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RESUMO

As doengas cardiovasculares (DCVs) s@o consideradas como importante causa de morbidade
e mortalidade prematura em todo o mundo. O diagnéstico rdpido das DCVs é extremamente
importante para garantir a sobrevivéncia do paciente. A mioglobina (Mb), por seu baixo peso
molecular, é rapidamente liberada no organismo, resultando em elevada sensibilidade de
forma a se constituir como precioso biomarcador de infarto agudo do miocardio (IAM).
Portanto, este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de uma plataforma eficiente,
sensivel e estdvel para a imobilizacdo de anticorpos (Ac) de mioglobina aplicdvel ao
monitoramento de antigenos (Ag) de mioglobina empregando ressonincia de pldsmons de
superficie (SPR). Neste sentido, as técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial e impedancia eletroquimica foram empregadas na investigacio de monocamadas
auto-organizadas (SAMs) simples e mistas de dcido 11-mercaptoundecandico (MUA) e acido
3-mercaptopropionico (MPA). A SAM mista MPA/MUA de propor¢do 3:1 apresentou baixa
resisténcia a transferéncia de carga e elevada cobertura de superficie. Com o propdsito de
investigar a capacidade da SAM de MPA/MUA frente a imobilizacdo de Ac-Mb foram feitos
estudos comparativos para a avalia¢do da interacdo da do Ac-Mb com a SAM de MPA/MUA
bem como para a SAM de MPA/MUA modificada com dendrimero de poliamidoamina de
geracdo 5 (PAMAM GS5). Em seguida, apds a escolha da plataforma mais sensivel, fez-se os
estudos da interacdo do Ac-Mb com diferentes concentragdes do Ag-Mb (0,001; 0,5; 0,8; 1 e
500 ug mL™) através de imunoensaio em formato “sanduiche”. A estrutura tridimensional do
dendrimero PAMAM GS5 favoreceu a amplificagdo do sinal de SPR, pois concede uma maior
area acessivel para a imobilizacdo do anticorpo da Mb. O imunoensaio em sanduiche
amplificou o sinal de interacio Ac/Ag da Mb, apresentando vantagens significativas na
sensibilidade do imunossensor. Os resultados mostram que foi possivel desenvolver um
imunossensor capaz de detectar baixas concentra¢des (0,00067 pg.mL") do Ag-Mb. Neste
sentido, o sistema proposto apresenta grande potencial alternativo de diagndstico precoce,

simples e rapido do IAM.

Palavras- chave: Infarto Agudo do Miocérdio, Mioglobina, Imunossensor e Monocamada

Auto-Organizada.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVDs) are considered as an important cause of morbidity and
premature mortality worldwide. Rapid diagnosis of CVD is extremely important to ensure the
survival of the patient. Myoglobin (Mb), for its low molecular weight is quickly released in
the body, resulting in high sensitivity in order to be as valuable biomarker of acute myocardial
infarction (AMI). Therefore, this study aims to develop an efficient platform, sensitive and
stable for the immobilization of antibodies (Ab) myoglobin applicable to the monitoring of
antigens (Ag) myoglobin using surface plasmon resonance (SPR). In this sense, the cyclic
voltammetry, differential pulse voltammetry and impedance spectroscopy were used in self-
assembled monolayers research (SAMs) simple and mixed acid 11-mercaptoundecanoic
(MUA) and 3-mercaptopropionic acid (MPA). The mixed SAM MPA / MUA 3: 1 ratio
showed low resistance to charge transfer and high surface coverage. In order to investigate the
SAM capacity MPA / MUA opposite the locking Ac-MB were made comparative studies for
the evaluation of the interaction of Ac-MB SAM MPA / MUA well as for SAM MPA / MUA
modified polyamidoamine dendrimer of generation 5 (G5 PAMAM). Then, after choosing the
more sensitive platform made up AC-Mb interaction studies with different concentrations of
Ag-Mb (0,001; 0,5; 0,8; 1 and 500 pg.mL’l) through immunoassay in a "sandwich". The
three-dimensional structure of the dendrimer PAMAM G5 favored amplification of SPR
signal as grants most accessible area for the immobilization of antibody Mb. The sandwich
immunoassay amplified the interaction signal Ac / Ag Mb, with significant advantages in
sensitivity immunosensor. The results show that it was possible to develop an immunosensor
capable of detecting low concentrations (0.00067 ug.mL’l) Ag-Mb. In this sense, the

proposed system has great potential alternative to early diagnosis, simple and fast [AM.

Keywords: Acute myocardial infarction, Myoglobin, Imunosensor and Self-Assembled

Monolayer.



LISTA DE ABREVIATURAS

A Area geométrica do eletrodo (cm?)

Ac Anticorpos

Ag Antigenos
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DCV Doenca Cardiovascular
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Ea Eletrodo auxiliar
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Er Eletrodo de referéncia
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€m Constante dielétrica do ambiente
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F Constante de Faraday
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K¢ Constante de rearranjo molecular
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A Comprimento de onda da luz incidente e da onda de
plasmons de superficie

3-MPA Acido 3-Mercaptopropidnico

11-MUA Acido 11-Mercapto-undecandico

Mb Mioglobina

n Numero de elétrons

nm Nanometro

NHS N-hidroxisuccinimida

OPS Ondas de Plasmons de Superficie

PAMAM G5 Poliamidoamina de geragdo 5

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

pH Potencial Hidrogenionico

PS Plasmons de Superficie

Q Carga associada com a reducdo de espécies na superficie

DR Dessor¢ao Redutiva

Rte Resisténcia a transferéncia de elétrons

SAMs Monocamadas Auto-Organizadas (SAMs, do inglés Self-
Assembled Monolayers)

SDS Dodecil sulfato de sédio

SPR Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR do inglés Surface
Plasmon Resonance)

UME Ultramicroeletrodo



r Cobertura de superficie total (nimero de moléculas por

area)
0 Angulo de incidéncia da luz
Oc Angulo critico
Bspr Angulo de SPR
v Velocidade de varredura

W Freqliéncia angular da luz incidente
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCVs) sdo uma das causas mais comuns de
morbidade e mortalidade prematura que atingem a populacdo mundial. Estima-se que no ano
de 2030 cerca de 23,6 milhdes de pessoas morrerdo de DCVs, principalmente proveniente de
doencgas cardiacas e acidente vascular cerebral (WHO, 2011).

O infarto agudo do miocardio (IAM) estd entre as DCVs que mais causam
incapacidade e mortes na populagdo global, resultando em alta taxa de mortalidade durante
atendimentos de emergéncia. Portanto, € de fundamental importancia um diagnéstico prévio
para aumentar as chances de sobrevivéncia do paciente (QURESHI et al., 2012).

O diagnéstico do IAM ¢€ feito principalmente através de avaliacdo clinica dos
sinais e sintomas apresentados pelo paciente e do eletrocardiograma (ECG) seriado, que
demonstra alteracdes em grande parte dos casos de IAM. Contudo, o uso de exames
laboratoriais bioquimicos enzimdticos baseados em biomarcadores cardiacos, sdo altamente
recomendados, concomitantemente aos exames clinicos e de imagem (GUPTA e
SAKTHISWARRY, 2014).

Os marcadores cardiacos ou biomarcadores sdo macromoléculas intracelulares dos
midcitos cardiacos, que incluem enzimas e proteinas contricteis. Quando ha lesdo do
miocardio, a perda da integridade da membrana dos midcitos permite a liberacdo dessas
substancias para a corrente sanguinea (HENRIQUES et al, 2006). Por isso, os marcadores
bioquimicos sdo utilizados também como métodos de diagndstico juntamente com os dados
clinicos do paciente e o resultado do ECG (YANG e ZHOU, 2006).

Os testes laboratoriais mais utilizados atualmente para determinagdo de
marcadores cardiacos possuem algumas limitagdes, incluindo o elevado consumo de
reagentes, grande variagdo analitica no que diz respeito a sensibilidade e seletividade, elevado
tempo de andlise e elevado custo financeiro (HENRIQUES et al., 2006).

Neste sentido, os testes laboratoriais ainda sdo incompativeis com a necessidade
de decisdes rdpidas intrinsecas ao diagndstico e tratamento de um paciente acometido de
ataque cardiaco (ZHANG e NING, 2012). Desse modo, o desenvolvimento de biossensores
explorando novas plataformas para deteccio de biomoléculas apresenta-se como uma das
mais promissoras formas de resolver alguns dos problemas referentes a sensibilidade, rapidez
e custo nos diagndsticos.

Os biossensores sdo dispositivos utilizados para detectar e quantificar moléculas

de interesse analitico e sdo amplamente utilizados como uma ferramenta analitica poderosa
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em diagndsticos clinicos para a deteccdo de antigenos, anticorpos e acidos nucléicos
(MASCINI e TOMBELLLI, 2008).

Nos tltimos anos, dispositivos analiticos mais sofisticados para imunoensaios
baseados em técnicas como Ressonancia de Plasmons de Superficie (SPR, do inglés, Surface
Plasmon Resonance) t€ém sido recentemente explorados no monitoramento das interagdes
entre antigenos e anticorpos (TANG et al., 2009; HOLMES et al., 2011).

O sistema de SPR funciona, basicamente, através de um fendmeno Optico-
eletrénico em que um feixe de luz plano polarizada incide sobre uma superficie metélica, a
um dado angulo, capaz de excitar pldsmons na superficie do metal. Concomitantemente a
excitacdo dos pldsmons de superficie € gerado um campo eletromagnético evanescente, que
ao entrar em ressonancia com a radiacdo incidente produz um angulo de ressonancia de
plasmons de superficie (Ospr), 0 qual € sensivel a alteragdes no indice de refracdo do meio
(DAMOS et al, 2004). Assim, quando este indice é alterado pela imobilizacdo de
biomoléculas (como anticorpos e/ou antigenos), as condi¢des de ressonancia do sistema sdo
alteradas e ocorre um desvio no Ospr, que pode ser monitorado em funcdo do tempo
(HOLFORD et al., 2012).

Nesta perspectiva, € de fundamental importdncia a imobilizacio dessas
biomoléculas para o desenvolvimento eficiente de biossensores. As biomoléculas
imobilizadas devem manter a sua estrutura, funcdo e atividades bioldgicas preservadas
(OLIVEIRA et al., 2013). Uma das maneiras mais eficazes e estdveis de realizar a
imobilizacdo de proteinas reside na utilizacdo de monocamadas auto-organizadas (SAMs, do
inglés Self-Assembled Monolayers), que garantem maior preservacao das propriedades dessas
biomoléculas (LOVE et al., 2005).

Portanto, o desenvolvimento de novas plataformas que possam ser utilizadas na
deteccdo de biomarcadores cardiacos abre perspectivas para avangos na area de diagnodstico
do IAM de forma superior as técnicas convencionais empregadas no que diz respeito a
possibilidade de deteccdo rdpida e em tempo real. Dentre os diversos biomarcadores, a
mioglobina (Mb) serd o foco das abordagens do presente trabalho tendo em vista que a mesma
apresenta baixo custo em comparacdo aos demais biomarcadores cardiacos, além de ser uma

das primeiras proteinas liberadas pelo organismo quando o mesmo esta sob efeito de [AM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas Cardiovasculares

As doengas cardiovasculares (DCVs) sdo consideradas como causa principal de
mortes em todo o mundo, contribuindo significativamente para o aumento dos custos com 0s
cuidados na saide (HOBBS et al., 2010).

Pesquisas realizadas por Murray e Lopez (1996), projetam para o ano de 2020 que
a doenca cardiovascular (DCV) permanecerd como causa principal de mortalidade e
incapacitacdo, sendo que as regides em desenvolvimento contribuem de forma mais marcante
para o O6nus da DCV do que as regides desenvolvidas. Esse aumento das DCVs nas regides
em desenvolvimento resulta de trés principais fatores:

(i) reducao da mortalidade por causas infecto parasitdrias, o que contribui com aumento da
expectativa de vida de forma a aumentar a probabilidade de que um individuo desenvolva
DCVs;

(i) mudangas s6cio-econdmicas associadas a urbanizacdo que possam contribuir para niveis
mais elevados de fatores de risco para DCV e;

(ii1) suscetibilidade de determinadas populacdes a genes especificos que podem favorecer as
DCVs (MURRAY e LOPEZ, 1996).

No Brasil, segundo informag¢des do Ministério da Saide, um fato que agrava o
quadro das DCVs € que, aproximadamente, um terco dos o&bitos por DCVs ocorrem
precocemente em adultos na faixa etdria de 35 a 64 anos. Nesta faixa etdria, as principais
causas de 6bito por doengas do aparelho circulatério sdo as doengas isquémicas do coracao, as
doencas cerebrovasculares e as doencgas hipertensivas (ISHITANI et al., 2006).

Entre as doencas cardiovasculares, a de maior incidéncia € a doenca arterial
corondria (DAC) cujas principais manifestacOes clinicas sdo o infarto agudo do miocardio
(IAM) e a morte subita (BATLOUNI, 1993). Estratégias preventivas bem sucedidas exigem
uma avaliacdo de risco para classificar os pacientes para a selecio de uma intervengao
apropriada. O reconhecimento dos fatores de risco estd no cerne dos esforcos clinicos para
diminuir o risco para DCVs (GRUNDY et al., 1999).

Segundo Prasad e colaboradores (2010), as DCVs estdo relacionadas a uma série
de fatores de risco, modificdveis e ndo modificdveis, dos quais alguns sdo conhecidos e outros
desconhecidos. Dentre os fatores nao modificaveis estdo incluidos a idade, o sexo e o

histérico familiar (BERENSON et al., 2015). Por outro lado, a maioria dos principais fatores
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de risco para DCVs estdo bem estabelecidos, sendo modificdveis e passiveis de intervengao,
como a pressdo arterial alta, colesterol elevado, obesidade, tabagismo, diabetes, ma
alimentacdo, ou inatividade fisica (HOBBS et al., 2010). Nos paises desenvolvidos, pelo
menos um ter¢o de todas as DCVs € atribuido aos fatores de risco modificdveis (MACKAY e
MENSAH, 2004).

Considerando que o IAM esta entre as principais DCVs que mais causam mortes
no mundo (TANG et al., 2007), nesta revisao sera abordada com maior énfase as causas,

consequéncias e diagndsticos dessa patologia.

2.2 Infarto Agudo do Miocardio (IAM)

O infarto agudo do miocardio (IAM) representa uma das causas mais comuns de
mortes em atendimentos de emergéncias, sendo causado pela necrose aguda do tecido do
miocdardio, devido ao quadro de grave isquemia, levando a altos indices de morbidade e
mortalidade no mundo (QIAN et al., 2009). Estimativas apontam que, cerca de trés a quatro
milhdes de pessoas no mundo, podem sofrer de IAM a cada ano (White e Chew, 2008).
Apesar da melhoria de op¢Oes terapéuticas, a taxa de sobrevivéncia para pacientes afetados
manteve-se praticamente constante, com uma populacido crescente de pacientes com [IAM
(KIHARA, 2011).

Diante dessa problemdtica, uma alternativa seria o tratamento precoce de
problemas no miocdrdio, que pode contribuir significativamente para prevenir o infarto agudo
do miocédrdio (IAM) e evitar danos irreversiveis ao coragdo No entanto, essas intervengdes
exigem um diagndstico precoce e preciso dessa patologia (KAKOTI e GOSWAMI, 2013;
JACROUX et al., 2014).

2.2.1 Diagnostico Clinico do IAM

O paciente com suspeita de IAM primeiramente tem seus sinais e sintomas
avaliados no exame clinico, sendo os mais frequentes a elevacdo da pressdo arterial, a
presenca de dor no peito ou em alguns casos no membro superior esquerdo, suor frio, falta de
ar, palpitagcdes, nduseas ou vomitos (JARROS e ZANUSSO Jr, 2014). O método mais usado é
o eletrocardiograma seriado, que demonstra alteracdes na maior parte dos casos de IAM.
Ainda podem ser realizados exames como: raio-X de térax, ressonancia magnética, imagem

nuclear e tomografia computadorizada (GUPTA e SAKTHISWARRY, 2014).
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O eletrocardiograma (ECG) é um método muito usado para medir e diagnosticar
ritmos anormais do coracdo e ajuda a diagnosticar danos ao tecido condutor que transporta
sinais elétricos. No entanto, 0 ECG apresenta algumas limitacdes, dentre elas, a sua realizagao
repetidas vezes para monitorar as alteracdes da condi¢do clinica do paciente (LEISY et al.,
2013). Além disso, o exame eletrocardiografico apresenta certa limitacdo no diagndstico do
IAM, pois muitos pacientes com dor tordcica apresentam-se com padrdoes normais ou
inconclusivos, e somente 15% a 17% tém resultados definidos a tempo de o miocédrdio ser
salvo (BRUSH et al., 1985).

Assim, para superar as limitagdes e problemas com ECG, uma alternativa seria o

uso de potenciais biomarcadores cardiacos, aplicados para fins de deteccao.

2.3 Biomarcadores Cardiacos

Os biomarcadores cardiacos sdo proteinas liberadas na circulacdo sanguinea pelo
miusculo cardiaco danificado. Por isso, além da confirmacao do diagndstico, as dosagens dos
marcadores cardiacos também sdo de fundamental importincia para o tratamento precoce
adequado ao paciente, para o acompanhamento da evolug¢do do quadro desse paciente, bem
como reducdo de internacdes desnecessarias (MOLLER, 2005).

Uma desvantagem no emprego de marcadores cardiacos € que ndo existe um
marcador ideal. Para chegar a idealidade, o marcador teria que apresentar caracteristicas,
incluindo alta sensibilidade e especificidade clinica, liberacdo rdpida para o diagnostico
precoce, capacidade de permanecer elevado por um periodo de tempo razodvel, permitindo
uma janela de diagnéstico adequado, e a capacidade de ser analisado quantitativamente com
baixo custo e eficiéncia de tempo. Desta forma, sdo necessdrios vdrios marcadores para
atender estes requisitos (YANG e ZHOU, 2006).

Viérias proteinas como aspartato aminotransferase/transaminase glutamico
oxalacilita (AST/TGO), creatina quinase (CK-Total), isoenzimas de CK e desidrogenase do
lactato (LDH) tém sido utilizadas como marcadores cardiacos. Porém, estas proteinas ndo sao
produzidas especificamente pelo coragdo, sendo encontradas em outros tecidos de forma que
seus niveis sanguineos podem estar elevados em outras condi¢des patoldgicas ndo cardiacas.
A procura de testes mais rdpidos e especificos levou ao desenvolvimento de pesquisas
baseadas em proteinas como a Creatina fosfoquinase fracio MB (CK-MB), Proteina C-reativa

(PCR), Mioglobina (Mb) e Troponinas (cTnT e cTnl) (ALDOUS, 2013). Estes e outros
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biomarcadores cardiacos emergiram como preditores de riscos para as doencas cardiacas,

conforme listado na tabela 1, a seguir.

Tabela 1: Resumo de alguns biomarcadores cardiacos, destacando seus respectivos valores de
massa molar, tempo de elevagdo clinica priméria e tempo de pico.

ND: nio definido

Biomarcador Especifici Massa  Elevacido Tempo Volta
Cardiaco DCV dade Molar inicial até o nivel
(kDa) pico normal
Troponina I  Deteccio de Alta 23,5 4-6 horas 12-24  6-8 dias
(cTnl) IAM horas
Troponina T  Detecgdo de Alta 37 4-6 horas 12-24 7-10
(cTnT) IAM horas dias
Mioglobina Deteccao Baixa 17,8 1-3 horas 6-12 24-48
precoce de horas horas
IAM
Proteina C- Deteccao
reativa precoce de Alta 125 ND ND ND
inflamacao
cardiaca
Creatina Deteccao Média 85 4-6 horas 12-24 3-4
quinase MB  precoce do horas dias
(CK-MB) IAM
Fator de Detecgao de
necrose inflamacao / ND ND ND ND ND
tumoral alfa fator de
(TNF-a) risco
cardiaco
Interleucina- Deteccdo de
6 (IL-6) inflamacdo / ND ND ND ND ND
fator de
risco
cardiaco
Fonte: Adaptado de (McDONNELL et al., 2010; DELLAS et al., 2010 e QURESHI et al., 2012)
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Dentre os biomarcadores mencionados, destaca-se a mioglobina, que, embora ndao
seja um marcador especifico, devido a sua presenga abundante ndo s6 no miocérdio, mas
também nas células do miusculo esquelético, é o primeiro marcador liberado depois da
ocorréncia de dano as células musculares do miocardio (QURESHI et al, 2012; (YANG e
ZHOU, 2006). Por ser uma molécula pequena e de rdpida liberacdo apds o inicio dos
sintomas de IAM, a mesma apresenta boa sensibilidade e alto valor preditivo negativo,

fazendo da mioglobina um valioso marcador de identificacido precoce do IAM (BROGAN JR,

et al., 1994). Assim, esse marcador serd foco no desenvolvimento do presente trabalho.

2.3.1 Mioglobina

A mioglobina € uma proteina globular, com baixo peso molecular (17,8 kDa), que
possui um grupo prostético heme. E encontrada em todas as fibras musculares estriadas, sendo
responsavel por cerca de 2% da massa dos musculos esquelético e cardiaco. Foi a primeira
proteina ndo enzimética utilizada no diagndstico do IAM e cuja descoberta foi feita na década
de 1970 (SILVA e MORESCO, 2011). Seu pequeno peso molecular permite que ela seja
liberada rapidamente na corrente sanguinea, tanto apds uma les@do do musculo esquelético
quanto na necrose cardiaca (ADAMS, 1999; SINGH et al., 2010). Assim, é um marcador
sensivel, mas ndo especifico de IAM, necessitando da exclusdo de lesdo do musculo
esquelético (CAIRNS et al, 1983; THIELMANN et al., 2004).

Esta proteina € liberada na corrente sanguinea quando as células musculares estao
danificadas tal que sua concentragdo no soro € elevada acima do valor normal cerca de 1 a 3
horas ap6s a morte de células do musculo cardiaco e estd também relacionada com o grau de
lesdo do miocardio (CHRISTENSON e AZZAZY, 1998). Pode ser detectada em fluidos
bioldgicos tais como sangue e urina. Os niveis normais de mioglobina em soro humano
variam, aproximadamente, de 6 ngmL"' a 85 ng.mL"' (DE WINTER et al., 1996). As
concentragdes de corte da mioglobina em casos de IAM podem variar na faixa de 70 a 100
ng.mL'1 (LIAO et al., 2009; DE WINTER et al., 1996; LAPERCHE et al., 1995; MATHEW
et al., 1999 ) ou de 100 a 250 ng.mL"' (SUPRUN et al.,2011; NEWBY et al., 2001; DI SERIO
et al., 2003), dependendo da condi¢do individual do paciente. Os niveis maximos de Mb em
casos de IAM siao varidveis com concentragdes variando de 420 a 600 ng mL '1, (STONE, et
al., 1977). Depois de 4 a 50 horas de um episddio de IAM, a Mb pode também ser excretada
na urina (DONALD et al.,, 1977) . Estes niveis sdo também bastante varidveis, podendo

chegar a 3000 p g.mL'], em casos mais graves de IAM (CLOONAN et al., 1979; POWELL, et
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al., 1984).

As moléculas de mioglobina sdo liberadas no sangue dentro de 1 hora, enquanto
as troponinas e CK-MB sao liberadas apos 3 e 6 horas, respectivamente (CHRISTENSON e
AZZAZY, 1998). Os niveis de mioglobina podem aumentar para cerca de 250 ng.mL" num
intervalo de tempo de 90 minutos em casos de IAM, enquanto os niveis de CK-MB e
troponinas ainda permanecem inalterados (SALLACH et al., 2004). Assim, a mioglobina
possui alta sensibilidade e é o biomarcador de IAM mais precoce quando comparado com as
troponinas e CK-MB (KILPATRICK et al., 1993; FRIESS e STARK, 2009; CHRISTENSON
e AZZAZY, 2009).

Por apresentarem valores clinicos de deteccdo significativamente baixos, os
métodos de ensaio para determinacdo desta proteina precisam ser altamente sensiveis
(GNEDENKO et al., 2013). Neste sentindo, sao abordados a seguir alguns métodos utilizados

para detectar a mioglobina.

2.4 Métodos de deteccao da mioglobina

As técnicas atuais de diagndstico de mioglobina, tais como radioimunoensaio,
imunoensaio quimioluminescente, € ensaios imunoenzimaticos, apresentam alta sensibilidade
e seletividade; no entanto, sdo processos de varios estidgios, demorados e com dispendioso uso
de reagentes. O imunoensaio de fluorescéncia é um poderoso método que tem sido muito
utilizado para a deteccdo de biomarcadores de IAM, mas envolve o uso de marcadores
fluorescentes tornando-o complicado e demorado (SHARMA et al., 2010).

O método mais empregado atualmente consiste na determinacdo sérica da
mioglobina realizado através de técnicas imunoldgicas, como o Teste de ELISA (do inglés,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que se baseia em reacdes antigeno-anticorpo
detectdveis por meio de reacdes enzimadticas (teste imunoenzimatico) (MULLER-
BARDOREFF et al., 1997). No entanto, Waard e van't Sant (2009) destacaram limitagdes neste
tipo de procedimento incluindo a instabilidade, imprecisdo e limite de detec¢do limitado
(aproximadamente 1 p g.mL’l) para este teste.

Portanto, o desenvolvimento de um método de detec¢do rdpido e preciso para
biomarcadores, livre de marcadores quimicos € urgentemente necessario para reduzir o tempo
de diagndstico, diminuir o custo do tratamento e salvar a vida dos pacientes (QIAN et al.,
2009). Nesta perspectiva, o uso de biossensores pode ajudar no diagndstico rapido e reduzir o

tempo de espera para divulgacao de resultados.
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2.4.1 Biossensores

Um biossensor € definido como um dispositivo analitico que combina a alta
especificidade e sensibilidade de um elemento bioldgico (receptor) intimamente associado ou
integrado a um transdutor de sinal. A ligacdo do analito ao receptor produz uma perturbacio

na interface trandutor/meio analisado resultando na varia¢do do sinal captado pelo transdutor

(ZHAI et al., 1997; GERARD e CHAUBEY, 2002) como apresentado na figura 1.

Figura 1: Esquema geral de funcionamento de um biossensor.

SINAL
Elétrico; Optico;
Eletroquimico...

/ Receptor Transdutor

Reconhecimento molecular entre receptor e analito

Fonte: Préprio autor.

Fundamentalmente, os biossensores podem ser classificados em fung¢do: do tipo
de interacdo (entre o elemento de reconhecimento e o analito); do método utilizado para
detectar esta interacdo; da natureza dos elementos de reconhecimento; e o tipo de sistema de
transducdo (RUMAYOR et al., 2005). Para Rasooly (2005), a classificacdo dos biossensores
quanto a natureza do elemento de reconhecimento compreende dois grandes grupos:
biossensores de afinidade (bioafinidade) e biossensores cataliticos (biocatalitico). E quanto ao
principio de transdugcdo podem ser Opticos, acusticos, eletroquimicos, piezoelétricos, etc
(RUMAYOR et al., 2005). Neste sentido, a seguir sdo abordados de forma geral os

biossensores cataliticos e biossensores de afinidade com principio de transdugdo Optica.

2.4.1.1 Biossensores Cataliticos

Segundo Clark e colaboradores (1962), os biossensores biocataliticos foram os

primeiros a serem desenvolvidos e podem ser utilizados na presenga de um ou mais analitos.
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Dentre os elementos de reconhecimento empregados em biossensores cataliticos destacam-se
as enzimas. A natureza catalitica desses biossensores permite a detectacdo de substratos,

produtos e inibidores de reacdes enzimaticas com elevada sensibilidade (RASOOLY, 2005).

2.4.1.2 Biossensores de Afinidade

Os biossensores de afinidade funcionam baseados na interagdo entre o elemento
de reconhecimento bioldgico e o elemento em andlise. Dessa maneira, o equilibrio é
alcancado sem o consumo da amostra pela molécula de captura. A interagdo antigeno-
anticorpo é o melhor exemplo desse tipo de biossensor (RASOOLY, 2005).

O elemento de reconhecimento interage com o analito a ser detectado e, desta
forma, ocorre uma alteragdo de alguma propriedade fisico-quimica interfacial, como a massa,
indice de refracdo, absorbancia, potencial de redugdo, etc. Entre os elementos de
reconhecimento disponiveis, os anticorpos sdo os mais utilizados devido a excelente
seletividade e sensibilidade (LUPPA et al., 2001; LIN e JU , 2005).

Na intera¢do imunoldgica, o anticorpo interage com uma tnica molécula ou um
grupo limitado de moléculas (antigenos), através de seus epitopos (sitios de ligacdo
especificos), formando um complexo estavel (RICCARDI et al., 2002).

A interacdo Ag/Ac pode ser monitorada por diversas técnicas, dentre elas o teste
ELISA € o mais utilizado em anélises clinicas e bioldgicas. No entanto, os ensaios baseados
neste teste apresenta algumas limitagcdes como instabilidade, imprecisdo e limite de deteccdo
limitado (WAARD E VAN'T SANT, 2009). Por outro lado, as estratégias utilizadas em
ELISA s3o bastante tteis no desenvolvimento de imunossensores (D’ORAZIO, 2003;

RUSLING et al., 2010).

2.4.1.2.1 Imunossensores

Os imunossensores constituem uma classe de biossensores baseados na afinidade

antigeno-anticorpo, cuja reacdo imunoquimica é detectada e o sinal medido por um transdutor

(LUPPA et al., 2001), conforme ilustrado na figura 2.
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Figura 2: Esquema de funcionamento de um imunossensor, bem como as estruturas
representativas de anticorpos e antigenos com seus respectivos epitopos, responsaveis pelas
reacoes de afinidade.

ANTIGENOS \ w ® -
o /"“ : |
\spﬁopos |::> v De
YYY "o,
ANTICORPOS & @ Eletroquimico
o @ éptico

- i = £ : Pizoelétrico...
Moléculas ativas Interagdes antigeno-anticorpo

Fonte: Adaptado de http://www.biomedicinabrasil.com/interacoes-antigeno-anticorpo.

Os imunossensores combinam a inerente especificidade das imunorreacdes com a
sensibilidade dos transdutores, além de apresentar rapidez de andlise e a possibilidade de
serem portateis. (LUPPA et al., 2001; LIN e JU, 2005). Assim, dentre as vantagens dos
imunossensores frente ao ELISA estd a possibilidade de uso em andlise remota, além do
menor consumo de amostra, menor tempo de andlise e possibilidade de automacao
(RUSLING et al., 2010).

A maioria dos imunossensores desenvolvidos é baseada em ensaios do tipo
competitivo (direto ou indireto) ou sanduiche. Nesses dois ensaios € feita a marcacdo do Ac
ou Ag com uma enzima redox, e a formacdo do complexo é monitorada pelo produto da
reacdo da enzima com o substrato. Porém, em alguns ensaios a formacdo do complexo €
detectada de forma direta ndo competitiva. Nessa abordagem a simples ligacdo entre o
antigeno e o anticorpo € suficiente para detecta-la e quantifica-la (RICCARDI et al., 2002).

Para ensaios do tipo direto, a microbalanca de cristal de quartzo (QMC), a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e a ressonancia de pldsmons de superficie
(SPR) sdo as técnicas mais comuns utilizadas para a deteccdo, sem marcagdo, do
imunocomplexo. Similarmente, para ensaios competitivos € sanduiche, a marcagcdo ndo €
usada para medigoes em SPR e QCM (RICCI et al., 2007).

Nesta perspectiva, os imunossensores Opticos estdo diretamente associados as
mudancas de propriedades Opticas das substincias tais como absor¢do de radiacdo,
fluorescéncia, fosforescéncia, refletancia, indice de refracdo, comprimento de onda, entre
outros. Dentre os sistemas opticos de transducdo destaca-se a técnica de SPR, uma vez que se

trata de um sistema de transdugdo extremamente sensivel (MOREIRA et al., 2008).
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Os imunossensores que utilizam a técnica SPR para transdugdo 6ptica permitem o
monitoramento em tempo real de alteragcdes no indice de refracdo na interface de um
dielétrico coberto com uma superficie metdlica (MOREIRA et al., 2008). A seguir, € feita

uma superficial abordagem da ressonancia de plasmons de superficie.

2.5 Ressonancia de Plasmons de Superficie (SPR)

A técnica de Ressondncia de Pldsmons de Superficie tem despertado grande
interesse em inimeras areas incluindo o estudo de interagdes biomoleculares e bioespecificas
devido a possibilidade de caracterizacao em tempo real de interacdes entre biomoléculas. Esta
técnica também tem sido bastante aplicada na caracterizagcdo de monocamadas e bicamadas
organicas automontadas. Neste sentido, diversos autores tem demostrado que a técnica de
SPR ¢ eficiente na estimativa de constantes de velocidade e de equilibrio envolvidas nas
etapas de associagdo e dissociacdo de biomoléculas bem como na estimativa da espessura de
filmes finos. (THILLAIVINAYAGALINGAM et al, 2009; HOMOLA et al., 1999;
CARVALHO et al., 2003; SZABO et al., 1995; GREEN et al., 1997).

A ressonincia de plasmons de superficie baseia-se nas propriedades Opticas e é
recorrentemente aplicada em estudos de fendmenos de superficie mediante 0 monitoramento
do indice de refracdo devido, por exemplo, a ligacdo de uma molécula a superficie do metal.
O efeito da ressonancia plasmodnica é uma oscilagao da densidade de carga longitudinal, ao
longo da interface de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos, onde um ¢é
metal e o outro, um dielétrico (CARVALHO et al., 2003).

Os primeiros trabalhos que utilizaram esta técnica foram realizados em 1902, pelo
fisico Wood, que observou estreitas faixas escuras no espectro de luz difratada numa
superficie metdlica. Estas faixas foram denominadas de irregularidades e estavam associadas
a excitacdo de ondas eletromagnéticas na superficie metdlica (HOMOLA, 2006).

Posteriormente, na década de 60, Otto e Kretschmann tornaram-se pioneiros na
investigacao da técnica de SPR. Estes verificaram que quando um feixe de luz monocromaética
incide sobre uma superficie metélica, com capacidade de reflex@o interna total, ocorre uma
diminui¢do da intensidade de luz refletida (HOMOLA et al., 1999; CARVALHO et al., 2003),

conforme esquematizado na figura 3.
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Figura 3: Configuracdes de Kretschmann (a esquerda) e de Otto (a direita) utilizando o
método de reflexao total.
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Fonte: Adaptado de Cavalcanti, 2013.

Estas configuracdes podem ser usadas para excitacao dos plasmons de superficie
(PS), originando as ondas de pldsmons de superficie bem como ondas evanescentes. Na
configuracdo de Otto, o meio dielétrico € colocado entre o prisma e o metal. Na configuracao
de Kretschman, o filme metélico é colocado diretamente sobre o prisma e os plasmons sao
excitados na interface externa. A maioria dos equipamentos de SPR, comerciais ou
construidos em laboratdrio, utiliza a configuracdo de Kretschmann, pois geralmente
apresentam maior sensibilidade e resolugdo em relacdo aos dispositivos que operam por
grades de difracio (HOMOLA, 2006; CARVALHO, 2003).

A configurac@o de Kretschmann baseia-se no fendmeno de reflexdo interna total,
isto é, quando um feixe de luz se propaga de um meio com elevado indice de refracdo para um
meio com baixo indice de refracdo ha grande supressio na refracdo da radiacdo se o angulo de
incidéncia for maior que um determinado dngulo designado como angulo critico (8.). Deste
modo, o feixe de luz é totalmente refletido, no meio original, designando-se assim por
reflexdo interna total (HOMOLA, 2006).

Quando um feixe luminoso incide numa interface entre os meios indicados na
figura 4 (ou seja, prisma, metal e meio dielétrico), acima do angulo de reflexdo total, ocorre a
formacao de uma oscilagdo de densidade de carga superficial devido a excitacdo dos elétrons
livres presentes na superficie metdlica tal que uma grande quantidade da energia da radiacdo
incidente € transferida por ressondncia para a oscilacdo de superficie. Este comportamento
origina uma onda eletromagnética denominada onda evanescente, cujo vetor do campo
elétrico ¢ maximo na superficie e decai exponencialmente com a distincia da interface

metal/dielétrico (HOMOLA, 2006).
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Figura 4: Decaimento exponencial da onda evanescente a partir da superficie metalica.
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Fonte: Adaptado de Oliveira, 2013.

A ressonancia de plasmons de superficie ocorre quando num determinado angulo
de incidéncia a componente paralela do féton de luz incidente (ky) coincide com o vetor de
onda correspondente a dispersdo dos elétrons presentes numa dada interface metal-meio
dielétrico (kg) (Equacdes 1.a e 1.b). Sob tais condigdes de acoplamento observa-se uma
diminui¢do abrupta na refletincia devido a formacdo da onda evanescente, a qual se propaga

através da superficie metdlica e interage com o meio externo (equagdo 1.c ).

ky = (®/c)\[ep sen(6) (1.a)
kops = (/) (gpgm)/(gp + &) (1.b)
(/o) sen®) = /o) [P (Lo

onde 0 ¢ o angulo de incidéncia da luz com a superficie do metal, &, € a constante dielétrica
do prisma, &, ¢ a constante dielétrica do meio ambiente em contato com o filme de ouro, ® ¢ a
freqiiéncia angular da luz incidente e c a velocidade da luz no vacuo.

Desta forma, as alteracoes nas proximidades da interface metal/dielétrico

promovem uma alteracdo nas condi¢des de ressonancia do sistema e como resultado ocorre

um deslocamento no Ospg (figuras 5 (a) e 5 (b)) (Equacao 2).
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arcsen(0) = (&pm)

2)

ep(&p + &m)

Nesta dltima equacdo pode-se verificar que as propriedades dpticas do sistema,
como as constantes dielétricas do metal, do prisma e do meio, provocam mudangas no angulo
de ressonancia, tornando possivel explorar o fendmeno de SPR como medida de alteragcdes na
superficie do sensor mediante um acompanhamento do dngulo de ressondncia com o tempo
(figura 5 (c)). A posi¢ao do angulo em que ocorre o maximo de ressonancia depende do indice
de refracdo do meio em que estd em contato com o metal, e varia proporcionalmente com a
concentragdo das moléculas presentes na solugdo, pois, uma alteracio na concentracao

provoca uma alteragdo no indice de refracao.

Figura 5: a) Representacdo esquemdtica da configuracio de Kretschmann para SPR. O
dielétrico em contato com o metal possibilita a transferéncia de energia da onda incidente para
a onda evanescente (OPS); (b) Curvas de refletancia na auséncia (Ospr;) € presenca (Ospr2) de
espécies na superficie do filme metélico; (c) Sensograma esquemdtico representativo da
relacdo entre o Ospr (dado em mDA -miligraus de angulo) e o tempo.
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Assim, mudancgas no indice de refracdo nas proximidades da superficie do sensor
permitem a aplicagdo da técnica de SPR para obter informagdes em tempo real e sem a
necessidade de marcadores bioldgicos e/ou quimicos sobre velocidade e extensdo da
adsorc¢do, determinagdo de propriedades dielétricas, cinética de associacao e dissociagdo, bem
como constantes de afinidades em interacdes especificas (GREEN et al., 1997; SZABO et al.,
1995).

A figura 6 apresenta um sensograma tipico de SPR obtido durante a interacao de
um analito com a superficie metdlica. Inicialmente, a superficie é exposta a uma solugdo
adequada para gerar uma linha de base (figura 6 - (linha 1)). A partir do instante que o analito
entra em contato com a superficie de forma que ocorra uma interacao analito-superficie hd um
deslocamento no angulo SPR. Nesta etapa, o angulo de SPR pode atingir um patamar devido
a saturacdo da superficie com o analito e/ou devido ao estabelecimento do equilibrio. Por
ultimo, a solucdo de amostra € removida na lavagem com a solucdo adequada de forma a se
remover as espécies ligadas inespecificamente resultando em uma segunda linha de base
(figura 6 - (linha 2)). A diferenca entre a linha de base (1) e (2) fornece uma indicagdo sobre a

extensdo da adsorcdo (CARVALHO et al., 2003; THILLAIVINAYAGALINGAM et al.,
2009).

Figura 6: Esquema de um sensograma de SPR para a adsor¢do de uma proteina numa
superficie metélica. A mudanga no valor do angulo de SPR em funcao do tempo é usada para
monitorar as cinéticas de adsor¢do. Onde IR — intensidade da radiacdo refletida e mDA —
miligraus de angulo.
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Desta forma, a técnica SPR é bastante aplicada como sistema de transdu¢do em
biossensores. Como sistema de transdugdo em imunossensores a técnica de SPR destaca-se
em investigacdes de modelos de processos de reconhecimento molecular, nomeadamente, no
monitoramento de interagdes proteina-proteina, ou proteina-ligante em tempo real permitindo
ainda a quantificacdo das espécies. Neste sentido, a técnica de SPR apresenta um grande
potencial para o desenvolvimento e preparacdo de biossensores de afinidade, permitindo
andlise em tempo real de interacdes bio-especificas sem uso de marcadores (CARVALHO et
al., 2003; SZABO et al., 1995; GREEN et al., 1997).

A possibilidade de andlises de eventos em superficies e interfaces na proximidade
de finos filmes metélicos faz com a técnica de SPR seja util em diversas investigacoes, tal
como na obten¢do de pardmetros acerca da especificidade, afinidade e cinética de interagdes
biomoleculares, bem como sobre as concentragcdes de analitos, como, por exemplo, antigenos
ou anticorpos presentes em matrizes complexas (HOA et al., 2007, HOMOLA, 2006;
SHANKARAN et al., 2007). Em conjunto ou isoladas, essas informacdes podem ser
diretamente aplicadas na engenharia molecular (KIM et al., 2005), anélises de alimentos (WU
et al., 2013), monitoramento ambiental (WANG et al., 2007), bacteriologia (ZHANG et al.,
2006), virologia (RICH e MYSZKA, 2003), biologia celular (OLI et al., 2006),
desenvolvimento de drogas (CIMITAN et al., 2005) e diagndstico clinico laboratorial (LIU et
al., 2011; SOUTO et al., 2013).

Na esfera do diagnéstico laboratorial, o desenvolvimento de imunossensores se
apresenta como a principal aplicacdo da técnica, uma vez o sinal de SPR gerado ¢é
proporcional a concentracdo de antigenos ou anticorpos presentes em um espécime clinico, o
que possibilita a realizacdo de determinagdes qualitativas e semi quantitativas (HOLFORD et
al., 2012). Os dispositivos obtidos a partir da SPR s@o bastante simples, rdpidos, especificos,
reutilizdveis e hdbeis na detec¢do de analitos em niveis abaixo do nanomolar (SHANKARAN
et al., 2007; VAISOCHEROVA et al., 2007). Além disso, a instrumentacao utilizada em SPR
€ passivel de miniaturizagdo, o que permite o desenvolvimento de sistemas portdteis para

aplicacdo in situ (SOELBERG et al., 2005; PREECHABURANA et al., 2012).
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2.6 Imobilizacio de proteinas em superficies sélidas

A imobiliza¢do de biomoléculas é uma etapa chave no desenvolvimento eficiente
de biossensores. As biomoléculas imobilizadas devem manter a sua estrutura, fungdo e
atividade bioldgica. O tipo de imobilizacdo afeta a atividade e estabilidade das biomoléculas.
Fatores como a precisdo e a repetibilidade das medidas sdo fortemente influenciadas pela
estabilidade da biomolécula imobilizada (OLIVEIRA et al., 2013).

Uma das maneiras mais eficazes e estaveis de realizar a imobilizacdo de proteinas
reside na formacao de ligagdes covalentes entre monocamadas auto-organizadas (SAMs) e as

biomoléculas (LOVE et al., 2005).
2.6.1 Monocamadas Auto-organizadas (SAMs)

As monocamadas auto-organizadas (SAMs do inglés Self-Assembled
Monolayers) de tiois sdo “organizados” moleculares onde as moléculas compartilham uma
orientacdo comum devido a afinidade do d4tomo de enxofre (grupo cabeca) destas moléculas
por determinados substratos. Em tais sistemas, o grupo cabega corresponde a um atomo de
enxofre (que possui elevada afinidade por determinados substratos metalicos) e o “corpo”
corresponde a uma cadeia organica (DUBOIS e NUZZO, 1992), conforme pode ser

observado na figura 7.

Figura 7: Representacdo esquemdtica da formagdo de uma monocamada a partir de uma
solucdo de alcanotidis.
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A auto-organizagdo nestes sistemas estd intimamente relacionada com a afinidade
do “grupo cabeca” das moléculas pelo substrato e associado a interagdo favoravel entre os
grupos que constituem o “corpo” da molécula. Como resultado, estes sistemas podem formar
filmes finos (dimensdes nanométricas e sub-nanométricas) que tem possibilitado um amplo
controle de propriedades fisico-quimicas das mais variadas superficies metalicas (ULMAN,
1996).

Um dos aspectos importantes destes organizados moleculares € sua elevada
versatilidade em termos do controle de suas propriedades interfaciais podendo funcionar
como barreira eletrostatica ou fisica assim como, contrariamente, funcionando como
promotores de reagdes quimicas mediante o controle do grupo terminal das moléculas
constituintes. Neste sentido, um grande nimero de SAMs fundamentadas nos mais variados
tipos de tidis, visando as mais variadas aplicagdes, tem sido desenvolvidas (WHITESIDES e

LAIBINIS, 1990).

2.6.1.1 Preparo, caracterizagdo e propriedades das SAMs

Considerando os aspectos estruturais moleculares dos alcanotidis empregados
como unidades para a constru¢do destas nanoestruturas, em geral, o preparo das SAMs
envolve o simples contato das unidades com o substrato pelo qual estas apresentam afinidade
(DAMOS et al., 2005). Contudo, em termos experimentais, o preparo de monocamadas auto-
organizadas de tidis apresenta um protocolo extremamente dependente de indmeras varidveis
como: tipo de substrato (natureza, morfologia, etc...), procedimento de limpeza do substrato
(métodos quimicos, eletroquimicos, térmicos, etc), tipo de solvente empregado, concentragdo,
tempo e temperatura da solu¢do de deposicao, entre outras (LOVE et al., 2005).

Um grande nimero de substratos, bem como variados tipos de moléculas, sdo
empregados para confec¢do de sistemas auto-organizados, incluindo metais como ouro
(THOUGHTON et al., 1998; VERCELLI et al., 2006), prata (DOUBOVA, 2010), platina
(VERCELLI et al., 2006; ROSARIO-CASTRO et al., 2006), palddio (STAPLETON et al.,
2005), niquel, cobre (SHIH, et al., 2008), 6xidos (OSAKA e YOSHINO, 2007), entre outros.

Dentre os substratos, destaca-se o ouro, que desperta elevado interesse devido sua
elevada versatilidade quando se trata de sua aplicacdo, podendo ser empregado como matriz
numa gama de técnicas para caracterizacdo de SAMs (técnicas eletroquimicas, acusticas e
Opticas) possibilitando assim o uso combinado das mesmas visando uma melhor

caracterizacdo destas nanoestruturas. Além disto, o uso do ouro como substrato tem permitido
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que problemas comuns em SAMs sobre outros metais como cobre e prata, que tendem a
formar camadas de oOxido, sejam evitados minimizando problemas associados a
reprodutibilidade do processo de auto-organizacdo (LOVE et al., 2005). Por fim, com grande
importancia aparece a grande afinidade que estes substratos apresentam por alcanotidis -
HS(CH,),X , o que facilita enormemente o processo de confeccdo destas nanoestruturas
resultando em estruturas estdveis por dias ou até mesmo meses (SCHREIBER, 2000; FREIRE
et al., 2003; ARYA et al., 2009).

O protocolo mais comum para o preparo de monocamadas auto-organizadas sobre
ouro consiste na imersio do substrato limpo em solucio etanélica diluida do tiol (1 umol.L™ a
10 mmol.L'") por um periodo de 2 a 48 horas, 4 temperatura ambiente. Como consenso entre
os grupos de pesquisa na area, o estagio inicial do processo de confeccao das SAMs consiste
na adsorcao rdpida do adsorbato sobre o substrato (de alguns milisegundos a poucos minutos),
seguindo-se por um processo lento de re-organizagao molecular que requer tempos da ordem
de horas minimizando os defeitos e vazios na SAM bem como maximizando a densidade de
moléculas na superficie do substrato (PETERLINZ e GEORGIADIS, 1996).

Embora, fundamentalmente importante, o gradiente de concentracdo ndo exprime
toda a relevancia da cinética do processo de adsor¢do e os efeitos do tipo de solvente
empregado na confec¢do das SAMs tem se apresentado como fator igualmente importante ja
que a escolha inadequada do solvente pode aumentar em vdrias ordens de magnitude o tempo
de confeccio das SAMs (LOVE et al.,, 2005). Embora o etanol tenha sido largamente
empregado como solvente para confec¢ao de SAMs devido sua disponibilidade com elevada
pureza e pequena toxicidade, outros solventes como tetrahidrofurano, dimetilformamida,
ciclo-octano, tolueno, entre outros t€ém sido empregados (LOVE et al., 2005; DAMOS et al.,
2005). Uma importante conseqiiéncia da escolha correta do solvente para um determinado
processo de confeccdo de SAMs € a influéncia do mesmo na qualidade das monocamadas
confeccionadas (arranjo conformacional molecular, regides com auséncia de adsorbato, e
outros) (LOVE et al., 2005; SCHREIBER, 2000).

Tendo em vista a grande variabilidade observada nas condi¢cOes das SAMs
confeccionadas devido as alteragdes dos parimetros experimentais envolvidos, um grande
nimero de técnicas tem sido empregado com o propdsito de caracterizar tais sistemas
incluindo técnicas microscopicas (microscopia de forca atdmica, microscopia de tunelamento
com varredura, etc.) na investigacdo estrutural das SAMs em nivel molecular,
espectroscopicas (elipsometria, espectroscopia de fotoelétrons por raios-X, etc.) no estudo da

dindmica molecular nas SAMs bem como técnicas voltamétricas, amperométricas e
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impedimétricas no estudo do comportamento de processos eletroquimicos e permeabilidade
nestas estruturas (WHITESIDES e LAIBINIS, 1990; DAMOS et al., 2005; SCHREIBER,
2000; PETERLINZ e GEORGIADIS, 1996; HU e BARD, 1998; DANNENBERG et al.,
1999).

Neste sentido, tém sido verificadas varias interessantes caracteristicas destas
estruturas, incluindo (LOVE et al., 2005; DUBOIS e NUZZO, 1992; ULMAN, 1996;
WHITESIDES e LAIBINIS, 1990; DAMOS et al., 2005; SCHREIBER, 2000; PETERLINZ e
GEORGIADIS, 1996; HU e BARD, 1998; DANNENBERG et al., 1999; SCHUCK, 1996):

1. capacidade de separar cargas na interface devido sua impermeabilidade ao solvente em
conjungdo com as caracteristicas dielétricas das moléculas usadas como unidades (quando sdo
empregados espacadores com caracteristicas dielétricas);

2. elevada flexibilidade das propriedades quimicas mediante o controle da espessura do
espacador bem como do tipo e tamanho de grupo terminal empregado (controle do carater
acido-base, catdlise, orientacdo e conformacao de proteinas eletroativas, etc.).

A partir das caracteristicas apresentadas anteriormente fica evidente como tais
sistemas podem ser extremamente propicios para o desenvolvimento de dispositivos
eletroquimicos devido ao possivel uso das propriedades tnicas destas estruturas ou mesmo a
viabilidade do uso combinado das propriedades destes sistemas. Neste sentido, duas
consequéncias igualmente importantes das propriedades das SAMs, enumeradas
anteriormente, promissoras se aplicadas ao desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos
sdo (1) a possibilidade de redugdo da corrente capacitiva que se desenvolve no sistema bem
como (2) aumento na seletividade ou mesmo a eficiéncia faradaica (quando sdo tratados
sistemas eletrocataliticos) destes dispositivos mediante a escolha de grupos terminais
apropriados. Consequentemente, a combinacdo destes fatores, por exemplo em sistemas
eletrocataliticos, pode favorecer enormemente o aumento da sensibilidade dos dispositivos

confeccionados (ULMAN, 1996; HU e BARD, 1998; LOVE et al., 2005).

2.6.1.2 Reacg0es de ativacdo dos grupos terminagdes das SAMs

A parte terminal das SAMs é responsavel pelas propriedades das mesmas,
principalmente, por expor os seus grupos funcionais que, geralmente, incluem grupos -CHs , -
OH, -NH; e -COOH (SAMANTA e SARKAR, 2011). Através destes € possivel introduzir
cargas na superficie das SAMs (KAKIUCHI et al., 2000), estabilizar nanoparticulas metdlicas
(RAOQF et al., 2009) e imobilizar proteinas, antigenos ou anticorpos, na superficie de um

transdutor com manuteng@o das propriedades (LEE et al., 2015), etapa fundamental para o
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desenvolvimento de um imunosensor. Para Love e colaboradores (2005), uma das maneiras
mais eficazes e estaveis de realizar a imobiliza¢do de proteinas reside na formacao de ligacdes
covalentes entre as SAMs e as biomoléculas. Este fato é alcangcado, usualmente, através do
acoplamento de grupos nucleofilicos presentes nas proteinas - grupos amino ou hidroxil,
presentes nos residuos de lisina - com os grupamentos carboxilicos terminais das SAMs.
Segundo Jonhsson e colaboradores (1991), para ativar a formagdo de uma ligacao
covalente amida ou éster entre os grupos carboxilicos e as proteinas, a ativagdo com reagentes
carbodiimidas é a mais comumente utilizada. Carbodiimidas tais como DCC
(dicicloexilcarbodiimida) sdo normalmente utilizadas em aplicagdes em quimica organica,
porém em solugdes aquosas, alternativas como o uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) sdo preferidas. O proposito do reagente carbodiimida € criar,
inicialmente, um intermedidrio reativo aciluréia com o grupo carboxilico (ativagdo), seguido
de reacdo com grupos nucledfilos fracos, como as proteinas. Contudo, em solu¢des aquosas a
reatividade do intermedidrio € tdo alta, que este rapidamente sofre hidrdlise, retornando a
forma de acido carboxilico. Este efeito pode ser contornado através do uso adicional de um
composto hidroxilado ativo, capaz de formar um derivado éster também reativo, porém,
estdvel por um maior tempo. Nesta perspectiva, a N-hidroxisuccinimida (NHS) tem sido
amplamente utilizada, pois apresenta alta solubilidade em dgua, toxicidade baixa e Otima
reatividade (JONHSSON et al., 1991; ARYA et al., 2009; SAMANTA e SARKAR, 2011). A

figura 8 descreve o processo descrito acima e as férmulas estruturais do EDC e NHS.

Figura 8: Esquema de imobilizacdo covalente de uma proteina e seu anticorpo sobre uma
SAM em superficie de ouro, através da ativagdo desta pela adicdo de uma mistura aquosa
contendo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS).
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2.6.1.3 Composicao das SAMs

As SAMs apresentam etapas de confeccdo bastante simples, que podem ser
realizadas a temperatura ambiente e basicamente compostas pela imersao do substrato em um
solvente organico contendo um ou mais alcanotiois (CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002;
SAMANTA e SARKAR, 2011). A utilizacio de monocamadas auto-organizadas compostas
por diferentes adsorbatos (SAMs mistas) vem ganhando crescente destaque para o
desenvolvimento de imunossensores (PREST et al., 2010; HUMBLOT et al.,, 2009;
GUISEPPI-ELIE et al., 2010; PARK et al., 2011). Neste tipo de sistema é possivel obter uma
SAM homogénea a partir da co-adsor¢do de uma mistura de alcanotiois, podendo ser um de
cadeia carbdnica curta e outro de cadeia carbdnica longa (PARK et al., 2011). Uma das
principais vantagens no uso de SAM mistas é o aumento na eficiéncia de imobilizagdo de
biomoléculas (antigenos ou anticorpos), uma vez que os alcanotidis de cadeias longas
facilitam a exposicdo dos grupamentos carboxilicos para que a molécula se ligue
covalentemente, enquanto que os de cadeia curta promovem um espacamento entre as
monocamadas reduzindo o impedimento estérico, facilitando a ligagdo de mais moléculas
(CHOI et al., 2005). A figura 9 mostra a representacdo esquematica de uma SAM mista
composta pelos tidis 4dcido 11-mercapto-undecandico (11-MUA) e 4cido 3-
mercaptopropionico (3-MPA), que apresentam cadeias carbOnicas intermedidrias longas e

curtas, respectivamente.

Figura 9: Representacdo esquemadtica da distribuicao de moléculas de alcanotiois 11-MUA e
3-MPA na composi¢do de uma monocamada auto-organizada mista em superficie de ouro.

Acido

11-Mercapto-undecandico

Acido
3-Mercaptopropibnico

Fonte: Préprio autor
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2.7 SPR e SAMs no desenvolvimento de imunossensores para deteccao de marcadores

cardiacos

Plataformas de deteccdo, baseadas em SPR utilizando monocamadas auto-
organizadas, tém sido extensivamente estudadas e aplicadas para determinar diversos
marcadores cardiacos. Para o diagndstico de IAM, Masson e colaboradores (2004)
desenvolveram um imunossensor baseado em SPR, para deteccdo, em tempo real, de
Troponina I (Tnl) e Mioglobina (Mb) cardiacas. Os autores utilizaram dextrano sobre SAM
de 11-mercaptoundecanol para imobilizar anticorpos. O método desenvolvido, apresentou
limite de deteccao (LD) de 2,9 ng.rnL'1 paraa Mb, e de 1,4 ng.mL'1 para Tnl.

Em 2007, Dutra e colaboradores desenvolveram um imunossensor de SPR
baseado em monocamada auto-organizada (SAM) do tiol cisteamina para detec¢do em tempo
real de Troponina T (TnT) cardiaca. O anticorpo da TnT foi covalentemente imobilizado
sobre substrato de ouro através da monocamada, constituindo a superficie sensora. Este
biossensor apresentou faixa de resposta linear entre 0.05 e 4.5 ng.mL'1 com boa
reprodutibilidade. Além disso, a superficie do sensor foi regenerada por meio de uma solug¢ao
de 1% de dodecilsulfato de s6dio (SDS), sem que o sensor perdesse a imunorreatividade.

Kim e colaboradores (2008) sintetizaram uma nova SAM a base de poli (tiofeno)
com grupos éster NHS para imobilizar antigenos e anticorpos da proteina C-reativa (PCR) em
substrato de ouro. A interagdo especifica antigeno-anticorpo foi diretamente monitorada por
SPR, apresentando excelente sensibilidade. Este estudo demonstrou que a técnica de SPR
proporciona um método potencial para a deteccdo de PCR em aplicacdes clinicas.

Para imobilizar anticorpos da Troponina T (TnT), Liu e colaboradores (2011)
utilizaram uma monocamada auto-organizada (SAM) mista, que consistia de uma mistura
homogénea de oligo (etilenoglicol) (OEG) e acido mercaptohexadecandéico (MHDA), sobre
superficie de Au. A deteccdo de TnT, foi feita através de Ressonincia de Plidsmos de
Superficie, e apresentou uma boa correlacao linear (R = 0.991) em concentracdes inferiores a
50 pg.ml'1 com limite de deteccao (LD) de 100 ng.mL’l. A SAM mista mostrou elevada
capacidade de imobilizacdo e o sistema proposto apresentou alta precisdo, boa
reprodutibilidade e forte potencial para ser aplicado no diagndstico clinico répido e detecc¢ao
livre de etiqueta.

Também para deteccdo de TnT, recentemente Pawula e colaboradores (2016)
utilizaram o 4cido 11-mercapto-undecandico (11-MUA) como modificador, e desenvolveram

um sensor de SPR para a detec¢do dessa proteina em amostras de soro. Os autores utilizaram
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nanoparticulas de ouro conjugadas com o anticorpo da TnT para amplificar a resposta do
imunossensor. Além disso, realizaram imunoensaios diretos e em sanduiche. O imunossensor
de SPR mostrou boa reprodutibilidade para a detec¢do TnT na faixa de concentragcdes de 25-
1000 ng.mL" e de 5-400 ng.mL" , para os ensaios diretos e em sanduiche, respectivamente.
Para alcancar melhor sensibilidade, o desempenho do ensaio em sanduiche do imunossensor
no soro humano foi avaliado utilizando anticorpos nido modificados e modificados com
nanoparticulas de ouro. O limite de detec¢do para o imunossensor foi de 5 ng.mL'1 de TnT
para o ensaio em sanduiche padrio e 0,5 ng.mL' de TnT para o sistema com anticorpos
conjugados com nanoparticulas de ouro, dentro da faixa linear de 0,5-40 ng.mL ' . O
imunossensor de SPR proposto apresentou potencial promissor a ser desenvolvido para testes
point-of-care no diagndstico precoce de infarto agudo do miocérdio (IAM).

Assim, pode-se dizer que as vantagens oferecidas pela técnica de SPR apresentam
grande potencial para detectar e monitorar biomarcadores, em tempo real, livre de etiqueta,

com pequeno gasto de material e possivel aplicacio para o diagndstico individual.



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

A presente dissertacdo tem como objetivo geral a constru¢do de filmes
fundamentados em monocamadas auto-organizadas como plataformas para o
desenvolvimento de um imunossensor explorando a interacdo entre antigenos e anticorpos de

mioglobina por Ressonancia de Plasmons de Superficie.

3.2 Objetivos especificos

a) Produzir e caracterizar eletroquimicamente monocamadas auto-organizadas
simples e mistas de 4cido 1l-mercapto-undecandéico e 4cido 3-
mercaptopropidnico empregando voltametria ciclica, espectroscopia de
impedancia eletroquimica e ressonancia de plasmons de superficie;

b) Avaliar o processo de adsor¢do de anticorpos de mioglobina sobre
monocamadas auto-organizadas simples e mistas;

¢) Investigar o processo de interacdo anticorpo-antigeno de mioglobina e avaliar
as caracteristicas analiticas do imunossensor empregando SPR (sensibilidade,
limite de detec¢do e faixa linear);

d) Aplicar o imunossensor em amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina.



PARTE
EXPERIMENTAL
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solucoes

Antigenos (Ag) e anticorpos (Ac) de mioglobina (Mb), 4cido 11-mercapto-
undecandico (11-MUA), 4&cido 3-mercaptopropionico (3-MPA), N-hidroxisuccinimida
(NHS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), dendrimero de poliamidoamina
(PAMAM GS), ferricianeto de potassio - K3[Fe(CN)¢], dcido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-
etanosulfonico (HEPES) e dodecil sulfato de sédio (SDS) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), hidréxido de
sédio (NaOH), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potédssio (KCI), bicarbonato de sédio
(NaHCO:s;), fosfato de potdssio monobdsico (KH,PO,), fosfato de sédio dibdsico anidro
(Na,HPO4.H,0), cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H,O ), cloreto de cdlcio
dihidratado (CaCl,.2H,0), sulfato de sédio (Na,SQO,), cloreto de amdnio (NH4Cl), hidréxido
de potéassio (KOH), 4cido cloridrico (HCl), acido sulfirico (H2SOs4) PA, perdéxido de
hidrogénio (H202) PA foram adquiridos da Isofar® (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). TWEEN 20
(Polisorbato 20 ou surfactante P,g) foi obtido da Vetec® Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). Alcool etilico absoluto (99.5%) foi adquirido da quimex® S.A. (Sao Paulo, SP,
Brasil).

A solugdo tampao HBS-EP pH 7.4 utilizada nas anélises de SPR para as dilui¢cdes
do antigeno e anticorpo foi preparada a partir da mistura de solugdes: 10,0 mmol L' de
tampdo Hepes pH 7,4; 3,0 mmol L™ de EDTA pH 8,0; 150,0 mmol L de NaCl e 0,005% do
surfactante polissorbato 20. As solugdes etandlicas dos tidis 3-MPA e 11-MUA, as solugdes
aquosas de SDS 1% e a mistura de EDC/NHS foram preparadas previamente ao uso.

Todos os demais reagentes utilizados apresentavam grau analitico e todas as
solugcdes foram preparadas com dgua ultrapura, obtida em um sistema purificador de dgua via

osmose reversa da GEHAKA®, modelo OS10LXE.
4.2 Limpeza da superficie de ouro
A limpeza da superficie de ouro € uma etapa de grande influéncia na formacao das

monocamadas auto-organizadas e foi realizada de forma sistemdtica, para garantir maior

eficiéncia no processo de modificacdo da superficie de ouro. A limpeza do eletrodo de ouro
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foi feita inicialmente realizando o polimento do mesmo em superficie ndo abrasiva contendo
suspensao de alumina, seguida de limpeza eletroquimica por voltametria ciclica realizada em
solugdo 0,5 mol.L'! de H»SO4, a uma velocidade de varredura (v) de 50 mV.s" no intervalo de
potencial (AE) entre —0,2 ¢ 1,5 V vs Ag/AgCl . O perfil voltamétrico obtido da superficie de
ouro limpa € mostrado na figura 10. Os picos anddico (Ea) e catédico (Ec) observados em
aproximadamente 1,3 e 0,9 V, sdo caracteristicos da oxidacdo do ouro a 6xidos de ouro e
reducdo dos 6xidos a ouro elementar, respectivamente. Esse procedimento de limpeza foi
realizado previamente a cada modificacdo do eletrodo de ouro visando a renovacdo da

superficie do mesmo.

Figura 10: Voltamograma Ciclico tipico, obtido para o eletrodo de ouro em solucdo 0,5
mol.L" de H,SO,, vde 50 mV s™ , AE de -0,2a 1,5 V vs Ag/AgCl.

20 -
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E(V) vs. Ag/AgCI

A limpeza dos discos de SPR foi feita através da imersdao dos mesmos numa
“solucao piranha” (mistura 3:1 v/v de H,SO4 PA e H,0; 30%) durante aproximadamente 3

minutos. Esse procedimento foi realizado previamente a cada modificacdo dos discos de SPR.

4.3 Formacao e caracterizacio das SAMs na superficie de Ouro

A adsorc¢do dos tidis na superficie eletrédica previamente limpa foi realizada por

meio da imersdo dos eletrodos de ouro em solugdo etandlica do respectivo tiol, na
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concentragdo de 1 mmol.L’l, durante 24 horas. Previamente ao uso dos substratos, 0s mesmos
foram lavados com etanol e d4gua deionizada e secos a temperatura ambiente.

No presente trabalho, foram utilizados o 4cido 3-mercaptopropionico (3-MPA)
(figura 11.a) e o 4cido 11-mercapto-undecandico (11-MUA) (figura 11.b), tidéis de cadeia

curta e longa, respectivamente

Figura 11: Férmulas estruturais dos alcanotidis utilizados para a formacao das monocamadas
auto-organizadas: a) 4cido 3-mercaptopropidnico e b) dcido 11-mercapto-undecandico.

0
N\ OH OH

a) b) OWSH

HS

As modificagdes das superficies de trabalho foram realizadas utilizando SAMs
simples constituidas por apenas um alcanotiol (11-MUA ou 3-MPA) e SAM’s mistas
constituidas pelos dois tidis citados nas propor¢des de volume de 1:3 e 3:1. Em seguida cada
uma dessas plataformas foi, entdo, submetida a caracterizagdo eletroquimica através das
técnicas de voltametria ciclica (VC), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e

voltametria de pulso diferencial (VPD).
4.4 Equipamentos utilizados nas medidas eletroquimicas e épticas

Para caracterizar eletroquimicamente os sistemas obtidos foram realizados estudos
por voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) em um potenciostato/galvanostato da Autolab (modelo
PGSTAT 128N) acoplado a um microcomputador contendo os softwares GPES e FRA versao
4.9) (figura 12.a). As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula de 5,0 mL,
empregando um eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho (drea = 0,07065 cm?), um
eletrodo de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") como

eletrodo de referéncia (figura 12.b).
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Figura 12: Instrumentacdo utilizada nos estudos de voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Em (a) Potenciostato/galvanostato da Autolab (modelo PGSTAT
128N), em (b), da esquerda para direita, eletrodos de trabalho (0,07065 cm? de 4rea), auxiliar
e referéncia utilizados.

As andlises de interagdes biomoleculares entre antigenos e anticorpos sobre as
SAMs na superficie de ouro foram obtidas através de medidas do angulo de SPR com um
espectrometro de SPR Autolab Springle (Eco Chemie) (figura 13.a). Este equipamento se
baseia na configuracdo proposta por Kretschmann, na qual a parte Optica do sistema é
compreendida por um prisma de vidro e um disco de ouro recoberto por um fino filme do
metal, ambos obtidos na Metrohm-Autolab, Brasil (Figura 13.b). O equipamento também
contém uma célula com capacidade de 300 uL, com um laser de He-Ne com emissdao em 670
nm que € usado como fonte de radiacdo e a detec¢do € feita por um detector do tipo fotodiodo.
Os dados de variacdo do angulo de SPR foram obtidos a partir do software SPR Data

Aquisition (versdo 4.4).

Figura 13: Espectrometro de SPR Autolab Springle Autolab Springle utilizado para as
medidas Opticas. Em (a) espectrometro de SPR Autolab Springle utilizado para as medidas
Opticas e em (b) disco de ouro utilizado como substrato nas anélises colocado sobre o prisma
de vidro.

a) b)
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4.5 Construcao do imunossensor

4.5.1 Modificagao dos substratos de SPR com SAMs mistas

Para a avaliacdo da capacidade de imobilizacdo das SAMs através da técnica de
SPR foram imobilizados anticorpos soluveis de mioglobina em discos modificados com
SAMs simples e mistas (1:3 e 3:1) de 3-MPA e 11-MUA a fim de se obter a melhor resposta
de sinal de SPR.

A modificacdo da superficie do disco de ouro de SPR para a formagdo das SAMs
simples de 3-MPA e 11-MUA, bem como das SAMs mistas 1:3 e 3:1 (3-MPA:11-MUA) foi
realizada através da imersdo dos discos em solugdes etandlicas dos respectivos tidis por um
periodo de 24 horas. Apds esse tempo de modificacdo o disco de ouro foi submetido a uma

lavagem com etanol.

4.5.2 Ativacao dos grupos terminais das SAMs

Para ativacdo dos grupamentos carboxilicos presentes nas terminagdes das SAMs
de 3-MPA e 11- MUA foi realizada a adicdo de 100 pL de uma mistura (1:1) contendo
solucdo de EDC (150 mmol L'l) e NHS (150 mmol L'l) durante 20 minutos sobre a superficie
do disco de ouro. As concentragdes desses agentes de acoplamento e o tempo necessario para

interacdo foram baseados em procedimentos ja bem descritos na literatura (JONHSSON et al.,

1991).

4.5.3 Imobilizacdo do anticorpo solivel de Mb sobre o disco sensor modificado com as SAMs

A adic@o do anticorpo de Mb foi monitorada em tempo real via deslocamento do
angulo de SPR em fun¢do do tempo. Apds a ativagdo da superficie, o disco sensor foi
acoplado ao prisma de vidro, pela adi¢do de uma mistura de 6leos com indice de refracdo final
de 1.5180 £ 0.0002. A principal finalidade da utilizagdo destes dleos € fixar o disco sem que
ocorra a variacao do indice de refracdao do sistema em relacdo ao do prisma, impedindo assim
a formacdo de um novo meio quando sobre o prisma € adicionado o disco de ouro.

As medidas foram iniciadas a partir da adi¢cdo de 50 pL de tampdao HBS-EP pH
7,4 para obten¢ao de uma linha de base. Em seguida foram injetados sobre a superficie 50 pL.

do anticorpo da Mb diluido no mesmo tampao em diferentes discos modificados com SAMs
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simples de 3-MPA e 11-MUA e também SAMs mistas de 3-MPA/11-MUA (1:3 e 3:1). O
angulo de ressonéncia de plasmons de superficie foi monitorado durante 20 minutos.

Ap6s a escolha da SAM mediante avaliacdo do deslocamento do dngulo de SPR,
foram feitas medidas de diferentes concentracdes (0,5; 2,5; 5; 10; 25; 37,5 ¢ 50 ug.mL") do
anticorpo da Mb em discos modificados com a SAM escolhida, e o perfil da resposta foi
acompanhado durante 30 minutos. Apds esse tempo a superficie foi lavada com 100 pL de

tampao HBS-EP pH 7.4 para a remocdo de espécies fracamente ligadas a superficie.

4.5.4 Deteccdo direta do antigeno de Mb através do imunossensor em discos modificados com

a SAM mista 3-MPA/11-MUA (3:1)

Para mostrar a eficiéncia do sistema na deteccdo de antigenos de Mb, foram
realizadas adi¢Oes de diferentes concentracdes da proteina sobre os discos modificados com a
SAM mista e ativados com EDC/NHS. A concentracido do anticorpo da Mb foi fixada em 25
ug mL"' e foram variadas as concentra¢des do antigeno (100; 250; 500; 750 e 1000 ug mL™).
A interacdo Ag/Ac foi monitorada através mediante o acompanhamento de ABspr em fungao
do tempo durante 30 minutos. Ao fim de cada adic¢ao foi realizada a lavagem do sistema com
tampao HBS-EP, pH 7,4 para remover espécies que ndo se ligaram ou se ligaram fracamente

a plataforma.

4.5.5 Amplificagdo do sinal de SPR

Encontradas as condi¢des 6timas das modificacdes com SAMs, foram utilizadas
moléculas de poliamidoamina de geracdo 5 (PAMAM GS5) para amplificar o sinal de SPR. O
PAMAM G5 ¢ um dendrimero que apresenta estrutura muito ramificada e regular. As
estruturas dendriticas sdo chamadas de “moléculas em cascata” e foram relatadas pela
primeira vez por Vogtl e colaboradores (BUHLEIER et al., 1978). Além disso, resultam em
estruturas semiglobulares ou globulares de alta densidade funcional superficial, podendo
fornecer plataformas de ligacdo, com grande capacidade de se ligar ou encapsular moléculas
através de varios mecanismos, tais como o encapsulamento fisico, interacdo eletrostitica e
conjugacao covalente (BENTERS et al., 2001).

O PAMAM G:S5 foi adicionado sobre os discos de SPR ja modificados com a SAM
mista 3-MPA/11-MUA (3:1) e a incubacdo foi realizada por um periodo de tempo de 20

horas. Apds esse periodo, o sistema foi lavado com etanol e ativado utilizando a solucdo de
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EDC/NHS.

4.5.6 Imobilizacdo do anticorpo solivel de Mb sobre o disco sensor modificado com SAM

mista e PAMAM G5

As medidas para definir a concentracdo ideal do anticorpo de Mb foram feitas
com a injecdo de diferentes concentragdes (0,5; 2,5; 5; 10; 25; 37,5 e 50 pg mL']) do
anticorpo nos discos modificados com SAM mista/PAMAM G5 e ativados com EDC/NHS.
Definida a concentracdo mais adequada ao sistema foram realizadas as medidas de intera¢ao
Ac/Ag através de um ensaio sanduiche esquematizado da seguinte forma: disco modificado
com SAM mista e PAMAM GS5, seguido da ativacdo dos grupos terminais com EDC/NHS
durante 20 minutos, seguido da adicdo de 50 uL do anticorpo de Mb para imobilizagdao
durante 30 minutos, seguido da adicdo de 50 uL do antigeno de Mb durante 30 minutos e,
finalmente, injecao de 50 uL do anticorpo para monitorizacao do deslocamento do angulo de

SPR em func¢do do tempo.

4.5.7 Imunoensaio em sanduiche

Foram realizadas medidas através de ensaio em sanduiche para melhorar as
condic¢des de detec¢do das moléculas de Mb, uma vez que esta proteina apresenta baixo peso
molecular. No ensaio em sanduiche, o anticorpo € imobilizado na superficie do disco sensor e
a solucdo contendo o antigeno € adicionada por imunorreacdo, e em seguida, o anticorpo &
injetado como anticorpo secundério. Segundo Pei e colaboradores (2002), esse método pode
ser utilizado para aumentar a sensibilidade de um ensaio baseado em ligacdo antigeno-
anticorpo, além de ser simples, eficaz e facil de implementar.

Para o imunoensaio em sanduiche, inicialmente, a plataforma PAMAM G5/SAM
MPA/MUA (3:1) foi ativada com EDC/NHS para receber o anticorpo de Mb (solugdo 25 ug
mL™"). Em seguida, o disco foi lavado com tampao HBS-EP pH 7,4 para remover excesso de
material e de moléculas fracamente ligadas ao substrato gerando a plataforma Ac-
Mb/PAMAM G5/SAM MPA/MUA. Em seguida, a plataforma foi exposta a diferentes
concentragdes de antigenos de Mb (0,001; 0,5; 0,8; 1 e 500 pg.mL‘l) por um tempo de 30
minutos. Apds a interacdo da plataforma com os antigenos de mioglobina, o disco foi
novamente lavado com tampao HBS-EP pH 7,4 para remover o excesso de material e espécies

com ligacoes fracas gerando Ag-Mb/Ac-Mg/IPAMAM G5/SAM MPA/MUA. O disco foi em
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seguida colocado no equipamento de SPR para monitorar a interacdo Ac-Mb/Ag-Mg através
da injecdo de 50 pL de solugdo 25 ng mL™" do anticorpo. Apos a inje¢do do Ac-Mb o angulo

de SPR foi monitorado em fun¢ao do tempo durante 30 minutos.

4.6 Preparo das amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina

Com o objetivo de avaliar o desempenho do sistema em andlise de fluidos
bioldgicos foram empregadas amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina. Optou-se por
trabalhar com amostras sintéticas devido sua ficil preparacdo e aquisi¢do de reagentes. O
plasma sintético foi preparado segundo Liu e colaboradores (2006) e a urina sintética foi
preparada segundo Laube e colaboradores (2001), ambas com pequenas modificacOes,

segundo a Tabela 2.

Tabela 2: Composicio (g.L™") das solucdes de plasma sanguineo (PSG, pH 7,4) e urina (pH
6.0) sintéticas.

COMPONENTE PSG* URINA*
NaCl 8.036 3.0
NaHCO;3 0.352 -
KCl 0.225 2.0
KH,PO4 - 1.0
Na,HPO,.H,O 0.238 -
MgCl,.6H,0 0.311 -
CaCl,.2H,0 0.293 1.0
Na,SOy4 0.072 2.0
NH4Cl - 1.0
Uréia - 25

*Solugdo preparada em dgua destilada e pH ajustado com NaOH

4.7 Deteccao de antigenos de Mb nas amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina

Para avaliar o desempenho do sensor as amostras de plasma e urina foram
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contaminadas com antigenos de Mb nas concentragdes 0,001; 0,5 e 1 pg.mL". O preparo foi
realizado pela adi¢do de quantidades conhecidas de Mb nas amostras que foram inicialmente
diluidas em tampao HBS-EP, pH 7,4, na proporcdo 1:10 em volume. As amostras com
antigenos da Mb foram adicionadas no disco modificado com o sistema SAM MPA-
MUA/PAMAM GS5/EDC-NHS/Ac-Mb durante um intervalo de tempo de 30 minutos. Em
seguida, o disco sensor foi acoplado ao prisma e foram injetados 50 uL do anticorpo da Mb.
A resposta de interacdo foi monitorada durante 30 minutos, seguido da lavagem com tampao

HBS-EP, para remogdo das espécies fracamente ligadas.

4.8 Regeneracao da superficie sensora

A constru¢do do imunossensor através da técnica de SPR apresenta a
possibilidade de regeneracdo da superficie sensora apds vdrias etapas de intera¢do antigeno-
anticorpo. A regenera¢cdo do imunossensor pode contribuir para uma reducao significativa no
custo das andlises uma vez que possibilita a realizagdo de inimeras andlises no mesmo ponto
do sensor em um pequeno intervalo de tempo.

Para testar a capacidade de regeneracdo do imunossensor foi injetada sobre a
superficie solucdo de SDS 1.0% (DUTRA et al., 2007; WU et al., 2013) descrita como uma
solucdo com capacidade de promover a dissociacio de biomoléculas. Neste sentido, foi
realizada a adi¢do do anticorpo da Mb ao sistema SAM MPA-MUA/PAMAM G5/EDC-
NHS/Ac/Ag e a variacdo do angulo de SPR foi monitorada durante 5 minutos, seguido de
lavagem com tampao. Em seguida, foram adicionados 50 pL. de SDS 1%, composto capaz de
remover os anticorpos ligados aos antigenos imobilizados, € o sinal de SPR foi monitorado
durante 2 minutos. Por fim, foram adicionados 50 puL de tampdo para lavagem do sistema e

monitoramento do angulo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcio e caracterizacio das monocamadas auto-organizadas (SAMs) em

superficie de ouro

Para definir a composicao final da SAM a ser utilizada nesse estudo, inicialmente,
foram construidas sobre eletrodo de ouro, SAMs simples a partir de cada alcanotiol (11-MUA
e 3-MPA) individualmente e SAMs mistas de diferentes proporcdoes em volume dos
alcanotidis (1:3 e 3:1 de 3-MPA/11-MUA). Para cada monocamada foi realizada a
caracterizacdo através da voltametria ciclica (VC), espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) e dessor¢do redutiva (DR) por voltametria de pulso diferencial (VPD)

para determinagao da cobertura de superficie total (I') do eletrodo.
5.1.1 Caracteriza¢do das SAMs em superficie de ouro por Voltametria Ciclica (VC)

A técnica de voltametria ciclica (VC), que tem sido amplamente utilizada para
caracterizar a formacdo de SAMs em superficies metdlicas (FONSECA et al., 2011), permite
a avaliacdo da influéncia de um modificador de superficie sobre a reversibilidade (caréter
reversivel, irreversivel ou quase-reversivel). Nesse sentido, a avaliacdo de processos redox de
sondas eletroquimicas, como o hexacianoferrato de potdssio - K;[Fe(CN)¢] - representa uma
importante ferramenta eletroquimica para o monitoramento da modificacdo de superficies
metélicas com SAMs formadas a partir de moléculas com cadeias carbOnicas hidrofébicas
(CHIDSEY e LOIACONO, 1990).

A figura 14 mostra os voltamogramas obtidos para o eletrodo de ouro ndo
modificado e para o eletrodo modificado com SAMs simples de 3-MPA e 11-MUA e SAMs
mistas de 3-MPA/11-MUA nas propor¢des 1:3 e 3:1 dos respectivos tidis. Todos os
voltamogramas para o eletrodo modificado frente aos processos redox de solu¢do 5 mmol L'
da sonda de K;3[Fe(CN)g] em KCI 0,1 mol L' foram obtidos apos um tempo de adsorcdo de 24
horas. A curva 1 refere-se ao comportamento redox da sonda sobre o eletrodo nao
modificado. Conforme pode ser observado, ha um par redox com potenciais de pico em 0,29
V vs. Ag/AgCl e 0,17 V vs. Ag/AgCl referentes a oxidagdo e reducdo da sonda redox,
respectivamente. Ou seja, a sonda apresenta um comportamento tipico de sistemas reversiveis

com dois picos bem definidos.
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Figura 14: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo ndo modificado (curva 1) e
eletrodo modificado com as SAMs simples e mistas formadas com os tidis: 3-MPA (curva 2),
11-MUA (curva 5), 3-MPA/11-MUA 3:1 (curva 3), 3-MPA/11-MUA 1:3 (curva 4). Os
voltamogramas foram obtidos em 5,0 mmol L' de ferricianeto em 0,1 mol L' de KCl, v
50mVs" e AE de -0.1 2 0.5 V vs. Ag/AgCl.
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Observando a curva 5 na figura 14, verifica-se que a SAM formada pelo 11-
MUA, de cadeia longa, apresenta passivagdo da superficie eletrédica com total isencdo da
ocorréncia de processos faradaicos no sistema Provavelmente, isto se explica pelo fato de que
SAMs formadas por alcanotidis de cadeias mais longas contendo dez ou mais dtomos de
carbono, como o 11-MUA, dificultam a oxidacdo e reducao de espécies eletroativas, o que
resulta em grande reducdo das correntes faradaicas provenientes da sonda redox (FUJIHIRA
et al., 2007).

Ao contrdrio do que se observa na curva 5, percebe-se no voltamograma
representado pela curva 2 que a SAM formada pelo 3-MPA nao bloqueia os processos de
oxidagdo e reducdo da sonda eletroquimica sobre o eletrodo de ouro, pois permite a
transferéncia eletronica entre K;[Fe(CN)g] e o metal. Nesse caso, a curva apresenta um perfil
quase reversivel com queda da corrente de pico do par redox.

O perfil voltamétrico da curva 4 representa o comportamento da sonda frente ao
eletrodo modificado com a SAM mista 3-MPA/11-MUA (1:3), mostrando uma menor
inibicdo da eletroatividade da sonda quando comparado com a curva 5 que representa a SAM

do alcanotiol 11-MUA. Adicionalmente, a curva 3 que corresponde a SAM mista 3-MPA/11-
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MUA (3:1), apresenta perfil intermedidrio entre as curvas 2 e 4, mostrando menor
transferéncia eletronica entre a sonda e o substrato quando comparado ao eletrodo modificado
com 3-MPA (curva 2 ) e menor passivagdo da sonda redox quando comparado ao eletrodo
modificado com a SAM mista 3-MPA/11-MUA (1:3). Tal comportamento justifica-se pelo
fato de a SAM mista de propor¢do 3:1 apresentar maior quantidade do tiol de cadeia curta 3-
MPA.

Para corroborar as informagdes obtidas por VC e avaliar a resisténcia a
transferéncia eletronica das SAMs formadas foram também realizados estudos de
caracterizacdo dos sistemas por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE),

detalhados a seguir.

5.1.2 Caracterizagdo das SAMs em superficie de ouro por Espectroscopia de Impedancia

Eletroquimica (EIE)

Para avaliar a integridade estrutural das SAMs e determinar a resisténcia a
transferéncia de carga entre as superficies modificadas e a sonda redox, foi utilizada a técnica
de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS). Essa técnica envolve a aplicacdo de
uma perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema sob investigacdo. A perturbacido do
sistema € feita mediante a aplicagcdo de um potencial continuo sobre a qual é imposta uma
variacdo senoidal de potencial com pequena amplitude, o que permite a avaliacdo de
fendmenos eletroquimicos préximos ao estado de equilibrio (DAMOS et al., 2004).

Uma das formas de representar os dados de EIE € através do Diagrama de Nyquist
(graficos de Z’ vs Z””), uma poderosa ferramenta na mensuracao da resisténcia a transferéncia
eletronica (Rte) em reacdes eletroquimicas evolvendo espécies eletroativas e superficies de
eletrodos (YANG, et al., 2004). De forma geral, nesses espectros existem uma regiao de
semicirculo e uma regido linear. Enquanto a regido linear estd relacionada ao processo
difusional, o semicirculo corresponde ao processo de transferéncia eletronica, de modo que o
diametro deste corresponde a magnitude da resisténcia a transferéncia eletronica na superficie
do eletrodo.

A figura 15 representa os diagramas de Nyquist obtidos das medidas de EIE

realizadas em eletrodo de ouro ndo modificado e modificado com as SAMs simples e mistas.
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Figura 15: Diagrama de Nyquist (grafico Z’ vs. Z”) para as medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica realizadas para caracterizacdo das SAMs. A sonda redox utilizada
foi hexacianoferrato de potassio 5,0 mmol L' em KClI 0,1 mol LA amplitude foi 10 mV e a
faixa de frequéncia de 0,1 a 105 Hz. Todas as medidas foram obtidas em potencial aplicado.
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Conforme pode ser observado nas andlises dos resultados obtidos pela EIE na
figura 15, a curva que representa a sonda sobre o eletrodo ndo modificado mostra uma regido
de semicirculo muito pequena, uma vez que apresenta baixissima resisténcia a transferéncia
eletronica (Rte = 0.64 k). Por outro lado, a curva que representa o eletrodo modificado com
o alcanotiol de cadeia longa (11-MUA) apresentou um didmetro do semicirculo
consideravelmente maior resultando em um alto valor de Rte correspondente a 150 kQ., A
resisténcia a transferéncia eletronica para o eletrodo modificado com 3-MPA foi bem inferior
a do eletrodo modificado com 11-MUA e superior aquela observada para o eletrodo nao
modificado (Rte = 1.06 kQ).

Os resultados obtidos para as SAMs mistas compostas pelos dois tiéis 3-MPA/11-
MUA mostram diferentes valores de Rte. Para o eletrodo modificado com a propor¢do 1:3 o
valor de Rte apresentado é menor que a do eletrodo modificado com 11-MUA, porém € maior
que todas as outras modificagdes e, consequentemente maior que a Rte do eletrodo nao
modificado (Rte = 5.55 kQ). J& a SAM mista de propor¢ao 3:1 apresentou uma Rte
intermedidria, maior que os valores das curvas 2 e 3, e menor que os valores das curvas 1 e 5

(Rte = 3.80 kQ). Diante do exposto, os sistemas estudados apresentam os valores de Rte com
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aumento na seguinte ordem: eletrodo ndo modificado < eletrodo modificado com 3-MPA <
SAM mista 3-MPA/11-MUA (3:1) < SAM mista 3-MPA/11-MUA (1:3) < 11-MUA.

Uma vez que o parametro Rte ¢ uma medida da capacidade de bloqueio dos filmes
em monocamadas em relacdo a reacdo de transferéncia de carga, quanto mais alto o valor de
Rte maior o comportamento de bloqueio das SAMs (BRADBURY et al., 2008; LU et al.,
2008). Logo, pode-se dizer que os dados de EIE confirmam a tendéncia ja observada nos
resultados obtidos por VC para cada SAM formada. Para avaliar as diferencas no
recobrimento de superficie do eletrodo, foram realizados estudos de dessor¢do eletroquimica
através da Voltametria de Pulso Diferencial para as diferentes SAMs. Os resultados estdo

descritos a seguir.

5.1.3 Caracterizacdo das SAMs em superficie de ouro por dessor¢ao redutiva (DR)

Os alcanotitis podem ser eletroquimicamente dessorvidos da superficie do ouro e
de outros metais quando sdo aplicados potenciais suficientemente negativos. Essa dessor¢ao
ocorre favoravelmente em meio alcalino (pH >11), e pode ser desenvolvida mediante a
oxidagcdo ou reducdo dos tidis. No processo de dessorcao oxidativa, ocorre perda de trés
elétrons enquanto na dessorc¢ao redutiva hd o ganho de um elétron (WALCZAK et al., 1991).
Sendo assim, a corrente de pico catédica (Ic), observada em aproximadamente -1,0 V, no
voltamograma de pulso diferencial, indica a redug¢do do tiol via um elétron. A carga, Q,
envolvida nos processos faradaicos, obtida por integracdo da corrente elétrica, permitindo a

estimativa do valor de recobrimento superficial (I') através da equacao 3:

_ o
r= nFA 3)

Onde n é o nimero de elétrons envolvidos na reacdo, F € a constante de Faraday
(96.485,40 C mol') e A é a drea geométrica do eletrodo.

Assim, para investigar o grau de cobertura das SAMs formadas em relacdo a
cobertura de superficie, foram realizadas medidas de reducdo dessortiva através da técnica
voltametria de pulso diferencial (VPD). A curva que se refere ao eletrodo ndo modificado é
consistente com a auséncia de processos dessortivos. J4 os demais voltamogramas exibiram
picos tipicos a dessorc¢do redutiva dos tidis na superficie de ouro, conforme observado na

figura 16.
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Figura 16: Medidas de DR feitas através da técnica de VPD realizada em eletrodo ndo
modificado e modificado com as SAMs simples e mistas apos tempo de interacdo de 24 horas.
Todos os voltamogramas foram obtidos em solucdo aquosa contendo 0,1 mol L' de KOH, v
de 25 mV s'l, 50 mV de amplitude de pulso e AE de -0,2 a -1,3V vs Ag/AgCl.
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Os resultados obtidos mostram a presenca de picos duplos no processo dessortivo
de algumas SAMs. A presenca de dois picos de dessor¢cio € motivo de especulacdes e
controvérsias, porque, a principio, os dois picos ndo podem ser simplesmente atribuidos a um
fendmeno realizado via um elétron como € considerada a dessor¢cdo redutiva. Contudo, a
origem de um segundo pico € ora atribuida aos diferentes dominios cristalinos na superficie
do ouro (WALCZAK et al.,, 1991, WEEISHAAR et al.,, 1992), ora a um rearranjo de
aglomerados de ti6is formados devido a uma inducdo de campo durante a dessor¢dao destas
espécies (YANG et al., 2001, VERICAT et al., 2010).

Na tabela 3 estdo relacionados os valores de I', determinados para cada SAM,

simples e mista, formadas pelos tiéis 11-MUA (1,0 mmol.L’l) e 3-MPA (1,0 mmol.L’l).



62

Tabela 3: Valores da quantidade de carga (Q) associada com a redu¢do de espécies na
superficie e cobertura de superficie (I') encontrados para eletrodo de ouro modificado por
SAMs simples e mistas formadas por 3-MPA (1,0 mmol L'l) e 11-MUA (1,0 mmol L'l), apos
tempo de interacdo de 24 horas.

SAM 0/c (x107) I /mol cm™
3-MPA 3,8 535x 10"

11-MUA 7,9 11,58 x 10 ™
MPA/MUA 1:3 6,4 9,38 x 107"
MPA/MUA 3:1 8,1 11,88 x 10™

A tabela 3 deixa evidente que a cobertura de superficie depende da natureza das
SAMs. Conforme observado, a monocamada mista MPA/MUA 3:1 apresentou uma cobertura
de superficie um pouco superior as demais monocamadas auto-organizadas, o que deve torna-
las diferentemente hdbeis na imobilizacao de anticorpos de mioglobina.

Assim, apos as caracterizacoes eletroquimicas das SAMs formadas a partir de
alcanotiois, foram realizadas medidas para verificar a capacidade de imobilizacdo de
anticorpos da mioglobina pelas mesmas, utilizando-se a técnica da Ressonincia de Pldsmons

de Superficie (SPR), como descrito a seguir nas etapas de construcdo da plataforma sensora.
5.2 Etapas de construcio do imunossensor
5.2.1 Imobiliza¢ao de Anticorpos de Mb sobre o disco de ouro

Para verificar a capacidade de imobilizacao de anticorpos da mioglobina em cada
uma das SAMs, foram realizadas medidas por ressonancia de pldsmons de superficie. A figura

17 mostra os sensogramas e o grafico de barras inserido, referentes a imobilizagdo de

anticorpos de Mb.
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Figura 17: Sensogramas e grafico com valores médios de deslocamento de dngulo de SPR
referentes a imobilizagdo de antigenos da Mb (50 p g.mL’l).
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De acordo com os resultados observados nos sensogramas e grafico inseridos na
figura 17, percebe-se que a maior variacdo do dngulo de SPR foi alcancada na imobilizagdo
do anticorpo da Mb no disco modificado com a SAM mista 3-MPA/11-MUA na propor¢ao
3:1. Esse resultado € consistente com a literatura, que descreve que organizados moleculares
mistos de cadeias curtas e longas apresentam maior exposi¢cdo dos sitios ativos e menor efeito
de impedimento estérico. Tais caracteristicas possibilitam uma melhor imobilizacdo de
diferentes biomoléculas, tais como DNA, enzimas, antigenos ou anticorpos, na superficie dos
grupamentos terminais (PATEL et al., 1998; LEE et al., 2015).

Desse modo, optou-se por utilizar a SAM mista MPA/MUA 3:1 como plataforma

para imobilizar as moléculas de mioglobina.

5.2.2 Imobiliza¢ao de Anticorpos de Mb sobre o disco de ouro com a SAM mista 3-MPA/11-
MUA (3:1)

Ap6s a escolha da SAM a ser utilizada para modificacdo dos discos de SPR,
foram realizados estudos da interacio da SAM mista de 3-MPA/11-MUA (3:1) ativada com
EDC/NHS frente a solucdes de diferentes concentragdes do anticorpo de Mb. Os respectivos

sensogramas obtidos estdo representados na figura 18.
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Figura 18: Sensogramas referentes a associacdo do anticorpo da Mb a partir de solucoes de
diferentes concentragdes: 0,5 pg mL" (curva 1); 2,5 ug mL" (curva 2), 5 ug mL™" (curva 3),
10 ug mL’ (curva 4); 25 ug mL"! (curva 5); 37.5 ug mL™’ (curva6)e 50 ug mL™’ (curva 7). O
deslocamento do angulo de SPR (ABspr) foi monitorado durante 30 minutos.
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Conforme observado, o aumento das concentra¢des do anticorpo (curvas de 1 a 7)
resultou no aumento relativo do angulo de SPR devido ao aumento da concentracdo de
superficie de anticorpos de mioglobina, mostrando assim, a eficiéncia da SAM confeccionada
para imobilizar os anticorpos da Mb. Contudo, com o propdsito de reduzir os custos na
producio do imunosensor, a concentracio de 25 pg.mL™ do anticorpo foi empregada para a

construcdo dos imunossensores usados nos estudos subsequentes

5.2.3 Deteccao direta do antigeno de Mb através do imunossensor em discos modificados com
a SAM mista 3-MPA/11-MUA (3:1)

A figura 19 mostra os sensogramas obtidos pela detec¢do direta de diferentes

concentragdes de antigenos de mioglobina.
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Figura 19: Sensogramas referentes a associacdo do antigeno da Mb a partir de solucdes de
diferentes concentraces (100; 250 ; 500; 750 e 1000 pg.mL™).
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Observa-se nos sensogramas da figura 19 um deslocamento no angulo de SPR
para valores mais positivos em consequéncia da interacdo Ac/Ag da Mb. Porém, o aumento
nos valores de ABgspr foram pequenos mesmo para elevadas concentragdes de mioglobina, o
que pode ser atribuido ao pequeno tamanho e baixo peso (17,8 kDa) da mesma.

No intuito de amplificar o sinal de SPR, foi proposto um sistema utilizando o
dendrimero PAMAM G5, utilizado na modificacdo dos discos de ouro, juntamente com

aSAM MPA/MUA (3:1). Os resultados obtidos estao descritos a seguir.

5.2.4 Imobilizacao de anticorpos de Mb sobre o disco de ouro com a SAM mista 3-MPA/11-
MUA (3:1) e o PAMAM G5

A ligacdo entre moléculas utilizando um sistema com dendrimeros apresenta
grande eficiéncia pela grande capacidade de imobiliza¢do e estabilidade associadas a essas
moléculas (BENTERS et al., 2001). Assim, optou-se pelo uso do PAMAM G5 para aumentar
o numero da populacio de anticorpos imobilizados sobre a superficie do disco sensor de foma
a garantir maior interagdo Ac/Ag da mioglobina. Os resultados obtidos da imobilizagdo dos

anticorpos estdo na figura 20.
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Figura 20: Sensogramas referentes a associacdo do anticorpo da Mb sobre os discos
modificados com SAM MPA/MUA e PAMAM G5, a partir de solucOes de diferentes
concentragdes (3,5; 12,5; 25; 37,5 e 50 ug mL'l). O deslocamento do angulo de SPR (AOspr)
foi monitorado durante 30 minutos.
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Na figura 20 sdo apresentados os sensogramas referentes a interacdo da
plataforma PAMAM G5/SAM MPA-MUA/Au com solugdes de anticorpos de mioglobina de
diferentes concentracdes. Observa-se um aumento do dngulo de SPR com o aumento nas
concentragdes do anticorpo de Mb ((1) 3,5; (2) 12,5; (3) 25; (4) 37,5e (5) 50 ug mL’ ). Esse
aumento se deve ao aumento do nimero de moléculas acopladas a superficie ativada,
mostrando assim, a eficiéncia do sistema PAMAM G5/SAM MPA-MUA/Au para imobilizar
os anticorpos da mioglobina.

Com o propdsito de reduzir custos, foi escolhida a concentragdo de 25 ],tg.mL'1 do

anticorpo para a construcao do imunossensor e aplicagdo da mesma nos estudos subsequentes.

5.2.5 Deteccdo do antigeno de Mb através do Ensaio Sanduiche em discos modificados com a

SAM mista 3-MPA/11-MUA (3:1) e PAMAM G5

A figura 21 mostra os sensogramas correspondentes as diferentes concentragcdes
de antigeno da mioglobina, que foram adicionadas aos discos modificados com a plataforma

Ac-Mb/PAMAM G5/SAM MPA/MUA. Como se observa, hd uma notavel amplificacdo do
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sinal de SPR. Possivelmente, este aumento na resposta do sinal ocorreu devido a estrutura
tridimensional do dendrimero, o que proporcionou uma drea acessivel maior para a interacao
entre os anticorpos e antigenos da mioglobina. Além disso, em condi¢des experimentais
selecionadas, o ensaio em sanduiche confere naturalmente ao sistema amplificacdo do sinal

quando comparado a imunorreacao direta (LIU, X, et al., 2004).

Figura 21: Sensogramas referentes ao imunoensaio em sanduiche, mostrando a intera¢do do
sistema Ac/Ag/Ac com diferentes concentracdes de Ag (0,001; 0,5; 0,8; 1 e 500 pg.mL™). O
deslocamento do angulo de SPR (ABspr) foi monitorado durante 30 minutos.
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A figura (A) inserida a figura 21 deixa evidente que o dngulo de ressonancia de
pldsmons de superficie varia com a concentracdo de antigeno de mioglobina de forma
crescente no tempo de 10 minutos. Contudo, a relacao entre ABspg € a concentracdo de Ag-Mb
apresentou um desvio acentuado da linearidade para concentracdes de Ag-Mb superiores a 1
ug mL', o que ocorre, provavelmente, devido 2 saturacio da superficie sensora. A figura
inserida (B) deixa evidente que o sistema apresentou uma correlacdo linear entre a
concentragdo de Ag-Mb e ABgpr no intervalo de concentragdes compreendido entre 0,001-1

u g.mL'].
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A correlacdo entre angulo SPR e concentragdo de Ag-Mb na faixa 0,001-1
u g.mL'1 é representada matematicamente pela equagdo AOspr / m° = 157,1 (£ 6,6) +449,7 (+
9,7) [Antigenos de mioglobina / pg.mL '] cujo coeficiente de correlagdo R* foi 0,996. O limite
de deteccdo para a Ag-Mg, determinado como sendo a concentra¢do correspondente a uma

razdo sinal/ruido igual a 3 (figura 22), foi de 0,00067 pg.mL™",

Figura 22: Sensograma referente ao imunoensaio em sanduiche para a concentragdo de
0,00lpg.mL" de antigeno de mioglobina. Figura inserida: Ampliacdo da linha de base
referente a regido de leitura do tampao de trabalho (HBS-EP).
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5.2.6 Aplicacdo do sensor em amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina

Com o propésito de avaliar o desempenho do imunossensor proposto para a
determinacdo de antigenos de mioglobina foram conduzidos testes de adi¢do e recuperacao
em amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina. Neste sentido, as amostras de plasma e
urina artificiais foram fortificadas com trés diferentes niveis de antigenos de mioglobina
(0,001 pg mL"; 0,5 ug.mL’l elp g.mL’l, respectivamente). As concentracdes antes € apos a

adicdo de antigenos de mioglobina nas amostras sdo apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4: Valores adicionados, encontrados e recuperados de Ag-Mb em amostras de plasma
e urina artificiais.

Amostra Adicionado / pg.mL”  Encontrado / pg.mL" Recuperacio / %
0 0 -
Plasma artificial 0,001 0,00095 95
0,5 0,48 96
0 0 -
Urina artificial 0,001 0,00106 106
0,5 0,468 94

5.2.7 Regeneracdo da superficie sensora

De acordo com o sensograma representado na figura 23, SDS 1% atua como
agente de regeneracdo de forma a regenerar a capacidade de detec¢do do sensor. Pode-se
também observar que a linha de base do sistema foi recuperada apds a adicdo do agente de
regeneracdo e subsequente lavagem da superficie, o que indica que o surfactante anidnico
SDS esteja atuando desfazendo as ligagdes antigeno-anticorpo de forma a remover os
anticorpos de deteccdo e preservando a imunorreatividade do sistema SAM MPA-

MUA/PAMAM GS5/EDC-NHS/Ac-Mb para subsequentes andlises.

Figura 23: Sensograma referente ao ensaio de regeneracdo da superficie do imunosensor
empregando-se SDS 1.0%.
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7 CONCLUSAO

Considerando o conjunto dos dados obtidos nos diferentes experimentos
conduzidos ao longo do presente estudo € possivel concluir que:

a) Neste trabalho foi desenvolvido com sucesso um imunossensor fundamentado
em Ressonancia de Plasmons de Superficie para detec¢do de antigenos da
mioglobina através da imobilizacdo covalente do anticorpo da Mb incubado em
dendrimero PAMAM G5 sobre monocamadas auto-organizadas mistas de 3-
MPA/11-MUA em superficie de ouro, capaz de detectar de forma rdpida e
sensivel essa pequena proteina.

b) A amplificagdo do sinal de SPR pela plataforma PAMAM G5/SAM MPA-
MUA/Au ativada com EDC/NHS indica que a estrutura tridimensional do
dendrimero PAMAM G5 permite uma maior imobilizacdo dos anticorpos da
Mb.

¢) O imunoensaio em sanduiche amplificou o sinal de interagdo antigeno-
anticorpo da Mb, mostrando que os resultados com esse tipo de ensaio
apresentou vantagens potencialmente significativas na sensibilidade do
imunossensor baseado em SPR.

Portanto, pode-se dizer que o imunossensor fundamentado em ressonancia de
pldsmons de superficie para detec¢do de antigenos da mioglobina através do ensaio em
sanduiche sobre a plataforma PAMAM G5/SAM MPA-MUA/Au ativada com EDC/NHS,
mostrou ser uma poderosa ferramenta, uma vez que permitiu anédlise em tempo real e detec¢ao
de baixas concentragdes dessa proteina (0,00067 u g.mL'l). Dessa forma, o sistema proposto

apresenta grande potencial alternativo para diagndstico precoce, simples e rapido do IAM.
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