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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOENSAIOS ELETROQUIMICOS PARA
DETERMINACAO DE BIOMARCADORES APLICADOS NO DIAGNOSTICO DE
DOENCAS EM CULTIVARES. A citricultura é uma das principais atividades
agricolas, sendo o Brasil o maior produtor de citros do mundo. Considerando a
relevancia desta cultura e seu constante crescimento, algumas doengas podem afetar
significativamente a produtividade mundial. As doencas Tristeza dos citros e cancro
citrico, causadas pelo Citrus tristeza virus (CTV) e Xanthomonas citri subsp. citri
(Xcc), respectivamente, sdo intensivamente monitoradas, uma vez que a erradicacdo
das plantas é a principal forma de controle. Deste modo, € de extremo interesse o
desenvolvimento de procedimentos analiticos simples, rapidos, especificos e de baixo
custo para deteccdo desses fitopatdgenos em estdgios iniciais. Nesse sentido, esse
trabalho prop6s o desenvolvimento de imunoensaios eletroquimicos para determinacéo
da proteina do capsideo do CTV (CP-CTV) e trealase (TREA) para o diagnéstico da
Tristeza dos citros e cancro citrico, respectivamente. Esses imunoensaios do tipo
sanduiche utilizaram eletrodos serigrafados e particulas magnéticas com elementos de
biorreconhecimento imobilizados em sua superficie, que auxiliaram na captura,
separacdo e pré-concentracdo do analito. A primeira abordagem foi o desenvolvimento
de um dispositivo descartavel microfluidico para detectar a proteina CP-CTV, baseado
na reacdo redox da hidroquinona/H>0., devido & presenca da enzima peroxidase
(HRP). O procedimento apresentou boa linearidade (r?=0.98), com faixa linear de
trabalno de 2,0fgmL? a 10,0pgmL? e limite de deteccdo de 0,3 fgmL™.
Na segunda abordagem, foi explorada a TREA como um potencial biomarcador
proteico para deteccdo do cancro citrico, por meio de um imunoensaio enzimatico e
outro ndo-enzimatico. Assim, o sistema enzimatico utilizou a HRP como marcador
eletroquimico, enquanto o imunoensaio ndo-enzimatico usou nanoparticulas de ouro
para essa mesma funcdo. Comparativamente, os dois procedimentos apresentaram
bons resultados, nos quais foram obtidas o6timas linearidades para as faixas de
concentracdo de 25,0 fg mL a 10,0 pg mL e 1,0 - 62,5 pg mL™! para o imunoensaio
enzimatico e ndo-enzimatico, respectivamente. Além disso, os limites de deteccdo para
os dois sistemas desenvolvidos foram similares, com valores de 19,0 e 16,0 fg mL™.
A terceira abordagem envolveu um imunossensor para determinacdo multiplexada das
proteinas CP-CTV e TREA usando um dispositivo microfluidico. Nesta estratégia de
deteccdo multiplexada, o uso da enzima fosfatase alcalina como marcador
eletroquimico promoveu boa versatilidade ao procedimento em relagdo aos
imunoensaios usuais. Os intervalos lineares das curvas de calibracdo para CP-CTV e
TREA foram de 0,3 a 5,1 pgmL~* e 0,8 a 12,5 pg mL™, com limites de deteccdo de
0,1pgmL~=* e 0,6 pgmL™, respectivamente. Finalmente, a primeira e a segunda
abordagem foram aplicadas em amostras de plantas sadias e infectadas, seguida pela
comparagdo com o procedimento ELISA, nédo havendo diferenca significativa entre os
métodos ao nivel de 95% de confianca, o que demonstrou a aplicabilidade das
estratégias. Além disso, todos os dispositivos desenvolvidos apresentaram boa
precisdo, alta sensibilidade e baixo custo, sendo alternativas viaveis para deteccéo
precoce dessas doengas.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMMUNOASSAYS FOR THE
DETERMINATION OF BIOMARKERS APPLIED IN THE DIAGNOSIS OF
DISEASES IN CULTIVARS. Citrus production is one of the world’s main
agricultural activities, and Brazil is its largest producer. Considering the importance of
this culture and its constant growth, some diseases may significantly affect world
productivity. The Tristeza disease and the citrus canker, caused by the Citrus tristeza
virus (CTV) and Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), respectively, are intensively
monitored, since plant eradication is the main form of control. Thus, it is of the
extreme interest to develop simple, fast, specific and low-cost analytical procedures
for detecting these phytopathogens in the early stages. In this sense, this work
proposed the development of electrochemical immunoassays for the determination of
CTV capsid protein (CP-CTV) and trehalase (TREA) for the diagnosis of Tristeza
disease and citrus canker, respectively. These sandwich-type immunoassays used
screen-printed carbon electrodes and magnetic particles with biorecognition elements
immobilized on their surface, which allowed the capture, separation, and pre-
concentration of the analyte. The first approach was the development of a disposable
microfluidic device to detect the CP-CTV protein, based on the redox reaction of
hydroquinone/H;0,, that was enzymatically generated from the HRP label.
The procedure presented a good linearity (r? = 0.98), with a linear working range of
2.0fgmL? to 10.0 pg mL™?, and a detection limit of 0.3 fgmL™. In the second
approach, trehalase (TREA) was explored as a potential biomarker for the detection of
citrus canker, employing an enzymatic and another non-enzymatic immunoassay.
Thus, the enzymatic system used HRP as an electrochemical label, while the non-
enzymatic immunoassay used gold nanoparticles for this same function.
Comparatively, the two procedures presented good results, in which excellent
linearities were obtained for the concentration ranges of 25.0 fg mL~ to 10.0 pg mL™*
and 1.0-625pgmL? for the enzymatic and non-enzymatic immunoassay,
respectively. Besides, the detection limits for the two systems developed were similar,
with values of 19.0 and 16.0 fg mL™. The third approach involved an immunosensor
for multiplexed determination of CP-CTV and TREA proteins using a microfluidic
device. In this multiplexed detection strategy, the use of the alkaline phosphatase
enzyme as a label promoted good versatility and selectivity to the procedure when
compared to the usual immunoassays. The linear intervals of the calibration curves for
CP-CTV and TREA were 0.3 to 5.1 pg mL* and 0.8 to 12.5 pg mL, with detection
limits of 0.1 and 0.6 pg mL™, respectively. Finally, the first and second approaches
were applied to samples of healthy and infected plants, followed by comparison with
the ELISA-based procedure, with no significant difference between the methods at the
95% confidence level, which demonstrated the applicability of the strategies.
Besides, all devices developed showed good accuracy, high sensitivity, and low cost,
hence being viable alternatives for the early detection of these diseases.
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INTRODUCAO

Capitulo 1



1- INTRODUCAO

1.1- CITROS: PRODUCAO, IMPORTANCIA NACIONAL E
DESAFIOS

A producdo de citros é uma das principais atividades agricolas do
mundo. De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA, do inglés United States Department of Agriculture), o Brasil, a China, a
Unido Europeia e os Estados Unidos possuem mais de 70% do mercado mundial
de citros, com destaque para o Brasil que € o maior produtor desde o inicio da
década de noventa®. Dentre as regides brasileiras que cultivam plantas citricas, 0
cinturdo citricola de S&o Paulo e o Triangulo/Sudoeste Mineiro possuem uma
cadeia produtiva fortemente estabelecida. Segundo o Fundo de Defesa da
Citricultura (Fundecitrus), a area plantada com laranjas para essas duas regides
chega a 408.825 hectares, e a estimativa para a safra de laranja 2019/2020 é de
388 milhdes de caixas (40,8 kg/caixa), o que corresponde a um aumento na
producdo de cerca de 20% em relagdo a média dos Ultimos dez anos?®.
Economicamente, esse setor movimenta mais de US$ 14,5 bilhdes, gerando
cerca de US$ 6,5 bilhGes de produto interno bruto e 200 mil empregos diretos e
indiretos®.

Apesar do crescimento continuo dessa atividade, desafios
significativos estdo associados a preservacdo e manutencdo saudavel da
producdo de citros. Entre os varios outros desafios a serem enfrentados, certas
doencas possuem alto potencial de danos, o que é considerado um problema
global para o mercado desse tipo de cultura®®. Nesse contexto, as doencas
Tristeza dos citros e o cancro citrico se destacam por serem altamente
destrutivas e capazes de infectar praticamente todas as especies citricolas.

Além disso, ambas as doencas possuem a erradicacdo da cultura como a



principal forma de controle, indicando a relevancia no diagnostico precoce de

tais doengas.

1.1.1 - Tristeza dos citros

Um dos importantes patdgenos que afetam a cultura citrica € o
Citrus tristeza virus (CTV), responsavel pela doenca Tristeza dos citros®’. Esse
virus infecta praticamente todas as espécies citricas de importancia econdmica,
reduzindo significativamente a produtividade, a qualidade e a comercializacédo
dos frutos. Possivelmente originada da Asia, estima-se que a doenca Tristeza
tenha devastado milhdes de arvores citricas em todo o mundo, principalmente
em culturas que utilizam mudas com porta-enxertos de laranja-azeda (espécie
mais suscetivel a doenca). No Brasil e na Argentina, foi registrada a morte ou
improdutividade de cerca de 30 milhdes de arvores, e de modo geral, as perdas
econdmicas relacionadas a essa doenca alcangcam valores proximos de
US$ 5 milhdes por 5.500 hectares por ano®. Atualmente, a tristeza dos citros,
que € uma doenca endémica, se encontra difundida em muitas regides do pais.

O CTV, pertencente a familia do Closteroviridae e do género dos
closterovirus, é considerado o maior virus de plantas e sua estrutura esta
representada na figura 1.1 A. Em geral, ele pode ser transmitido (i) mediante
mudas, borbulhas ou partes de plantas infectadas, (ii) por plantas parasitas, ou
ainda (iii) pelos vetores Toxoptera citricida, Aphis gossypii, Aphis spiraecola,
Toxoptera aurantii, entre outros®®° A depender do vetor, podem existir
variages na capacidade de transmissibilidade das estirpes, ocasionando uma
recombinacdo genética, e consequentemente, causando uma alteracdo na
populacdo do virus. Com isso, as plantas infectadas por CTV podem exibir
sintomas que variam de leve a grave, dependendo da combinagdo copa/porta-
enxerto, capacidade de multiplicacdo do virus, severidade do isolado e também

das condic0es climaticas® 1112,
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FIGURA 1.1 - A) Esquema representativo da organizacdo do genoma viral
Citrus tristeza virus'?. B) Principais sintomas de plantas infectadas pelo CTV
em diferentes combinacdes de copa/porta-enxerto: declinio (esquerda),

amarelecimento (meio) e caneluras (direita)®®.

Os principais sintomas da doenca Tristeza dos citros sdo declinio
(lento ou rapido), nanismo da planta, amarelecimento geral (seedling yellows),
caneluras (stem pitting) ou até mesmo pode evoluir de forma assintomatica
(figura 1.1 B). O declinio ocorre principalmente em espécies mais sensiveis, na
qual ha uma incompatibilidade entre copa e porta-enxerto, reduzindo o fluxo de
carboidratos para planta, e consequentemente, ndo ocorre absor¢do de agua e
nutrientes do solo, ocasionando necrose dos tubos crivados, podridao das raizes,
perda de folhas e frutos e eventual morte da planta. O sintoma de
amarelecimento estd associado aos isolados severos do CTV, apresentando

folhas amarelas ou mesmo brancas, folhas retorcidas e nanismo. Ja o sintoma de



canelura afeta o crescimento radial do caule, diminuindo o rendimento devido as

depressdes formadas no lenho”112,

1.1.2 - Cancro citrico

O Cancro citrico também é uma doenca endémica e, apesar de
relatos de incidéncia no Brasil desde 1957, o aumento da disseminacdo dessa
doenca ocorreu a partir do ano de 2009, com a alteracdo na legislacdo do
controle de cancro citrico no estado de S&o Paulo, que promoveu menor rigor
nas inspecodes oficiais e na erradicacdo de plantas infectadas. Com esta alteragéo,
a doenca apresentou um acelerado crescimento de 893% entre 2009 e 2012, com
o indice de 5% dos talhdes contaminados®®**°. Atualmente, com a adocédo da
resolucdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento n°. 10 de 20/02/2017
(Resolucdo SAA 10), que permite a manutencdo de plantas sintomaticas nos
pomares, a incidéncia de cancro cresceu 28% entre 2018 e 2019 e esta presente
em 29,3 milhdes (15,01%) de arvores do cinturdo citricola de Sdo Paulo e
Triangulo/Sudoeste Mineiro®!’. Assim, a rapida disseminagdo nos Gltimos anos
e 0S prejuizos econdmicos gerados fazem com que esta doenca também seja
considerada um dos principais problemas fitossanitarios no setor citricola!®®,

O patégeno bacteriano Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) é o
principal causador dessa doenca. Pertencente ao género das Xanthomonas, grupo
bastante importante agricola e economicamente, essa bactéria € gram-negativa,
anaerébica, com formato baciliforme e com um flagelo polar’18,
Apesar de existir varias formas menores da doenca, a Xcc provoca danos a
maioria das espécies de citros e € conhecida por apresentar a forma mais severa
da doenca, a cancrose A.

O cancro citrico pode ser facilmente disseminado por acbes do
homem ou da prépria natureza, no entanto devido a fragilidade da Xcc ao ser

exposta a luz solar, a presenca da bactéria em plantagdes ndo garante a



ocorréncia da doenca'®!*, A infeccdo da planta acontece quando essa espécie
patogénica penetra os tecidos vegetais por meio de aberturas naturais ou
mecanicas, tais como ferimentos ocasionados por atrito com insetos, maquinas,
grdos de areia ou partes da prépria planta®?®. Os sintomas sdo bastante
caracteristicos e faceis de identificar, e podem ser encontrados em folhas, frutos,
caules e ramos. Inicialmente, a doenca provoca lesdes circulares levemente
salientes, e em seguida, essas lesOes tornam-se corticosas, eruptivas, de
coloragdo parda e circundadas por um halo amarelo (figura 1.2)!1°, Em estagio
mais avancgados, ocorre a ruptura da casca nos frutos, ocasionando a depreciagédo
do produto. Além disso, sintomas mais graves incluem a desfolha de plantas,

queda prematura dos frutos e morte severa de arvores!®1>18.19,

2 e

FIGURA 1.2 - Lesdes caracteristicas do cancro citrico em folha, ramo e frutos

infectados por Xcc, da esquerda para a direital®.

1.2 - CONTROLE E METODOS DE DETECCAO

Tanto a Tristeza dos citros como 0 cancro citrico ndo possuem
tratamento, e dessa forma, estratégias para controlar e prevenir a infeccdo de
novas arvores sdo imprescindiveis. Para a Tristeza dos citros, o controle da
doenca aumentou nos Ultimos anos com o desenvolvimento de porta-enxertos
tolerantes e pré-imunizacéo utilizando isolados leves de CTV®!, Além disso, o
diagnostico da doenca em novas regides tem sido relatado periodicamente nas

ultimas décadas. Para a doenca cancro citrico, de modo geral, as arvores



infectadas sdo destruidas, bem como arvores assintomaticas localizadas em um
determinado perimetro, visando evitar novas infeccdes e, consequentemente,
minimizar maiores perdas econémicas!®*°. No entanto para o estado de
Sdo Paulo, de acordo com a Resolucdo SAA 10, o controle do cancro citrico é
realizado por um conjunto de medidas de manejo que visam reduzir o impacto
da doenca na producdo, uma vez que plantas com sintomas de cancro citrico
podem ser mantidas nos pomares'’. Dentre essas medidas, podemos citar o uso
de plantas resistentes, utilizacdo de quebra-ventos e uso de bactericida clprico®*,
Ainda assim, a deteccdo dessas doencas nos estagios iniciais é a melhor
estratégia para prevenir novas infeccdes, pois em estadgios mais avancados a
unica solucéo é a erradicacéo da cultura.

As principais técnicas aplicadas para o diagnostico dessas doencas
sdo a indexacdo biolégica?®?, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)?>® e 0
ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA)?2. A indexagdo bioldgica foi
umas das primeiras técnicas usadas para deteccdo do CTV, no entanto a
imprecisao na identificacdo das estirpes foi um dos fatores que contribuiu para
substituicdo por métodos moleculares®. O diagnéstico molecular é uma opgéo
para identificar patdgenos com grande proximidade genética, e assim tem sido
utilizado para detectar e/ou diferenciar as estirpes do CTV e as varias especies
do género Xanthomonas?. Alternativamente, o ELISA também é utilizado para
deteccdo de patdgenos devido a alta especificidade, sensibilidade, aplicacdo em
larga escala e, possibilidade de detec¢do proximos ao campo.

O ELISA consiste na interacdo especifica antigeno-anticorpo,
permitindo a deteccdo de pequenas quantidades de antigenos, que podem ser
proteinas, peptideos, acidos nucleicos ou hormonios®®31. A deteccdo da molécula
alvo se d& pelo uso de antigenos ou anticorpos marcados com enzimas, e com
posterior reacdo com o substrato cromogénico/fluorogénico. A mudanca de cor
visivel ou por fluorescéncia indica a presenca do antigeno, e a partir da

intensidade de coloracgao/fluorescéncia pode haver sua quantificagdo®°-32,



De modo geral, algumas desvantagens estdo associadas a estes
métodos de deteccéo, tais como, a necessidade de varias etapas, tempos longos
para a realizacdo das analises, sdo dispendiosos e, muitas das vezes ndo sdo
portateis, 0 que pode afetar no monitoramento do patégeno no campo ou no
momento da colheita, que é uma alternativa para evitar maiores areas a serem
erradicadas e garantir a sustentabilidade agricola®34. Consequentemente, é de
extrema importancia o desenvolvimento de dispositivos analiticos simples,
rapidos, precisos e de baixo custo, capazes de detectar precocemente essas
doencas. Assim, o0 uso de biossensores vem ganhando destaque, pois além de
atenderem a esses requisitos, sdo poderosas ferramentas para o controle de
doencas®%6, Além disso, estudos também vém sendo realizados envolvendo
biomarcadores proteicos, pois a deteccdo sensivel dessas substancias é
fundamental para um diagndstico precoce e eficaz de doencas na area clinica e

agricola.

1.3 - BIOMARCADORES

Dentre as varias definicbes encontradas para um marcador
bioldgico (biomarcador), ele pode ser definido como: “um indicador mensuravel
(uma substancia, uma estrutura ou um processo) encontrado em tecidos, células
ou fluidos bioldgicos, que esta diretamente relacionado a influéncia e predicao
de processos bioldgicos normais, patologicos ou respostas farmacoldgicas a uma
intervencéo terapéutica™®’. Em especial, os biomarcadores proteicos sdo 0s mais
conhecidos devido a disponibilidade de uma grande variedade de
instrumentacdo analitica para quantifica-los e detecta-los em amostras biolégicas
complexas. Neste trabalho, os biomarcadores utilizados sdo as proteinas do
capsideo (CP-CTV) e a trealase (TREA) para as doencas Tristeza dos citros e

cancro citrico, respectivamente.



Por ser o maior virus de planta, o Citrus tristeza virus foi o primeiro
closterovirus a ser biofisicamente caracterizado e esta organizado em 12 fases de
leitura aberta (ORFs- open reading frames). Esses ORFs possuem a
caracteristica de codificar as proteinas de replicacdo do virus, proteina
hidrofdbica, proteina envolvida na montagem do virus e duas proteinas de maior
e menor revestimento (CP e CPm, respectivamente)®’38:39
Dentre estas proteinas, a CP € crucial nessa patogénese, sendo responsavel pelo
revestimento de aproximadamente 97% do virus, supressio do RNA e
silenciamento do hospedeiro”*®*°, Devido a sua importancia, a proteina do
capsideo foi utilizada como um dos biomarcadores deste trabalho.

O outro marcador biologico utilizado foi a enzima trealase,
responsavel pela catalise da reacdo de hidrolise da trealose. A trealose € um
dissacarideo ndo redutor que pode ser encontrado em bactérias, fungos, plantas e
em algumas classes de animais®®*', Esse dissacarideo desempenha papéis
indispensaveis nas plantas, como a reserva de energia, a sinalizacdo de vias
metabdlicas e de crescimento, e até mesmo a protecdo de proteinas e membranas
contra estresses ambientais®®. Desta forma, alguns autores tém relatado a
presenca da enzima periplasmatica TREA como sinalizadora as perturbacfes
ambientais, uma vez que a bactéria Xanthomonas responde ao estresse imposto
pelo hospedeiro durante a colonizacdo. Até o momento, ndo ha na literatura
registro de estudos utilizando trealase para deteccdo deste fitopatdgeno, o que

torna interessante o emprego dessa proteina como biomarcador para Xcc*.
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1.4 - BIOSSENSORES

Como mencionado anteriormente, o biossensor é uma estratégia que
tem ganhado destaque devido a sua alta sensibilidade, baixo custo e facil
miniaturizagdo®#243, O biossensor é um dispositivo analitico que tem a
capacidade de combinar a atividade seletiva de um material de
biorreconhecimento (biorreceptor) com o analito de interesse, usando um
transdutor para converter o sinal bioldgico em sinal mensurdvel®>4,
Os componentes de um biossensor estdo representados na figura 1.3.
Em geral, podem ser usados como biorreceptores: anticorpos, DNAs, enzimas,
aptameros e outros. O transdutor tem como funcao converter o sinal quimico ou
bioquimico, resultante da interacdo analito/bioreceptor, em um sinal
eletrénico®*244, Transdutores eletroquimicos sdo os mais frequentemente
utilizados nestes bioensaios, no entanto os transdutores tambem podem ser do
tipo Opticos, piezelétricos, gravimétricos, calorimétricos entre outros.
Deste modo, o tipo de material de biorreconhecimento e o transdutor ira

determinar o tipo de aplicacéo e a sensibilidade do sistema®>#2-4,
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FIGURA 1.3 - Esquema de um biossensor usando diferentes biorreceptores para

deteccédo da molécula alvo. Adaptado de Khater et al. (2017)%.

Alguns biossensores se baseiam na interacdo especifica entre
antigeno (Ag) e anticorpo (Ab), sendo estes denominados imunossensores*4°,
De modo geral, a abordagem feita pelos imunossensores é uma adaptacdo do
método ELISA, nos quais anticorpos primarios sdo imobilizados na superficie
do transdutor ou do material de suporte, visando capturar seletivamente o analito
presente na amostra*®°. Basicamente, os imunossensores eletroquimicos podem
detectar diretamente essa interacdo Ag/Ab (label-free) ou usar um marcador
adicional para esse monitoramento*4'48, A estratégia label-free se baseia,
principalmente, na diminuicdo da condutividade ou no aumento da resisténcia

do eletrodo de trabalho, tendo como vantagens: rapidez no processo de
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construgdo e no tempo de resposta®®>l. Por outro lado, a reagdo usando um
marcador eletroquimico monitora a atividade especifica deste elemento apds a
transferéncia eletronica direta ou adicdo de um substrato®®#8. Em geral, esses
marcadores sdo adicionados ao sistema acoplados a anticorpos secundarios, que
se ligam seletivamente a proteina na superficie. A principal vantagem do uso de
marcadores é sua alta sensibilidade®, pardmetro fundamental na busca por
diagndsticos precoce, sendo esta estratégia utilizada neste trabalho.

Geralmente as enzimas, as moléculas eletroativas, os complexos
metélicos e algumas nanoparticulas metélicas podem ser utilizados como
marcadores eletroquimicos*®4°, Curiosamente, anticorpos conjugados com as
enzimas peroxidase de rabano (HRP, do inglés horseradish peroxidase) e
fosfatase alcalina (ALP, do inglés alkaline phosphatase) sdo comumente
utilizados em imunossensores e imunoensaios eletroquimicos, devido ao fato de
seus produtos enzimaticos serem eletroativos®>°3. Alternativamente, marcadores
eletroquimicos baseados em nanoparticulas metélicas oferecem possibilidades
interessantes para o desenvolvimento de ferramentas e instrumentacéo analitica,
principalmente em relacdo a amplificacdo de sinal em imunoensaios
eletroquimicos*4754%,  Uma vantagem no uso de nanoparticulas como
marcadores estd em sua alta razdo superficie/volume para a imobilizacdo de
anticorpos de captura, permitindo boa biocompatibilidade e uma resposta
eletroquimica aprimorada. A seguir, serdo brevemente abordados os principais
biossensores descritos na literatura para deteccédo das doencas Tristeza dos citros

e cancro citrico.

1.4.1 - Biossensores desenvolvidos para deteccdo das doencas

Tristeza dos citros e Cancro citrico

Na literatura estdo disponiveis alguns biossensores para detec¢do do

Citrus tristeza virus ou proteinas relacionadas a esse virus®®>°. Dentre estes,


https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/peroxidase
https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/horseradish
https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alkaline-phosphatase
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recentemente Khater e colaboradores®® desenvolveram o primeiro biossensor
impedimétrico sem uso de marcador para a detec¢do do &cido nucleico do virus
CTV. Classificado como um genossensor, esse dispositivo utilizou um eletrodo
de carbono serigrafado (SPCE, do inglés screen printed carbon electrode) como
transdutor. Além disso, nanoparticulas de ouro foram depositadas
eletroquimicamente na superficie do SPCE para permitir uma imobilizacéo
eficiente da sonda de DNA de fita simples (sSDNA). Apoés sua hibridizagcdo com
a sonda de ssDNA alvo, os autores investigaram o sensor de DNA pela técnica
de  espectroscopia de impedancia eletroquimica  (EIS), usando
Fe(CNe)*/Fe(CNg)*~ como sonda redox. A faixa linear alcancada para esse
sistema foi de 1 a 10 umol L' de DNA relacionado ao virus CTV, com um
limite de deteccdo (LD) de 100 nmol Lt. Apesar do sensor apresentar
simplicidade no processo de fabricacdo do dispositivo e um bom tempo de
analise (aproximadamente 1 hora), essa abordagem apresenta alto LD, o que
pode inviabilizar a deteccdo da doenca em plantas pré-sintomaticas.

Alternativamente, a interacdo de anticorpos com a proteina do
capsideo do CTV vem sendo estudada em imunoensaios®® 1. Como as figuras de
mérito desses sistemas estdo relacionadas a seletividade, afinidade da interacéo
anticorpo-antigeno, marcadores de amplificacdo e do tipo de transdutor, diversos
limites de deteccdo foram alcancados para cada dispositivo. Até momento, 0
menor LD estimado para essa proteina foi obtido utilizando um imunossensor
eletroquimico desenvolvido por Haji—Hashemi et al.*. Neste sistema, também
foi utilizada a estratégia label-free para detectar a CP-CTV. O anticorpo foi
imobilizado na superficie do eletrodo de ouro, que encontrava-se modificado
com monocamadas auto-organizadas, e a deteccdo foi realizada pela técnica da
voltametria de pulso diferencial, na presenca de [Fe(CN)s]**. O limite de
deteccdo obtido foi de 0,27 nmol L* (8,0 ng mL ) paraa CP-CTV.

Em relacdo aos biossensores desenvolvidos para o cancro citrico,

poucos trabalhos foram relatados até 0 momento®?%¢, O primeiro imunossensor
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foi desenvolvido por Afonso e colaboradores®® (2013), no qual anticorpos
especificos para proteina cisteino peptidase foram imobilizados em uma
superficie de ouro do cristal de quartzo, modificadas previamente com
monocamadas auto-organizadas de &cido 11-mercaptoundecandico. Segundo 0s
autores, este imunossensor piezelétrico, com deteccdo label-free, apresentou boa
estabilidade e seletividade, com um limite de deteccdo de 13,0 nmol L1,
Os outros imunossensores exploraram o uso de transdutor eletroquimico, ambos
desenvolvidos por Haji-Hashemi e colaboradores®®®* (2018). Basicamente, 0s
imunoensaios utilizaram uma estratégia muito similar para deteccdo da proteina
efetora (PthA), sendo também livres de marcador eletroquimico (label-free).
Para construcdo dos imunossensores, azul da Prussia e AuNPs foram
eletrodepositados na superficie de um eletrodo de carbono vitreo convencional,
ja modificado com um nanocomposito de carbono. Os anti-PthA foram
eletrostaticamente imobilizados na superficie do eletrodo modificado, e o sinal
foi avaliado pela alteracdo na corrente de pico de reducdo do azul da Prussia
eletrodepositado, por meio das técnicas de voltametria de onda quadrada®®
(SWV, do inglés square wave voltammetry) e voltametria ciclica (CV, do inglés
cyclic voltammetry)®. Os limites de deteccdo estimados para os imunossensores
pela técnica de SWV e CV foram 0,010 e 0,028 nmol L%, respectivamente.
Alguns procedimentos aqui mencionados podem trazer desafios
relacionados a aplicabilidade do imunossensor. Por exemplo, a metodologia de
analise de um imunossensor eletroquimico é do tipo heterogénea, e dessa forma,
etapas de lavagens sdo necessarias apds a interacdo antigeno/anticorpo para
separacdo das espécies marcadas e livres®. No caso de imunoensaios com
deteccdo label-free, os anticorpos imobilizados na superficie do eletrodo séo
responsaveis pela captura do analito, requerendo etapas de lavagens, e assim,
quando submetida a muitas lavagens, a superficie do eletrodo pode sofrer
defeitos em sua camada de reconhecimento, comprometendo, assim sua

reprodutibilidade e eficicia. Nesta mesma etapa de captura, pode ocorrer a
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contaminacdo ou passivacdo do eletrodo devido as adsorcdes inespecificas de
outras espécies presentes na amostra®. Desta forma, particulas magnéticas vém
sendo bastante utilizadas como materiais para imobilizacdo do elemento de
captura e como amplificadores do sinal analitico® -,

Além disso, a utilizacdo de células eletroquimicas classicas € um
aspecto negativo de alguns desses imunossensores, uma Vvez que certas
desvantagens sdo intrinsecas a esses  dispositivos  convencionais.
A exemplo dessas desvantagens temos: a necessidade de polir e reconstruir o
sensor apos cada medicdo; as células convencionais requerem grandes volumes
de amostra/reagente; problemas relacionados ao envenenamento dos eletrodos, e
por fim, dificil aplicacdo de um imunossensor eletroquimico convencional no
campo e areas remotas®®’®. Portanto, a substituicio desses imunossensores
convencionais por microchips e células eletroquimicas descartaveis sdo ideais

para aplicacdes no ponto de atendimento.

1.5 - DISPOSITIVOS DESCARTAVEIS

Dispositivos descartaveis para analise de biomarcadores em
clinicas, alimentos e patdgenos de plantas tém aumentado notoriamente nos
ltimos anos’ "3, Neste sentido, plataformas simples e portateis que exijam um
minimo de conhecimento técnico para aplicacio em diagnosticos e
monitoramento de doencas sdo algumas das vantagens oferecidas por esses
sistemas. Alem disso, a miniaturizacdo e a facil automacao associadas ao menor
consumo de reagentes e de amostras também podem ser alcancados com
sistemas microfluidicos™ ™.

Dispositivos microfluidicos podem ser obtidos por diversos
métodos de fabricacdo, com ampla gama de materiais e ter multiplos formatos, a
depender da aplicacdo e das propriedades desejadas. Os materiais comumente

utilizados sé&o vidro, silicio, materiais poliméricos ou papel*"68° Em relagdo as
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técnicas, podem ser usadas a litografia, moldagem por injecdo e estampagem a
quente. Apesar das varias alternativas, grandes esforcos tém sido concentrados
no desenvolvimento de métodos de prototipagem rapida para produzir
dispositivos descartaveis e de baixo custo para imunoensaios explorando
estratégias microfluidicas.

Recentemente, 0 nosso grupo de pesquisa desenvolveu um método
de prototipagem rapida baseado no uso de uma impressora doméstica de baixo
custo para construir eletrodos serigrafados e dispositivos microfluidicos, para
aplicacoes de imunoensaios®?, Eles foram construidos usando materiais
comuns de escritério, como adesivo de vinil, folha de poliéster e um cartdo de
dupla face, descrevendo uma alternativa simples para a prototipagem rapida de
dispositivos microfluidicos. Comparando com as técnicas ja& mencionadas, a
prototipagem rapida com base no uso de impressoras de corte € simples e rapida,
ndo exigindo equipamentos de custo elevado ou recursos como sala limpa e
pessoal qualificado’™ 87, Além disso, o custo para producdo desses dispositivos
é bem baixo, apresentando valores de aproximadamente US $0,02.
Comparativamente, o valor é cerca de 500 vezes menor que as células
eletroquimicas descartaveis comerciais (US $10,0)%. Os autores também
comprovaram a sensibilidade, robustez e repetibilidade do sistema desenvolvido,

0 que faz destes dispositivos uma boa alternativa para utilizacéo.

16- USO DE PARTICULAS MAGNETICAS EM
IMUNOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Como citado anteriormente, estratégias envolvendo o uso de
particulas magnéticas em imunoensaios se tornam cada vez mais significativas
como uma alternativa para alcancar menores limites de deteccdo e melhorar o
desempenho dos dispositivos. Comumente, as particulas magnéticas (PMs) séo

constituidas de 6xidos de ferro como a magnetita (Fe3O4, também escrito como
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FeO.Fe,03) e a maghemita (y-Fe,O3), podendo ser funcionalizadas com diversos
materiais, tais como grupos carboxilas, hidroxilas, tosilas, aminas ou epoxis.
As PMs possuem tamanhos que variam na escala de micrometros a nanémetros,
e, apesar de existirem formatos irregulares (formas de tubos, cubos, fios, etc), a
forma esférica é a mais comum, pois apresenta as melhores propriedades
hidrodinamicas®’8%, Muitas particulas magnéticas estdo comercialmente
disponiveis com uma variedade de grupos funcionais e tamanhos, ou podem ser
facilmente sintetizadas através dos métodos de co-precipitacdo, sol-gel,
decomposicdo térmica e outros®+,

A aplicacdo dessas particulas em imunoensaios se da,
especialmente, pela sua grande area superficial, que permite uma eficiente
imobilizacdo dos elementos de biorreconhecimento. Assim, o nimero desses
elementos imobilizados € significativamente maior do que os imobilizados em
superficies planas de sistemas tipicos, 0 que confere maior sensibilidade aos
imunoensaios e também reduz o volume de reagentes®®’. Além das vantagens
citadas, o uso de PMs facilita a captura e pré-concentracdo do analito, isso
porgque campos magneticos podem ser aplicados externamente por meio de imas,
proporcionando uma eficiente e rapida separacdo nas etapas de incubacéo e
lavagem, o que elimina os efeitos de matriz® 3%, Em geral, o uso dessas
particulas estd associado a eletrodos serigrafados, ja que esses dispositivos
apresentam configuracdo planar, o que facilita a incorporacéo dos bioconjugados
magnéticos usando um imé localizado externamente sob a area do eletrodo®”#°,
Alguns trabalhos vém destacando o desenvolvimento de magneto-imunoensaios
com deteccdo eletroquimica usando eletrodos de carbono serigrafados
descartaveis (figura 1.4 A)%-%, Genericamente, esses dispositivos apresentaram
uma configuracdo do tipo sanduiche, com a proteina alvo capturada
seletivamente por anticorpos imobilizados covalentemente sobre as particulas

magnéticas, e intercalada com anticorpos policlonais conjugados com enzimas.
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QOutras aplicacGes aproveitam também o facil manuseio e a
modificacdo dessas particulas magnéticas, combinado a superficies de
nanoparticulas de ouro, para alcancar limites de deteccdo na ordem de
108 mol L (attomolar)®%. Neste tipo de estratégia, as particulas magnéticas
sdo bioconjugadas com anticorpos e também com marcadores enzimaticos, na
qual a amplificacdo de sinal é alcancada pois as particulas encontram-se
macicamente decoradas, apresentando até ~500.000 de enzima e ~100.000
anticorpos por PM, com tamanho médio de 1pum (figura 1.4 B)®.
Além disso, muitos trabalhos empregam sistemas microfluidicos para automatizar
esse método de deteccdo, e também, realizam deteccbes multiplexadas para
aumentar a confiabilidade do diagnéstico ou detectar simultaneamente varias

doengas®'.

H,0, H,O i) Strep-HRP

53 Ab,-PM-HRP

HQ
AuNPs PDDA Voltagem + H,0, —> Sinal

PMcom
estreptavidina

\rAbz * HRP @ analito

FIGURA 1.4 - Representacdo esquematica de estratégias para deteccdo de

biomarcadores proteicos usando particulas magnéticas empregadas na
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A) captura e pré-concentracdo do analito®®, ou, alternativamente, B) como
suporte para milhares de anticorpos e marcadores enzimaticos em imunoensaios

do tipo sanduiche®.
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2 - OBJETIVO

O objetivo deste trabalno € desenvolver imunoensaios
eletroquimicos para deteccdo individual e simultanea das doencas Tristeza dos
citros (virus Citrus tristeza virus) e Cancro citrico (bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri), utilizando como biomarcadores a proteina do capsideo e a trealase,
empregando diferentes materiais para imobilizacdo de proteinas e particulas

magnéticas para amplificacdo de sinal.



Dispositivo microfluidico descartavel baseado em
Imunoensaio eletroquimico para deteccéo do
Citrus tristeza virus em amostras de plantas

citricas

Capitulo 3
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3- DISPOSITIVO MICROFLUIDICO DESCARTAVEL
BASEADO EM IMUNOENSAIO ELETROQUIMICO PARA
DETECCAO DO CITRUS TRISTEZA VIRUS EM AMOSTRAS
DE PLANTAS CITRICAS

3.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um  dispositivo  eletroquimico  microfluidico
descartavel (DEuD) para a deteccdo do biomarcador CP-CTV utilizando
particulas magnéticas decoradas com anticorpos e enzima HRP para a
imunocaptura e deteccdo deste biomarcador, alem do uso de nanoparticulas de

ouro para imobilizacdo de proteinas na superficie do eletrodo.

3.2 - PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 - Reagentes e materiais

As solucdes foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida em
um sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, USA). Os reagentes 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), N-hidroxissuccinimida (NHS), acido
2-(N-morfolino) etanossulfénico monohidratado (MES), polisorbato 20
(Tween 20), enzima horseradish peroxidase (HRP), glicina, cloreto de
polidialildimetilaménio (PDDA), é&cido cloroaurico (HAuUCl;, 99,9%),
L-glutationa  reduzida (GSH), borohidreto de sodio  (NaBH,),
acido ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2- etanosulfénico)) (HEPES), albumina
de soro bovino (BSA), tri(hidroximetil) aminometano (TRIS), perdxido de
hidrogénio (H,0,, 30% (m/v)), hidroquinona (H,Q) e é&cido ferroceno
monocarboxilico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
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As particulas magnéticas funcionalizadas com grupos carboxilas (codigo 65012,
concentracdo da suspensdo de 10 mg mL com didmetro médio de 1,0 um)
foram obtidas da Thermo Scientific (Massachusetts, USA). A proteina do
capsideo do CTV (CP-CTV), o anticorpo monoclonal anti-CP-CTV (produzido
em camundongo), o anticorpo policlonal anti-CP-CTV (produzido em coelho) e
0 kit do ensaio de imunoabsorcao enzimatica para CP-CTV foram adquiridos da
Rheabiotech (Campinas, BR).

Para construcdo dos eletrodos, foi utilizada uma tinta de carbono
(Gwent-C2160602D2) e uma tinta de prata/cloreto de prata (Gwent-
C2051014P10) obtidas da Gwent Electronic Materials Ltd (Pontypool, UK).
As folhas de transparéncias para impressora a laser, o cartdo adesivo de dupla
face e o adesivo Command™ 3M foram adquiridos em comércio local (Sao

Carlos, BR).

3.2.2 - Instrumentacao

O design dos eletrodos foi criado usando o software Silhouette
Studio e foram cortados com uma impressora de corte Silhouette Cameo
(Silhouette, Brasil). As analises eletroquimicas foram realizadas usando um
multipotenciostato portatil puStat 8000 da Dropsens (Asturias, ES), e o software
DropView 8400 foi utilizado para controle e aquisicdo de dados e para tratar os
resultados obtidos. Um microscopio eletrbnico de varredura modelo
Hitachi S-4800 equipado com um espectrémetro de raios-X por disperséo em
energia foi utilizado para caracterizacdo dos eletrodos e dos materiais
sintetizados em laboratdrio. A eficacia da modificacdo das particulas magnéticas
com anticorpos policlonais e enzima peroxidase foi avaliada usando um
espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu UV-2450) e uma cubeta de quartzo com

10 mm de caminho éptico.
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3.2.3 - Preparacdao de solucdes e sintese de materiais

3.2.3.1 - Solucdo tampao PBS

O tampao fosfato salino (PBS) 10 mmol L foi preparado a partir
de mistura de solugdes contendo fosfato de sodio dibéasico (0,01 mol L1),
fosfato de potassio monobéasico (1,8 mmol L2), cloreto de sédio (0,14 mol L)
e cloreto de potéssio (2,7 mmol L™1). O pH foi ajustado para o valor desejado

com uma solucéo de HCI.

3.2.3.2- Sintese das nanoparticulas de ouro decoradas com

glutationa

As nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa (AuNPs-GSH)
foram sintetizadas a partir da reducdo do acido cloroaurico com borohidreto de
sodio utilizado como agente redutor e a glutationa como agente estabilizante® %,
Para isso, 79,0 mg de HAuCI, e 30,8 mg de L-glutationa foram adicionados a
um béquer contendo acido acético glacial (2,0 mL) e metanol (12,0 mL),
resultando em uma solucdo com coloracdo amarelo palido. Em seguida, 6,0 mL
de NaBH; (0,5 mol L) foram adicionados lentamente, e essa solucgdo foi
mantida sob agitacdo por 2 horas. Apos esse tempo, foram realizadas filtracGes e
lavagens das AUNPs-GSH por centrifugacdo (3500 rpm) utilizando uma
membrana de filtracdo molecular de 50 kDa, este processo foi repetido por trés
vezes. Posteriormente, o precipitado foi ressuspenso em 15 mL de tampao
HEPES (20 mmol L, pH 8,0) e estocado a 4 °C até sua utilizacéo.
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3.2.4 - Desenvolvimento do imunossensor eletroquimico

O imunoensaio do tipo sanduiche desenvolvido para CP-CTV
envolveu o uso de um dispositivo eletroquimico construido com
oito imunossensores com Ab; imobilizados covalentemente em sua superficie, e
de PMs decoradas com o Ab, e HRP. O desenvolvimento do imunoensaio
compreendeu quatro etapas, que estdo representadas na figura 3.1.

As etapas serdo descritas nas se¢0es subsequentes.

(1) Construcéo do DEuD

(2) Imobilizagio de Ab; no eletrodo @«
(3) Obtenc¢éo do Ab,/PM/HRP

(4) Captura do analito CP-CTV {

Of p—=

So Y ¥ o O

AuNP BSA Ab; Ab, CP-CTV Particula magnética
anti-CP-CTV  anti-CP-CTV

FIGURA 3.1 - llustracdo esquematica das etapas necessarias para 0 imunoensaio

proposto: (1) construcdo do dispositivo microfluidico descartavel; (2) etapa de
modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho com anticorpos monoclonais
(Aby); (3) preparacdo do imunoconjugado contendo particulas magnéticas
decoradas com anticorpos policlonais e enzimas HRP; e (4) captura do
biomarcador CP-CTV usando o imunoconjugado e formacgédo do imunoensaio do

tipo sanduiche.
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3.2.4.1 - Fabricagéo do DEuD

O dispositivo eletroquimico microfluidico descartavel (DEuD) foi
construido contendo oito eletrodos de trabalho a base de carbono (8-ETs), um
eletrodo de pseudo-referéncia de Ag|AgCl e um contra-eletrodo, conforme
descrito na literatura 81919 Resumidamente, duas folhas de poliéster foram
usadas para preparar os eletrodos de carbono serigrafados, na qual uma folha foi
usada para os 8-ETs e a outra folha foi usada para os eletrodos de referéncia e
contra-eletrodo. Para isso, mascaras com o0s modelos dos eletrodos foram
construidas em um material polimérico de vinil adesivo usando o programa
Silhouette Studio e uma impressora de recorte. A figura 3.2 mostra as etapas da
preparacdo do eletrodo de carbono serigrafado, na qual temos (a) a transferéncia
da mascara negativa para uma folha de poliester; (b) a deposicdo da tinta
condutora de carbono pelo processo de serigrafia com auxilio de uma espatula
de pléastico; (c) a cura da tinta a 90 °C em estufa por 30 minutos; (d) a remogéo
da méscara de vinil e (¢) a delimitacdo da &rea geométrica dos 8-ETs com uma
maéscara de vinil contendo 8 orificios de 2,0 mm cada, seguida por prensagem a
quente. Para o eletrodo de referéncia, duas etapas adicionais foram necessarias:
(F) aplicacdo da tinta de prata/cloreto de prata (Ag|AgCl) e a cura dessa tinta a
60 °C por 30 minutos.
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FIGURA 3.2 - Representacdo esquematica da construcdo dos eletrodos de

¥_

carbono serigrafados: (a) transferéncia da mascara de vinil para a folha de
transparéncia; (b) deposicdo da tinta condutora de carbono sobre o substrato;
(c) remocédo do vinil adesivo apds cura da tinta; (d) delimitacdo da area dos
eletrodos com uma mascara de vinil contendo 8 orificios; e (f) obtencdo do

eletrodo de pseudo-referéncia apos aplicacdo da tinta de Ag|AgCI.

O dispositivo microfluidico foi montado usando cartdo adesivo de
poliestireno com dupla face, que foi utilizado para delimitacdo do canal
microfluidico, como representado na figura 3.3. O canal microfluidico, com as
dimensbes de 4 mm de largura e 440 mm de comprimento totalizando um
volume de aproximadamente 100 ulL, foi gerado com auxilio de uma impressora
de recorte (A3 Cutting Plotter, BR). O cartdo adesivo dupla face foi colocado
em contato com os eletrodos de referéncia e auxiliares fabricados na folha de
transparéncia e, em seguida, a segunda folha com 8 eletrodos de trabalho

previamente modificados com o Ab; (item 3.2.4.2) foi colocada sobre essa
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estrutura, de forma a ensanduichar o cartdo dupla face e formar o canal fluidico,
mantendo todos os eletrodos alinhados. Orificios, para entrada e saida da
solucdo, foram realizados no poliéster contendo o eletrodo de referéncia e

contra-eletrodo.

@trodos de trabalho contra-eletrodo entrada saida\

/

i
Sescssce ° ° eletrodo de ! /'
\hhh ‘ ‘d/ + rsfseer%izi-a A/?

cartéo dupla-face W

FIGURA 3.3 - llustracdo esquematica da montagem do DEpD usando os

substratos com os eletrodos e um cartdo adesivo de dupla-face.

3.2.4.2 - Imobilizacdo dos anticorpos monoclonais na superficie dos

eletrodos

As etapas para imobilizacdo covalente dos anticorpos monoclonais
(Ab;), especificos para CP-CTV, na superficie dos 8 eletrodos de trabalho estdo
detalhadas na Figura 3.4, seguindo procedimentos descritos na literatura 82989,
Inicialmente, 5 uL de uma solucéo de PDDA (2,0 mg mL™) foram colocados na
superficie do eletrodo e deixados por 20 minutos para a formacdo de uma
camada carregada positivamente. Apds esse tempo, os 8 eletrodos foram lavados
e secos com auxilio de gas nitrogénio, em seguida foram adicionados 5 pL da
dispersdo de nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa (AuNPs-GSH) e
mantidos por 20 minutos. Detalhes da sintese de AUNPs-GSH encontram-se no

item 3.2.3.2. Em seguida, 0 excesso de AuNPs-GSH foi retirado usando agua
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ultrapura e seco sob atmosfera de nitrogénio, levando, entdo, a formacdo de uma
bicamada (PDDA/AuUNPS) sobre a superficie do eletrodo. A imobilizacéo
covalente do Ab; nas AuNPs-GSH foi realizada pela ativacdo dos grupos
carboxilas presentes nas nanoparticulas, e para isso, 5 uL de uma solucéo recém
preparada contendo EDC (0,4 mol L) e NHS (0,1 mol L) foram adicionados
aos eletrodos previamente modificados. Apds 10 minutos, os eletrodos foram
lavados com agua, e 5 puL de solucdo Ab; (10 umol L) foram adicionados a
superficie do eletrodo e mantidos por 18 horas para garantir uma imobilizacéo
completa dos anticorpos na superficie dos 8-ETs. Esta superficie foi entéo
lavada com PBS (pH 7,4) e incubada por uma hora com 5 pL de BSA (2% m/m
em PBS), a fim de bloguear todos os grupos carboxilas ativados que néo
reagiram. Por fim, os eletrodos foram novamente lavados com PBS (pH 7,4) e

armazenados sob refrigeracéo até sua utilizagdo.
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FIGURA 3.4 - Esquema com as etapas envolvidas na imobilizacdo covalente

dos anticorpos monoclonais anti-CP-CTV sobre os eletrodos de carbono.
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3.2.4.3 - Imobilizacdo do anticorpo policlonal e da enzima HRP na

superficie da particula magnética

A enzima HRP e o anticorpo policlonal de captura foram
conjugados as particulas magnéticas seguindo trabalhos relatados na
literatura®29899101 e as etapas estdo esquematicamente ilustradas na figura 3.5.
Para isto, as PMs, adquiridas comercialmente com concentragdo de 10 mg mL™
e diametro médio de 1,0 um, foram agitadas em vortex e, em seguida, uma
aliquota de 200 pL foi transferida para um microtubo de 2,0 mL e lavadas com
tampdo MES (50 mmol L), pH 5,2. Para as etapas de lavagem, a dispersdo foi
mantida por um minuto em um suporte magnético e, ap6s completa separacao, o
sobrenadante foi descartado. Logo ap6s, 300 uL de uma solucdo recém-
preparada de EDC/NHS (3 mg mL* preparado em MES) foram adicionados ao
tubo e este foi mantido por 30 minutos sob agitacdo lenta (6 RPM). Esta etapa
foi realizada para ativar os grupos carboxilas presentes na superficie das PMs.
Em seguida, etapas de lavagens com MES foram realizadas e o sobrenadante foi
descartado. O préximo passo foi a adicdo de 250 pL de solu¢do com anticorpo
policlonal anti-CP-CTV (Ab,, 10 ugmL™) na dispersdo das particulas
magnéticas, que foram mantidas sob agitacdo lenta por 24 horas, a temperatura
ambiente. O excesso de anticorpo foi removido apds separacdo magnética,
seguida pelo descarte do sobrenadante, e as etapas de lavagem foram realizadas
utilizando uma solugdo tampdo PBS com 0,1% de BSA m/v (pH 7,4).
Posteriormente, 500 uL da solugdo de HRP (1,2 mg mL™! diluidos em PBS)
foram adicionados a dispersdo de Ab,/PMs e agitados lentamente por 18 horas a
temperatura ambiente. O excesso de enzima HRP que ndo conjugaram também
foi descartado, e as particulas foram lavadas usando tampdo PBS com
0,1% (m/v) BSA e 0,05% (m/v) de Tween 20 (PBS-TW). Para bloquear os
grupos carboxilas ativos que ndo reagiram, 500 uL de uma solucéo de glicina

(1,0 mol L) foram adicionados ao bioconjugado e mantidos por 30 minutos sob
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agitacdo lenta. Por fim, o bioconjugado Ab,/PM/HRP foi lavado com PBS,
ressuspenso em 400 uL de solucdo de PBS-TW e mantido refrigerado a 4 °C até

Seu uso.

(agitacdo por 18 h)

N

Glicina
(agitacdo por 30 min)

(agitacdo por 30 min)

N

anti-CP-CTV (Ab,)
(agitacdo por 24 h)

Ab,/PM Ab,/PM/HRP

FIGURA 3.5 - Representacdo das etapas de imobilizacdo das particulas
magnéticas carboxiladas com os anticorpos policlonais e enzima HRP apoés a
ativacdo com EDC/NHS.

3.2.4.4 - Estudo da resposta eletroguimica do DEuD e construcédo da

curva de calibragéo para CP-CTV

Para avaliar a resposta eletroquimica dos eletrodos modificados, 0
DEpD foi inicialmente conectado ao sistema de andlise. Esse sistema foi
composto por uma bomba de seringa para propulsdo da solucdo transportadora
(PBS-TW), conectada a uma valvula de injecdo cromatografica, onde foi

injetada a amostra ou a solucéo de deteccéo, e finalmente acoplada ao sistema de
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deteccdo DEPD. Tubos e conectores de poliéter-eter-cetona (PEEK) foram
utilizados para estas conexoes.

Apés a montagem do sistema microfluidico, a captura
imunomagnética do biomarcador CP-CTV foi realizada a partir da solucédo
padrdo/amostra diluida em PBS e o bioconjugado adicionado a esta solugdo®,
conforme ilustrado na figura 3.6. Para isso, o Ab,/PM/HRP foi adicionado as
solugdes padrdo de CP-CTV, diluidas em solucdo tampdo PBS (pH 7.4).
Neste caso, um volume de 500 pL de solucdo padréo e 20 uL de bioconjugado
foram adicionados a um microtubo de 2,0 mL e mantidos sob agitacdo lenta para
incubacéo (37 °C) por 30 minutos. Apos esse tempo, a dispersao foi lavada com

PBS-TW, auxiliada pelo uso do suporte magnético.

Pré-

——
concentracao

Separacao

incubacdo magnética

=Tl
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(agitagdo \ ¢ Lavagens
por 30 min) \I'/  (trésvezes)
&

® @ |nterferentes

®#CP-CTV/

FIGURA 3.6 - Diagrama esquematico da etapa de captura do biomarcador CP-
CTV apos a adicdo de Ab/PM/HRP a solucdo da amostra, seguida das etapas de
incubacdo, separacdo magnética e lavagens com tampao PBS.

Posteriormente, 0 biomarcador imunocapturado
(CP-CTV/Ab,/PM/HRP) foi ressuspenso em 125 pL de PBS-TW e injetado ao
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sistema microfluidico através da valvula de injecdo. Nesse caso, uma al¢a de
amostragem de 100 uL foi preenchida com a suspensdao CP-CTV/Ab,/PM/HRP,
que posteriormente foi carreada em dire¢do ao sistema de deteccdo (DEUD).
Ap0ds observar o preenchimento do canal microfluidico com a suspenséo, o fluxo
foi interrompido e mantido por 30 minutos para formagdo do imunoensaio do
tipo sanduiche. Logo apds, a bomba de seringa foi acionada novamente e o
DEuD foi lavado por 2 minutos com a solugdo transportadora (PBS-TW), e
desta forma, o bioconjugado nédo-ligado foi eliminado. Depois disso, 100 pL de
uma solucdo mista contendo 1,0 mmol L™t de hidroquinona e 1,0 mmol L™ de
peréxido de hidrogénio foram injetados no DEuD pela valvula de injecao.
Um potencial fixo de —0,2 V vs Ag|AgCI foi aplicado simultaneamente aos
8 imunossensores, resultando em sinais transientes de corrente, no qual o valor

de corrente foi utilizado como pardmetro analitico®°,

3.2.5- Preparacdo das amostras de plantas para analise via

Imunoensaio desenvolvido

A deteccdo da CP-CTV em amostras de laranja doce (Citrus
sinensis L. Osbh.) ndo-infectadas e infectadas foi realizada a fim de avaliar o
desempenho do método microfluidico desenvolvido. As amostras foram
fornecidas pelo Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus, S&do Paulo, BR).
Para o diagndéstico do CTV utilizando o DEuD, 1,0 g das folhas foram moidas
com auxilio de almofariz com pistilo e suspensas em 6,0 mL de tampéo
tri(hidroximetil) aminometano (0,1 mol L%, pH 7,4)%®°. Esta suspensdo foi
centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi coletado e
armazenado a —20 °C até sua utilizacdo. O extrato das folhas foi diluido em
tampdo PBS, e uma aliquota desta solucdo foi avaliada pelo imunossensor
desenvolvido. Os resultados foram comparados aos obtidos com o kit ELISA
adquirido da Rheabiotech (Séo Paulo, BR).
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3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 - Caracterizacdo morfolégica e eletroquimica dos eletrodos

construidos

A presenca de grupo carboxila na superficie do eletrodo é de grande
importancia para a imobilizacdo covalente dos anticorpos monoclonais.
Para isso, nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa foram usadas para
fornecer esse grupo funcional a superficie do eletrodo, além de proporcionar
grande area superficial. Assim, as etapas envolvidas na preparacdo do
imunossensor foram caracterizadas morfologicamente e eletroquimicamente.
Para a caracterizacdo morfologica, imagens de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) do eletrodo sem modificacdo e modificado com AuNPs-GSH

foram realizadas e sdo apresentadas na figura 3.7.
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FIGURA 3.7 - Imagens de MEV obtidas para A) a superficie do eletrodo sem

modificacdo, B) para as AuNP-GSH com seu histograma da distribuicdo do
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tamanho (insercdo) e C) AuUNPs-GSH na superficie do eletrodo com

D) confirmacéo de sua composicéo quimica por EDX.

Inicialmente, foi obtida a imagem de MEV da tinta condutora de
carbono usada na construcdo dos eletrodos serigrafados (figura 3.7 A).
O eletrodo apresentou uma superficie com rugosidade composta por agregados
de particulas de carbono de diferentes tamanhos e com forma indefinida.
Na figura 3.7 B, as AuUNPs-GSH foram caracterizadas separadamente
adicionando uma aliquota da dispersdo de nanoparticulas em uma placa de
carbono vitreo (1,0cmx 1,0cm), que foi seca a temperatura ambiente.
Nesta imagem do MEV, as nanoparticulas apresentaram aparéncia esférica e
morfologia homogénea. Os didmetros dessas particulas foram medidos usando o
software ImageJ, e o valor médio de 110 + 20 nm foi obtido, como demonstrado
na insercdo da figura 3.7 B. J& a imagem de MEV para 0 PDDA/AuNPs-GSH
depositado sobre a superficie do eletrodo de carbono é mostrada na figura 3.7 C.
Conforme pode ser observado, apos a deposicdo da bicamada ocorreu a
formacdo de um filme, no qual sua composi¢do foi confirmada pela analise
quimica por espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDX)
(figura 3.7 D), que revelou a presenca de enxofre, devido ao grupo glutationa, e
ouro, devido as AuNPs, indicando efetiva modificacdo da superficie do eletrodo
com as nanoparticulas.

Para caracterizacdo eletroquimica, os eletrodos de carbono sem
modificacdo, modificados com PDDA (C/PDDA) e com AuNPs
(C/PDDAJ/AUNP) foram avaliados pela técnica de voltametria ciclica utilizando
acido ferroceno monocarboxilico como sonda (1,0 mmol L, em 0,5 mol L-*de
KCI), como mostra a figura 3.8 A. O estudo foi realizado usando o DEuD, com
injecdo da solucdo de sonda redox no sistema microfluidico usando a bomba de
seringa. Ap6s o preenchimento do canal microfluidico, o fluxo foi interrompido

e a CV foi realizada variando o potencial de 0 a 0,6 V vs. Ag|AgCl, e 50 mV s
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de velocidade de varredura. Como mostra a figura 3.8 A, um pequeno aumento
na corrente de pico de oxidacdo foi observado apds a modificacdo do eletrodo
com PDDA (curva c). Esse efeito era esperado, uma vez que o polimero
cationico foi usado apenas para formar o filme sobre o carbono carregado
negativamente presente na superficie do eletrodo. Depois disso, as AUNPs-GSH
com carga negativa foram adicionadas e interagiram eletrostaticamente com o
PDDA, previamente depositado no eletrodo. Apés essa modificacdo, foi
observado um aumento na corrente de pico de oxidagdo (curva d), que pode
estar relacionado a alta condutividade e ao aumento da area superficial,
adquirida com a deposi¢do das AuNPs. Esses resultados estdo de acordo com o0s
obtidos anteriormente por MEV, que confirmaram a eficiéncia do procedimento
de modificagdo do eletrodo. As AuNPs também conferem aos eletrodos

excelente biocompatibilidade para incorporar biomoléculas®>1%,
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FIGURA 3.8 - A) Voltamogramas ciclicos obtidos para eletrodos de carbono

(@) sem modificagdo em 0,5mol L'de KCI, e (b)sem modificagao,



38

(c) modificado com PDDA e com (d) PDDA/AuUNP em 1,0 mmol L de &cido
ferroceno monocarboxilico contendo 0,5 mol L* de KCI. Estudo de diferentes
velocidades de varredura (25 — 400 mV s1) para eletrodo de carbono B) sem
modificacdo e C) modificado com PDDA/AuUNP. D) Correlacdo linear entre a
corrente de pico anodico e a raiz quadrada da velocidade de varredura para 0s

eletrodos de carbono correspondentes as figuras B e C.

Além disso, a area aparente da superficie eletroquimicamente ativa
dos eletrodos sem modificacdo e com PDDA/AUNP também foi avaliada.
A técnica de voltametria ciclica foi realizada na faixa de potencial de 0 a 0,6 V
vs. Ag|AgCl, variando a velocidade de varredura de 25 a 400 mV s
(figura 3.8 B e C). Os voltamogramas mostraram um comportamento reversivel
para a sonda redox, apresentando a razdo da corrente de pico anddico e catddico
igual a 1 e independente da velocidade de varredura. A figura 3.8 D também
apresentou uma dependéncia linear entre a corrente de pico anddico (l,) e a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v¥?) para os eletrodos de carbono sem
modificacdo e modificado com PDDA/AUNPSs, garantindo que o sistema segue a

equacdo de Randles-Sevcik, cujos valores sdo dados pela equacéo abaixo041%,

I, = £ (2.69 x 105) n¥2 A DY2C v12

Sendo que n é o numero de elétrons (n = 1), C é a concentracdo da espécie em
solugdo (C = 1,0umolcm™@), D é o coeficiente de difusdo da sonda
eletroquimica em 0,5mol Lt de KCI (D = 3x10°%cm?s™?), A é a area do
eletrodo (cm?) e v é a velocidade de varredura (V s?)4. A drea eletroativa
aparente para os eletrodos de carbono sem e com AuNPs foi estimada e
comparada com a area geométrica da superficie do eletrodo (3,14 mm?).
O eletrodo de carbono sem modificacdo apresentou uma area eletroativa de

2,49 + 0,06 mm?, consideravelmente menor que a sua area geométrica.
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Possivelmente esse efeito esta relacionado a presenca de polimeros isolantes na
tinta de carbono. Como esperado, a area eletroativa aparente no eletrodo
modificado com AuNPs aumentou significativamente quando comparada ao
eletrodo de carbono sem modificacdo, apresentando um valor médio de
4,46 + 0,20 mm?. Os desvios padrdo relativos (DPR) obtidos para os eletrodos
sem e com modificacdo (PDDA/AUNP) foram de 2,3% e 4,6%, respectivamente,

indicando boa repetitividade dos eletrodos descartaveis desenvolvidos.

3.3.2 - Caracterizacao do bioconjugado Ab/PM/HRP por UV-Vis

O procedimento do imunoensaio proposto neste trabalho exigiu a
modificacdo das particulas magnéticas com anticorpos, visando a captura e
separacdo de biomarcadores presentes nas amostras, e com HRP, que foi
utilizada como marcador eletroquimico para obtencdo do sinal analitico.
As etapas para preparar 0 bioconjugado Ab,/MB/HRP foram avaliadas por
espectrofotometria UV-Vis. Assim, foram levantados espectros de absor¢édo para
as suspensdes contendo PM, Ab,/PM e Ab,/PM/HRP, e comparados com 0s
espectros para as solucdes de anticorpos e HRP livres. Vale ressaltar que neste
estudo, o protocolo de modificacdo das PMs seguiu o item 3.2.4.3, excluindo a
etapa de bloqueio com BSA e glicina, tendo em vista detectar somente as bandas
que surgem devido a presenca de Ab, e HRP. Para as andlises as solugdes e
suspensdes foram preparadas em PBS (pH 7,4) na proporcdo de 1:150 (v/v),
respectivamente.

Na figura 3.9 sdo apresentados os espectros de absorcdo do
anticorpo anti-CP-CTV, HRP, PMs e do bioconjugado. Uma intensa banda de
absorcdo em 270 nm pode ser observada nos espectros das solugdes contendo
Ab, e HPR (figura 3.9 A), que pode ser atribuida aos grupos amina presentes
tanto nos anticorpos quanto na HRP. ApoOs a bioconjugacdo das PMs com

anticorpos, observa-se o aparecimento desta banda em 270 nm (figura 3.9 B),
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bem como seu incremento quando a HRP foi adicionada ao Ab,/PM, formando
0 Ab,/PM/HRP. Além disso, as inser¢des das figuras 3.9 A e B apresentam uma
banda de absorcdo fraca proxima a 430 nm, que pode ser atribuida a estruturas
presentes na HRP. Essas bandas de absor¢do sugerem uma ligacdo covalente
bem-sucedida do Ab, e HRP nas PMs, o que esta de acordo com outros estudos

relatados na literatural®®-1,
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FIGURA 3.9 - Espectros de absorcdo UV-Vis da A) solucédo contendo anticorpo
Ab, e enzima HRP e B) da suspensdo contendo PM, Ab,/PM e Ab,/PM/HRP.
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3.3.3 - Otimizacéo das condic¢des experimentais

Apbs a caracterizagdo do sistema, alguns parédmetros foram
avaliados a partir dos sinais obtidos pelo imunoensaio desenvolvido para a
deteccdo de CP-CTV. A deteccdo eletroquimica da proteina CP-CTV foi
indiretamente realizada pela atividade enzimatica da HRP, utilizando H,0,
como substrato e hidroguinona (H,Q) como mediador. A mistura foi injetada no
canal microfluidico do DEuD e foi obtida uma resposta de corrente catddica
transiente. Na presenca de H,O; e H,Q, 0 mecanismo de reacdo da deteccdo de

CP-CTV pode ser resumido de acordo com a figura 3.1010%-111,

H,0, + HRP —Fe(lll) —> H,O + HRP (Fe(IV)=0) Etapa (1)

OH e

HRP (Fe(1V)=0) + < HRP —Fe(ll1) + Etapa (2)

on T

Cl) OH

—
2e+2H+ [:j < [:j
@) OH

FIGURA 3.10 - Esquema do ciclo catalitico da enzima HRP com seu substrato

H.O, e hidroguinona como mediador eletroquimico, evidenciando a resposta

eletroquimica do produto formado.

A etapa (1) representa a reducdo de H,O, pela HRP ligada as PMs,
formando um complexo oxo-HRP-Fe(IV)=0. Em seguida, o complexo oxo foi

regenerado na presenca de H,Q, formando a benzoquinona (Q) na reacéo
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quimica representada na etapa 2. Finalmente, a Q foi eletroquimicamente
reduzida no eletrodo, aplicando o potencial de —0,2 V (etapa 3), que originou um
ciclo catalitico, com a H,Q eletrogerada reagindo novamente com o complexo
0x0 gerado (etapa 2) e assim por diante.

No procedimento desenvolvido, o tempo de incubacdo para a
captura imunomagnética e o tempo para a formacdo do sanduiche nos
imunossensores sdo parametros criticos para a realizacdo do imunoensaio, por
isso foram extensivamente avaliados. O tempo de incubacdo foi avaliado por
meio da adicdo de 10 pgmL?* de CP-CTV na dispersdo do bioconjugado
Ab,/PM/HRP contido em um microtubo, que foi mantido sob agitacdo lenta a
temperatura de 37 °C entre intervalos de tempo de 10 e 60 minutos. Em seguida,
0 bioconjugado formado (CP-CVT/Ab,/PM/HRP) foi lavado usando o suporte
magnético, ressuspenso em PBS-TW e injetado no DEuD, para formacéo de
imunoensaio do tipo sanduiche na superficie do eletrodo. Apos aplicacdo do
potencial fixo de —0,2 V vs Ag|AgCl e adicdo de 100 pL da solucdo de detecgéo
(H20,/H,Q), foi obtida a resposta da corrente transitoria referente a reducédo da
benzoquinona. A resposta analitica da dependéncia da corrente de pico catodico
(Ip) em relagcdo ao aumento do tempo de incubagdo para a imunorreacdo da
CP-CTV e Ab,/PM/HRP é apresentada na figura 3.11 A. Pode-se observar que a
I, aumentou com maiores tempos de incubagéo, atingindo seu valor maximo aos
30 minutos. Para tempos superiores, observou-se uma pequena diminuicdo na
corrente, no qual o valor da I, permaneceu constante em periodos mais longos,
devido a saturacdo no complexo antigeno-anticorpo. Portanto, o tempo de

incubacédo de 30 minutos foi escolhido como o tempo ideal.
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FIGURA 3.11 - A) Estudo do tempo de interacdo dos anticorpos policlonais
com a proteina CP-CTV e B) influéncia do tempo de formacdo do sanduiche no
dispositivo  microfluidico; sob  condi¢des: [CP-CTV]=19,5fgmL™,
[Ab;] = 10,0 pug mL* e [Ab,] = 10,0 pg mL ™,

O tempo de formagdo do imuno-sanduiche entre o
CP-CTV/Ab,/PM/HRP e 0 Ab; presente na superficie do eletrodo foi avaliado
entre 10 e 60 minutos. A influéncia deste tempo na intensidade da corrente é
mostrada na figura 3.11 B, no qual um maior sinal analitico foi observado para o
tempo de interacdo de 30 minutos. Semelhante ao estudo anterior, tempos mais
longos ocasionaram uma diminui¢do da l,, que pode estar relacionada a uma
inativacdo parcial dos anticorpos, diminuindo a resposta analitica global do

imunossensor.

3.3.4 - Curva de calibragéo para CP-CTV usando o imunoensaio

desenvolvido

O imunoensaio otimizado foi aplicado para construir a curva de
calibracdo para CP-CTV. As etapas de captura, separacdo e pré-concentracdo
para deteccdo de CP-CTV foram realizadas em solucdes padrdo compostas pelo

biomarcador diluido em diferentes concentracdes em PBS (pH 7,4). As respostas
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transientes de corrente, proporcionais as concentracdes do biomarcador, sdo

apresentadas na figura 3.12 A.

20 A 10000 B
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FIGURA 3.12 - A) Sinais transientes de corrente obtidos para solucdes padrao
de CP-CTV em PBS (pH 7,4) a —0,2 V vs. pseudo referéncia (AglAgCl) ¢
solugdo de deteccdo de 1,0 mmol Lt de H,Q/H,O, e B) curva analitica para
CP-CTV (I (nA) x log [CP-CTV)).

A relacdo linear entre a resposta da corrente catddica e a
concentracdo de CP-CTV é mostrada na figura 3.12B. Como pode ser
observado, o imunoensaio desenvolvido apresentou boa resposta linear para o
biomarcador CP-CTV em uma ampla faixa de concentracdo, variando de
20fgmL? a 10pgmL?. Neste caso, a equacdo da reta obtida foi
I, (NA) =341,9 + 22,8 log [CP-CTV] com coeficiente de correlagdo linear
calculado de 0,981 e limite de deteccdo (LD) de 0,3 fg mL*. O LD foi calculado
segundo meétodo IUPAC, de acordo com o critério (3s)/b, onde s é o desvio
padrdo do branco (n = 10) e b € a inclinacdo da curva de calibracdo. Ressaltamos
ainda que este LD é o menor valor reportado na literatura para a deteccdo de

CP-CTV até o momento, como mostra a Tabela 3.1.
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TABELA 0.1 - Comparacdo dos imunoensaios para deteccdo de CP-CTV.

Metodo de Conjugado Faixa linear LD Ref.
deteccdo (ng mL™) (ng mL)
FRET AUNPs-CP- 10?2 - 103 130 58
CTV/QDs-Ab
fluorimétrico QD-Ab/CNPs-QD 10?2 -10° 220 60
FRET Ab-QD/CP-CTV- — 198 61
Rd
Eletroquimico  Au-Ab/CP-CTV 3 -1,5x10° 8,0 59
Eletroquimico  DEuD/Ab,/CP- 2,0 x 10— 3x10”7 Este
CTVI/ 10x1072 trabalho
Ab,/PM/HRP

FRET- transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia;
AuNPs- nanoparticulas de ouro; CNPs- nanoparticulas de carbono;
QDs- quantum dots; CP- proteina do capsideo; Ab- anticorpo; Ab;- anticorpo
monoclonal;  Abp- anticorpo  policlonal; PM- particula magnética;

DEuD- dispositivo eletroquimico microfluidico descartavel.

Esse baixissimo limite de deteccdo pode ser atribuido ao uso das
PMs decoradas com anti-CP-CTV e HRP, que permitiu a captura, separacao e
pré-concentracdo do analito, além de contribuir na amplificacdo do sinal
eletroquimico. Outra razdo pode ser o efeito sinérgico causado pelas AuNPs,
presentes na superficie do eletrodo, que se tornaram responsaveis ndo apenas
pela alta seletividade e capacidade de ligacdo do anticorpo, mas também foi
responsavel pela alta resposta eletroquimica na reducdo da benzoquinona, que
foi gerada enzimaticamente a partir do marcador HRP. O uso de PMs, além de
permitir a obtencdo de baixos limites de detec¢do ao imunoensaio, tambem é
importante para diminuir o efeito de matriz, que sdo contornados apds a etapa de

captura. Portanto, o presente procedimento desenvolvido por imunoensaio-
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magnético provou ser uma ferramenta promissora para a quantificacdo de
CP-CTV.

3.3.5 - Estudo da precisao, repetitividade, estabilidade e potenciais

Interferentes do imunossensor

A precisdo do imunoensaio foi avaliada utilizando solucdo padréo
de CP-CTV 19,5fgmL™ e aplicando o método em condicOes otimizadas.
Para isso, foram avaliados os sinais transientes obtidos pelos 8 eletrodos de
trabalho de um mesmo dispositivo (intraensaio) e também as respostas de trés
dispositivos diferentes (interensaio). O procedimento proposto apresentou boa
repetitividade, com desvio padréo relativo de 6,7% (n=6) e 7,2% (n = 3) para
intra e interensaios, respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram a
viabilidade do imunoensaio desenvolvido, que envolvem as etapas de construcao
do DEuD, a modificacdo quimica dos eletrodos e as etapas de imobilizacdo
necessarias para Ab;, Ab, e HRP, tanto nos eletrodos quanto nas particulas
magnéticas.

A estabilidade dos imunossensores nos DEuDs também foi avaliada
(figura 3.13 A). Para isso, diferentes dispositivos foram preparados no mesmo
dia e armazenados em PBS a 4 °C, e em seguida, os DEuDs foram testados em
dias diferentes para a deteccdo CP-CTV em solugdo padrdo em concentracdo de
19,5 fgmL™. Os dispositivos, ap6s sete dias de armazenamento nessas
condicOes, apresentaram uma diminuicdo de 3,2% nas respostas transientes de
corrente. Por periodos mais longos de armazenamento (dez dias), a estabilidade
do imunossensor foi reduzida, mantendo cerca de 85,0% do desempenho
analitico inicial. Estes resultados sugerem que a imobilizacdo e a estabilidade
das moléculas de anticorpo na superficie do eletrodo foram bem-sucedidas,
demonstrando a preservacdo da atividade dessa proteina por uma semana,

quando mantida a 4 °C em PBS. E importante ressaltar que periodos mais longos
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de estabilidade podem ser alcancados para os imunossensores quando mantidos

SeCO.
150—A)
T I SR S
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2-90
-60 -
tempo (dias) tempo (s)

FIGURA 3.13 - A) Avaliacdo da estabilidade do dispositivo apés diferentes
tempos de armazenamento usando solucdo 19,5 fg mL* de CP-CTV em PBS
(pH 7,4). B) Especificidade do imunossensor eletroquimico para tampdo PBS
7,4 (branco), plantas ndo infectadas com CTV (amostras controle) e solucdes de
patdgenos de citros: Xanthomonas axonopodis, Xylella fastidiosa e Guignardia
citricarpa. Os sinais eletroquimicos foram medidos com a injecdo de
1,0 mmol L de solugdo de H,0,/H,Q.

O imunoensaio desenvolvido também foi avaliado para outros
patogenos de plantas citricas como Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xylella
fastidiosa e Guignardia citricarpa a fim de verificar potenciais interferentes
(figura 3.13 B). As respostas individuais para cada um dos fitopatdgenos foram
avaliadas e comparadas com as amostras do branco (somente PBS), de plantas
sadias (controles) e CP-CTV padrdo (10,0 pg mL™?). Como esperado, as
respostas de sinais transientes de correntes obtidas para os patdgenos de
Xanthomonas axonopodis, Xylella fastidiosa e Guignardia citricarpa
apresentaram magnitudes similares as obtidas com solucdo do branco, nédo

havendo interferéncia na deteccdo de CP-CTV. Também pode ser observado na
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figura 3.13 B, as correntes obtidas para amostras de plantas sadias, utilizadas
como controle, também apresentaram valores proximos ao branco. Os resultados
obtidos indicam a boa seletividade do DEuD para o diagnostico da doenca

Tristeza dos citros.

3.3.6 - Aplicacdo do imunoensaio em amostras de citros infectadas
com CTV

A aplicabilidade do imunoensaio para o diagnéstico da doenca
Tristeza dos citros foi investigada com a detec¢do de CP-CTV em amostras de
folhas de laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.) infectadas ou ndo (controle).
As amostras de citros foram identificadas qualitativamente como infectadas
positiva ou negativamente usando reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-PCR). Os resultados obtidos usando o imunoensaio desenvolvido sdo
apresentados na figura 3.14. Como podem ser observados, os niveis de CP-CTV
obtidos para amostras de plantas infectadas pelo virus apresentaram valores
superiores aos das amostras controle, indicando a eficacia do procedimento
proposto em discriminar as amostras doentes das sadias, o que facilita o
diagndstico simples e rapido da doenca Tristeza dos citros. As amostras também
foram avaliadas por ELISA, nas quais as concentracdes de CP-CTV obtidas
mostraram excelente concordéncia com os valores obtidos em nosso sistema.
Os resultados obtidos com os dois métodos mostraram uma correlacéo de 0,98, e
a aplicacdo do teste t de Student para amostras pareadas ndo mostrou diferenca
significativa ao nivel de confianca de 95%, confirmando a exatiddo dos
resultados. O custo em materiais para a constru¢do do imunossensor foi de cerca
de R$ 1,00 por eletrodo. Esse valor é consideravelmente menor quando
comparado com o ensaio ELISA, usado no estudo comparativo, que foi de cerca
de R$ 33,00 por micropoco, indicando o baixo custo do método desenvolvido.

E importante lembrar que os custos dos insumos utilizados em pesquisa tem
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valores diferentes daqueles praticados para as empresas, 0 que deve baixar ainda
mais o custo final do dispositivo. Assim, 0 imunoensaio-magnético proposto
apresentou significativos resultados para deteccdo do CTV de forma simples e

de baixo custo em amostras reais.
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FIGURA 3.14 - Graficos de barras para as concentracdes de CP-CTV em

amostras de plantas sadias e infectadas com o Citrus tristeza virus usando o

DEuD e o método comparativo ELISA.
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3.4 - CONCLUSAO PARCIAL

Demonstramos que a combinacdo da separacdo imunomagnetica e
um dispositivo descartavel com imunoarranjo microfluidico permitiu a rapida
deteccdo do Citrus tristeza virus com alta seletividade e baixo custo.
O dispositivo desenvolvido permitiu a deteccdo do biomarcador com boa
sensibilidade, atingindo um baixissimo limite de deteccdo de 0,3 fgmL™.
Além disso, em condigdes otimizadas ndo foi observado efeito de matriz devido
a captura e separacdo do analito da amostra, com base na imunocaptura
magneética, o que ocorreu devido ao uso de PMs decoradas com anti-CP-CTV.
O procedimento desenvolvido foi aplicado com sucesso para a determinacdo do
CP-CTV em amostras de cultivares de citros em menos de 50 minutos.
Os resultados obtidos foram estatisticamente comparaveis aos do método
ELISA, demonstrando o potencial do procedimento para um diagnéstico da
doenca de forma rapida, simples e com custo reduzido. Essa nova estratégia
mostra-se promissora no monitoramento da doenca em culturas citricas, e
imaginamos que sua implementacdo no mercado para o diagnostico precoce
certamente traria um melhor controle e prevencdo da doenca, com grandes

beneficios para o setor.



Desenvolvimento e comparacao de imunoensaios
enzimatico e ndo-enzimatico visando a deteccao
eletroguimica do cancro citrico

Capitulo 4
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4- DESENVOLVIMENTO E COMPARACAO DE
IMUNOENSAIOS ENZIMATICO E NAO-ENZIMATICO
VISANDO A DETECCAO ELETROQUIMICA DO CANCRO
CITRICO

4.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Esta parte do trabalho teve como objetivo realizar um estudo
comparativo do desempenho de um imunoensaio enzimatico e outro
ndo-enzimatico para a deteccdo eletroquimica da trealase, um potencialmente
novo biomarcador proteico para o cancro citrico. O sistema enzimatico utiliza a
HRP como marcador eletroquimico, enquanto o imunoensaio nao-enzimatico
utiliza nanoparticulas de ouro para essa mesma funcéo, sendo que ambos 0s

sistemas visam obter alta sensibilidade, baixo custo e portabilidade.

4.2 - PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 - Reagentes e materiais

A proteina trealase (TREA), extraida da Xanthomonas citri subsp.
citri, foi cedida pelo Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada
do Departamento de Genética e Evolucdo da UFSCar. O anticorpo policlonal
anti-TREA (produzido em coelho) foi adquirido da Proteimax Biotechnology
(Séo Paulo, BR). As particulas magnéticas decoradas com grupos carboxilas
foram sintetizadas pelo método de co-precipitagdo (descrito no item 4.2.3
abaixo). Para esse processo, foram utilizados os reagentes sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4.7H,0, > 99,6%) ¢ hidroxido de sdédio (NaOH), ambos da
Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, BR); cloreto férrico hexahidrato
(FeCl3.6H,0, > 98%) e citrato de sddio (Na3CsHs07, 99,8%) adquiridos junto a
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Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Os demais reagentes e materiais utilizados

foram descritos no capitulo anterior (item 3.2.1).

4.2.2 - Instrumentacao

Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram
obtidas com um microscépio modelo JEOL JEM 200CX, operado a uma tensao
de 200 keV e equipado com um espectrometro de raios-X de energia dispersiva.
A caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas e sua modificacdo foi realizada
por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
usando o espectrometro FTIR-4100. Os demais equipamentos utilizados neste

trabalho ja foram descritos no capitulo anterior (item 3.2.2).

4.2.3 - Preparacao de solucdes e sintese de materiais

4.2.3.1 - Sintese das nanoparticulas de ouro decoradas com citrato

As nanoparticulas de ouro utilizadas neste trabalho foram
sintetizadas pelo método de Turkevich, no qual o citrato € usado como agente
redutor e estabilizante!'?, Resumidamente, 100 mL de uma solugdo de &cido
clorodurico (HAUCI4, 1,40 mmol L) foi aquecida em banho-maria até atingir a
temperatura de 85 °C, sob agitacdo constante (ca. 850 rpm). Em seguida, um
volume de 10,0 mL de citrato de sodio (1% m/v) foi adicionado a solucdo de
HAuCl;, mantendo-a sob aquecimento e agitacdo por 4 minutos. Nesse
intervalo, foi observada uma mudanca na coloracdo de amarelo palido para roxo
escuro e, apos esse tempo, a solucdo foi resfriada em banho de gelo até atingir
temperatura ambiente. Por fim, as nanoparticulas de ouro foram armazenadas

sob refrigeracdo até sua utilizacao.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ouro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ouro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
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4.2.3.2 - Sintese e modifica¢do das nanoparticulas magnéticas

Em alguns trabalhos do nosso grupo de pesquisa foram
desenvolvidos imunoensaios utilizando nanoparticulas magnéticas (NPMs)
sintetizadas em laboratério e os resultados indicaram que os procedimentos sdo
tdo sensiveis quanto os que utilizam particulas comerciais, com a vantagem de
menor custo de analise’*1'° Assim, os sistemas aqui propostos envolveram o
uso dessas nanoparticulas para imobilizacdo covalente de anticorpos policlonais
anti-TREA. As NPMs foram sintetizadas de acordo com o método de
coprecipitacdo relatado por Proenca et al.!'3!4 Obedecendo a estequiometria
2:1 para relacdo Fe(lIl)/Fe(ll), os sais de ferro FeCl;.6H,O (0,18 mol L?) e
FeSO4.7H,O (0,09 mol L) foram preparados em uma solucdo de HCI
(0,50 mol L), e aquecidos a 60 °C. Paralelamente, uma solugdo de NaOH
(1,50 mol L) também foi aquecida até 60 °C. Em seguida, a solucédo de NaOH
foi misturada a solucdo dos precursores de ferro e mantida sob agitacdo por
30 minutos a 60 °C. Ao fim dessa etapa, o liquido resultante foi deixado resfriar
até temperatura ambiente e, entdo as NPMs foram lavadas com &gua ate
neutralizacdo, com posterior separac¢do aplicando um campo magnético externo
(ima neodimio).

Na etapa posterior, as nanoparticulas magnéticas foram
funcionalizas com citrato. Inicialmente, as NPMs recém-sintetizadas foram
adicionadas a solugdo de NazCsHsO- (0,37 mol L) e agitadas por 30 minutos a
85 °C. Logo apos, etapas de lavagens foram realizadas, com auxilio de um ima
de neodimio para separagdo magnética, até atingir a neutralizacdo da solucao do
sobrenadante. Posteriormente, a dispersdo foi mantida em atmosfera de N, por

30 minutos e armazenada a 4 °C para uso posterior.
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4.2 .4 - Desenvolvimento do imunossensor enzimatico

O imunossensor enzimatico foi baseado no mesmo principio do
dispositivo desenvolvido para deteccdo do CTV (capitulo 3), sendo assim as

etapas serdo resumidamente mencionadas, e estdo representadas na figura 4.1.

A) E8d

1. PDDA

eletrodo / )
S

K 2. AuNP
B)

FIGURA 4.1 - Representacdo das etapas de preparacdo do imunossensor
eletroquimico para deteccdo da TREA, sendo A) a imobilizacdo de anti-TREA
sob os eletrodos de trabalho do dispositivo microfluidico, B) as etapas para
obtencdo do biconjugado Ab,/NPM/HRP, C) a captura e isolamento da proteina
TREA usando o Ab,/NPM/HRP e D) a formacao da estrutura do tipo sanduiche

sob o eletrodo para posterior analise eletroquimica.

Para construcdo deste imunossensor, os eletrodos serigrafados
foram modificados com o polication PDDA (etapa A-1) e com as nanoparticulas
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de ouro decoradas com glutationa (etapa A-2), formando uma bicamada
PDDA/AUNP-GSH. Os reagentes de reticulaggo EDC/NHS foram utilizados
para a ativacdo dos grupos carboxilas presentes nas nanoparticulas de
ouro/glutationa para a imobilizacdo dos anticorpos policlonais anti-TREA.
Apds a lavagem, 5 puL da solucdo de Ab, (20 ug mLt) foi adicionada a
superficie do eletrodo contendo os grupos carboxilas ativados (etapa A-3).
Essa solucdo foi mantida por 18 horas a 4°C, e o0s eletrodos foram
posteriormente lavados com PBS e blogueados com BSA (etapa A-4).
Todos os tempos, concentragdes dos reagentes e etapas de lavagem seguiram o
mesmo protocolo do item 3.2.4.2, salvo quando indicado. Apos a imobilizacéo
do Abg, o dispositivo microfluidico foi montado e estocado a 4 °C.

A conjugacdo das proteinas nas nanoparticulas sintetizadas seguiu o
protocolo de Proenca et al. (figura 4.1 B)''3. Inicialmente, um volume de 1,0 mL
da dispersdo de NPMs (concentragdo de 5,0 mg mLt e com diametro médio de
5,0 nm) foi adicionado a um microtubo, e lavado duas vezes com 1,0 mL de
tampdo MES (50 mmol L%, pH 5,2), tendo um suporte magnético para auxiliar
na separacdo do sobrenadante. Depois disso, 500 pL de solucdo de EDC/NHS
(3,0 mg mL™) foi adicionada as NPMs e mantidos sob agitacdo lenta por
30 minutos (etapa B-1). Apos lavagens usando 500 puL de MES, foi adicionado
250 uL de anti-TREA (10 ug mL™?) a dispersdo de NPMs e deixados por
24 horas em agitacdo lenta (etapa B-2). O complexo Ab,-NPM foi lavado com
PBS (pH 7,0) e 500 pL de solucdo contendo a enzima HRP (1,2 mg mL™t em
PBS (pH 7,0) com 0,5% (m/v) de BSA) foram adicionados (etapa B-3). Apds 16
horas sob agitacdo suave, o bioconjugado (Ab,-NPM-HRP) formado foi lavado
e 1,0 mL de solucdo de glicina (1,0 mol L%, pH 8,0) foi adicionada para o
bloqueio de grupos ativados com EDC/NHS que ndo reagiram (etapa B-4). Apos
lavagens com PBS 7,4 + 2% (m/v) de BSA, o biconjugado foi disperso em
250 pL de PBS-TW.
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A etapa de captura da proteina (figura 4.1 C) foi realizada
utilizando diferentes concentracdes de solucéo padrao de TREA ou amostras de
plantas diluidas em PBS (pH 7,4). Assim, 20 puL do bioconjugado Ab,-NPM-
HRP foi adicionado a 500 pL da solucdo de TREA ou amostra, e mantidos sob
agitacdo lenta por 40 minutos (parametro otimizado) a 37 °C. Em seguida, a
suspensdo foi lavada e ressuspensa em 125 pL com PBS-TW. Por fim, uma
aliguota 100 pL dessa suspensdo foi injetada no dispositivo microfluidico
usando uma valvula cromatografica de injecdo manual, e o fluxo foi
interrompido para formacao da estrutura tipo sanduiche na superficie do eletrodo
(figura 4.1 D). Apo6s 40 minutos de interacdo, o canal foi lavado injetando
solucdo de PBS-TW pH 6,5 e as analises amperometricas foram realizadas
adicionando a solugdo de deteccdo composta por 1,0 mmol L™ de H,Q e H,0».
Como fluido transportador foi empregado o tampdo PBS-TW pH 6,5. Para a
deteccdo, um potencial de —0,2 V vs Ag|AgCl foi aplicado continuamente e a

corrente catddica gerada foi registrada e utilizada como parametro analitico®*®.

4.2.5 - Desenvolvimento do imunoensaio nao-enzimatico

Nesta abordagem, a deteccdo da proteina TREA foi realizada
utilizando as AuNPs como marcador eletroquimico e as NPMs para
pré-concentracdo do analito, ndo havendo nenhuma modificacdo na superficie
do eletrodo de trabalho uma vez que a estrutura tipo sanduiche foi formada
sobre a superficie das NPMs 190117118 Toda a reacdo anticorpo-antigeno foi
realizada em microtubos e ndo foi necessario o uso de um sistema microfluidico.

O esquema representativo para este imunoensaio esta na figura 4.2.
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FIGURA 4.2 - Esquema das etapas necessarias para obtencdo do imunoensaio

ndo-enzimatico: (1) Preparacdo do conjugado contendo nanoparticulas
magnéticas decoradas com anticorpos policlonais de captura (Aby);
(2) imunoconjugagcdo das AuNPs com anti-TREA (Aby); (3) captura do
biomarcador TREA com Ab,/NPMs e (4) formacdo da estrutura tipo sanduiche

nas NPMs e posterior deteccdo eletroquimica.

4.2.5.1 - Conjugacao das nanoparticulas magneticas com anti-TREA

Os anticorpos anti-TREA foram covalentemente ligados as NPMs
pela formacdo de uma ligacdo amida com uso de EDC/NHS, seguindo o0 mesmo
protocolo de imobilizacdo aplicado no imunoensaio enzimatico (item 4.2.4),
com excecdo da etapa de imobilizacdo da enzima. Assim, 1,0 mL de dispersdo
das nanoparticulas (5,0 mg mL?) foi lavada com tampao MES pH 5,2 (2 vezes)
e ativada com a solucdo mista de EDC/NHS (3,0 mg mL™1) por 30 minutos, sob
agitacdo suave. Transcorrido esse tempo, trés lavagens com 500 pL de MES
foram realizadas e 250 uL de anti-TREA (5 pug mL*) foram adicionados as

NPMs, mantendo-os por 24 horas sob agitacdo lenta. Os anticorpos nédo ligados
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foram removidos ap0s a separacdo magnética e o conjugado foi lavado com
PBS-TW. Em seguida, 1,0 mL de solucéo de glicina (1,0 mol mL™?, pH 8,0) foi
usado para etapa de bloqueio por 30 minutos. Posteriormente, o Ab,-NPM foi
lavado com PBS-TW, ressuspenso em 250 pL deste mesmo tampdo e mantido
sob refrigeracdo para uso posterior'!4. As etapas para obtencdo do conjugado

Ab,-NPM estéo representadas na figura 4.3.

FIGURA 4.3 - Representacdo das etapas para conjugacdo das NPMs com anti-
TREA, usando os reagentes EDC/NHS para ativar os grupos carboxilas e

aumentar o rendimento da ligacdo amida formada.

4.2.5.2 - Imunoconjugacéo das AuNPs com anti-TREA

Paralelamente ao item anterior, anticorpos policlonais foram
marcados com as AuNPs conforme o esquema da figura 4.4. Para isso, a
suspensdo de nanoparticulas de ouro modificadas com citrato foi ajustada para
pH 8,5 usando tampao borato (50 mmol L) e, em seguida, 50 pL de anti-TREA
(1,0 mg mL?) foi adicionado a 1,0 mL dessa dispersdo. Ap0s agitacdo suave por
20 minutos & temperatura ambiente, 100 uL de BSA (2% m/v) foram
adicionados e incubados por mais 20 minutos. A dispersdo resultante contendo
Ab,-AuNPs foi centrifugada por 20 minutos a 6500 rpm, e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL de PBS (pH 7,4) com 0,3% (m/v) de BSA.
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FIGURA 4.4 - Esquema representativo da estratégia de bioconjugacdo das
AUNPs com Ab..

4.2.5.3 - Captura do biomarcador TREA com Aby/NPMs e formacao

do imunoensaio do tipo sanduiche

A fim de realizar a captura, separacdo e pré-concentracdo da
proteina TREA, utilizou-se o conjugado Ab,-NPM conforme apresentado na
figura 4.5 A. Assim, 25 pL da dispersédo de Ab,-NPM foi adicionada a 500 puL
de diferentes concentracdes de TREA (diluidos em PBS com pH 7,4) e incubado
por 30 minutos a 37 °C. Depois disso, o complexo formado (TREA/Ab,-NPM)
foi separado do sobrenadante aplicando um campo magnético externo e lavado
com PBS-TW. Apos trés etapas de lavagem, o sobrenadante foi descartado e o
complexo foi ressuspenso em 140 uL de Ab,-AuNPs, seguido por agitacao por
20 minutos. Essa etapa corresponde a formacdo do sanduiche no imunoensaio e
estd representada na figura 4.5 B. O imuno-sanduiche formado foi novamente
separado magneticamente, lavado com tampdo PBS-TW e, finalmente foi
ressuspenso em 80 uL de PBS (pH 7,4) com 0,3% de BSA para posterior analise

eletrogquimica.
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FIGURA 4.5 - Etapas de interagdo do imunoensaio proposto. A) Captura da

proteina TREA apds a adicdo do conjugado Ab,-NPM a solucdo padrdo ou
amostra, juntamente com as etapas de separacdo magnetica e lavagem.
B) Formacdo da estrutura do tipo sanduiche usando TREA/Ab,-NPM e as

nanoparticulas marcadas com anti-TREA ap0s tempo de incubacao.

4.2.5.4 - Deteccéao eletroguimica usando DPV

Para as medidas eletroguimicas, uma aliquota de 10 pL do imuno-
sanduiche (AuNP-Ab,/TREA/Ab,-NPM) foi adicionada sobre a superficie do
eletrodo de trabalho e capturada com auxilio de um ima de neodimio localizado
externamente sob a area do eletrodo. Para garantir o maximo de captura do
imuno-sanduiche, o sobrenadante foi retirado por retropipetagem ap0s um
minuto da adicdo da dispersdo ao eletrodo e, em seguida, 50 uL de HCI
(0,2 mol L) foi adicionado sobre toda a célula eletroquimica. O sinal analitico
foi baseado na resposta redox do ouro, presente nas nanoparticulas, em meio

acido na presenca de ions cloreto. Assim, inicialmente um potencial de +1,25 V
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foi aplicado por 120 s e, em seguida, a DPV foi realizada na faixa de potencial
+1,25a 0,0 V vs Ag|AgCl com amplitude de modulacdo de 50 mV, potencial de
step de 5 mV e velocidade de varredura de 0,01 V s.0s parametros utilizados

para a DPV foram baseados em trabalhos previamente reportados®-17:119,

4.2.6 - Preparacao das amostras de plantas

As amostras de folhas de laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.)
ndo-infectadas e infectadas com a doenca cancro citrico foram cedidas pela
Fundecitrus e submetidas a0 mesmo processo de extracdo descrito no item 3.2.5.
Resumidamente, as folhas foram moidas/trituradas e dispersas em tampao Tris
(0,1 mol L%, pH 7,4) na proporcdo 1:6 (m/v). O extrato foi centrifugado a
3500 rpm ¢ o sobrenadante foi separado e armazenado a —20 °C. Para aplicacdo
nos imunoensaios propostos, uma aliquota do extrato foi diluida em PBS
pH 7,41%. O método comparativo foi realizado com o kit ELISA adquirido pela

Proteimax Biotechnology (Sao Paulo, BR).

4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 - Caracterizacdo das NPMs

As estratégias propostas para deteccdo da proteina TREA
envolveram o uso de imunoensaios enzimatico e ndo-enzimatico, a fim de
comparar estes dois procedimentos e avaliar o potencial deste biomarcador para
0 diagnostico da doenca cancro citrico. Assim, nanoparticulas magnéticas
sintetizadas no laboratério e funcionalizadas com grupos carboxilas foram
utilizadas no desenvolvimento dos imunoensaios enzimatico e ndo-enzimatico,
visando garantir a imobilizacdo covalente dos anticorpos policlonais anti-TREA

e, consequentemente, favorecer a facil captura do biomarcador proteico,
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evitando possiveis efeitos de matriz e diminuindo as adsorcGes
inespecificas®” %120, Assim, a obtencdo das NPMs foi confirmada e caracterizada
pelas técnicas de microscopia eletrbnica de transmissdo, espectrometria de
energia dispersiva de raio-x e espectroscopia de infravermelho, e estdo

apresentadas na figura 4.6.
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FIGURA 4.6 - Caracterizacdo das NPMs por A) microscopia eletrénica de
transmissdo; B) distribuicdo do didmetro das nanoparticulas pelo software
ImageJ; C)espectros de energia dispersiva de raio-x das NPMs sem
modificacdo, evidenciando os picos referente ao ferro e D) espectros de
infravermelho com transformada de Fourier para NPMs (a) ndo modificados e

(b) modificadas com citrato.

As imagens obtidas via MET (figura 4.6 A) demonstram que o

material obtido possui estrutura homogénea, com particulas semi-esféricas e
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presenca de agregados devido a grande razdo superficie/volume, que resulta em
uma alta energia de superficie. Também foram medidos os didmetros dessas
nanoparticulas, com o software ImageJ, e foi obtido um valor médio de
8 + 2 nm (figura 4.6 B)!3115121  Andlises de EDX (figura 4.6 C) confirmaram a
composicdo majoritaria de ferro nas NPMs, apresentando intensos picos em 6,40
e 7,06 KeV que correspondem as energias Ko e KB do ferro,
respectivamente!?t122, A figura 4.6 D apresenta espectros de FTIR que
confirmam a funcionalizacdo das nanoparticulas com citrato, no qual pode ser
observado o surgimento de um pico intenso em 1626 cm™ ap6s a modificagao,
que é resultante do alongamento da ligacdo carbonila, e uma banda larga na
regido de 3012-3600 cm* da hidroxila proveniente do grupo COOH??1.122,

4.3.2 - Caracterizacado das AuNPs e de sua conjugacao com Abo

No imunoensaio ndo-enzimatico as nanoparticulas de ouro foram
utilizadas como marcadores eletroquimicos em substituicdo as enzimas, e desta
forma, sua sintese tem grande relevancia no processo de imunodeteccgéo.
Assim, ap0s a obtencdo dessas nanoparticulas, a técnica de microscopia
eletronica de transmissdo foi utilizada para avaliar seu tamanho e
homogeneidade, sendo os resultados apresentados na figura 4.7 A. De acordo
com a micrografia, um formato esférico e homogéneo foi observado, com uma

distribuicdo de diametro de 12 + 3 nm (figura 4.7 B)'%,
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FIGURA 4.7 - A) Caracterizacdo morfologica das AuNPs por microscopia
eletronica de transmissdo; figura inserida: distribuicdo do didmetro das
nanoparticulas usando software ImageJ. B) Espectros de absorcéo do visivel das
(a) AuNPs, (b) AuNPs conjugadas com anti-TREA e (c) solucéo de anti-TREA.

Para a caracterizacdo da conjugacdo dos anticorpos policlonais e
AuNPs, foram utilizados espectros de absorcdo na regido do visivel
(figura 4.7 C). Para isso, foi avaliada a mudanca de coloracdo das AuNPs devido
suas propriedades opticas tipicas, que dependem da distancia de separacdo entre
particulas e também de sua agregacéo 12*. Como é observado na figura 4.7 C (a),
a suspensdo de AuNPs apresenta uma intensa banda de absorgéo de plasmon em
528 nm. No entanto, apds conjugacdo das nanoparticulas com anti-TREA (figura
4.7 C (b)), é observado o alargamento e a diminuigéo da intensidade nessa banda
de absorcdo. Alem disso, um desvio de cerca de 20 nm, entre 0s espectros €
observado ao comparar a suspensdo de AuNPs (528 nm,) com o

imunoconjugado AuNP-Ab, (548 nm), indicando a diferenca no ambiente
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dielétrico. O perfil dos espectros levantados estd de acordo com os principais
trabalhos relatados na literatura!®, confirmando a eficiéncia na conjugacéo do
anti-TREA na superficie das AuNPs Os espectros do visivel da solucédo
anti-TREA (figura 4.7 C (c)) foram realizados para demonstrar que 0S
anticorpos ndo apresentam nenhuma banda de absorcao nessa faixa do espectro

eletromagnético.

4.3.3 - Otimizacao dos parametros experimentais

Variaveis experimentais como pH, temperatura de reacdo
antigeno/anticorpo, concentracdo de anticorpos, tempo para captura do analito e
tempo de formacdo do sanduiche influenciam diretamente na sensibilidade e
seletividade do imunoensaio. Além disso, as condigdes experimentais ideais
para o reconhecimento do alvo de um anticorpo podem ndo ser as mesmas para
outro. Deste modo, foram avaliados os principais parametros para os dois
imunoensaios propostos para deteccdo do biomarcador trealase, buscando
alcancar melhor resposta analitica e, consequentemente, maior sensibilidade do

imunossensor.

4.3.3.1 - Otimizacdo do imunossensor enzimatico

Para esta estratégia, utilizou-se a enzima HRP como marcador
eletroquimico. A enzima foi imobilizada nas nanoparticulas magnéticas
contendo anti-TREA, que posteriormente foram usadas para capturar o
biomarcador TREA. Além disso, também foi utilizado um dispositivo
microfluidico contendo eletrodos serigrafados e com anti-TREA imobilizados
em sua superficie. As respostas amperomeétricas foram geradas aplicando um
potencial de -0,2 V vs. Ag|AgCl, explorando a reacdo enzimatica da HRP com

hidroquinona/H,O; (reacdo descrita no item 3.3.3).
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As varidveis avaliadas na resposta deste imunossensor foram:
concentracdo do anticorpo anti-TREA na superficie do eletrodo; tempo de
captura do biomarcador TREA usando o bioconjugado Ab,/NPM/HRP; tempo
de formacdo do sanduiche na superficie do dispositivo e estudo da vazdo.
As demais condicgdes experimentais envolvidas na constru¢do do imunossensor
enzimatico foram relatadas em trabalhos anteriores®"116,
Para maior sensibilidade na deteccdo de TREA, o critério de sele¢do usado para
cada variavel testada foi 0 maior sinal de corrente de pico em relacdo ao menor

consumo de reagente ou menor tempo. Os resultados obtidos sdo mostrados na

figura 4.8.
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FIGURA 4.8 - OtimizacOes das etapas do imunossensor com HRP para deteccéo
de TREA (1,0 pg mL™1): A) resposta das diferentes concentracoes de anti-TREA
na superficie do eletrodo; B) estudo do tempo de captura da proteina usando o

bioconjugado; C)efeito do tempo de formagdo do imunosanduiche e
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D) respostas amperométricas para diferentes vazGes da solucdo de deteccédo

(solugdo mista contendo 1,0 mmol L de H,Q/H,0,).

Todas as otimizacdes foram realizadas empregando 1,0 pg mLda
proteina TREA diluida em PBS, 10,0 umol L de anti-TREA conjugado na
NPM e adicdo de 100 uL da solucdo de deteccdo (solucdo mista contendo
1,0 mmol Lt de H,Q/H,0,) no canal microfluidico. O primeiro parametro
avaliado foi a concentracdo de anti-TREA a ser imobilizada na superficie do
eletrodo. A figura 4.8 A mostra 0 comportamento das correntes de pico para as
concentracdes variando de 5 a 40 umol L™, no qual pode ser observado um
acréscimo nos sinais transientes de corrente de pico com o aumento da
concentracdo do anticorpo policlonal até 20 umol L™, ocorrendo uma pequena
diminuicdo na Ip para concentragdes superiores. Assim, 20 pumol L foi
utilizada como concentracéo ideal de Ab, para imobiliza¢do no eletrodo.

Em relacdo aos tempos de captura do biomarcador e de formacao
do sanduiche, os resultados sdo apresentados nas figuras 4.8 B e C,
respectivamente. Para estes estudos, maiores tempos de interacdo promoveram
um incremento nos sinais de corrente de pico. No entanto, visando obter o
compromisso maior sinal/menor tempo de analise, os estudos subsequentes
foram realizados empregando 40 minutos tanto para captura da trealase quanto
para formacdo da estrutura do tipo sanduiche.

Também foram avaliadas diferentes vaz0es para 0 carreamento da
solucdo de deteccdo, apresentadas na figura 4.8 D. As vaz0es estudadas foram
de 50, 100, 150 e 200 uL min~!, e se pode observar similaridade para as trés
primeiras vazfes, porém os perfis dos sinais transientes de correntes foram
diferentes, sendo este o principal fator para escolha deste parametro.
Em vazbes mais baixas (50 uL min-'), ocorreu maior dispersdo da solucdo de
deteccédo, obtendo-se um pico mais alargado e com maior tempo de residéncia.

Em contraste, para vazdes mais elevadas (200 uL min-') picos bem definidos,
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com baixo tempo de residéncia foram obtidos, porém foi gerado um sinal com
menor magnitude. Para as vazdes de 100 e 150 uL min~!, uma excelente relacéo
entre intensidade de sinal, tempo de residéncia e definicdo de pico foram
alcangados, indicando que nestas condigdes uma alta concentracdo de
benzoquinona sofreu a reducdo na superficie do eletrodo. Entre essas duas
vazles, 100 uL min~! foi a que apresentou maior intensidade de sinal e menor

desvio padréo, sendo esta vazao utilizada neste imunossensor.

4.3.3.2 - Otimizacao do imunoensaio ndo-enzimatico

O imunoensaio ndo-enzimatico utilizou uma estratégia um pouco
mais simples para deteccdo de TREA, em que nenhuma modificacdo foi
realizada na superficie do eletrodo de trabalho e todas as etapas de imunorreacao
foram feitas em microtubos, levando a formacédo de uma estrutura tipo sanduiche
sobre as NPMs. Além disso, a substituicio do marcador eletroquimico
enzimatico HRP por nanoparticulas de ouro tornou o dispositivo mais simples e
versatil, ndo necessitando de valvulas e dispositivos para propulséo de fluidos, e,
portanto levando a um método de anélise de menor custo. Nesta estratégia, ndo
foi necessario o uso de gés nitrogénio para remocdo do oxigénio dissolvido nas
solugbes utilizadas nas etapas de deteccdo, ocasionando em uma maior
praticidade do sistema. Sendo assim, anticorpos anti-TREA foram conjugados as
NPMs, que serviram para capturar a proteina TREA, que posteriormente
interagiu com anticorpos policlonais especificos para TREA que se encontravam
marcados com a AuNP, resultando em um imunoensaio do tipo sanduiche.
Este complexo foi incorporado a superficie do eletrodo com auxilio de um ima4,
sendo avaliado por meio da resposta redox do ouro presente nas nanoparticulas.

A deteccdo da proteina TREA foi indiretamente realizada por meio
das propriedades eletroquimicas das AuNPs e que sdo proporcionais a

concentracdo da proteina capturada. Assim, inicialmente foi realizada a
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oxidacdo do ouro presente nas AuNPs em meio acido na presenca de ions
cloreto, com aplicagdo de um potencial fixo de +1,25 V vs. Ag|AgCl por 120 s,
levando a formacéo de [AuCl,] (etapa 1). Em seguida, a técnica de voltametria
de pulso diferencial (DPV) foi aplicada, resultando em um sinal analitico devido
a reducdo de [AuCl;]” com potencial pico em +0,45V (etapa 2)°.

O mecanismo de reacdo pode ser resumido da seguinte forma:

Etapa de oxidacdo: Au +4ClI- — [AuCls] + 3e (1)
Etapa de reducéo: [AuCls] + 3e- — Au +4CI (2)

Os parametros como concentracdo de Ab,, tempo de captura e
tempo de formacédo do sanduiche também foram avaliados para esta estratégia,
visto que os procedimentos utilizados para o0 desenvolvimento deste
imunoensaio sdo relativamente diferentes dos realizados para o imunossensor
com HRP. A concentragdo do biomarcador trealase usada para todas as
otimizagdes foi 1,95 pg mL2, e as variaveis utilizadas na técnica de DPV foram
as mesmas descritas na literatura 1°0117.11% Qs valores de corrente de pico
referente a reducdo do ouro em relacdo aos parametros otimizados estdo

apresentados na figura 4.9.
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FIGURA 4.9 - Otimizacdo das etapas do imunoensaio com AUNPs para
deteccdo da TREA (1,95 pg mL1): A) Estudo de diferentes concentragdes de
anti-TREA para conjugacdo com as AuNPs; B) estudo da concentracdo de anti-
TREA imobilizadas na superficie das NPMs; avaliacdo dos tempos de

C) captura da proteina TREA e D) formacéo do sanduiche.

Primeiramente, a concentracdo de anti-TREA imobilizadas na
superficie das AuNPs foi avaliada (figura 4.9 A). O estudo dessa variavel é
importante, pois a quantidade de anticorpos marcados estd diretamente
relacionada ao namero de ouro disponivel para a reacdo, e consequentemente
com o sinal de corrente. Um aumento na resposta voltametrica foi obtido até
50 ug mL! de concentracdo de anticorpo, atingindo uma saturagdo no sinal
analitico para maiores concentracdes. Portanto, 50 ug mL™* de anti-TREA foi
selecionada para este trabalho por atingir maior desempenho voltamétrico.

Com relacdo a concentracdo de anticorpos para captura da TREA, os resultados
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sdo apresentados na figura 4.9 B. A concentracdo de 5 pgmL™t alcancou
maiores valores de corrente de pico, ocorrendo uma diminuicdo no sinal para
maiores concentracOes. Esse efeito pode ser ocasionado por um impedimento
estérico entre a interacdo antigeno/anticorpo, visto que grandes quantidades de
anticorpos de captura sdo imobilizadas das nanoparticulas magnéticas®.
Assim, 5 ug mL! foi a concentracdo de anti-TREA utilizada para imobilizagdo
nas nanoparticulas magnéticas nos estudos posteriores.

Além disso, 0 tempo para interacdo antigeno-anticorpo (ou captura
do analito) e o tempo de formacdo do sanduiche foram avaliados entre 30 e
120 minutos e entre 20 e 50 minutos, respectivamente. Para o tempo de captura,
verificou-se que 30 minutos proporcionou bons resultados, havendo um
decréscimo no sinal apos esse tempo de interacdo. Para formacdo do sanduiche,
20 minutos foi suficiente para obter uma boa correlacdo entre o imunoconjugado
formado e um alto sinal analitico, sendo que a corrente de pico se manteve
praticamente constante em tempos maiores. Assim, 0 tempo de captura de
30 minutos e o tempo de formacdo do sanduiche de 20 minutos foram usados
para este imunoensaio, 0 que totalizou um tempo de analise de
aproximadamente 55 minutos, considerando também a etapa de medida

eletroquimica (aproximadamente 5 minutos).

4.3.4 - Desempenho analitico dos imunoensaios propostos

Como mencionado, a deteccdo com baixos limites de trealase para o
diagndstico da doencga Cancro citrico ainda ndo foi relatada na literatura, e desta
forma, um estudo comparativo de dois procedimentos eletroquimicos foi
proposto para avaliar o potencial de TREA no diagndstico desta doenca.
Assim, o desempenho analitico dos imunoensaios propostos foi investigado
mediante a construcdo da curva analitica utilizando diferentes concentragdes do

padrdo de trealase diluidas em tampdo PBS (pH 7,4). Sob as condicGes
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otimizadas descritas anteriormente, 0 imunossensor enzimatico apresentou faixa
de trabalho com concentracdes de TREA de 25,0fgmL?! a 10,0 pg mL™.
A reacéo entre o analito e o imunossensor foi monitorada por meio da resposta
de corrente de pico obtida a partir da reducdo da benzoquinona, fornecendo uma
correlagdo com o logaritmo das concentragdes de TREA, pela técnica de

amperometria, com coeficiente de correlacdo linear de 0,995 (figura 4.10).
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FIGURA 4.10- A) Respostas dos sinais transientes para diferentes
concentracdes da proteina TREA em PBS (pH 7,4) a -0,2V vs. pseudo
referéncia Ag|AgCl apés a injecdo da mistura de 1,0 mmol L de H,Q/H,0; e
B) curva analitica para TREA (I (nA) x log [TREA]).

Para 0 imunoensaio ndo-enzimatico, a curva analitica foi obtida a
partir da relacdo linear entre o valor da corrente de pico de reducdo devido a
presenca das nanoparticulas de ouro com o logaritmo das concentraces de
TREA, usando a técnica voltametria de pulso diferencial (figura 4.11 A).
A linearidade alcancada para esse sistema € mostrada na figura 4.11 B,
apresentando um coeficiente de correlacdo de 0,990 para concentracdo de TREA
variando de 1,0 a 62,5pgmL?. As caracteristicas analiticas para ambos

imunoensaios desenvolvidos estdo resumidas na tabela 4.1.
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FIGURA 4.11 - A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir da
resposta eletroquimica das AuNPs para diferentes concentracbes de TREA e
B) curva analitica para TREA (I (nA) x log [TREA]).

TABELAO.1-Figuras de mérito dos imunoensaios eletroquimicos

desenvolvidos para deteccdo de TREA.

IMUNOENSAIO
Parametro Enzimatico N&o-enzimatico
Faixa linear (pg mL™) 0,025-10,0 1,0-62,5
R? 0,995 0,990
Inclinacdo (nA pg* mL) 157,2 7097,1
Intercepto (NA pg™* mL) 265,7 —273,7
LD* (fg mLY) 19 16

* LD (limite de deteccdo) calculado de acordo com os critérios da IUPAC
(LD = 3xs/ b, sendo s: o desvio padrao do branco (n = 10) e b: a inclinagdo da

curva analitica).

Comparativamente, 0s dois sistemas apresentaram caracteristicas

analiticas relativamente distintas para deteccdo de TREA. Por exemplo, o
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sistema enzimatico atingiu uma faixa linear com menores concentracdes de
TREA, no entanto ambas as faixas lineares sdo adequadas, uma vez que ndo ha
um valor de corte estabelecido para esta proteina em amostras de plantas
infectadas com cancro citrico. Além disso, a sensibilidade do imunossensor
enzimatico calculada a partir da curva de calibracéo foi de 157,2 nA pg™* mL,
cerca de 4 vezes menor que a sensibilidade alcancada para o imunoensaio
ndo-enzimatico (7097,1 nA pg?! mL), evidenciando outra diferenca desses
procedimentos. Em contrapartida, ambos 0s imunoensaios apresentaram
similaridade nos limites de deteccdo, com 19 e 16 fg mL™ para sistema
enzimatico e ndo-enzimatico, respectivamente. Esses baixissimos LDs obtidos
sugerem um possivel diagndstico precoce para 0 cancro citrico, ou seja, a
deteccdo da doenca em plantas ainda em fase assintomatica, evitando possiveis
epidemias e minimizando maiores prejuizos ao citricultor. A deteccdo precoce é
um grande avango no ramo de dispositivos para deteccdo de doencas em
cultivares. No mercado temos conhecimento da disponibilidade de um teste
sorologico comercial, que consiste num kit contendo uma pequena bolsa plastica
com solucdo tampdo e uma fita especifica para deteccdo da bactérial?,
Neste teste, a amostra € macerada no interior da bolsa com tampéo e, em
seguida, a fita é parcialmente inserida em contato com a solugdo. A rapidez e a
praticidade operacional desse kit fazem com que essa ferramenta seja de grande
utilidade para o diagndstico do cancro citrico no campo. Entretanto, devido ao
seu alto limite de deteccdo (4x10* células mL™) sua funcdo principal é apenas
confirmar a doenca ap0ds o diagnostico visual. Na literatura também se encontra
em desenvolvimento alguns imunoensaios buscando métodos alternativos para o
diagnostico precoce do cancro citrico, de forma simples, rapida e de baixo
custo®2%4. No entanto, nenhum desses trabalhos relata limites de deteccdo tdo
baixos quanto aos encontrados para 0s imunoensaios aqui desenvolvidos,

Mesmo que sejam para outras proteinas.
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4.3.5 - Determinacdo de TREA em amostras de plantas citricas

Para estudar a aplicabilidade dos dois imunoensaios desenvolvidos,
amostras de plantas infectadas ou ndo-infectadas pela bactéria Xanthomonas
citri subsp. citri. foram avaliadas. As amostras de folhas de plantas de laranja
(Citrus sinensis) foram preparadas de acordo com item 4.2.6 e diluidas na
proporcao 1:10.000 em PBS (pH 7,4), e as respostas do imunoensaio enzimatico
e ndo-enzimatico foram obtidas. A priori, estas amostras de cultivares foram
diagnosticadas com a doenca cancro citrico pelo metodo comparativo PCR
realizado pela Fundecitrus. Um teste ELISA indireto para quantificacdo da
proteina trealase foi utilizado em nosso grupo, no qual para este imunoensaio, a
amostra de interesse foi aplicada diretamente a placa, seguida pela incubacéo
com anticorpos policlonais especificos para proteina TREA e subsequente
incubacdo com o0 anticorpos anti-imunoglobulinas (anti-lgG) marcados com

enzimas HRP. Os resultados sdo demonstrados na figura 4.12.
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FIGURA 4.12 - Gréafico de barras comparando os resultados obtidos com um
imunoensaio eletroquimico enzimatico, ndo-enzimatico e teste Elisa para

deteccdo de TREA em amostras de plantas citricas.

Como mostrado na figura 4.12, os procedimentos desenvolvidos
apresentaram excelente concordancia entre as concentracbes de TREA nas
amostras para 0S imunoensaios entre si € em relacdo ao metodo ELISA.
O fato de ambos os sistemas utilizarem NPMs favoreceu a separacdo da proteina
alvo, auxiliou a eliminacdo de possiveis interferente e, principalmente,
minimizou qualquer efeito que a matriz poderia gerar. Esses resultados foram
avaliados pelo teste t pareado, ndo havendo diferenca significativa entre 0s
métodos ao nivel de 95% de intervalo de confianca, uma vez que o
imunossensor enzimatico apresentou um valor de t calculado de 1,04, e o valor
para 0 imunoensaio ndo-enzimatico foi 1,22, ou seja, valores inferiores ao t
critico tabelado (<3,18). Assim, esses resultados sugerem que tanto o
Imunossensor enzimatico quanto o0 imunoensaio ndo-enzimatico apresentaram

altos niveis de precisdo e exatidao, podendo ser utilizados como uma poderosa
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ferramenta para o diagnostico da doenca em citros, em especial nos casos

assintomaticos.

4.4 - CONCLUSAO PARCIAL

Na segunda parte deste trabalho, foi realizado um estudo
comparativo do desempenho de dois imunoensaios eletroquimicos para deteccao
inédita da trealase (TREA), um potencial biomarcador proteico para a doenca
cancro citrico. Assim, os sistemas avaliados envolveram o uso de nanoparticulas
magneéticas funcionalizadas com grupos carboxilas para imobilizacdo covalente
de anticorpos policlonais anti-TREA, sendo avaliados um imunossensor
enzimatico e um imunoensaio-magnético ndo-enzimatico. O imunossensor
enzimatico utilizou enzima HRP como marcador eletroquimico. Em contraste
com este sistema, no imunoensaio ndo-enzimatico utilizou-se eletrodos sem
nenhuma modificacgdo e o0 marcador eletroquimico empregado foi a
nanoparticula de ouro revestida com citrato (AuNP). Em condicGes otimizadas,
amplas faixas lineares foram obtidas de 25,0fgmL?* a 10pgmL? e
1,0-625pgmL? para 0 imunoensaio enzimatico e ndo-enzimatico,
respectivamente. Os limites de deteccdo obtidos foram muito similares para os
dois imunoensaios, com 19,0 fgmL?® para o imunossensor enzimatico e
16,0 fg mL™? para o imunoensaio ndo-enzimatico. Por outro lado, melhor
sensibilidade foi alcancada para 0 imunoensaio-magnético nédo-enzimatico
(7097,1 nApgtmL). Os dois sistemas construidos também foram aplicados
para amostras de plantas e comparados com o ELISA, ndo havendo diferenca
significativa entre os métodos com intervalo de confianca de 95%, o0 que
demonstrou que ambas as estratégias sdo adequadas para a deteccdo precoce do
TREA.



Desenvolvimento de um imunossensor para
determinacao multiplexada das proteinas
CP-CTV e TREA em cultivares de citros usando a
ALP como marcador eletroquimico

Capitulo 5
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5— DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR PARA
DETERMINACAO MULTIPLEXADA DAS PROTEINAS
CP-CTV E TREA EM CULTIVARES DE CITROS USANDO A
ALP COMO MARCADOR ELETROQUIMICO

5.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um dispositivo microfluidico descartavel para
deteccdo multiplexada das proteinas CP-CTV e TREA, empregando uma
configuracdo do tipo sanduiche, com nanobastdes de ouro na superficie do
eletrodo para imobilizacdo de anticorpos de captura e particulas magnéticas
bioconjugadas com anticorpos policlonais e enzima fosfatase alcalina como

marcador eletroquimico do sistema.

5.2 - PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1 - Reagentes e materiais

A enzima fosfatase alcalina (ALP do inglés alkaline phosphatase),
usada como marcador eletroquimico, e o0 seu substrato 1-naftil fosfato foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Para a sintese dos nanobastdes de
ouro foram utilizados os reagentes acido cloroaurico (HAuCl,, 99,9%), brometo
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, C19H4,BrN), borohidreto de sédio (NaBHy),
nitrato de prata e acido ascérbico que também foram adquiridos junto a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). O grafeno (tamanho de 2—8 um e espessura de 3 nm)
foi adquirido da Graphene Supermarket (Nova lorque, EUA). A tinta de carbono
da Electrodag (423SS) foi adquirida da Henkel Corporation (EUA).
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Os anticorpos, antigenos e demais reagentes utilizados foram descritos nos

capitulos anteriores (item 3.2.1 e 4.2.1).

5.2.2 - Instrumentacao

Os equipamentos utilizados neste trabalho ja foram mencionados

nos capitulos anteriores (item 3.2.2 € 4.2.2).

5.2.3 - Preparacao de solucgdes e sintese de materiais

5.2.3.1 - Sintese dos nanobastdes de ouro

Os nanobastdes de ouro (AuNRs, do inglés gold nanorods) foram
sintetizados pelo método mediado por sementes, descrito anteriormente por
Yan et al. (2019)*?’. Basicamente, duas etapas sdo necessarias para formacdo dos
nanobastbes a partir deste método. A primeira etapa consiste na obtencdo de
pequenas particulas de semente de ouro (seed partices), e para isso, 250 uL de
uma solucdo de HAUCI, (10 mmol L) foi adicionada a 7,5mL de CTAB
(100 mmol L) em um béquer sob agitacdo. A essa solucédo, adicionou-se
rapidamente 600 uL de uma solugdo de NaBH, (10 mmol L) recém preparada
em banho de gelo, e essa mistura foi mantida sob agitacédo (1000 rpm) por 2
minutos. Apds esse periodo, a solucdo resultante, de coloracdo amarela
acastanhada, foi mantida em repouso durante 2 horas,a temperatura ambiente.

Na segunda etapa, os AuNRs foram obtidos a partir dessas
sementes de ouro e de uma solucdo de crescimento. Para solucdo de
crescimento, 1,7mL de HAUCIl; (10mmolL™?) e 250puL de AgNO;
(10 mmol L) foram adicionados a 40 mL de CTAB (100 mmol L?t). Apds
agitacdo suave, 270 uL do agente redutor 4cido ascorbico (100 mmol L) foi

adicionado lentamente a essa solucdo. Com este passo, a solugéo de crescimento
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se tornou gradualmente incolor. Em seguida, a formacéo dos AuNRs foi iniciada
apos adicdo de 300 uL da dispersdo com as sementes de ouro. A solucdo de
AuUNRs resultante foi mantida sob agitacdo (400rpm) por 30 minutos, obtendo
uma coloragdo roxa azulada. Em seguida, essa solucdo foi deixada em repouso
por 16 horas a temperatura ambiente para o crescimento completo dos
nanobastdes. Por fim, etapas de lavagens foram realizadas para retirar o excesso
de CTAB por centrifugacOes repetitivas (10.000 rpm, por 10 minutos) e, oS

AuNRs foram dispersos em 10 mL de agua ultrapura, a armazenados a 4 °C.

5.2.3.2 - Preparacao do rGO-AuNR

O rGO-AuNR foi um dos materiais avaliados para modificacdo da
superficie do eletrodo, e assim, sua preparacdo sera brevemente descrital?,
Para tal finalidade, 2,0 mL de uma dispersdo de oOxido de grafeno reduzido
(rGO, do inglés reduced graphene oxide) (1,0 mg mL™) foram misturados com
20 uL de polilisina (2,0 mg mL™?) por 30 minutos em banho ultrassonico.
Em seguida, o excesso de polilisina foi removido por centrifugacdo a
10.000 rpm por 5 minutos. Depois disso, foram adicionados 2,0 mL da disperséo
de AuNR ao material, rGO/polilisina, e agitados por 5 minutos.
O material que nédo interagiu com o rGO foi removido apds o descarte do
sobrenadante e lavagens sucessivas com agua ultrapura, que foram realizados
com auxilio do processo de centrifugacdo. Finalmente, o precipitado contendo
rGO-AuNR foi disperso em 2,0 mL de agua ultrapura e armazenado sob

refrigeracéo até sua utilizagéo.

5.2.4 - Desenvolvimento do imunossensor multiplexado

O imunossensor eletroquimico para determinacdo multiplexada das

proteinas CP-CTV e TREA envolveu uso de um sistema microfluidico,
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semelhante aos dispositivos expostos anteriormente. Os anticorpos anti-CP-CTV
e anti-TREA foram imobilizados na superficie dos 8 eletrodos presentes no
arranjo (sendo 4 eletrodos para cada biomarcador), modificados com AuNR.
Como sonda de captura para os biomarcadores proteicos, foi utilizado um
bioconjugado de particulas magnéticas decoradas com anticorpos policlonais,
anti-CP-CTV ou anti-TREA, e enzima ALP. As etapas serdo resumidamente

mencionadas, e estdo representadas na figura 5.1.

Obtencéao do Ab,/PM
Captura do analito

Imoblllza(;ao de Ab

_ N N ‘2][3'
MR 0 3 “ “ ®* . o

AUNR BSA ALP anti-CP-CTV  anti-CP-CTV CP-CTV anti-TREA TREA

FIGURALG.1 - Esquema representativo do imunossensor multiplexado para
deteccdo eletroquimica dos biomarcadores CP-CTV e TREA, especificando a
etapa de modificacdo da superficie do eletrodo e imobilizacdo dos anti-CP-CTV
(Ab;) e anti-TREA (Aby); preparacdo do bioconjugado contendo particulas
magnéticas decoradas com anticorpos policlonais e enzimas ALP; captura dos
biomarcadores CP-CTV e TREA usando o bioconjugado e posterior formagao

do imunoensaio multiplexado do tipo sanduiche.
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5.2.4.1 - Imobilizacdo de anti-CP-CTV e anti-TREA no arranjo de

eletrodos

A estratégia utilizada neste método se baseou na modificacdo do
arranjo de eletrodos com nanobastdes de ouro. Este material pode ser facilmente
funcionalizado com acidos nucleicos, polimeros anfifilicos e proteinas, por meio
das ligacbes Au-N ou Au-S ou por adsorcao fisica, e assim, sua aplicacdo em
imunossensores tem crescido notoriamente!?’129130 Desta forma, os AuNRs
foram colocados em banho de ultrassom por 5 minutos para garantir
homogeneidade da dispersdo. Em seguida, 10 uL desta dispersdo foi colocada
sobre a superficie do eletrodo serigrafado e deixada secar a temperatura
ambiente. Ap0s essa etapa, lavagens com PBS (pH 7,4) foram realizadas para
retirar 0 excesso de AUNR. A configuracdo usada na preparacdo do
imunossensor multiplexado consistiu  em adicionar os anti-CP-CTV
(monoclonal) e anti-TREA (policlonal) no mesmo arranjo de eletrodos,
resultando em um dispositivo com 4 eletrodos consecutivos para cada
biomarcador e com 4 replicadas por analise (figura 5.2). Sendo assim, 10 uL de
uma solucdo contendo anti-CP-CTV (10,0 ugmL™) ou anti-TREA
(20,0 ng mL1) foram adicionados a superficie do eletrodo modificado com
AuNR, e mantidos por 18 horas sob refrigeracdo. Apds conjugacdo destes
anticorpos aos AuNRs através da ligacdo ouro-nitrogénio, os eletrodos foram
lavados com PBS (pH 7,4). Logo apds, os locais de ligacdo néo-especificos
foram blogueados com BSA (1% (m/v) em PBS) por 1 hora a 4 °C, seguido de
lavagem com PBS (pH 7,4). Os eletrodos foram guardados sob refrigeracéo ate
seu uso. O esquema com a imobilizacédo dos anticorpos aos eletrodos de trabalho

esta representado na figura 5.2.
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FIGURA 5.2 - Representacdo da imobilizacdo do anti-CP-CTV e anti-TREA na

superficie dos eletrodos de trabalho modificados com nanobastdes de ouro.

5.2.4.2 - Preparagdo dos bioconjugados anti-CP-CTV-PM-ALP e
anti-TREA-PM-ALP

A bioconjugacdo das particulas magnéticas comerciais com
anticorpos policlonais e com a fosfatase alcalina foi realizada empregando os
protocolos dos trabalhos mencionados anteriormente®29899.101 - com algumas
modificacdes para imobilizacdo da ALP. Resumidamente, uma aliquota de
200 uL de PM carboxiladas (10 mg mL! e didmetro médio de 1,0 um) foi
transferida para um microtubo de 2,0 mL, e o tampdo MES (50 mmol L,
pH 5,2) foi usado para lavagem com auxilio de um suporte magnético.
Os grupos carboxilicos das PMs foram ativados utilizando a solucdo de
EDC/NHS (3 mg mL!, preparada em tampdo MES), sob agitacdo lenta por
30 minutos. Posteriormente, as PMs com carboxilas ativadas foram lavadas
2 vezes com MES, e incubadas por 24 horas com 250 uL. dos anticorpos
policlonais anti-CP-CTV (10,0 ugmL™') ou anti-TREA (10,0 ug mL™),
preparados neste mesmo tampdo. Apos a etapa de imobilizacdo do anticopo, as

PMs-Ab, de cada biomarcador foram lavadas com tampao TRIS (20 mmol L,



86

pH 8,0). Para conjugacdo da fosfatase alcalina, 800 uL. de uma solugao contendo
essa enzima (30 ug mL!, condicdo otimizada) foram incubados com PM-Ab,
por 18 horas, sob agitacdo lenta. Os grupos carboxila que ndo reagiram foram
bloqueados utilizando uma 500 uL de solucdo de glicina (1,0 mol L) por
30 minutos e sob agitacdo. Por fim, foram necessarias lavagens com tampao
TRIS (20 mmol L, pH 8,0) para retirar o excesso do bloqueador, e entdo, cada
bioconjugado foi ressuspendido em 400 puL deste mesmo tampao (figura 5.3).
O rendimento de cada bioconjugado preparado é de aproximadamente 40

medidas eletroquimicas.

CP-CTV

-

1. EDC/NHS: .
Q -~

\_ PM 2. Ab,

TREA

1. EDC/NHS
Q@ .~

FIGURA 5.3 - Esquema das etapas de imobilizacdo dos anticorpos policlonais

especificos para CP-CTV e TREA e também da enzima fosfatase alcalina nas
PMs carboxiladas.
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5.2.4.3 - Formacao do imunoensaio multiplexado

Para captura simultéanea dos biomarcadores, utilizou-se uma solugéo
contendo as proteinas padrdo TREA e CP-CTV diluidas em tampdo TRIS
(20 mmol L, pH8,0) e os bioconjugados, anti-CP-CTV-PM-ALP e anti-
TREA-PM-ALP, preparados de acordo com o item 5.2.4.2. Assim, 10 pL de
cada bioconjugado foram adicionados a 500 pL da solucdo mista contendo
TREA e CP-CTV, e agitados lentamente por 40 minutos a 37 °C. O material
resultante, mistura dos conjugados CP-CTV-Ab,-PM-ALP e TREA-Ab,-PM-
ALP, foi lavado e ressuspendido em 125 uL com tampdo TRIS (pH 8,0).
As etapas aqui mencionadas estdo esquematicamente ilustradas na figura 5.4 A.

Esta estratégia também envolveu o uso do dispositivo microfluidico
contendo um arranjo de oito eletrodos de trabalho, buscando maior praticidade e
automacao nas analises eletroquimicas multiplexadas. Assim, para formacao dos
imunoensaios do tipo sanduiche na superficie do eletrodo (figura 5.4 B), 100 pL
dessa suspensdo foi injetada no dispositivo microfluidico usando uma valvula
cromatografica de injecdo manual. Para garantir o maximo de interacdo
antigeno-anticorpo, o fluxo foi interrompido por 40 minutos (tempo otimizado
no capitulo 4), e em seguida, o canal foi lavado com a solugdo carreadora
(tampéo TRIS, pH 9,6). Por fim, as determinacdes simultaneas foram realizadas
pelo monitoramento da reacdo enziméatica da ALP com seu substrato 1-naftil
fosfato (1-NPP, do inglés 1-naphthylphosphate). Assim, 100 yL da solucéo de
1-NPP (0,5 mmol L) foi adicionado ao sistema, e essa reacdo foi monitorada
empregando a estratégia de fluxo interrompido (stopped-flow) por 5 minutos
(tempo otimizado). A DPV foi realizada na faixa de potencial —0,2 a +0,7 V vs.
pseudo Ag|AgCI com amplitude de modulacdo de 50 mV, potencial de step de
5mV e velocidade de varredura de 0,01 V s*. Os parametros utilizados para a

DPV foram baseados em trabalhos previamente reportados3-133,



Incubagdo

- |

(agitagdo
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Separacgéo
magnética

FIGURA 5.4 - A) Representacdo da etapa de captura das proteinas CP-CTV e
TREA apos interacdo com seus respectivos bioconjugados Ab,-PM-ALP.
B) Formacdo do imunoensaio do tipo sanduiche na superficie do eletrodo e 0

sinal eletroquimico gerado a partir da injecdo da solucdo de deteccdo contendo

1-NPP.




89

5.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1- Estudo do uso de diferentes materiais na superficie do

eletrodo

A imobilizacdo de proteinas, seja sonda de DNA, anticorpo ou
enzima, na superficie do transdutor é uma etapa necessaria e critica no
desenvolvimento de biossensores e, neste sentido, 0s nanomateriais e Seus
derivados tém sido uma alternativa para melhorar o desempenho dessas
plataformas de deteccdo**!3*. Desta forma, a primeira etapa para o
desenvolvimento do imunoensaio multiplexado foi o estudo de diferentes
materiais para modificacdo da superficie eletrddica, a fim de proporcionar ao
sistema maior quantidade de pontos de ligacdo de anticorpos de captura, além de
também buscar um aumento na condutividade e biocompatibilidade.
Para isso, 0s materiais como 0xido de grafeno reduzido, nanobastdes de ouro e o
nanocomposito rGO-AuNR foram avaliados como modificadores do eletrodo de
carbono serigrafado, e a enzima ALP (1,0 mg mL™) foi diretamente imobilizada
nessa superficie modificada. A viabilidade do material foi avaliada pelo sinal de
deteccédo gerado com base na reagcdo da ALP com seu substrato 1-NPP por DPV.
Além disso, analises na auséncia da enzima também foram realizadas para cada
modificador, a fim de confirmar que apenas o substrato 1-NPP ndo apresenta
pico redox na faixa de potencial estudada. As respostas eletroquimicas estdo

apresentadas na figura 5.5.
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FIGURA 5.5 - Comparacdo da resposta voltamétrica para oxidacdo do 1-naftol
na (a) auséncia e (b) presenca da ALP imobilizada na superficie do eletrodo de
carbono A)sem modificacdo e modificado com B)rGO, C)AuNR e
D) rGO-AuNR. Condigdes: [ALP]= 1,0 mg mL™; [1-NPP]= 5,0 mmol L.

Como mostrado na figura 5.5, o eletrodo usando o rGO como
material modificador (figura 5.5 B) exibiu um pequeno aumento na magnitude
de sinal, cerca de 4 vezes maior, que a resposta obtida para o eletrodo de
carbono (sem modificacdo, figura 5.5 A). Esse melhor desempenho pode ser
atribuido a presenca de um maior nimero de grupos carboxilas neste material,
ocasionando a formacdo da ligacdo amida com a ALP, e consequentemente,
aumentando a quantidade de enzimas imobilizadas no eletrodo. Na figura 5.5 C,
a corrente de oxidacdo do substrato aumentou significativamente quando os
AuNRs foram utilizados (resposta cerca de 17 vezes maior). Isso pode ser
atribuido a alta area superficial dos AuNRs, oferecendo condicdes favoraveis

para imobilizacdo de proteinas em sua superficie. Além disso, os AuNRs
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possuem excelente condutividade elétrica, contribuindo para uma transferéncia
de elétrons mais eficiente, 0 que leva a um aumento no sinal eletroquimico para
a oxidacdo do 1-naftol. Da mesma forma, verificou-se o desempenho do
composito rGO-AuNR (figura 5.5 D). Esse material foi utilizado a fim de
melhorar ainda mais as propriedades dos precursores, aumentando os locais de
ligacdo devido a alta relacdo area/superficie/volume e aprimorando a
condutividade superficial’?®, Diferente do que era esperado, o material
apresentou um aumento na resposta eletroquimica apenas 7 vezes maior que 0
sinal do eletrodo ndo modificado, indicando, principalmente, que poucas
moléculas de ALP podem ter sido imobilizadas na superficie ou ainda, que
podem ter levado a uma orientacdo preferencial da ALP, tornando seu centro
ativo néo acessivel.

O estudo de velocidade de varredura também foi realizado para
estes materiais a fim de avaliar a area aparente eletroquimicamente ativa dos
eletrodos apos as diferentes modificacdes. Neste estudo, a voltametria ciclica foi
realizada usando o 4acido ferroceno monocarboxilico (1,0 mmol L2, em
0,5 mol L-*de KCI) como sonda eletroquimica, no intervalo de potencial de 0,0 a
0,6 V vs. Ag|AgCl e variando a velocidade de varredura de 50 a 400 mV s
(figura 5.6). Aqui, a area aparente eletroativa também foi estimada usando a
equacdo de Randles-Sevcik (I, = * (2.69 x 10°) n¥2 A DY2C v¥2), e os valores de
cada componente do sistema estdo descritos no item 3.3.1. Como pode ser visto,
0 eletrodo de carbono sem modificacdo (figura 5.6 (A)) apresentou os picos de
oxidacédo e reducdo caracteristicos para acido ferroceno monocarboxilico, e sua
area eletroativa calculada foi de 3,42 mm?. Apds adicdo do rGO (figura 5.6 (B)),
um aumento de aproximadamente 35% foi obtido, apresentando uma area
aparente eletroquimicamente ativa de 3,92 mm2 As figuras 5.6 (C) e (D)
mostram o estudo de velocidade para o eletrodo modificado com o0 AuNR e com
0 composito rGO-AuNR, e como esperado, um aumento consideravel foi

atingindo para esses dois materiais, resultando em uma éarea de 5,22 mm? e
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5,13 mm?, respectivamente. O incremento para estes dois materiais foi superior
a 50% em relagéo a area aparente eletroativa do eletrodo sem modificagéo. 1sso
indica que a melhora na condutividade pode estar relacionada ao aumento da
area condutora, uma vez que materiais polimeéricos isolantes, que estdo presentes
na tinta de carbono, sao recobertos pelo material modificador. Esses resultados
apresentaram concordéncia com o0s obtidos anteriormente por DPV.
Considerando o que foi exposto, os AuNRs foram escolhidos para o
desenvolvimento do imunossensor multiplexado, uma vez que este modificador
apresentou melhores condicdes tanto para imobilizacdo de proteinas, quanto em
relacdo a area aparente eletroativa. Os valores de area calculada e o aumento

relacionado ao eletrodo sem modificador estdo apresentados na tabela 5.1.

201 Carbono 201 rGO
10- 10-
< <
2 04 2 04
-10- } -10- }
20 A) | somvst| B) | _50mVs’
0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.2 0.4 0.6
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCl
201 rGO-AuNR
10-
< <
3 = 04
-10- 1
D) 50 mV's’
_20 T T T T _20 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.2 0.4 0.6
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCl

FIGURA 5.6 - Voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura (de 50

a 400 mV s1) para o eletrodo de carbono A) sem modificacdo, modificado com
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B) 6xido de grafeno reduzido, C) AuNR e D) rGO/AuNR, usando 1,0 mmol L

de 4cido ferroceno monocarboxilico em 0,5 mol L'de KCI.

TABELA 0.1 - Comparacdo das éareas eletroguimicamente ativas para 0S
eletrodos sem modificacdo (carbono) e modificados com rGO, AuNR e

rGO/AuUNR obtidos a partir dos voltamogramas da figura 5.6.

Materiais Area (mm?) Aumento da area”
%
Carbono 3,42 -
rGO 3,92 14,5
AUNR 5,22 52,7
rGO-AuNR 5,13 50,2

*aumento percentual da area eletroativa aparente comparado ao ndo modificado.

5.3.2 - Caracterizacdo dos eletrodos de carbono modificados com
AuNRs

Uma vez definido o melhor modificador, outro estudo realizado foi
a caracterizacdo da superficie eletrodica modificada com nanobastdes de ouro.
Primeiramente, a obtencdo dos AuNRs foi confirmada por UV-Vis, em que
foram observadas as bandas caracteristicas de ressonancia plasmonica de
superficie (SPR, do inglés surface plasmon resonance) desse nanomaterial.
Assim, os espectros de absorcdo do UV-Vis para os nanobastdes exibiram duas
bandas de SPR em 530 e 665 nm, que correspondem aos modos de oscilagéo
transversal e longitudinal dos AUNRS, respectivamente®*%, Em seguida,
imagens de microscopia eletronica de varredura foram utilizadas para
caracterizar o eletrodo de carbono sem modificagcdo e com AuNRs (figura 5.7),
nas quais observa-se uma superficie com morfologia rugosa caracteristica de

tintas de carbono. Essa superficie irregular pode fornecer uma grande area de
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superficie e, consequentemente, aumentar a quantidade de material a ser
depositado®®’. No entanto, a partir das andlises de MEV pouca diferenca
morfoldgica entre a superficie modificada e sem modificacdo foi observada e,
desta forma, um mapeamento por EDX foi realizado, a fim de avaliar a
composic¢ado quimica dessas superficies. Na figura 5.7 (A), pode-se observar que
o eletrodo sem modificacdo € composto pelos elementos C e Cl, provenientes da
tinta de carbono Electrodag. Com a deposicdo de nanobastdes de ouro na
superficie deste eletrodo de trabalho (figura 5.7 (B)), pode ser observado uma
distribuicdo homogénea do ouro por toda superficie, indicando a eficicia na

etapa de modificacao do eletrodo.

FIGURA 5.7 - Imagens de MEV para eletrodo de carbono A) sem modificacéo e
B) modificado com nanobastdes de ouro, e 0s mapas de cores em quantidades de
C, Cl e Au por EDS.

5.3.3 - Otimizacgao dos parametros experimentais

A estratégia utilizada neste dispositivo envolveu também o uso de

particulas magneticas para imobilizacdo de anticorpos policlonais e da enzima
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ALP. Esta enzima tem sido amplamente utilizada em imunoensaios como
marcador eletroquimico devido a alta estabilidade, a ampla especificidade ao seu
substrato, ao baixo custo e por possuir reacbes com baixos niveis de
interferéncias®®'®, Além disso, a ALP fornece maior praticidade na
configuracdo do sistema em relagdo aos imunoensaios que utilizam a enzima
HRP, uma vez que ndo ha necessidade de remoc¢do do oxigénio dissolvido nas
solugbes de deteccdo. Para a otimizacdo das variaveis experimentais
imunoensaio multiplexado das proteinas CP-CTV e TREA, apenas as condi¢des
relacionadas ao uso da enzima ALP foram realizadas, visto que nos itens 3.3.3 e
4.3.3 estdo apresentadas algumas condicdes Otimas para interacdo antigeno-
anticorpo dessas proteinas individualmente. O principio de deteccdo desta
estratégia baseou-se na reacdo catalitica da fosfatase alcalina com seu substrato
1-naftil fosfato, representada na figura 5.8. Inicialmente, o substrato 1-naftil
fosfato € hidrolisado pela ALP, gerando os produtos 1-naftol e fosfato
inorganico (etapa 1). Em seguida, a técnica de voltametria de pulso diferencial
foi aplicada, resultando em um sinal analitico devido a oxidagdo do 1-naftol na

superficie do eletrodo, com o potencial de pico em +0,22 V (etapa 2).

o)
1 o
0 Nona AP OH I
OH HO” 1~0-+Na
Etapa (1) + OH
OH o)

Etapa (2) tetH

FIGURA 5.8 - Esquema da reacdo catalitica da fosfatase alcalina com seu

substrato 1-naftil fosfato e etapa de oxidacdo eletroquimica do produto formado.
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Os parametros experimentais foram avaliados, inicialmente, apenas
para proteina TREA de forma a obter melhor desempenho analitico do sistema,
e posteriormente, foram aplicados para os dois biomarcadores. Assim, foi
estudada a concentracdo da enzima imobilizada na superficie da particula
magnética; a concentracdo do substrato 1-NPP e o tempo para formacdo do
1-naftol. Neste estudo, o critério utilizado para escolha de cada parametro
estudado foi a razdo entre a corrente de pico medida por DPV para proteina

TREA (S) e o controle (branco) (C). Os resultados obtidos s&o mostrados na

figura 5.9.
A) [ Jcontrole B) [ Jcontrole 16
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FIGURA 5.9 - Pardmetros avaliados: A) influéncia da concentracdo de fosfatase
alcalina imobilizadas nas particulas magnéticas; B) concentracdo de substrato
1-NPP e C) estudo do tempo de formacéo do 1-naftol nas respostas de DPV para
0 imunossensor do tipo sanduiche para TREA. CondicGes:
[TREA] =12,5 pg mL, [Ab]etetrodo = 20,0 pg mL e [Abz]em = 10,0 pg mL,

usando tampéo TRIS (pH 9,6) como solucédo carreadora.
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Primeiramente, a quantidade de enzima fosfatase alcalina foi avaliada
por meio do preparo do bioconjugado Ab,-PM-ALP, usando solugbes contendo
entre 10 e 40 ug mL? da enzima (figura 5.9 A). Apds essa bioconjugacéo, a
proteina TREA (pg mL?) foi capturada pelo bioconjugado e, posteriormente,
incubadas no arranjo de eletrodos modificados com anticorpo, conforme descrito
no item 5.2.4.3. Apos formacgdo do imunoensaio do tipo sanduiche, uma solugéo de
1-NPP (5,0 mmol L 1) foi adicionada ao dispositivo microfluidico e, em seguida, o
fluxo foi interrompido para que a reacdo de hidrdlise do substrato ocorresse.
Para esta analise, o tempo para rea¢do enzimatica e formacdo do 1-naftol foi de
10 minutos e a técnica de voltametria de pulso diferencial foi aplicada na faixa de
0,2 a +0,7 V vs. pseudo Ag|AgCl. Como pode ser observado na figura 5.9 A,
um incremento na corrente de pico de oxidagdo do 1-naftol, tanto para TREA
quanto para o branco, foi alcangado com o aumento da concentragédo de ALP no
bioconjugados. No entanto, os valores de correntes para as concentragdes de 30
e 40 uygmLt apresentaram resultados similares, indicando uma possivel
saturacdo. Assim, a concentracdo escolhida para imobilizacdo das ALPs nas
Ab,-PMs foi de 30 pg mL™. Outro parametro avaliado foi a concentragdo do
substrato 1-naftil fosfato, variando a concentragdo da solugdo entre 0,1 e
10 mmol L. A figura 5.9 B apresenta os resultados para este estudo, no qual os
valores de corrente de pico aumentaram com a concentracdo de substrato até
1,0 mmol L%, ocorrendo uma diminuicdo gradual para maiores concentragdes.
Este fato pode estar relacionado a incrustacdo no eletrodo devido a
eletropolimerizacgdo  do  produto  da  reagdo  electroguimical®.
Assim, a concentracdo de 0,1 mmol L de 1-NPP foi selecionada para as
analises subsequentes, uma vez que apresentou maior sinal analitico e uma
maior razdo sinal do analito/branco. Por fim, também foi avaliado o tempo para
hidrdlise do 1-NPP, catalisada pela ALP, variando o periodo de tempo em até
20 minutos (figura 5.9 C). Para escolha deste parametro, o perfil voltamétrico do

pico de oxidacdo do 1-naftol também foi levado em consideracdo.
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Assim, 5 minutos foi o tempo escolhido para 0s imunoensaios posteriores, pois
apresentou boa definicdo do pico de oxidacdo e uma boa razdo sinal do

analito/branco.

5.3.4 - Desempenho analitico do imunossensor multiplexado

Abordagens que realizam o diagnostico de varias doencas
simultaneamente (multiplexacdo) sdo recursos necessarios na area clinica,
alimentar e ambiental, pois reduzem o volume de amostras e reagentes, a
quantidade e o tempo de analises a serem realizadas, e, consequentemente, 0
custo do produto’®. Deste modo, o imunoensaio utilizando um arranjo de
eletrodos conjugados com anticorpos de captura e particulas magnéticas
decoradas com Ab, e ALP foi aplicado para determinacdo multiplexada das
proteinas CP-CTV e TREA sob as condicGes de trabalho otimizadas. As figuras
5.10 A e B apresentam as curvas analiticas construidas a partir da corrente de
pico de oxidacdo do 1-naftol e o logaritmo da concentracdo de cada
biomarcador. Os desvios padrdo foram obtidos a partir de n = 4, uma vez que
cada dispositivo microfluidico permite realizar 4 medicdes para cada proteina,
sendo que cada concentracdo da curva analitica foi analisada utilizando um novo
dispositivo descartavel.

A faixa linear para deteccdo da CP-CTV se estendeu entre 0,3 e
5,1 pg mL™ da proteina, apresentando uma excelente linearidade (R? = 0,996) e
ajustando-se a equagdo I, (NA)=9,27x107+7,19x10®log [CP-CTV]
(pg mL1), como mostra a figura 5.10 A. Simultaneamente, a curva analitica foi
construida para a proteina trealase (figura 5.10 B), apresentando uma faixa
linear entre 08 e 125pgmL? (R>=0,989), com a equacgdo
Ip (NA) =1,21 x10°+ 9,99 x 108 log [TREA] (pgmL™?). Os limites de
deteccdo alcancados foram de 0,1 pg mL™ (CP-CTV) e 0,6 pg mL* (TREA),
nos quais foram calculados segundo método IUPAC ((3s)/b, onde s foi o desvio
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padrdo expresso para as medidas de corrente do branco (n=10) e b é a

inclinacdo da curva analitica).

A)

O 10
[CP-CTV] (pg mL™)

o) B)

1 10

[TREA] (pg mL™)
FIGURA 5.10 - Curva de calibracdo para A) CP-CTV e B) TREA obtidos com o
imunossensor multiplexado a partir da resposta eletroquimica da reacdo de

hidrolise do 1-naftil fosfato catalisada pela ALP (I (nA) x log [proteina]).

Embora o imunoensaio magnético multiplexado tenha apresentado
maiores limites de deteccdo comparados aos outros imunoensaios desenvolvidos
neste trabalho, a magnitude do LD alcancado ainda é extremamente baixa e
adequada para deteccdo dessas doencas, uma vez que ndo ha um valor de corte

para estes biomarcadores em amostras de plantas infectadas. Além disso, ainda
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ndo ha na literatura o desenvolvimento de dispositivos analiticos para deteccao
multiplexada dessas doencas citricas, mostrando o grande potencial deste
dispositivo. O imunoensaio também apresentou alta sensibilidade, boa
repetitividade (com de DPR de 4,5% e 53% para CP-CTV e TREA,
respectivamente). Além disso, a miniaturizacdo de sistema permite sua aplicacdo
em analises de amostras reais visando o diagnostico da doenca Tristeza dos
citros e do cancro citrico em campo. Finalmente, a capacidade de anélise deste
dispositivo também pode ser aprimorada para a deteccdo multiplexada de outros

biomarcadores para uma unica doenca, aumentando a exatidao do diagnostico.

5.4 - CONCLUSAO PARCIAL

Neste terceiro trabalho, descrevemos o uso de um imunossensor do
tipo sanduiche para deteccdo multiplexada das proteinas CP-CTV e TREA,
visando o diagnéstico das doencas Tristeza dos citros e cancro citrico,
respectivamente. No procedimento proposto, 0s AuNRs atuaram como substrato
para imobilizar anticorpos de captura na superficie do eletrodo serigrafado,
proporcionando alta area superficial, boa condutividade e biocompatibilidade
com os biocompostos utilizados. Juntamente a isso, a enzima ALP foi utilizada
como marcador eletroquimico, buscando baixo custo e maior praticidade na
configuracdo do sistema em relacdo a outros imunoensaios enzimaticos.
Em condic¢des otimizadas, o dispositivo proposto obteve boas figuras de mérito,
apresentando boa reposta linear em uma ampla faixa de trabalho, baixos limites
de deteccdo (0,1pgmL?t e 06pgmL? para CP-CTV e TREA,
respectivamente) e boa repetitividade. Deste modo, acreditamos que o
imunossensor multiplexado desenvolvido oferece Otimas condigbes para
deteccdo de ambos os biomarcadores em amostras reais visando o diagndstico
dessas doencas citricas, empregando instrumentacdo eletroquimica portatil e

econdmica.
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6 - CONCLUSOES FINAIS

Os trabalhos aqui propostos buscaram o desenvolvimento de
dispositivos descartaveis voltados para a determinacéo eletroquimica de doencas
associadas as culturas citricas, a fim obter alta sensibilidade, baixo custo e
portabilidade. Além disso, um dos principais enfoques para estes dispositivos foi
a busca por baixos limites de deteccdo, na ordem de 10° g mL™, que podem
oferecer um diagnastico precoce, se possivel em fase assintomatica, visando um
combate as doencas de forma mais eficaz e com menor custo aos produtores.
Em relacdo a seletividade, todos os procedimentos utilizaram particulas
magnéticas decoradas com elementos de biorreconhecimento especificos para
cada proteina, que exploraram a imunocaptura magnética e foram capazes de
capturar, pré-concentrar e separar 0s biomarcadores com eficiéncia e
praticidade, o que eliminou os potenciais interferentes.

Na primeira abordagem, um imunoarranjo microfluidico para
diagnostico do Citrus tristeza virus foi desenvolvido. O sistema apresentou
elevada precisdo e alta sensibilidade, alcancando o menor limite de deteccéo ja
relatado na literatura até o momento (0,3 fgmL™). Apds uma série de
otimizacdes, o procedimento foi aplicado com sucesso para a determinagdo do
CP-CTV em cultivares de citricos, sendo os resultados obtidos estatisticamente
comparaveis aos do método de referéncia baseado no teste ELISA. Além disso,
0 baixo custo na confeccdo do imunossensor tambem foi um grande atrativo
para esta estratégia, no qual o valor estimado foi de aproximadamente R$ 1,00
por eletrodo, em comparacdo com o0 ensaio ELISA, usado no estudo
comparativo, que foi de cerca de R$ 30,00 por micropoco.

Na segunda abordagem, foi avaliado o potencial da proteina
Trealase como possivel biomarcador para diagnéstico do cancro citrico, e assim
dois imunoensaios (um enzimatico e outro ndo enzimatico) foram

desenvolvidos. O imunoensaio enzimatico também se baseou no uso da HRP
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como marcador eletroquimico, enquanto o ndo-enzimatico empregou as AuNPs
para obtencdo da resposta eletrogquimica. Comparativamente, as performances
eletroquimicas de ambos os eletrodos foram similares, com limites de deteccao
na ordem de 10 g mL™’. Entretanto, o imunossensor enzimatico apresentou
uma maior faixa linear de trabalho, enquanto o ndo enzimatico apresentou uma
maior sensibilidade (ca. 4 vezes). A aplicacdo bem-sucedida de ambas as
estratégias foi demonstrada para a determinacdo da TREA em amostras de
plantas citricas, sendo concordantes com o método ELISA. Além disso, a
rapidez no tempo de anélise destes dispositivos € outra vantagem, uma vez que
as anélises levam cerca de 1 hora, considerando a etapa de captura, formacéo do
sanduiche e medida eletroquimica.

A terceira e Gltima abordagem apresentou um imunossensor do tipo
sanduiche para deteccdo multiplexada das proteinas CP-CTV e TREA em
plantas citricas. O sistema microfluidico foi montado com 8 (oito) eletrodos,
sendo 4 (quatro) para cada proteina. O processo eletroquimico foi baseado na
reacdo de oxidacdo do 1-naftol, gerado a partir da hidrolise do 1-naftilfosfato
com a fosfatase alcalina. Em condi¢bes otimizadas, uma ampla faixa de trabalho
foi obtida e os limites de deteccdo foram estimados em 0,1pgmL? e
0,6 pg mL para CP-CTV e TREA, respectivamente. Este sensor apresentou
boa resposta analitica e mostrou-se promissor para aplicacdo em amostras de
citrus, tendo em vista que o diagnostico multiplexado dessas doencas citricas
fornece varias vantagens, tanto do ponto de vista analitico quanto econémico.

Ressaltamos ainda que o0s procedimentos aqui propostos foram
desenvolvidos com instrumentacdo de baixo custo, majoritariamente constituida
de materiais de escritério como, vinil adesivo, folha de transparéncia, cartdo
dupla-face e outros. O custo por confeccdo dos eletrodos, incluindo a
modificacdo quimica e imunoldgica, apresentou cerca de 30 vezes menos que
um método de ELISA adquirido no Brasil, o que torna a estratégia

potencialmente comercializavel, tendo em vista que sdo descartaveis e de facil
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manipulacdo. Além disso, seu formato e estabilidade sdo favoraveis para
trabalho em condic¢es de campo e transporte para longas distancias.

Finalmente, as vantagens ja mencionadas (baixo custo, fécil
portabilidade, bem como a alta sensibilidade e seletividade), indicam que o0s
dispositivos desenvolvidos neste trabalho podem ser uma alternativa aos
protocolos ouro (e.g., ELISA e PCR), que séo reconhecidamente morosos, caros

e que requerem condicdes laboratoriais.
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