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APRESENTAGAO

As doencgas alérgicas, representam um importante problema de saude publica
e sao frequentes na populagdo em geral. Estas doengas tém aumentado de forma
consideravel ao longo das ultimas décadas. Atualmente, as alergias, ditas pela midia
como: “mal do século”, representam o 4° grupo de doengas cronicas com alta
prevaléncia e rapido crescimento mundial. Estas afetam cerca de 35-40% da
populagdo e sdo consideradas epidemias da civilizagdo moderna. Este aumento
exponencial se deve principalmente as mudancas de habitos da vida moderna
(Teoria da Higiene) e a poluigdo ambiental.

A alergia consiste de uma resposta exagerada do sistema imunoldgico,
quando o individuo geneticamente predisposto (atépico), esta exposto a presenca de
algum alérgeno. Estes estimulos (alérgenos) podem ser a presenca de poeira, de
fumacga, de algum componente medicamentoso, de cheiros fortes, de picadas de
insetos, da ingestdo de determinados alimentos, dentre outros que sejam capazes
de provocar uma reagao exacerbada do sistema imunolégico. Esta reagao tem como
resultado a produgédo de niveis elevados de imunoglobulina E (IgE) com baixas
doses de estimulos alergénicos que além de incémoda, pode oferecer risco de vida
ao portador, visto que pode levar a choque anafilatico.

As alergias sdo reagdes de hipersensibilidade do tipo | e atingem na sua
heterogeneidade diferentes 6rgaos e sistemas, como a pele, as vias respiratorias e
digestivas, como mencionado nos exemplos anteriores. Estas reagbes afetam de
forma negativa a qualidade de vida dos individuos.

Em ambientes domésticos e de armazenagem, os acaros sio 0s principais
causadores dessas reacdes. Os acaros sao animais microscépicos pertencem a
uma subclasse de aracnideos. Os acaros de armazenamento se encontram
principalmente em alimentos armazenados, cereais, farinhas, celeiros e feno.
Contudo, estes acaros também podem ser encontrados no pé doméstico e, assim
sendo, a exposicao a estes animais também pode ocorrer em casa, em especial em
locais humidos. Os acaros mais estudados sao do género Dermatophagoides e
Blomia, visto que estes possuem alérgenos clinicamente relevantes para o
desenvolvimento de alergias.

As dificuldades no diagndstico e tratamento adequado constituem uma



realidade quando se fala de doencas alérgicas e representam dificuldades
acrescidas para a qualidade de vida dos individuos. Tal diagndstico pode ser feito
por testes cutdaneos ou pela mensuragdo dos niveis séricos de IgE especifica.
Contudo, estes métodos sao dispendiosos e demoram muito tempo para indicar o
resultado de uma amostra. Desta forma, o desenvolvimento de novos métodos de
prevencao, detecgdo, diagnostico e tratamento para doengas alérgicas fazem-se
necessario.

A espectroscopia Raman € uma técnica promissora para aplicagdes
biomédicas uma vez que nao exibe os sinais da agua em seu resultado. Esta € uma
técnica de espectroscopia vibracional rapida e nao destrutiva, na qual um laser é
focalizado em uma amostra. A técnica se baseia na interacdo dos fotons incidentes
com as moléculas da amostra gerando um espalhamento inelastico de fétons com
frequéncias e intensidades caracteristica das moléculas na amostra. O espectro
Raman resultante fornece uma impressao digital caracteristica da composicao
molecular o que pode identificar as espécies da amostra.

Além de técnicas de diagndstico preciso e rapido, o controle das
manifestagdes alérgicas esta baseado na redugéo a exposigao alergénica.

O desenvolvimento de (imuno)biossensores eletroquimicos desperta a
atencdo da comunidade cientifica pois estes dispositivos, associados a seletividade
das medidas eletroquimicas, tém permitido a medig¢do de varios analitos importantes
em diferentes areas como na médica, farmacéutica, de alimentos e de meio
ambiente. A demanda pelo desenvolvimento de instrumentos analiticos simples,
rapidos, precisos, sensiveis, especificos, seletivos, de baixo custo e portateis esta
crescendo e os (imuno)biossensores atendem a esses requisitos.

Almejando aprimorar as formas de diagnédstico e identificacdo de possiveis
meios de exposigdo, com consequente melhoria do tratamento destas doencas, esta
tese tem por objetivo identificar padrdes especificos para cada tipo de antigeno
usando anticorpos monoclonais, soro (Raman) e anticorpos policlonais (biossensor)
que indicaram se o individuo & atdpico ou ndo — atopico além de possiveis fontes de
contaminagao com os antigenos dos acaros de Blomia tropicalis.

Para uma melhor compreensao deste trabalho, esta tese foi dividida em
capitulos.

O Capitulo 1 refere-se a fundamentagao tedrica da tese. Nesse capitulo,



estao descritos os principais marcos relacionados ao desenvolvimento das doencas
alérgicas. Esse capitulo também traz uma breve revisdo sobre a epidemiologia da
doencga, uma apresentagcdo de seus fatores de risco € menciona alguns métodos
empregados no diagnodstico destas doengas.

O Capitulo 2 investiga o emprego da Técnica de Raman para determinar se o
individuo é alérgico (atopico) ou ndo. Portanto, o objetivo deste capitulo € investigar
o soro de diferentes pacientes em busca de evidéncias que os enquadre em doentes
ou nao, analisando os espectros obtidos com a técnica de Raman.

E, por fim, o Capitulo 3 que investiga a utilizagdo dos imunossensores
eletroquimicos como uma alternativa futura para identificacdo de amostras
contaminadas com alérgenos de acaros. Portanto, o objetivo deste capitulo € expor
de maneira detalhada a utilizacdo de imunossensores eletroquimicos com

imunoglobulina Y policlonal para Blomia tropicalis — Blot 5.



PRESENTATION

The Allergic diseases represent a major public health problem and are
common in the general population. These diseases have increased considerably
over the last decades. Today, allergies, mediated as "evil of the century," represent
the fourth group of chronic diseases with high prevalence and rapid global growth.
These affect about 35-40% of the population and are considered epidemics of
modern civilization. This exponential increase is mainly due to changes in habits of
modern life (Hygiene Theory) and to environmental pollution.

The allergy consists of an exaggerated response of the immune system, when
the genetically predisposed individual (atopic), is exposed to the presence of some
allergen. These stimuli (allergens) can be the presence of dust, smoke, some drug
component, strong smells, insect bites, in ingestion of certain foods, among others
that are capable of provoking an exacerbated reaction of the immune system. This
reaction results in the production of high levels of immunoglobulin E (IgE) with low
doses of allergenic stimuli that can be life threatening to the wearer, as it can lead to
anaphylactic shock.

The Allergies are type | hypersensitivity reactions and reach in their
heterogeneity different organs and systems, such as skin, respiratory and digestive
tracts, as mentioned in the previous examples. These reactions negatively affect the
quality of life of individuals.

In domestic and storage environments, the mites are the main cause of these
reactions. Mites are microscopic animals belonging to a subclass of arachnids.
Storage mites are found mainly in stored foods, cereals, flours, barns and hay.
However, these mites can also be found in house dust and therefore exposure to
these animals can also occur at home, especially in humid places. The mites most
studied are of the genus Dermatophagoides and Blomia, since they have clinically
relevant allergens for the development of allergies.

The difficulties in diagnosis and appropriate treatment are a reality when it
comes to allergic diseases and represent an increased difficulty for the quality of life
of individuals. Such diagnosis may be made by skin testing or by measuring serum
levels of specific IgE. However, these methods are expensive and time-consuming to
indicate the result of a sample. In this way, the development of new methods of



prevention, detection, diagnosis and treatment for allergic diseases are necessary.

Raman spectroscopy is a promising technique for biomedical applications
since it does not exhibit water signals in its result. This is a fast and non-destructive
vibrational spectroscopy technique in which a laser is focused on a sample. The
technique is based on the interaction of the incident photons with the molecules of
the sample generating an inelastic scattering of photons with frequencies and
intensities characteristic of the molecules in the sample. The resulting Raman
spectrum provides a fingerprint characteristic of molecular composition which can
identify the species in the sample.

In addition to precise and rapid diagnostic techniques, the control of allergic
manifestations is based on the reduction to allergenic exposure.

The development of electrochemical (immuno) biosensors arouses the
attention of the scientific community because these devices, associated to the
selectivity of the electrochemical measurements, have allowed the measurement of
several important analytes in different areas such as medical, pharmaceutical, food
and environmental. The demand for the development of simple, fast, accurate,
sensitive, specific, selective, low cost and portable analytical instruments is growing
and the (immuno) biosensors meet these requirements.

This thesis aims to identify specific patterns for each type of antigen using
monoclonal antibodies, serum (Raman) and polyclonal antibodies (biosensor) that
aim to improve the ways of diagnosis and identification of possible means of
exposure, with consequent improvement of the treatment of these diseases.
Indicated whether the individual is atopic or non - atopic in addition to possible
sources of contamination with the mite antigens of Blomia tropicalis.

For a better understanding of this work, this thesis was divided into chapters.

Chapter 1 refers to the theoretical basis of the thesis. In this chapter, the main
milestones related to the development of allergic diseases are described. This
chapter also provides a brief review of the epidemiology of the disease, a
presentation of its risk factors, and mentions some methods used to diagnose these
diseases.

Chapter 2 investigates the use of the Raman technique to determine whether
the individual is allergic (atopic) or not. Therefore, the objective of this chapter is to
investigate the serum of different patients in search of evidence that frames them in



patients or not, analyzing the spectra obtained with the Raman technique.

Finally, Chapter 3 investigates the use of electrochemical immunoassays as a
future alternative for the identification of samples contaminated with dust mite
allergens. Therefore, the purpose of this chapter is to present in more detail the use
of modified electrochemical immunosensors with polyclonal immunoglobulin Y for

Blomia tropicalis - Blot 5 detection.
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CAPITULO |

Fundamentacgao Teérica

1.1 Alergia

Surgido em 1906, o termo “alergia”, derivado do grego allos ergon, o que significa
“reagao estranha”, foi empregado pelos pesquisadores Clemens Von Pirquet e Béla
Schick para denominar uma manifestagdo clinica vinda da reagcdo cutidnea a
tuberculina (doenga do soro)(Simons 1994, Bidad, Nicknam et al. 2011, Igea 2013).
Com os avangos cientificos, o termo “alergia” sofreu alteragbes e redefinicbes. Na
atualidade, o termo alergia € empregado como sinbnimo de hipersensibilidade
imediata, e é utilizado para designar uma reagao imunoldgica exacerbada, mediada
principalmente por anticorpos do tipo IgE e por manifestagdes clinicas celulares, em
individuos, geneticamente predispostos, quando submetidos a determinados
estimulo antigénicos (os alérgenos) e a cofatores ambientais que levam a
sensibilizagao alérgica, em doses toleradas por individuos saudaveis(Johansson,
Bieber et al. 2004, Siman, de Aquino et al. 2013, Konradsen, Fujisawa et al. 2015).

A sensibilizagdo e o desenvolvimento da resposta alérgica s&o o resultado
de complexas interagcdes entre mecanismos ambientais, a natureza do antigeno,
suas propriedades fisicas, quimicas, e genéticas que podem culminar em uma
resposta inflamatoria exacerbada(Cookson 1999, D'Amato, Baena-Cagnani et al.
2013). Estudos da atualidade demonstram que a predisposi¢cdo genética a alergia
esta ligada a multiplos genes(Cookson 2001, Arlian 2002).

Individuos propensos geneticamente a produzir anticorpos IgE em resposta a
baixas doses de alérgenos, e que desenvolvem sindromes como asma,
rinoconjuntivite ou dermatite sdo considerados individuos atopicos(Johansson,
Hourihane et al. 2001).

1.2 Atopia
A atopia é uma propenséao pessoal (ou familiar) para produzir anticorpos IgE

em excesso, em resposta ao contato com alérgenos ambientais comuns,

normalmente proteinas(F. Thomsen 2015).



O termo “atopia” foi empregado pela primeira vez por Coca e Cooke, em 1923
e vem sendo utilizado para descrever as manifestacbes clinicas da
hipersensibilidade do tipo | com altos indices de IgE(Johansson, Hourihane et al.
2001). Contudo salientamos que esta denominagao s6 deve ser utilizado quando o
processo alérgico for desencadeado por anticorpos IgE, detectados no soro ou pela
positividade de testes cutédneos(Johansson, Bieber et al. 2004). Duas ou mais
formas clinicas de alergia (cutanea, respiratéria, a alimentos) podem coexistir em um
mesmo individuo, ao mesmo tempo ou em diferentes ocasidbes no curso da

doenca(Johansson, Hourihane et al. 2001).

1.3 Epidemiologia e as doengas alérgicas

As doencgas alérgicas afetam uma grande parcela da populagdo mundial e
constituem um importante problema de saude publica. Nos ultimos anos, a
prevaléncia e a severidade destas doengas tem aumentado substancialmente(Yan
Chua, Cheong et al. 2007, Siman, de Aquino et al. 2013, F. Thomsen 2015). Afetam
a populagao de forma transversal, atingindo desde a crianga nos primeiros meses de
vida até os idosos(Ulambayar, Lee et al. 2019). A prevaléncia destas doengas tem
aumentado significativamente ao longo dos ultimos anos, tanto em paises
industrializados como naqueles em vias de desenvolvimento(Levetin and Van de
Water 2001, Rad and Hamzezadeh 2008). Acredita-se que tal fato se deva ao
aumento da urbanizacdo, a mudancgas no estilo de vida dos individuos, a um menor
contato com antigenos no decorrer da vida (higiene publica) e a um aumento nos
poluentes ambientais(Traidl-Hoffmann, Jakob et al. 2009, Platts-Mills and Commins
2013). A alergia é considerada uma doenca moderna, porque vem se expandindo e
esta relacionada ao estilo de vida urbano(Johansson, M Sjogren et al. 2011).

De forma geral, as doencgas alérgicas com maior prevaléncia na populagao
mundial sdo a rinite alérgica, a asma brénquica e a dermatite atopica(Pinart, Albang
et al. 2015, Peters, Koplin et al. 2017).

Estima-se que a dermatite atdpica, caracterizada por prurido intenso e
descamacgao da pele, atinja 10 a 15% na populacado(Aubert, Bernier et al. 2013,

David Boothe, Tarbox et al. 2017) enquanto que a rinite alérgica e a asma bronquica,



tém prevaléncia de 5% a 30% em regides desenvolvidas(Traidl-Hoffmann, Jakob et
al. 2009).

De acordo com os dados da Organizagao Mundial de Saude(OMS) revistos
nos ultimos 10 anos, estima-se que 235 milhdes de pessoas de todas as etnias e
idades, sejam portadoras de sindromes alérgicas, como a asma, e que cerca de
250.000 pessoas morrem prematuramente a cada ano como resultado desta doenca
cronica, mais comum entre as criangas(Di Lallo and Di Napoli 2011). Até 2025 ha
uma estimativa de crescimento da populagdo mundial urbana de 45% para 59%,
sugerindo aumentos significativos na prevaléncia da asma e das demais doengas
alérgicas(Bousquet, Hooper et al. 2007).

No Brasil a asma entre criangas e adolescentes € uma das mais altas do
mundo, com prevaléncia de 20%. E quando avaliamos os individuos na faixa de 18 a
54 anos este indice sobe para 23%(OMS, 2018). De acordo com o SUS, a asma € a
doenca alérgica que mata cerca de duas mil pessoas por ano no pais e € uma das
grandes causas de internagao.

Ainda de acordo com dados da OMS, aproximadamente 30% dos habitantes
do planeta tém algum tipo de intolerancia a poeira doméstica, ao mofo, ao polen de
plantas e a outros milhares de alérgenos. A entidade estima que até o fim do século,

metade da populagdo humana sofrera de algum tipo de alergia.

1.4 Alérgenos

Estamos expostos diariamente a varias moléculas, a maioria delas toleradas
por nosso sistema imunologico, todavia algumas podem ser reconhecidas como
patogénicas (antigenos) e desencadear reacdes diversas. Assim ocorre o contato
com moléculas alergénicas. Estas podem ter natureza proteica, glicidica e lipidica.
Havendo o contato com estas biomoléculas, ligantes dos anticorpos da classe IgE,
sdo desencadeados mecanismos que levam as manifestacdes clinicas da
alergia(Arlian 2002, Platts-Mills and Woodfolk 2011).

Estes antigenos que desencadeiam a alergia estéo distribuidos na natureza e
sao constituintes de diversos organismos, incluindo aqueles provenientes das
plantas, dos animais e dos fungos(Galli, Maurer et al. 1999, Assarehzadegan,
Shakurnia et al. 2013).
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Os alérgenos podem ser estruturas minusculas, como por exemplo, grdaos de
polen, esporos de fungos, epitélio descamado de animais domeésticos (cdo e gato),
fragmentos insetos (baratas), acaros domiciliares, ou estdo associados a estas
particulas, cujas propriedades favorecem a sua sobrevivéncia ou dispersdo. Estas
moléculas alergénicas podem ser facilmente carreadas pelo ar e sdo denominadas
aeroalérgenos(Ledford 1994, Assarehzadegan, Shakurnia et al. 2013).

Os aeroalérgenos quando inalados podem provocar manifestagdes alérgicas
respiratorias. S&o constituidos por proteinas pequenas, com didmetro entre 2 e 60
Mm e peso molecular de 5-100 KDa, de alta solubilidade em meio aquoso, o que
permite a sua dispersdo no muco e outros fluidos corporais(Ledford 1994). O contato
continuo com estas particulas pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas alérgicas(Douglass and O'Hehir 2006).

Os principais aeroalérgenos encontrados no ambiente indoor sdo os acaros
que constituem o pé doméstico, particulas do pelo e pele dos animais domésticos,
os fungos e os excrementos das baratas. Ja no ambiente outdoor este papel cabe
ao poélen das plantas. A concentragdo de aeroalérgenos nos ambientes sofre
influéncia da temperatura, humidade, assim como pela dire¢gdo e velocidade do
vento(D'Amato 2002, Assarehzadegan, Shakurnia et al. 2013).

1.5 Acaros

Voorhost e colaboradores, em 1964, revelaram que os acaros da poeira
doméstica podem desencadear doengas alérgicas quando inalados(Raulf, Bergmann
et al. 2015).

Todas as espécies de acaros presentes no ambiente doméstico e capazes de
induzir sensibilizagcdo mediada por IgE sdo chamados de "acaros domésticos" —
House dust mites(Fassio and Guagnini 2018, Miller 2018).

Estes insetos minusculos sdo encontrados na poeira domiciliar e estédo
presentes em carpetes, cortinas, colchdes, tapetes, moveis estofados, pelucias que
favorecem a sobrevivéncia desses organismos. Sua proliferagcdo esta intimamente
ligada a temperatura e umidade do ar(Munir, Bjorksten et al. 1995, Zannou, Adebo et
al. 2013).
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As doencas alérgicas desencadeadas por alérgenos de &acaros incluem
rinoconjuntivite alérgica, asma, dermatite atdpica e outras doengas de pele(Nelson
2018).

Os acaros da poeira domiciliar ttm grande relacédo com as doencgas alérgicas,
principalmente com a asma. Estima-se que 2 pg de acaro a cada grama de poeira
domiciliar sejam necessarias para a sensibilizagcdo alérgica de um individuo. Para o
desencadeamento da sindrome asmatica, a concentracdo deve ser de
aproximadamente 10 ug de acaro a cada grama de poeira(Platts-Mills, Vervloet et al.
1997).

Considerados de maior importancia médica e veterinaria, os acaros da
subordem Astigmata sao parasitos de aves e mamiferos e se alimentam de restos
de pele ou penas de animais liberadas no ambiente(Arlian and Morgan 2003). Nesta
subordem os acaros pertencentes as familias Pyroglypidae e Echimyopodidae séo
fontes importantes de alérgenos(Chua, Cheong et al. 2007). A familia Pyroglyphidae,
tem como membros o acaro Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides
farinae e a familia Echymyopodidae, o acaro Blomia tropicalis(Fernandez-Caldas,
Puerta et al. , Arlian and Platts-Mills 2001, Wu, Yang et al. 2009). Estes espécimes
de acaro estao relacionados com aproximadamente 50% das manifestacdes clinicas
respiratorias observadas no mundo, incluindo a asma e a rinite alérgica em pessoas
que sejam geneticamente pré-dispostas(Arlian and Platts-Mills 2001). A figura 1

abaixo ilustra a taxonomia dos acaros mais relevantes.
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Fhylum  Class  Order Superfamily Family Genus Species

Acaroid Acaric { Acarus siro
= Aca a8 cAfaas
Arthropoda Tyrophagus putrascaniiag
Euroglypfius maynef
Arachnida glvp ¥
= Anafgoidea Pyroglyphidae preronyssinus
, - farinae
Astigmata - Dermatophagoides ,
microcearas
siboney
Clycyphagidse _[ Giyfypnagus domesticus
Lepidoglypfies desirictor
- Glycyphagoidea trapicalls
kufacring
Echimycpodidas  Blomia freemani
ljibodas
thori

Figura 1: Taxonomia dos principais acaros com relevancia mundial(Chua, Cheong et
al. 2007).

1.5.1 Nomenclatura dos alérgenos

A maioria dos alérgenos isolados foi colocada em grupos com base em sua
caracterizagdo cronoldgica e/ou homologia com alérgenos previamente
purificados(Pomes, Davies et al. 2018).

Os alérgenos, em sua grande maioria, tém natureza proteica e pertencem a
proteinas que podem exercer mecanismos imunopatolégico similares ou
compartilhar epitopos importantes que desencadeiem processos alérgicos. Sendo
assim, foi proposto que a nomenclatura dos alergénos ja caracterizados seja
unificada(King, Hoffman et al. 1995, Pomes, Davies et al. 2018).

Alérgenos purificados sdo nomeados de acordo com as trés primeiras letras
do género, a primeira letra da espécie e um numero indicando o grupo em que sao
colocados, ou seja, de acordo com a ordem de descoberta e purificagdo. Assim, o
primeiro alérgeno identificado de D. pteronyssinus foi denominado Der p 1 e
pertence ao grupo 1(Traidl-Hoffmann, Jakob et al. 2009).

Os isoalérgenos sao alérgenos com formas moleculares diferentes que
possuem reatividade cruzada. Estes alérgenos podem ter propriedades bioquimicas
e fungdes semelhantes, com alta similaridade entre a sequéncia de aminoacidos,

sendo esta maior que 67%(Bessot and Pauli 2011).
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Quando existem varias isoformas, elas tém que ser inseridas na
denominagéao, por exemplo, Der p 1,0101 e Der p 1,0201. Os grupos mais bem
estudados séo o grupo 1 (Derp 1 e Derf 1) e o grupo 2 (Der p 2 e Der f 2). Eles séo
considerados alérgenos importantes com base na frequéncia de individuos
sensibilizados e na quantidade de IgE especifica(Chapman, Pomes et al. 2007).

A denominacédo do alérgeno ndo deve ser em italico e possui um espago entre
cada um dos elementos, por exemplo: Der p 1, Bet v 1, Blo t 5 e Fel d 1(King,
Hoffman et al. 1995, Traidl-Hoffmann, Jakob et al. 2009).

Para manter a estrutura do sistema de nomenclatura, somente os alérgenos
que possuirem reatividade maior que 5%, com IgE, sédo incluidos. Somado a isto, o
alérgeno € dito “principal” quando mais de 50% dos individuos testados possuir

reatividade com a IgE(Larsen and Lowenstein 1996, Arlian 2002).

1.5.2 Blomia sp.

A espécie de acaro Blomia tropicalis foi originalmente identificada na década
de 1970 e caracterizada como um acaro de armazenamento por Van Bronswijk e
Cock(van Bronswijk and de Cock 1974). Este acaro em forma de glébulo é
especialmente encontrado em instalagcbes de armazenamento de grdos e como
contaminante de alimentos processados feitos a partir de grédos(Santos da Silva,
Asam et al. 2017). A figura 2 mostra a vista frontal do Blomia tropicalis aumentado

200 vezes.

Figura 2: Vista frontal do Blomia tropicalis ampliada 200 vezes(Fernandez-Caldas
and Lockey 2004).
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Este acaro tem maior incidéncia em climas tropicais. Contudo, pode ser
encontrada em climas subtropicais, prevalecendo sobre a Dermatophagoides
sp.(Arlian 2002, Chua, Cheong et al. 2007). Todavia, hoje em dia € bem aceito que
B. tropicalis também constitua uma espécie muito importante de acaros nao
exclusivamente, nas regides tropicais e subtropicais do mundo(Baqueiro, Carvalho
et al. 2006, Santos da Silva, Asam et al. 2017). As duas espécies sao importantes
fontes de alérgenos indutores de alergia respiratorias(Bernardes, Moreira et al.
2010).

Testes imunoldgicos mostraram 25 bandas proteicas estéo ligadas a IgE de
individuos alérgicos (Chew, C Yi et al. 1999). Até agora, das 25 proteinas de ligagao
a IgE identificadas de B. tropicalis, 13 foram oficialmente reconhecidas e nomeadas
pelo subcomité de nomenclatura da Unido Internacional de Sociedades
Imunoldgicas (IUIS) (Caraballo, Puerta et al. 1994). Essas proteinas sao registradas
no banco de dados de alérgenos (www. Allergen.org), sédo elas Blot 1, Blot 2, Blo t
3,Blot4,Blot5,Blot6,Blot8,Blot10,Blot11,Blot12,Blot 13, Blot19eBlot
21(Johansson, Schmidt et al. 1997, Santos da Silva, Asam et al. 2017). Entretanto,
alérgenos adicionais foram descritos nao apenas em B. tropicalis, mas também em
outras espécies de acaros(Caraballo, Puerta et al. 1994). Além disso, foram
descritas isoformas para Blo t 1, Blo t 2 e Blo t 12, que também podem ter
propriedades distintas de ligagdo a IgE ou de ativagdo de células T, como
demonstrado para o homélogo de Blo t 2 de D. pteronyssinus(Zakzuk, Jiménez et al.
2009).

O Blo t 5 é o principal alérgeno da B. tropicalis e predominante nos individuos
de paises tropicais e subtropicais, a incidéncia deste antigeno ligada a IgE varia de
60 a 70%(Zakzuk, Jiménez et al. 2009, Guilleminault and Viala-Gastan 2017). A Blo t
5, possui 14 kDa e, cerca de 92% dos individuos alérgicos séo sensibilizados por
este(Carvalho Kdos, de Melo-Neto et al. 2013). O peptideo sinal de Blo t 5 é
constituido de 17 residuos de aminoacidos seguido por uma proteina madura de 117
residuos de aminoacidos, formando uma estrutura de 134 residuos de
aminoacidos(Chua, Cheong et al. 2007).

Além deste, Blot 12, Blot 13, Blot 6, Blot 4 e Blo t 10 sendo inferior a 10%,
apresentam potencial alergénico. A Blo t 1 ndo parece ser um alérgeno importante
ao contrario do que foi originalmente sugerido(Morgan, Arlian et al. 1996). A Blo t 21,

15



€ uma proteina de 129 aminoacidos com 39% de sequéncia aa homologa a Blo t 1.
Embora mais de 75% dos individuos alérgicos extratos de B. tropicalis sao
sensibilizados tanto Blo t 5 e Blo t 21, os dois alérgenos tém moderada reatividade
cruzada. Isto € provavelmente devido a genes paralogos separados no inicio da
evolucao(Santos da Silva, Asam et al. 2017).

Esses desenvolvimentos foram possibilitados pela aplicagdo da tecnologia de
DNA recombinante, que abriu novas possibilidades para o campo da alergia,
levando ndo apenas a producédo de alérgenos de acaros domésticos purificados
recombinantes, mas também a padronizacdo de preparacdes baseadas em
moléculas para diagndstico e imunoterapia especifica(Becker, Schlederer et al.
2016).

Desde os primeiros dados de um alérgeno recombinante purificado de B.
tropicalis (rBlo t 5) publicado em 1995 por Arruda e colaboradores(Arruda,
Fernandez-Caldas et al. 1995), varios grupos de pesquisa produziram alérgenos de
B. tropicalis na forma recombinante usando diferentes sistemas de
expressao(Santos da Silva, Asam et al. 2017). Apesar dos avangos substanciais nas
ultimas décadas, o conhecimento sobre as propriedades bioquimicas e imunologicas
desses 13 alérgenos de Blomia reconhecidos pelo IUIS foi derivado de previsdes
baseadas em dados publicados para outros alérgenos de acaros homologos e bem
caracterizados(Ramos, Cheong et al. 2002, Zakzuk, Benedetti et al. 2014).

E digno de nota que um aumento na alergia a B. tropicalis foi observado nas
ultimas décadas, alterando as reatividades da imunoglobulina E (IgE) em todo o
mundo(Zakzuk, Jiménez et al. 2009, Julia-Serda, Cabrera-Navarro et al. 2012,
Carvalho Kdos, de Melo-Neto et al. 2013). Além disso, nas areas tropicais e
subtropicais do mundo, a importancia de B. tropicalis como causa de sensibilizacao
foi demonstrada(Baqueiro, Carvalho et al. 2006, Macchiaverni, Ynoue et al. 2015) e
att mesmo as respostas de |IgE precoces a B. tropicalis foram
relatadas(Macchiaverni, Ynoue et al. 2015). Portanto, os avangos no conhecimento
sobre a alergenicidade do B. tropicalis e seu perfil de alérgenos reativos séo
imperativos para o planejamento de intervengdes clinicas, bem como o diagnéstico

de alergia a B. tropicalis e medidas preventivas.

1.5.3 Dermatophagoides sp.
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Desde a descoberta do papel alergénico dos acaros do género
Dermatophagoides em meados da década de 1960, numerosas espécies tém sido
descritas como a fonte de alérgenos capazes de sensibilizar e induzir sintomas
alérgicos em individuos sensibilizados e geneticamente predispostos(Fernandez-
Caldas, Puerta et al. 2014).

Os acaros do género Dermatophagoides estdo distribuidos no planeta de
forma ampla e ocupam diferentes regides, com diferentes condigdes climaticas, que
vao desde temperadas a tropicais(Platts-Mills 2003, Nadchatram 2005). A vasta
distribuicdo associada a potencialidade alergénica intrinseca destes acaros tem sido
demonstrada em varios estudos epidemioldgicos que indicam estes como o0s
principais agentes alergénicos em muitos paises. Em regides de clima temperado a
tropical sdo encontrados principalmente acaros da espécie D. pteronyssinus e em
regides mais secas sdo encontrados D. farinae(Platts-Mills 2003).

Os acaros do género Dermatophagoides sp. apresentam diversas proteinas
com potencial alergénico. Estas proteinas sao caracterizadas e organizadas em
grupos definidos segundo parametros de fungdo molecular ou bioquimica, homologia
das sequencias proteicas e do peso molecular(O'Neil, Heinrich et al. 2006).

Nos acaros da poeira domiciliar os principais alérgenos séo do grupo 1 e 2.
Os principais alérgenos encontrados em acaros de armazenamento incluem
proteinas de ligagdo a acidos graxos, homélogos de tropomiosina e paramiosina,
proteinas semelhantes a apolipoforina, a-tubulinas e outros pertencentes ao grupo 2,
5 e 7(Luczynska 1998, Thomas and Smith 1998, C Bessot and Pauli 2011).

O alérgeno mais estudado dos Dermatophagoides € o Der p 1. Este alérgeno
€ uma glicoproteina com homologia de sequéncias e fungbes de tiol protease
semelhantes as enzimas papaina, actinidina, bromelina e catepsinas B e
H(Luczynska 1998, Bessot and Pauli 2011).

O Der p 1 pode aumentar a sintese de IgE clivando o receptor de baixa
afinidade de IgE (CD23) na superficie de células B humanas(Hewitt, Brown et al.
1995). O Der p 1 também pode clivar a subunidade a do receptor da interleucina (IL)
-2 (IL2R ou CD25) da superficie das células T e, como resultado, estas células
apresentam proliferacdo diminuida e aumento da secreg¢ao de interferon-y, que

direciona a resposta imune para o perfil Th2. Foi demonstrado também que a
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atividade da cisteina-protease do Der p 1 pode aumentar seletivamente a resposta
IgE e que a atividade proteolitica deste induz as células T a produzirem mais IL-4 e
menos interferon-y(Ghaemmaghami, Robins et al. 2001). A atividade enzimatica do
Der p 1 e de outros alérgenos dos acaros pode contribuir para a sua
imunogenicidade, aumentando a permeabilidade das mucosas(Bessot and Pauli
2011, Fernandez-Caldas, Puerta et al. 2014).

A reatividade cruzada € uma caracteristica imunologica importante e comum
entre os acaros. Atualmente, alérgenos nativos ou recombinantes purificados,
mapeamento de epitopos, abordagens protedmicas e técnicas de proliferagdo de
células T estdo sendo usados para avaliar a reatividade cruzada(Chua, Cheong et
al. 2007). Os acaros contém enzimas potentes capazes de degradar uma ampla
gama de substratos. A maioria dos alérgenos de acaros sao enzimas. Avangos em
gendmica e biologia molecular melhoraréo nossa capacidade de entender a genética
de respostas especificas de IgE contra os acaros(Fernandez-Caldas, Puerta et al.
2014). A prevencado e a imunoterapia com alérgenos sdo as duas uUnicas formas
especificas de tratar doengas respiratérias e cutdneas induzidas por
acaros(Chapman, Pomes et al. 2007, Jutel and Akdis 2011, Bozek, Jakalski et al.
2018).

1.6 Fisiopatologia das reagoes alérgicas

As reacgdes alérgicas, de acordo com a classificacdo de Gell e Coombs, 1963
(Tabela 1), também chamadas de reagdes do tipo I, hipersensibilidade do tipo |,
hipersensibilidade anafilatica ou de hipersensibilidade imediata, sdo assim
denominadas porque se manifestam, de forma geral, minutos apds o contato com o
antigeno especifico(Arosa, Santos et al. 2007, Averbeck, Gebhardt et al. 2007,
Murphy and Atwater 2018).

Estas manifestagdes estdo intimamente relacionadas com a ativagédo de
mecanismos imunoldgicos que desencadeiam a biossintese de anticorpos da classe
IgE, geracdao de linfécitos Th2 (T helper do tipo 2), mastdcitos, basédfilos e
plaquetas(Varney, Jacobson et al. 1992, Akdis and Akdis 2015), gerando uma
inflamagao cronica caracterizada pelo intenso fluxo de eosindfilos e acumulo de

mastocitos nas lesdes(Oboki, Ohno et al. 2008, Agache, Sugita et al. 2015).
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Este mecanismo patogénico € compartilhado por doengas como a asma
alérgica, rinite alérgica e dermatite atdpica, sindromes que sao derivadas da hiper-
reatividade a antigenos ambientais (alérgenos) em individuos atdpicos(Agache,
Sugita et al. 2015, Akdis and Akdis 2015). Os tipos de hipersensibilidade sao

exemplificados na tabela 1.

Tabela 1 — Classificagdo das Reagdes de Hipersensibilidades, de acordo com Coombs e Gell1 1963

Tipo Definigao Mecanismos Exemplos clinicos
Os mastoécitos e basdfilos que
sao estimulados pelos
Hipersensibilidade | . alérgenos afravés da IgE Asma, rinite,
. ligada ao seu receptor de alta -
| Imediata, - : . urticéria,
o ) afinidade ficam ativados e :
mediada por . angioedema,
o . X degranulam, libertando .
o imunoglobulina E : . anafilaxia
@) mediadores tais como a
&) histamina e mediadores
E lipidicos.
é IgG e IgM ligam-se aos Sindrome de
@) Resposta Imune antigenos nas superficies Goodpasture,
L o b celulares levando a fagocitose | Doenga hemolitica
=) < Il Humoral / s . .
< a Citotoxica ou a lise do recém-nascido,
% < (citotoxicidade celular Anemia hemolitica
@ g dependente de anticorpo). auto-imune.
n
Z Resposta Imune Antigenos e anticorpos (IgG) Lupus eritematoso
('-},J mediada por gformam com ngos 9 sistémico, doenga
% 1 imuno-complexo e | . i P i do soro,
i células T imunes que ligam e ativam o glomerulonefrite
T complemento.
aguda.
7))
<
—
)
_l .
' Dermatite de
© Hipersensibilidade contato
x . - . ,
o v tardia mediada C'|to§o?<|C|dade mgql_alda por Rejeicao de
o . linfécitos T sensibilizados. o~ ;
< por células T orgaos e Artrite
o reumatoide.
<
@)
L
=

Fonte: AVERBECK et al., 2007; AROSA et al., 2007 (Adaptado).

A sensibilizagao do individuo a determinado alérgeno depende dos niveis aos
quais ele é exposto e a genética individual, além é claro, do tempo de exposi¢ao ao
mesmo(Segundo, Gomes et al. 2009).

E sabido que a exposicéo a alérgenos encontrados de ambientes indoor pode

desencadear os sintomas de asma, rinite e eczema nos individuos que as tém.
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Estudos apontam que o contato com altos niveis de alérgenos de barata, por
exemplo, em ambientes domésticos € um fator de risco importante para a
manifestacéo de sintomas em individuos alérgicos(Arruda, Vailes et al. 2001, Bessot
and Pauli 2011). Muito se tem discutido sobre as condi¢des de exposigcdo aos
alérgenos no desenrolar das respostas alérgicas e como estes alérgenos tem a
capacidade de induzir respostas exacerbadas em determinado periodo ao invés de
uma resposta imunolégica normal ou, até mesmo, tolerogénica(Traidl-Hoffmann,
Jakob et al. 2009).

No periodo de sensibilizagdo, as células apresentadoras de antigenos (APCs)
endocitam e processam os alérgenos. Depois de processados os epitopos
alergénicos sao apresentados as células T e induzem estas células a diferenciagao
em linfocitos Th2. Estes linfocitos sdo produtores das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
e IL-13. Uma vez na presenga destas citocinas, os linfécitos B adjacentes sé&o
induzidos a produzir anticorpos do tipo IgE ao invés de IgG(Holgate and Polosa
2008).

Cabe ressaltar que os linfécitos T helper (Th), constituidos pelos subtipos Th1
e Th2 possuem fungdes antagbnicas e sao responsaveis por manter a homeostasia
do sistema imune, através do balango de diferentes perfis de citocinas juntamente
com as células T reguladoras (Treg). Assim sendo, o desiquilibrio deste balango
pode desencadear uma ativagao excessiva de células do tipo Th1, podendo resultar
no aparecimento de doengas autoimunes, ou quando esta balanga pende para o tipo
celular Th2 no aparecimento de doencgas alérgicas(Holgate and Polosa 2008, Oboki,
Ohno et al. 2008). Uma vez diferenciadas, estas células se deslocam dos tecidos
periféricos para os 6rgaos linfoides secundarios, onde secretam citocinas efetoras
caracteristicas de seu perfil(Kay 1991, Jutel and Akdis 2011).

No processo alérgico, a fase efetora se inicia pela ligagao de IgEs circulantes
nos receptores FceRIl presentes na superficie de basodfilos ou mastdcitos a um
antigeno especifico (alérgeno). Apos esta ligacao (IgE/FceRI) ocorrem cascatas de
sinalizagao intracelular que levam a liberagdo de mediadores inflamatérios como a
histamina, os leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4) e as prostaglandinas
(PGD2)(Metzger and Nyce 1999).

Podemos deduzir entdo que os individuos nao atdpicos apresentam baixos
niveis de IgE alérgeno-especificas e que individuos atépicos possuem altos niveis
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de IgE alérgeno-especifica, produzidos pelas células B, somado a mastdcitos e
eosinofilos com maior numero de receptores de alta afinidade para IgE (FceRI) em
suas superficies(Fujita, Meyer et al. 2012).

Decorridos estes eventos, fatores de transcricdo amplificam as respostas Th2
no local pela produgao de citocinas. Com o aumento dos mediadores inflamatérios
ocorre aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacido, edema e contragcdo de
musculos lisos, que sédo responsaveis pela manifestacdo clinica da fase imediata
das reacOes alérgicas, observadas nos primeiros 30 minutos apds o contato
alergénico(Metzger and Nyce 1999, Holgate and Polosa 2008, Ozdemir, Kucuksezer
et al. 2016).

Simultaneamente a acdo dos mediadores inflamatorios, ha a liberacdo de
citocinas (TNF-a), quimiocinas (CCL11, CCL5, MIP-1a e outras)(Gonzalo, Lloyd et
al. 1996) e mediadores lipidicos (principalmente PAF, LTB 4, LTC 4 e PGE2)(Anwar,
Walsh et al. 1994, Mould, Matthaei et al. 1997), por mastdcitos e basdfilos, que
ocasionam o aumento da expressdo de moléculas de adesdo vascular. Estas
moléculas, por sua vez, contribuem para o estabelecimento de infiltrado tecidual de
células inflamatorias, constituido de linfocitos, neutréfilos, mononucleares e
eosindfilos(Larché 2007). Estas ultimas, sdo as células predominantes na fase tardia
das reagdes alérgicas, com evolugdo para cronicidade, liberando citocinas e
mediadores como leucotrienos, proteina basica principal (MBP), proteina catidnica
eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica (EPO)(Lundgren, Davey et al. 1991,
Sarmiento, Espiritu et al. 1995), assim como aumento da expressao de moléculas de
adesao (selectinas e integrinas) e seus receptores (como VLA-1, VLA-4, ICAM-1,
VCAM1)(Anwar, Walsh et al. 1994) que amplificam o processo
inflamatdrio(Bjornsdottir and Cypcar 1999, Larché 2007).

Ainda na fase tardia do processo alérgico, também ocorre a produgéo de IL-3,
IL-5, GM-CSF, IL-8, RANTES, MIP1a e eotaxina que sao cruciais para a
producao/ativacdo de mastoécitos e eosindfilos e predispde a secre¢cdo de muco por
células epiteliais(Blaser and Akdis 2004).

Estudos recentes demonstraram que, além dos mecanismos descritos, a
linfopoietina estromal timica (TSLP), IL-25 e IL-33 tém papel importante na
estimulagéo inicial e no desenvolvimento da resposta imune do tipo Th2(Liao, Cao et
al. 2015, Vannella, Ramalingam et al. 2016)
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A IL-25 é secretada pelas células epiteliais frente a um alérgeno e pode ser
considerada um iniciador da resposta imune alérgica, por levar a proliferacdo de
eosindfilos, producdo de TSLP e formagdo de muco(Fort, Cheung et al. 2001,
Angkasekwinai, Park et al. 2007). A TSLP, nos humanos, € sintetizada
principalmente por células epiteliais, mastdcitos e basodfilos, e € capaz de ativar
células dendriticas mieldides (mDC). Quando as células mDC estdo ativadas elas
expressam MHC-II e moléculas acessérias, como OX-40L, responsaveis por ativar
as células T e promover a diferenciagao destas em células do tipo Th2(Huston and
Liu 2006). Inferimos assim que a TSLP esta relacionada com as doengas alérgicas
respiratorias, como asma, por induzir uma resposta do tipo Th2(Ying, O'Connor et al.
2005, Watson and Gauvreau 2014). Liu (2006) mostrou que queratindcitos da pele
de individuos com dermatite atépica também produziam a TSLP(Liu 2006).

A IL-33 contribui para a resposta alérgica, por estar ligada a ativagdo de
basofilos. Esta citocina € responsavel por induzir expansao de moléculas de adeséo,
como ICAM-I, e a sobrevida de eosindfilos(Chow, Wong et al. 2010).

Com a descoberta de novas subpopulacdes de células T helper, como Th9,
Th22, Th17 e Treg outros mecanismos que desencadeiam as respostas imunes
foram identificados(Akdis and Akdis 2015).

As células Th17, estimuladas pelas citocinas IL-1p e IL-6 / IL-23, também tém
sido associadas as reacgoes de hipersensibilidade imediata. O aumento das citocinas
(IL-17) produzidas por esta subpopulagdo tem sido associado ao aumento da
gravidade das doengas alérgicas e na manutengdo do status pro-inflamatério em
individuos atopicos(Oboki, Ohno et al. 2008).

Em contrapartida a estes mecanismos inflamatérios, evidéncias sugerem que
as células Tregs, caracterizadas pela expressao do fator de transcricdo FOXp3 e
secrecédo de IL-10 e TGF-B, inibem a resposta Th2 (e Th1), exercendo um papel
importante na inibicdo e no desenvolvimento de doengas alérgicas(Akdis 2006,
Fujita, Meyer et al. 2012). Por isso, as estratégias terapéuticas para aplicagao nas
doencas alérgicas tém explorado o uso de antigenos modificados, seja para induzir
células Th1 produtoras de IFN-y que inibe as células Th2 ou mesmo células Tregs,
com produgéo de IL-10 e/ou TGF-B(Nouri-Aria 2009, Rodriguez-Perea, Arcia et al.
2016). A figura 3 a seguir mostra alguns dos processos celulares que ocorrem na

alergia.
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Figura 3; Interagdes alérgeno-epiteliais: efeitos sobre mediadores liberados pelo
epitélio, por interagbes com o alérgenos, sensibilizagdo ao estimulo e inflamagéao
alérgica das vias aéreas. As interagdes de aeroalergénicas com o epitélio resultam
em aumento da permeabilidade epitelial, o que facilita a entrada e captagdo de
alérgenos pelas células dendriticas (DCs). Interacbes entre as células DC e a
resposta imune Th2. Esses mediadores também desenvolvem inflamacao

recrutando células inflamatérias para as vias aéreas(Gandhi and Vliagoftis 2015).
1.7 Diagnéstico das doencgas alérgicas

O diagnéstico das doencas alérgicas é baseado na histéria tipica de sintomas
alérgicos do individuo somado a testes de diagnostico. Estes testes podem ser in
vivo (testes cutdneos de puntura — TCP e intradérmico) e/ou in vitro (determinagao
dos niveis de IgE especifica em soro - ELISA), ambos dirigidos a detecgédo de IgE
circulante ou acoplada as células. Estas analises tém grande relevancia, pois
possibilitam a identificacdo da sensibilizagdo do individuo frente a um painel de

alérgenos, sendo uma das ferramentas mais utilizadas na rotina clinica(Bousquet,
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Hooper et al. 2007, Bousquet 2008, Bessot and Pauli 2011, Bousquet, Heinzerling et
al. 2012).

1.7.1 Testes cutaneos

Sendo de alta especificidade e sensibilidade os testes cutaneos de puntura
(TCP), baseados na hipersensibilidade imediata, sdo de simples e rapida execugao,
além de apresentarem baixo custo quando comparados aos testes laboratoriais (/n
vitro) que quantificam a IgE sérica especifica(Bousquet 2008). Entretanto, somente
os testes cutaneos n&o sao capazes de diagnosticar a doencga alérgica. Isto porque
estes testes apenas determinam a presengca ou auséncia de anticorpos IgE
alérgeno-especificos na superficie de mastécitos e baséfilos da derme, ou seja, nédo
tém a capacidade de diagnosticar a doenga alérgica(Turkeltaub and Gergen 1989,
Bousquet 2008, Bousquet, Heinzerling et al. 2012).

Este método in vivo é dependente do processo de apresentacdo do alérgeno
(antigeno) e da producao e ligacao das IgE alérgeno-especifica nos receptores
FceRI presentes na superficie dos mastécitos residentes na pele. Uma vez que a
ligagdo das IgE ao receptor FceRI seja suficiente ha a liberacdo de mediadores
vasoativos que levam a formacao de eritema e inchacgo local. A histamina, mediador
de maior concentragdo, causa coceira no local da puntura, juntamente com
vasodilatacdo e extravasamento plasmatico, o que produz a papula(Williams,
Ahlstedt et al. 2003, Griffiths, EI-Shanawany et al. 2017). A figura 4 ilustra o exame

cutadneo para determinar a quais antigenos o individuo é alérgico.
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Figura 4: O teste “prick” é geralmente realizado no antebraco com alérgenos

padronizados. Na técnica, os alergénicos usados com a lancetas sao projetados
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para fornecer resultados consistentes que indiquem para qual alérgeno o individuo é
sensivel (Douglass and E O'Hehir 2006).

1.7.2 Testes quantitativos dos niveis séricos de IgE

Os testes quantitativos dos niveis séricos de IgE (in vitro) sao usados para
confirmacgao do teste cutdneo ou quando o individuo ndo pode ser submetido ao
teste cutédneo de puntura, quer seja pela presenga de lesdes cutaneas, ingestao de
medicamentos interferentes, histéria de reacdes anafilaticas ou quando o teste
cutdneo possa oferecer riscos de reagdes sistémicas (teste a venenos de insetos).
Assim como nos testes cutaneos, um resultado positivo ndo é suficiente para o
diagndstico, sendo indispensavel uma correlagio com o0s sintomas
clinicos(Mastrandrea, Serio et al. 1997, Kim and O'Gorman 2004, Prussin and
Metcalfe 2006).

E sabido que as doencas alérgicas, assim como as parasitarias levam ao
aumento dos niveis de IgE sérica(Cruz, Cooper et al. 2017, Drinic, Wagner et al.
2017). Diante deste fato, a quantificacdo de IgE sérica ndo é usada para o
diagnostico de processos alérgicos, sendo mais relevante quantificar os niveis de
IgE sérica especifica para determinado alérgeno, o que é de grande valia para o
diagnodstico de pacientes atopicos(Bernstein and Storms 1995, Mastrandrea, Serio et
al. 1997, Dykewicz and Fineman 1998).

Os niveis de IgE alérgeno-especificos dependem da dimenséo e do tempo de
exposicao, ao alérgeno ou aos alérgenos que reagem de forma cruzada. Em casos
de alergia ao pdlen de plantas, os niveis de exposigdo chegam ao pico em quatro
semanas (estagao polinica) e decrescem de forma gradativa até a estacao de pdlen
seguinte. Muitos individuos expostos a estas condigbes apresentam resultados
positivos aos alérgenos, mas nenhuma manifestacdo clinica. Todavia, como regra
geral, quanto mais positivo o resultado do teste, maiores serdo os riscos de
desenvolver sintomas(Prussin and Metcalfe 2006).

Com a expansao das doengas alérgicas, o maior objetivo é criar alternativas
que contribuam para a diminuigdo das respostas imunoldgicas exacerbadas frente
aos alérgenos(Bousquet, Lockey et al. 1998, Valenta and Coffman 2011). Uma vez
diagnosticada, a alergia é tratada com uma conduta terapéutica que pode incluir a
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reducdo a exposi¢cado alergénica, uso de medicamentos, como corticoides, anti-
histaminicos e anti-inflamatérios, ou ainda, mais recente, o uso de imunoterapia
especifica com alérgenos (SIT), que consiste na administragdo de quantidades

gradualmente crescentes de alérgenos(Huggins and Looney 2004).

2.0 Espectroscopia de Raman

A técnica da espectroscopia de Raman vem ganhando destaque no ambito
das analises biomédicas por ser um método nao invasivo e ndo destrutivo de se
adquirir informacgdes especificas da composicao molecular de diferentes amostras
bioldgicas, fornecendo o que se pode definir como uma “impressao digital” das
moléculas contidas na mesma, pela visualizagdo das bandas de Raman adquiridas
pela vibragdo molecular(Downes and Elfick 2010, Elfick, Downes et al. 2010, Butler,
Ashton et al. 2016, Johnston, Taylor et al. 2016).

A técnica esta fundamentada no fendmeno do espalhamento inelastico da luz
(radiacao), demonstrado em 1928 pelos pesquisadores Raman e Krishnan, que
fazendo o uso de um telescépio para focar a radiacdo solar na amostra, perceberam
a existéncia de uma radiagdo espalhada com frequéncia que divergia daquela da
radiagao incidente(Raman and Krishnan 1928, Singh Dr 2002). O efeito Raman pode
ser provocado na regiao UV, na regido visivel ou na regidao proxima do infravermelho
NIR(Johnston, Taylor et al. 2016).

Quando uma radiagdo monocromatica visivel ou infravermelha préxima de um
laser incide sobre uma amostra ela provoca transicdes vibracionais discretas no
estado eletronico das moléculas(Demtroder 2003, Herrero 2008).

As transi¢cbes vibracionais podem desencadear dois tipos de eventos, o
espalhamento elastico, descoberto em 1881 pelo matematico e fisico inglés John
William Strutt, também conhecido como o Bardo de Rayleigh e o espalhamento
inelastico ou de Raman. Este ultimo, dividido em dois modos, o Stockes e o anti-
Stokes(Singh Dr 2002, Herrero 2008).

A radiagdo leva os niveis de energia vibracional da molécula, que a
temperatura ambiente se encontra em um estado eletrénico fundamental, a um
estado de colisdo de alta energia e de vida curta (estado virtual transitério), que
retorna a um estado de energia mais baixo pela emissao de um foton. Este estado

26



recebe esta denominagdo porque ndo é um orbital molecular original da molécula,
ele existe somente enquanto ha a incidéncia do laser na amostra(Demtroder 2003,
Herrero 2008, Johnston, Taylor et al. 2016).

O espalhamento da luz pode acontecer quando ha variacbes nas energias
vibracional, rotacional ou eletrénica dos compostos da amostra. Se uma radiagao
monocromatica atinge a superficie de uma amostra, uma parte desta é refletida
enquanto outra é absorvida. Desta transmitida através da superficie, uma fragao é
absorvida na forma de calor e outra é retransmitida na forma de Iluz
espalhada(Demtroder 2003, Herrero 2008, Johnston, Taylor et al. 2016).

Quando o féton espalhado regressa ao estado fundamental e apresenta a
mesma energia do foton incidente temos o espalhamento do tipo elastico, (AE = hvg
— hv’ = 0) e este féton n&o trara informacgdes analiticas sobre a amostra(Demtréder
2003, Herrero 2008, Johnston, Taylor et al. 2016).

Uma vez que a frequéncia da radiagao espalhada for menor que a frequéncia
da radiagao incidente, o processo de espalhamento absorve energia, que é retirada
do campo de radiagao e transformada no meio espalhador, (AE = hvg — hv’ > 0).
Esse espalhamento € chamado de Stokes. Todavia, se a radiacao espalhada tiver
frequéncia maior que a da radiagao incidente, o processo de espalhamento cedeu
energia, que foi retirada do meio espalhador e transformada em energia no campo
de radiagao (AE = hvg — hv’ < 0). Esse espalhamento € denominado anti-Stokes.
Como o conjunto de moléculas do primeiro estado vibracional excitado tende a ser
menor a temperatura ambiente, as linhas anti-Stokes apresentam intensidades muito
menores quando comparadas as linhas Stokes(Demtroder 2003, Herrero 2008,
Johnston, Taylor et al. 2016).

Quando o laser atinge a amostra, seu campo elétrico oscilante imprime
deslocamentos nos ions constituintes, gerando momentos de dipolos oscilantes que
influem na suscetibilidade elétrica e, por consequéncia, na polarizagdao das
moléculas da amostra - variagdo da polarizabilidade da molécula(Demtroder 2003,
Herrero 2008).

O espalhamento inelastico sé acontece se houver uma variacdo da
polarizabilidade (a) e das vibragbes moleculares em torno da posig¢ao de equilibrio. A
polarizabilidade é referida como a medida da facilidade de deformagéo da nuvem

eletrbnica frente a uma perturbacdo, que no caso do espalhamento inelastico
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consiste no campo elétrico (E” ) da radiagdo incidente, levando a um momento de
dipolo induzido (P~ ), onde P” = aE”(Demtroder 2003, Ferraro 2003, Herrero 2008).
O deslocamento Raman, medido em cm'1, corresponde a diferenca na
frequéncia dos fétons incidentes e dos fétons espalhados. Portanto, o espectro
obtido pelo método de Raman consiste em um grafico da intensidade da luz dispersa
em funcdo do deslocamento da frequéncia (cm™) do comprimento de onda de

excitagao do laser, como exemplificado na figura 5 (Ferraro 2003, Herrero 2008).

4

Estado
virtual F

Espalhamento Raman

v

780 nm |

Intensidade

i,

Estado eletrénico fundamental Comprimento de onda (cm-)

Figura 5: Grafico obtido pelo efeito de Raman em que Y representa a intensidade da

luz dispersa e X o deslocamento da frequéncia.

A intensidade das linhas do espectro de Raman sdo, no maximo, 0,001 % da
poténcia do laser. Por este motivo, poderia ser mais dificil captar e medir as bandas
de Raman, entretanto, como o que se mensura € a radiacdo espalhada que se
encontra nas regides do visivel ou do infravermelho proximo, tal processo € possivel
com facilidade, porque para estas regides ja foram desenvolvidos detectores mais
sensiveis. Uma vez mensurada a energia da radiacao espalhada, é feito o calculo da
diferenca entre esta e a do féton incidente, dando origem ao deslocamento Raman.
Em alguns equipamentos, as bandas Rayleigh e anti-Stokes sdo suprimidas por
filtros e somente as bandas Stokes sao exibidas(Ferraro 2003).

Para facilitar a compreensao da técnica de Raman, deve-se considerar os
fétons emitidos pelo laser como particulas e ndo como ondas. A figura 6, a seguir

exemplifica o esquema de formagao das ondas e como o laser atinge a amostra.
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Figura 6: Eventos que originam os dados de Raman Shift. (A) representacao
esquematica da incidéncia dos fotons sobre a amostra com seu consequente
espalhamento. (B) Representacéo dos trés tipos de espalhamento obtidos quando é
incidida uma radiagdo monocromatica sobra a amostra. Em azul, o ramo Stokes; em
amarelo, o espalhamento Rayleigh; em verde, o ramo anti-Stokes. (C) Espectro de

espalhamento Raman esperado.

Por serem constituidas, principalmente, de proteinas, as amostras de origem
biolégica apresentam uma alta complexidade molecular e sensibilidade a fatores
extrinsecos que podem ocasionar a desnaturacdo de suas estruturas, como a
temperatura, pH e poténcia da radiagdo. Assim sendo, ndo foram estudadas de
forma ampla nos primérdios da utilizagcdo da espectroscopia de Raman, antes da
década de 60(Butler, Ashton et al. 2016). Outros fatores intrinsecos da técnica,
como a pouca intensidade do espalhamento (aproximadamente 1 em cada 108

fétons é espalhado de forma inelastica) aliado a baixa capacidade de detec¢ao dos
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instrumentais, levavam ao uso de fontes de radiacdo muito intensas que podiam
levar a degradacao da amostra(Sheppard 2006).

Com o avango das tecnologias eletrénicas e o uso de lasers como fonte de
radiacdo monocromatica de alta intensidade, sistemas de deteccdo mais eficientes
foram desenvolvidos e as amostras biologicas ganharam campo dentro das
aplicacbes da espectroscopia de Raman(Manoharan, Baraga et al. 1992,
Vandenabeele 2010). Contudo, a técnica de espalhamento comegou a ser utilizada
de forma expressiva em estudos in vitro, por exemplo, de tecidos oculares e
musculares, somente na década de 70 e a partir deste periodo a técnica comecgou a
ser utilizada também na clinica médica, por exemplo, na analise de sangue(Larsson
and Hellgren 1974) e na identificacdo de farmacos apds sua
metabolizagdo(Rahaman and Morris 1976, Ozaki, Mizuno et al. 1987).

As vantagens da espectroscopia de Raman abrangem pouca ou nenhuma
preparacdo da amostra, somada a uma analise ndo destrutiva e rapida, realizada em

poucos minutos.

3.0 Biossensores

Os processos biolégicos e bioquimicos tém um papel muito importante na
medicina, biologia e biotecnologia. No entanto, € muito dificil converter diretamente
os dados bioloégicos em sinais elétricos(Mehrotra 2016). Para superar esta barreira
foram desenvolvidos o0s biossensores que nos Uultimos anos, gragas ao
aprimoramento de técnicas e dispositivos, vem ganhando espago na analise de
processos biolégicos e quimicos(Ronkainen, Brian Halsall et al. 2010).

O primeiro biossensor foi descrito em 1962 por Clark e Lyons que
imobilizaram a glicose oxidase (GOD) em uma membrana amperométrica de didlise
semipermeavel na superficie de um eletrodo de oxigénio, o qual detectava o
consumo de oxigénio sob altos potenciais de reducdo e, assim, era capaz de
determinar a concentragdo de glicose diretamente em uma amostra(Nambiar and
Yeow 2011, Sassolas, Blum et al. 2012). Eles descreveram como tornar os sensores
eletroquimicos (pH, polarograficos, potenciométricos ou condutométricos) mais
inteligentes, adicionando transdutores de enzimas como sanduiches nas

membranas fechadas(Nambiar and Yeow 2011).
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A partir desta descoberta, varios tipos de biossensores tém sido
desenvolvidos com o objetivo de melhorar e diversificar as analises de diversas
areas como, por exemplo, da medicina, da industria alimentos e de farmacos,
oferecendo resultados mais imediatos e especificos(Klos-Witkowska 2016, Mehrotra
2016).

De acordo com a proposta recente da IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), o biossensor €& definido como: “Um dispositivo integrado
independente que é capaz de fornecer informagao analitica quantitativa ou semi-
quantitativa especifica usando um elemento de reconhecimento biologico (receptor
bioquimico) que esta em contato direto com um elemento transdutor. Um biossensor
deve ser claramente distinguido de um sistema bioanalitico, que requer etapas
adicionais de processamento, como a adicdo de reagentes”’(Thevenot, Toth et al.
2001).

O biossensor é um dispositivo composto por dois elementos, um bioreceptor
que é um elemento biolégico sensivel imobilizado (por exemplo, enzima, sonda de
DNA, anticorpo) que reconhece o analito (por exemplo, substrato enzimatico, DNA
complementar, antigeno) (Figura 7). Embora anticorpos e oligonucleotideos sejam
amplamente empregados, as enzimas sao, de longe, os elementos comumente
usados nos biossensores e um transdutor que € usado para converter sinal (bio)
quimico resultante da interacao do analito com o bioreceptor em um sinal (eletro)
eletronico. A intensidade do sinal gerado € direta ou inversamente proporcional a
concentracdo do analito. Transdutores eletroquimicos séo frequentemente usados
para desenvolver biossensores. Esses sistemas oferecem algumas vantagens, como
baixo custo, design simples e pequenas dimensdes. Os biossensores também
podem ser baseados em detecgao gravimétrica, calorimétrica ou 6ptica(Sassolas,
Blum et al. 2012).

Processador
do Sinal

Analito @ — —

Transdutor .l
Elemento de ' j |
Reconhecimento | [r—

2

Sensor

Figura 7 — Esquema de um biossensor com um transdutor de sinal.
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Os biossensores séo categorizados de acordo com os principios basicos de
transducao de sinal e reconhecimento dos elementos biologicos. De acordo com os
elementos de transducédo, os biossensores podem ser classificados como sensores
eletroquimicos, opticos, piezoelétricos e térmicos(Thevenot, Toth et al. 2001,
Sassolas, Blum et al. 2012). Os biossensores eletroquimicos também sao
classificados como sensores potenciométricos, amperométricos, condutimétricos,
impedimétrico ou carga ibnica (ou efeito de campo)(Thevenot, Toth et al. 2001,
Sassolas, Blum et al. 2012).

Os biossensores eletroquimicos sdo os mais desenvolvidos e empregados na
area de analises clinicas e bioldgicas e estdo baseados em eletrodos quimicamente
modificados com materiais bioldgicos imobilizados, por exemplo, no eletrodo com
streptovidina. A principal vantagem destes biossensores eletroquimicos € que eles
podem detectar materiais sem danificar o sistema(Arora, Sindhu et al. 2011), além
disto, podem medir moléculas nado polares que nao respondem a maioria dos
dispositivos de medicao, serem especificos devido ao sistema imobilizado usado
neles, possuirem tempo de resposta curto (tipicamente menos de um minuto), serem
praticos, sensiveis, confidveis além de terem baixo custo e permitirem
determinagdes analiticas em uma ampla faixa de concentracéo(Thevenot, Toth et al.
2001, Paixao, Lowinsohn et al. 2006). Por exemplo, um biossensor eletroquimico
pode ser usado para detectar Salmonella e E. coli O157: H7 em menos de 90
min(Arora, Sindhu et al. 2011).

Dentre os varios modelos de biossensores, podemos mencionar 0s
imunossensores que apresentam como caracteristica fundamental o uso de
anticorpos ou componentes do sistema imune com alta afinidade e especificidade da
ligacao afim de capturar o alvo, os enzimaticos que tem como principio a interagao
da enzima com o substrato, biossensores magnéticos que conseguem detectar nano
ou microparticulas magnéticas entre outras variagcbes baseadas nas moléculas
adequadas de biorecepcdo, no método de imobilizacdo destas e nas caracteristicas
do transdutor(Akyilmaz, Yorganci et al. 2010, Heli, Sattarahmady et al. 2016, Klos-
Witkowska 2016, Mehrotra 2016).

A diferenca entre os biossensores e os sensores fisicos ou quimicos é que

seu elemento de reconhecimento € bioldgico.
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A reacdo bioeletroquimica investigada gera uma corrente mensuravel
(deteccdo amperométrica), um potencial mensuravel ou um acumulo de carga
(deteccao potenciométrica) ou uma mudanga de condutividade mensuravel de um
meio (deteccdo condutométrica) entre os eletrodos. Quando a corrente € medida em
um potencial constante, isso € chamado de amperometria. Se uma corrente elétrica
€ medida enquanto variagcdes controladas do potencial estdo sendo aplicadas, isso &
chamado de voltametria(Koyun, Ahlatcioglu Ozerol et al. 2012).

Os estudos bioeletroquimicos sao realizados com células eletroquimicas,
compostas por trés tipos de eletrodos.

O eletrodo de referéncia que como a propria designacado diz serve de
referéncia para os demais eletrodos(Koyun, Ahlatcioglu Ozerol et al. 2012).

O eletrodo auxiliar (Contador) em um sistema de dois eletrodos, quando uma
corrente ou potencial conhecido é aplicado entre os eletrodos de trabalho e os
auxiliares, as outras variaveis podem ser medidas. O eletrodo auxiliar funciona como
um catodo sempre que o eletrodo de trabalho estiver operando como um anodo e
vice-versa. O eletrodo auxiliar geralmente tem uma area superficial muito maior que
a do eletrodo de trabalho. A meia reacdo que ocorre no eletrodo auxiliar deve
ocorrer com rapidez suficiente para nao limitar o processo no eletrodo de trabalho. O
potencial do eletrodo auxiliar ndo € medido contra o eletrodo de referéncia, mas
ajustado para equilibrar a reacdo que ocorre no eletrodo de trabalho. Esta
configuracao permite que o potencial do eletrodo de trabalho seja medido contra um
eletrodo de referéncia conhecido. O eletrodo auxiliar é muitas vezes fabricado a
partir de materiais eletricamente inertes, como ouro, platina ou carbono(Koyun,
Ahlatcioglu Ozerol et al. 2012).

O eletrodo de trabalho é o eletrodo no qual a reacdo ocorre em um sistema
eletroquimico. Em um sistema eletroquimico com trés eletrodos, o eletrodo de
trabalho pode ser referido como catdédico ou anddico, isto depende da reacdo que
ocorre no mesmo se € uma reducdo ou uma oxidagao. Existem muitos tipos de
eletrodos de trabalho, por exemplo, o eletrodo de carbono vitreo, eletrodo de tela
impressa, eletrodo de Pt, eletrodo de ouro, eletrodo de prata, eletrodo de pasta de
carbono, eletrodo de pasta de nanotubo de carbono etc(Koyun, Ahlatcioglu Ozerol et
al. 2012). A figura 8 a seguir mostra a imagem de um eletrodo impresso adquirido

comercialmente.
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Figura 8: Eletrodo impresso comercializado pela empresa DropSens e suas partes.

Os eletrodos impressos em tela sao preparados com tintas de depdsito no
substrato do eletrodo (vidro, plastico ou ceramica) na forma de filmes finos.
Diferentes tintas podem ser usadas para obter diferentes dimensdes e formas de
biossensores. Células eletroquimicas impressas em tela sdo amplamente utilizadas
para o desenvolvimento de biossensores amperométricos, porque esses
biossensores sao baratos e podem ser produzidos em grandes escalas. Isso pode
ser potencialmente usado como sensor descartavel que diminui as chances de
contaminagao e evita a perda de sensibilidade(Mohanty and Kougianos 2006, Turiel
and Martin-Esteban 2010).

Para detectar o alvo a estrutura do eletrodo de trabalho deve ser especifica
para tal. Para isto, utilizamos varias moléculas de bioreconhecimento que possuem
capacidade de ligagdo especifica e em alguns casos (enzimas) atividade
biocatalitica, dentre estas podemos citar as enzimas, os anticorpos, os acidos
nucleicos, células e microrganismos(Koyun, Ahlatcioglu Ozerol et al. 2012). Estes
elementos devem ser imobilizados na superficie do eletrodo e, adsorcao,
microencapsulacao, aprisionamento, fixagao covalente e métodos de reticulacédo séo
os mais conhecidos(Mohanty and Kougianos 2006, Koyun, Ahlatcioglu Ozerol et al.
2012).

4.0 Imunoglobulina Y

A imunoglobulina (Ig) Ys € produzida por galinhas e outras aves, répteis e

anfibios. Sua fungéo é semelhante a das IgGs de mamiferos. Esta imunoglobulina
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esta presente no soro das aves e é passado para o embrido através da gema do
ovo(Warr, Magor et al. 1995).

A evidéncia da transferéncia de IgYs da galinha para gema do ovo para
protecao do embrido foi relatada pela primeira vez ha mais de 100 anos. Nas aves, a
gema do ovo é o reservatorio das IgYs circulantes, que entram na circulagéo
embrionaria quando o embrido esta se desenvolvendo, uma vez que 0 mesmo nao
fica interligado a mae pelo corddo umbilical(Carlander, Stalberg et al. 1999). Estas
IgYs fornecem protecdo por um tempo muito curto (cerca de 2 semanas), e seus
niveis no sangue dos filhotes diminuem rapidamente apés uma semana da ecloséo,
quando eles comegam a sintetizar seus préprios anticorpos(Svendsen, Crowley et al.
1995, Gadde, Rathinam et al. 2015).

Acredita-se que IgY atue ligando-se as bactérias ou virus, levando a sua
eliminagcdo através do intestino e prevenindo a replicacdo bacteriana ou
disseminagao do virus(Abbas, El-Kafrawy et al. 2018).

As IgYs sdo altamente estaveis em pH 5,7-7,6 e até 60°C em condicoes
aquosas, e podem conservar atividade de ligagdo ao antigeno na presenca de
pepsina em pH 4-6, o que as tornam candidatas para muitas aplica¢gdes(Davalos-
Pantoja, Ortega-Vinuesa et al. 2000, Jaradat and Marquardt 2000).

As IgY, foram reconhecidas ndo apenas como uma excelente fonte de
anticorpos policlonais, mas também como produtoras de varios antigenos com
diferentes aplicacbes terapéuticas(Xu, Li et al. 2011). O uso de galinhas como
hospedeiro de imunizagdo para producdo de anticorpos fornece numero de
vantagens sobre os métodos de produgdo usando mamiferos, tais como néo-
invasivo, de baixo custo e alto rendimento(Borges, Silva et al. 2018).

Galinhas imunizadas para a produgao de anticorpos IgY podem permitir a
producao eficiente de grandes quantidades de anticorpos(Gottstein and Hemmeler
1985).
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Abstract

Raman spectroscopy is a non-destructive photonic technology that requires very
small sample size. It has been used to detect diseases and specific molecules in
laboratorial conditions, but no Raman sensors have been successfully applied in the
field or in routine tests. Currently, all Raman strategies demand specific preparations
for photonic readouts, and the technology suffers with sensitivity problems due to the
great environmental influence and requirement of special conditions for detection. In
order to improve Raman detection, we have used magnetic microparticles not only to
enrich the target, but also to use it as an enhancer for SERS (Surface Enhancement
Raman Spectroscopy) detection. Our aim was to provide a proof-of-concept to
identify atopic allergic patients with a SERS strategy using anti-IgE bound to
magnetic beads for IgE capture under the exposure of broad and specific allergens.
Briefly, our novel method was able to differentiate atopic from non-atopic patients,
and may become an important field tool for allergy diagnosis in the near future.

Keywords: Raman-SERS Spectroscopy, Allergic, Biosensor, Atopic patients
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Introduction

The world population is exposed every day to thousands of harmless allergens found
in various sources including animals and plants (Hauser, Roulias et al. 2010).
However, in genetically predisposed individuals (atopy), the immune system reacts
inappropriately and these allergens provoke immune reactions mediated by IgE
(Siman, de Aquino et al. 2013, Thomsen 2015, McKenna, Asam et al. 2016). Allergic
diseases, such as asthma and rhinitis, are a global health problem and often result
from failure of the immune tolerance against natural exposure to various
environmental allergens (Thomas, Hales et al. 2010, Thomsen 2015). Among
allergens, house dust mites (HDM) stand out in the role of inducing allergic
respiratory diseases in the form of aero-allergens (Lei, Boinapally et al. 2015).
Numbers of the World Allergy Organization (WAO) indicate that 30% to 40% of the
world population suffers from allergic diseases and incidence worldwide is reaching
epidemic proportions (Pawankar, Canonica et al. 2012). In this way, efforts to
improve immunological assays are underway to increase the detection limit using
other methodologies for the acquisition of results such as plasmon resonance
(Miyashita, Shimada et al. 2005), quantum dots (Goldman, Medintz et al. 2006) and
Raman spectroscopy (Goldman, Medintz et al. 2006, Artemyev, Zakharov et al.
2016).

Raman spectroscopy is a technology used in physics and chemistry based on the
vibration of molecules by laser sources, which has been gaining space in
biomedicine. This technique is able to provide information about the chemical
composition of a sample through true biochemical imprints (Tanaka and Young
2006). Each molecule has a unique "fingerprint" of Raman peaks at well-defined
frequencies. Biomolecules contain a variety of molecular bonds (for example, C-H, C
= C, O-H, aromatic ring) which are all excitable (Downes and Elfick 2010). The
technique is sensitive enough to detect changes in the chemical composition of
samples and has been used to identify and differentiate various pathogenic
microorganisms found in bloodstream infections (Choo-Smith, Edwards et al. 2002)
to discriminate healthy tissue from diseased tissue through several chemical changes
resulting from the disease (Huang, McWilliams et al. 2003) to diagnose lesions of ex
vivo breast cancer with 94% sensitivity and 96% specificity (Haka, Shafer-Peltier et
al. 2005) and the study of blood proteins (Artemyev, Zakharov et al. 2016). Raman
spectroscopy provides information on the structure of the sample without damaging it
(non-invasive / non-destructive mode) (Brauchle and Schenke-Layland 2013).

In order to differentiate and categorize group samples, PCA (principal component
analysis) and HCA (hierarchical component analysis) analyses have been used using
Raman shift peaks among individuals. The aim is to reduce the dimensionality of the
data set, but preserving the largest possible amount of information (variance). This
reduction is done by calculating new orthogonal variables between them, the
principal components (PC), thus, a matrix of data X is decomposed into two smaller
matrices considering the scores (S), weights (W), and the residual matrix (E), which
refers to the non-modeled part of the original data. PCs are formed based on the
criterion of maximum variance, thus, the first PCA determines the largest variance of
the original data possible, and the subsequent PCAs, the largest variance not
captured by the previous PCA (Wold, Esbensen et al. 1987). The second PCA
consists of a process of decreasing the original data matrix in one dimension. This
analysis calculates the distances between all samples, using the Euclidean
distances, and the two samples with greater proximity (similarity) are united, and then
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seen by the model as one, hence the decrease in the initial dimensionality. As a
result, the HCA plots a graph in the form of a dendrogram, where the x-axis
corresponds to the degree of similarity, (the nearer the origin the connection is, the
more similar the linked samples are), and the y-axis represents the samples
(Granato, Santos et al. 2018).

Our goal in this investigation was to study the spectral characteristics of the IgE and
antigens of Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1) and Blomia tropicalis (Blo t 5)
associated with allergic responses using a magnetic capturing system for surface
enhancement Raman spectroscopy (SERS), which is discussed herein.

Materials and Methods

Sample and Skin Prick Test (SPT).

Five patients with age range from 18 to 60, with clinical history of allergy (atopic
group), were recruited by the Laboratory of Allergy and Clinical Immunology, Federal
University of Uberlandia, Uberlandia, MG, Brazil. As inclusion criteria, patients
presented positive skin prick test (SPT) to at least one allergen extract of
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) from a panel of standardized aeroallergens
(FDA Allergenic Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The exclusion criteria were positive
results for the rheumatoid factor assay (Bio Latex FR, Bioclin, Belo Horizonte, MG,
Brazil), the use of anti-histamines in the previous week to the skin test, and previous
or current immunotherapy. Five healthy matched subjects (18 to 60 years old) were
selected based on the absence of clinical history or symptoms of allergic rhinitis, and
negative SPT to a panel of standardized aeroallergens (non-atopic group). In parallel,
blood samples were collected from all individuals, and the serum was stored at
—-20°C until serological assays. The study was approved by the Human Research
Ethics Committee of the Federal University of Uberlandia (approval number 322/08),
and written informed consents were obtained from all participants.

Measurement of Dpt-Specific IgE

All serum samples were assessed by the enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) for measuring IgE levels to Dpt with modifications (Miranda, Silva et al.
2011). Briefly, microtiter plates were coated with Dpt extract (2 ug/well; Hollister-Stier
Laboratories, Spokane, WA, USA), blocked with phosphate-buffered saline (PBS, pH
7.2) containing 0.05% Tween 20 and 1% bovine serum albumin (PBS-T-BSA), and
then incubated with serum samples diluted 1:2 for 2 hours at 37°C. After washing,
plates were incubated with biotinylated secondary antibodies as anti-human IgE
(1:1.000; Kirkegaard and Perry Laboratories Inc. (KPL), Gaithersburg, MD, USA), for
1 hour at 37°C and subsequently with streptavidin peroxidase (1:1.000; Sigma). The
assay was developed with ABTS-peroxidase substrate system (KPL), and optical
density (OD) values were determined at 405 nm. Antibody levels were expressed as
ELISA index (El) according to the following formula: El = OD test sample/cutoff,
where the cutoff was established as the mean OD value of negative control sera plus
3 standard deviations. El values >1.2 were considered to be positive in order to
exclude borderline reactivity values close to El = 1.0 (Rodrigues, Sopelete et al.
2004).
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Sample Preparation and Acquisition of Raman Spectra

All samples were submitted to the following procedure for the acquisition of RAMAN
spectra. Briefly, we assembled a system with 3-micron magnetic beads functionalized
with streptavidin (B) as capturing system and SERS enhancer (Figure 1). In a
polypropylene tube of, 2 uL of magnetic beads (1:10°) and 2 pL of biotinylated anti-
IgE (1:10°; Kirkegaard and Perry Laboratories Inc. (KPL), Gaithersburg, MD, USA)
were added and incubated for 30 minutes at room temperature. After this, 2 ul of
patient sample (1:10) was added and incubated for 30 minutes at room temperature.
After washing, the complex was diluted in phosphate buffer (PB) (2 uL/998 uL) and
placed into an aluminum dish for RAMAN measurements. In another stage of the
analysis, we have added and incubated the specific antigens: Der p 1 (D1) (0.6
Mg/mL, recombinant protein) and Blo t 5 (B5) (0.6 ug/mL, recombinant protein) for 30
minutes at room temperature. All samples were analyzed in an aluminum dish after a
4-hour lyophilization.

Measurements were performed at room temperature using a Raman Systems R3000
spectrometer (Ocean Optics, Dunedin, FL) with a 785-nm laser diode, a spectral
resolution of 8cm™, and a laser power of 90 mW. Measurements were made with a
fiber-optic probe with a spacer that kept the laser distance x sample constant.
Spectrum acquisition was performed in the dark. The acquisition time was set to 60
seconds and the average of three spectra was taken as the final measurement. The
measurements were performed in the 200 to 1500 cm™ spectral range, and the
instrument was calibrated using the alcohol 70% curve every day before each round
of measurements.

Data Analysis

The data acquired in RAMAN spectroscopy were corrected with the insertion of a
baseline by the Origin® software (Version 9, Company, Local). Other parameters
such as intensity, spectrum position and peaks were also determined with the
Origin® 9 software. ELISA indexes were calculated using the GraphPad Prism® 6
software. The data were transported to MATLAB environment, version R2015a and
processed using the PLS toolbox package 8.62. The analyzes were performed in two
stages, A1 and A2, composed by the following groups in table1.

Table 1 - Description of groups used for PCA and HCA analysis

Analyze Group Description
A1 01 BEADS + ANTI_IgE + NEGATIVE SERUM
02 BEADS + ANTI_IgE + POSITIVE SERUM
03 BEADS + ANTI_IgE + POSITIVE SERUM - DER P 1
04 BEADS + ANTI_IgE + POSITIVE SERUM —-BLO T 5

A2
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Results and Discussions

Immunological responses of IgE to allergens have not been investigated by RAMAN
spectroscopy, a vibrational technique that consists of capturing a signal generated by
laser light that is focused on a sample. Sample molecules generate inelastic
dispersion of photons with frequencies and intensities that are characteristics of
specific chemical groups, resulting in a spectrum that is similar to a fingerprint for the
molecular composition (Matthews, Jirasek et al. 2011).

Firstly, we have evaluated the Raman spectra for different sample states: liquid (not
shown) and lyophilized. Lyophilization was chosen for Raman readouts because it
showed better peaks in the samples. Then we have registered the Raman signals
and spectral characteristics for allergens and immunoglobulin E from samples of
atopic and non-atopic patients, as shown in Figure 2. We tested whether the
presence of magnetic beads were able to enhance the Raman scattering (SERS,
surface-enhanced Raman spectroscopy) (Figures 2A and 2B), which led us to
demonstrate an important SERS response with the magnetic microparticles. All
procedures were then carried out by SERS.

Figure 2 showed that the main Raman spectra peaks profiles remained virtually
unchanged for the serum IgE. The Raman spectrum of a sample is a group of bands
corresponding to transformation and stretching vibrations of the carbon bonds with
other elements (Baas 1995, Artemyev, Zakharov et al. 2016). We were able to
demonstrate that the IgE Raman spectrum profile was characterized by bands 562,
889, 940, 1068 and 1133 cm™". Alongside with these bands, we have also observed
other bands that were characterized according to their vibration modes: 232 cm™
(Xmetal-0), 407 cm™ (S-C=N bend), 562 cm™ (-CO, rocking) 889, 940 cm
(stretching vibration mode of CC bond), 940 cm™ (C—C stretching or tyrosine), 1068
cm™ (O-P-O symmetric stretch or Carbonate CO3), and 1133 cm™ (C-CT stretch) as
shown elsewhere (Nevin, Osticioli et al. 2007, Lin, Chen et al. 2011, Dingari,
Horowitz et al. 2012, Wang, Lin et al. 2014).The bands within the 500-1200 cm”
range presented higher Raman peak intensities while bands within the 200-500 cm™
range presented approximately similar intensity and profiles with few exceptions. The
Raman spectra of immunoglobulin IgEs and their specificity to allergens were
analyzed as demonstrated in Figure 3. We have observed that the most variable
band in the serum of atopic and non-atopic was the 940 cm™, which corresponds to
the third peak from left to right.

Using PCA and HCA analysis to differentiate the peak intensity, we are able to
separate the patients atopic and non-atopic in two groups, as showed in figure 3, 4
and 5. The PCA model was constructed using mean-center as pre-processing and 2
PC's, obtaining 99.27% of variance explained and indicated the optimal separation of
the two groups (Figure 4). The HCA model was constructed using mean-center as
pre-processing, Ward's Method as a link and Euclidean distance (Figure 5). These
data demonstrated correlation with results obtained by the ELISA index (El) (Figure
6).

After these tests, the allergens Der p 1 and Blo t 5 were inserted into the system
(Figures 2 and 7). These data demonstrated that the serum of atopic patients
recognized antigens when exposed to them, as shown by significant changes in the
peak intensity. However, this variation was not able to separate the positive serum
samples exposed to Der p 1 and Blo t 5 antigens, as showed in Figure 7.
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We used the HCA model, constructed using mean-center as pre-processing, Ward's
Method as a binding and Euclidean distance, to evaluate whether we could separate
the atopic samples when exposed to the different antigens. We cannot discard the
possibility of having different IgEs with different binding affinities or that the individual
has been previously exposed to the antigen and has a higher concentration of
antibodies to it. And the exposure to a new antigen may produce a response of the
antibodies from the first exposure. This fact, added to the possible cross-reactions
that can happen (once the species are close), could explain the appearance of
individuals from one group to another in the hierarchical groupings.

Analyzing data from the literature about the resemblance of mite species, it is
interesting to note that the group 1 of antigens (Blo t 1 and Der p 1), both identified
as cysteine-proteases, have high reactivity to IgE (80% a 90%) (Chua, Cheong et al.
2007). Simpson et al. found that 12 out of 19 UK patients, naturally exposed to
Dermatophagoides pteronyssinus but not to Blomia tropicalis, had positive skin test
responses to this mite. The authors concluded that there was an IgE-mediated cross-
reaction between allergens produced by D pteronyssinus and B tropicalis (Simpson,
Green et al. 2003). Arias-Irigoyen and colleagues suggest that it is possible that the
patients were naturally exposed to a different storage mite species, which was
responsible for the positive skin responses to B tropicalis (Arias-Irigoyen,
Lombardero et al. 2007).The specificity and affinity of the antibodies should also be
taken into account since these properties are closely linked to the immune response
and the formation of the antigen-antibody complex.

Our results showed the possibility of using Raman-SERS spectroscopy method for
identify patients with allergic diseases caused by house dust mite species by
specifically investigating the IgE peaks and PCA analysis. Besides detecting IgE
responses in atopic patients, we have also shown a proof-of-concept by using a low-
cost optical Raman unit with enhanced detection by magnetic microparticles (SERS),
simply by establishing a magnetic capturing system. The novel proposed method
may provide great opportunities for other disease diagnostics aiming specific
antigens. Collection of Raman scattering signals can be improved by using this
special Raman-SERS strategy with special holders under magnetic field to facilitate
and enhance detection.

Conclusions

A novel Raman-SERS spectroscopy was developed to detect the presence of
specific immunoglobulin E during an allergic response by using a magnetic
microparticle. This new strategy showed great potential and efficiency in the analysis
of different responses to allergens of atopic patients in serum, but may be used in
other body fluids. We have generated an analytical system to interpret the Raman
shifts and variations found in patients and controls using mainly a PCA analysis
between samples with and without antigens, which was able to differentiate atopic
patients from non-atopic ones. Our new strategy opens great opportunities for
simplified field SERS sensors.
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ABSTRACT

This is the first electrochemical immunosensor for detection of allergens in flour
sources with important implications to allergic reactions, a worldwide disease that
affect more than 25% of the world population. As a proof-of-concept, we have used
the Blo t 5 allergen from Blomia tropicalis, and established electrochemical
parameters to capture and detect the specific allergen using a polyclonal
immunoglobulin Y. Detection was performed in portable potentiostat (EmStat) using a
graphite screen-printed electrode, ferri/ferrocyanide as indicator and cyclic
voltammetric analyses. We have established a calibration curve with serial dilutions
of the allergen, and then assays were conducted with real samples. The novel
immunosensor was able to discriminate between contaminated farinaceous samples
from uncontaminated ones. The immunosensor was able to detect as low as 25
ng/mL, with a linear response between 5 and 500 ug/mL. The new biosensor shows
great potential of detecting flour contamination in the field with high sensitivity,
besides it shows the possibility to detect both pan allergens or allergen-specific
targets, depending on the antibody probe used.

Keywords: Electrochemical immunosensor, Immunoglobulin Y, Blomia tropicalis, Blo

t 5, Storage mite, Food contamination, Differential pulse voltammetry.

71



Introduction

Mites are tiny arthropods that have several sources of allergens capable of
triggering immune processes mediated by immunoglobulin E (IgE) causing about
50% of allergic disease in atopic individuals (Arlian and Platts-Mills 2001, Vogel,
Bosco et al. 2014). Although it is believed that the primary source of exposure to mite
allergen is indoor environments, there is also evidence that exposure through
ingestion of allergens is an important pathway capable of triggering immune
reactions (Sanchez-Borges, Suarez-Chacon et al. 2009, Hussein and Elawamy 2015,
Sanchez-Borges and Fernandez-Caldas 2015).

A member of the Echimyopodidae family, the species Blomia tropicalis is a
mite found in several regions of the globe and many studies have reported the
presence of this mite on different types of foodstuffs - contaminated raw or processed
food (van Bronswijk and de Cock 1974, Franzolin and Baggio 2000, Santos da Silva,
Asam et al. 2017). Several allergens have been identified in the extract of Blomia
tropicalis and the most important of them is the specific antigen Blo t 5 (14
KDa)(Naik, Chang et al. 2008).

Contamination of food during storage by mites may cause significant loss of
product quality, since these insects feed on the germ of the grains causing a
decrease in the germination viability of seeds (Palyvos, Emmanouel et al. 2008),
besides losses in the nutritional composition (Vogel, Bosco et al. 2014). In mammals
can cause respiratory diseases, contact dermatitis, and also acute enteritis through
ingestion of bacteria and fungi, which they are vectors (Hughes 1976, Vogel, Bosco
et al. 2014).

Antibodies are highly specific molecules that bind and inactivate foreign
substances, such as toxins or antigens, and because of this characteristic they have
been used for therapeutics and diagnostics (Larsson and Sjoquist 1990, Karlsson,
Kollberg et al. 2007).

The immunoglobulin (Ig) Y produced by amphibians, reptiles and birds, such
as chickens, has similar function to mammalian IgGs, being passed to the embryo by
the egg yolk (Warr, Magor et al. 1995, Carlander, Stalberg et al. 1999). These
immunoglobulins are recognized as an excellent source of polyclonal antibodies for

different applications (Abbas, El-Kafrawy et al. 2018). Phylogenetic distance between
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birds and mammals allows the production of antibodies against highly conserved
mammalian proteins (Larsson, Carlander et al. 1998) and in addition, avian
antibodies recognize other epitopes than mammalian does, increasing the number of
distinct antibodies, and consequently the possibility of binding (Larsson and Sjoquist
1990, Ferreira Junior, Santiago et al. 2012). Besides, immunization of chickens for
antibody production has several advantages over mammalian production methods,
such as non-invasiveness, low cost and high yield (Borges, Silva et al. 2018).

It is known that antibodies are ideal tools for the development of
electroanalytical systems as a function of detecting specific biomolecules (Gopinath,
Tang et al. 2014). These electrochemical immunosensors have presented several
advantages over other detection systems, such as easy handling, high sensitivity,
low cost, simple construction, and the possibility of automation and integration into
compact analytical devices (Wan, Su et al. 2013, Lemos, Balvedi et al. 2017), but the
promising clinical use (Rotariu, Lagarde et al. 2016, Lemos, Balvedi et al. 2017) is
still to be proven in large scale and in field applications.

The present investigation aimed to develop an immunosensor to detect the
Blomia tropicalis - Blo t 5 allergen in farinaceous sources by using IgY polyclonal
antibodies, not only to improve sensitivity and real time detection in the field, but also
to highlight the potential risk of exposure to allergens in flour sources used as food
ingredients. The electrochemical response of the modified electrode with various Blo
t 5 concentrations in different flour sources has led us to a successful immunosensor

that will be further discussed herein.

Materials and Methods

Sample collection.

Stored farinaceous samples were collected from retail stores, barns and domestic
houses obtained from two cities of Minas Gerais, Brazil (Uberlandia and Uberaba).
The farinaceous sources are kept in open containers and on shelves exposed to the
external environment. Samples were collected and kept in closed plastic bags until

examination. Twelve flour samples of dry food for humans e animals were collected
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as follows: wheat flour (1), whole wheat flour (1), flaked corn flour (1), corn flour (2),

oat bran (1), soybean meal (2), corn bran (2), wheat bran (1) and poultry feed mix (1).

Preparation of the real samples for analysis.

All flour samples were previously homogenized, and 100 mg were added to 1 mL
phosphate buffered saline (pH 7.4) and mixed vigorously for 2 hours on a shaker.
The mixture was centrifuged for 10 minutes at 3.000 rpm and the supernatant was

collected and kept at 4°C until used (Hussein and Elawamy 2015).

Blo t 5 recombinant allergen.

The bacterial coding sequence of the Blo t 5 allergen from the house dust mite
Blomia tropicalis was selected using the data stored in the PubMed gene bank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) whose access code is U59102. The allergen gene in
question has a sequence of 537 bp and encodes a protein product of 134 amino
acids. Pairs of primers were designed based on the published full-length DNA
sequence of Blo t 5 (GenBank: U59102) for polymerase chain reaction (PCR)
amplification flanked by the restriction enzyme sites for BamHI/Xhol, using the
following primers’ sequences: forward - CCCGGATCCATGAAGTTCGCCATCGTTC;
and reverse — GGGCTCGAGTTATTGGGTTTGAATATC. The synthetic sequences
were ligated to the pUC57 vector and sub-cloned into the pET28a expression vector
(Millipore, Massachusetts, U.S.A.). The Blo t 5 amplicon were ligated to the pET28a
expression vector and used for transforming DH-10 B-strain Escherichia coli.
Constructs containing Blo t 5 were then used to transform BL21(DE3) E. coli BL21
(DE3)pLysS, generating His (histidine)-tagged proteins (His-rBlo t) after induction
with 0.1 mM isopropyl B-D-thiogalactoside (IPTG). The recombinant proteins were
subsequently purified by affinity chromatography using the Ni-NTA agarose resin
(QIAGEN Biotecnologia Brasil Ltda; Sdo Paulo, SP, Brazil), according to the
manufacturer's protocol (Carvalho Kdos, de Melo-Neto et al. 2013). The
concentration of the protein content was determined using the Bradford method
(Bradford 1976).

74



Production of polyclonal antibody - Immunization of hens.

All procedures using experimental animals (hens, Gallus gallus domesticus) were
conducted under the approval of the local Ethics Commission on Use of Animals —
CEUA/UFG Protocol number 20/2012. Laying hens (Gallus gallus domesticus, lsa
Brown lineage) were used for immunization protocols to induce the production of
polyclonal antibodies. Hens (n = 4) were immunized 4 times, at 15-day intervals, with
200 pg of rBlo t 5. For the first immunization, the antigen sample were dissolved in
250 pL of PBS and an equal volume of Freund's complete adjuvant (Sigma-Aldrich
Co., USA). The next immunizations were performed with the same antigens plus
incomplete Freund's adjuvant (Sigma-Aldrich Co., USA)(Schwarzkopf, Staak et al.
2001, Ferreira Junior, Santiago et al. 2012). The applications were conducted
intramuscularly, in the pectoral muscle at different points. Blood samples were
collected at 14-day intervals alternated with immunizations. Egg were collected
weekly, and stored at 4°C until further processing (Ferreira Junior, Santiago et al.
2012).

Preparation of protein yolk extract and IgYs isolation.

The egg collections started one week before the first immunization and extended for
another 7 weeks. For the isolation of Y-immunoglobulins from the yolk we used the
protocol described elsewhere with adaptations (Pauly, Chacana et al. 2011). This
method uses three solutions with different titers of 1x phosphate-saline buffer (PBS
1x) and polyethylene glycol (PEG). For a volume of 10 mL of yolk we added a
solution PBS 1X + PEG 8000 at 5.25% (w/v) in the ratio of 2:1 and stirred for 10
minutes at 37°C. Thereafter, the mixture was centrifuged at 4°C for 30 minutes at
3900 xg. The solution is then filtered into a new tube. After this procedure we added
a solution PBS 1X + PEG 8000 at 42.5% (w/v) in a ratio of 1:4. The solution was
stirred for 10 minutes at 37°C and then centrifuged at 4 °C for 30 minutes at 3900 xg.
The supernatant was then discarded and the precipitate resuspended carefully in 5
mL of 1X PBS and the final solution of PBS 1X + PEG 8000 at 24% (w/v) was added
a ratio 1:1. The steps of mechanical agitation and centrifugation were then repeated.
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The supernatant was discarded again and the precipitate was carefully dissolved in 3
mL of 1X PBS. The solution was dialyzed using Spectra/Por® dialysis membranes
with a cut size of 12-14,000 kDa, to eliminated all residues of PEG. Subsequently,
the samples obtained were purified by purification against sodium chloride solution
(0.01 M NaCl) under magnetic stirring and refrigeration for 12 hours. Subsequently,
saline was replaced by 1X PBS solution pH 7.4, which was dialyzed for four hours.
The samples were then removed from the dialysis and stored in a tube to a final
volume of 10 mL in 1X PBS solution pH 7.4 and stored in a freezer at -20 °C. Protein
concentration was obtained by the Bradford method (Bradford 1976) and the purity of
the preparations was investigated by one-dimensional electrophoresis in 16% (w/v)
polyacrylamide gel, applying 10ug of sample per well. Protein bands were visualized

by staining the gel with Coomassie Blue R250 (Sigma).

IgY Dot blot assay.

Dot blotting was then carried out to determine the quality of the extraction and the
interaction of IgY antibodies to rBlo t 5. Briefly, the nitrocellulose membrane was
incubated with 5 pl of the samples - rBlo t 5, IgY or anti-IgY (control) for 30 minutes
followed by blocking with phosphate buffered saline, pH 7.2 (PBS 1x) and 5% (w / v)
of lean dry milk for at least one hour at room temperature under stirring. After this the
membrane was washed three times with 1x PBS and incubated with the IgY isolated
from the egg yolk (1: 500) in 1x PBS and 1% (w / v) lean dry milk for one hour under
stirring at room temperature . The next step was to wash the membrane twice with 1x
PBS containing 0.05% Tween (PBS / T) and once with 1x PBS incubated with anti-
IgY: HRP (1: 2000) monoclonal antibody (ABCAM, Cambridge, UK) at room
temperature, protected from light, under stirring for one hour. The reaction was
developed using H»,0, and diaminobenzidine (DAB) as substrate and chromogen,

respectively (Sigma, St. Louis, MO, USA) and stopped under running water.

Enzyme-linked immunosorbent assay

Detection of Blo t 5 in the samples were determinate by ELISA using the IgY purified
(1:500) and anti-IgY: HRP (1: 2000) monoclonal antibody (ABCAM, Cambridge, UK)
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as detection and TMB as developer. The reading was done at 450 nm and the results

are expressed in pg/mL.

Antibody immobilization and antigen detection.

For antigen detection, the surface of bare graphite electrode was stabilized with
carbon nanotubes and five cycles of cyclic voltammetry (CV) in a ferri/ferrocyanide
solution. After this procedure the electrode was incubated with 5 yL of IgY anti-rBlo t
5 at a concentration of 1.1ug/uL for 45 minutes at room temperature, followed by
three cycles of CV in ferri/ferrocyanide solution. The IgY-functionalized electrode was
washed with ultra-pure water to remove excess of antibodies not incorporated onto
the surface, and the dried electrode was ready to be used. The sample was placed
onto the surface of the working electrode with a maximum volume of 5 uL, and
incubated at room temperature until drying (5 min). The electrode was washed and
submitted to electrochemical detection. The cyclic voltammetric readings were
performed in a PBS solution, pH 6, containing 250 mM KCI, 5 mM K3[Fe(CN)6] and 5
mM K4[Fe(CN)6] with the EmStat Blue potentiostat (Palm Instrument BV, the
Netherlands). CV measurements were performed in the potential range of -0.3t0 1V
at scan rate of 0.2 V/s. The electrochemical signal of the anti-IgY / rBlo t 5 electrode
before and after interaction with the antibody was measured by CV and the
difference between these two signals (Al) was considered as the immunosensor
response at each antigen concentration. Figure 3 represents the modification of the

electrode and the steps of manufacturing the immunosensor.

Results and discussion

Although analytical sciences have made great advances in chemical information,
markers, systems, automation, and equipment miniaturization (Murphy 2006), very
few electrochemical biosensors have reached the market, due to lack of sensitivity,
reproducibility or even practicality. Our major aim was to develop a simple, sensitive
and reproducible electrochemical immunosensor for allergens detection. The first
goal was to develop an antibody that identified the Blo t 5 antigen, and for this, we
have used hens immunized with rBlo t 5 to produce polyclonal IgY antibodies against
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this recombinant antigen, which was used as a probe to capture the antigen in
question (Akita and Nakai 1993).

The use of immunoglobulin Y technology in the production of polyclonal antibodies
directed against antigens (dust mites) is a consolidate technique. This method
provides an economical alternative for the generation of immunoreactants that are
capable of detecting and monitoring allergens, for example. However, in order to use
IgY antibodies as effective markers in biosensors, they need generate chemical or
physical signals (Tansil and Gao 2006). After extraction, IgYs were tested for their
specificity to the target by immuno-dot blot assay. The results showed that the
extraction was efficient and the IgYs recognized the target (Figure 1B). The
concentration of the solution was 1.1 ug/uL, according to the Bradford method.

Here, we conjugated IgY antibodies to the screen-printed electrodes to create a
simple, rapid, sensitive, reproducible and economic immunobiosensor. The antibody
immobilization is one of the most critical steps in the manufacture of electrochemical
immunosensors, since a well-defined targeted surface with antibody can interfere on
the detection performance of the system (Phal, Shatri et al. 2018). In order to
improve the platform, we used proprietary technology based on mixed polymers to
stabilize and modify the working electrode’s surface.

The present investigation demonstrates for the first time the development of an
electrochemical immunosensor for direct detection of allergen Blo t 5 in flour sources.
In this approach, a polyclonal antibody (IgY) against the recombinant Blo t 5 (rBlo t
5), as a recognition element, was immobilized onto the surface of the modified
electrode with carbon nanotubes. The interaction of antibody and rBlo t 5 antigen on
the surface of the modified electrode was evaluated using cyclic voltammetry (CV) in
the presence of ferri/ferrocyanide solution. The proposed immunosensor was used
for determination of Blo t 5 in both standard and real flour samples. Details of the
characterization and possible application of immunosensor were investigated as
follows.

The electrochemical characterization of the immunosensor fabrication steps was
investigated by using CV. Figure 2 shows the cyclic voltammograms of the sequential
modification of the screen-printed graphite electrodes before and after immobilization
of IgY and after capturing the Blo t 5 antigen. A schematic representation of the four
steps used to construct the immunosensor is presented in Figure 2.
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The Figure 2A shows a pair of well-defined reversible peaks assigned to the

s]>”* was observed in case of bare

reversible one-electron redox reaction of [Fe(CN)
graphite electrode. The voltammogram of modified electrodes presents more faradic
currents and more peak separation (AEp) between the oxidation and reduction
waves in comparison with the bare graphite electrode (Figure 2B). The immobilization
of the IgY at the working electrode resulted in a current peak increase (Figure 2C),
which demonstrated the successful immobilization of antibody on the electrode
surface. In fact, the immobilized IgY on the electrode surface can act as a slight
conduct layer for the diffusion of redox couple towards the electrode surface, which
cause an increase in the peak currents. Subsequently, when Blo t 5 antigen was
captured, the peak current increased considerably due to the more conducting effect
of the antigen-antibody complex at the electrode surface (Figure 2D). The
immunosensor response (Al) for each Blo t 5 concentration was calculated using
equation of Al=1 - |y, where | is the reduction peak current of the immunosensor CV
response after incubation with rBlo t 5 standard solutions or real samples in different
concentrations. |y is the reduction peak current value of IgY response from the
immunosensor. Figure 3A shows the different voltammograms obtained with the
deposition of the used components in the electrode. We can see that the result
obtained is very different and that the components have different separation peaks.
In addition, we can see that the formation of the immunocomplex is capable of
producing a faradaic current of greater intensity when compared to the isolated
components. In Figure 3B, we can see that the sensor responds to different
concentrations of antigen, presenting a good reproducibility of the results. The inset
of Figure 3C shows the obtained calibration plot for the proposed immunosensor,
which is described by the linear regression equation Y = 1,365*10°%X + 0,001054
(R* = 0,98), already in the Figure 3D we have the voltamograms of the
concentrations used for the construction a calibration curve. The current peak for
reversible systems is described by the Randles-Sevcik equation (Brett 1996). We
used this to confirm modifications on the surface of the sensor, as shown in Figure
3E.

It is noticeable that the active area of the electrode, and consequently the electron
flow, changed according to the electrode modification and the concentration of rBlo t
5. Figure 3F shows that the sensor is able to detect small concentrations of the
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antigen and can be used to qualify samples as positive or negative for the presence
of Blo t 5. Figure 4A shows the different voltamograms obtained with rBlo t 5 and
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt). In this figure, it is observed a similarity
between the voltamograms of Blo t 5 and Dpt, which may indicate a cross reaction
with other species of mites.

In order to assess the feasibility of the proposed immunosensor for Blo t 5 detection
in real flour samples (Figure 4B), the IgY electrode was employed to analyze the Blo
t 5 concentrations in real contaminated samples, previously tested by ELISA (Figure
5). As shown in Table 1, the immunosensor was able to identify 92% (11 out of 12) of
the flour samples. However, we cannot discard the possibility of a false positive test
in ELISA. The results demonstrated that the proposed immunosensor is viable for Blo

t 5 detection in real flour samples with an acceptable level of accuracy.

Conclusion

In this work, we developed for the first time a sensitive, simple and reproducible
immunosensor for allergen detection. The stabilization and surface modification of
the graphite electrode using a carbon nanotube-doped polymer and the antibody
immobilization method led us to develop a very simple detection system of the
IgY:Blo t 5 complex by cyclic voltammetry electrochemistry. We were able to detect
as low as 25 ng/mL, with a linear response in the range of 5 to 500 pg/mL. Moreover,
the immunosensor for Blo t 5 detection in real samples were in good agreement with
ELISA, confirming the validity of the proposed immunosensor for allergen detection in
real samples in field conditions. Therefore, a promising biosensing platform for
antigen detection was developed and may be considered as a rapid, simple and cost-
effective alternative method for field detection, which may also be used in the near
future for  detection of human and animal diseases and in environment

contaminations.
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Figure 1: Evaluation of chicken immunization and validation of the extraction of the
IgYs of the yolk. In “A” we have the absorbance of the blood samples obtained by
ELISA anti-IgY throughout the process of immunization of chickens. In “B” we have
the validation of the antibody extraction process. In line 1 we have Blo t 5 (5pl), in 2
we have IgY (10ul) and in 3 a control with anti-lgY (2ul). The presence of color

indicates that the test was positive.
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Figure 2: Schematic of the immunosensor (right) and cyclic voltammograms of the
immunosensor in each step of immobilization (left): (A) bare graphite electrode -
black; (B) modified electrode - red; (C) anti-IgY - blue and (D) with antigen rBlo t 5 -

green. Scans performed in ferri/ferrocyanide, at 0,2 V/s scan rate.
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Figure 3: Analysis of the behavior profile of the platform developed. (A) Cyclic
voltammogram of the different situations demonstrating a specific behavior for each
of the isolated components and when in complex, (B) Current variation according to
concentrations of rBlo t 5, (C) Calibration curve for the range of 5 to 500 ug/mL,

83



linear behavioral range of the platform, (D) Cyclic voltammogram at concentrations
ranging from 5 to 500pg/mL, (E) Analysis of the active area of the electrode by the

Randles-Sevicik theorem, (F) Behavior of the currents to the lowest concentrations.
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Figure 4: Specificity and limit of detection. In (A) three curves representative of the
graph of cyclic voltammetry for specificity. In (B) a comparison with absolute mean
values of current between the samples and the standard, the white dashed line
represents the cut-off limit for the current taking into account the value of the
negative and the black dashed line the detection limit of the curve for the minimum

concentration.
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Figure 5: ELISA test to determine the concentration of Blo t 5 in flour samples

collected from storage environments.
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Table 1 - Results from proposed immunosensor for Blo t 5 detection in
CEIREINJES

Electrochemical Immunoassay (ELISA)

1 Positive Positive
2 Positive Positive
3 Positive Positive
4 Negative Positive
5 Positive Positive
6 Positive Positive
7 Positive Positive
8 Positive Positive
9 Positive Positive
10 Positive Positive
11 Positive Positive
12 Positive Positive
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