 2.1

ET ER EA
|

Potenciostato/Galvanostato

00 00 0O oo oo
oo =M= M=n=] Célula eletroquimica

Figura 2. Esquema ilustrativo de um sistema eletroquimico, composto de trés eletrodos,

eletrodo de trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e eletrodo auxiliar (EA), acoplado a

um galvanostato/potencioasto e um computador.

Fonte: Autor

O eletrodo de referéncia (ER) é utilizado para dar uma medida de potencial
absoluto ao qual os demais eletrodos possam ser comparados. Um bom ER precisa ter
potencial estavel na presenca de mudancas fisico-quimicas do sistema. ER comumentes
utilizados nas técnicas voltametricas séo: eletrodos de hidrogénio, calomelano saturado e
Ag/AgCIl (BRETT e BRETT, 1996). O eletrodo auxiliar (EA) composto por fio de platina
tem como objetivo diminuir o ruido durante a andlise, retirando o excesso de carga gerada
pela passagem de corrente decorrida dos processos de oxirreducdo. E por ultimo, o
eletrodo de trabalho (ET), é responséavel por medir a corrente devido as trocas eletrénicas
com o analito em sua superficie (SERRANO, MACHADO & GIL, 2010).

24.1.1 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica (CV) é uma das técnicas mais ulilizadas na caracterizagdo
eletroquimica. Essa técnica permite uma primeira avaliacdo no comportamento
termodinamico e cinético de processos redox. A CV é uma técnica onde é determinada a
corrente em um sistema eletroquimico, de acordo com a varredura linear de potencial, em
ciclos e velocidade pré-determinados (PACHECO et al., 2013). E realizado uma varredura

de potencial completa nos dois sentidos, sendo eles crescente, descrescente ou vice-
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versa. Os pontos de corrente sdo uma funcéo do potencial, sendo descritos tal como na

equacdao abaixo (equacéo 1):

| =f(E) @
Na qual: | é a corrente em amperes e E € o potencial em volts.

Devido o surgimento de dupla camada elétrica na superficie do eletrodo por
polarizacéo, independente da presenca do analito, hA aumento da corrente-base. Essa
corrente € denominada corrente capacitiva, em funcdo da formacdo de um pseudo-
capacitor na superficie do eletrodo (BRETT e BRETT, 1996).

Em uma analise de CV o pico gerado quando a varredura é realizada de forma
positiva € denominado de pico anddico Ipa, relacionado a oxidagédo do composto, em um
voltamograma é simbolizado pelo nimero ordinal do pico e a letra a. O pico gerado em
uma CV com sentido negativo € denomidado de pico catddico lpc, relacionado a reducdo
do composto, em um voltamograma € simbolizado pelo numero ordinal e a letra ¢ (Figura
3B) (PACHECO et al., 2013). Abaixo, segue um exemplo da representacdo grafica da
funcdo dada pela equacgéo 1, assim como de uma CV de um sistema reversivel (Figura 3).

B
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Figura 3. Variacdo do potencial em funcdo do tempo (A) e voltamograma de uma
voltametria ciclica (B).

Fonte: Autor.

Nesta técnica se avalia a reversibilidade dos processos redox, pela comparacdo da
intensidade dos picos anddicos e catodico, uma vez que para reacdes envolvendo 1
préton e 1 életron as diferencas de potenciais sdo de aproximadamente 59 mV (reacdes

reversiveis). Quando temos um aumento da corrente anddica com perda de corrente
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catédica, e vice-versa considerando o sentido, a reacdo € classificada em quasi-
reversivel, jA quando a diferenca de correntes € muito elevada, o processo é entao
denomidado irreversivel (BRETT e BRETT, 1996).

Por meio da CV é possivel observar se o processo eletroquimico € controlado por
adsorcdo ou difusdo. Portanto o ensaio é realizado em diferentes velocidades de
varredura, enquanto 0s outros parametros sdo constantes, assim correlaciona-se a
intensidade do pico (Ip) anddico ou catodico com a velocidade de varredura (v). A relacao
entre Ip vs. v é expressa por meio de regressao linear, onde o coeficiente de correlagdo
linear (r) quando c.a. 0,99 é aceito como satisfatorio. Quando o valor de correlagéo linear
e proximo de 1 para Ip vs. v, 0 processo da reacao € controlado por adsor¢éo. Entretanto,
se a linearidade for observada apenas na correlacédo I, vs. v¥? o processo reativo é
controlado por difusdo (PACHECO et al., 2013; LUIS, RODRIGUES et al., 2019).

2.4.2 CRONOAMPEROMETRIA

A amperometria € uma técnica na qual um potencial especifico € escolhido,
normalmente o potencial onde o pico do analito € evidenciado, e este potencial € mantido
constante durante o ensaio, diferentemente da voltametria em que o potencial é variado.
Esta técnica pode ser empregada apds ensaio voltamétrico, pois, a varredura de potencial
evidencia o valor de E em que o processo faradaico ocorre para o analito de interesse, e
assim, este valor de potencial especifico pode ser fixado em um ensaio amperométrico
subsequente (BRETT e BRETT, 1996).

No ensaio amperométrico, uma corrente basal € observada em determinado
potencial fixo no qual apenas o solvente e o eletrdlito inerte estdo presentes na célula
eletroquimica (BRETT e BRETT, 1996). A partir de entdo, aliquotas diferentes de uma
mesma solucdo estoque sao adicionadas periodicamente. Dessa forma a
cronoamperometria pode ser aplicada na quantificacdo de farmacos e em auxilio a

caracterizacao e preparacao de eletrodos modificados.

2.4.3 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) é baseada nas propriedades
elétricas e eletrodicas do sistema estudado. Portanto, a EIS pode ser aplicada em
matrizes com diversas fungcbes para o estudo de seus comportamentos, por meio da

aplicacdo de distarbios em um sistema eletroquimico fechado (TSAI e SUN, 2013; ZHAO
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et al.,, 2017). De maneira geral, a EIS é realizada a partir da perturbacdo de um sistema
eletroquimico por meio de um disturbio continuo e néo variavel em sua termodinamica. O
sistema de EIS é constituido por trés eletrodos, assim como eletrdlito suporte, sendo esse
altimo utilizado para promover a formacdo de uma interface eletrodo-solugdo, a qual

compreende a dupla camada elétrica (figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da interface eletrodo/solucdo, contendo a dupla

|

camada elétrica dividida em dois planos, plano interno e plano externo de Helmholtz.
Fonte: MACEDO, 2017.

A interface eletrodo-solucdo de um sistema eletroquimico permite através da EIS o
estudo de propriedades elétricas geradas do sistema, mesmo que essas nao sejam
espécies eletroativas. Dessa forma a EIS utiliza a aplicagdo de sinais com pequenas
variacbes periddicas de corrente alternada em diferentes faixas de frequéncias
possibilitando a caracterizacdo de processos eletroquimicos e de interfaces complexas
em todo sistema eletroquimico (LASIA, 2002; CARVALHO; ANDRADE; BUENO, 2006;
HAN et al., 2016).

Os calculos para a obtencdo de dados por EIS assumem valores irracionais, a
plotagem dos dados é realizada em um plano complexo. Utiliza-se, portanto, a abordagem
de Nyquist e a plotagem de Bode que sdo a correlagcdo entre a parte real e a parte
imaginaria da impedancia, descrevendo a variacdo da impedancia total e o angulo de fase
dos vetores descritores e a frequéncia de oscilagdo (FRANCESCO, 2019; GAMRY, 2019).

A representacao gréfica da impedancia por Nyquist € apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Representacédo grafica de uma plotagem de Nyquist, evidenciando os pontos da

plotagem condicionados por controle cinético e fendmenos de transporte de massas.
Fonte: Adaptado de DE CARVALHO; DE ANDRADE; BUENO, 2006.

A avaliacdo da plotagem de Nyquist permite analisar o diametro do semicirculo da
impedancia, que esta localizado em regides de alta frenquéncia, no eixo das abscissas
(impedancia real; Z’). Esse parametro se correlaciona com as resisténcias associadas ao
circuito (ZHAO et al., 2017; GAMRY, 2019). Assim, o inicio do semicirculo no eixo das
abscissas se correlaciona com a resisténcia da solucdo (Rs), enquanto o final do
semicirculo se correlaciona a resisténcia a transferéncia de cargas na superficie do
eletrodo (Rct). Visto que o eletrodo é analisado em solugéo, e sua impedancia é calculada
na interface, a dupla camada comporta-se nesse caso COmo um capacitor enquanto que o
transporte de massa por difusdo na solucdo é representado pelo elemento de Warburg
(W) (FRANCESCO, 2019; EASTON et al., 2020). Esse circuito simplificado é denominado

circuito equivalente de Randles (Figura 6).
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Figura 6. Circuito do tipo Randles (no topo) e sua resposta idealizada no plano de

impedancia complexa.
Fonte: DE CARVALHO; DE ANDRADE; BUENO, 2006.

Atualmente a EIS vem sendo muito utilizada como forma de caracterizacdo da
interacdo entre eletrodos quimicamente modificados com a solugdo, avaliando a
transferéncia de carga nesta interface como forma de compreender a contribuicdo dos
modificadores aplicados a resposta geral do sensor. A resposta é medida € definida com
alguns parametros dos elementos do circuito, por exemplo, resisténcia ao transporte de
cargas (Rct), onde é possivel a quantificacdo de analitos biolégicos através da interacéo
entre 0 analito e a superficie do eletrodo, em que existem grupos imobilizados que se

ligam seletivamente.

2.5IMUNOGLOBULINAY (IGY)

Os anticorpos sdo protéinas capazes de reconhecerem marcadores de moléculas
com alta seletitivade e especificidade, essa funcdo € considerada uma ferramenta
indispensavel em laboratérios de diagndésticos, onde séo utilizados na pesquisa de novos
meétodos para diagndsticos, terapias e vacinas. A imunoglobulina Y (IgY) € uma molécula

gue apresenta elevada especificidade para a ligacéo e intivacdo de algumas substancias,
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como moléculas toxicas ou antigénos, estes capazes de invadir o corpo (CHALGHOUMI
et al., 2009).

Klemperer, ha mais de um século, fez o primeiro estudo com a presenca de
anticorpos na gema do ovo de galinha. Durante a foliculogénese esses anticorpos sdo
transferidos do sangue da galinha para a gema do ovo, com o0 objetivo de imunizar o
descendente. Nao obstante a denominacédo IgY € descrita pela imunoglobulina da gema
do ovo (Y = yolk).

Os anticorpos aviarios séo dividios em trés isotipos sendo eles, IgY, IgM e IgA,
onde a IgY é a imunoglobulina mais abundante no soro de aves, contudo as
imunoglobuinas podem ser isoladas também de anfibios e répteis, apresentando o isotipo
equivalente a funcdo IgG nos mamiferos, apesar da IgA e IgM serem homologas as de
mamiferos (DIAS DA SILVA, TAMBOURGI, 2010).

A estrutura geral do IgY € semelhante a IgG de mamiferos, com duas cadeias
pesadas e leves, no entanto sdo divergentes em suas caractéristicas bioquimicas e
funcdes imunoldgicas que se devem a sequéncia de aminoacidos e diferencas estuturais
(ZHANG, 2003 ; KARLSSON et al., 2004). A IgY apresenta massa molecular por volta de
180 kDa, sendo mais pesada que a IgG de mamiferos (Aproximadamente 150 kDa)
(SIMIZU et al., 1993).

2.5.1 PURIFICACAO E CARACTERIZAGCAO DE ANTICORPOS IGY

Os métodos para purificacdo dos anticorpos IgY da gema do ovo, removem
contaminantes, devem conservar as funcdes dos anticorpos extraidos, ser um protocolo
de baixo custo e ndo exige equipamentos sofisticados para sua conducédo (FERREIRA
JUNIOR et al., 2012). A escolha de um método ¢é influenciada pela escala de purificacao,
impacto sobre 0 meio ambiente e minimizar as quantidades de residuos (SCHADE et al.,
2005). Em geral, os métodos podem ser divididos em trés grupos principais: (i)
precipitacdo por meio de ajuste do ponto isoelétrico, por exemplo, pela adicdo de acido
cloridrico (HCI); (ii) precipitacdo por meio remocédo da camada de solvatacéo (salting out),
por exemplo, pela adicdo de sulfato de sédio (Na2SOa) e (iii) cromatografia por exclusdo
de peso molecular, troca idnica ou afinidade (SCHADE, 2005). Apos a purificacdo, os
anticorpos IgY sado caracterizados quanto sua especificidade, sensibilidade, avidez e
titulacdo. Diferentes testes podem ser empregados para a caracterizacdo de um anticorpo
especifico, entre eles o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Western Blot, Dot-
blot e imuno-histoquimica (HALDER et al., 2002).
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2.6 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

O desenvolvimento de novas tecnologias para a deteccdo de importantes
compostos biologicos com foco ambiental e industrial tem despertado interesse de
pesquisadores de diversas areas, buscando sensibilidade, seletividade, versatilidade em
um dispositivo economicamente viavel e com aplicagéo in loco (GOODE, RUSHWORTH,
MILLNER, 2015 ; ROMANHOLDO, et al., 2021). Nesse ambito técnicas eletroquimicas séo
bastante exploradas, devido o baixo custo, rapidez, portabilidade, sensibilidade e
especificidade no reconhecimento no marcador alvo (GARCIA, et al,
2020 ;ROMANHOLDO, et al., 2021 ; BRAZACA, et al., 2022).

Um biossensor comum é constituido por dois sistemas, um biorreceptor
(biomoléculas como enzimas, anticorpos, aptameros e acidos nucleicos), responsavel
pelo reconhecimento seletivo do objeto de estudo e um transdutor (eletroquimico, optico
ou piezoelétrico) que permite a avaliacdo da resposta entre o biorreceptor e seu alvo. Os
transdutores utilizados para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos sao
eletrodos compostos por materiais condutores, de modo que as biomoléculas receptoras
estejam imobilizadas em sua superficie (figura 7) (FELIX, AGNES, 2018 ; KIM, et al.,
2019).

Aptémero Sinal eletroanalitico
DNA

Incubagdo da Amostra

Anticorpo

Enzimas

N — ] — s —a

Biossensor Evento de reconhecimento

Figura 7. Sistema de ligacdo de um biorreceptor e transdudor eletroquimico.

Fonte: Autor.

Os biossensores eletroquimicos podem ser classifcados de acordo com o tipo de
sinal medido durante o evento de biorreconhecimento, como por exemplo amperométricos
guando avaliamos a resposta do evento pelo sinal de corrente (EMIR, et al., 2021),
potenciométricos quando € medido a diferenca do potencial entre o biossensor e o
eletrodo de referéncia (OZBEK, ISILDAK, ISILDAK, 2021) condutométricos quando &
mensurada a variagdo na condutancia (SOLDATKIN, et al., 2021) e impedimétricos, estes
avaliando a impedancia de todo o sistema eletroquimico através da resisténcia do sistema
(GARCIA, et al., 2020; RODRIGUES, et al., 2022).
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A aplicacdo de biossensores para o monitoramento de biomarcadores biolégicos de
interesse clinico tem crescido bastante nas ultimas décadas, sendo essa abordagem
bastante adotada como estratégia promissora no diagndstico de doencas e
monitoramento terapéutico em tratamentos clinicos (WONG, et al., 2015 ; MENEGHELLO,
et al.,, 2018; ATES, et al., 2022). Dessa forma, é possivel observar de modo seletivo e
guantitativo, biomarcadores como proteinas , peptideos e metabolicos organicos,
permitindo o monitoramento terapéutico (PELAEZ, et al., 2018; ATES, et al., 2022).

Durante as etapas de um tratamento clinico, a administracdo de medicamentos é
modulada de acordo com a resposta do paciente, seja ela de forma positiva ou ndo, dessa
forma a concentracdo da dose e até mesmo dos biomarcadores pode ser alterada no
organismo, sendo necessario realizar o monitoramento durante todo o processo, em que
ferramentas como os biossensores sdo de grande valor para realizagdo de diagnosticos e
prognadsticos cinicos para diversos processos bioldgicos (DEVI, DOBLE, VERMA, 2015 ;
PELAEZ, et al., 2018; ATES, et al., 2022).

Atualmente pesquisadores buscam nas etapas de desenvolvimento de um
biossensor alta especificidade e sensibilidade, com matériais de baixo custo (DEVI,
DOBLE, VERMA, 2015).

As técnicas de deteccdo de biomarcadores baseadas em imunoensaios consistem
em testes bioquimicos que permitem o reconhecimento molecular altamente especifico
entre anticorpos e antigenos. As técnicas mais utilizadas sdo o ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA), os fluoroimunoensaios, 0s
imunoensaios por quimioluminescéncia, radioimunoensaios e cromatografia por exclusao
(DEVI, DOBLE, VERMA, 2015; NAVAS, et al., 2013).

Apesar de sua confiabilidade, os imunoensaios requerem laboratorios bem
equipados, reagentes caros, além de pessoal treinado e mais tempo de analise (NAVAS,
et al., 2013). Enquanto isso, a cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusdo de
tamanho (SE-HPLC) e a cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) compartilham
as mesmas desvantagens, agravadas pelos altos custos e condi¢ées como o tamanho da
molécula e os solventes utilizados na fase mével, dessa forma a coluna cromatografica
fica com baixa durabilidade. (BERKOWITZ, et al., 2012; JACOBS, et al., 2017;
TRUFFOT, et a., 2021). Portanto, em comparacgéo com drogas de baixo peso molecular, a
analise quimica de mAbs, que apresentam maior peso molecular apresenta desafios,
independentemente da complexidade da matriz das amostras. Assim, além das
aplicacbes de TDM, o desenvolvimento de método eficases € de extrema importancia
para controle de qualidade (CQ) e fins regulatérios (VIGNERON, et al., 2013).
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Como alternativa, a eletroanalise surge como uma abordagem atrativa para
aplicacdes de TDM, CQ ou ESM, e em paralelo permite a miniaturizacdo necessaria para
a analise POC. Além disso, a eletroanalise oferece a possibilidade de combinar
simplicidade, rapidez com preciséo, seletividade e sensibilidade (HAMPSON, et al., 2010 ;
AFKHAMI, et al., 2017 ; FELIX, AGNES, 2018 ; GU, et al., 2019 ; ATES, et al., 2021).

Pesquisadores realizam diversas aplicacbes com biossensores abordando

diferentes alvos e técnicas (Quadro 1) :

Quadro 1: Exemplos recentes de aplicagbes de diferentes tipos de biossensores com

técnicas eletroquimicas.

Tipo de
Titulo do artigo / Citagdo ] P Marcador Alvo Técnica utilizada
Biossensor
“A microfluidic electrochemical
aptasensor for highly sensitive and Células A549 como modelo de Microfluidica com
; . voltametria de pulso
selective detection of A543 cells as Aptassensor célula contendo integrina a6B4 via dif ol
i ; i ini iferencial e
integrin a6B4-containing cell model aptameros IDA. T
via IDA aptamers”. (KHAKSARI, et voltametria ciclica.
al., 2022).
“SARS-CoV-2-Impedimetric )
) ] ) ] Espectroscopia de
Biosensor: Virus-Imprinted Chips for . . .
o ) Biossensor SARS-CoV-2 impedancia e
Early and Rapid Diagnosis”. o
voltametria ciclica
(HUSSEIN, et al., 2021).
“DNA-Based Electrodes and
Computational Approaches on the ) i ) ] Voltametria de
] ) Biossensor Farmacos antitumorais ) .
Intercalation Study of Antitumoral pulso diferencial
Drugs”. (RODRIGUES, et al., 2021).
“Impedimetric Immunosensor for On- ]
) o Espectroscopia de
Site Measurement of Rituximab from o ) .
) ) Imunossensor Rituximabe impedancia e
Invasive and Non-Invasive Samples”. o
voltametria ciclica
(RODRIGUES, et al., 2022).
“Impedimetric biosensor for bovine Espectroscopia de
herpesvirus Type 1-antigen Imunossensor Herpes bovino tipo 1 impedancia e
detection”. (GARCIA, et al., 2020). voltametria ciclica
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“A novel impedimetric biosensor
based on the antimicrobial activity of

Espectroscopia de

the peptide nisin for the detection of Biossensor Salmonella spp ) o
impedancia
Salmonella spp”. (MALVANO,
PILLOTON, ALBANESE, 2020).
“A wearable microfluidics-integrated
impedimetric immunosensor based on )
) ) Espectroscopia de
Ti3C2Tx MXene incorporated laser- ) ) .
) ) Imunossensor Cortisol impedancia e
burned graphene for noninvasive o
] ) voltametria ciclica
sweat cortisol detection”. (NAH et al.,
2021).
“Rapid detection and quantification of
microcystins in surface water by an ] o Espectroscopia de
) . o Imunossensor Microcistinas ) L
impedimetric immunosensor”. impedancia
(OGUNGBILE et al., 2021).
“Impedimetric immunosensor for rapid
and simultaneous detection of chagas Espectroscopia de
and visceral leishmaniasis for point of Imunossensor Chagas e leishmania visceral impedancia e
care diagnosis”. (CORDEIRO et al., voltametria ciclica
2020).
“Label-free electrochemical
impedimetric immunosensor for )
» . ) . Espectroscopia de
sensitive detection of IgM rheumatoid Imunossensor Fator reumatoide IgM ) .
_ impedancia
factor in human serum”.
(CHINNADAYYALA et al., 2019).
“Screen Printed Based Impedimetric )
) ) Espectroscopia de
Immunosensor for Rapid Detection of o ] ) .
o N o Imunossensor Escherichia coli impedéancia e
Escherichia coli in Drinking Water”. . i
voltametria ciclica
(CIMAFONTE et al., 2020).
“An ultrasensitive CRISPR/Cas12a Espectroscopia de
based electrochemical biosensor for ) o impedéancia e
o ] Biossensor Listeria monocytogenes .
Listeria monocytogenes detection”. voltametria de onda
(Ll et al., 2021). quadrada.
“Electrical pulse-induced )
) ] Espectroscopia de
electrochemical biosensor for ) ] ) .
Biossensor Hepatite E impedéancia e

hepatitis E virus detection”.
(CHOWDHURY et al., 2019).

voltametria ciclica

34




2.7 IMUNOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Os anticorpos sao aplicados em grande escala no desenvolvimento de
biossensores, possibilitando alta especificidade de ligacdo (ZHAO et al., 2021)e
reconhecimento com o antigéno alvo (GARCIA et al., 2020 ; RODRIGUES et al., 2022).
Portanto, podem ser aplicados na deteccdo e diagndstico de patdogenos (ZHAO et al.,
2021), proteinas (KAUSHIK et al., 2018), horménios (CHEN, LIU, WU, 2021), toxinas
(LOYPRASERT et al., 2010), anticorpos monoclonais (RODRIGUES et al., 2022). Sua
aplicacdo é definida pelo evento de reconhecimento e formacao do complexo de ligacao
entre 0 anticorpo e o antigéno, este na superficie do transdutor, monitorado pelo sinal da
técnica utilizada em sua avaliacdo (GARCIA et a., 2020 ; RODRIGUES et al., 2022).

Os imunossensores eletroquimicos combinam a elevada especificidade da reacéo
imunoldgica, possibilitando alta sensibilidade, rapidez quanto a execucdo da técnica e
baixo custo (GARCIA et al., 2020). Esses sistemas permitem a aplicacdo de métodos
label-free, onde a deteccéo do alvo é realizada sem a utilizagdo de anticorpos conjugados
a enzimas ou a marcadores fluorescentes, o que pode diminuir o nimero de etapas, o
tempo total e o custo das analises (AFKHAMI et al., 2017; GARCIA et al., 2020).

Outro avanco em relacdo ao desenvolvimento de imunossensores € a
possibilidade de aplicacbes portateis, com respostas rapidas, e baixa quantidade de
amostras, sendo possivel a miniaturizacdo e detec¢do in loco e em tempo real,
permitindo aplicacées point-of-care (HSU et al.,, 2020). Esse tipo de sistema permite
aplicacdes em campo, longe do laboratério de andlises clinicas, podendo ser aplicado na
residéncia do paciente e até mesmo no propio consultério médico, permitindo o
diagnéstico e monitoramento de farmacos durante o tratamento clinico (ATES et al.,
2020 ; ATES et al., 2022 ; RODRIGUES et al., 2022).

Os anticorpos séo responsaveis por gerar a ligacdo de um imunossensor, estes
sdo constituidos por proteinas soluveis, as imunoglobulinas (lg), estas relacionadas a
respota imune corporal. Sua funcdo é definida pelo reconhecimento e ligacdo de
antigenos, de bactérias, virus, fungos e compostos estranhos ao organismo. Os
anticorpos sdo produzidos por glébulos brancos ativados, os linfocitos B (ou células B), e
constituem cerca de 20% do total de proteinas sanguineas (NELSON, COX, 2014).

Estima-se que os humanos tenham a capacidade de produzir mais de 100 milhdes
de anticorpos distintos com diferentes especificidades de ligagdo, as quais séo
caracterizadas pela natureza dos residuos de aminoacidos nos dominios variaveis de

suas cadeias pesadas e leves. O complexo antigeno-anticorpo formado apds o evento de
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reconhecimento é altamente estavel, como uma consequéncia da elevada forca de
interacdo entre a imunoglobulina e seu respectivo antigeno, essa derivada das varias
interacbes de van der Waals, ibnicas e de ligacdo de hidrogénio que se estabelecem
guando um antigeno interage com uma molécula de anticorpo (NELSON, COX, 2014).

A interacdo entre antigeno-anticorpo em técnicas eletroquimicas pode ser estudas
de duas formas, direta, onde é avaliado o sinal eletroanalitico através dos picos de
oxidacao de residuos de aminoéacidos, ou indireta, monitorada por um indicador redox.

A deteccdo direta é definida pela transferéncia de elétrons da biomolécula para os
eletrodos por meio de um processo de oxireducéo. O sinal eletroquimico dos residuos de
aminoacidos depende da orientacdo favoravel das proteinas, sendo necessario ter
residos eletroativos para a aplicacdo da técnica (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2013).

A deteccao indireta baseia-se nas modificacbes geradas entre antigenos e
anticorpos na superficie do eletrodo, isso por meio de compostos que podem reagir na
presenca desses materiais biolégicos. Esse sistema € definido pela construcdo de um
imunocomplexo entre o antigeno e o anticorpo, este marcado por uma sonda redox,
gerando a resposta analitica através da sonda imobilizada no eletrodo de trabalho ou até
mesmo em solucédo (GARCIA et al., 2020).

As sondas redox sdo constituidas de compostos eletroativos, com a capicidade de
sofrer reacbes de oxireducdo e na maioria de forma reversivel (GARCIA et al., 2020 ;
RODRIGUES et al., 2022). As sondas redox mais utilizadas séo o ferrocianeto de potassio
(GARCIA et al.,, 2020 ; RODRIGUES et al., 2022), ferroceno (TRINDADE, SILVA,
DUTRA, 2019), azul de metileno (DUTTA et al., 2017) e vermelho de alizarina (ZHANG;
DING, 2016).

Os anticorpos podem ter diferentes aplicacdes no diagnostico e/ou no progndéstico
de varias doencas de interesse epidemioldgicas, doencas autoimunes, alergias, dentre
outras. O desenvolvimento de imunossensores pode ter grande impacto econémico para
a saude humana, uma vez que o0s testes sdo mais rapidos e de baixo custo em
diagnosticos e durante o tratamento (AFKHAMI et al., 2017; GU et al., 2019; GARCIA et
al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um imunossensor eletroquimico seletivo para a deteccdo e

guantificacdo de RTX em amostras de urina e sangue.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar o método analitico para a quantificacdo de RTX em amostras
biologicas para uso no CQ e TDM;

Obter um método alternativo de baixo custo, rapido e seletivo para a quantificacéo
de RTX em amostras biologicas aplicado no CQ e TDM.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1. MATERIAIS E REAGENTES

A caseina de leite bovino grau técnico para a producdo do imunossensor foi
adquirida da Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO, EUA), ferrocianeto de potassio e cloreto de
potassio (KCI) foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltd. (Rio de Janeiro, Brasil).
Rituximab, 10 mg ml~' (MabThera, Roche, Suica) foi gentiimente doado pela AVFarma,
Assisténcia e Servicos Farmacéuticos, Rio de Janeiro, Brasil.

A solucdo de caseina foi preparada na concentracdo de 0,5% (v/v), esta diluida em
tampao borato de sodio (100Mm, pH 9,0). A solucéo de ferrocianeto de potassio utilizada
como sonda redox foi preparada na concentracdo de 0,5 M, esta diluida em agua
ultrapurificada (condutividade: 0,1 uyS cm™) obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q
Millipore S/A (Molsheim, Franca). Em seguida, adicionou-se cloreto de potassio (KCI) a
esta solucdo até uma concentracdo de 100 mM de ferrocianeto de potassio.

A imunoglobulina Y (IgY) pAb contra RTX foi produzida a partir de gemas dos ovos
de galinhas poedeiras Leghorn brancas, onde foram imunizadas por via intramuscular
com quatro doses de 200 ug de Rituximab misturado com adjuvante de Freund em
intervalos de duas semanas. O titulo de anticorpo especifico foi monitorado por ELISA. A
IgY foi obtida a partir de gemas de ovos pelo método de precipitacdo com polietilenoglicol
(PAULY, 2011) e gquantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A
integridade e pureza dos anticorpos foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. Todas as solugcdes do ensaio RTX foram preparadas com
solucdo tampdao fosfato (PBS) na concentracdo de 100 mM com pH 7,0, urina e soro
sanguineo. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional para Seres
Humanos (Protocolo 2.855.528).

4.2. PREPARACAO DO IMUNOSSENSOR

O desenvolvimento do imunossensor eletroquimico foi dividida em quatro etapas. A
primeira etapa consiste na ativacdo do GCE usando cronoamperometria a um potencial
constante de 1,2 V em PBS 100 mM (pH 7,0). Na segunda etapa € realizada a

imobilizacdo do Ab sobre a superficie do GCE ativado (*GCE) com suspenséo de Ab a 1
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mg mL™ (AGCE/Ab) pelo método de drop casting. Na terceira etapa o eletrodo de
AGCE/Ab foi entdo seco a temperatura ambiente e imerso na solugdo de caseina 0,5%
por 5 minutos para bloquear as os sitios ndo ligados do eletrodo. Por fim na ultima etapa o
eletrodo preparado com o anticorpo e caseina (AGCE/Ab®”S), foi enxaguado
completamente com 5 mL de &gua ultrapura para remover qualquer excesso de caseina e
Ab adsorvido fisicamente na superficie do eletrodo. Apds a constru¢cdo do imunossensor,
0 mesmo deve permanecer armazenado em temperatura entre 2 a 8°C antes de realizar a

medicao do ensaio.

4.3. ENSAIOS ELETROQUIMICOS

Os ensaios eletroquimicos foram realizados em temperatura ambiente, usando um
sistema composto por trés eletrodos, os eletrodos de trabalhos foram compostos por
eletrodos de carbono vitreo comercial e eletroquimicamente modificado, ambos com 3
mm de diametro (GCE, AGCE/Ab®AS), como contra-eletrodo foi utilizado um fio de platina e
como eletrodo de referéncia um eletrodo composto por Ag/AgCI saturado com KCI 3M
(adquirido de Lab solutions, Sado Paulo, Brasil). Os ensaios de CV e EIS foram realizados
com um Autolab PGSTAT® modelo 204 com mdédulo FRA32M (Metrohn Autolab, Eco
Chemie, Holanda) juntamente com seu software NOVA 2.1°,

Os ensaios de CV e EIS foram realizadas em 2 mL de solugdo KCI 100 mM com
ferrocianeto de potassio 5 mM. Os parametros de operacdo para medicao da EIS foram
definidos da seguinte forma: (i) frequéncia inicial: 10 kHz, (ii) frequéncia final: 0,1 Hz, (iii)
potencial médio: 0,25 V e (iv) amplitude potencial: 10 mV. As varreduras da CV foram
realizadas entre 0,0 e 1,0 V com uma taxa de varredura de 100 mV s™. Os gréaficos dos
voltamograms e impedancias para apresentacdo final deste estudo foram tratados no
software Origin Pro 8® (Northampton, MA, EUA). Todas os experimentos foram realizados

em triplicata, avaliando sempre o desvio padréo relativo (RSD).

4.4. DETERMINACAO DO RITUXIMABE

Para a caracterizagdo do imunossensor desenvolvido, foram preparadas solugdes
estoques de 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 uyg mI~t RTX em 100 mM de PBS pH 7,0. Assim, o
AGCE/Ab®AS modificado foi exposto por 10 minutos em cada solucdo estoque de RTX.

Uma leitura do branco também foi realizada sem a presenca de RTX.
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Amostras de urina e soro sanguineo foram coletadas de um ser humano saudavel,
sem qualquer doenca e sem o0 uso de medicagcdo continua. Ambas as amostras foram
diluidas em 100 mM PBS com um fator de diluigdo de 1:5 (200 yL de amostra bioldgica,
800 uL de tampao). Apoés a diluicdo, o RTX foi incrementado até a concentracgédo final de 8
ug mL™1, considerado como concentragdo ideal o ponto médio da linearidade do método.
Em seguida, o imunossensor AGCE/Ab®AS foi exposto por 10 minutos nas solugées
contendo as amostras bioldgicas para deteccéo do farmaco RTX. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata a temperatura ambiente (25°C + 2°C). As amostras
controles de urina e sangue foram diluidas em 100 mM PBS com um fator de diluicdo de
1:5 (200 yL de amostra bioldgica, 800 uL de tampao), avaliando a seletividade do

imunossensor na matriz.

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas aplicadas na validagdo do método analitico foram
calculadas por meio do software action stat 3.7®, Estatcamp—Brasil, aplicado de acordo
com as diretrizes exigidas pelo conselho internacional para harmonizacao de requisitos

técnicos para produtos farmacéuticos de uso humano (ICH Q2).
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Rituximab (RTX) is a specific monoclonal antibody for CD20 protein, which are mostly found in lymphocytes B. RTX is notably
indicated for lymphomas, autoimmune disorders, leukemia and transplant rejections. A higher efficiency is achieved by adjusted
doses, which is tailored by individual body weight and RTX pharmacokinetic parameters. Therefore, the individualized dosing is a
usual practice to achieve the therapeutic success of this expensive drug. Therapeutic monitoring of RTX is commonly performed by
chromatographic methods or immunoassays. These methods, however, suffer from lack of standardization in workflows, long
turnaround times and high instrumentation costs with complex sample preparation. In this regard, immunosensors emerge as a
feasible alternative to overcome these limitations. Herein, we developed an impedimetric immunosensor, which can detect RTX
from both invasive and non-invasive samples, in this way our immunosensor is applicable in blood plasma and urine samglcs
allowing a new analysis approach. A linear correlation between the charge transfer resistance and RTX from 2 to 14 pg ml~" (r* of
0.99) along with limit-of-detection and limit-of-quantification of 130 and 400 ng ml~', respectively, was obtained. The
immunosensor implemented proved to have sufficient precision and accuracy for on-site RTX detection in both blood serum and
urine samples. Such affordable, label-free and highly sensitive electrochemical immunosensors could pave the way for on-site
therapeutic drug monitoring, quality control and extended stability monitoring of different drugs, in a simple manner along with
short turnaround times and low costs.
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Centuries ago, the great Paul Ehrlich, presaged that the mono-
clonal antibodies (mAbs) would be the cornerstone of the modern
therapeutics.! From the past two decades, the Ehrlichs’s dream has
become a reality and albeit the high cost, mAbs have been widely
used on the treatment of allergic™ autoimmune and inflammatory
diseases.” Besides, mAbs drugs brought a new hope to fight cancer.*

In this context, Rituximab (RTX), a chimeric mAb, has emerged
as an alternative therapeutic treatment of various diseases, including
autoimmune disorders, inflammatory diseases and several cancer
types.”” However, the pharmacokinetics and the resulting clinical
response of mAbs are highly variable, and are affected by multi-
factorial factors like comorbidity, age, sex, diet and family medical
history. Hence, utilization of personalized dosage for each patient
with therapeutic monitoring of RTX could improve patient outcomes
and reduce healthcare costs.>'!! The standard posology for RTX is
375 mg m ™2, which is administered through intravenous infusions.
The course can be repeated accordingly to the treatment regimen,
whereas owing to the therapeutic purpose and clearance the
plasmatic concentration can vary widely from 10 to 400 mg ml~'.>

Therapeutic drug monitoring (TDM) of RTX requires highly
sensitive and selective methods, such as immunoassays and chro-
matography. Despite their reliability, immunoassays require well-
equipped laboratories, expensive reagents, as well as, trained
personnel and longer time.'' Meanwhile, the size exclusion high
performance liquid chromatography (SE-HPLC) and reversed phase
liquid chromatography (RP-HPLC) share the same drawbacks,
worsened by the high costs and low durability of columns and
peculiar operational conditions.*'>'* Therefore, in comparison to
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low molecular weight drugs, the chemical analysis of larger mAbs
poses difficult challenges, independently, of the matrix complexity
of samples. Hence, aside TDM applications, owing to the increasing
global interest in the advanced biopharmaceuticals, especially to
effectively treat cancer and other lethal diseases, the development of
meritorious methods is of utmost importance for quality control
(QC) and regulatory purposes.'* Finally, due to the high cost of RTX
and frequent adjustments related to posology, a common hospital
practice is to avail the extended stability.'>'® Thus, other relevant
request for quantitative determinations of RTX and other mAbs
would be the extended stability monitoring (ESM).

As an alternative, electroanalysis appears as an attractive
approach for TDM, QC or ESM applications, to face the analytical
and at the same time allow for the miniaturization required for point-
of-care (POC) analysis. Furthermore, electroanalysis offer the
possibility to combine simplicity, speed with adequate accuracy and
sensitivity.'”?* In addition, in relation to mAbs, immunosensors
stand out as highly specific detection systems, which can be easily
coupled to electrochemical transducers. ' Offering a non-destruc-
tive method along with label-free detection, electrochemical im-
pedance spectroscopy (EIS) is one of the most convenient ap-
proaches to monitor immunocomplexes after biorecognition
events.'” !

In this work, we have developed and tested an impedimetric
immunosensor for the on-site and low-cost quantification of RTX in
both non-invasive (urine) and invasive (blood serum) human
biological samples for TDM, CQ or ESM applications. Herein, the
recognition of RTX is achieved by a polyclonal antibody (pAb)
against RTX immobilized on the surface of an oxidized glassy
carbon electrode (GCE) which is simultaneously and label-free
measured by the EIS.
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Experimental

Reagents and materials—Casein from bovine milk technical
grade was purchased from Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO, USA),
Potassium ferrocyanide and potassium chloride (KCl) were pur-
chased from Vetec Qlufmica Fina Ltd. (Rio de Janeiro, Brasil).
Rituximab, 10 mg ml~~ (MabThera, Roche, Switzerland) was kindly
donated by AVFarma, Pharmaceutical Assistance and Services, Rio
de Janeiro, Brazil.

Casein (CAS, 0.5%) was prepared with sodium borate buffer
(100 mM, pH 9.0). 0.5 M potassium ferrocyanide was diluted in
purified water (conductivity: 0.1 uS cm") obtained from Milli-Q
purification system Millipore S/A (Molsheim, France). Thereafter,
potassium chloride (KCl) was added to this solution up to a
concentration of 100 mM.

Immunoglobulin Y (IgY) pAb against RTX was produced in
white leghorn laying hens immunized intramuscularly with four
doses of 200 pg of Rituximab mixed with Freund adjuvant intervals
of two weeks. The specific antibody titer was monitored by ELISA.
The IgY was obtained from chick ege yolks using the polyethylene
glycol (PEG) precipitation method”' and quantified by the Bradford
method.”® The integrity and purity of the antibodies were evaluated
by SDS-PAGE polyacrylamide gel electrophoresis. All RTX assay
solutions were prepared with phosphate-buffered saline (PBS)
(100 mM, pH 7.0), urine and blood serum. This study was approved
by the Institutional Ethics Committee for Human Subjects (Protocol
2.855.528).

Preparation of immunosensor—The whole functionalization pro-
cess of immunosensor is illustrated in Scheme 1. Glassy carbon
electrode was activated using amperometry at a constant potential of
1.2 V in 100 mM PBS (pH 7.0). For the immobilization of Ab, the
activated GCE (*GCE) was coated with Ab suspension at 1 mg ml™ by
drop casting method. *GCE/Ab electrode was then dried at room
temperature, and immersed in 5 mg ml™" CAS (0.5%) for 5 min to block
the remaining unbound parts of the electrode. Subsequently, the
prepared electrode, defined as *GCE/Ab™*®, was rinsed thoroughly
with 5 ml ultrapure water to remove unattached CAS and any excess of
Ab physically adsorbed on the electrode surface. After the construction
of the immunosensor, it must be stored at a temperature in a fridge
(between 2 to 8 °C) before carrying out the assay measurement.

Electrochemical measurements.—All measurements were per-

formed at room temperature using a three-electrode electrochemical
setup, including the bare and electrochemically modified glassy
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catbon electrodes with 3 mm diameter (*GCE, “GCE/Ab“*%) as
working electrodes, a platinum wire as counter electrode, and Ag/AgCl
saturated with KCI 3M as reference electrode (purchased from Lab
solutions, Sao Paulo, Brazil). Cyclic voltammetry (CV) and EIS assays
were performed with an Autolab PGSTAT® model 204 with FRA32M
module (Metrohn Autolab, Eco Chemie, Netherlands) along with its
NOVA 2.1® software.

CV and EIS measurements were conducted in 2 ml of 100 mM
KCI with 5 mM potassium ferrocyanide. The operation parameters
for EIS measurement were adjusted as follows: (i) initial frequency:
10 kHz, (ii) final frequency: 0.1 Hz, (iii) Average potential: 0.25 V
and (iv) Potential amplitude: 10 mV. CV scans were conducted
between 0.0 and 1.0 V with a scan rate of 100 mV s™'. Plots of the
voltammetric curves for final presentation in this study were drawn
using Origin Pro 8® software (Northampton, MA, USA). All
experiments were carried out in triplicates (unless indicated other-
wise) to ensure the consistency of the response trend and calculate
the relative standard deviation (RSD).

Determination of RTX.—For the characterization of the immu-
nosensors developed, stock solutions of 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 ;g
ml™" RTX in 100 mM PBS pH 7.0 were prepared. Thus, the modified
AGCE/AbS?S was exposed for 10 min in the RTX stock solution. A
control measurement was also performed without the presence of
RTX.

Urine and blood serum samples were collected from a healthy
human, without any disease and not on continuous medication. Both
samples were diluted in 100 mM PBS with a dilution factor of 1:5
(200 gl of biological sample, 800 pl of buffer). After dilution, RTX
was spiked to the final concentration of 8 ug ml™', considered the
midpoint of the linearity of the method. Then, the immunosensor
AGCE/Ab™S was exposed for 10 min to biological samples for
detection of the RTX drug. All experiments were done at room
temperature (25 °C + 2 °C) in triplicate.

Statistical analysis.—Statistical tests for method validation were
calculated using action stat 3.7 software, Estatcamp—Brazil,
applied according to the required the international council for
harmonization of technical requirements for pharmaceuticals for
human use (ICH Q2) guidelines.

Results and Discussion

Electrochemical characterization—We first evaluated the
charge transfer resistance (Rct) after the immunocomplex formation
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Scheme 1. The schematic representation of immunosensor preparation and RTX detection. Step 1: Electrochemical surface activation; Step 2: Ab

immobilization; Step 3: CAS blocking and Step 4: RTX detection via EIS.
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since the conductivity of working electrode vary after each incuba-
tion step. Herein, the Rct change were analyzed after each
immunoassay step separately.

The first step consisted of activating the electrode through the
application of potential by chronoamperometry, in which some w-7
bonds are oxidized, slightly decreasing the conductive properties of
carbon, consequently increasing the Rct. In turn, the oxidized groups
produced in this activation stage allow the beginning of the second
stage, which consists of the capture of non-selective proteins. Protein
immobilization is effectively achieved by the ester or amide bond,
but hydrogen bonds and van der Waals interactions have a minor
contribution. This nonspecific interaction is mainly affected by the
incubation time, the amount of hydrogen donors or receptors present
in the target molecule and its concentration.

As expected, there was an increase in the Rct due to the
significant resistance of the electrode surface produced by the
binding of macro insulating species, in which large distortions of
the CV profile (Fig. 1A) and a significant increase in the resistance
of the Rct system in the EIS are observed (Fig. 1B), in higher
amounts of RTX Ab or RTX drug (Table SI (available online at
stacks.iop.org/JES/169/057529/mmedia), Supporting Information).

Immunosensor optimization—When working with biological
matrices, some assay and sensor parameters such as the density of
Ab immobilized on the electrode surface or blocking strategy has to
be carefully checked and optimized accordingly. Because the target
of the sensor is the drug RTX, some smaller proteins are used in the
free spaces of the electrode surface so that the sensor is selective for
RTX and blocks different proteins. Furthermore, despite the
molecular weight, the isolation process is also dependent on the
incubation time of the immunosensor (Table SII, Supporting
Information).

Concomitant immobilization of antibodies and minor proteins,
that is, albumin and CAS are commonly performed. The increase in
time-dependent adsorption of RTX-Ab was prevented by previous
CAS immobilization. In fact, without this procedure, the electrode is
isolated successively depending of minutes the incubation. In turn,
signal stabilization was achieved within 10 min of the incubation
time, when *GCE was blocked by CAS (Table SII, Supporting
Information). It was observed that the free oxidized groups of the
electrode were efficiently bound in CAS. Therefore, a 10 min time
interval was chosen as the best incubation time for further tests.

Figure 1 illustrates EIS obtained in each stage of the preparation
under optimized experimental conditions. The electrochemical
parameters for Rct each stage of preparation, were evaluated.
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According to the results (Fig. 1), the electrode preparation steps
make the charge transfer process difficult. The first step, activation
of the GCE, introduces oxides on the surface, which slows down the
electron transfer kinetic of potassium ferrocyanide.'" At the
following steps, a charge transfer impediment is also observed,
probably due to the formation of an insulating layer on the surface
electrode by immobilizing biological species, as it has been
suggested previously in the literature.'”'

Analytical method validation—The detection principle was
based on the variation of charge transfer resistance (ARct) relative
to the potassium ferrocyanide electrochemical probe after immunor-
eaction of RTX drug. The ARct ARct was calculated by the
equation:

ARct = [Ret(t10) — Ret(t0)]

Where Rct(t0) and Rct(t10) are the Rct values before and after
10 min of immunoreaction.

The Nyquist plot obtained for increasing concentrations of RTX
are presented in Fig. 2A. From the ARct.values of EIS of each
concentration the calibration graph of the RTX was plotted (Fig. 2).
A linear correlation of RTX was found between Rct and Rituximab
concentration. The results found were (12 = 0.99), and limit-of-
detection (LOD) and limit-of-quantification LOQ, respe.

To complement the linearity test of the method, statistical tools
were applied to assist in the verification of the data found (Table
SIII, Supporting Information). Precision tests were performed to
complement the validation of the proposed method. Thus, researcher
1 performed the repeatability tests, carried out in a single day. After
two days, intermediate precision tests were performed, where they
were performed by another researcher in order to ensure the
replicability of the analytical method. Table I shows the results
found regarding the precision of the immunosensor.

The proposed method was accurate and replicable, presenting a
relative standard deviation of 0.96% for researcher 1 and 1.27%
when considering the data of researcher 2.

The F test demonstrated that there was no significant difference
between the recovery values found between the two analysts, since
Fcal 1.04 < 6.39 and P-value 0.48 > 0.05 proving the accuracy of
the proposed method, according to the results obtained in Table II.

After ensuring the replicability of the proposed method, recovery
tests were performed at three different spiked concentrations. RTX
was spiked in the sample as 80%, 100% and 120%, and each
analysis were performed in triplicate (Table II).

0 1 2 3 4
Z' (KQ)

Figure 1. (A) CV and (B) EIS measurements and the equivalent circuit model used for fitting of the impedance data (inset) of the bare and modified glassy

carbon electrodes.
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Figure 2. Nyquist plots (A) for concentrations 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 yg ml™" of RTX and the resulting calibration curve using the developed immunosensor

(B). All measurements were performed in triplicates.

Table 1. Precision and repeatability values of EIS-based immunosensor for RTX detection.

Samples Sample amount (%) Sample recovery (%) Precision intermediary (n = 6) Sample recovery (%) Precision repeatability (n = 6)
RTX 100% 98.47 98.54

99.45 99.7

100.87 100.58

98.11 9831

96.68 96.54

99.14 99.04

RSD (%) = 1.27

RSD (%) = 0.96

Table II. Recovery tests with EIS immunosensor developed using samples spiked with different RTX concentrations.

Samples Sample amount (%) Measured amount (%) Recovery (%)
RTX 80 81.14 101.43
80.47 100.59
80.12 100.15
100 100.41 100.41
98.47 98.47
97.47 97.47
120 121.45 101.21
119.47 99.56
119.87 99.89
Recovery average (%) 99.90
Recovery relative standard deviation (%) 1.30
Acceptance level (%) 90.0 to 110.0
RSD acceptance level (%) <50

Confidence interval 95%
Average + 1C95%

The accuracy of the proposed method showed satisfactory results
for all 3 solutions spiked with different concentrations of RTX, with
a maximum deviation of 5%. Maintaining an adequate confidence
interval between 99.0% to 101.0%, which proves the accuracy of the
method, our immunosensor can quantify RTX accurately.

Detection of RTX in invasive and non-invasive human sam-
ples.—As an alternative to invasive sampling for TDM or quality
control of drugs, the efficiency of the immunosensor to quantify RTX
in urine was tested. The 8 pg mI”" RTX PBS solution was used as
positive control, whereas 100 ul of 400 g ml™' RTX stock solution
was diluted in 5 ml of each biological sample, in order to achieve the
same concentration. The “GCE/Ab“*S (produced according to
Scheme 1 step 4) was immersed in each sample for 10 min and
drug recovery in PBS, urine and blood was analyzed (Table III).

1.0
99.0% to 101.0%

The results found for detection in biological matrices were
obtained with spiked samples with a concentration of 8 pg ml™
RTX considered as 100% for reference value. The recovery values
for RTX detection in both urine and plasma were similar to that
obtained with PBS, indicating the selectivity and accuracy of the
immunosensor to RTX in the presence of the matrix effect, where we
had satisfactory responses for the detection and determination of
RTX.

Recovery values for detection of RTX in urine and plasma were
similar with recovery in an approximate range of 95 to 97% while
the results obtained with PBS had a range between 98 and 99%,
despite good recoveries we observed a subtle difference between
biological samples and artificial samples in PBS, this is due to the
complexity of the biological matrix that can contain several
interferents. Even in the face of these factors, the immunosensor
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Table I1I. Recovery tests performed with the developed impedi-
metric i in various biological matrices spiked with
different RTX concentrations.

Samples Sample recovery (%) (n = 3) RSD (%) (n = 3)

PBS 98.11 0.57
99.42
99.12

Urine 96.76 0.54
97.52
96.24

Blood serum 95.76 0.76
97.56
96.54

was selective for the detection and quantification of RTX in the
presence of the matrix effect with accuracy and precision.

Considering the fact that in clinical samples the expected RTX
concentration is about 1 to 4 pg ml™, our immunosensor could be
used for RTX monitoring from both invasive and noninvasive
samples.

Conclusions and Outlook

In this work, an impedimetric immunosensor was developed for
RTX determination, which is a mAb drug widely used for the
treatment of cancers of white blood cell system such as lymphoma.
The optimized immunosensor has been vahdated showing good
accuracy and sensitivity with a LOD of 130 ng ml™". The selectivity
of the optimized immunosensor was also demonstrated in urine and
blood serum samples, while there is a matrix effect/interference from
other biological agents.

The developed immunosensor can be used as a sensitive and low-
cost tool for the on-site quantification of the drug RTX in biological
samples for a personalized therapy. Whereas, further optimization
using microfluidics to automatize the measurement procedure and/or
utilizing nanoparticles to achieve a lower LOD would extend the
applications of our technology. To the best of our knowledge, it is the
first time that a pAb produced from chicken egg biotechnology is used
as a biorecognition element to create a biosensor for RTX measure-
ment. In addition, the simplicity of the immunoassay preparation steps
and their standardization, is a promising concept to be employed for
drug quality control and diagnosis of other diseases.
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Table S1. Charge transfer resistance effect of glassy carbon electrode activation and

protein immobilization.

Electrode Rct (kQ)
GCE 0.022
AGCE 0.028

AGCE/Ab 0.152

AGCE®AS 0.489

AGCE:RTX 0.521
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Table S2. Effect of CAS blocking at the bare electrode on the signal stabilization using

different incubation times of RTX.

Time Rct(kQ)
(min)
AGCE:RTX AGCECAS:RTX AGCE/AbCAS:RTX
0 0.0265 0.4950 0.5300
5 0.0595 0.5450 0.6100
10 0.0835 0.5600 0.6900
15 0.0995 0.5750 0.7000
20 0.1155 0.5700 0.7100

Table S3. Statistical analysis of the measurement results obtained.

a=0.05
Test Significance level P-value
F Test Anova slope < 0.05 1.9323-%2
T Test of Student Linear coefficient > 0.05 0.7001
Shapiro-Wilk waste normality > 0.05 0.4866
Breusch Pagan homoscedasticity > 0.05 0.6695

As the p-value (0) found in the ANOVA F test is less than 0.05, we reject the
null hypothesis (zero slope) at the significance level of 5%, whereas the p-value of
0.7001 of the t-test is greater than 0.05, therefore, we do not reject the null hypothesis
(intercept equal to zero) at the significance level of 5%. The correlation coefficient
found of 0.99 is satisfactory, so we conclude that there is an adequate linear
relationship, as the p-value of 0.6695 of the Breusch Pagan Test is greater than 0.05,
we do not reject the hypothesis of equality of variances at the level of significance. of
5%, therefore, we have a homoscedastic model, finally, as the p-value of 0.7001 of the
Shapiro-Wilk test is greater than 0.05, we do not reject the hypothesis of normality of

residues at the level of significance of 5%.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi desenvolvido um imunossensor impedimétrico para
determinacao de RTX, um farmaco mAb utilizado no tratamento de leucemia linfoblastica
aguda. O imunossensor desenvolvido foi validado, apresentando exatiddo e precisédo
adequadas para esse tipo de método, onde foi estabelecido o limite de deteccdo de 130
ng mL™'. A seletividade do imunossensor otimizado também foi demonstrada em
amostras de urina e soro sanguineo, mesmo na presenca de matriz de outros compostos
bioldgicos.

O imunossensor desenvolvido pode ser utilizado como uma ferramenta sensivel e
de baixo custo para a quantificacdo in loco do farmaco RTX em amostras bioldgicas para
uma terapia personalizada. Nao obstante, uma otimizacéo adicional usando microfluidica
para automatizar o procedimento do ensaio e a utilizacdo de nanoparticulas podem obter
limites de deteccdo menores, ampliando as aplicacdes da ténica. Até o presente
momento, é a primeira vez que um pAb produzido a partir da biotecnologia de gema do
ovo € usado como elemento de bioreconhecimento para criar um imunossensor para a
determinacdo de RTX. Além disso, a simplicidade das etapas de preparacdo do
imunoensaio e sua padronizagdo, € um conceito promissor a ser empregado para controle

de qualidade de medicamentos e diagndstico de outras doencas.
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