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Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um biossensor eletroquimico para analise da
proteina cromogranina A (sCgA) na saliva. A saliva como fluido de diagndstico oferece
boas vantagens sobre outros fluidos, tais como aspecto economico, método de coleta nao
invasivo e biosseguranga. O diagnostico pela saliva pode ser aplicado para o
monitoramento da saude oral e sistémica, progressdo de doengas e avaliacao dos estados
fisiologicos alterados pelo estresse e exercicio fisico. No fluido salivar, a sSCgA ¢é co-
liberada pela glandula submandibular e possui fungdes anti-fliingicas e anti-microbianas.
Alguns estudos mostraram uma dinamica similar na secre¢ao de sCgA em comparagao a
alfa-amilase salivar durante situagdes estressantes. Outro objetivo foi validar o sensor
testando em amostra de saliva de voluntarios que realizaram o protocolo de exercicio para
um treinamento policial avangcado. Apds a padronizacao, foi possivel relacionar as
variagoes da quantidade de sCgA e das leituras dos biossensores, indicando a viabilidade

do biossensor.

Palavras-chave: Biossensor, Cromogranina A, Saliva, Estresse, Biomarcador.
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Abstract

In this paper we developed an eletrochemical sensor for the analysis of the
Chromogranin A protein (sCgA) in saliva. Saliva, as a diagnostics fluid, offer
advantages over other fluids, like it’s low cost, non-invasive gathering method and
safety. Saliva based diagnosis can be applied in the monitoring of oral and systemic
health, progression of diseases and evaluation of the alteration caused by stress and
physical exercise. In the salivary fluid, sCgA is co-released by the submandibular
gland and has antifungal and antimicrobial functions. Some studies have shown a
similarity in the dynamics of sCgA secretion when compared with alpha-amylase
during stressful situations. Another objective was to validate the sensor by testing in
saliva sampled from volunteers who performed an advanced police training exercise.
After the standardization we have compared the variation in the quantity of sCgA and

the biosensor readings, showing that it is a viable biosensor.

Key Words: Biosensor, Chromogranin A, Stress, Saliva, Biomarker.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estresse, um processo bioldgico

Com o aumento do ritmo da vida urbana atual, junto com cobrangas cada vez mais
imediatas e constantes, o estresse tem se tornado um problema de saude publica crescente,
apresentando vérios efeitos negativos tanto no aspecto fisico quanto no mental. E uma
constante sobrecarga sobre as relagdes humanas, causando uma diminui¢ao na percep¢ao
de autossatisfagao e uma deficiéncia no ajuste psicologico (KANNER et al, 1981, LINN
e ZEPPA, 1984). O estresse ocupacional € visto como um problema emergente gragas ao
custo financeiro que seu tratamento acarreta aos individuos e organizagdes. Sem uma
estratégia adequada para lidar com o estresse ocupacional, os casos de tensdo, ansiedade,
hostilidade e depressao tendem a aumentar. (TEIXEIRA et al 2015).

Em resposta ao estresse, o organismo gera uma série de respostas, a fim de se
proteger e garantir sua sobrevivéncia (CHROUSOS e GOLD, 1992). Porém, quando o
estado de estresse ¢ constante, a resposta deixa de ser sauddvel e passa a ser mal
adaptativa, com consequéncias negativa ao organismo. Muitos aspectos da vida que,
mesmo nado qualificando como estresse, tem efeitos negativos sobre a saide. (MCEWEN,
1998). Respostas ao estresse de maneira aguda ou cronica podem comprometer varias
fungdes fisioldgicas essenciais ao organismo, impactando negativamente o crescimento,
a regulacdo do organismo, reprodugdo etc.

Quando sujeito a estresse decorrente do exercicio fisico, o organismo libera varios
componentes, tanto na saliva quanto no sangue, que podem ser usados como marcadores
de intensidade (BESSA et al., 2013; BOCANEGRA et al., 2012). Usar a saliva como
fluido de diagndstico oferece vantagens em relagao aos outros fluidos, primeiramente por
ser um método de coleta ndo invasivo e oferecer maior biosseguranca ao profissional que
realiza a coleta, além de aspectos econdmicos, devido a sua facilidade de transporte,
coleta e armazenamento (MALAMUD, 2011). Tal diagnodstico pode ser aplicado no
monitoramento da satde oral, sist€émica, avaliacdo dos estados fisioldgicos e progressao

de doencas alteradas pelo estresse (MALATHI et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2015).



1.2 Cromogranina A

No ser humano a principal fonte de cromogranina A (CgA) ¢ a medula
supra-renal. Outros locais neuroenddcrinos como axonios simpaticos e varias glandulas
endodcrinas parecem influenciar a concentracao basal circulante da CgA. A secrecdo da
CgA por exocitose ocorre a partir dos terminais nervosos simpaticos e as células
cromafins, quando as catecolaminas sdo liberadas. Perturbagdes no funcionamento do
sistema nervoso simpatico resultam em alteragdes correspondentes nos niveis de CgA no
plasma (KANNO, ASADA, YANASE, IWANAGA, & YANAIHARA, 2000). Durante
exercicios de alta intensidade, as concentracdes de norepinefrina plasmatica e a CgA
estiveram correlacionadas, sugerindo a CgA como um marcador da atividade simpatica
periférica (TAKIYYUDDIN et al (1991).

A saliva ¢ constituida por agua e uma mistura complexa de proteinas, enzimas,
hormonios, ions e outros compostos. Em relacao ao contetido protéico, podemos destacar
a amilase, lipase, aldolase, anidrase carbonica, mucinas, histatinas, imunoglobulinas,
lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase, cistatinas, proteinas ricas em prolina, albumina,
fibronectina e cromogranina A (HUQ et al., 2007)

No fluido salivar, a cromogranina A (sCgA) ¢é co-liberada pela glandula
submandibular e possui fungdes anti-flingicas e anti-microbianas. Alguns estudos
mostraram uma dindmica similar na secrecdo de sCgA em comparagdo a alfa-amilase
salivar (sAA) durante situagdes estressantes como na apresentacao de aulas para cursos
de graduacdo (FILAIRE et al., 2009), exercicio moderado (ALLGROVE, GOMES,
HOUGH, & GLEESON, 2008) e provas de desempenho cognitivo (KANAMARU,
KIKUKAWA, & SHIMAMURA, 2006).

No estudo realizado pela equipe do Laboratério (BOCANEGRA et al., 2012)
ressalta que variagdes nas concentragdes de CgA sanguinea e salivar apds o exercicio
também foi atribuido a um maior impulso simpatico e ativagdo da medula adrenal
Considerando que tanto que a SAA quanto sCgA sdo responsivas as mudangas na
atividade autondmica, eles especularam que um aumento nas concentragdes de sCgA,
como de sAA, também refletiria a cinética do lactato sanguineo durante o exercicio
incremental. Desse modo, nesta pesquisa (BOCANEGRA et al., 2012) foi investigado a
variacao nos niveis de lactato salivar (sLac) e sanguineo (bLac), SAA e sCgA durante um
teste incremental em nadadores e compararam sua dindmica com a taxa de acumulagao

de bLac. A hipdtese testada foi que (1) sangue e lactato salivar mostram um padrdo



semelhante de variagdo durante e apds exercicio e (2) o limiar de lactato seria
representado também pela variagdo de sAA e sCgA. Os resultados desta pesquisa
mostraram que a concentracdo de bLac ¢ altamente correlacionada com sLac durante o
exercicio incremental, mesmo com rapidos aumentos no ritmo de trabalho. Além disso,
que as concentracoes de sCgA, como com sAA, mostraram um ponto de inflexdo durante
o exercicio incremental. Os pontos de inflexdes relatados para sCgA e SAA ocorreram
em a mesma taxa de trabalho que a do bLac e foram comprovadamente tteis para a
determinag¢do do limiar de lactato. Os achados deste estudo (BOCANEGRA et al., 2012)
forneceram evidéncias para o valor da sCgA como um marcador de intensidade de

exercicio em homens bem treinados.

A partir da semelhanga nessas dindmicas, a sCgA tem o potencial de ser um bom

biomarcador, incentivando o aperfeigoamento de sua detecgao.

1.3  Biossensores

Biossensores sao dispositivos capazes de converter um sinal bioldgico em
um outro tipo de resposta, a qual pode ser quantificada com o auxilio de dispositivos
eletronicos. As pesquisas envolvendo sistemas mais eficientes e para diversas aplicagoes
tem aumentado nos ultimos anos. Isso porque esse tipo de sistema permite a obten¢ado de
diagnosticos clinicos e laboratoriais de maneira mais rapida e especifica. Além disso
possuem vantagens no manuseio e transporte, quando comparados aos robustos
equipamentos atuais (WANG, 2006). Os biossensores estao sendo estudados para realizar
analises rapidas, sensiveis € ndo invasivas, podendo contribuir para o tratamento e
acompanhamento da evolugdo da doengca (WANG, 2006).

Uma deteccdo precoce aumenta consideravelmente as chances de tratamento de
muitas doencas, logo um equipamento com uma alta sensibilidade, capaz de detectar os
marcadores de interesse ainda no estdgio inicial, ¢ de vital importancia para garantir a
eficiéncia do tratamento. Diante de tais fatos, os biossensores se mostram uma alternativa
barata e de baixo custo capaz de tornar mais eficaz o diagndstico e analise laboratorial,
podendo detectar varias moléculas biologicas diferentes, com eficdcia e sensibilidade

altas.



Biossensores podem ser classificados pelo principio de funcionamento do
transdutor e pelos elementos bioldgicos de reconhecimento. O transdutor € o equipamento
que traduz o sinal biologico para um sinal legivel e processavel. O tipo de sinal classifica
os biossensores como 6ticos, pizoelétricos, térmicos e eletroquimicos. E na categoria de
biossensores eletroquimicos, existem os amperométricos, baseados na corrente
mensuravel, os potenciométricos baseados no potencial ou acuimulo de carga na superficie
e os condutimétricos que medem a variagdo na condutividade do meio (THEVENOT et
al., 2007).

Os elementos biologicos de reconhecimento podem classificar um biossensor
como catalitico, se baseado em enzimas ou elementos bioldgicos baseados em enzimas.
Se o biossensor for baseado em anticorpos, ligantes sintéticos, lectinas e acidos nucleicos
¢ classificado como biossensor com reconhecimento por afinidade. Imunosensores sao
biossensores com reconhecimento por afinidade de anticorpos somente (PALCHETTI &

MASCINI, 2010).
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Figura 1: Esquema geral de um biossensor. (Fonte: Notério, A.F.O (2020))

O sensor utilizado nesse estudo € o eletroquimico, que tem como principio o
movimento de ions e difusdo de espécies eletroativas. No reconhecimento por afinidade
a deteccdo dessas espécies ¢ feita durante a oxidacdo e reducdo de uma sonda
eletroquimica utilizada (MEHRVAR & ABDI, 2004).

O sistema ¢ formado por um eletrodo de referéncia, um eletrodo auxiliar € um

eletrodo de trabalho. Nos sensores utilizados, os eletrodos sdo feitos de grafite. O eletrodo



de trabalho funciona como um elemento transdutor da reacao, além de ser o local onde
ocorre a fixacdo das moléculas de reconhecimento bioldgico. O eletrodo de referéncia
mantém o potencial de trabalho estdvel (GRIESHABER et al., 2008). Nesse sistema, 0s
eletrodos sdao conectados a um potenciostato, € a corrente elétrica € transmitida através de
uma solugdo contendo o objeto de interesse e uma solu¢do de suporte inerte & reagio.E
esse eletrolito o responsavel pelo controle difusional das espécies (GANDRA et al.,
2004).

Dentre as técnicas amperométricas mais utilizadas esta a voltametria, com todas
as suas variagdes de forma de leitura e captagdo de dados. E baseada nos fendmenos que
ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho. A interface ¢ a regido formada pela
superficie desse eletrodo e uma camada de solugdo adjacente. E uma técnica considerada
dinamica, pois a célula eletroquimica ¢ operada na presenga de uma corrente elétrica,
medida em fun¢do de um potencial controlado aplicado entre o eletrodo de trabalho e o
de referéncia (ALEIXO LM,2018). A informacdo ¢ obtida em funcdo da varia¢do da
corrente elétrica que surge entre os sensores de trabalho e auxiliar. Essa corrente ¢
proporcional a concentragao da espécie eletroativa,permitindo a elaboragao de um sensor

qualitativo e quantitativo (PACHECO et al., 2013).

1.4  Biossensores de Cromoganina

O ensaio imunoenzimatico (ELISA), ensaio imunorradiométrico (IRMA) e
radioimunoensaio (RIA) sdo amplamente utilizados na quantificagdo de CgA em soro/
plasma (VERDERIO et al., 2007; RAMACHANDRAN et al., 2015). Limitagdes proprias
destes métodos dificultam sua utilizagdo para exames clinicos de rotina. Por isso
pesquisas que visam a determinagdo de CgA de forma direta e em tempo real sdo
necessarias (DRESCHER et al., 2018; JEBELLI et al., 2020). O desenvolvimento de um
chip sensor CgA com o anticorpo CgA (CgA-Ab) foi imobilizado no chip sensor CM5
(CgA-Ab-CMS5) em condigdes ideais (pH 5,0, 10 ug mL ) por ressonincia plasmonica
de superficie (SPR), foi validada como uma técnica simples e livre de marcadores, para
quantificar CgA (XIAO et al., 2021). O biosensor apresentou simplicidade de operagdo,
alta sensibilidade e confiabilidade na deteccdo de CgA com uma faixa de detecgdo de 0,2-
187 ng mL™!, que cobre a variedade da maioria das doengas. Além disso, o chip sensor
CgA-Ab-CMS5 pode obter os resultados em tempo real e ser reutilizado mais de 300 vezes
o que atende aos requisitos para monitorar o nivel de CgA em amostras clinicas (XIAO

et al., 2021).



A imunodetec¢ao de CgA por biossensor foi desenvolvida também no estudo de
MINAMIKI et al., (2016). Eles realizaram o biossensor de transistores organicos de efeito
de campo (OFETs) e apontaram como um dos melhores candidatos para dispositivos
quimicos/biossensores devido a sua processabilidade de baixo custo e flexibilidade
mecanica sem marcagdo elétrica. Usaram um dispositivo OFET com portao estendido
imobilizado com anticorpo anti-CgA. O limite de detec¢dao (0,11 pg/mL na saliva
artificial) foi comparavel ao do sensor baseado em OFET ja relatados na literatura.
Consideraram também que embora o valor do limite de deteccao (LOD) estimado (~ 2
nM) seja sete vezes maior que o nivel fisiologico de hCgA (~ 0,3 nM), a sensibilidade
pode ser melhorada por circuitos elétricos baseados em OFET. Preconizaram também que
o dispositivo fabricado ¢ muito mais simples e rapido do que o imunoensaio convencional
(por exemplo, ELISA) para deteccdo de hCgA (o tempo de ensaio ¢ de ~ 30 min). Estes
resultados ainda que preliminares sobre os imunossensores baseados em OFET podem
abrir caminho para uma nova abordagem no monitoramento dos niveis de hCgA para
condi¢des de saide humana na vida diéria.

No estudo de Liu et al., (2021) um imunossensor eletroquimico sem rétulo
ultrassensivel e anti-incrustante foi construido para analise simultanea dos biomarcadores

de tumores neuroenddcrinos, a cromogranina A (CgA) e cromogranina B (CgB).
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Figura 2. Detecgdo simultanea de Cromoganinas como multiplos marcadores tumorais
neuroenddcrinos no soro do paciente com um imunossensor eletroquimico ultrassensivel e anti-incrustante

(LIU et al., 2021).

Para alcancar a detec¢do eletroquimica multipla, sinais eletroquimicos devem ser
obtidos de forma apropriados e distinguiveis em diferentes potenciais para diferenciar os
biomarcadores correspondentes. Entre muitas espécies eletroativas, ions metalicos, como
ions Cd, Zn Cu e Pb, que possuem potenciais de pico independentes, seriam uma escolha

ideal para realizar andlises de multiplos analitos devido a sua resposta eletroquimica



altamente sensivel e processo de deteccdo simples (PUTNIN et al., 2019). O
imunossensor fabricado (LIU et al., 2021) apresentou excelente sensibilidade, boa
seletividade, estabilidade satisfatoria e amplas faixas lineares em 6 ordens de magnitude.
Os autores destacaram que também, este biossensor foi viavel para detectar niveis de CgA
e CgB em amostras de soro reais obtidas de pacientes clinicos com tumores
neuroenddcrinos, que tiveram boa consisténcia com o ELISA.

Para o desenvolvimento do biossensor de sCgA proposto neste estudo, investigou
0 uso de rodamina 6G. Rodamina 6G ¢ um corante altamente fluorescente da familia
rodamina. E frequentemente usado como um corante tragante em agua para determinar a
taxa e direcdo de fluxo e correntes. Corantes rodamina fluorescem e, portanto, podem ser
detectados facilmente e de forma barata com instrumentos chamados fluordmetros A
férmula molecular da Rodamina 6G (C2sH29CIN203) € indicada abaixo. A rodamina 6G
¢ soluvel em agua e em diversos solventes organicos. Seu peso molecular ¢ 479,02g/mol

e possui densidade de 1,26.

Figura 3. Forma molecular da Rodamina 6G.

Normalmente corantes cationicos deste tipo sdo usados em lasers e como
moléculas de prova em diversas aplicagdes bioldgicas, principalmente por causa de sua
baixa toxidade, eficiéncia quantica, pequena dependéncia de fatores ambientais, e suas
caracteristicas fluorescentes nao se alteram ao longo de varias horas se sua solucao aquosa
for continuamente agitada. Sua solubilidade em agua ¢ baixa e dessa maneira ha uma
tendéncia a formagao de agregados que chamamos de dimeros. A formagao de dimeros ¢
caracterizada por uma mudanga no espectro de absor¢ao em torno do seu pico principal
no espectro visivel. Uma maneira de resolver este problema ¢ através do uso de
surfactantes i6nicos com carga oposta, neste caso, um surfactante anionico, que devido a
sua forte interacdo com o corante promovera micelas mistas na solugdo (MACEDO
2012). Patente de pesquisa realizada no LabNanos/IBTEC/UFU pela Dra. Ana Flavia

Oliveiro Notéario e equipe desenvolveu uma técnica para modificar, estabilizar,



funcionalizar e reutilizar a superficie de eletrodos serigrafados aplicando a rodamina 6g
como um composto organico que modifica a drea de trabalho, possibilitando a criagdo de
imunossensores que utilizam proteinas ou seus fragmentos bioldgicos ou sintéticos,
antigenos, anticorpos, peptideos, enzimas DNA, RNA e aptameros como analitos ou
como elemento de reconhecimento bioldgico (Patente N°: BR 102019006678-4 A2).
Com isso, o sensor desenvolvido nesse estudo € um biossensor de reconhecimento
por afinidade. Um imunossensor eletroquimico baseado na utiliza¢do de anticorpos anti-
cromogranina A para a detec¢do dessa proteina através de voltametrias ciclicas.Tem
como base a imobilizagdo de anticorpos nos eletrodos screen-printed modificados com

rodamina 6G.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um biossensor eletroquimico para a deteccdo de

Cromogranina A (CgA) em amostras de individuos sob estresse.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 — Recuperar eletrodos utilizados.
2 - Desenvolver uma plataforma eficiente para a adsor¢ao de proteinas.
3 - Padronizar processamento e dilui¢ao das amostras de saliva.
4 - Utilizar amostras coletadas para validar o sensor construido.
5- Comparar os resultados obtidos utilizando o novo biossensor com resultados

obtidos por metodologia padrao de reconhecimento de Cromogranina A



3. METODOLOGIA

3.1. Coleta de saliva de participantes de treinamento fisico.

Foram coletadas amostras de saliva ndo estimulada de trés policiais
(amostras que serdo denominadas de individuos A, B e C) por meio de dispositivos
absorventes Salivette® (Sarstedt, Newton, NC, EUA) durante um treinamento fisico de
policiais do17° Batalhdo da Policia Militar do Estado de Minas Gerais em Uberlandia. As
coletas foram realizadas no dia da pré-prova e prova de habilidade de tiro. e cada coleta
durou em média 3 minutos. As amostras salivares foram coletadas durante o treinamento,
no dia em que houve a prova de tiro: antes de iniciar a prova, ap6s o intervalo do almogo
e ap6s a prova de habilidade de tiro. Logo apods as coletas, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram aliquotados e
armazenados em freezers a -80°C até a realizacdo das andlises. Todos os procedimentos

foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer CEP n® 1.067.144).

3.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay -(ELISA)

A técnica de ELISA do tipo indireto foi realizada como metodologia padrao-ouro
para a identificagdo de sCgA nas amostras de saliva. A deteccdo se deu por meio de
anticorpo comercial monoclonal para CgA (anti-CgA) e a revelagdo do ensaio foi feita
utilizando anticorpo secundario espécie-especifico conjugado com biotina para revelagao
pelo complexo biotina-estreptoavidina-HRP e OPD. A reagdo colorimétrica foi lida em

espectrofotometro leitor de placas em comprimento de onda 492 nm.

3.3. Ensaios Eletroquimicos

Para a construgao do biossensor foram utilizados eletrodos screen printed de
grafite (C110, Dropsens). O potenciostato utilizado foi o modelo PalmSens 3
(PalmSens®) com o software PsTrace® fornecido pela empresa fabricante do
equipamento. Neste estudo sera utilizado o anticorpo monoclonal anti- Cromogranina A
para realizacao do biossensor (Millipore, Temecula, CA).

A saliva foi diluida na propor¢do de 1:5 em agua MilliQ, o anticorpo anti-

cromogranina A em 1:50 em 4gua MilliQ. Para a rodamina 6G (R6G), foi feita uma
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solucao de 500 pg/mL em agua MilliQ. Os eletrodos foram modificados com R6G e
armazenados para serem usados nos testes.

Duas estratégias foram testadas, na primeira delas, apds a modificagdo os
eletrodos foram incubados com o anticorpo anti-CgA, lavados e depois incubados com a
saliva. A segunda estratégia foi feita colocando esses elementos em ordem inversa,
primeiro a saliva foi colocada sobre o eletrodo e depois foram incubados com o anticorpo
anti-CgA, lavado e lido.

Além de testes de padronizagdo, foram feitos testes para recuperagao do eletrodo,
depois de utilizados esses eletrodos eram lavados com alcool 70% e submetidos a novas
leituras eletroquimicas.

Todas as leituras foram feitas utilizando as técnicas de voltametria ciclica e de
pulso diferencial. A solugao de ferricianeto de potassio e ferrocianeto de potassio (Ks[Fe
(CN)s]; FsFe(CN)g), chamada de ferro-ferri, foi utilizada como eletrolito suporte para as
leituras. Os padroes de leitura como janela de potencial e velocidade de varredura foram
otimizados ao longo da construcao do sensor.

Com a padronizagao feita, os testes foram executados. Primeiro, os eletrodos eram
limpos com agua MilliQ e sensibilizados com rodamina 6G, para facilitar a adesdo do
anticorpo anti-Cromogranina A. Em cada uma das voltametrias ¢ utilizado 80 pL de
ferro-ferri como eletrolito de suporte. O primeiro teste consistia numa voltametria ciclica
do eletrodo limpo, a fim de obter o valor de controle. Apds a limpeza, era pingado 2 pL
da amostra ¢ deixado secar sobre o sensor. Com a amostra seca, era feita mais uma
voltametria. Por fim, era pingado 2 uL de anticorpo anti-Cromogranina A e deixado secar.
A terceira voltametria ciclica era entdo feita. Os dados obtidos eram salvos e os eletrodos

limpos e armazenados. Os testes eram feitos em duplicata.

3.4 Analise estatistica

Todos os dados foram tratados utilizando a versdo 9.0 do software GraphPad
Prism®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay -(ELISA),

O teste ELISA foi realizado utilizando amostras dos voluntarios durante o dia da
prova de tiro. Como ja mencionado, as amostras foram coletadas de manha, tarde e apos
a prova de tiro no fim do dia. Dessa forma, foi feito um grafico com uma curva para
avaliagdo da presenga da sCgA ao longo do dia nesses individuos, utilizando a média dos
valores do teste feito em triplicata. O marcador foi avaliado somente em relagdo a
presenca e auséncia nas amostras, portanto, os graficos permitem avaliar quando houve
aumento ou diminui¢do comparando o individuo com ele mesmo. (Figura 4)

E possivel observar que na primeira coleta os individuos B e C tinham quantidades
maiores de sCgA quando comparados com o individuo A. Ao longo do dia, os niveis de
sCgA detectados variaram para o individuo C, que teve uma queda significativa,
comparando aos niveis iniciais. Os voluntarios A e B mantiveram niveis menos variaveis

ao longo do dia.

Variagao individual - ELISA
0.8

- 5
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5 A - O
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Figura 4. Avaliagdo da variag@o individual dos niveis de sCgA dos participantes ao longo do

dia. (Fonte: Proprio autor)

Existe uma variacao perceptivel nos niveis de sCgA na saliva dos participantes ao
longo do dia e que também difere de pessoa para pessoa. Tal variacdo pode ter varias
razdes, desde particularidades da fisiologia de cada participante até como respostas a
situacdes estressantes. Todos os participantes comegaram o dia com uma quantidade
maior de sCgA, diminuindo ao logo do dia e voltando a aumentar apds a prova de tiro. A
sCgA tem capacidade de ser um bom biomarcador para situagdes de estresse, tanto na

questdo fisica quanto na psicologica (ALLGROVE, GOMES, HOUGH, & GLEESON,
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2008;BOCANEGRA et al , 2012). Uma hipdtese provavel € que os participantes tenham
acordado mais estressados e foram se acalmando durante o dia, para entdo voltarem a se
preocupar com a bateria final de testes culminando na prova de tiro.

Esta hipotese estaria de acordo com os dados de pesquisa realizado pelo grupo do
Laboratorio (DIAZ et al., 2013) que investigaram as associagdes da vida real entre
cortisol, estados de humor e desempenho, avaliando 11 atletas profissionais durante os
primeiros 2 dias de uma das principais competi¢des de natacdo do calendario brasileiro
de natagdo. Eles descobriram que disturbios de humor mais altos estavam relacionados a
niveis mais altos de cortisol antes da competicdo. Os autores apontam como aplicagdes
praticas do estudo realizado que a capacidade de lidar com situagdes estressantes €
essencial para um desempenho no mais alto nivel de competi¢cdo. Os dados deste estudo
sugerem que quando o cortisol ¢ incluido na avaliacdo psicofisiologica de atletas,
treinadores e psicologos esportivos devem considerar a obtencao de amostras antes e em
resposta a competi¢cdo, pois a concentracao de cortisol nesses pontos certamente fornece
informagdes mais precisas sobre como os atletas lidam com estresse. Considerando que
a resposta ao estresse ¢ adaptativa, tais perfis de cortisol fornecem informagdes
prognosticas uteis sobre os estilos de enfrentamento. Tem sido documentado que o
treinamento sob pressdo aumenta o desempenho durante os periodos de ansiedade. Estas
informacgdes podem contribuir para o entendimento dos niveis de sCgA observado nestes
voluntarios, que apesar de um n amostral muito pequeno, podera servir de base para a

prova de conceito do biossensor de CgA desenvolvido nesta pesquisa.

4.2 Ensaios Eletroquimicos
Primeiramente, foi feita a padronizagao dos eletrodos e dos testes. Esse processo
consistiu em testes que variaram as concentracoes de amostra (saliva), anticorpo,
rodamina 6G etc. Esses testes foram fundamentais para determinar o protocolo a ser
seguido durante as medicdes finais para obter os melhores resultados. Além dos testes de
padronizagao, foram feitas varias tentativas de limpeza para determinar se seria possivel
reaproveitar os eletrodos, e o quao forte era a adesdo das proteinas aos eletrodos de grafite.
Um dos maiores desafios iniciais foi estabilizar as leituras devido a sensibilidade
de leitura dos eletrodos. Foram vérios testes até elaborar a maneira correta de preparo e

manuseio dos equipamentos afim de eliminar o méximo de variagdes possiveis. Incluso
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nesse desafio estava a limpeza e tentativa de reutilizacao dos eletrodos, para aproveitar o
maximo possivel os eletrodos disponiveis.

As figuras 5 e 6 mostram a diferenca de resposta dos eletrodos apds a limpeza,
onde dois eletrodos tiveram que ser descartados, € uma leitura padronizada feita com
eletrodos virgens. Na figura 5 estdo as leituras de eletrodos usados selecionados
aleatoriamente apds a limpeza, o que resultou na mistura de grupos diferentes.
Apresentam leituras bastante divergentes entre si. Como essas leituras foram feitas
utilizando apenas o ferro-ferri como eletrolito de suporte, essas variagdes fora do padrao
esperado indicam que a limpeza nao foi eficaz. Como nao foi possivel recuperar esses
eletrodos, nem confirmar a causa dessas variagdes, eles foram descartados. Ja a figura 6
mostra a leitura inicial de eletrodos novos, também utilizando apenas ferro-ferri como
eletrélito de suporte. O segundo eletrodo (E2) foi descartado por apresentar problemas de
leitura, provavelmente devido a mal contatos ou acidentes durante o processo.

Além de todas as leituras sairem dentro dos valores esperados, todas seguem o
mesmo comportamento, com picos de oxidagao e redugdo bem distintos, que ¢é o ideal na

elaborac¢ao do biossensor.
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Grafico Limpeza de eletrodos
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Figura 5. Voltametrias de eletrodos apds a limpeza. (Fonte: Proprio autor)
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Figura 6. Voltametrias de eletrodos virgens padronizados. Fonte: Proprio autor

Durante a padronizacdo, percebeu-se que o anticorpo sozinho nido conseguia
aderir adequadamente ao eletrodo de carbono. Para corrigir isso foi necessaria a inversao
da ordem usual de preparagdo, fixando primeiro a amostra ao eletrodo para depois incubar
uma solu¢do contendo o anticorpo. Essa estratégia melhorou a sensibilidade e detec¢do

dos testes, resultados observados nos graficos de voltametria analisados.
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Com os eletrodos padronizados, foram entdo feitos os testes utilizando as amostras
de saliva e anticorpos anti-Cromogranina A. O grafico a seguir ¢ um exemplo dos testes

realizados, ¢ mostra a diferenga entre a voltametria de um eletrodo com salive € um com

saliva e anticorpo.
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Figura 7. Comparacao das voltametrias da amostra e da amostra com anticorpo

Os graficos foram montados utilizando a média da duplicata das amostras de um

dos participantes.
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Figura 8: Grafico comparando a média entre as voltametrias ciclicas das amostras de saliva e saliva+anticorpo.
(Fonte: Proprio autor)
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Figura 9: Destaque do pico de oxidagdo da figura 7. (Fonte: Proprio autor.)

Os graficos da figura 8 demonstram a varia¢ao da corrente captada pelo biossensor
de uma amostra contendo apenas saliva e de uma contendo saliva e anticorpo anti-CgA,
com a figura 9 sendo o zoom no pico de oxidagdo para destacar a diferenga de corrente
entre as amostras. Essa diferenca de corrente ¢ importante, pois a diminui¢ao dos valores
de corrente nos picos de oxidacdo ¢ resultado da adesdo de mais material ao eletrodo.
Logo, como a corrente do pico de oxida¢do da leitura de amostra mais o anticorpo € menor
que o da leitura da amostra sozinha, isto indica a adesdo com sucesso do anticorpo ao
eletrodo. Com o sucesso da adesdo do anticorpo ao eletrodo, se torna possivel a

elaboragao do biossensor.

Com isso, podemos comparar as variagdes de sCgA detectadas pelo ELISA e com
os dados obtidos pelos biossensores. Na figura 10 os graficos estdo lado a lado, com o
grafico A sendo a variacdo detectada pelo ELISA e B a comparagdo da variacao de
corrente detectada pelos biossensores nas amostras. O grafico B foi montado com as
diferencgas de correntes entre as amostras com e sem anticorpos, como a demonstrada na

figura 8.
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Figura 10: Graficos comparando os resultados obtidos pelo ELISA em A ¢ pelo biossensor em B (Fonte: Proprio
Autor)

O grafico B utiliza a variagdo das correntes lidas nas voltametrias ciclicas. Logo,
quanto maior essa diferenga, menor € a corrente apos a adsor¢do material nos sensores.
Isso indica uma maior quantidade de material adsorvidos na superficie do eletrodo.
Porém, esse resultado saiu o contrario dos obtidos pela ELISA. Isso pode ser devido as
técnicas utilizadas na montagem do sensor, ou outras razdes. Seriam necessarios mais
testes para elucidar essa questao, mas ndo foi possivel.

Mesmo nao dando um bom resultado quantitativo, ainda podemos extrapolar um
resultado qualitativo do biossensor. Nesses estagios iniciais ele ja se demonstra capaz de
detectar tanto a presenca quanto as variagdes dos niveis de sSCgA nas amostras.

Mais estudos sao necessarios para aprimorar a plataforma que foi desenvolvida e
estudar as formas de interacdo entre as amostras biologicas e a modificag¢do de superficie
proposta. E importante também que mais amostras sejam utilizadas para elucidar as
diferengas nas concentracdes que foram encontradas quando os dois métodos sdo
comparados.

Estudos recentes, como Liu et al, (2021) e Xiao et al,(2021) citados anteriormente
demonstraram ser possivel a elaboragdo desse tipo de sensor, apesar de utilizarem
metodologias diferentes. O que demonstraria que a elaboracdo completa do sensor para

sCgA ¢ possivel com mais amostras e testes.
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5. CONCLUSAO

Com o protocolo de limpeza seguido, foi possivel a reutilizagao de alguns
dos eletrodos. Porém sucessivas reutilizagdes e limpezas fizeram a qualidade das
leituras cair. Portanto, somente a primeira limpeza e reutilizagao ¢ recomendada.

ApoOs o sucesso da padronizagdo, o sensor foi validado indicando a sua
capacidade de perceber tanto a presenca quanto a variagdo de Cromogranina A
nas amostras de saliva analisadas. Isso se deu através da comparacdo dos
resultados apresentados com os dados obtidos através do teste ELISA feito nas
mesmas amostras de saliva. Porém ndo foi possivel a quantificacdo dessas
variacoes com os testes realizados.

Essa plataforma de analise para sCgA ¢é promissora e esses resultados
preliminares sugerem que um nimero maior de amostras e testes forneceriam uma
base suficiente para a elaboragdo de um biossensor quantitativo para a detecc¢ao

de sCgA na saliva humana
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